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Meinen Eltern



Kurzfassung: Interventionsstudie zur Wirkung von moderatem Rotweinkonsum auf aus-
gewiihlte redoxsensitive Inmunfunktionen bei T-Lymphozyten und Phagozytenpopulationen

Problemstellung: Polyphenole sind sekunddre Pflanzenstoffe, die in allen pflanzlichen
Nahrungsmitteln vorkommen, in besonders hoher Konzentration im Rotwein. Ihnen werden zahlreiche
biologische Wirkungen zugeschrieben, u.a. auch immunmodulierende und antiinflammatorische
Effekte. Letztere wurden bisher fast ausschlieBlich in vitro nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es
daher zu priifen, ob eine einmalige oder wiederholte nutritive Polyphenolaufnahme durch Konsum von
Rotwein (RW) redoxsensitive Immunfunktionen ex vivo beeinflusst, und ob entalkoholisierter Rotwein
(ERW) vergleichbare Effekte hat wie RW.

Methoden: A) 27 gesunde Nichtraucher tranken niichtern einmalig 200 mL RW, 175 mL ERW oder
200 mL Wasser (Kontrolle). Bestimmt wurde der Anteil apoptotischer T-Lymphozyten (Annexin-V-
Bindungstest) und der Anteil phagozytierender und burstaktiver Granulozyten und Monozyten
(Phago-, Bursttest®) vor, 90 und 360 min nach der Intervention. Alle Untersuchungen erfolgten mittels
Durchflusszytometrie. B) 49 gesunde Nichtraucher nahmen 6 Wochen lang téglich 200 mL. RW oder
175 mL ERW zusitzlich zur gewohnten Kost auf. Eine Kontrollgruppe mit 25 Probanden erhielt kein
Getrank. Blutproben wurden morgens niichtern vor und nach der 6-wochigen Intervention entnommen
und dieselben Parameter untersucht wie bei A).

Ergebnisse: Immunmodulierende Wirkungen, die mit der Intervention in Verbindung gebracht
werden konnen, wurden nur nach einmaligem, nicht aber nach wiederholtem Konsum von RW oder
ERW festgestellt. Der Anteil phagozytierender Monozyten stieg 90 min nach Konsum von RW an,
aber nicht nach Konsum von ERW, was durch den Alkohol oder die hohere Polyphenolaufnahme mit
RW im Vergleich zu ERW bedingt sein kdnnte. Der Anteil burstaktiver Granulozyten nahm 360 min
nach Konsum von ERW ab, wihrend der Anteil burstaktiver Monozyten 90 und 360 min nach
Konsum von ERW gegeniiber dem Ausgangswert anstieg. Dass diese Verdnderungen nur nach
Konsum von ERW auftraten, aber nicht nach Konsum von RW, deutet darauf hin, dass der Alkohol im
RW die Wirkungen der Polyphenole kompensiert, moglicherweise durch prooxidative Wirkungen
oder einer beschleunigten Elimination der Polyphenole. Alle iibrigen Parameter blieben unveréndert.

Schlussfolgerung: Immunmodulierende Wirkungen wurden nur nach einmaligem Verzehr von RW
und ERW bei der unspezifischen zelluliren Abwehr festgestellt. Warum nach regelméBigem Konsum
von RW und ERW keine immunmodulierende Wirkungen auftraten, ist unklar. Da die
immunmodulierenden Wirkungen der Polyphenole in vitro dosisabhéngig sind, ist es denkbar, dass die
Polyphenolkonzentration nach 6-wochigem Konsum im Niichternblut zu gering war, um den
Phagozytoseprozess zu modulieren. Moglicherweise werden aber auch Adaptationsmechanismen
aktiviert, um langfristig die Homoostase aufrecht zu halten. Ob eine erhohte nutritive Aufnahme von
anderen Flavonoiden, z.B. Flavonolen, dhnliche Wirkungen auslosen wie die Polyphenole im
Rotwein, miisste in Hinblick auf einen moéglichen praventiven oder therapeutischen Nutzen bei
chronisch-degenerativen, entziindlichen Erkrankungen in weiteren Interventionsstudien iiberpriift
werden.



Abstract: Intervention study to investigate the effect of moderate red wine consumption on
selected redoxsensitive immune functions from T-lymphocytes and phagocyte populations

Background: Polyphenols are secondary plant products occurring in plant foods, in especially high
concentrations in red wine. They have many biological properties, among them immunomodulatory
and antiinflammatory effects. These effects have almost exclusively been observed in vitro. Hence the
aim of this study was to investigate if single or repeated dietary polyphenol intake by means of red
wine (RW) affects redox sensitive immune functions ex vivo, and if dealcoholized red wine (DRW)
induces similar effects.

Methods: A) 27 healthy non-smokers consumed a single dose of 200 mL RW, 175 mL DRW or
200 mL water (controls). The percentage of apoptotic T-lymphocytes was determined with annexin V
labelling and phagocytosis and burst of granulocytes and monocytes with testkits (Phago-, Bursttest®™)
before, 90 and 360 min after intervention. All investigations were done by flow cytometry. B)
49 healthy non-smokers ingested either 200 mL RW or 175 mL DRW daily for 6 weeks in addition to
their usual diet. A control group including 25 participants did not receive any study drink. Blood
samples were taken after an overnight fast before and after 6 weeks of intervention and the same
parameters were investigated as in A).

Results: A) Immunomodulatory effects related to intervention could only be observed after single, but
not after repeated ingestion of either RW or DRW. The percentage of phagocytic monocytes increased
90 min after consumption of RW, but not after consumption of DRW, probably due to the alcohol or
the higher polyphenol intake with RW in comparison to DRW. The percentage of burstpositive
granulocytes decreased 360 min after consumption of DRW and increased progressively in monocytes
compared to baseline values. As these effects occurred only after consumption of DRW, but not after
consumption of RW, the alcohol seems to compensate the polyphenols’ effects, probably by
prooxidative effects or by increased polyphenol elimination. Further parameter did not change in any

group.

Conclusion: Immunomodulating effects occurred only after a single ingestion of RW or DRW within
the unspecific defense. It is not clear why immunomodulatory effects did not occur after repeated
consumption of RW or DRW. As immunomodulatory effects of polyphenols are concentration-
dependent in vitro, the polyphenol concentration in blood after an overnight fast might have been too
low after 6 weeks of intervention to modulate phagocytosis. Another explanation might concern
compensatory mechanisms which might have been activated to maintain homeostasis. Regarding the
potential protection against chronic-degenerative, inflammatory diseases, it should be investigated in
further intervention studies whether an increased nutritional intake of other flavonoids, e.g. flavonols,
may induce similar effects as polyphenols from red wine.
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Einleitung 1

1  Einleitung

Polyphenole sind sekundére Pflanzenstoffe, die in pflanzlichen Nahrungsmitteln vorkommen
(HERTOG et al., 1992), in besonders hoher Konzentration im Rotwein (SOLEAS et al., 1997a).
Aufgrund ihrer vielfiltigen biologischen Wirkungen werden ihnen gesundheitsfordernde
Eigenschaften zugeschrieben (NUVELDT et al., 2001). Am besten untersucht sind die
antioxidativen Wirkungen der Polyphenole, die nicht nur in vitro, sondern auch nach
Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln im Plasma ex vivo bzw. teilweise auch in
vivo nachgewiesen wurden (VINSON, 1998). Eine Steigerung der antioxidativen Kapazitét im
Plasma oder ein erhohter Schutz vor Cu®-induzierter LDL-Oxidation wurde inzwischen
mehrfach bei gesunden Nichtrauchern nach einmaligem (WHITEHEAD et al., 1995; MIYAGI et
al., 1997; CAO et al., 1998; DUTHIE et al., 1998; SERAFINI et al., 1998, 2000; SIMONETTI et
al., 2001), teilweise auch nach wiederholtem (FUHRMAN et al., 1995; CARBONNEAU et al.,
1997; NIGDIKAR et al., 1998; LEIGHTON et al., 1999; CHOPRA et al., 2000) Verzehr von
nativem oder entalkoholisiertem Rotwein oder Rotweinextrakt bei gesunden Nichtrauchern
festgestellt. Im Unterschied dazu basieren die Hinweise auf immunmodulierende und
antiinflammatorische Effekte, die zumindest teilweise durch die antioxidativen
Eigenschaften der Polyphenole vermittelt werden, fast ausschlieBlich auf den Ergebnissen
von in vitro Studien (ROBAK und GRYGLEWSKI, 1996; MIDDLETON, 1998; MIDDLETON et al.,
2000; NUVELDT et al., 2001). Zu der Frage, ob diese Wirkungen auch nach Konsum von
polyphenolreichen Lebensmitteln auftreten, ist bisher nur sehr wenig bekannt, obwohl diese
Wirkungen in der Privention und Therapie von vielen chronisch-degenerativen,
insbesondere bei entziindlichen Erkrankungen von Bedeutung sein konnten. Daher sollte die
vorliegende Studie zeigen, ob eine einmalige oder regelmiflige nutritive
Polyphenolaufnahme durch Konsum von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein die
Funktion von redoxsensitiven Immunfunktionen (Apoptose von aktivierten T-Lymphozyten
sowie Phagozytose und Respiratory Burst von Granulozyten und Monozyten) ex vivo

beeinflusst.



2 Literaturiibersicht

2 Literaturibersicht

2.1 Polyphenole: Vorkommen, Struktur und Klassifikation

Polyphenole gehdoren zur Gruppe der sekunddren Pflanzenstoffe, die in allen
Nahrungsmittelpflanzen vorkommen. Hierzu zdhlen phenolische Séuren, Flavonoide und
Stilbene (HERTOG et al., 1992; BRAVO, 1998). Zu den phenolischen Séduren gehdren
Hydroxybenzoe- und Hydroxyzimtsduren, die meistens mit Zuckern oder organischen
Sauren verestert sind (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000; WATZL und RECHKEMMER, 2001).
Die Phenolsduren sind hdufig in den Randschichten von Samen und Friichten lokalisiert,
verbessern die Stabilitdt der Zellwidnde und schiitzen die Pflanze vor Schidden, die durch
UV-Strahlung entstehen konnen (WATZL und LEITZMANN, 1995). Flavonoide sind
Verbindungen mit einem 2-Phenyl-benzo-y-pyren-Grundgeriist (BRAVO, 1998). Hierzu
zahlen Flavonole, Flavanole, Anthocyanidine, Flavanone, Flavone, Isoflavone und
Proanthocyanidine, die sich durch Oxidation des Sauerstoffs im heterozyklischen Ring
unterscheiden (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000). Flavonoide liegen in Pflanzen v.a. in
glykosilierter, die Flavanole in acetylierter Form vor, meistens als Monomere. Viele
fungieren als Farbstoffe. Oligomere aus Flavanolen bilden die Gruppe der Proantho-
cyanidine, die den Tanninen zugeordnet werden (BRAVO, 1998). Stilbene sind nicht weit
verbreitet. Resveratrol, das zu den Stilbenen gehort, kommt nur im Wein und in geringen

Mengen in Erdniissen vor (SOLEAS et al., 1997b).

2.2 Polyphenolaufnahme

Eine exakte Bestimmung des Polyphenolgehaltes in Lebensmitteln ist schwierig. Im
Lebensmittel liegen sehr viele unterschiedliche Polyphenole vor. Standardisierte
Analyseverfahren zur Polyphenolanalytik wurden bisher nicht etabliert. Dariiber hinaus
unterliegt der Polyphenolgehalt in Nahrungsmittelpflanzen einer biologischen Variabilitit.
Genaue Daten zur nutritiven Polyphenolaufnahme liegen deshalb nicht vor (BRAVO, 1998;

HEILMANN und MERFORT, 1998; SCALBERT und WILLIAMSON, 2000).

Die Polyphenolaufnahme hingt von den Verzehrsgewohnheiten ab (AHERNE und O'BRIEN,
2002). Die mittlere tégliche Zufuhr an Phenolsduren betrug bei einem bayerischen Teil-
kollektiv der Nationalen Verzehrsstudie 222 mg, wobei die Spanne mit 9-989 mg relativ
grof} war. Zur Phenolsédureaufnahme trugen wesentlich die Hydroxyzimtsduren bei (211 mg)

und weniger Hydroxybenzoesduren (11 mg). Die Phenolsdurezufuhr erfolgt v.a. durch
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Kaffeesdure (206 mg), welche fast ausschlieBlich (92%) durch Kaffee aufgenommen wird.
Gallussdure wird iiberwiegend durch Wein (93%) aufgenommen. Neben Kaffee ist die
Gruppe der Obst-/produkte/-sifte der wichtigste Lieferant von Hydroxybenzoe- und
Hydroxyzimtsduren (RADTKE et al., 1998).

Die Flavonoidzufuhr bei einem Teilkollektiv der Nationalen Verzehrsstudie betrug im
Durchschnitt 54 mg und zeigte eine hohe Variabilitit (Spanne 7-203 mg). Den grofiten
Anteil machten die Flavonole (12 mg), Catechine (8 mg) und Flavanone (13 mg) aus, der
Beitrag der Anthocyanidine (2,7 mg) und Proanthocyanidine (3,7 mg) war gering. Die
Flavonoidaufnahme erfolgte wesentlich durch die Gruppe Obst/-produkte/-séifte, wobei
Rotwein-Konsum zur Aufnahme von Catechin, Epicatechin und Proanthocyanidinen beitrug
(LINSEISEN et al., 1997).

Aufgrund fehlender Analysedaten und der Beriicksichtigung nur einzelner Flavonoide wird
die Polyphenolaufnahme wahrscheinlich unterschitzt (BRAVO, 1998; AHERNE und O'BRIEN,
2002). Nach Berechnungen von SCALBERT und WILLIAMSON (2000) miisste die tdgliche
Polyphenolaufnahme iiber 1 g liegen, unabhédngig von der Methode zur Schitzung der

Polyphenolaufnahme.

2.3  Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen

Die Bioverfiigbarkeit der Polyphenole héngt primér von der chemischen Struktur, sowie von
Molekulargewicht,  Glykosylierung, = Polymerisationsgrad und  Ldslichkeit  ab.
Absorptionsrate  und  -kinetik konnen durch andere Nahrungsmittelinhaltsstoffe

(Ballaststoffe, Proteine, Alkohol) beeinflusst werden (BRAVO, 1998).

— Absorption

Freie Hydroxyzimtsduren werden in Diinn- und Dickdarm absorbiert, wihrend Phenolsduren
aus Esterverbindungen erst nach Hydrolyse durch mikrobielle Esterasen im Kolon bio-
verfiigbar sind (WATZL und RECHKEMMER, 2001). Flavanole werden in freier und
acetylierter Form absorbiert. Auch die Absorption von Flavonoidglykosiden wird fiir
moglich gehalten (HOLLMAN, 1997), z.B. durch Natrium-Glukose-Transporter (AHERNE und
O'BRIEN, 2002). Obwohl der Nachweis von Flavonoidglykosiden im Plasma (PAGANGA und
RICE-EVANS, 1997) von MANACH et al. (1998) in Frage gestellt wird, wurden im Plasma
Cyanidin-3-glucosid und in Spuren auch Cyanidindiglykosid nach oraler Aufnahme
nachgewiesen (MIYAZAWA et al., 1999). Es gibt Hinweise dafiir, dass die Procyanidine im

Magen durch das saure Milieu zu Mono- und Dimeren abgebaut und im Diinndarm
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absorbiert werden (SPENCER et al., 2001a). Die maximale Konzentration intakter Flavonoide

im Plasma lag unterhalb von 1 uM und wurde 1-2 Stunden nach oraler Aufnahme erreicht.

— Metabolismus

Darm und Leber spielen eine bedeutende Rolle fiir den Stoffwechsel der Polyphenole.
Dimere, die beim Abbau der Proanthocyanidine entstehen, werden im Enterozyten zu Mono-
meren gespalten und methyliert (SPENCER et al., 2001a). Die Deglykosylierung der
Flavonoidglykoside erfolgt wahrscheinlich in Diinndarm oder Leber (AHERNE und O'BRIEN,
2002). In der Leber werden die Aglykone teilweise methyliert und anschlieBend konjugiert
zu Glucuroniden und Sulfaten (HOLLMAN, 1997). Der Nachweis von nichtkonjugierten Ver-
bindungen im Plasma nach Supplementierung pharmakologischer Dosen (mehrere Hundert
mg), jedoch nie nach Verzehr von Nahrungsmitteln, ist vermutlich auf die Séttigung von
Enzymsystemen zuriickzufithren, die an der Konjugation beteiligt sind. Die Art der

Metabolite ist dosisabhédngig (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000).

— Ausscheidung

Konjugierte Polyphenole sind wasserloslich und werden mit dem Urin oder der Galle aus-
geschieden. Bei der bilidren Exkretion ist eine Reabsorption iiber den enterohepatischen
Kreislauf moglich. Im Kolon werden Polyphenole durch Enzyme der Darmflora
dekonjugiert und abgebaut zu phenolischen Saduren (Derivate von Phenylessig-,
Phenylpropion- und Hydroxybenzoesédure) und Lactonen. Diese werden entweder im Kolon
absorbiert und mit dem Urin oder direkt mit der Galle ausgeschieden (HOLLMAN, 1997;
SCALBERT und WILLIAMSON, 2000; AHERNE und O'BRIEN, 2002). Neuere Untersuchungen
zur Bioverfiigbarkeit der Polyphenole haben gezeigt, dass der Anteil der mikrobiellen
Abbauprodukte an den Polyphenolmetaboliten in vivo wesentlich hoher ist als der Anteil der

Metabolite, die im Diinndarm absorbiert werden (RECHNER et al., 2002).

— Akkumulation

Die Flavonoidkonzentration im Plasma nimmt rasch ab (Eliminationshalbwertszeit:
1-2 Stunden). Ausgenommen von dieser Kinetik sind Polyphenole, die erst im Kolon
mikrobiell zu niedermolekularen phenolischen Séduren abgebaut und absorbiert werden
(SCALBERT und WILLIAMSON, 2000). Die Eliminationshalbwertszeit von Quercetin nach
Verzehr quercetinreicher Lebensmittel betrug 23-28 Stunden (HOLLMAN et al., 1997).
RECHNER et al. (2002) konnten noch 3 Tage nach Verzehr einer flavonoidfreien Kost
Quercetinglucosid sowie phenolische Séduren, welche bei der Fermentation im Kolon

entstehen, im Plasma nachweisen. Daher kann eine Anreicherung von Polyphenolen im
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Plasma nach wiederholter Aufnahme nicht ausgeschlossen werden (HOLLMAN et al., 1997;

NIVELDT et al., 2001; RECHNER et al., 2002).

In Untersuchungen von BOYLE et al. (2000) wurde gezeigt, dass die Konzentration von
Quercetin, Kédmpferol und Isorhamnetin bei tidglicher Aufnahme von 500 mg Rutin {iber
6 Wochen im Plasma um das 2,5-10-fache ansteigt. Akkumulationseffekte bei Quercetin und
Isorhamnetin wurden auch von anderen Arbeitsgruppen nach 3-tigigem Konsum von
Zwiebeln, Schwarztee und Rotwein beobachtet (DE VRIES et al., 2001). Da die
Konzentrationen von Quercetin im Niichternplasma nach 6-wdchigem Konsum von Rutin
deutlich geringer waren im Vergleich zu den Konzentrationen, die unmittelbar nach
einmaliger Aufnahme erreicht werden, scheint die Akkumulation marginal zu sein (BOYLE et

al., 2000).

2.4  Wirkungen der Polyphenole und mogliche biologische Bedeutung

Das Interesse an den Wirkungen der Polyphenole ist auf das Phanomen des French Paradox
(geringes Herzinfarktrisiko trotz hoher Zufuhr an gesittigten Fettsduren) (RENAUD und DE
LORGERIL, 1992) zuriickzufiihren, das mit dem Rotweinverzehr in Zusammenhang gebracht
wird. Das French Paradox war Ausloser breit angelegter Forschungsaktivitdten, die sich auf
die physiologischen und pharmakologischen Wirkungen von Polyphenolen konzentrieren

(FORMICA und REGELSON, 1995; BERTELLI, 1999; BOHM, 2000; NUUVELDT et al., 2001).

Im Mittelpunkt des Interesses stehen die antioxidativen Wirkungen der Polyphenole
(PIETTA, 2000). Durch das konjugierte Doppelbindungssystem sind die Polyphenole in der
Lage, durch Elektronenabgabe andere Verbindungen zu reduzieren und freie Radikale
abzufangen. Hierbei entstehen stabile Phenoxyradikale. Hydroxylsubstituenten inaktivieren
katalytisch wirksame Metallionen durch Komplexbildung. Die antioxidative Wirkung der
Polyphenole ist strukturabhéngig (RICE-EVANS et al., 1995; RICE-EVANS et al., 1996; DE
GROOT und RAUEN, 1998; PIETTA, 2000) und stdrker als die der Vitamine C und E (RICE-
EVANS et al., 1995).

Aufgrund ihres antioxidativen Potentials konnen die Flavonoide vor LDL-Oxidation
schiitzen und damit mdéglicherweise atherosklerotischen Verdnderungen vorbeugen. Durch
Abbau von oxidativem Stress und Schutz vor oxidativen DNA-Schiden werden ihnen
antikanzerogene  Effekte  beigemessen. Daneben  werden  antiinflammatorische,
antithrombotische, antivirale und immunmodulierende Wirkungen diskutiert. Neben

antioxidativen Mechanismen werden viele Effekte auf eine spezifische Interaktion der
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Polyphenole mit Enzymen oder Elementen der Signalkaskade zuriickgefiihrt (FORMICA und
REGELSON, 1995; ROBAK und GRYGLEWSKI, 1996; MIDDLETON, 1998; MIDDLETON et al.,
2000; NIVELDT et al., 2001).

2.5 Immunmodulierende Wirkung von Polyphenolen

In vitro Studien haben gezeigt, dass Polyphenole die spezifische und unspezifische Abwehr
modulieren kénnen (MIDDLETON und KANDASWAMI, 1992; FORMICA und REGELSON, 1995;
MIDDLETON, 1998; MIDDLETON et al., 2000). Abgesehen von biphasischen Effekten bei der
Lymphozytenproliferation — Hemmung bei hoher Konzentration, Stimulation (BERG et al.,
1988; FORMICA und REGELSON, 1995) bzw. kein Effekt (BRATTIG et al., 1984) bei niedriger
Konzentration — werden bzgl. Phagozytoseprozess, Synthese von Zytokinen,
Immunglobulinen und  Aktivitdit von natiirlichen  Killerzellen ausschlieBlich
immunsuppressive Wirkungen beschrieben (MIDDLETON und KANDASWAMI, 1992; FORMICA
und REGELSON, 1995; MIDDLETON et al., 2000). Bei Untersuchungen am Menschen wurden
nach Konsum von polyphenolreichen Nahrungsmitteln entweder keine oder
immunstimulierende Effekte festgestellt (WATZL et al., 2002; BUB et al., 2003; WATZL et al.,
2003; WINKLER et al., 2003).

Nachfolgend werden die Untersuchungen zur Wirkung von Polyphenolen bzw. einer
nutritiven Polyphenolaufnahme auf die T-Zell-Apoptose, die Phagozytose und den
Respiratory Burst beschrieben.

2.5.1 Untersuchungen zur Wirkung von Polyphenolen auf die T-Zell-Apoptose

Zur Wirkung von Polyphenolen auf die Apoptose von T-Lymphozyten in vitro liegt nur eine
Untersuchung vor. In dieser Studie wurden nach Inkubation von T-Zellen von gesunden
Probanden mit Tee-Extrakt oder Epigallocatechingallat keine Verdanderungen im
Apoptoseverhalten beobachtet. Wurden stattdessen Zellen einer HTLV-I-(human T-cell
leukemia virus type I) infizierten T-Zelllinie oder entartete T-Zellen von Patienten mit akuter
T-Zell-Leukdmie mit Tee-Extrakt oder Epigallocatechingallat versetzt, wurden wie bei
anderen Studien mit entarteten T-Zellen oder T-Zelllinien proapoptotische Effekte

festgestellt (L1 et al., 2000).

Im Rahmen einer Pilotstudie wurde untersucht, ob der regelmiBige Konsum von
Fruchtsiften oder eines Obst-Gemiisesaft-Konzentrats bei HIV' und HIV™ Probanden die

Apoptose von Phytohdmagglutinin (PHA)-stimulierten T-Zellen ex vivo beeinflusst. Bei den
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HIV™ Probanden stieg der Anteil an apoptotischen T-Lymphozyten nach Konsum von
Fruchtsiften an, jedoch nicht nach Konsum des Obst-Gemiisesaft-Konzentrats. Bei den HIV"
Probanden blieb die T-Zell-Apoptose in beiden Gruppen unverdndert. Da mit den
Fruchtsdften mehr Polyphenole aufgenommen wurden als mit dem Obst-Gemiisesaft-
Konzentrat, aber vergleichsweise weniger antioxidative Vitamine, wird die
apoptosestimulierende Wirkung den Polyphenolen zugeschrieben. Dass bei den HIV'
Probanden nach Konsum von Fruchtsaft die apoptosestimulierende Wirkung nicht auftrat,
konnte damit zu erkldren sein, dass die Apoptose zu allen Untersuchungsterminen allein
durch den HIV-Status stark erhoht war (WINKLER et al., 2003). In einer Studie der
Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung zur immunmodulierenden Wirkung eines
regelmdfigen Verzehrs von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein oder rotem
Traubensaft wurden auch Apoptosemessungen an Lymphozyten durchgefiihrt.

Verianderungen wurden in dieser Studie nicht beobachtet (WATZL et al., 2003).

2.5.2 Untersuchungen zur Wirkung von Polyphenolen auf die Phagozytose

Untersuchungen von PRUZANSKI et al. (1983) zur Wirkung von Quercetin, Rutin und
Rutosid auf die Phagozytose von humanen neutrophilen Granulozyten in vitro haben gezeigt,
dass der Anteil phagozytierender Zellen und die Phagozytoseaktivitdt nur durch Rutin in
Konzentrationen > 1,5 mM gehemmt wird. Derartige Untersuchungen wurden mit humanen
Monozyten bisher nicht durchgefiihrt. Bei U 937 Zellen, einer humanen promonozytiren
Zellinie, wurde eine Zunahme beim Anteil phagozytierender Zellen durch Quercetin und
Resveratrol in Konzentrationen von 10 uM, eine Reduktion durch Resveratrol bei 1 uM

beobachtet (BERTELLI et al., 1999).

Im Rahmen einer Interventionsstudie wurde kiirzlich die Wirkung eines einmaligen Verzehrs
von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein oder rotem Traubensaft auf die Phagozytose
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten an gesunden Nichtrauchern ex vivo
untersucht. Von jedem Getrank wurden 500 mL verabreicht. Bestimmt wurde die
Phagozytoseaktivitit sowie der Anteil phagozytierender Monozyten und Granulozyten vor,
I, 3, und 24 Stunden nach der Intervention. Verdnderungen wurden in keiner Gruppe
beobachtet (WATZL et al., 2002). Auch nach 2-wochigem, tiglichen Konsum derselben
Mengen o.g. Getrinke wurde kein Einfluss auf die Phagozytose von Granulozyten und

Monozyten festgestellt (WATZL et al., 2003).
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2.5.3 Untersuchungen zur Wirkung von Polyphenolen auf den Respiratory Burst

Die Wirkung von Polyphenolen auf den Respiratory Burst wird intensiv untersucht.
Allerdings liegen zu dieser Fragestellung bisher nur in vitro Studien vor, die fast
ausschlieBlich mit isolierten Polyphenolen, d.h. in Form von Reinsubstanzen, durchgefiihrt

wurden.

Als Indikator fiir den Respiratory Burst wurde in diesen Studien die Synthese von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), der Sauerstoffverbrauch oder die Aktivitit burstspezifischer
Enzyme bei humanen neutrophilen Granulozyten bestimmt. Mit Ausnahme von LIMASSET et
al. (1993), die bei der Mehrzahl der untersuchten Substanzen keinen Effekt auf die
Freisetzung von Superoxidanionen (O,") feststellten, wurde in allen anderen Studien eine
Hemmung des Respiratory Bursts beobachtet, die mit steigender Konzentration zunahm
(Tab. 1). Quercetin, das in nahezu allen Studien eingesetzt wurde, hatte im Vergleich zu
anderen Polyphenolen eine starke inhibitorische Wirkung, die bereits bei Konzentrationen

von 1 uM statistisch signifikant war (ZIELINSKA et al., 2000, 2001).

In einer weiteren Studie wurde auch eine Inhibition des Respiratory Bursts von neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen, wenn diese mit einem Polyphenolextrakt aus entdltem Kakao

inkubiert wurden (SANBONGI et al., 1997).
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Tab. 1: Wirkung von Polyphenolen auf den Respiratory Burst von humanen neutrophilen
Granulozyten in vitro.

0," Freisetzung®

Substanz Konzentration | Parameter Ergebnis
Busse Api, Cat, Fis, |0,01-100 uM 0,-Verbrauch (Que) | | 0,-Verbrauch Que 100 pM
et al. (1984) Que, Ru, Tax, | 1-10 uM ROS-Synthese® 4 ROS-Synthese 10 pM aufier Tang, Que
Tang 15-100 uM 0, Freisetzung® 1 pM
{ 0," Freisetzung Que 10 uM
Tauber Fis, Kae, Mor, |k. A. 0,-Verbrauch 4 0,-Verbrauch 104-120 uM (ICsp) auBer
et al. (1984) Que NADPH-Ox.-Akt. Mor
4 NADPH-Ox.Akt. 30-110 pM (ICsp)
Pagonis Fis, Kae, Mor, |12,5-500 uM H,0,-Synthese N H,0,-Synthese (50-70 uM, ICs)
et al. (1986) Que 0, Freisetzungd 40, Freisetzung (12,5-35 pM, ICsq)
Blackburn Que 10-250 uM 0," Freisetzung® 1 0, Freisetzung 80 uM (ICs,)
et al. (1987)
Pincemail Que u. 100-1000 uM MPO-Akt. 4 MPO-Akt. 0,1 mM Que
et al. (1988) Derivate
T'Hart Cat, Erio Fis, | 10-200 uM ROS-Synthese” 4 ROS-Synthese (z.T. 10, 50 uM)
etal. (1990) | Hes, Kae, Lu, |10.000 pM 0O, Freisetzung® d O," Freisetzung (z. T. 6-22%)
Tax,
Limasset 34 Flavonoide | 1-10 uM ROS-Synthese® 4 ROS-Synthese 1 uM (fast alle)
et al. (1993) u. Derivate 0O," Freisetzung® & O," Freisetzung (fast alle)
Rotondo Resv 0,5-12,5 uM ROS-Synthese” 4 ROS-Synthese 1 uM
et al. (1998) 1-44 uM 0," Freisetzung® 1 0, Freisetzung 2 pM
Jang Resv 6,3-100 uM ROS-Synthese® J ROS-Synthese 12,5 uM
et al. (1999)
Zielinska Kae,Que, Irh 1-100 uM ROS-Synthese® 4 ROS-Synthese 1 pM (auBer Que-glc)
et al. (2000) | u. Derivate ROS-Synthese® 4 ROS-Synthese 1 pM Kae-glc, 100 uM (fast
alle)
Zielinska Irh-glc, Que, 1-100 uM ROS-Synthese” 4 ROS Synthese 10 pM Irh-glc, 100 pM
etal. (2001) | Que-glc MPO-Akt. 4 MPO-Akt. 10 pM Que, Que-glc

4 0," Freisetzung 1 pM

Die intrazellulire ROS-Synthese wurde durch die Luminol-verstirkte Chemilumineszenz (a) oder die
Oxidation von 2,7-Dichlorofluoreszein (b) bestimmt. Die H,0,-Synthese wurde durch Anderungen des
Die Lucigenin-verstirkte Chemilumineszenz (c) bzw. Reduktion von
Cytochrom C (d) diente als Parameter fiir die O,” Freisetzung. Der O,-Verbrauch wurde mit der Clark-
Elektrode gemessen.

Membranpotentials

ermittelt.

Angegeben ist jeweils die geringste Dosis, die signifikante Verdnderungen hervorruft bzw. die 1Cso-Dosis.
Sofern nicht explizit bestimmte Substanzen genannt sind, beziehen sich die Angaben auf alle untersuchten

Substanzen.

Api = Apigenin,
Kae = Kaempferol,

Cat = Catechin,
Lu = Luteolin,

Tang = Tangeritin, Tax = Taxifolin

Erio = Eriodictyol,
Mor = Morin,

Fis = Fisetin,

Que = Quercetin,

Irh = Isorhamnetin,
Ru = Rutin,

Hes = Hesperitin,
Resv = Resveratrol,

= Hemmung, & = kein Effekt, glc = Glucosid, ICso = Dosis, bei der die Wirkung um 50% gegeniiber der
polyphenolfreien Probe reduziert ist, k. A. =keine Angaben, MPO-Akt. = Aktivitit der Myeloperoxidase,
NADPH-Ox.-Akt. = Aktivitdt der NADPH-Oxidase, ROS = reaktive Sauerstoffspezies
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In vitro Studien von MERFORT et al. (1996) haben gezeigt, dass Phenolsduren, die bei der
Fermentation von Flavonoiden im Kolon entstehen kdnnen, in Konzentrationen von 0,5 uM
(teilweise sogar bei 0,25 uM) die ROS-Synthese von aktivierten neutrophilen Granulozyten
des Menschen hemmen. Diese Beobachtung wird von LIMASSET et al. (1999), die allerdings
nur Konzentrationen von 10 uM einsetzten, bei Messungen der ROS-Synthese bestitigt. Die
Freisetzung von O," wurde nur durch wenige Phenolsduren inhibiert (Tab. 2). Die Wirkung
der Phenolséuren auf die Burst-vermittelte ROS-Synthese in vitro war bei den Phenolséuren

deutlich schwiécher im Vergleich zur Wirkung der Muttersubstanzen.

Tab. 2: Wirkung von Phenolsduren auf den Respiratory Burst von humanen neutrophilen
Granulozyten in vitro.

Substanz Konzentration Parameter Ergebnis
Merfort 3 Phenolsiduren® 0,25 -4 uM ROS-Synthese N ROS-Synthese 0,25 pM (fast
et al. (1996) alle), 0,5 uM alle
Limasset 18 Phenolsiuren® | 10 pM ROS-Synthese i’ ROS-Synth.ese Catechol- und
et al. (1999) 0, Freisetzung Methoxyverbindungen
& 0," Freisetzung (fast alle)

Die intrazelluldre ROS-Synthese wurde tiber die Luminol-verstirkte, die O,* Freisetzung durch die Lucigenin-
verstirkte Chemilumineszenz ermittelt. Angegeben ist jeweils die geringste Dosis, bei der ein statistisch
signifikanter Unterschied im Vergleich zum polyphenolfreien Ansatz beobachtet wurde.

* 3 4-Dihydroxyphenylessigsdure, 3-Hydroxyphenylessigsdure, 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsiure; ° Derivate
der Benzoe-, Phenylessig-, Phenylpropan- oder Zimtsédurefamilie

{ = Hemmung, & = kein Effekt, ROS = reaktive Sauerstoffspezies

Zur Wirkung von Polyphenolen auf den Respiratory Burst von humanen Monozyten in vitro
gibt es bisher nur zwei Untersuchungen, bei denen eine Inhibition durch Catechin (DANIEL

et al., 1986) und Resveratrol (JANG et al., 1999) festgestellt wurde (Tab. 3).

Tab. 3: Wirkung von Polyphenolen auf Respiratory Burst von humanen Monozyten in vitro.

Substanz Konzentration Parameter Ergebnis
Daniel Cat 6,9 - 880 uM ROS-Synthese 4 ROS-Synthese bei allen
et al. (1986); Konzentrationen
Berg und Daniel
(1988)
Jang Resv 6,3 - 100 pM ROS-Synthese { ROS-Synthese 12,5 uM
et al. (1999)

In beiden Studien wurde die Luminol-vermittelte Chemilumineszenz gemessen. Bei Daniel et al. bzw. Berg
und Daniel wurden die Zellen nach der Inkubation mit Catechin gewaschen, um Radikalféngereffekte
auszuschlieBen. Die Konzentrationsangaben [pug/mL] wurden in [puM] umgerechnet, eine statistische
Auswertung fehlt. Bei Jang et al. ist die geringste Dosis angegeben, die eine statistisch signifikante
Verinderung hervorruft.

Cat = Catechin, Resv = Resveratrol, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, + = Hemmung
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Da die Polyphenol-induzierte Inhibition des Respiratory Burst auch vom Stimulus abhingig
war (BUSSE et al., 1984; PAGONIS et al., 1986; LIMASSET et al., 1993), werden den Poly-
phenolen unterschiedliche Wirkungsmechanismen zugeschrieben. Neben antioxidativen
Effekten, die auf der Radikalfingerwirkung der Polyphenole basieren (PINCEMAIL et al.,
1988; ZIELINSKA et al., 2000), wird eine direkte Interaktion der Substanzen mit Rezeptoren
und Elementen der Signalkaskade, die an der Aktivierung von Neutrophilen beteiligt sind,
diskutiert (ROTONDO et al., 1998). Aufgrund des Nachweises von Quercetin und Morin in
spezifischen Granula von humanen neutrophilen Granulozyten konnte die Hemmung des
Bursts auf einer Inhibition von funktionell bedeutsamen Oxidasen basieren (PAGONIS et al.,
1986). Eine kompetitive Hemmung der Myeloperoxidase durch Quercetin konnten
PINCEMAIL et al. (1988) bei humanen Neutrophilen nachweisen. Quercetin hemmt die
Phosphorylierung eines 67 kDa-Proteins, dessen Phosphorylierung mit der Aktivierung
neutrophiler Granulozyten assoziiert sein konnte (BLACKBURN et al., 1987). In Bezug auf
antiinflammatorische Effekte wird der Modulation des Eicosanoidstoffwechsels durch
Hemmung von Lipoxygenase und Cyclooxygenase eine wesentliche Bedeutung beigemessen
(MIDDLETON und KANDASWAMI, 1992; FORMICA und REGELSON, 1995; ROBAK und

GRYGLEWSKI, 1996; MIDDLETON, 1998; NIJVELDT et al., 2001).

2.6  Rotwein als Polyphenolquelle

2.6.1 Polyphenole im Rotwein

Rotwein zeichnet sich durch eine Vielfalt biologisch bedeutsamer phenolischer
Verbindungen aus, die wihrend der Fermentation — begiinstigt durch das leicht saure,
alkoholische Milieu — aus Schale, Kern und Sticlen, aber auch aus Holzfassern extrahiert
werden (SOLEAS et al., 1997a). Mengenméfig bedeutsam sind im Rotwein die Flavanole, zu
denen Catechin, Epicatechin, Proanthocyanidine und kondensierte Tannine zédhlen
(WATERHOUSE und TEISSEDRE, 1997). In hoher Konzentration liegen auch Anthocyanidine
wie Malvidin, Cyanidin, Peonidin, Petunidin und Delphinidin vor (MATTIVI et al., 2002;
WATERHOUSE, 2002). Der Anteil der anderen Flavonoide ist vergleichsweise gering
(WATERHOUSE und TEISSEDRE, 1997). Zu den Nicht-Flavonoiden im Rotwein gehoren
Derivate der Benzoesdure, Hydroxyzimtsdure und der Stilbene (z.B. Resveratrol). Die
Flavanole liegen im Rotwein frei, Epicatechin als Gallatester und Anthocyanidine in

glykosidischer Form als Anthocyane vor (WATERHOUSE, 2002).
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2.6.2 Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen aus Rotwein

— Bioverfiigbarkeit nach einmaligem Konsum
Die Bioverfiigbarkeit von Polyphenolen aus nativem und entalkoholisiertem Rotwein nach
einmaligem Konsum wurde bereits in mehreren Studien mit gesunden Probanden untersucht.

Die Ergebnisse sind in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Konzentration verschiedener Polyphenole im Plasma nach einmaligem Konsum von
Rotwein oder entalkoholisiertem Rotwein.

Intervention Substanz Aufnahme C pasal C nax t max
Donovan 120 mL RW Cat 34 mg (RW) <2 1M 91 nM (RW) 1h
etal. (1999) | 120 mL ERW 35 mg (ERW) 81 nM (ERW)
Abu-Amsha | 5 mg/kg KG RW . |84nM (RW)®
Caccetta 5 mg/kg KG ERW | K, MG 38 nM 91 nM (ERW)* 14k
et al. (2000) G, PC 176 nM (RW)MS
10 nMMC | 184 nM (ERW)MC
Bell 120 mL RW 75 nM (RW)
etal. (2000) | 120 mL ERW Cat 35mg <20M g M (ERW) L4h
Bub 500 mL RW Mal-3-elc 68 mg (RW) KA 1,38 nM (RW) 50 min (RW)
etal. (2001) | 500 mL ERW & 58 mg (ERW) U 1,41 nM (ERW) 90 min (ERW)
Simonetti 100 mL RW 6,6 nM (100 mL)
etal. (2001) |200 mL RW K k. A. n. n. 17,9 nM (200 mL) lh
300 mL RW 27,2 nM (300 mL)
Frank 400 mL RW Mal-3-gle | 130,7 mg 38 nM 1,5h
et al. (2003) Del-3-glc | 49,8 mg n. n. n.n.
Peo-3-glc | 83,2mg k. A. 27 nM 1,5h
Pet-3-glc 16,8 mg 24 nM 1,5h
Cy-3-glc 3,1 mg n. n. n. n.

Bei Donovan et al. und Bell et al. wurde Rotwein entalkoholisiert und einem Teil Ethanol zugesetzt; bei den
anderen Studien wurde nativer RW verwendet. Die Proben wurden mit Gaschromatograhie/
Massenspektrometrie oder Hochdruckfliissigkeitschromatographie analysiert. Die Angaben von Simonetti et al.
und Frank et al. [ng/mL] wurden in [nM] umgerechnet. Die basale Catechinkonzentration bei Abu-Amsha
Caccetta et al. sowie die maximale Konzentration von Malvidin-3-glucosid im Plasma nach Konsum von ERW
(Bub et al.) wurde aus Abbildungen geschitzt.

Cpasal = basale Konzentration, C,,, = maximale Konzentration, t,,,=Dauer bis Erreichen von C.,,,
Cat = Catechin, G = Gallussdure, K = Kaffeesdure, MG = 4'-O-Methylgallussédure, Mal-3-glc = Malvidin-3-
glucosid, PC = Protocatechussidure, Del-3-glc = Delphinidin-3-glucosid, Peo-3-glc = Peonidin-3-glucosid,
Pet-3-gluc = Petunidin-3-glucosid, Cy-3-glc = Cyanidin-3-glucosid, RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter
Rotwein, KG = Kdrpergewicht, k. A. = keine Angaben, h = Stunde, min = Minute, n. n. = nicht nachweisbar
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Die Ubersicht in Tab. 4 zeigt, dass die Konzentration von Catechin (DONOVAN et al., 1999;
BELL et al., 2000), Malvidin- (BUB et al., 2001; FRANK et al., 2003), Peonidin-, Petunidin-3-
glucosid (FRANK et al., 2003) und Kaffeesdure (ABU-AMSHA CACCETTA et al., 2000;
SIMONETTI et al., 2001) im Plasma nach Konsum von Rotwein oder entalkoholisiertem
Rotwein anstieg. Delphinidin- und Cyanidin-3-glucosid wurden im Plasma nach Konsum
von Rotwein nicht nachgewiesen, was bei Cyanidin-3-glucosid durch eine rasche
Methylierung zu Peonidin-3-glucosid bedingt sein konnte (FRANK et al., 2003). Gallussédure
wird rasch umgesetzt zu 4'-O-Methylgallussdure. Protocatechussiure, die mit nativem und
entalkoholisiertem Rotwein nur in geringen Mengen aufgenommen wurde, konnte nicht im
Plasma detektiert werden (ABU-AMSHA CACCETTA et al., 2000). Die maximale
Konzentration wurde bei den meisten Studien 1-1,5 Stunden nach Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein erreicht. Der Kaffeesdurespiegel im Plasma korrelierte mit der

aufgenommenen Menge Rotwein (SIMONETTI et al., 2001).

Ethanol hatte keinen Einfluss auf die Absorption von Catechin (DONOVAN et al., 1999; BELL
et al., 2000), Kaffee- und Gallussdure (ABU-AMSHA CACCETTA et al., 2000). Auch wenn die
maximale Konzentration von Malvidin-3-glucosid im Plasma nach Aufnahme von nativem
und entalkoholisiertem Rotwein nicht verschieden war, deutet die kiirzere Dauer bis zum
Erreichen der maximalen Konzentration von Malvidin-3-glucosid auf eine beschleunigte
Absorption durch den Alkohol hin (BUB et al., 2001). Auch die Ergebnisse von FRANK et al.
(2003), die die Bioverfiigbarkeit verschiedener Anthocyanidin-3-glucoside aus Rotwein und

rotem Traubensaft untersuchten, sprechen fiir eine absorptionsfordernde Wirkung des

Alkohols.

Catechin lag im Plasma zu 98% konjugiert, d.h. in Form von Sulfaten, Glucuroniden und
Glucuronidsulfaten, vor; 20% des gesamten Catechins war methyliert (DONOVAN et al.,
1999). Konjugierte Metabolite von Malvidin-3-glucosid traten im Plasma nicht auf (BUB et
al., 2001).

Die geringere Halbwertszeit von Catechin im Plasma nach Konsum von alkohol- gegeniiber
wasserangereichertem, entalkoholisierten Rotwein deutet darauf hin, dass Ethanol die
Exkretion oder Methylierung von Catechin beschleunigt (BELL et al., 2000). Bei den
konjugierten Metaboliten des Catechin handelt es sich um polare Verbindungen, die
wahrscheinlich mit der Galle ausgeschieden und iiber den enterohepatischen Kreislauf
reabsorbiert werden kénnen (DONOVAN et al., 1999). Hierzu wurden bisher jedoch noch

keine Untersuchungen durchgefiihrt.
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Anthocyanidin-3-glucoside ~ (Malvidin-, Peonidin-, Petunidin-, = Dephinidin- und
Cyanidin-3-glucosid) wurden im Urin nach Konsum von nativem oder entalkoholisiertem
Rotwein nachgewiesen (BUB et al., 2001; FRANK et al., 2003). Von der aufgenommenen
Menge mit den Getrdnken wurden bei Malvidin-3-glucosid nach 6 Stunden weniger als
0,03% (BUB et al., 2001), bei allen Anthocyanidin-3-glucosiden nach 7 Stunden im

Durchschnitt 0,18% (FRANK et al., 2003) im Urin nachgewiesen.

— Bioverfiigbarkeit nach wiederholtem Konsum

Untersuchungen von DE VRIES et al. (2001) haben gezeigt, dass der tdgliche Konsum von
750 mL  Rotwein nach 3 Tagen bei einer flavonoidarmen Kost zu einem
Konzentrationsanstieg von Quercetin (26 £ 10nM vs. 10+ 3 nM) und Isorhamnetin
(9+£6nM vs. 3£3nM) im Plasma fiihrt. Der Plasmaspiegel von Kiampferol blieb
unverdndert (3 £3 nM vs. 3 £ 3 nM). Die renale Ausscheidung von Quercetin, Kédmpferol
und Isorhamnetin, gemessen im 24-Stunden-Urin, war am letzten Tag der Intervention hoher
als am Tag vor der Intervention. Von der supplementierten Menge wurden insgesamt nur

0,8% mit dem Urin ausgeschieden.
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3 Zielsetzung

In den vorliegenden Interventionsstudien sollten bei gesunden Probanden folgende Fragen

untersucht werden:

o Fiihrt eine einmalige nutritive Polyphenolaufnahme durch Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein zu Verdnderungen bei redoxsensitiven Immunfunktionen
(T-Zell-Apoptose, Phagozytose, Respiratory Burst von Granulozyten und

Monozyten)?

. Fiihrt eine regelmdfsige nutritive Polyphenolaufnahme durch Konsum von nativem
oder entalkoholisiertem Rotwein zu Verdnderungen bei o.g. redoxsensitiven Immun-
funktionen?

o Hat der Konsum entalkoholisierten Rotweins dieselben Effekte wie nativen

Rotweins? Welche Rolle spielt der Alkohol im Rotwein?
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4 Material und Methoden

Die Wirkung von Rotweinkonsum auf ausgewdhlte redoxsensitive Immunfunktionen wurde
im Rahmen einer Humanstudie untersucht, die in zwei Teiluntersuchungen durchgefiihrt
wurde. Eine Kurzzeitstudie sollte die unmittelbare Immunreaktion nach Rotweinkonsum
zeigen. Mit einer Langzeitstudie sollte untersucht werden, ob sich durch den regelmiBigen

Konsum von Rotwein oben genannte Parameter verdndern.

Das Projekt wurde von der Ethikkommission der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitdt Bonn in der Sitzung vom 29.03.2001 gepriift und genehmigt. Es entsprach den
Empfehlungen des Weltdrztebundes (Deklaration von Helsinki, 1989; (BUNDES-

ARZTEKAMMER, 1991)) sowie den EU-Richtlinien der ,,Good Clinical Practice*.

Die Studie wurde in Zusammenarbeit mit der Medizinischen Klinik der Universitdt Bonn
durchgefiihrt. Hier erfolgten die Blutentnahmen unter Aufsicht von Herrn Prof. Dr. Spengler,

der diese Studie als Priifarzt betreute.

4.1 Studiendesign

Kurz- und Langzeitstudie wurden als dreiarmige Studie durchgefiihrt. Fiir den Parallel-
gruppenvergleich wurden die Probanden durch Randomisierung auf die drei Gruppen
Rotwein (RW), entalkoholisierter Rotwein (ERW) und Kontrollgruppe aufgeteilt. Die
Randomisierung erfolgte mit Hilfe von Zufallstabellen. Beide Studien wurden

monozentrisch und prospektiv durchgefiihrt.

4.2 Probanden

Die Probanden wurden in universitiren und studentischen Einrichtungen (Mensa, Wohn-
heime) durch Aushidnge und Ankiindigungen im elektronischen Newsletter der Universitét
rekrutiert. Zusétzlich wurden Probanden {iber eine Annonce in einer lokalen Tageszeitung

gewonnen.

An der Studie konnten nur gesunde Erwachsene teilnehmen. Mit Hilfe eines Fragebogens
wurde der Gesundheitsstatus der Probanden iiberpriift. Die Angaben hierzu basierten auf der
personlichen Einschidtzung der Probanden. In diesem Fragebogen wurden dariiber hinaus die
Einnahme von Medikamenten, der Konsum von Genussmitteln, Drogen, Zigarettenkonsum,

Nahrungsergidnzungsmitteln und die sportliche Aktivitdt erfasst.
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Die Probanden mussten folgende Einschlusskriterien erfiillen:
J Alter: 18-50 Jahre
J Body Mass Index (BMI) < 30 kg/m”

o Schriftliche Einverstidndniserkldrung

Folgende Kriterien galten als Ausschlusskriterien:
J Schwangerschaft (auch wahrscheinliche Schwangerschaft), Stillzeit

J Erkrankungen der Leber, der Bauchspeicheldriise, des Magen-Darm-Trakts sowie
Nierenfunktionsstérungen

o Hyperlipoproteindmien, Hyperurikdmie, Gicht, Diabetes mellitus
o Autoimmunerkrankungen

o Akute Infektionskrankheit

o Essstorungen

o HiihnereiweiBallergie

o (friihere) Alkoholabhéngigkeit

o Konsum von BTMG-pflichtigen oder bewusstseinsverindernden Drogen
o Nikotinabusus
J RegelmiBige Einnahme von Medikamenten, die Immunstatus oder antioxidative

Kapazitit im Plasma beeinflussen (z.B. entziindungshemmende Medikamente, ein-
schlieBlich cortisonhaltiger Préparate, Immunstimulantien) oder durch Wechsel-
wirkungen mit Alkohol Nebenwirkungen hervorrufen

o Einnahme von Nahrungsergdnzungsmitteln (z.B. Multivitaminpridparate, Fischol-
und Rotweinkapseln, Bioaktivkonzentrate)

o Hochleistungssportler (> 8 Stunden Sport/Woche)

o Andere Griinde, durch die die Teilnahme nach Ansicht des Priifarztes nicht moglich
ist

. Teilnahme an einer anderen klinischen Priifung gleichzeitig oder innerhalb der

letzten 30 Tage

Die Probanden wurden miindlich und schriftlich iiber den jeweiligen Studienablauf und
mogliche Risiken informiert. Bei den Informationsveranstaltungen stand ein Arzt fiir
medizinische Fragen zur Verfiigung. Frauen, die regelméBig orale Kontrazeptiva einnahmen,
mussten dies schriftlich erkldren. Andernfalls wurde 2zu Studienbeginn ein

Schwangerschaftstest durchgefiihrt, um eine Schwangerschaft sicher auszuschlieen.
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4.3  Fallzahlabschitzung

Die Fallzahl wurde vom Institut fiir Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie
der Universitétsklinik Bonn mit Hilfe der Software SAS System berechnet. In der Annahme,
dass die Funktion immunkompetenter Zellen wesentlich vom antioxidativen Status
beeinflusst wird, wurde die antioxidative Kapazitéit im Plasma als Hauptzielgrofe betrachtet.
Die Fallzahlabschitzung basierte auf Daten zur antioxidativen Kapazitit im Plasma gesunder

Probanden, die bei einer fritheren Interventionsstudie erhoben wurden (ARENDT et al., 2001).

a) Kurzzeitstudie

Basierend auf den Daten des Kurzzeitversuches der Fruchtsaftstudie, bei der die mittlere
Standardabweichung fiir die Differenz der TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)-
Werte zwischen zwei Messterminen 0,033 mM betrug, wurde eine Fallzahl von 6 Probanden
pro Gruppe ermittelt (RW, ERW, Kontrolle). Hierbei wird eine Anderung der antioxidativen
Kapazitit von mehr als 0,033 mM mit einer Power von mehr als 90 % angezeigt.

Zur Auswertung mit nichtparametrischen Tests ist eine Fallzahl von n > 7 erforderlich. Um
die Auswertung auch im Fall eines Ausscheidens einzelner Probanden oder bei
Probenverlust zu gewihrleisten, wurde eine Probandenanzahl von 9 Personen pro Gruppe

angestrebt.

b) Langzeitstudie

Die mittlere Standardabweichung fiir die Differenz der TEAC-Werte zwischen zwei Mess-
terminen betrug 0,075 mM. Ein Unterschied in der Anderung des TEAC von mehr als
0,075 mM wurde als klinisch relevant eingestuft. Eine Probandenanzahl von 25 Personen
pro Gruppe (RW, ERW, Kontrolle) kann einen Unterschied in der Verdnderung der

antioxidativen Kapazitit von 0,075 mM mit einer Power von mehr als 90 % zeigen.

Der Unterschied zwischen zwei Gruppen wird mit einer Power von mehr als 90 % angezeigt.
Im Gesamttestverfahren liegt die Power bei 90 %, wenn sich die Wirkung der beiden
Studiengetranke Rotwein und entalkoholisierter Rotwein von der Kontrollgruppe

unterscheidet.
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4.4 Intervention

4.4.1 Kurzzeitstudie

An der Kurzzeitstudie nahmen 27 Probanden teil, von denen jeweils 9 einmalig 200 mL
Rotwein oder 175 mL entalkoholisierten Rotwein oder 200 mL Mineralwasser (Kontroll-
gruppe) aufnahmen. Wegen der potentiell gesundheitsschiddlichen Wirkung des Alkohols
sollte der Rotwein in Mengen gegeben werden, die auch bei ldngerfristiger Aufnahme als
unbedenklich angesehen werden. Dazu gibt es bisher keinen internationalen Konsens. Die
von verschiedenen nationalen Gesellschaften fiir Erndhrung festgelegten Schwellenwerte
liegen fiir Manner zwischen 20 und 48 g (D-A-CH, (2000); United States Department of
Agriculture, (2000); Australian Nutrition Foundation (2000)), fiir Frauen bei der Hélfte der
flir Ménner genannten Mengen. Damit liegt die Zufuhr von 24,6 g Alkohol mit 200 mL
Rotwein bei Méannern innerhalb dieser Spanne, bei Frauen an der oberen Grenze. Da diese
Mengen einen jahrzehnte langen Verzehr unterstellen, ist der Konsum von 200 mL Rotwein
bei Frauen nicht als bedenklich anzusehen. In der Annahme, dass sich entalkoholisierter und
nativer Rotwein (Ethanolgehalt 12,5%) durch den Alkohol unterscheidet, wurden 175 mL
entalkoholisierter Rotwein gegeben, um dadurch eine vergleichbare Menge an Polyphenolen

wie in 200 mL Rotwein zuzufihren.

Bei dieser Studie wurden 3 Blutentnahmen durchgefiihrt: vor Beginn sowie 90 und 360 min
nach der Intervention. Es sollte iiberpriift werden, ob zu einem Zeitpunkt, bei dem die
Konzentration der Polyphenole im Plasma nach Konsum von nativem und
entalkoholisiertem Rotwein in anderen Studien maximal war (s. Tab. 4) und antioxidative
Effekte im Plasma nachweisbar waren', redoxsensitive Immunfunktionen beeinflusst
werden. Die Blutentnahme nach 360 min sollte zeigen, ob zu einem spéteren Zeitpunkt, bei
dem in anderen Studien die Konzentration der Polyphenole sowie antioxidative Effekte im
Plasma nicht mehr gegeniiber dem Ausgangswert erhoht waren, Verdnderungen bei
redoxsensitiven Immunfunktionen messbar sind, bedingt durch eine potentielle zelluldre

Akkumulation der Polyphenole.

Die Probanden wurden angewiesen, am Vortag auf polyphenolreiche Lebensmittel zu ver-
zichten, um mogliche Storeinfliisse durch eine Retention von Polyphenolen ausschlieBen zu

konnen. Hierzu erhielten sie eine Liste mit polyphenolreichen Lebensmitteln, die gemieden

! Max. antioxidative Wirkung innerhalb 90 min nach Verzehr von RW, ERW oder RW-Extrakt, nach 2-4 h Baseline er-
reicht (WHITEHEAD et al., 1995; CAo0 et al., 1998; DUTHIE et al., 1998; SERAFINI et al., 1998, 2000; SIMONETTI et al., 2001).
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werden sollten. Auf dieser Liste waren polyphenolarme Lebensmittel aufgefiihrt, die
stattdessen verzehrt werden durften (Anhang A). Ab 20 Uhr des Vorabends durfte nur noch
Mineralwasser getrunken werden. Die Einhaltung der didtetischen Restriktionen wurde mit

Hilfe eines Erndhrungsprotokolls tiberpriift.

Die Probanden sollten 12 Stunden vor der ersten Blutentnahme auf sportliche Aktivititen
verzichten. Am Morgen des Untersuchungstages waren maximal 0,4 L Mineralwasser
erlaubt. Eine Stunde nach der Einnahme des Studiengetrinkes konnten sich die Probanden
ein Friihstiick aus polyphenolarmen Lebensmitteln (Weillbrot, Butter, Wurst, Kise, Honig,
Mineralwasser, Milch, Naturjoghurt) zusammenstellen. Zwischen der zweiten und dritten
Blutentnahme durften die Probanden die Klinik verlassen. Sie durften in dieser Zeit etwas

essen, allerdings waren nur polyphenolarme Lebensmittel erlaubt.

4.4.2 Langzeitstudie

An dieser Studie nahmen 78 Probanden teil. Die Probanden der Gruppe RW nahmen {iber
einen Zeitraum von 6 Wochen téglich 200 mL Rotwein, die Probanden der Gruppe ERW
175 mL entalkoholisierten Rotwein zusétzlich zu ihrer gewohnten Kost auf. Die Teilnehmer
der Kontrollgruppe bekamen kein Studiengetrank. Das Studiengetridnk sollte etwa 1 Stunde
nach der Abendmahlzeit eingenommen werden. Um die Wirkungen einer einmaligen und
regelméfBigen Aufnahme von nativem und entalkoholisiertem Rotwein auf redoxsensitive
Immunfunktionen vergleichen zu kénnen, wurden dieselben Mengen eingesetzt wie in der

Kurzzeitstudie.

Die Interventionsdauer orientierte sich an anderen Studien, bei denen 2—4 Wochen nach
wiederholtem Konsum von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein oder Rotweinextrakt
antioxidative Effekte (FUHRMAN et al., 1995; CARBONNEAU et al., 1997; NIGDIKAR et al.,
1998; LEIGHTON et al.,, 1999; CHOPRA et al., 2000) sowie eine Zunahme des
Gesamtphenolgehalts im Plasma (FUHRMAN et al., 1995; NIGDIKAR et al., 1998; LEIGHTON
et al., 1999) nachgewiesen wurden und somit nach 4 Wochen Wirkungen durch eine
Akkumulation der Polyphenole zu erwarten sind. Aus organisatorischen Griinden wurde die

Intervention auf 6 Wochen festgesetzt.

Die Blutentnahmen erfolgten vor und 6 Wochen nach der Intervention. Am Vorabend
durften die Probanden ab 20 Uhr nichts mehr essen oder trinken mit Ausnahme von
Mineralwasser. Am Morgen vor der Blutentnahme waren maximal zwei Gléser

Mineralwasser erlaubt.
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Um Einfliisse von anderen polyphenolreichen Lebensmitteln auszuschlieBen, wurde der Ver-
zehr von Kaffee, schwarzem oder grinem Tee auf maximal zwei Tassen (0,3 L), der
Konsum von Fruchtsaft auf maximal zwei Glaser (0,4 L) beschrankt. Alkoholische Getranke
(auBer dem Studienwein), Multivitamin-, Trauben- und ACE-Séifte durften nicht konsumiert
werden. Nahrungsergéinzungsmittel und Probiotika waren nicht erlaubt. Diese Restriktionen
galten bereits eine Woche vor Studienbeginn bis zum Ende der Intervention. Die Einhaltung
der didtetischen Restriktionen wurde durch zwei Erndhrungsprotokolle tiberpriift, die jeweils
7 Tage vor Studienbeginn und in der letzten Interventionswoche gefiihrt wurden und dariiber

hinaus zur Bestimmung der Polyphenolaufnahme dienten.

4.5  Studiengetrinke

Fiir beide Studien wurde ein 1999er Spétburgunder Marienthaler Klostergarten verwendet,
der von der Staatlichen Weinbaudoméne Marienthal/Ahr zur Verfiigung gestellt wurde. Ein
Teil des Weins wurde von der Firma Carl Jung GmbH, Riidesheim, mit einem speziellen,
kontinuierlich  arbeitendem  Vakuum-Extraktionsverfahren  entalkoholisiert. = Die
Kontrollgruppe in der Kurzzeitstudie bekam das Mineralwasser "Markus Brunnen" (Vereinte
Mineral- und Heilquellen, Rosbach). Die Konzentration an Flavonoiden und phenolischen
Sduren sowie der Gesamtphenolgehalt in den Studiengetrainken wurde von der
Forschungsanstalt Geisenheim, Fachbereich Weinanalytik und Getrinkeforschung,
bestimmt. Polyphenolgehalt und -zusammensetzung einer Einzeldosis sind in Tab. 5

aufgefiihrt.

Tab. 5: Polyphenolgehalt einer Einzeldosis Rotwein bzw. entalkoholisierten Rotweins.

Rotwein Entalkoholisierter Rotwein

(200 mL) (175 mL)
Flavonoide 50,4 mg 24,5 mg
-Catechin 26,5 mg 10,8 mg
-Epicatechin 14,4 mg 8,4 mg
-Malvidin® 8,5 mg 4,7 mg
-Peonidin® 1,0 mg 0,5 mg
Phenolische Sduren 12,4 mg 13,3 mg
-Gallussdure 8,0 mg 9,4 mg
-Kaffeesdure* 3,7 mg 3,2 mg
-p-Cumarsiure’ 0,7 mg 0,8 mg
Gesamtphenole (CA) 293,2 mg 271,6 mg

* aus Malvidin-3-glucosid, * aus Peonidin-3-glucosid, ¢ aus Caftarsiure, ¢ aus p-Cumaryl-glycosyl-tartrat

CA = Catechiniquivalente
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4.6  Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten mit Hilfe des Vacutainer®-Systems. Hierzu wurden die Arm-
venen in der Ellenbeuge mit einem Butterfly punktiert und das Blut in Entnahmerdhrchen
mit Lithium-Heparin und ohne Antikoagulans {iberfiihrt. Letztere wurden sofort ins
Eiswasserbad gestellt. Die heparinisierten Proben wurden bei Raumtemperatur (RT) dunkel
aufbewahrt. Das Serum wurde bei 4 °C abzentrifugiert (1900 x g, 20 min) und zur

Herstellung des Komplettmediums verwendet.

4.7 Materialen

Folgende Materialien und Gerdte wurden zur Durchfithrung der Studie benétigt:

Blutentnahme

Butterflys Abbott, Irland E633-A05
Luer Adapter Becton Dickinson (BD), Heidelberg 367300
Rohrchenhalter BD, Heidelberg 364887
6 mL Entnahmerdhrchen mit BD, Heidelberg 368886
Lithium-Heparin LH 145 IE

6 mL Entnahmerdhrchen ohne Anti- BD, Heidelberg 367919
koagulans

Apoptose

— Reagenzien

Biocoll Separating Solution” Biochrom, Berlin L6115

RPMI-1640 Medium mit Phenolrot, Gibcos® Life Technologies, Berlin 22409-015
ohne Glutamin, Dutch Modification

Dulbecco's Phosphate buffered saline  Sigma, Deisenhofen D-8537
Trypan Blue Solution 0,5%ig Serva, Heidelberg 47285
Phytohemagglutinin-P (PHA-P) Sigma, Deisenhofen L-8754
CD3PE BD, Heidelberg 345765
Annexin V Binding Buffer,10x Biozol, Eching 10045-01
Annexin V-FITC Pharmingen, Heidelberg 556419
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) Sigma, Deisenhofen A-9400
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen D-8779

—  Plastikmaterial

5 mL Falcon® Tubes BD, Heidelberg 352052
PP-Tubes, Cellstar®, 15 mL/50 mL Greiner, Frickenhausen 188.271/227.261
Eppendorf Safe Lock 0,5 mL Eppendorf, Hamburg 0030.121.023
Eppendorf Safe Lock 1,5 mL Eppendorf, Hamburg 0030.120.086
Dispenser Tips unsteril 0,5 mL Brand, Wertheim 702370
Dispenser Tips unsteril 2,5 mL Nerbe plus, Winsen 07.032.0000
Dispenser Tips unsteril 12,5 mL Nerbe plus, Winsen 07.052.0000

Serologische Pipetten 10 mL Greiner, Frickenhausen 607107



Material und Methoden 23
—  Geriite

Zentrifuge Varifuge K Heraeus Instruments, Diisseldorf

Absaugsystem SUC-O-MAT Wisa, Wuppertal

Vortexer Janke & Kunkel, Staufen

Inkubator IR 1500 ICN Flow, Meckenheim

Lichtmikroskop Typ 787901 Leitz, Wetzlar

Zihlkammer Neubauer Improved” Brand, Wertheim

Phagozytose und Respiratory Burst

— Reagenzien

Phagotest® Orpegen Pharma, Heidelberg 340330 + 340331
Bursttest® (Phagoburst®™) Orpegen Pharma, Heidelberg 340332 + 340333
FACS Lysing solution® BD, Heidelberg 349202
CDI14PE BD, Heidelberg 345785
Dulbecco's Phosphate buffered saline  Sigma, Deisenhofen D-8537
(DPBS)

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) Sigma, Deisenhofen A 9400
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen D-8779
—  Plastikmaterial

5 mL Falcon® Tubes BD, Heidelberg 352052
Dispenser Tips, unsteril, 0,5 mL Brand, Wertheim 702370
—  Geriite

Kiihlzentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments, Hanau

FACScan® BD, Heidelberg

Schiittelwasserbad Kottermann, Ketze-Hansingen

Membranpumpe Vacubrand, Wertheim

Vortexer Vortex Genie Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Universal-Flaschendispenser Brand, Wertheim

Zur flowzytometrischen Untersuchung aller Immunparameter

— Reagenzien

FACSFlow® BD, Heidelberg 349202
FACSRinse" BD, Heidelberg 340346
Natriumhypochlorit-Lésung Fluka®, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 71696
Calibrite™3 Bead BD, Heidelberg 340486

—  Gerite
FACScan®
Vortexer REAX 2000

—  Software
CellQuest” Version 3.3
WinMDI 2.8"

BD, Heidelberg
Heidolph, Kehlheim

BD, Heidelberg
J. Trotter, The Scripps Research
Institute, La Jolla, CA, USA
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Zur Kalibrierung des Durchflusszytometers wurden farblose, FITC-, PE- und 7-AAD-
gefirbte Beads eingesetzt, wobei die 7-AAD-gefarbten Beads durch Anfirbung von

farblosen Beads gewonnen wurden.

4.8 Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme

Dokumentation der Nahrungsaufnahme
Die Energie-, Alkohol und Polyphenolaufnahme wurde mit Hilfe eines standardisierten
Erndhrungsprotokolls (Anhang B) festgehalten. Die Lebensmittel waren nach
Produktgruppen (z.B. Brot und Backwaren, Obst, Gemiise) sortiert und darunter einzeln
aufgefiihrt. Zur genauen Erfassung der Polyphenolaufnahme wurden polyphenolreiche
Lebensmittel wie Obst, Gemiise, Fruchtgetrinke und Tees detailliert aufgefiihrt. In der
Kategorie Fruchtgetrinke wurde zwischen Fruchtséiften, Nektaren und Fruchtsaftgetrinken
unterschieden. Die verzehrten Mengen wurden von den Probanden geschétzt und in

verzehrsiiblichen PortionsgroB3en angegeben.

Energie- und Alkoholaufnahme
Die Energie- und Alkoholaufnahme wurde mit der Software DGE-PC-Professional®
ermittelt. Die Daten zum Energie- und Alkoholgehalt der Lebensmittel bei der Software

DGE-PC-Professional® basieren auf dem Bundeslebensmittelschliissel.

Polyphenolaufnahme
Da weder Erndhrungsprogramme noch Nédhrwerttabellen Angaben zum Phenolsdure- und
Flavonoidgehalt von Lebensmitteln enthalten, wurde eine eigene Polyphenoldatenbank
erstellt. Als Basis diente die Polyphenoldatenbank einer deutschen Arbeitsgruppe (LINSEISEN
et al., 1997; RADTKE et al., 1998), die durch neuere Daten anderer Arbeitsgruppen, z.B. zum
Quercetin- und Kédmpferolgehalt in TomatensofB3e, -suppe, -pliree und Ketchup (STEWART et
al., 2000), ergidnzt wurde. Dariiber hinaus wurden die Daten zum Catechin- und
Epicatechingehalt in Apfeln und roten Trauben von einer niederléindischen Arbeitsgruppe
(ARTS et al., 2000a) in die Polyphenoldatenbank aufgenommen. Diese Daten sind
reprasentativ, da bei der Probenauswahl die Sortenvielfalt als auch Verzehrs- und
Einkaufsgewohnheiten beriicksichtigt wurden. Die Daten zum Gehalt von Catechin,
Epicatechin, Epigallocatechin und Gallocatechin in Schwarztee — berechnet als Mittelwert

verschiedener Schwarzteesorten — stammen ebenfalls von ARTS et al. (2000b).
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Bei der Ermittlung der Polyphenolaufnahme wurden diejenigen Flavonoide und
phenolischen Sduren beriicksichtigt, die wesentlich zur Polyphenolaufnahme aus
Nahrungsmitteln beitragen oder in den Studiengetrdanken enthalten sind. Als Hauptvertreter
der Flavonoide wurden Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin, Gallocatechin, Cyanidin,
Kéampferol, Malvidin, Myricetin, Naringenin, Peonidin, Petunidin und Quercetin ausgewéhlt.
Bei den phenolischen Sduren wurden Kaffee-, Gallus-, Ellag-, Ferula-, p-Cumar-,

p-Hydroxybenzoe-, Salizyl- und Syringaséure beriicksichtigt.

Diese Daten wurden als Aglykone in mg/kg bzw. mg/L angegeben (Flavonoid- und Phenol-
sduredatenbank, Anhang C). Die Mengenangaben aus dem Erndhrungsprotokoll wurden in
kg bzw. L umgerechnet und mit den Werten der selbst erstellten Datensammlung
multipliziert. Bei den 7-Tage-Erndhrungsprotokollen wurde die Gesamtsumme durch den

Faktor 7 dividiert, um die durchschnittliche Polyphenolaufnahme eines Tages zu ermitteln.

4.9  Apoptose

Testprinzip
Der flowzytometrische Nachweis apoptotischer Zellen mit Hilfe des Annexinbindungstests
geht auf Arbeiten von KOOPMAN et al. (1994) und VERMES et al. (1995) zuriick. Der
Annexinbindungstest misst ex vivo die zelluldren Verdnderungen in der frithen Phase der
Apoptose, die mit der Translokation des Phosphatidylserin von der zytosolischen auf die
extrazellulire Seite der Plasmamembran einhergehen. Der Nachweis erfolgt durch
Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) markiertes Annexin V, ein Ca’’-abhingiges Protein, das
mit hoher Affinitit an Phosphatidylserin bindet. Bei vitalen Zellen mit intakter Zellmembran
ist eine Interaktion zwischen Annexin V und dem zytosolwirts gerichteten Phosphatidylserin
nicht mdglich (Annexin V" Zellen). Mit dem Verlust der Membranasymmetrie in der frithen
Phase der Apoptose bindet Annexin V an extrazelluldr gerichtetes Phosphatidylserin
(Annexin V* Zellen). Durch Verlust der Membranintegritit kann sich Annexin V auch an
zytosolwirts gerichtetes Phosphatidylserin nekrotischer Zellen binden. Nekrotische Zellen
sind damit ebenfalls annexinpositiv. Die Unterscheidung von apoptotischen und
nekrotischen Zellen basiert auf der Anfiarbung nekrotischer Zellen mit einem
DNA-interkalierenden Farbstoff, der nur in nekrotische, nicht aber in apoptotische Zellen
mit intakter Zellmembran eindringen kann. In Kombination mit FITC-markiertem
Annexin V wird der DNA-interkalierende Farbstoff Propidiumiodid (PI) eingesetzt (VAN

ENGELAND et al., 1998).
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Etablierung des Apoptosetests
In Vorversuchen wurde zunichst nach einem geeigneten Apoptoseinduktor gesucht. Wegen
des Einsatzes eines phycoerythrin(PE)-konjugierten CD3-Antikorpers zur Markierung von
T-Zellen musste ein FITC- und PE-kompatibler DNA-Farbstoff verwendet werden. Die
Empfehlungen des Herstellers zur Annexin V-FITC-Fiarbung wurden ebenfalls tiberpriift.
Das Ziel der Vorversuche bestand darin, die Farbung mit Annexin V-FITC, CD3PE und der

DNA zu optimieren.

Bei der Auswahl des Apoptoseinduktors wurde H,O; in unterschiedlichen Konzentrationen
(20-200 uM) und Inkubationszeiten (1-3 Stunden) eingesetzt, jedoch keine deutliche
Zunahme des Anteils frithapoptotischer Zellen beobachtet. In Anlehnung an MARTINEZ-
LORENZO et al. (1996), die bei PHA-Konzentrationen von 50 pg/mL eine deutliche
Steigerung der Apoptose bei humanen T-Zellen feststellten, wurde PHA als
Apoptoseinduktor ausgetestet. Nach einstiindiger Inkubation nahm der Anteil vitaler
T-Zellen ab (-50%), vor allem zugunsten der frithapoptotischen T-Zellen (+44%). Der Anteil
an spatapoptotisch / nekrotischen T-Zellen blieb — trotz einer Zunahme um +6% — gemessen
an den Anteilen vitaler und frithapoptotischer Zellen auch unter PHA-Stimulation gering.
Die Induktion der Apoptose durch PHA basiert auf einer T-Zell-Rezeptor-vermittelten
Hyperaktivierung der Zelle, welche zu einer gesteigerten Sekretion des Fas(CD95)-Liganden
fiihrt (MARTINEZ-LORENZO et al., 1999). Die Zellen iiberlebten die PHA-Stimulation nur im

serumangereicherten Medium.

Zur Detektion der T-Zellen wurde ein T-zellspezifischer, PE-konjugierter CD3-Antikorper
eingesetzt. Die erforderliche Antikérpermenge wurde durch Titration ermittelt. Bereits nach
15 min Inkubation mit 10 uL einer 1:1 (v/v) mit DPBS verdiinnten CD3PE-L&sung wurde
eine 1 000-fache Anfirbung von CD3" gegeniiber CD3  Zellen erreicht, womit eine
eindeutige Erkennung von CD3" T-Zellen méglich war. Die Firbung erfolgte bei 4 °C, um

falsch negative Ergebnisse infolge von Capping auszuschlieBen (RADBRUCH, 1994).

Die Zellen wurden vor der Annexinfiarbung in 100 uL. Annexinpuffer resuspendiert. Bei
grofBeren Mengen des Annexinpuffers nahm die Messdauer durch die Verdiinnung der Probe
zu, die Firbung blieb unverdndert. Mit 5 pL Annexin V-FITC war die Fluoreszenz der
Annexin® Zellen im Durchschnitt 1 000—fach hoher gegeniiber Annexin™ Zellen, wodurch
Annexin” gegeniiber Annexin” Zellen deutlich voneinander unterschieden werden konnten.
Da die Fluoreszenz bei Zugabe groflerer Annexinmengen nicht anstieg, scheint mit 5 uL

Annexin V-FITC eine Séttigung aller potentiellen Bindungsstellen vorzuliegen.
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Der DNA-Farbstoff Propidiumiodid konnte wegen der starken Uberlappung seines
Emissionsspektrums mit dem des Phycoerythrin nicht simultan mit PE-markierten
Antikorpern eingesetzt werden. Er wurde durch den PE- und FITC-kompatiblen Farbstoff
7-AAD (SCHMID et al., 1992) ersetzt. In Vorversuchen wurde mit 1 pug 7-AAD - in
Anlehnung an HERAULT et al. (1999) und HASPER et al. (2000) - eine Anfirbung der
7-AAD" Zellen um den Faktor 1 000 gegeniiber 7-AAD" Zellen erzielt, womit eine sichere
Unterscheidung zwischen 7-AAD” und AAD" Zellen gewihrleistet ist. Zytotoxische Effekte
durch 7-AAD, die zur Anfarbung von frithapoptotischen Zellen fiihren, sind erst bei 20- bis

200-fach hoheren Konzentrationen zu befiirchten (HERAULT et al., 1999).

Durchfiihrung
Vor Studienbeginn wurden verschiedene Stammldsungen hergestellt. 1 mg 7-AAD wurden
in 0,2 mL DMSO + 4,8 mL DPBS und 5 mg PHA-P in 5 mL RPMI-1640 Medium gelost.
Die 7-AAD-Stammlosung (200 pg/mL) und PHA-Stammlésung (1 mg/mL) wurden
aliquotiert und bei -18 °C gelagert. Trypanblau wurde 1:4 (v/v) mit DPBS verdiinnt.

An den Untersuchungstagen wurden aus den Stammldsungen jeweils die Arbeitslosungen
hergestellt. Hierzu wurde die 7-AAD-Stammlésung mit RPMI 1640-Medium auf 11 pg/mL
verdiinnt. Die PHA-Arbeitslosung (100 pg/mL) wurde aus der Stammldsung durch 1:10-
Verdiinnung mit RPMI gewonnen. Das Annexinpuffer-10—fach Konzentrat wurde 1:10 (v/v)
mit Aqua bidest und CD3PE 1:4 (v/v) mit RPMI verdiinnt. Das Komplettmedium wurde

durch 1:5 (v/v) Verdiinnung von autologem Serum mit RPMI hergestellt.
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Gewinnung PBMC
6 mL heparinisiertes Vollblut mit 12 mL DPBS verdiinnen und auf 9 mL Biocoll Separating
Solution” iiberschichten. Bei 450 x g zentrifugieren 30 min, RT.
Interphase in 15 mL Tube iiberfiihren. 2 x mit 15 mL DPBS waschen (350 x g; 225 x g), RT. Uber-
stand dekantieren und Pellet in wenig Medium resuspendieren.
Bestimmung der Zellzahl bei 400—facher VergroBerung im Lichtmikroskop. Auszdhlung von

4 Eckquadranten. Zellsuspension: Einstellen der Zellzahl auf 2 x 10° mL™ mit Komplettmedium.

Apoptoseinduktion
50 uL Zellsuspension in Falcon™ Tubes vorlegen. Zu den Kontrollansitzen 50 uL RPMI, zu den
Testansdtzen 50 pL PHA-Arbeitslosung zufiligen, vortexen. 1 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO,
und gesittigter Luftfeuchte inkubieren.
2 x waschen mit 2 mL DPBS, jeweils 5 min zentrifugieren bei 350 x g bzw. 225 x g, RT. Uberstand

dekantieren.
Phinotypisierung
10 uL CD3PE-Arbeitslosung zufiigen, vortexen, 15 min dunkel bei 4 °C inkubieren.
2 x waschen mit 2 mL DPBS, 5 min zentrifugieren bei 350 x g, RT, Uberstand dekantieren.
Annexin V/7-AAD Firbung
Pellet in 100 uL Annexin-Puffer resuspendieren. 5 pL Annexin V-FITC und 10 pL 7-AAD

(11 pg/mL) zufiigen, vortexen, 15 min dunkel bei RT inkubieren. Dann Proben auf Eis stellen.

Analyse
Sofortige Messung von 5 000 Ereignissen im FACScan® bei 488 nm mittels CellQuest®.

Auswertung
Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit WinMDI 2.8°. Der Anteil frithapoptotischer
T-Zellen in den unstimulierten Proben (Kontrollansitze) wurde wie in Abb. 1 dargestellt er-
mittelt. Die Regionen und Quadranten zur Auswertung der Kontrollansédtze wurden fiir die
Auswertung der PHA-stimulierten Proben {ibernommen und entsprechend der
Apoptoseanteil bestimmt (Abb. 2). Der Anteil apoptotischer T-Zellen aus dem
Kontrollansatz wurde von dem Anteil apoptotischer T-Zellen aus der PHA-stimulierten

Probe subtrahiert. Die Differenz spiegelt den Apoptoseanteil bei aktivierten T-Zellen wider.
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Abb. 1: Auswertung des Kontrollansatzes bei der Apoptosemessung.

Die mononukleédren Zellen wurden im Streulichtdiagramm (a) eingegrenzt (R1) und im Dotplot CD3PE/SSC
(b) aufgetragen. Die CD3PE" Zellen wurden gegatet (R2) und im Plot Annexin V-FITC/7-AAD (c) einer
Quadrantenanalyse unterzogen. Die Ergebnisse der Quadrantenanalyse sind in (d) dargestellt. Der untere linke
Quadrant (LL) enthidlt vitale, der untere rechte (LR) frithapoptotische und der obere rechte (UR)

spétapoptotische / nekrotische Zellen. Der Anteil frithapoptotischer T-Lymphozyten berechnet sich aus der

Anzahl der Ereignisse im unteren rechten Quadranten, bezogen auf die Gesamtzahl T-Lymphozyten (Summe
der Ereignisse aus LL, LR, UR).
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Abb. 2: Auswertung des Testansatzes bei der Apoptosemessung.

Die Regionen R1, R2 sowie der Quadrant werden aus dem Kontrollansatz iibernommen Die Ergebnisse der
Quadrantenanalyse sind tabellarisch in (d) dargestellt. Die Berechnung des Prozentsatzes frithapoptotischer
Zellen erfolgt wie bei Abb. 1 beschrieben.

4.10 Phagozytose

- Testprinzip

Die Untersuchung der Phagozytose von Granulozyten und Monozyten ex vivo wurde mit
dem Testkit Phagotest® im heparinisierten Vollblut durchgefiihrt. Als Stimuli dienen hierbei
opsonierte, FITC-markierte Escherichia coli (E. coli)-Bakterien. Nach Zugabe der Bakterien
wird der Testansatz 10 min bei 37 °C inkubiert, wihrend der Kontrollansatz auf Eis stehen
bleibt. Danach wird die Phagozytose durch Zugabe von Quenchldsung gestoppt. Damit wird
auch die Fluoreszenz von adhérenten, nicht phagozytierten Bakterien geldscht, eine

MaBnahme, die zwingend erforderlich ist, um falsch positive Signale auszuschlieen (HIRT
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et al., 1994; NEBE, 1994; CARULLI, 1996; BASSGE et al., 2000; LEHMANN et al., 2000). Die
Erythrozyten werden lysiert, die verbleibenden Zellen fixiert. Durch Anfarbung der DNA ist
eine sichere Unterscheidung von Bakterienartefakten, Thrombozytenaggregaten, nicht
lysierten Erythrozyten und Leukozyten moglich (HIRT et al., 1994; CARULLIL, 1996). Anhand
der Griinfluoreszenz werden nichtphagozytierende von phagozytierenden Zellen
unterschieden. Die Kaltprobe wird mitgefiihrt zur Bestimmung der Autofluoreszenz und des

Anteils an falsch FITC" Zellen.

— Etablierung des Phagozytosetests

Bei unverdiinntem Einsatz der Bakterien lag der Anteil phagozytierender Zellen bei mehr als
95 %. Um den Spielraum zur Messung einer moglichen Stimulation zu erweitern, wurden
die Bakterien 1:4 (v/v) mit DPBS verdiinnt, und damit ein Anteil phagozytierender Zellen
von 50-70 % erreicht.

Da eine sichere Identifikation phagozytierender Monozyten im Streulichtdiagramm aufgrund
der Streulichteigenschaften nicht moglich ist, wurden die Monozyten mit einem mono-
zytenspezifischen CD14PE-Antikorper markiert, eine MaBlnahme, die auch von anderen
Arbeitsgruppen empfohlen wird (ZELLER et al., 1989; O’GORMAN, 1997; BASSQE et al.,
2000). In Vorversuchen wurde bereits mit 10 uL CD14PE (1:1 (v/v) verdiinnt in DPBS) eine
Anfirbung von CD14" gegeniiber CD14" Zellen um den Faktor 1 000 erzielt, wodurch eine
sichere Unterscheidung zwischen CD14" und CD14" Zellen méglich ist. Mengen von 20 uL
CDI4PE (Empfehlung des Herstellers) sind nicht erforderlich und konnen durch
unspezifische Anfarbung CD14" Zellen die Ergebnisse verfalschen (RADBRUCH, 1994).

Der im Testkit enthaltene DNA-Farbstoff PI ist nicht mit PE kompatibel und wurde gegen
7-AAD ausgetauscht. Durch Zugabe von jeweils 5,5 pg 7-AAD ist eine deutliche Anfarbung
7-AAD" Zellen um den Faktor 1 000 gegeniiber 7-AAD™ mdglich und damit eine Unter-
scheidung zwischen 7-AAD" und 7-AAD Zellen sichergestellt.

Die Stichprobe wurde auf 25 000 Ereignisse erweitert, um auch bei Proben mit geringem
Monozytenanteil aussagefdhige Ergebnisse zu erhalten. Als Parameter fiir die Phagozytose-
aktivitdt wurde der Prozentsatz phagozytierender Granulozyten und Monozyten berechnet.
Auf eine Beurteilung der Phagozytoseleistung anhand der mittleren Fluoreszenzintensitat
wurde wegen einer moglichen Beeintrachtigung der Fluoreszenz von FITC-markierten

Bakterien im sauren Milieu des Phagolysosoms (LEHMANN et al., 1998) verzichtet.
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—  Durchfiihrung

Wasch- und Lyselosung wurden gemill den Herstellerangaben gelost bzw. verdiinnt. An
jedem Untersuchungstag wurde die 7-AAD-Arbeitslosung (55 pg/mL) aus der Stammldsung
hergestellt und sowohl Bakterien als auch CD14PE wurden 1:4 (v/v) mit DPBS verdiinnt.

Aliquotieren

100 pL heparinisiertes Vollblut in ein 5 mL Réhrchen pipettieren und 10 min auf Eis stellen.

Stimulation
20 pL vorgekiihlte E. coli zufligen, vortexen. Testansédtze 10 min bei 37 °C im Schiittelwasserbad, die

Kontrollansitze stattdessen im Eiswasserbad inkubieren. Anschliefend alle Proben auf Eis stellen.

Fluoreszenzldschung

Jeweils 100 pL eiskalte Quenchlosung zugeben, vortexen.

Waschen (2%)

3 mL Waschlsung zufiigen, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C). Uberstand dekantieren.
Phénotypisierung

Jeweils 10 pL CD14PE-Losung zugeben, vortexen, 30 min bei 4 °C inkubieren.

Waschen
2 mL DPBS zugeben, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C), Uberstand dekantieren.

Lyse und Fixierung

Je 2 mL Lysing Solution hinzufiigen, vortexen und 20 min bei RT inkubieren.

Waschen (1x)

3 mL Waschlsung zufiigen, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C). Uberstand dekantieren.

DNA-Firbung

10 uL 7-AAD-Arbeitslosung zugegeben, vortexen, 10 min dunkel im Eiswasserbad inkubieren.

Messung

Innerhalb von 60 min nach Beendigung des Tests im FACScan® bei 488 nm mit CellQuest®.

- Auswertung

Die Messdaten wurden mit WinMDI2.8° wie in Abb.3 und Abb.4 beschrieben
ausgewertet. Der Anteil an phagozytierenden Monozyten bzw. Granulozyten in Kontroll-
und Testansatz wurde als arithmetisches Mittel bestimmt. Der Anteil phagozytierender
Zellen im Kontrollansatz wurde von dem Anteil im Testansatz subtrahiert. Die Differenz ist

ein Parameter fiir die Phagozytoseaktivitit der Granulozyten bzw. Monozyten im Vollblut.
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Abb. 3: Auswertung des Kontrollansatzes bei der Phagozytosemessung.

Im Dotpot CD14PE/SSC (a) wurden die Monozyten als CD14" Zellen eingegrenzt (R1). Die Granulozyten

wurden im Streulichtdiagramm (b) gegatet (R2). In den Dotplots E. coli-FITC/7-AAD wurden die Ereignisse

aus R1 (c) und aus R2 (d) aufgetragen. Bei der Quadrantenanalyse wurden die FITC  und FITC" Ereignisse
einerseits und 7-AAD und 7-AAD" Ereignisse andererseits abgegrenzt. Die Ergebnisse der Quadrantenanalyse

von (c) sind in (e), die aus (d) in (f) dargestellt. Die unteren Quadranten enthalten Bakterien und Debris.
Phagozytierende Monozyten bzw. Granulozyten befinden sich im oberen rechten (UR), nicht phagozytierende
Zellen im oberen linken Quadranten (UL). Der Anteil an phagozytierenden Zellen wurde aus der Anzahl der
Ereignisse in UR, bezogen auf die Summe der Ereignisse aus den Quadranten UL und UR berechnet.
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Abb. 4: Auswertung der Warmprobe bei der Phagozytosemessung.

Die Gates R1, R2 sowie die beiden Quadranten wurden aus dem Kontrollansatz iibernommen. Die Ergebnisse
der Quadrantenanalyse sind tabellarisch in (¢) und (f) dargestellt. Die Berechnung des Prozentsatzes
phagozytierender Zellen erfolgte wie in Abb. 3 beschrieben.
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4.11 Respiratory Burst

Testprinzip

Die flowzytometrische Untersuchung des Respiratory Burst ex vivo wurde mit dem Testkit
Bursttest” unter Verwendung von heparinisiertem Vollblut durchgefiihrt. Der Respiratory
Burst wird durch Zugabe von opsonierten E. coli-Bakterien stimuliert. Als Burst-Indikator
wird die Bildung des Fluorochroms Rhodamin 123 (R 123) aus dem nicht fluorogenen
Substrat Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) herangezogen, die durch intrazellulires H,O,
induziert wird. R 123 ist der sensitivste Marker zum flowzytometrischen Nachweis von ROS
bei phagozytierenden Zellen (LEHMANN et al., 1998). Eine unstimulierte Probe wird
mitgefiihrt, um die Autofluoreszenz und den Anteil an R 123" Zellen, die burstunabhiingig
ROS, z.B. durch Atmungskette, produziert haben, zu ermitteln (Kontrollansatz). Nach
Anfirbung der Zellen mit R 123 werden die Erythrozyten lysiert und die Leukozyten fixiert.
Durch die DNA-Féarbung der Leukozytenkerne konnen Bakterienartefakte und nicht lysierte
Erythrozyten ausgeschlossen werden (HIRT et al., 1994; CARULLI, 1996).

Etablierung des Bursttests
Da bei unverdiinntem Einsatz der Bakterien der Anteil burstaktiver Zellen bei mindestens
95 % lag, und damit der Spielraum fiir eine mogliche Stimulation sehr eng ist, wurde der
Anteil durch Verdiinnung der Bakterien um 1:4 (v/v) mit DPBS auf 80 % reduziert. Analog
zum Phagotest® wurde das Herstellerprotokoll durch Einsatz eines monozytenspezifischen
CDI14PE-Antikorpers und Austausch des DNA-Farbstoffs PI gegen 7-AAD modifiziert (vgl.
Kapitel 4.10). Um auch bei Proben mit einem geringen Monozytenanteil aussagefdhige
Ergebnisse zu erhalten, wurden jeweils 25 000 Ereignisse anstelle von 15 000 Ereignissen -

wie im Protokoll des Herstellers angegeben - gemessen.

Durchfiihrung
Wasch- und Lyselosung wurden entsprechend den Angaben des Herstellers gelost bzw. ver-
diinnt. An jedem Untersuchungstag wurden die E. coli Bakterien und CD14PE 1:4 (v/v) mit
DPBS verdiinnt. Das Substrat wurde in 1 mL Waschlosung gelost.
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Aliquotieren

100 pL heparinisiertes Vollblut in ein 5 mL Réhrchen geben und 10 min auf Eis stellen.

Stimulation
Zu Testansdtzen 20 uL vorgekiihlte Bakterien geben, zur Kontrolle stattdessen 20 uL Waschlésung.

Vortexen und 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubieren. Dann alle Proben auf Eis stellen.

Oxidation

Zugabe von 20 uL Substratlosung, vortexen, 10 min im Schiittelwasserbad bei 37 °C inkubieren.

Waschen (2%)

3 mL Waschlésung zufiigen, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C), Uberstand dekantieren.
Phénotypisierung
Jeweils 10 pL CD14PE-Losung zugeben, vortexen, 30 min bei 4 °C inkubieren.

Waschen
2 mL DPBS zugeben, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C). Uberstand dekantieren.

Lyse und Fixierung

Je 2 mL Lysing Solution zufiigen, vortexen und 20 min bei RT inkubieren.
Waschen (1x)

3 mL Waschlsung zufiigen, vortexen, zentrifugieren (5 min, 250 x g, 4 °C). Uberstand dekantieren.
DNA-Fiarbung

10 uL 7-AAD-Arbeitslosung zufiigen, vortexen, 10 min dunkel im Eiswasserbad inkubieren.

Messung

Innerhalb von 30 min, analog zu den Proben des Phagotests.

— Auswertung

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit WinMDI 2.8. Analog zum Phagotest wurde bei
den nichtstimulierten Proben (Kontrollansitze) der Anteil R 123" Granulozyten bzw. Mono-
zyten wie in Abb. 5 beschrieben ermittelt. Diese Regionen und Quadranten wurden fiir die
Auswertung der stimulierten Proben (Testansitze) iibernommen und der Anteil R 123"
Granulozyten bzw. Monozyten berechnet (Abb. 6). Aus den beiden Test- und Kontroll-
ansitzen wurde der Anteil an R 123" Monozyten bzw. Granulozyten als arithmetisches
Mittel bestimmt. Berechnet wurde die Differenz von R 123" Granulozyten bzw. Monozyten
aus Test- und Kontrollansatz. Diese spiegelt den Anteil burstaktiver Granulozyten und

Monozyten im Vollblut wider.
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Abb. 5: Auswertung des Kontrollansatzes zur Untersuchung des Respiratory Burst.

Im Dotpot CDI4PE vs. SSC (a) wurden die Monozyten als CD14" Ereignisse (R1) und die Granulozyten im
Streulichtdiagramm (b) eingegrenzt (R2). In den Dotplots R 123/7-AAD wurden die Ereignisse aus R1 (c) und
aus R2 (d) aufgetragen. Bei der Quadrantenanalyse wurden R 123" und R 123" sowie 7-AAD” und 7-AAD"
Ereignisse voneinander abgegrenzt. Die Ergebnisse der Quadrantenanalyse von (c) sind in (e), die aus (d) in (f)
dargestellt. Der obere linke Quadrant (UL) enthilt R 123", der obere rechte Quadrant (UR) R 123" Monozyten
bzw. Granulozyten. Der Anteil an R 123" Monozyten bzw. Granulozyten berechnet sich aus der Anzahl der

Ereignisse im oberen rechten Quadranten, bezogen auf die Gesamtzahl 7-AAD" Ereignisse (Summe aus UR,
UL).
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Abb. 6: Auswertung der Positivprobe zur Untersuchung des Respiratory Burst.

Die Gates R1, R2 sowie die beiden Quadranten wurden aus dem Kontrollansatz ibernommen. Die Quadranten-
analyse erfolgte wie bei der Auswertung des Kontrollansatzes beschrieben. Die Ergebnisse fiir die CD14"

Zellen sind in (e) und fiir Granulozyten in (f) dargestellt.
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4.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS, Version 10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
und wurde mit verteilungsunabhidngigen, nichtparametrischen Tests durchgefiihrt. Die
Unterschiede zwischen den drei Gruppen zu Studienbeginn wurden mit dem Kruskall-
Wallis-Test iiberpriift und bei signifikanten Unterschieden die Daten von jeweils zwei
Gruppen mit dem U-Test nach Mann-Whitney-Wilcoxon verglichen. Die Verdnderungen
innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des Wilcoxon-signed-Rank Tests untersucht.

Allen Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau von o = 0,05 zugrunde gelegt.

Die Gruppen wurden beziiglich Alter, Korpergewicht und —grofle, BMI, und sportlicher
Aktivitdt durch Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum in H&ufigkeits-
tabellen beschrieben. Die Ergebnisse zur Polyphenolaufnahme werden in gleicher Weise

dargestellt.

Die immunologischen Messdaten wurden durch Boxplots dargestellt. Die Balken représen-
tieren den Interquartilbereich (25er, 75er Perzentil), wobei der schwarze Balken in der Box
den Median darstellt. Die horizontal verlaufenden Striche iiber und unter der Box zeigen den
groBten und kleinsten Wert an, der nicht als extremer Wert oder Ausreifler gekennzeichnet

ist. AusreiBer” werden durch Kreise, Extremwerte’ durch Sternchen dargestellt.

2 Werte, die von der oberen bzw. unteren Kante der Box zwischen dem 1,5-und 3-fachen der Boxho6he entfernt sind
3 Werte, die von der oberen bzw. unteren Kante der Box um mehr als das 3-fache entfernt sind
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5 Ergebnisse

5.1 Kurzzeitstudie

5.1.1 Probanden

In der Kurzzeitstudie konnten die Proben von allen Teilnehmern der Gruppen RW und ERW
vollstindig ausgewertet werden. In der Kontrollgruppe standen die 90-Minuten-Proben von
zwei Teilnehmern nicht zur Verfiigung. Von diesen Probanden wurden jedoch die beiden
Proben, die vor und 360 min nach der Intervention genommen wurden, in die statistische
Auswertung einbezogen, da nicht die Kinetik, sondern der paarweise Vergleich der

Untersuchungsparameter von Interesse war.

Die demographischen Merkmale zur Beschreibung des Probandenkollektivs sind in Tab. 6

aufgefiihrt.

Tab. 6: Demographische Merkmale des Probandenkollektivs der Kurzzeitstudie.

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein
Probanden n 9 9 9
Geschlecht /3 7/2 8/1 6/3
Alter (Jahre) MW + SD 27,1+£9,0* 26,2 +£3,5 31,4+58"?
Min — Max 21-50 20-30 24 - 41
Gewicht (kg) MW + SD 62,2+9,1 63,5+9,1 64,1 +12,0
Min — Max 48 — 77 48 — 79 50 —-78
Grofe (m) MW + SD 1,72 £ 0,09 1,71 £ 0,09 1,70 £ 0,07
Min — Max 1,57 -1,85 1,60 — 1,87 1,60 —1,83
BMI (kg/mz) MW + SD 20,8 £ 1,1 21,8+ 1,9 22,0£2,8
Min — Max 19,0 - 22,5 18,1 -24,1 18,9 -27,0
Sport (h/Wo) MW + SD 34+29 2,7+3,3 1,9+23
Min — Max 0-10 0-10 0-9

Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen a: p = 0,04.
n=Anzahl Probanden, & =weiblich, &' =minnlich, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

Min = Minimum, Max = Maximum, BMI = Body Mass Index, h/Wo = Stunden pro Woche.
Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. Korpergewicht, Gréf3e, BMI und
sportlicher Aktivitdt zwischen den Gruppen. Die Probanden der Kontrollgruppe waren im

Durchschnitt élter als die Teilnehmer der Gruppe RW (p = 0,04).
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5.1.2 Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme

Tab. 7 gibt einen Uberblick zur Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme am Vortag der

Studie. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden hierbei nicht beobachtet.

Tab. 7: Durchschnittliche Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme am Vortag.

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein
Probanden n 9 9 9
Energie (kcal) MW =+ SD 1718 £ 483 1610 £ 204 2040 £+ 875
Min — Max 1060 — 2700 1360 — 2000 1150 -3770
(19)] MW + SD 7188 + 2021 6736 + 853 8535+ 3661
Min — Max 4435 -11297 5690 — 8368 4812 - 15774
Alkohol (g) MW + SD 1,7+3,9 0,0£0,0 0,0£0,0
Min — Max 0,0-11 0,0-0,0 0,0-0,0
Flavonoide (mg) MW £ SD 1,6 £4,8 2,1+5,5 2,8+6,5
Min — Max 0,0 -14,3 0,0 -16,5 0,0-17,5
Phenolsduren (mg) MW £ SD 26,6 £ 63,9 17,6 £ 36,9 17,5+ 34,9
Min — Max 0,0-191,7 0,0-106,4 0,0-95,2
Polyphenole (mg) MW £ SD 28,1 £ 63,3 19,7+ 41,8 20,3 £35,5
Min — Max 0,0 -191,7 0,0-1229 0,0 — 96,5

n = Anzahl, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Min = Minimum, Max = Maximum.
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5.1.3 Apoptose

Statistisch signifikante Verdnderungen beim Anteil apoptotischer T-Lymphozyten nach
Konsum von Rotwein wurden nicht beobachtet. In der Gruppe ERW sowie in der
Kontrollgruppe nahm der Anteil apoptotischer T-Lymphozyten ab, wobei die
Verdnderungen in beiden Gruppen 360 min nach der Intervention signifikant waren (ERW:
p = 0,008; Kontrolle: p=0,021) (Abb. 7). Der Anteil apoptotischer T-Lymphozyten war zu

Studienbeginn nicht zwischen den Gruppen verschieden.

Apoptose
% 90— T-Lymphozyten

80y _|___a —|—O b

704 1 ° lé i*

501

* [ INullwert
404 790 min
30 ] . . 2360 min
N= 9 9 9 9 9 9 9 7 9
RW ERW Kontrolle

Abb. 7: Prozentualer Anteil apoptotischer T-Lymphozyten nach einmaligem Konsum von
200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem Rotwein oder 200 mL Mineralwasser
(Kontrolle).

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil, groBter und kleinster nicht-extremer Wert, sowie
Ausreifler (o) und Extremwerte (*). Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert:
a: p=0,008; b: p=10,021.

RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden.
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5.1.4 Phagozytose

Der Anteil phagozytierender Granulozyten blieb in allen Gruppen unveridndert (Abb. 8a).
Beim Anteil phagozytierender Monozyten wurde nur 90 min nach Konsum von Rotwein
eine signifikante Zunahme gegeniiber dem Ausgangswert beobachtet (p =0,013). In den
Gruppen ERW und in der Kontrollgruppe verdnderte sich der Anteil phagozytierender
Monozyten nicht (Abb. 8b). Zu Studienbeginn wurden keine signifikanten Unterschiede im

Anteil phagozytierender Granulozyten und Monozyten zwischen den Gruppen beobachtet.

a Phagozytose b Phagozytose
% 106 Granulozyten % 109 Monozyten
80) o 80| a
0
0 *
604 60
o)
0
40 40
0
20 204
0 O T T T
N= 9 9 9 9 9 o9 9 7 o9 N= 9 9 9 9 9 9 9 7 9
RwW ERW Kontrolle RwW ERW Kontrolle

[ 1 Nullwert 1 90min B 360 min

Abb. 8: Prozentualer Anteil phagozytierender Granulozyten (a) und phagozytierender
Monozyten (b) nach einmaligem Konsum von 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem
Rotwein oder 200 mL Mineralwasser (Kontrolle).

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil, kleinster und grofter nicht-extremer Wert sowie Ausreiller

(o) und Extremwerte (*). Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert: a: p = 0,013.
RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden.
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5.1.5 Respiratory Burst

Der Anteil burstaktiver Zellen veridnderte sich nur nach Konsum von entalkoholisiertem
Rotwein. Wéhrend bei den Granulozyten der Anteil burstaktiver Zellen 360 min nach
Konsum von entalkoholisiertem Rotwein gegeniiber dem Ausgangswert abnahm (p = 0,037)
(Abb. 9a), stieg dieser bei den Monozyten kontinuierlich nach 90 min (p = 0,05) und nach
360 min (p = 0,011) gegeniiber dem Ausgangswert an (Abb. 9b).

Der Anteil burstaktiver Granulozyten und Monozyten war zwischen den Gruppen zu

Studienbeginn nicht verschieden.

a Burst Granulozyten b
100 a 106 Burst Monozyten
% © T, %
b ©
804 80
60 50 I 1
0 (0]
40 40 |
20 20 0 l l
0 L T L 0 I
N= 9 9 9 9 9 o9 9 7 9 N= 9 9 9 9 9 o 9 7 9
RW ERW Kontrolle RW ERW Kontrolle

[ ] Nulwert  [__] 90 min B 360 min

Abb. 9: Prozentualer Anteil burstaktiver Granulozyten (a) und burstaktiver Monozyten (b)
nach einmaligem Konsum von 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem Rotwein oder
200 mL Mineralwasser (Kontrolle).

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil, groB3ter und kleinster nicht-extremer Wert sowie Ausreiller
(©) und Extremwerte (*). Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert: a: p = 0,037,
b: p=0,05,c: p=0,011.

RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden.



Ergebnisse 45

5.2 Langzeitstudie
5.2.1 Probanden

Im Verlauf der Studie schieden von den 78 Probanden, die die Studie begonnen hatten,
insgesamt 4 Teilnehmer aus. Zwei Teilnehmer (jeweils 1 Proband aus Gruppe RW und
ERW) brachen aus gesundheitlichen Griinden die Studie ab. Ein Proband aus der Gruppe
RW fing an zu rauchen und ein weiterer (Gruppe RW) erschien nicht zur zweiten
Blutentnahme. Fiir die statistische Auswertung wurden die Daten von den 74 Probanden
zugrunde gelegt, die bis zum Studienende teilgenommen hatten. Die demographischen

Merkmale des Probandenkollektivs sind in Tab. 8 aufgefiihrt.

Tab. 8: Demographische Merkmale des Probandenkollektivs der Langzeitstudie.

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein
Probanden n 24 25 25
Geschlecht /3 12/12 15/10 15/10
Alter (Jahre) MW + SD 30,0+ 8,3 26,7 + 6.4 28.8+7,1
Min — Max 20 — 46 20— 45 20— 42
Gewicht (kg) MW + SD 75,4 £ 15,5*° 65,4 +10,2° 65,2 £9,3°
Min — Max 51,0 — 106,0 49,5 - 88.5 47,3 — 84,6
GroBe (m) MW + SD 1,78 £ 0,10 1,72+ 0,09 1,74 £ 0,06
Min — Max 1,59 — 2,00 1,56 — 1,95 1,63 —1,86
BMI (kg/m?) MW + SD 23,5+3,3% 21,9+2,1¢ 21,4 +2.2¢
Min — Max 17,2 - 30,7 18,8 — 26,1 17,8 - 25,5
Sport (h/Wo) MW + SD 22422 2,0£2,0 2,9+24
Min — Max 0-6 0-6 0-8

Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu Studienbeginn: a: p=0,032,
b: p=10,023, c: p=0,046,d: p=10,017.

n=Anzahl, Q =weiblich, J& =minnlich, BMI=Body Mass Index, h/Wo = Stunden/Woche,
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Min = Minimum, Max = Maximum.

Die Gruppen unterschieden sich nicht bzgl. Alter und sportlicher Aktivitit. Vor
Studienbeginn waren Korpergewicht (KG) und BMI in der Gruppe RW hoéher als in der
Gruppe ERW (KG: p =0,032; BMI: p =0,046) und in der Kontrollgruppe (KG: p = 0,023;
BMI: p=0,017) (Tab. 8). Gewicht und BMI blieben in allen Gruppen unverdndert (KG:
Woche 6: RW: 75,6 £15,8; ERW: 65,6 £10,5; Kontrolle: 65,2+ 9,5; BMI Woche 6:
RW: 23,5+3,6; ERW: 21,9 £2,1; Kontrolle: 21,4 +2,3). Auch in Woche 6 waren Gewicht
und BMI in der Gruppe RW hoher als in der Gruppe ERW (KG: p = 0,034; BMI: p = 0,024).
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5.2.2 Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme

Eine Ubersicht zur durchschnittlichen tiglichen Energie- und Alkoholaufnahme in der
Woche vor Studienbeginn und in der letzten Interventionswoche in den Gruppen RW, ERW

und in der Kontrollgruppe gibt Tab. 9.

Signifikante Unterschiede bei der durchschnittlichen tédglichen Energieaufnahme vor
Studienbeginn zwischen den Gruppen wurden nicht beobachtet. Die Energicaufnahme

innerhalb der Gruppen blieb im Verlauf der Studie unverandert.

Die mittlere, tdgliche Alkoholaufnahme war vor Studienbeginn zwischen den Gruppen nicht
signifikant verschieden. In der Gruppe RW wurde eine statistisch signifikante Steigerung der
Alkoholaufnahme von 7,5 £ 8,2 g auf 28,1 + 5,3 g beobachtet (p < 0,001), bedingt durch den
Konsum von Rotwein. In der Gruppe ERW und in der Kontrollgruppe traten bei der

Alkoholaufnahme keine signifikanten Veranderungen auf.

Tab. 9: Durchschnittliche tégliche Energie- und Alkoholaufnahme vor und wihrend der
Intervention.

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein
Wo 0 Wo 6 Wo 0 Wo 6 Wo 0 Wo 6
n 24 25 25

Energie (kcal) 1869 * 443 1924+ 515 1922445 1945+ 637 18621464 1950545
(KJ) 7820+ 1853 8050 +2155 8042+ 1862 8138 £2665 7791 1941 8159 £2280

Alkohol (g) 7,5+ 8,2 28,1 £53° 5,8+7,1 6,5+7,7 6,1 £ 6,6 6,9+ 6,7

A(g) +20,6 +0,7 +0,8
-Getrank +24,2 +1,1 -
-Sonstiges -3,6 -0,4 +0,8

Angaben fiir Woche 0 und Woche 6: Mittelwert, Standardabweichung. Gekennzeichnet sind signifikante
Unterschiede zwischen Woche 0 und Woche 6 innerhalb einer Gruppe: a: p < 0,001.
n = Anzahl Probanden, A = Veridnderungen, Wo 0 = Woche vor Studienbeginn, Wo 6 = 6. Interventionswoche

Vor der Intervention wurden keine signifikanten Unterschiede bei der durchschnittlichen
tdglichen Aufnahme an Flavonoiden, Phenolsduren und Polyphenolen beobachtet. Die
Flavonoidaufnahme insgesamt nahm in den Gruppen RW und ERW zu (beide p <0,001)
(Tab. 10), wobei in beiden Gruppen die Zufuhr an Catechin, Epicatechin, Malvidin und
Peonidin anstieg (alle p <0,001 auBer p=0,002 Peonidin Gruppe RW und Epicatechin
Gruppe ERW) (Tab. 11). Die Flavonoidaufnahme in der Kontrollgruppe blieb insgesamt
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unverdndert (Tab. 10). Dennoch wurden bei der Aufnahme einzelner Flavonoide
Verinderungen in der Kontrollgruppe beobachtet: Die Zufuhr an Kdmpferol (p = 0,007) und
Cyanidin (p=0,001) stieg an, wéhrend die Aufnahme von Gallocatechin (p <0,001) und
Epigallocatechin (p = 0,002) abnahm (Tab. 11).

Die Zufuhr an Phenolséuren insgesamt nahm in allen Gruppen zu (RW: p =0,014; ERW:
p =0,019; Kontrolle: p=0,025) (Tab. 10), wobei in den Gruppen RW und ERW nur die
Aufnahme an Gallussdure anstieg (beide p <0,001). In der Kontrollgruppe erhohte sich die
Aufnahme an p-Hydroxybenzoe-, Ellag-, (beide p <0,001) und Salizylsdure (p =0,011).
Syringasdure wurde in Woche 6 in geringeren Mengen zugefiihrt als zu Studienbeginn

(p =0,0006) (Tab. 12).

Die Aufnahme an Polyphenolen insgesamt war am Ende der Intervention in allen Gruppen
hoher als zu Studienbeginn (RW: p<0,001; ERW: p=0,005; Kontrolle: p=0,035)
(Tab. 10).

Tab. 10: Durchschnittliche tégliche Polyphenolaufnahme vor und wihrend der Intervention.

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein

Wo 0 Wo 6 Wo 0 Wo 6 Wo 0 Wo 6
n 24 25 25
Flavonoide (mg) 29+17 77+25% 39+20 64128 38+21 41425
A (mg) +48 +25 +3
-Getrank +50 +24 —
-Sonstiges -2 +1 +3
Phenolsduren (mg) 108175 135+83° 123483 158+103°¢ 8770 136+100¢
A (mg) +27 +35 +48
-Getrank +12 +13 —
-Sonstiges +15 +22 +48
Polyphenole (mg) 137+81 212491 163+94 222+118° 125480 177+112°
A (mg) +75 +59 +52
-Getrank +63 +38 —
-Sonstiges +12 +21 +52

Angaben fir Woche 0 und Woche 6: Mittelwert, Standardabweichung. Gekennzeichnet sind signifikante
Unterschiede zum Ausgangswert innerhalb einer Gruppe: a: p < 0,001, b: p=0,014, c: p=10,019, d: p = 0,025,
e: p=10,005, f: p=0,035.

n = Anzahl Probanden, A = Veridnderungen, Wo 0 = Woche vor Studienbeginn, Wo 6 = 6. Interventionswoche



48 Ergebnisse

Tab. 11: Mittlere Zusammensetzung der zusitzlich aufgenommenen Flavonoide (mg/d).

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein

n 24 25 25
> Flavanole 38,9* 17,3* -1,6
-Catechin 24,6 11,1° 2,1
-Epicatechin 14,2° 6,2° 2,2
-Gallocatechin 0,1 0 -0,6"
-Epigallocatechin 0,1 0 0,9
Y Flavonole -0,3 0,6 0,7
-Kémpferol 0,6 0,8 1,2°
-Myricetin 0,0 0,1 0,0
-Quercetin -0,9 -0,3 -0,4
2. Anthocyanidine 8,8" 10,0* 6,2¢
-Cyanidin -0,2 4,9 8,1°
-Malvidin 7,6° 4,7% -1,2
-Peonidin 1,4° 0,5° -0,3
-Petunidin 0,0 0,0 -0,4
> Flavanone -0,1 -2,8 -2,0
-Naringenin -0,1 -2,8 -2,0
Y. Flavonoide 47,8" 25,1% 3.4

Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert (nicht aufgefiihrt) der gleichen Gruppe:
a:p=0,001, b: p=0,002, c: p= 0,007, d: p=0,031. n = Anzahl Probanden, 3, = Summe

Tab. 12: Mittlere Zusammensetzung der zusétzlich aufgenommenen Phenolsduren (mg/d).

Rotwein Entalkoholisierter Kontrolle
Rotwein

n 24 25 25
Y. Hydroxybenzoesiuren 8,8" 15,7 31,5"
-p-Hydroxybenzoesédure 0 0,4 0,8
-Ellagsiure 0,3 6,7 30,4
-Gallusséure 7,3 9,1° 0,2
-Salizylsdure 0,3 0,1 0,8°
-Syringasiure 0,9 -0,6 -0,7"
2. Hydroxyzimtsiuren 18,2 19,2 16,9
-Ferulasédure -0,2 -0,1 -0,2
-Kaffeesidure 18,3 17,7 17,7
-p-Cumarsdure 0,1 1,6 -0,5
Y. Phenolsiuren 27,0° 34,9¢ 48,4°

Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert (nicht aufgefiihrt) der gleichen Gruppe:
a:p<0,034, b:p<0,001, c:p=0,002, d:p=0,005 e:p=0,011; fip=0,006; g:p=0,035. n=Anzahl
Probanden, Y, = Summe
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5.2.3 Apoptose

Der Anteil apoptotischer T-Lymphozyten blieb nach der 6-wochigen Intervention im
Vergleich zum Ausgangswert in allen Gruppen unverdndert. Statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen zu Studienbeginn wurden nicht beobachtet (Abb. 10).

o ] Apoptose
90 T-Lymphozyten

80+

70 |

60 1
501 — 1
404 ——
[ IWoche 0
30 x . . [ IWoche 6
N= 21 21 25 25 25 25

RW ERW Kontrolle

Abb. 10: Prozentualer Anteil apoptotischer T-Lymphozyten vor und nach 6-wochigem
Konsum von 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem Rotwein und in der
Kontrollgruppe.

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil sowie grofiter und kleinster nicht-extremer Wert.
RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden
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5.2.4 Phagozytose

Die Anteil phagozytierender Granulozyten blieb wihrend der 6-wochigen Intervention in
allen Gruppen unverdndert (Abb. 11a). Auch bei den Monozyten wurden keine
Verdanderungen beim Anteil phagozytierender Zellen beobachtet (Abb. 11b). Signifikante
Unterschiede beim Anteil phagozytierener Granulozyten und Monozyten zwischen den

Gruppen wurden zu Studienbeginn nicht festgestellt.

a Phagozytose b Phagozytose
10G——— Granulozyten ——— 106———  Monozyten

80 T 1 80
60 60 1 T T -

d ll ZOLL T LL

0 ] ] ] 0

N = 23 23 25 25 23 23 N= 23 ) 23 25 ) 25 25 ) 25
RW ERW Kontrolle RW ERW Kontrolle

[ 1] Woche 0 ] Woche6

Abb. 11: Prozentualer Anteil phagozytierender Granulozyten (a) und phagozytierender
Monozyten (b) vor und nach 6-wochigem Konsum von 200 mL Rotwein, 175 mL
entalkoholisiertem Rotwein und in der Kontrollgruppe.

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil, grofiter und kleinster nicht-extremer Wert sowie
Ausreifler. RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden



Ergebnisse 51

5.2.5 Respiratory Burst

Der Anteil burstaktiver Granulozyten verdnderte sich in keiner Gruppe wéhrend der
Intervention (Abb. 12a). Bei den Monozyten nahm der Anteil burstaktiver Zellen in der
Gruppe RW wihrend der 6-wochigen Intervention signifikant ab (p = 0,001), aber auch in
der Kontrollgruppe (p=0,007) (Abb. 12b). Signifikante Unterschiede beim Anteil
burstaktiver Granulozyten und Monozyten zwischen den Gruppen wurden zu Studienbeginn

nicht beobachtet.

a b
100 Burst Granulozyten 100 Burst Monozyten

o TT T T - —I’— % . . b |
80 80| T
60, i L i 60

0
40 0 40
—+
20 0 204
O T T T 0 T T T
N= 24 24 25 25 24 24 N= 23 23 25 25 23 23
RW ERW Kontrolle RW ERW Kontrolle

[ 1 Woche0 [ Woche 6

Abb. 12: Prozentualer Anteil burstaktiver Granulozyten (a) und burstaktiver Monozyten (b)
vor und nach 6-wochigem Konsum von 200 mL Rotwein, 175 mL entalkoholisiertem
Rotwein und in der Kontrollgruppe.

Dargestellt sind Median, oberes und unteres Quartil, groBter und kleinster nicht-extremer Wert, Ausreiler (o).
Gekennzeichnet sind signifikante Unterschiede zum Ausgangswert. a: p = 0,001; b: p =0,007.
RW = Rotwein, ERW = entalkoholisierter Rotwein, N = Anzahl Probanden
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6 Diskussion

Polyphenole sind sekundire Pflanzenstoffe, die in allen pflanzlichen Nahrungsmitteln vor-
kommen (HERTOG et al., 1992), in besonders hoher Konzentration im Rotwein (SOLEAS et
al., 1997a). Da sie den Organismus vor oxidativem Stress und damit assoziierten
Erkrankungen schiitzen konnen, werden den Polyphenolen gesundheitsfordernde
Eigenschaften zugeschrieben (NDVELDT et al.,, 2001). Ob mit dem Konsum von
polyphenolreichen Lebensmitteln neben antioxidativen Effekten im Plasma auch
funktionelle Verdnderungen bei Leukozyten des peripheren Blutes hervorgerufen werden, ist
weitgehend unbekannt. Antiinflammatorische Wirkungen der Polyphenole, die teilweise auf
antioxidativen Effekten basieren, wurden bisher nur in vitro nachgewiesen (ROBAK und
GRYGLEWSKI, 1996). Auch zur Wirkung einer nutritiven Polyphenolaufnahme auf die
Apoptose von humanen T-Lymphozyten, die durch oxidativen Stress bei der T-Zell-

Aktivierung hervorgerufen wird, ist bisher wenig bekannt.

In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob die Aufnahme von Polyphenolen aus
nativem oder entalkoholisiertem Rotwein redoxsensitive Immunfunktionen (T-Zell-
Apoptose, Phagozytose und Respiratory Burst von Monozyten und Granulozyten)
beeinflusst. Da immunmodulierende Wirkungen bei einer zelluldren Akkumulation der
Polyphenole zu erwarten sind, aber nur wenig dazu bekannt ist, ob und in wie weit diese
Effekte bei wiederholter Polyphenolaufnahme auftreten und zu funktionellen Verdnderungen
bei Leukozyten des peripheren Blutes fithren, wurden die Wirkungen von nativem und
entalkoholisiertem Rotwein nach einmaligem und wiederholtem Verzehr in zwei Teilstudien
iberpriift. Dazu wurden zwei Interventionsstudien mit gesunden Nichtrauchern
durchgefiihrt. In einer Kurzzeitstudie wurden die Wirkungen eines einmaligen Verzehrs von
200 mL Rotwein oder 175 mL entalkoholisiertem Rotwein im Vergleich zu 200 mL
Mineralwasser gemessen. In einer Langzeitstudie nahmen die Probanden tdglich dieselbe
Menge an nativem oder entalkoholisiertem Rotwein zusdtzlich zu ihrer gewohnten Kost auf.

Die Kontrollgruppe erhielt kein Studiengetrank.
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6.1 Studienaufbau und Methoden

Die Untersuchungen sollten unter moglichst realitdtsnahen Bedingungen durchgefiihrt
werden. Daher wurde ein kommerziell erhdltlicher Rotwein eingesetzt, von dem moderate,
d.h. gesundheitlich unbedenkliche Einzeldosen verzehrt wurden. Die Untersuchungen
wurden an Ménnern und Frauen durchgefiihrt, damit geschlechtsunabhingige Aussagen
gemacht werden konnen. Fiir die Kurzzeitstudie war am Vortag eine polyphenolarme
Erndhrung erforderlich, um potentielle Storfaktoren durch Polyphenole, die noch am
ndchsten Tag im Plasma vorliegen konnen, auszuschlieBen. In der Langzeitstudie mussten
die Probanden nicht generell auf polyphenolreiche Lebensmittel wie bei BUB et al. (2003)
und WATZL et al. (2003) verzichten, weil es das Ziel war, den Einfluss einer wiederholten,
nutritiven Polyphenolaufnahme durch nativen oder entalkoholisierten Rotwein zuséitzlich zur
gewohnten Kost (und diese schlieft polyphenolreiche Lebensmittel ein!) beurteilen zu
konnen. Durch die didtetischen Restriktionen sollten Storfaktoren, z.B. durch exzessiven
Konsum von Séften, Kaffee oder Tee oder durch Einnahme von Nahrungserginzungsmittel

oder Probiotika, vermieden werden.

Die Untersuchungen zur Wirkung von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein auf redox-
sensitive Immunfunktionen wurden als dreiarmige Studien durchgefiihrt. Der
Parallelgruppenvergleich erlaubt Aussagen dariiber, ob der Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein im Vergleich zu Nichtrotweintrinkern (Kontrollgruppe) zu
signifikanten Verdnderungen bei redoxsensitiven Immunfunktionen fiihrt. Dariiber hinaus
sollte der Vergleich von Rotwein mit entalkoholisiertem Rotwein Hinweise zur Wirkung des
Alkohols auf immunmodulierende Wirkungen von Rotwein in vivo liefern. Da ein Teil der
Flavonoide durch das Entalkoholisieren verdndert bzw. abgebaut wird, und daher
unterschiedliche Flavonoidmengen mit einer Einzeldosis nativen oder entalkoholisierten

Rotweins aufgenommen wurden (Tab. 5), ist ein direkter Vergleich nicht moglich.

Wegen der starken antioxidativen Wirkung der Polyphenole, die man nicht nur in vitro,
sondern auch in vivo bzw. ex vivo nach einer nutritiven Polyphenolaufnahme beobachtet hat,
wurden Immunparameter untersucht, die durch oxidativen Stress initiiert (T-Zell-Apoptose)

bzw. verstirkt (Phagozytoseprozess) werden.
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Die Apoptose wurde mit dem Annexinbindungstest mit kombinierter DNA-Farbung unter-
sucht, ein Verfahren, das eine simultane Phénotypisierung der T-Zellen durch Anfarbung mit
dem T-zellspezifischen Oberflichenmarker CD3 ermoglicht. Da bei der simultanen
Phénotypisierung die T-Zellen nicht isoliert werden, konnen auch physiologisch relevante
Interaktionen zwischen den mononukledren Zellen des peripheren Blutes (z.B. durch
Zytokine oder Aktivierung von T-Zellen durch antigenpridsentierende Monozyten) erfasst
werden. Verdnderungen im Serum durch den Konsum von nativem oder entalkoholisiertem
Rotwein, die auch fiir die T-Zell-Apoptose in vivo relevant sein konnen, wurden durch

Anreicherung des Mediums mit autologem Serum beriicksichtigt.

Die Untersuchungen zu Phagozytose und Respiratory Burst wurden mit Testkits
durchgefiihrt, die auch in der klinischen Diagnostik eingesetzt werden. Durch die
Modifikation des Herstellerprotokolls kénnen die Monozyten in demselben Probenansatz
wie die Granulozyten gleichzeitig untersucht und dabei sicher detektiert werden. Damit ist es
moglich, aussagekriftige Ergebnisse zur Wirkung von moderatem Rotweinkonsum auf die

Phagozytose und den Respiratory Burst von Granuloyzten und Monozyten zu erzielen.

AuBlerdem wurden nutritive Parameter erfasst, die Hinweise auf die Compliance der
Probanden und auf das Vorliegen von potentiellen Storfaktoren geben. Die Energieaufnahme
stellt einen wichtigen Surrogatmarker fiir den Nahrungsmittelverzehr dar, der bei gleich-
zeitiger Messung des BMI anzeigt, ob bzw. in wie weit die berechnete Polyphenolaufnahme
der tatsichlichen Polyphenolaufnahme entspricht. Damit wird die Valididt der erhobenen

Daten ersichtlich.

6.2 Kurzzeitstudie

6.2.1 Probanden

Da die Probanden beziiglich Gréfe, Gewicht, BMI und sportlicher Aktivitdt vergleichbar
waren (Tab. 6), kann man davon ausgehen, dass die Stoffwechselaktivitit bei allen Gruppen
ebenfalls vergleichbar war und nicht die Bioverfiigbarkeit der Polyphenole aus den
Studiengetranken beeinflusst hat. Der Altersunterschied zwischen den Probanden der
Kontrollgruppe und den Gruppen RW und ERW ist mit 5 bzw. 4 Jahren relativ gering und

fiir die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht von Bedeutung.
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6.2.2 Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme

Die Energiezufuhr am Vortag (Tab. 7) lag mit durchschnittlich 1718 kcal (Gruppe RW),
1610 kcal (Gruppe ERW) und 2040 kcal (Kontrollgruppe) unterhalb der Richtwerte, die von
der Deutschen, Osterreichischen und Schweizerischen Gesellschaft fiir Erndhrung fiir die
Altersgruppe der 19-24 Jihrigen (2400 kcal fiir Frauen, 3000 kcal fiir Méanner) und 25-50
Jahrigen (2300 kcal fiir Frauen, 2900 kcal fiir Ménner) (D-A-CH, 2000) angegeben wird.
Die Diskrepanz zwischen der berechneten Energieaufhahme und dem tatsdchlichen
Energiebedarf ist wahrscheinlich z.T. auf die didtetischen Restriktionen zuriickzufiihren,
welche die Nahrungsmittelauswahl stark einschrinken und daher tatsdchlich die
Energicaufnahme reduzieren (,,Undereating®). Durch die Sortierung der Lebensmittel nach
Produktgruppen und die Angabe verzehrsiiblicher Portionsgrofen war das Protokoll
benutzerfreundlich  aufgebaut. Ein  Unterschitzen des  Nahrungsmittelverzehrs
(,,Underreporting)  durch  mangelhafte = Dokumentation (z.B. Vergessen von
Zwischenmahlzeiten; ,,Underrecording®) ist unwahrscheinlich, da das Protokoll nur einen
Tag gefiihrt werden musste und die Teilnehmer (Mitarbeiter aus der eigenen Arbeitsgruppe
sowie aus dem Institut Physiologie, Biochemie und Hygiene der Haustiere, Studenten der
Erndhrung- und Haushaltswissenschaften sowie Mediziner) hochmotiviert waren. Zudem
konnen Erndhrungswissenschaftler/Innen, die in der vorliegenden Studie die Halfte des
Probandenkollektivs ausmachten, relativ gut die Nahrungsaufnahme einschétzen
(CHAMPAGNE et al., 2002). Da ein Underreporting v.a. bei jungen Frauen beobachtet wurde
(LIVINGSTONE und BLACK, 2003), und 70% der Teilnehmer in der vorliegenden Studie

Frauen waren (Tab. 6), kann ein Underreporting nicht vollig ausgeschlossen werden.

Die Auswertung der Erndhrungsprotokolle zeigt, dass die Zufuhr an Flavonoiden
(RW: 1,6 £4,8 mg; ERW: 2,1 £ 5,5 mg; Kontrolle: 2,8 + 6,5 mg) und phenolischen Siuren
(RW: 26,6 mg £ 63,9 mg; ERW: 17,6 +36,9 mg; Kontrolle: 17,5 +£34,9 mg) am Vortag
(Tab. 7) in allen Gruppen deutlich unterhalb der Mengen lag, die bei einer normalen Misch-
kost (54 mg Flavonoide (LINSEISEN et al., 1997), 222 mg Phenolséduren (RADTKE et al.,
1998)) aufgenommen  werden. Damit  konnen  selbst bei  unterschitzter
Nahrungsmittelauthahme potentielle Storeinfliisse von der Polyphenolaufnahme am Vortag

ausgeschlossen werden.

Die geringe Polyphenolaufnahme und der Verzicht auf alkoholische Getrinke am Vortag

(Tab. 7) (nur ein Proband konsumierte 100 g Sekt) deuten auf eine gute Compliance der
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Probanden bzgl. der didtetischen Restriktionen hin. Nutritive Storfaktoren kénnen daher in

der vorliegenden Studie ausgeschlossen werden.

6.2.3 Apoptose

Die Apoptose von aktivierten T-Zellen wird durch Redoxverdnderungen ausgelost, die durch
oxidativen Stress hervorgerufen werden (HILDEMAN et al., 1999; BOGDAN et al., 2000; PERL
et al., 2002; HILDEMAN et al., 2003). Durch Antioxidantien konnte die Apoptose von
T-Lymphozyten der Maus in vitro gehemmt werden (FORREST et al., 1994). Eine Inhibition
der T-Zell-Apoptose wurde auch bei gesunden Menschen nach Supplementierung von
Antioxidantien ex vivo beobachtet (MOSCA et al., 2002). Da Polyphenole nicht nur in vitro
(PIETTA, 2000), sondern auch nach einmaligem Konsum von polyphenolreichen
Lebensmitteln wie Rotwein, entalkoholisiertem Rotwein und Rotweinextrakt antioxidative
Wirkungen im Plasma ausiiben (WHITEHEAD et al., 1995; MIYAGI et al., 1997; CAO et al.,
1998; DUTHIE et al., 1998; SERAFINI et al., 1998, 2000; SIMONETTI et al., 2001), konnte der
Verzehr von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein bei aktivierten T-Lymphozyten

antiapoptotische Effekte hervorrufen.

In der vorliegenden Studie nahm der Anteil apoptotischer T-Zellen 360 min nach der Inter-
vention in der Gruppe ERW, aber auch in der Kontrollgruppe ab (Abb. 7). Deshalb konnen
die Verdnderungen in der Gruppe ERW nicht mit dem Konsum von entalkoholisiertem
Rotwein in Verbindung gebracht werden. Der einmalige Konsum von nativem oder ent-
alkoholisiertem Rotwein hat damit keinen Einfluss auf die Apoptose von aktivierten

T-Lymphozyten ex vivo.

Es ist zu vermuten, dass die Polyphenole in den Konzentrationen, die im Plasma nach ein-
maligem Konsum von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein erreicht werden (Cpax:
1-184 nM) (Tab. 4), die T-Zell-Apoptose bei gesunden Personen nicht modulieren kdnnen.
In der bisher einzigen in vitro Studie zur Wirkung von Polyphenolen auf das

Apoptoseverhalten von humanen T-Zellen wurden durch Tee-Extrakt und

Epigallocatechingallat (27 pg/mL £ 60 uM) keine Verdnderungen der T-Zell-Apoptose

nachgewiesen (LI et al., 2000). Referenzstudien zur Wirkung von Polyphenolen u.a.
Antioxidantien auf die T-Zell-Apoptose nach einmaliger Aufnahme liegen nicht vor. Da die
Inhibition der T-Zell-Apoptose bei MOSCA et al. (2002) nach Gabe von Antioxidantien stets
mit einer Reduktion des intrazelluldren Redoxstatus einherging, jedoch nicht zwingend mit

antioxidativen Verdanderungen im Plasma, sind Verdnderungen der T-Zell-Apoptose nur bei



Diskussion 57

signifikanten Verdnderungen des intrazelluliren Redoxstatus in Richtung Reduktion zu
erwarten. Dies tritt vermutlich erst bei Megadosen an Antioxidantien oder bei Akkumulation
nach wiederholter Aufnahme auf. Ebenso ist bei einer Imbalance des zelluldren Redoxstatus,
wie er z.B. bei HIV-Patienten vorliegt (AUKRAST et al., 1995; WALMSLEY et al., 1997), eher
mit Verdnderungen bei der T-Zell-Apoptose nach Supplementierung von Antioxidantien zu

rechnen als bei gesunden Probanden, die in der vorliegenden Studie untersucht wurden.

Andererseits gibt es Hinweise dafiir, dass Polyphenole auch unabhingig von ihren anti-
oxidativen Wirkungen das Apoptoseverhalten modulieren kénnen. Dieser Hinweis basiert
auf Beobachtungen von SPENCER et al. (2001b), die bei humanen Fibroblasten
antiapoptotische Wirkungen in vitro feststellten, wenn die Zellen vor Induktion der
Apoptose durch Oxidantien (H,O,, oxidiertes LDL) mit Epicatechin oder dem Metaboliten
3'0O-Methylepicatechin behandelt und mehreren Waschschritten unterzogen wurden. Wegen
des deutlich geringeren antioxidativen Potentials von 3'0-Methylepicatechin werden diese
Wirkungen nicht auf Redoxveridnderungen, sondern vielmehr auf eine direkte Interaktion des
Metaboliten mit Elementen der Signalkaskade zuriickgefiihrt (SPENCER et al., 2001b). Diese
Effekte wurden bei Konzentrationen von 30 uM Epicatechin oder 3'O-Methylepicatechin im
Medium beobachtet. Physiologisch relevante Polyphenolkonzentrationen, die nach Konsum
polyphenolreicher Lebensmittel im Plasma erreicht werden (nach SCALBERT und
WILLIAMSON (2000) maximal 1 uM), wurden von SPENCER et al. (2001b) nicht eingesetzt.
Da in der vorliegenden Interventionsstudie nach einmaligem Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein keine Verdnderungen bei der T-Zell-Apoptose messbar waren,
scheinen die von SPENCER et al. (2001b) postulierten Mechanismen, z.B. eine direkte
Interaktion der Polyphenole mit Proteintyrosinkinasen und Phospholipasen (MIDDLETON,

1998), nach einmaliger nutritiver Polyphenolautnahme keine Rolle zu spielen.

6.2.4 Phagozytose

Die Phagozytose ist ein effizienter Mechanismus zur Elimination von pathogenen Keimen,
dem insbesondere beim Erstkontakt mit dem Antigen eine wichtige Bedeutung zukommit.
Monozyten  fungieren im  Unterschied zu  neutrophilen  Granulozyten als
antigenprisentierende Zellen und stellen damit ein funktionelles Bindeglied zur spezifischen
Abwehr dar (KLEIN, 1991; JANEWAY und TRAVERS, 1997). Der Aktivierungszustand der
Neutrophilen bei der Phagozytose wird streng reguliert und durch Primern den jeweiligen

Erfordernissen angepasst (BAGGIOLINI und WYMANN, 1990; SWAIN et al., 2002). Uber die
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Mechanismen, mit denen die Monozyten die Phagozytoseaktivitdt regulieren, ist wenig
bekannt. Eine wichtige regulatorische Bedeutung wird den ROS beigemessen (FORMAN und
TORRES, 2001b; KARLSSON und DAHLGREN, 2002; SWAIN et al., 2002), welche
dosisabhingig die Fcy-vermittelte Internalisierung bei aktivierten neutrophilen Granulozyten
und Monozyten / Makrophagen in vitro verstirken (GRESHAM et al., 1988; GAMALEY et al.,
1994; Pricop et al., 1999; PrRicoP und SALMON, 2002). Inhibitorische Effekte wurden erst

bei sehr hohen H,O,-Konzentrationen beobachtet (GAMALEY et al., 1994).

Der Anteil phagozytierender Granulozyten wurde durch einmaligen Konsum von nativem
oder entalkoholisiertem Rotwein oder Mineralwasser nicht verdndert (Abb. 8a). Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von WATZL et al. (2002), die nach einmaligem
Konsum von 500 mL Rotwein, entalkoholisiertem Rotwein oder rotem Traubensaft bei
gesunden Nichtrauchern keine Verdnderungen beim Anteil phagozytierender Granulozyten
messen konnten. Zur Wirkung von Polyphenolen auf die Phagozytose von Granulozyten ist
wenig bekannt. /n vitro Studien hierzu wurden nur mit Quercetin, Rutosid und Rutin durch-
gefiihrt, wobei eine Inhibition bei Supplementierung des Mediums mit 1,5 mM Rutin fest-
gestellt wurde (PRUZANSKI et al., 1983). Diese Ergebnisse sind physiologisch nicht relevant,
da Rutin im Plasma nicht nachweisbar ist (GRAEFE et al., 2001) und dariiber hinaus
Polyphenolkonzentrationen im Plasma von mehr als 1 uM durch Konsum polyphenolreicher

Lebensmittel nicht erreicht werden (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000).

In der vorliegenden Studie scheint der Alkohol keine Wirkung auf die Phagozytose von
Granulozyten zu haben (Abb. 8a). Auch in einer anderen Interventionsstudie traten nach
Gabe von 500 mL einer 12%igen Ethanollosung keine Verdnderungen bei der Phagozytose
von Granulozyten auf (WATZL et al., 2002). Dies steht im Gegensatz zu anderen Studien, die
inhibitorische Effekte nach Konsum von alkoholischen Getrinken bei Aufnahme von
hoheren Alkoholmengen nachweisen konnten (LAHARRAGUE et al., 1985; CORBERAND et al.,
1989). Die Wirkung des Alkohols auf die Phagozytose von Granulozyten scheint damit

konzentrationsabhédngig zu sein.

Zu der Frage, ob Polyphenole die Phagozytose von Monozyten beeinflussen, gab es bis vor
kurzem keine Hinweise. In der vorliegenden Studie war der Anteil phagozytierender Mono-
zyten 90 min nach Konsum von Rotwein gegeniiber dem Ausgangswert erhoht. In den
beiden anderen Gruppen wurden keine Verdnderungen beobachtet (Abb. 8b). Bei WATZL et
al. (2002) traten 1, 2 und 24 Stunden nach einmaligem Konsum von Rotwein,

entalkoholisiertem Rotwein oder rotem Traubensaft keine Verdnderungen beim Anteil
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phagozytierender Monozyten auf. Hierbei wurde zwar ein vergleichbares Verfahren zur
Messung der Phagozytose durchfiihrt, jedoch wurden die Monozyten aufgrund ihrer
Streulichteigenschaften und nicht durch einen fluorochrommarkierten CD14-Antikorper
detektiert. Da phagozytierende Monozyten wegen verdnderter Streulichteigenschaften im
Streulichtdiagramm nicht sicher detektiert werden konnen (ZELLER et al., 1989; MANCA et
al., 1997; BASSQ@E et al., 2000), ist unklar, inwieweit die Daten von WATZL et al. (2002)
tatsdchlich das Phagozytoseverhalten der Monozyten widerspiegeln. Die Reinheit des

Monozytenclusters wurde nicht durch Backgating tiberpriift (WATZL, 2003a).

Da der Anteil phagozytierender Monozyten nur 90 min nach Konsum von Rotwein erhdht
war, nicht aber nach Konsum von entalkoholisiertem Rotwein, konnte der Alkohol im
Rotwein fiir die Reaktion der Monozyten verantwortlich sein. Bei einer Alkoholaufnahme
von 24,2 ¢, einem durchschnittlichen Korperwasseranteil von 62,2% und einem
Korpergewicht von 62,2 kg der Probanden in der Gruppe RW (Tab.6) ist eine
Blutalkoholkonzentration von etwa 0,6%o0 zu erwarten. Bisher wurde die Wirkung von
Alkoholkonsum auf die Phagozytose von Monozyten ex vivo nur in einer Studie untersucht
und hierbei keine Effekte festgestellt (WATZL et al., 2002), was durch o.g. methodische
Schwichen bei der Detektion der Monozyten bedingt sein konnte. Konzentrationen von
1-3,7%o, bei denen teilweise eine Hemmung der Monozyten-Phagozytose in vitro auftrat
(M@RLAND und M@RLAND, 1984, 1987, 1989; ZUIABLE et al., 1992), wurden in der
vorliegenden Studie sicher nicht erreicht. Ob die von DUTHIE et al. (1998) postulierte
Steigerung der Absorptionsrate von Polyphenolen durch den Alkohol eine Erklarung fiir die
tempordre Zunahme der Monozyten-Phagozytose 90 min nach Konsum von Rotwein liefert,
ist unklar. Unterschiede in der Absorption von Catechin (Cpax, tmax, AUC) wurden nach
Konsum von entalkoholisiertem Rotwein, dem entweder Wasser oder Alkohol zugesetzt
wurde, nicht festgestellt (DONOVAN et al., 1999; BELL et al., 2000), wéhrend in einer
anderen Studie in Gegenwart von Ethanol die Absorption von Catechin verstiarkt wurde
(GOLDBERG et al., 2003). Sofern die Konzentration der Polyphenole im Plasma von der
Aufnahmemenge abhingig ist, wie inzwischen fiir Malvidin-3-glucosid (BUB et al., 2001)
und Kaffeesdure (SIMONETTI et al., 2001) nachgewiesen wurde, konnte der kurzfristige
Anstieg der Monozyten-Phagozytose 90 min nach Konsum von Rotwein auf der 1,7—

2,4-fach hoheren Flavonoidaufnahme im Vergleich zur Gruppe ERW (Tab. 5) basieren.

Da die Phagozytoserate nur bei Monozyten 90 min nach Konsum von Rotwein anstieg, aber

nicht bei Granulozyten, scheint dieser Effekt zellspezifisch zu sein. Ob die kurzfristige
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Stimulation der Phagozytose bei Monozyten funktionell von Bedeutung ist und mit einer
verstirkten Antigenpridsentation und Stimulation von T—Zellen einhergeht, sollte durch
Untersuchungen geeigneter Aktivierungsmarker (z.B. Proliferation, Interleukin-2-Synthese,

Expression von CD25, CD45RO) iiberpriift werden.

6.2.5 Respiratory Burst

Der Respiratory Burst ist Teil des Phagozytoseprozesses, bei dem die Granulozyten und
Monozyten durch die Synthese verschiedener ROS zur Vernichtung phagozytierter, patho-
gener Keime beitragen (KLEIN, 1991; JANEWAY und TRAVERS, 1997). ROS aktivieren dosis-
abhingig weitere neutrophile Granulozyten und Monozyten/Makrophagen (WINN et al.,
1991; GAMALEY et al., 1994; MURPHY et al., 1995) und stimulieren die Genexpression von
proinflammatorischen Zytokinen und Adhésionsmolekiilen (CONNER und GRISHAM, 1996;
FORMAN und TORRES, 2001a). Bei neutrophilen Granulozyten induzieren ROS intrazelluldre
Redoxverdnderungen, die bei diesen Zellen die Apoptose induzieren (KARLSSON und

DAHLGREN, 2002; SPLETTSTOESSER und SCHUFF-WERNER, 2002).

In zahlreichen in vitro Studien wurde gezeigt, dass Polyphenole den Respiratory Burst bei
humanen neutrophilen Granulozyten und Monozyten hemmen (Tab. 1, Tab. 3). Auch bei
einigen niedermolekularen phenolischen Séuren, die bei der Fermentation von Flavonoiden
im Kolon entstehen, konnten derartige Effekte auf Neutrophile beobachtet werden (Tab. 2).
Ob der Respiratory Burst von Granulozyten und Monozyten auch durch Verzehr von

polyphenolreichen Lebensmitteln ex vivo beeinflusst wird, ist nicht bekannt.

Verdnderungen beim Anteil burstaktiver Granulozyten und Monozyten traten in der vor-
liegenden Studie nur in der Gruppe ERW auf. Bei den Granulozyten nahm dieser 360 min
nach der Intervention ab (Abb. 9a), wiahrend er bei Monozyten 90 min und 360 min nach der
Intervention gegeniiber dem Ausgangswert erhoht war (Abb. 9b). Da in der Kontrollgruppe
keine Effekte beobachtet wurden, konnen die Verdnderungen in der Gruppe ERW mit dem

Konsum von entalkoholisiertem Rotwein in Verbindung gebracht werden.

Eine Akkumulation von Polyphenolen in Granulozyten und Monozyten in vivo scheint
prinzipiell moglich zu sein. Untersuchungen an Liposomen haben gezeigt, dass Polyphenole
in der Lage sind, mit Doppellipidmembranen zu interkalieren und diese zu penetrieren
(SAUA et al., 1995). Nach Inkubation von Granulozyten mit Polyphenolen in vitro konnten
PAGONIS et al. (1986) Polyphenole in spezifischen Granula von neutrophilen Granulozyten

nachweisen. Da innerhalb von 6 Stunden nach Konsum von nativem oder entalkoholisiertem
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Rotwein nur 0,03% des Malvidin-3-glucosids im Plasma mit dem Urin ausgeschieden wird,
wird neben einer moglichen Exkretion mit dem Faezes eine Metabolisierung in der Leber
oder der intestinalen Mikroflora eine rasche Akkumulation in verschiedenen Geweben
diskutiert (BUB et al., 2001). Dass der Respiratory Burst auch nach Priainkubation von
phagozytierenden Zellen mit Polyphenolen in vitro gehemmt wird, deutet auf eine zelluldre
Anreicherung der Polyphenole hin, die mit funktionellen Anderungen einhergeht (DANIEL et
al., 1986; PAGONIS et al., 1986; BLACKBURN et al., 1987). Da Verdnderungen beim
Respiratory Burst in der vorliegenden Studie bei Monozyten 90 min nach Konsum von
entalkoholisiertem Rotwein gerade nachweisbar waren (p = 0,05), und nach 360 min sowohl
bei Monozyten (p=0,011) als auch bei Granulozyten (p =0,037) auftraten, scheint eine
Akkumulation von Polyphenolen eine gewisse Zeit zu erfordern. Diese Hypothese steht in
Einklang mit den Ergebnissen von DANIEL et al. (1986), die bei einer ldngeren Prainkubation
der Polyphenole (8 Stunden vs. 4 Stunden) mit Makrophagen eine stirkere Inhibition des

Respiratory Burst in vitro feststellten.

Da in Bioverfiigbarkeitsstudien keine Unterschiede in der Plasma-Konzentration von
Catechin, Kaffeesdure, Methylgallussdure und Malvidin-3-glucosid nach Konsum von
nativem oder entalkoholisiertem Rotwein (ABU-AMSHA CACCETTA et al., 2000; BUB et al.,
2001) bzw. alkohol- gegeniiber wasserangereichertem entalkoholisiertem Rotwein
(DONOVAN et al., 1999; BELL et al., 2000) beobachtet wurden, stellt sich die Frage, warum
Verdanderungen beim Anteil burstaktiver Granulozyten und Monozyten nur nach Konsum
von entalkoholisiertem Rotwein auftraten und nicht nach Konsum von nativem Rotwein.
Eine mogliche Erklarung hierfiir widre eine beschleunigte Elimination bzw. renale
Ausscheidung von Polyphenolen aus dem Plasma durch den Alkohol. Durch die
beschleunigte Elimination wéren eine zelluldre Anreicherung von Polyphenolen und dadurch
bedingte funktionelle Verdnderungen in Gegenwart von Alkohol erschwert. Eine weitere
Erkldrung basiert auf den prooxidativen Wirkungen des Alkohols. Diese konnen die
antioxidativen Wirkungen der Rotwein-Polyphenole kompensieren (ABU-AMSHA et al.,
1996; VAN GOLDE et al., 1999). Damit wiirde auch die Radikalfingerwirkung der
Polyphenole, die u.a. fiir die Inhibition des Respiratory Burst verantwortlich gemacht wird

(PINCEMALIL et al., 1988; ZIELINSKA et al., 2000), verloren gehen.

AuBerdem stellt sich die Frage, warum nach Konsum von entalkoholisiertem Rotwein der
Anteil burstaktiver Granulozyten abnahm, jedoch bei Monozyten anstieg. Eine Hemmung

des Respiratory Burst bei Granulozyten ex vivo nach Konsum von entalkoholisiertem
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Rotwein korreliert mit den Ergebnissen von in vitro Studien, bei denen eine Inhibition auch
in Gegenwart von Polyphenolen beobachtet wurde (Tab. 1). Die inhibierende Wirkung
wurde auch durch niedermolekulare phenolische Sduren hervorgerufen, die beim
mikrobiellen Abbau der Polyphenole entstehen (MERFORT et al., 1996; LIMASSET et al.,
1999; Tab. 2). Diesen phenolischen Sduren wird aufgrund ihres hohen Anteils an den
Polyphenolmetaboliten in vivo eine wesentliche physiologische Bedeutung beigemessen
(RECHNER et al., 2002). Da eine Hemmung des Burst von Neutrophilen bereits bei 0,25 uM
auftrat (MERFORT et al., 1996), also bei physiologisch relevanten Konzentrationen, ist eine
Inhibition beim Anteil burstaktiver neutrophiler Granulozyten nach Konsum von
entalkoholisiertem Rotwein plausibel. Zur Wirkung von Polyphenolen auf den Burst von
humanen Monozyten ist bisher wenig bekannt. /n vitro Studien wurden nur mit Catechin und
Resveratrol durchgefiihrt, wobei inhibitorische Effekte beobachtet wurden (DANIEL et al.,
1986; JANG et al., 1999; Tab. 3). Allerdings ist die physiologische Bedeutung der Ergebnisse
von DANIEL et al. (1986) zweifelhaft, da freies Catechin nach Konsum von alkohol- und
wasserangereichertem entalkoholisiertem Rotwein nur in Spuren (1-2nM) im Plasma
vorliegt (BELL et al., 2000). Bei DANIEL et al. (1986) wurden jedoch deutlich hohere
Konzentrationen (6,9-880 uM) eingesetzt. Aullerdem fehlt eine statistische Auswertung.

Nach Aufnahme von 25 mg Resveratrol, gelost in 120 mL Weillwein, wurden im Plasma

von gesunden Probanden hochstens 7,1 ug/L freies Resveratrol (£ 0,03 uM) nachgewiesen

(SOLEAS et al., 2001; GOLDBERG et al., 2003). Da beim Verzehr von 200 mL Rotwein
wesentlich geringere Mengen aufgenommen werden (GOLDBERG et al., 1995), sind
Resveratrol-Konzentrationen von 12,5 uM, die bei JANG et al. (1999) eine Hemmung des
Bursts von Monozyten in vitro hervorriefen, nach Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein im Plasma nicht zu erwarten. Daher sind die Ergebnisse der
vorliegenden Studie nicht als Widerspruch zu den Ergebnissen der beiden in vitro Studien zu
sehen. Physiologisch bedingte tageszeitliche Schwankungen beim Anteil burstpositiver
Monozyten konnen als Ursache fiir die Stimulation des Bursts ausgeschlossen werden, da in

der Kontrollgruppe keine Verdnderungen auftraten.
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6.3  Langzeitstudie

6.3.1 Probanden

Die Probanden aller Gruppen waren bzgl. Alter, Grofe und sportlicher Aktivitét
vergleichbar. Lediglich Gewicht und BMI waren in der Gruppe RW hdher als in den beiden
anderen Gruppen (Tab. 8). Dadurch bedingte Unterschiede in der Stoffwechselaktivitét sind
jedoch unwahrscheinlich, da die Unterschiede zwischen den Gruppen relativ gering waren
und der BMI bei allen Gruppen im Normbereich lag. Dass sich Gewicht und BMI im
Verlauf der Studie nicht adnderten, zeigt, dass sich die Probanden in allen Gruppen
isokalorisch erndhrt haben miissen und dass die Energieaufnahme durch die Intervention

nicht beeinflusst wurde.

6.3.2 Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme

Die durchschnittliche Energicaufnahme (Tab. 9) lag bei allen Gruppen vor und nach der
Intervention unterhalb der Richtwerte, die von der Deutschen, Osterreichischen und
Schweizerischen Gesellschaft fiir Erndhrung (D-A-CH, 2000) fiir die Altersgruppe der 19-24
Jahrigen (2400 kcal fiir Frauen, 3000 kcal fiir Ménner) und der 25-50 J&hrigen (2300 kcal fiir
Frauen, 2900 kcal fiir Méanner) angegeben wird. Da sich der mittlere BMI in keiner Gruppe
verdnderte — ein Indikator fiir eine bedarfsgerechte, d.h. isokalorische Erndhrung — muss die
Nahrungsaufnahme von den Probanden unterschétzt worden sein (,,Underreporting®), ein

Phianomen, das auch in anderen Studien beobachtet wurde (LIVINGSTONE und BLACK, 2003).

Die Daten zur Alkoholaufnahme zeigen, dass die Probanden entgegen den diétetischen
Restriktionen nicht vollig auf alkoholische Getrdnke verzichtet haben (Tab. 9). Allerdings
war die Alkoholaufnahme in der vorliegenden Studie deutlich niedriger als in der Nationalen
Verzehrsstudie, bei der fiir die entsprechende Altersgruppe eine durchschnittliche Alkohol-
aufnahme von 20,9 g bei Ménnern und 12,3 g bei Frauen ermittelt wurde (DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR ERNAHRUNG, 2000). Da die Alkoholaufnahme nur in der Gruppe RW
durch den Verzehr des Studienweins anstieg, aber die Alkoholaufnahme in den Gruppen
ERW und in der Kontrollgruppe unveridndert blieb (Tab. 9), hat der geringfiigige Konsum

von alkoholischen Getranken keinen Einfluss auf die Ergebnisse.
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Wegen des ,,Underreporting® muss man davon ausgehen, dass die tatsdchliche Aufnahme an
Flavonoiden und Phenolsduren in allen Gruppen hoéher war als aufgrund der Protokolle
ermittelt wurde (Tab. 10). Da in allen drei Gruppen zu allen Terminen eine zu geringe
Zufuhr protokolliert wurde, liegt offenbar ein systematischer Fehler vor, der jedoch die
Interpretation der Ergebnisse dieser Studie nicht beeinflusst. Diese Vermutung wird dadurch
gestiitzt, dass eine zusdtzliche Flavonoidaufnahme in den Gruppen RW und ERW
ausschlieBlich bei Catechin, Epicatechin, Malvidin und Peonidin beobachtet wurde
(Tab. 11), die in den Studiengetrinken enthalten waren (Tab.5). Bei den phenolischen
Sduren nahm in den Gruppen RW und ERW erwartungsgemi3 nur die Aufnahme an
Gallussdure zu (Tab. 12), die im Unterschied zu Kaffee- und p-Cumarsiure fast
ausschlieBlich mit Rotwein aufgenommen wird (RADTKE et al., 1998). Die zusitzliche
Aufnahme von Ellag-, Salizyl-, p-Hydroxybenzoesdure und Cyanidin und die reduzierte
Aufnahme von Syringasdure und Gallocatechin in der Kontrollgruppe (Tab. 11, Tab. 12)
konnte durch einen hoheren Verzehr von Beerenobst am Ende der Intervention bedingt sein
als vor Studienbeginn, bei gleichzeitigem Verzicht auf Kernobst. Diese Hypothese basiert
auf den Angaben von LINSEISEN et al. (1997) und RADTKE et al. (1998), nach denen Ellag-,
Salizyl- p-Hydroxybenzoesdure und Cyanidin v.a. mit Beerenobst und Syringasidure wie
auch Gallocatechin mit Kernobst zugefiihrt werden. Da die Studie in der Zeit Mai—Juli
durchgefiihrt wurde, sind diese Verdnderungen saisonal bedingt. Die Zunahme der
Gesamtphenolaufnahme in allen Gruppen ist auf den relativ hohen Beitrag der Phenolsduren
an der Gesamtphenolaufnahme zuriickzufiihren (Tab. 10). Die Gesamtphenolaufnahme ist
damit kein spezifischer Parameter fiir die zusitzliche Polyphenolaufnahme durch nativen

oder entalkoholisierten Rotwein.

Die Ergebnisse zur Energie-, Alkohol-, Flavonoid- und Phenolsdureaufnahme deuten darauf
hin, dass die Erndhrungsgewohnheiten der Probanden — abgesehen von einem saisonal
bedingten verstirkten Verzehr von Beerenobst auf Kosten von Kernobst in der
Kontrollgruppe — wihrend der Studie beibehalten wurden. Damit sind die Voraussetzungen
erfiillt, um die Wirkungen einer nutritiven Polyphenolaufnahme durch nativen oder

entalkoholisierten Rotwein auf redoxsensitive Immunfunktionen beurteilen zu konnen.
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6.3.3 Apoptose

Verinderungen beim Anteil apoptotischer T-Zellen wurden in keiner Gruppe nach
Beendigung der 6-wdochigen Intervention beobachtet (Abb. 10). Im Unterschied dazu stieg
die Apoptose von T-Lymphozyten nach mehrwochigem Konsum von polyphenolreichen
Fruchtséften bei gesunden Probanden an (WINKLER et al., 2003). Da die Polyphenol-
aufnahme insgesamt, geschitzt anhand der antioxidativen Kapazitit von 1 L Fruchtsaft
(= 3,07 mM Troloxdquivalente (TE); ARENDT, 1999) mit der antioxidativen Kapazitit von
200 mL Rotwein (= 3,9 mM TE) und 175 mL entalkoholisiertem Rotwein (= 2,7 mM TE)
vergleichbar waren, konnten die unterschiedlichen Wirkungen von Rotwein, entalkoholi-
siertem Rotwein und Séften auf dem unterschiedlichen Polyphenolmuster der Getrinke
basieren. Moglicherweise wurde die proapoptotische Wirkung nach Fruchtsaftkonsum durch
bestimmte Polyphenole hervorgerufen, die in den Séften enthalten waren, aber nicht im
Studienwein (z.B. Quercetin). Auflerdem konnten auch matrixabhiingige Effekte eine Rolle
bei der Bioverfiigbarkeit der Polyphenole spielen. Diese Vermutung wird durch die
Ergebnisse von mehreren Bioverfiigbarkeitsstudien gestiitzt, die gezeigt haben, dass
Catechin und diverse Anthocyanidin-3-glucoside (Peonidin-, Petunidin-, Cyanidin-,
Delphinidin-3-glucosid) aus Séften besser bioverfiigbar sind als aus Rotwein (FRANK et al.,
2003; GOLDBERG et al., 2003). Lediglich bei Malvidin-3-glucosid sind die Ergebnisse
kontrovers (BUB et al., 2001; FRANK et al., 2003). Allerdings konnte auch die langere Inter-
vention von 16 Wochen (WINKLER et al., 2003) gegeniiber 6 Wochen in der vorliegenden
Studie eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse bei der T-Zell-Apoptose geben.
Da nach regelméfligem Konsum eines Obst-Gemiisesaft-Konzentrats in der Studie von
WINKLER et al. keine proapoptotischen Effekte messbar waren wie nach Konsum von
Fruchtséften, und mit dem Konzentrat vergleichsweise weniger Polyphenole und mehr anti-
oxidative Vitamine aufgenommen wurden, ist die Wirkung der Fruchtséfte eher durch die
zusitzliche Polyphenolaufnahme und weniger durch Vitamin C zu erkléren (WINKLER et al.,
2003). Daher kann die unterschiedliche Wirkung von Fruchtsiften gegeniiber nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein nicht auf dem Vitamin C basieren.

In der Untersuchung von WATZL et al. (2003) blieb der Anteil apoptotischer Lymphozyten
nach 2-wochigem Verzehr von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein oder rotem
Traubensaft unverandert. Allerdings wurden die Lymphozyten nicht wie in der vorliegenden
Studie mit einem T-zell-spezifischen Oberflichenmarker angefarbt (WATZzL, 2003b). Ein

T-Zellmitogen zur Stimulation der T-Zell-Proliferation - wie bei WINKLER et al. (2003) -
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wurde nicht eingesetzt. Auch wenn die T-Lymphozyten im Durchschnitt 72% der gesamten
Lymphozytenpopulation ausmachen und damit die groffte Lymphozyten-Subpopulation
darstellen (COMANS-BITTER et al., 1997), ist es nicht klar, inwieweit die Daten von WATZL
et al. (2003) auch das Apoptoseverhalten der T-Lymphozyten repriasentieren. Ein direkter
Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit denen von WATZL et al. (2003) ist

daher nicht moglich.

6.3.4 Phagozytose

Der Anteil phagozytierender Granulozyten und Monozyten ex vivo blieb in allen Gruppen
unverdndert (Abb. 11). Wie kiirzlich bekannt wurde, konnten bei einer Untersuchung der
Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung nach téglichem Konsum von 500 mL Rotwein oder
von entsprechenden Mengen entalkoholisierten Rotweins, roten Traubensafts und 12%iger
Alkohollésung iiber zwei Wochen keine Verdnderungen bei der Phagozytose von Granulo-
zyten und Monozyten festgestellt werden (WATZL et al., 2003). Aufgrund der Tatsache, dass
beide Studien trotz unterschiedlicher Interventionsdauer und Verzehrsmenge zu dem
gleichen Ergebnis kommen, scheint eine mehrwochige, regelméflige Polyphenolaufnahme
durch nativen oder entalkoholisierten Rotwein keinen Einfluss auf die Phagozytose der
Granulozyten zu haben. Auch bei den Monozyten kommen beide Studien zu denselben
Ergebnissen. Sie sind jedoch wegen methodischer Unterschiede bei der Detektion der

Monozyten nicht vergleichbar.

6.3.5 Respiratory Burst

In der vorliegenden Studie wurden nach regelméfBigem Konsum von nativem oder ent-
alkoholisiertem Rotwein keine Verdnderungen beim Anteil burstaktiver neutrophiler
Granulozyten festgestellt (Abb. 12a). Da der Anteil burstpositiver Monozyten sowohl in der
Gruppe RW als auch in der Kontrollgruppe abnahm (Abb. 12b), koénnen diese
Verdnderungen in der Gruppe RW nicht mit der Intervention in Verbindung gebracht

werden.

Bei MERFORT et al. (1996) wurde der Respiratory Burst von neutrophilen Granulozyten in
vitro durch niedermolekulare phenolische Séduren (Flavonoidmetabolite), die dem Medium in
Konzentrationen von 0,25-0,5 pM zugesetzt wurden, gehemmt. Die Ergebnisse dieser Studie
sind in Hinblick auf die gewdhlte Konzentration und des Einsatzes von Metaboliten als

physiologisch relevant einzustufen. Diese Konzentrationen sind wahrscheinlich unmittelbar
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nach Polyphenolaufnahme im Plasma zu erwarten, aber nicht nach wiederholter Aufnahme
im Niichternplasma. Eine Akkumulation von Polyphenolen im Plasma wurde nach
wiederholtem Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln, auch nach Konsum von
Rotwein, nachgewiesen (DE VRIES et al., 2001; ARENDT, 2003). Wie in Untersuchungen von
BOYLE et al. (2000) gezeigt wurde, sind die Konzentrationen an Quercetin, die nach
wiederholter Aufnahme von Rutin im Plasma erreicht werden, im Vergleich zu denen nach
einmaliger Aufnahme vergleichsweise gering. Daher war moglicherweise die Konzentration
der Polyphenole im Niichternplasma nach 6-wochigem Konsum von nativem oder
entalkoholisiertem Rotwein zu gering, um den Anteil burstpositiver Granulozyten und

Monozyten zu modulieren.

6.4  Schlussbetrachtung

Polyphenole sind Nahrungsmittelinhaltsstoffe, die wegen ihrer potentiell gesundheits-
fordernden Wirkungen Gegenstand intensiver Forschung sind. Am besten untersucht sind die
antioxidativen Wirkungen, die nicht nur in vitro, sondern auch nach Verzehr von
polyphenolreichen Lebensmitteln ex vivo (Steigerung der antioxidativen Kapazitit im
Plasma oder Hemmung der Cu’'-induzierten LDL-Oxidation) und in vivo (Reduktion
oxidierter Verbindungen im Plasma) nachgewiesen wurden. Ob der Konsum von
polyphenolreichen Lebensmitteln auch die Funktion von Zellen des Immunsystems
beeinflusst, ist weitgehend unbekannt. Die zahlreichen Hinweise auf antiinflammatorische
Wirkungen der Polyphenole, die u.a. mit antioxidativen Effekten in Verbindung gebracht

werden, basieren ausschlieBlich auf Ergebnissen von in vitro Studien.

Die physiologische Relevanz der meisten Ergebnisse aus in vitro Studien ist aus mehreren
Griinden fragwiirdig. Haufig werden die Wirkungen von Polyphenolen in Konzentrationen
untersucht, die durch eine nutritive Polyphenolaufnhahme im Plasma — als Hochstgrenze wird
1 uM betrachtet (SCALBERT und WILLIAMSON, 2000) — nicht erreicht werden. Meistens
werden die Polyphenole in freier Form eingesetzt, die im Plasma allenfalls in Spuren vor-
kommen (DONOVAN et al., 1999; SCALBERT und WILLIAMSON, 2000). Untersuchungen zur
Wirkung von Polyphenolen auf die T-Zell-Apoptose wurden nahezu ausschlielich an Zell-
linien oder entarteten Zellen durchgefiihrt. Da diese Zellen bzgl. der Apoptose anders auf
Polyphenole reagieren als entsprechende Primérzellen (L1 et al., 2000), sind sie zur
Bewertung von immunmodulierenden Wirkungen bei Gesunden nicht geeignet. In mehreren

Studien wurde gezeigt, dass Polyphenole im Zellkulturmedium die Synthese von H,O;
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induzieren und dadurch Wirkungen hervorrufen, die moglicherweise auf Artefakte
zuriickzufiihren sind. Daher miissen Ergebnisse aus in vitro Studien generell als fragwiirdig
angesehen werden (HALLIWELL et al., 2000; LONG et al, 2000; LAPIDOT et al., 2002). Dies
betrifft auch in vitro Studien zur immunmodulierenden Wirkung, denn diese Effekte wurden
auch bei Verwendung von RPMI, einem Standardmedium fiir Leukozyten, festgestellt
(LONG et al., 2000). Ob auch physiologisch relevante Polyphenolkonzentrationen die H,O,-
Synthese induzieren, ist nicht bekannt, weil nur hohere Konzentrationen (10-1000 uM bzw.
25-200 uM) eingesetzt wurden. Dies sollte untersucht werden, um grundsitzlich die
Tauglichkeit von in vitro Studien bei physiologisch relevanten Polyphenolkonzentrationen

iiberpriifen zu konnen.

Um die Wirkungen einer nutritiven Polyphenolaufnahme auf die Funktion von immun-
kompetenten Zellen beurteilen zu kénnen, sind Interventionsstudien unerldsslich, da physio-
logisch relevante Faktoren, z.B. neuroendokrine Interaktionen, Akkumulations- und
Adaptationseffekte in vitro nicht zum Tragen kommen. Wegen des einfachen Zugangs zu
Leukozyten des peripheren Blutes wurden diese Zellen zur Beurteilung der immun-
modulierenden Wirkungen herangezogen. Untersucht wurden in der vorliegenden Studie
funktionelle zelluldre Parameter, die durch oxidativen Stress aktiviert (T-Zell-Apoptose)

oder verstarkt werden (Phagozytose, Respiratory Burst).

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass der Anteil apoptotischer T-Zellen
nach ex vivo Aktivierung mit PHA weder durch einmalige noch wiederholte
Polyphenolaufnahme in Form von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein beeinflusst
wurde. Dieses Ergebnis ist positiv zu bewerten, weil Apoptose physiologischerweise bei
T-Zellen nach Aktivierung eintritt (KABELITZ et al, 1993) und Verdnderungen des
Apoptoseverhaltens schwerwiegende Folgen (z.B. Autoimmun-, Tumorerkrankungen bei
reduzierter Apoptose, Immunodefizienz durch fortschreitende Depletion von T-Zellen
infolge erhohter Apoptose) (KANNAN und JAIN, 2000) haben konnten. Aufgrund der
regulatorischen Bedeutung der T-Zell-Apoptose zum Erhalt der Homoostase kann der Anteil
apoptotischer T-Zellen — wie bei WINKLER et al. (2003) — auch infolge einer verstdrkten
T-Zell-Proliferation, d.h. infolge einer Aktivierung der Zellen, ansteigen. Dies ist ebenfalls
als physiologisch einzuschétzen, weil damit langfristig Verdnderungen der Homdostase
verhindert werden konnen (WINKLER et al., 2003). Um potentielle Verdnderungen des
Apoptoseverhalten von T-Zellen bewerten zu konnen, sollten in kiinftigen Studien ergénzend

Aktivierungsmarker (Proliferation, Interleukin-2) von T-Zellen untersucht werden.
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Der Anteil phagozytierender Granulozyten wurde in der vorliegenden Studie weder durch
einmaligen noch durch wiederholten Verzehr von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein
moduliert. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe,
die auch bei Gabe groflerer Mengen nativen oder entalkoholisierten Rotweins keine Effekte
nach einmaligem und wiederholtem Verzehr feststellen konnten (WATZL et al., 2002; 2003).
Daher scheint die Phagozytose von Granulozyten entgegen den Ergebnissen aus in vitro
Studien nicht durch eine nutritive Polyphenolauthahme beeinflusst zu werden. Der Anteil
phagozytierender Monozyten nahm zwar kurzfristig nach einmaligem Verzehr von Rotwein
zu, blieb aber bei wiederholtem Verzehr unverdndert. Da die Konzentration der Polyphenole
im Niichternplasma nach wiederholter Aufnahme geringer ist als unmittelbar nach
Aufnahme einer Einzeldosis (BOYLE et al., 2000; ARENDT, 2003), und die Wirkung der
Polyphenole auf die Phagozytose von Monozyten in vitro konzentrationsabhiangig ist, ist es
denkbar, dass bei regelméfBiger Aufhahme phagozytosemodulierende Konzentrationen nicht
erreicht werden. Dies gilt auch fiir den Respiratory Burst, bei dem die Wirkung der
Polyphenole in vitro ebenfalls konzentrationsabhingig ist (Tab. 1) und bei dem ebenfalls nur
Akuteffekte — wenn auch nur nach Verzehr von entalkoholisiertem Rotwein — auftraten.
Dariiber hinaus ist es denkbar, dass der Organismus Adaptationsmechanismen aktiviert, um
den Anteil phagozytierender und burstaktiver Zellen langfristig auf einem bestimmten
Niveau zu halten. Eine Hemmung der Burstaktivitit kann die intrazelluldre Abtoétung von
pathogenen Keimen herabsetzen und dariiber hinaus die Apoptose von neutrophilen
Granulozyten inhibieren oder verzdgern. Dies wire nach SPLETTSTOESSER und SCHUFF-
WERNER (2002) bedenklich, weil bei einer verldngerten Lebenszeit von aktivierten, aber
zugleich auch potentiell gefihrlichen Zellen die Entziindungsreaktion aufler Kontrolle

geraten konnte.

Den antioxidativen Wirkungen der Polyphenole, die in zahlreichen Studien nach Konsum
von nativem oder entalkoholisiertem Rotwein im Plasma ex vivo und teilweise auch in vitro
beobachtet wurden, wurde eine wichtige Bedeutung in Hinsicht auf die Modulation redox-
sensitiver Immunfunktionen beigemessen. Verdnderungen bei der T-Zell-Apoptose wurden
in der vorliegenden Studie jedoch nicht beobachtet. Auch bei einer erneuten Untersuchung
der Daten zur Wirkung eines regelméfigen Konsums polyphenolreicher Fruchtséfte auf
antioxidative und immunologische Parameter wurden keine Zusammenhinge zwischen den
Verdanderungen der antioxidativen Kapazitit im Plasma (ARENDT et al., 2001) und der

Apoptose von PHA-aktivierten T-Zellen (WINKLER et al., 2003) festgestellt. Bei MOSCA et
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al. (2002) wurde nach Supplementierung einer antioxidativen Formula ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der T-Zell-Apoptose und dem Redoxstatus der T-Zellen
beobachtet, aber nicht zwischen T-Zell-Apoptose und der antioxidativen Kapazitit im
Plasma. Demnach scheint fiir die Wirkung der Polyphenole auf die T-Zell-Apoptose nicht
der Redoxstatus im Plasma, sondern, wenn tiiberhaupt, ihr Einfluss auf den intrazelluldren

Redoxstatus entscheidend zu sein.

Wie inzwischen bekannt ist, werden viele Zellfunktionen des Immunsystems durch ROS
moduliert, die Elemente der Signalkaskade oxidieren und damit die Signaltransduktion
verdandern (Redoxsignaling). Dazu gehdrt auch die Aktivierung von T-Zellen, die T-Zell-
Apoptose sowie die Phagozytose und der Respiratory Burst von Granulozyten und
Monozyten (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1997; KANNAN und JAIN, 2000; KNIGHT, 2000; PANI
et al., 2000; FORMAN und TORRES, 2001b, PERL et al., 2002). Dies ist nur moglich, weil die
Zellen in der Lage sind, ihren Redoxstatus durch entsprechende Regulationsmechanismen
aufrechtzuerhalten (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1997; DAVIES, 1999). Daher ist es
unwahrscheinlich, dass geringfiigige antioxidative Verdnderungen im Plasma durch zelluldre
Redoxdnderungen die Funktion von Zellen beeinflussen. Das gilt umso mehr fiir starke
intrazellulire Redoxverdnderungen, die bei der T-Zell-Aktivierung von den Zellen selbst
hervorgerufen werden und apoptotische Verdanderungen auslosen. Mit immunmodulierenden
Wirkungen, sofern sie durch Verdnderungen des zelluliren Redoxstatus hervorgerufen
werden, ist daher wahrscheinlich nur bei unphysiologisch hohen Konzentrationen an
Antioxidantien oder Polyphenolen zu rechnen. Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass
Polyphenole bzw. ihre Metabolite unabhéngig von antioxidativen Wirkungen mit Elementen
der Signalkaskade interagieren und dadurch antiinflammatorische Wirkungen ausiiben
(FORMICA und REGELSON, 1995; ROBAK und GRYGLEWSKI, 1996; MIDDLETON, 1998;
NDVELDT et al., 2001) oder die Apoptose modulieren (SPENCER et al., 2001b; WINKLER et
al., 2003). Nach Einschidtzung der Antioxidant Research Group konnten redoxunabhingige
Anderungen der Signaltransduktion oder Genexpression eine entscheidende Rolle fiir die
biologischen Wirkungen der Polyphenole spielen (PROTEGGENTE et al., 2002). Der Wirkung
von natlirlichen Antioxidantien, einschlieBlich des Einflusses polyphenolreicher
Lebensmittel auf den zelluldren Redoxstatus und das Redox Signaling, sollte im Rahmen der
Free Radical Research und damit assoziierten Forschungsrichtungen ein wesentlicher

Stellenwert eingerdumt werden (DARLEY-USMAR und STARKE-REED, 2000).
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Das Immunsystem ist ein Organsystem, dem eine wesentliche Bedeutung fiir die Gesund-
erhaltung des Organismus zukommt. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, immunologische
Bewertungen bei der Abschédtzung der biologischen Wirkungen der Polyphenole zu beriick-
sichtigen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von nativem und
entalkoholisiertem Rotwein auf ausgewdhlte redoxsensitive Immunfunktionen untersucht
und hierbei lediglich Akuteffekte bei der unspezifischen zelluldiren Abwehr festgestellt, die
bei wiederholtem Verzehr jedoch nicht nachweisbar waren. Um zu iiberpriifen, ob diese
Diskrepanzen konzentrationsbedingt sind und moglicherweise auf einer zu geringen
Anreicherung von Polyphenolen im Plasma bei wiederholter regelmiBiger Aufnahme
basieren, sollten in zukiinftigen Studien neben immunologischen Parametern auch Daten zur
Bioverfiigbarkeit der Polyphenole erhoben werden. Hierbei wire auch der intrazelluldre
Nachweis der Polyphenole wiinschenswert. Dariiber hinaus konnten ergidnzende
Untersuchungen zum zelluldren Redoxstatus und den Interaktionen zwischen Polyphenolen
und Elementen der Signalkaskade zum besseren Verstindnis der immunmodulierenden

Mechanismen beitragen.
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7 Zusammenfassung

Polyphenole sind sekundire Pflanzenstoffe, die in allen pflanzlichen Nahrungsmitteln vor-
kommen, in hoher Konzentration im Rotwein. Thnen werden zahlreiche biologische
Wirkungen zugeschrieben, u.a. auch immunmodulierende und antiinflammatorische
Wirkungen. Letztere wurden bisher fast ausschlieBlich in vitro nachgewiesen. Ob der
Konsum von polyphenolreichen Lebensmitteln redoxsensitive Immunfunktionen beeinflusst,
die durch oxidativen Stress initiiert (T-Zell-Apoptose) oder verstirkt (Phagozytose,
Respiratory Burst) werden, ist weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit sollte daher unter-
sucht werden, ob eine einmalige oder wiederholte Polyphenolaufnahme durch Konsum von
Rotwein redoxsensitive Immunfunktionen (T-Zell-Apoptose, Phagozytose und Respiratory
Burst von Monozyten und Granulozyten) bei gesunden Nichtrauchern ex vivo beeinflusst,

und ob entalkoholisierter Rotwein vergleichbare Effekte hat wie nativer Rotwein.

Hierzu wurden zwei prospektive, randomisierte Interventionsstudien durchgefiihrt mit
Parallelgruppenvergleich und dreiarmigem Design. A) 27 Probanden nahmen einmalig
morgens niichtern 200 mL Rotwein (Gruppe RW) oder 175 mL entalkoholisierten Rotwein
(Gruppe ERW) oder 200 mL Mineralwasser (Kontrollgruppe) auf. Blutentnahmen wurden
vor, 90 und 360 min nach der Intervention durchgefiihrt. B) 24 Probanden nahmen
6 Wochen lang tiglich 200 mL Rotwein, 25 weitere Probanden 175 mL entalkoholisierten
Rotwein zu sich. Die 25 Probanden der Kontrollgruppe erhielten kein Studiengetrénk.
Blutentnahmen erfolgten niichtern vor Studienbeginn und nach der 6-wdchigen Intervention.
Der Nahrungsmittelverzehr wurde jeweils iiber 7 Tage vor Studienbeginn und in der letzten

Interventionswoche in einem standardisierten Erndhrungsprotokoll dokumentiert.

Der Anteil an apoptotischen T-Lymphozyten wurde mit dem Annexinbindungstest mit
kombinierter DNA-Farbung und simultaner Phédnotypisierung in einer Zellsuspension aus
mononukledren Zellen des peripheren Blutes bestimmt. Die Phagozytose von Granulozyten
und Monozyten wurde mit Hilfe von Testkits (Phago-, Bursttest®) im Vollblut gemessen.
Die Monozyten wurden hierbei durch Anfarbung mit CD14PE detektiert. Alle immuno-
logischen Untersuchungen erfolgten mittels Durchflusszytometrie. Zusitzlich wurden
Energie-, Alkohol- und Polyphenolaufnahme ermittelt, um potentielle nutritive Storfaktoren

erkennen zu konnen.

A) Der Anteil apoptotischer T-Lymphozyten nahm nach 360 min in der Gruppe ERW ab,

aber auch in der Kontrollgruppe. Der Anteil phagozytierender Granulozyten blieb in allen
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Gruppen unverdndert, wihrend er bei den Monozyten 90 min nach Konsum von Rotwein
anstieg. Der Anteil burstaktiver Zellen wurde nur durch Verzehr von entalkoholisiertem
Rotwein beeinflusst, wobei der Anteil bei den Granulozyten 360 min nach Konsum von ent-
alkoholisiertem Rotwein abnahm, und bei den Monozyten kontinuierlich anstieg. B) Der
Anteil burstaktiver Monozyten nahm in der Gruppe RW ab, aber auch in der Kontrollgruppe.
Alle anderen Immunfunktionen blieben unverdndert. Die Aufnahme an Flavonoiden in den
Gruppen RW und ERW war wihrend der Intervention durch die zusétzliche Aufnahme von

Catechin, Epicatechin, Malvidin und Peonidin mit den Studiengetrédnken erhoht.

Immunmodulierende Wirkungen, die mit der Intervention in Verbindung gebracht werden
konnen, wurden nur nach einmaligem Konsum von nativem oder entalkoholisiertem
Rotwein nachgewiesen. Hierbei wurden bei den Granulozyten antiinflammatorische Effekte
beobachtet, die auch in vitro beschriecben wurden. Bei den Monozyten zeigten sich
proinflammatorische Effekte. Die Wirkungen von nativem im Vergleich zu entalkoho-
lisiertem Rotwein waren verschieden. Diese Unterschiede konnen jedoch nicht auf den
Alkohol zuriickgefithrt werden, weil die Polyphenolaufnahme mit einer Einzeldosis von

entalkoholisiertem Rotwein geringer war als mit einer Einzeldosis von nativem Rotwein.

Warum nach regelméfBigem Konsum von nativem und entalkoholisiertem Rotwein diese
Effekte ausblieben, ist nicht klar. Da die Wirkungen der Polyphenole auf Phagozytose und
Respiratory Burst in vitro dosisabhéngig sind, ist es denkbar, dass die Konzentrationen der
Polyphenole im Niichternplasma nach 6-wochiger Intervention zu gering waren, um den
Phagozytoseprozess zu modulieren. Moglicherweise werden auch Adaptationsmechanismen
aktiviert, um die Homdostase aufrecht zu erhalten. Ob eine erh6hte nutritive Aufnahme von
anderen Flavonoiden, z.B. Flavonolen, &hnliche Effekte auslost wie die Polyphenole im
Rotwein, miisste in Hinblick auf einen mdglichen priaventiven oder therapeutischen Nutzen
der Polyphenole bei chronisch-degenerativen, entziindlichen Erkrankungen in weiteren
Interventionsstudien iiberpriift werden. Um die Interaktion der Polyphenole mit immun-
kompetenten Zellen bewerten zu kdnnen, sind weitere Interventionsstudien erforderlich, bei
denen auch die Bioverfiigbarkeit der Polyphenole, moglichst auch eine Anreicherung in den
Zellen, untersucht werden sollte. Zum Verstidndnis der Wirkungsmechanismen kdnnten auch
Untersuchungen zum zelluldren Redoxstatus sowie zur Interaktion der Zellen mit Elementen

der Signalkaskade beitragen.
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Anhang A

Kurzzeitstudie: Lebensmittel, die jeweils am Tag vor den Untersuchungen erlaubt bzw.

zu meiden sind:

erlaubt sind:

zu meiden wiren:

Getrinke

Mineralwasser, Friichtetee, Limonaden

Kaffee, Griintee, Schwarztee, Kriutertee,
Fruchtsaft, Nektare, Fruchtsaftgetrinke,
Gemiiseséfte, Cola, Bier, Wein, Spirituosen

Brot und Backwaren

Weillbrot, Brotchen, Toastbrot

Vollkornprodukte

Kuchen, Torten, Kekse

Schokoladenkuchen, -kekse, Vollkornkuchen,
Obstkuchen, Lebkuchen

Beilagen

Polierter Reis

Naturreis, Kartoffeln

Nudeln (Eier-, Hartweizen)

Vollkornnudeln

Fleisch, Wurstwaren, Gefliigel

Obst und Gemiise

Eier Frisch, gefroren, getrocknet, Konserven

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

Brotbelag

Kise (ohne Kriuter) Kise (mit Krdutern), Vegetarischer Brotaufstrich

Honig Marmelade, Nuss-Nougat-Creme, Apfelkraut

Milch- und Milchprodukte

Milchprodukte pur

Milchprodukte mit Friichten oder Kréutern,
Kakao, Vanille-, Erdbeer-, Bananenmilch,
Schokoladen-, Vanillepudding

SiiBwaren und Knabbereien

Speiseeis

Erdbeer-, Himbeer-, Brombeer-, Schokoladeneis

Schokolade

Salzstangen, Chips

Niisse, Erdnussflips

Sonstiges

Ole und Fette

Salz, Gewlirze, Essig, Zucker

Krauter

Nahrungserginzungsmittel

EiweiBpréiparate, Mineralstofftabletten

Vitaminpréparate, Fischol-, Rotweinkapseln,
Griinteekapseln, Bioaktivstoffpraparate
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Anhang B

Erndhrungsprotokoll 1 vom .................. bis i,

Name: ProbandIn Nr.

Adresse:

Alter (Jahre):

GroBe (cm):

Gewicht zu Beginn: kg
Gewicht am Ende: kg
Protokolltage:

Beachten Sie bitte beim Ausfiillen:

1. Nehmen Sie Ihr Erndhrungsprotokoll iiberall mit hin. Notieren Sie bitte alles. Auch z. B. Niisse, Bonbons und Snacks

beim Fernsehen. Versuchen Sie wiahrend dieser Woche nicht abzunehmen, aber auch nicht zuzunehmen.

2. Machen Sie jeweils einen Strich fiir die angegebene Portionsmenge.

3. Die Bezeichnung ,,Tasse“ ist ein MaB fiir die Menge, die in eine normale Kaffeetasse passt.

4. Andern Sie die Mengenbezeichnungen nicht.

5. Geben Sie Thr Gewicht vor und nach der Woche an.

6.  Nach sieben Tagen zdhlen Sie bitte Thre Strichlisten zusammen und tragen in die entsprechenden Kistchen die

Summe ein.

7. Bei Fruchtséften, Fruchtnektaren und Fruchtsaftgetranken achten Sie bitte auf die genaue Bezeichnung des Getréinks.

Lebensmittel Anzahl [Sum- K.iich'en- Konfitiire, Gelee
me einheit
Aprikose Teeloffel 10 g
Brot Pfirsich Teelsffel 10 g
Graubrot Scheibe 40 g Sauerkirsche Teeldffel 10 g
Weilibrot, Toast Scheibe 25 g Pflaumen Teelffel 10 g
1/2 Brétchen Stiick 25 g Erdbeeren Teeldffel 10 g
1/2 Vollkornbrotchen Stiick 30 g Himbeeren Teeloffel 10 g
Vollkornbrot Scheibe 45 g Brombeeren Teeloffel 10 g
Knicke, Zwieback Scheibe 10 g Heidelbeeren Teelsffel 10 g
Brotaufstrich Johannisbeeren rot Teeloffel 10 g
Butter Teeldffel 5 g Johann. schwarz Teeloffel 10 g
Margarine Teeloffel 5 g Hagebutte Teeloffel 10 g
Margarine halbfett Teeloffel 5 g Sonst. Marmeladen Teeloffel 10 g
Wurst Portion 25 g Friihstiicksallerlei
Waurst fettreduziert Portion 25 g Magerquark Essloffel 30 g
Kise unter 20% Fett Portion 30 g Speisequark Essloffel 30 g
Kise 20-40% Fett Portion 30 g Eier Stiick 60 g
Kiése iiber 40% Fett Portion 30 g Haferflocken, trocken Essloffel 10 g
SiiBe Aufstriche Miisli, trocken Essloffel 15 g
Honig Teeldffel 10 g Frischkornbrei Tasse 125 g
Nussnougatcreme Portion 20 g Cornflakes, trocken Tasse 20 g
Friihstiickscerealien Tasse 30 g
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HeiBle Getrinke Beilagen

Kaffee Tasse 150 g Kartoffeln Stiick 80 g
Tee schwarz Tasse 125 g Kartoffelpiiree Portion 150 g
Tee griin Tasse 125 g Kl6Be, Knodel Stiick 80 g
Mate-Tee Tasse 125 g Bratkartoffeln Portion 150 g
Pfefferminztee Tasse 125 g Pommes frites Portion 100 g
Krautertee Tasse 125 g Kartoffelpuffer Stiick 70 g
Kakao Tasse 150 g Reis, gekocht Tasse 100 g
Malzkaffee Tasse 150 g Naturreis, gekocht Tasse 100 g
Kondensmilch Teeloffel 5 g Eiernudeln, gekocht Tasse 100 g
Milch und Milchprodukte Nudeln ohne Ei, gekocht Tasse 100 g
Trinkmilch 3.5% Fett Glas 200 g Vollkornnudeln, gekocht Tasse 100 g
Trinkmilch 1,5% Fett Glas 200 g Soflen

Buttermilch Tasse 150 g Bratensofle Portion 60 g
Joghurt mit Friichten Becher 150 g Tomatensof3e Portion 60 g
3,5 % Fett HackfleischsoBe Essloffel 20 g
Joghurt mit Friichten Becher 150 g Béchamelsofe Portion 60 g

1,5 % Fett

Joghurt 3,5 % Fett

Becher 150 g

PilzsoBe mit Sahne

Portion 60 g

Joghurt 1,5 % Fett

Becher 150 g

Fertig- und Schnellgerichte

Quark mit Friichten Essloffel 30 g Pizza Stiick 300 g

Quark mit Krautern Essloffel 30 g Déner Kebap Portion 350 g

Rahm, Schmand Essloffel 25 g Nudelauflauf (Schinken, Portion 350 g
Kise)

Fleisch, Gefliigel Hamburger Portion 150 g

Kotelett, Schnitzel Portion 125 g Gemiiseburger Portion 200 g

Steak, Schnitzel natur

Portion 125 g

Putenschnitzel

Stiick 125 g

Getreidebratling

Portion 200 g

Braten

Portion 125 g

Gemiise

Gulasch, Ragout

Portion 125 g

Bratwurst

Stiick 150 g

Blattgemiise

Wiirstchen, Bockwurst,
Wiener

Stiick 125 g

Spinat tiefgefroren

Portion 150 g

Fleisch-, Kochwurst

Portion 100 g

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

Leber, Herz, Niere

Portion 125 g

Mett, Gehacktes

Portion 125 g

Tatar, Schabefleisch

Portion 70 g

Speck, Bauchfleisch

Scheibe 50 g

Fisch

Fisch, gekocht

Portion 150 g

Fisch, gebraten

Portion 150 g

Bleichsellerie Portion 150 g
Sellerie Portion 150 g
Mangold Portion 150 g
Kohlgemiise

Blumenkohl Portion 150 g
Broccoli Portion 150 g
Chinakohl Portion 150 g
Griinkohl / Braunkohl Portion 150 g
Kohlrabi Portion 150 g
Rosenkohl Portion 150 g
Rotkohl / Blaukraut Portion 150 g
Weillkohl / Weilkraut Portion 150 g

Sprossen- und Lauchgemiise

Artischocken

Portion 150 g

Fenchel

Portion 150 g

Fischstiabchen Stiick 30 g
Fischkonserve Dose 180 g
Fisch, gerduchert Stiick 70 g
Rollmops, Matjes Stiick 90 g

Spargel weil3

Portion 200 g

Krustentiere

Portion 100 g

Porree / Lauch

Portion 200 g

Zwiebeln

Portion 30 g
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Knoblauch | | |P0rtion 2g Oliven schwarz Portion 20 g
Fruchtgemiise Kartoffelsalat Portion 150 g
Aubergine Portion 150 g Fleischsalat Portion 50 g
Okra Portion 150 g Heringssalat Portion 50 g
Paprika griin Portion 150 g Essiggurken Portion 100 g
Paprika gelb Portion 150 g Alkoholfreie Getrinke
Paprika rot Portion 150 g Fruchtsaft, Nektar
T t tiick
omaren Stiick 60 ¢ Apfel Fruchtsaft Glas 200 g
Wurzel- und Knollengemiise Apfel Fruchtnektar Glas 200 g
Rote Riibe / Rote Bete Portion 150 g Birne Fruchtsaft Glas 200 g
Weille Riibe Portion 150 g Birne Nektar Glas 200 g
Mobhrriibe Portion 150 g Aprikose Nektar Glas 200 g
Pastinake Portion 150 g Pfirsich Nektar Glas 200 g
Schwarzwurzel Portion 150 g Sauerkirsche Nektar Glas 200 g
Knollen- / Wurzelsellerie Portion 150 g Pflaumen Nektar Glas 200 g
. Himbeere Nektar Glas 200 g
Pilze G300
as
Champignons Portion 100 g Traubensaft rot £
- - Traubensaft weill Glas 200 g
Sonst. Pilze Portion 100 g
Johannisbeere rot Nektar Glas 200 g
Hiilsenfriichte Johannisbeere schwarz Glas 200 g
Bohnen griin gegart Portion 150 g Nektar
Erbsen gegart Portion 60 g Holunderbeere Fruchtsaft Glas 200 g
Wachsbohnen gegart Portion 150 g Ananas Fruchtsaft Glas 200 g
Bohnen dick, Konserve Portion 150 g Ananas Nektar Glas 200 g
Sojabohnen gegart Portion 150 g Banane Nektar Glas 200 g
Bambussprossen gegart Portion 150 g Mango Fruchtsaft Glas 200 g
Kichererbsen gegart Portion 150 g Mango Nektar Glas 200 g
Maracuja Nektar Glas 200 g
Suppen, Eintépfe
Orange Fruchtsaft Glas 200 g
Klare Suppe Teller 300 g
Orange Nektar Glas 200 g
Erbsen-, Linsensuppe, Teller 250 g 3
Konserve Grapefruit Fruchtsaft Glas 200 g
Champignoncremesuppe Teller 320 g Grapefruit Nektar Glas 200 g
Gemdiisesuppe Teller 350 g Gemiisesaft Glas 200 g
(Minestrone) .
Softdrinks
Tomatensuppe Teller 300 g -
Limonaden Glas 200 g
Franz. Zwiebelsuppe Teller 300 g -
Diatgetrianke Glas 200 g
Eintopf Teller 450 g
Colagetrinke Glas 200 g
Salat Cola light Glas 200 g
Rettich Portion 150 g Cola Mix Glas 200 g
Radieschen Portion 100 g Malzbier Glas 330 g
Gurke Portion 100 g Wasser, Mineralwasser Glas 200 g
Chicoree Portion 50 g . .
Alkoholische Getrinke
Endivien Portion 50 g -
Bier Glas 300 g
Eisbergsalat Portion 50 g - -
Bier alkoholfrei Glas 300 g
Feldsalat (Rapunzel) Portion 50 g - -
WeiBwein Glas 130 g
Kopfsalat Portion 50 g -
Rotwein Glas 130 g
Romanasalat Portion 50 g -
Roséwein Glas 130 g
Kresse frisch Portion 150 g
Sekt Glas 100 g
Oliven griin Portion 20 g -
Apfelwein Glas 130 g
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Likorweine Glas 50 g Pudding Portion 150 g
Likore Schnapsglas20g Rhabarberkompott Portion 125 g
Spirituosen Schnapsglas20g Apfelkompott Portion 125 g
Obst Kuchen, SiiBwaren, Knabbereien
Kern-, Steinobst Obstkuchen Stiick 100 g
Apfel Stick 125 g Trockenkuchen Stiick 70 g
- Teilch tiick 100

Orange / Apfelsine Stiick 150 g crenen Stiie g
Grapefruit Portion 125 g Sahne-, Cremetorte Stiick 120 g
Mandarine, Clementine Stiick 40 g Kekse Stiick 5 ¢
Birne Stiick 140 g Schlagsahne Essloffel 20 g
Quitte Portion 125 g Eis Portion 75 ¢
Aprikose / Marille Portion 125 g Bonbon Stiick 5 ¢
Pfirsich Portion 125 g Lakritze Portion 50 ¢
StBkirsche Portion 125 g Gummibérchen 3 Stick 15 ¢
Kirschen Konserve Portion 125 g Schokolade Stiick6 ¢
Pflaumen Portion 35 g Schokoriegel Stiick 60 g

(z. B. Mars, Nuts)
Beerenobst Pralinen Stiick 13 g
Erdbeeren Portion 125 g Salzige Knabbereien Tasse 25 g
Himbeeren Portion 125

g Niisse, Kerne

Brombeeren Portion 125 g -

Erdnuss Essloffel 25 g
Heidelbeeren Portion 125 g -

Walniisse Essloffel 25 g
Heidelbeeren Konserve Portion 125 g

Haselnuss Essloffel 25 g

Stachelbeeren

Portion 125 g

Weintrauben rot

Portion 125 g

Kokosnuss Raspeln

Essloffel 20 g

Weintrauben weill

Portion 125 g

Johannisbeeren rot

Portion 125 g

Johannisbeeren weil}

Portion 125 g

Johannisbeeren schwarz

Portion 125 g

Siid-, Zitrusfriichte

Cashewnuss Essloffel 25 g
Paranuss Essloffel 25 g
Sesam Essloffel 20 g
Sonnenblumenkerne Essloffel 20 g
Kiirbiskerne Essloffel 20 g

Banane

Stiick 140 g

Gewiirze, Soflen

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

Zucker- / Honigmelone

Portion 125 g

Zitrone

Portion 125 g

Limette

Portion 125 g

Jodiertes Salz Teeloffel 5 g
Zucker Teeloffel 5 g
Gewlirzkrauter Portion 1 g
Schnittlauch Portion 5 g
Petersilie Portion 10 g
Salatsof3e Portion 45 g
Tzatziki Portion 150 g
Tomatenketchup Essloffel 20 g
Senf Teeloffel 5 g
Mayonnaise Essloffel 25 g

Feige frisch

Portion 20 g

Feige getrocknet

Portion 25 g

Fiir Lebensmittel, die nicht in dieser Liste aufgefiihrt sind

Dattel getrocknet

Portion 25 g

Rosinen

Portion 25 g

Lebensmittel

Anzahl

Sum-
me

Kiicheneinheit

Siiflspeisen

Milchspeisen (Grie3brei,
Milchreis,...)

Portion 250 g

Pfannkuchen

Stiick 180 g
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Anhang C

Flavonoid- und Phenolsiure-Datenbank

Flavonoidgehalt (mg/kg bzw. mg/L)

£
£ £ | = =

sl 2| B || 25| 55| | 5] €

5 s | 2|2l 3| §E| 5| &5 % s | £ s

O O R |RS8| O M = = z A~ A o
Obst
Apfel 9,5 81,4° 1,0 4,2 2,2 32,2
Apfelsaft 12,7 56,3 0,0 12,1
Apfelsine 145,2 43,2
Apfelsinensaft 0,0 44,0 7,8
Aprikose 46,0 151,8 0,0 0,0 1,5 10,2
Aprikosenmarmelade 1,1 14,1
Aprikosensaft 0,5 10,5
Birne 5,5 23,3 0,0 0,0 2,0 11,7
Birnensaft 2,3 14,7 1,9
Brombeeren 14,0 | 866,8 | 112,0 0,0 0,0 12,2 44,7
Erdbeeren 33,8 1,9 0,0 0,7 18,0 21,0
Erdbeermarmelade 10,0 53
Grapefruit 48,0 0,0 541,4 14,4
Grapefruitsaft 0,0 | 2543 4,9
Heidelbeeren 11,7 | 111,9 12,7 0,0 0,0 370,9 330,8 | 152,0 25,6
Himbeeren 8,3 | 614,0 35,5 0,0 0,0 16,7 23,7
Johannisbeeren, rot 6,5 52 2,4 4,7 15,0
Johannisbeeren, 4,0 | 651,8 1,7 3,5 2,0 0,5 69,1
schwarz
Kirsche, sauer 15,6 98,2 53 19,0 7,6 8,4
Kirsche, siif3 13,4 | 377,9 33,9 0,0 0,0 2,0 0,3 7,7
Kiwi 1,4 1,7
Pfirsich 85,0 6,3 3,0 4,0 1,2 1,8
Pfirsichmarmelade 1,5 4,4
Pflaume 16,2 7,4 0,0 0,0 3,4 9,1
Pflaumenmarmelade 12,7
Pflaumensaft 84,0
Preiselbeeren 320,7 0,6 13,9 68,3 156,0
Stachelbeeren 21,5 2,0 0,0 0,0
Traubensaft 4,1 1,1 6,2 1,0 4,2
Weintrauben, rot 89,4 86,4 0,5 | 233,3 7,1 3,1 61,0 74,7 24,1
Weintrauben, weill 3,1 2,3 22,2
Zitrone 13,2 28,8
Zitronensaft 8,8 10,9
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Flavonoidgehalt (mg/kg bzw. mg/L)
£
k= < _ =

| 2| 5 |s=| €| £E| = |E| 5| | £ | £

= s | 2 |ES 3| S| 2| E| B s | £ g

O O R |RS8| O M = = z A~ A o
Gemiise
Aubergine 0,0 0,0
Blumenkohl 1,0 0,5
Bohnen, griin 6,0 34,0
Bohnen, weil} 0,0 26,0 20,0
Brokkoli 58,0 22,0
Endivie 46,0 1,3
Griinkohl 105,5 60,0
Kopfsalat 1,0 14,0
Mohre 0,0
Paprika 0,0
Porree 55,8 5,1
Radieschen 6,2 1,0
Rettich 6,2 0,0
Rosenkohl 7,4 0,5
Rotkohl 0,0 5,1
Schnittlauch 9,3 245,0
Tomate 1,0 8,0
Tomatensaft 0,2 0,0 13,0
WeiBkohl 0,7 0,6
Wirsing 2,0 1,0
Zwiebel 1,0 347,0
TomatensofB3e 0,1° 6,5¢
Tomatensuppe n.n. 1,1°
Ketchup 0,1° 59°
Tomatenpiiree 0,6° 29,9°
Getrinke
Rotwein 109,8 1,6 30,7 | 20,6 0,3 7,4 6,4 5,7
Schokoladenmilch 0,0 1,3
Sherry 0,0 0,2
Schwarzer Tee 6,1 26,6 | 28,8 | 12,6° | 13,1 5,7 173
(Aufgul3)
Bier 1,7 0,6 0,0 0,0
WeiBiwein 18,3 0,0 6,6 0,0 0,4 0,0

Alle Angaben stammen aus Linseisen et al. (1997), sofern nicht gesondert gekennzeichnet. * arithmetisches
Mittel aus 7 verschiedenen Apfelsorten aus Arts et al. (2000a), ® Arts et al. (2000a), © Stewart et al. (2000),
¢ arithmetisches Mittel von 8 verschiedenen Schwarztees aus Arts et al. (2000b). n. n. = nicht nachweisbar
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Phenolsiuregehalt (mg/kg bzw. mg/L)
£ o . e o o =
@ o = = i = = = =
E Z E z s g g 3 &
& = = o & 2 : & &
Obst
Ananas 15,9 3,7 21,0
Ananassaft 0,4 1,0
Apfel 8,7 2,2 57,5 2,8 22,5
Apfelsaft 11,7 0,9 1,8 22,6
Apfelsine 5,0 10,0 50,0 23,0
Apfelsinensaft 0,5 0,5
Aprikose 2,7 4,9 85,1 25,8
Aprikosensaft 0,7 0,3 7,4
Birne 16,6 0,0 76,8 2,7
Birnensaft 1,3 46,6
Brombeeren 6,4 2010,0 4.4 19,7 7,9 22,8 18,6
Erdbeeren 0,0 226,6 0,5 12,6 3,0 13,6
Grapefruit 0,0 40,0 6,8
Heidelbeeren 1,6 3,7 1,5 946,8 16,4
Himbeeren 4,8 650,1 2,9 14,3 20,0 3,0 51,4
Himbeersaft 9,6
Johannisbeeren, rot 2,9 1,0 0,0 20,2 3,2 50,6
Johannisbeeren, 11,5 9,2 19,8 3,0 39,9 30,0
schwarz
Johannisbeeren, weil} 20,5 12,0
Kakifrucht 520,0 189,9 384,0
Kirsche, sauer 81,6 1,6 120,6 8,5
Kirsche, siif3 149,2 2,6 4,3 160,9 8,5
Kiwi 384,0 1,6
Passionsfrucht 0,0 1,4
Pfirsich 0,9 1,2 158,5 5,9
Pfirsichsaft 0,1 0,5 0,1 2,0
Pflaume 15,6 8,9 1,3 247,8 2,1
Preiselbeeren 16,4
Rhabarber 6,0 0,5 0,8 1,3
Stachelbeeren 10,1 2,3 0,5 0,9 18,5
Traubensaft 3,9 14,9 2,4 1.4 80,6
Weintrauben, rot 175,3 0,2 0,0 700,8 4,7
Weintrauben, weill 0,2 0,0 4,7
Zitrone 6,0 1,8
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Phenolsiuregehalt (mg/kg bzw. mg/L)
£ o o e o o =
@ o = = i o= = = =
E 2 £ 2 s 2 H % ]
& = = o & 2 : & &
Gemiise
Artischocke 4,6 1,0 218,9
Aubergine 8,0 329,5 4.4
Blumenkohl 18,4 3,7 6,9 4,8 1,6 11,4
Bohnen, griin 1,1
Brokkoli 8,1 8,3 18,6 6,5
Brunnenkresse 1,3
Champignon 12,6
Chinakohl 1,7 52 4,9 4,6
Chicoree 2,2 10,2
Endivie 1,0 283,9 19,0
Erbsen 0.4
Griinkohl 25,0 200,0 210,0 0,0
Gurke 15,0 7,8
Kartoffel 1,0 28,3 0,0
Kopfsalat 1,0 196,8 0,0
Mohre 1,4 2,0 45,6 2,3
Olive, griin 12,3
Porree 4,8 0,8
Radieschen 12,4
Rettich 12,4
Rosenkohl 4.4 3,6 50,4 0,7
Rote Riibe 5,0 60,0 5,0 2,5
Rotkohl 62,3 25,3 26,4 0,8
Sojakeimlinge 0,2 7,0 0,2
Spinat 54,4 28,8 9,3 5,8
Tomate 11,0 6,4 23,8 0,9
Tomatensaft 1,3
Wirsing 26,8 4,5 0,5 12,8 0,0
Zwiebel 1,6
Walnuss 7400,0
Getrinke
Rotwein 12,4 24,0 0,5 59,5 0,6 7,0 7,0
Vollbier 0,7 1,3 0,2 0,9
Weilibier 0,7 1,3 0,2 0,9
Weillwein 0,5 2,1 3,3 3,9
Kaffee 631,3

Alle Daten stammen aus Radtke et al. (1998).
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