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1 Einleitung

Freie Radikale werden definiert als Spezies, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen
(Aruoma, 1994). Freie Radikale sind duflerst reaktionsfahig, und ein gestortes Gleichgewicht
zwischen Radikalbildung und endogenen Antioxidantien fiihrt zu oxidativem Stress. Als Schutz
vor Radikalschiadigung besitzt der Korper ein komplexes Abwehrsystem bestehend aus wasser-
und fettldslichen Antioxidantien und den Enzymen Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase
und Katalase. Bei der Entstehung einer Reihe von Erkrankungen wie Krebs, Katarakt oder auch
Arteriosklerose scheinen freie Radikale beteiligt zu sein (Aruoma, 1994).

Radikale initiieren beim Zusammentreffen mit Nichtradikalen eine Kettenreaktion. Bekanntestes
und wichtigstes Beispiel ist der Angriff von Hydroxylradikalen auf ungesittigte Fettséuren.
Geschieht dies in Membranen, wird von den ungeséttigten Fettsduren Wasserstoff abgespalten
und es verbleibt ein Kohlenstoffradikal, das die Lipidperoxidation startet. Die Lipidperoxidation,
wenn sie mit einem radikalischen Mechanismus in Blutgefd3en auftritt und fortschreitet, scheint
mit groer Wahrscheinlichkeit an der Ausbildung der Arteriosklerose und schlielich an Infarkt
oder Schlaganfall beteiligt zu sein (Pfannhauser, 1997).

Obwohl die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von in vitro Untersuchungen auf den Menschen
kritisch beurteilt werden muss, so konnen diese Modelle aber dennoch helfen, die Mechanismen
in vivo besser zu verstehen. Das am héufigsten verwendete in vitro Modell ist die kupfer-
induzierte Peroxidation von Low Density Lipoproteinen (LDL) (Pinchuk et al., 2001). Dabei
reagieren bereits existierende Peroxide mit Kupferionen unter Bildung von Peroxylradikalen, die
dann wiederum die Oxidation der LDL initiieren (Parthasarathy et al., 1998). Normalerweise
liegen Metallionen beim gesunden Menschen in Speicher- und Transportformen vor, in denen sie
nicht in der Lage sind, Oxidationsreaktionen zu katalysieren (Halliwell und Gutteridge, 1990).
Eine Gewebeschiddigung kann aber zur Freisetzung von Eisen oder Kupfer fiihren (Croft, 1998)
(Halliwell, 1996). So konnten Kupferionen in atherosklerotischen Lésionen beim Menschen
nachgewiesen werden (Evans et al., 1995).

In diesem Zusammenhang darf auch eine mogliche prooxidative Wirkung von a-Tocopherol
oder Flavonoiden nicht vernachldssigt werden (Yamanaka et al., 1997, Kontush et al., 1996,
Fukumoto und Mazza, 2000). Sind freie Metallionen bei diesem Mechanismus beteiligt, konnte

die prooxidative Wirkung auch in vivo eine Rolle spielen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines LDL-Partikels (Voet und Voet, 1992)

Menschliche LDL sind Plasmalipoproteine mit einer geringen Dichte (d=1,019-1,063) (Abb. 1)
(Steinberg et al.,, 1989). Nach Esterbauer et al. (1992) bestehen die LDL aus etwa 22 %
Phospholipiden, 6 % Triglyceriden, 10 % freiem Cholesterin und 42 % Cholesterolestern. Die
Cholesterolester und die Triglyceride bilden den lipophilen Kern der LDL. Dieser Kern ist
umgeben von Phospholipiden und freiem Cholesterol. Der polare Teil der Phospholipide befindet
sich an der Oberfldche der LDL und trdgt zur Loslichkeit im wéssrigen Medium bei (Esterbauer
et al., 1992). Die Hilfte der Fettsduren sind mehrfach ungesittigt, davon etwa 86 % Linolséure,
12 % Arachidonsédure und 2 % Docosahexaensdure (Esterbauer und Ramos, 1996). Das
Apolipoprotein B stellt mit etwa 22 % den Proteinanteil der LDL dar und ist eingebettet in die
duBere Schicht der LDL (Abb. 1) (Esterbauer et al., 1992, Esterbauer et al., 1993).

Bei der kupfer-induzierten LDL-Oxidation wird die Reaktion von Cu(Il) mit LDL durch
Antioxidantien verhindert, die in der Lage sind die Metallionen zu komplexieren oder eine
Kettenreaktion abzubrechen (Patel et al., 1997, Halliwell und Gutteridge, 1990). Um aber eine
Kettenreaktion zu verhindern, muss das dabei entstehende Radikal reaktionstrige sein, wie

beispielsweise das Tocopheroxylradikal (Esterbauer und Ramos, 1996).
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Allgemein werden Antioxidantien definiert als Substanzen, die verglichen mit dem zu
oxidierenden Substrat in einer niedrigeren Konzentration vorhanden sind und die Oxidation

dieses Substrats signifikant verzégern oder verhindern (Halliwell und Gutteridge, 1990).

Die Gruppe der phenolischen Antioxidantien umfasst einen groBen Bereich pflanzlicher
Inhaltstoffe, die alle einen aromatischen Ring mit einem oder mehreren Hydroxysubstituenten
besitzen. Sie kommen iiberwiegend in Form von Glykosiden vor, also an einen Zuckerrest
gebunden. Die Flavonoide sind die groBte Gruppe der Phenole und bestehen aus zwei
Phenolresten verbunden iiber einen heterozyklischen Ring (Abb. 2). Die wichtigsten
Untergruppen stellen die Anthocyane, Flavone, Flavanone, Flavanole und Chalkone dar (Bors et

al., 1990).

Abb. 2: Grundstruktur der Flavonoide

Bereits im Jahr 1936 beobachteten Rusznyak und Szent-Gyorgyi (1936) und Bentsath et al.
(1936), dass einige Flavonoide in der Lage sind, die GefdBpermeabilitit zu beeinflussen und
bezeichneten sie damals als Vitamin P. Diese Bezeichnung wurde allerdings im Jahre 1950
aufgehoben und durch Bioflavonoide ersetzt (Leibovitz und Mueller, 1993). Aufgrund ihrer
antioxidativen Wirkung haben die Flavonoide und Phenolsduren aber gerade in den letzten
Jahren immer grof3eres Interesse erlangt.

Die Hydroxyzimtsduren sind zentrale Verbindungen der Biosynthese von Polyphenolen in der
Pflanze (Abb. 3) und werden iiber den Shikimate-Pathway aus Phenylalanin oder Tyrosin
gebildet (Rechner et al., 2001, Foley et al., 1999). Die einfachen Phenolsduren, Zimtsdure und
ihre Derivate sind weit verbreitet in der Pflanzenwelt, und wichtige Vertreter dieser Gruppe sind
p-Cumar- oder Kaffeesdure (Foley et al., 1999). Durch eine Oxidation der Seitenkette entstehen

Derivate der Benzoesdure (Croft, 1998).
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Abb. 3: Biosynthese der Hydroxyzimtsduren und Flavonoide (Rechner et al., 2001)

Immer wieder werden anhand von in vitro Untersuchungen neue antioxidativ wirksame
Substanzen in Lebensmitteln entdeckt. Diese werden mit der Nahrung zugefiihrt, mehr oder
weniger gut absorbiert und verteilen sich entsprechend ihrer chemischen Eigenschaften
unterschiedlich in den hydrophilen, schwach hydrophoben und lipophilen Systemen.

Auch den Polyphenolen als sekundidren Pflanzenstoffen werden antioxidative und
antikanzerogene Wirkungen zugesprochen; dies konnte anhand zahlreicher in vitro
Untersuchungen gezeigt werden (Carbonneau et al., 1997, Kerry und Abbey, 1997, Schroeter et
al., 2000, Fito et al., 2000). Wenig ist dagegen {iber die antioxidative Wirkung von Phenolsduren
oder Flavonoiden in Kombination mit anderen antioxidativ wirksamen Substanzen, wie Vitamin

E oder C bekannt.
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In dem ersten Teil der vorliegenden Untersuchung (Studie 1) sollte der Einfluss von
o-Tocopherol, Ascorbinsdure, Kaffeesdure und ausgewéhlten Flavonoiden auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation untersucht werden. Die Antioxidantien wurden einzeln oder in
unterschiedlichen Kombinationen auf ihre antioxidative Wirkung getestet. Die Kinetik der
Lipidperoxidation wurde durch die Bildung konjugierter Diene verfolgt. Die Fragmentierung des
Apolipoprotein B wihrend LDL-Oxidation wurde durch den Verlauf der Tryptophanfluoreszenz

und die Bildung von Carbonylgruppen gemessen.

In Studie 2 sollte der Konzentrationsverlauf von a-Tocopherol, Quercetin und Kaffeesdure
wihrend kupfer-induzierter Oxidation beobachtet werden. Die LDL wurden mit
unterschiedlichen Kombinationen von a-Tocopherol, Quercetin, Kaffeesdure und Ascorbinsédure
inkubiert, anschlieBend wurden die Konzentrationen der einzelnen Antioxidantien zu

unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt.

In Studie 3 wurde der in Studie 1 beobachtete Synergieeffekt von Quercetin und Kaffeesdure
ndher untersucht. Dazu wurden LDL mit Quercetin und Kaffeesdure und strukturverwandten
Substanzen inkubiert und der Einfluss auf die kupfer-induzierte Dienkonjugation verglichen.
Neben Quercetin und Kaffeesdure wurde die antioxidative Aktivitit von Kaempferol,

p-Cumarsdure und Dopamin untersucht.

In Studie 4 sollten verschiedene Kaffeesdurederivate auf ihre antioxidative Aktivitdt getestet
werden. Diese Untersuchung wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Rechner et al.
(2001) durchgefiihrt und es wurden Substanzen getestet, die von Rechner et al. (2001) nach

Kaffeekonsum im Urin von Testpersonen identifiziert wurden.

Der Zink-Histidin-Komplex findet bei der Zinksubstitution eine immer gréfere Bedeutung
(Schopf, 2000). In Studie 5 sollte nun untersucht werden, ob Zinkhistidin auch antioxidative
Eigenschaften besitzt. Plasma, angereichert mit Zink und Histidin in der Form von Zinkhistidin,
konnte so einen erhohten Schutz fiir LDL vor Oxidation darstellen. Die Wirkung von
Zinkhistidin, Zinksulfat und Histidin auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation wurde untersucht

und miteinander verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Albumin, Bovine (Sigma A-4503, Lot 77H0701)
Chloramphenicol (Sigma C-0135)
2,4-Dinitrophenylhydrazin, p.A. (Merck 103081)
EDTA (Sigma ED4SS)

Ethanol, p.A. (Baker 8006)

Ethylacetat, Lichrosolv (Merck 100868)

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent (Sigma F-9252)
n-Heptan, p.A. (Merck 104379)
Kaliumnatriumtartrat, p.A. (Merck 108087)
Kupfer(Il)-chlorid (Fluka 61173)
Kupfer(Il)-sulfat-5-hydrat CuSOg4,p.A. (Merck 102790)
Lauryl Sulfate (Sigma L-4509)

Methanol, Lichrosolv (Merck 106007)
Natriumbromid, reinst (Merck 106360)
Natriumchlorid, p.A. (Fluka 71381)

NayCOs3, p.A. (Merck 106392)

Natriumhydroxid, p.A. (Merck 106498)
NapHPO4#2H70O, p.A. (Merck 106580)
NaH»PO4*H»O, p.A. (Merck 106346)

Salzsdure, 32%ig p.A. (Merck 100319)

2.1.2 Gerate

Analysenwaage AT 261 DeltaRange (Mettler GmbH, Gieflen)
Fluorescence Spectrophotometer Hitachi Modell F-4500
HPLC-Degasser Liliput (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
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HPLC-Detektor UV/VIS UVD 170 S (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Detektor UV/VIS UVD 340 S (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Dilutor 401 C (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich)

HPLC-Probengeber Gina 50 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)

HPLC-Pumpe M 480 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)

HPLC-Pumpe P 580 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)

HPLC-Sampling Injektor 231 XL (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
HPLC-Saulenthermostat STH 585 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
HPLC-Software Gynkosoft Version 4.32 (Gynkotek GmbH, Germering/Miinchen)
Kiihlzentrifuge Sigma 2K 15 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterrode)
Magnetriihrer IKA-Combimag RET (Janke & Kunkel GmbH u. Co KG, Staufen)
Photometer UV/VIS Spektrometer Lambda 2S (Perkin Elmer GmbH, Bodenseewerk)
pH-Meter (Wissenschaftlich-technische Werkstétten, Weilheim i. OB)
Rotationsverdampfer Rotavapor-R114 (Biichi, Konstanz)

Schiittelwasserbad 3047 (Kottermann, Hénigsen)

Schiittler Vortex Genie 2TM (Bender & Hobein AG, Ziirich/Schweiz)

Temperatur Regulator 832 (Gilson, Villiers le Bel, Frankreich)

Thermostat Haake CH Fisons (Haake Mess-Technik GmbH & Co., Karlsruhe)
Tischzentrifuge Z 200 M/H (Hermle, Wehingen)

Tube Slicer (Beckman, Unterschleissheim-Lohhof)

Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 510 H (Bandelin Electronic GmbH& Co., Berlin)
Ultrazentrifuge TGA 50 14-1038 (Kontron Instruments)

Ultrazentrifuge Sorvall Ultra Pro 80 (Kendro Laboratory Products GmbH, Miinchen)
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2.2 Analytik

2.2.1 LDL-Isolierung und —Analyse

2.2.1.1 Plasmagewinnung

Das fiir die folgenden Versuche verwendete Blut stammte von gesunden Versuchsteilnehmern
(23-64 Jahre). Bei der Blutabnahme wurden den Versuchsteilnehmern etwa 60 — 80 ml Blut
abgenommen.

Nach dem Einfiillen des Blutes in EDTA-Réhrchen (Monovette®, Sarstedt) wurden diese
vorsichtig gekippt, um das Blut vollstdndig mit dem an der R6hrchenwand haftenden Stabilisator
(EDTA; 1,6 mg EDTA/ml Blut) zu vermischen. Danach wurde das Blut fiir 20 — 25 Minuten im
Kiihlschrank aufbewahrt. Das Blut wurde anschlieBend fiir 15 Minuten bei 4000 U/min
zentrifugiert und das Plasma mit einer Pasteurpipette abgenommen. Die Plasmaproben wurden

sofort fiir die Trennung der Lipoproteine verwendet.

2.2.1.2 Préparation von Lipoproteinen durch Ultrazentrifugation

Es wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Isolation der LDL verwendet. Die Préparation
der Lipoproteine nach der Methode von Havel et al. (1955) war am Institut etabliert. Hierbei
trennt man die LDL in zwei Schritten; insgesamt dauert die Trennung der LDL 36 Stunden.
Aufgrund dieses langen Zeitraums wurde eine weitere Methode eingefiihrt, bei der die LDL in
nur insgesamt 16 Stunden prépariert werden. Die Methode nach Chung et al. (1980) ist also
weniger zeitintensiv und somit auch schonender fiir die LDL. Dieses Verfahren wurde jedoch nur

zur Durchfiihrung von Studie 5 eingesetzt.

Priparation von Lipoproteinen nach der Methode von Havel

Die Low Density Lipoproteine wurden mit Hilfe préparativer Ultrazentrifugation nach der

Methode von Havel et al. (1955) gewonnen. Dazu wurden 5 ml frisches Plasma in ein
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Zentrifugenr6hrchen (Beckmann, Miinchen, Nr. 342413) gefiillt, mit VLDL-Dichtelosung

iberschichtet und zur Gewinnung der LDL in einem Festwinkelrotor (TFT 65.13) zentrifugiert.

Dichteklassen:
Chylomykronen:
VLDL:

LDL:

HDL.:

DichtelGsungen:

d < 1,000 g/l
d=1,000 - 1,006 g/l
d=1,006 - 1,063 g/l
d=1,063-1,210 g/l

VLDL-Dichtelosung: d = 1,006 g/I (12,5 g NaCl + 950 ml HyOgc, bei +4°C autbewahren)
LDL-Dichtelosung: d=1,120 g/l (144 ml VLDL-Dichtelésung + 218 ml HDL-Dichtelosung)
HDL-Dichtelosung: d = 1,346 g/1 (351,08 g NaBr + 153,3 g NaCl + 1000 ml HyOgest)
Auffiilllosung LDL: d = 1,063 g/l (VLDL- und LDL-Dichtelosung 1:1)

Auffiilllosung HDL: d= 1,210 g/l (HDL- und LDL-Dichtelosung 1:1)

Die Herstellung der Dichtelosungen erfolgte bei 20°C mit Hilfe eines Dichteaerometers.

Trenn- und Ultrazentrifugationsbedingungen:

Chylomikronen:

VLDL:

LDL:

HDL:

5 ml Plasma in Zentrifugenréhrchen pipettieren und mit VLDL-Dichtelosung
(d= 1,006 g/1) auffiillen. Fir 30 Minuten bei 20.000 U/min und 25°C
zentrifugieren, Schnitthéhe: 1 cm

5 ml Plasma oder gesamter Chylomikronen-Unterstand in Zentrifugenréhrchen
pipettieren und mit VLDL-Dichtelésung (d = 1,006 g/1) auffiillen. 16 Stunden
bei 40.000 U/min und 16°C zentrifugieren, Schnitthohe: 1/3 Tube

6 ml VLDL-Unterstand und 6 ml LDL-Dichtelésung (d = 1,120 g/I) in
Zentrifugenréhrchen pipettieren und mit Auffiilllosung LDL (d = 1,063 g/l)
auffiillen. 20 Stunden bei 40.000 U/min und 16°C zentrifugieren, Schnitthdhe:
1/3 Tube

6 ml LDL-Unterstand und 5,4 ml HDL-Dichtelosung (d = 1,346 g/I) in
Zentrifugenréhrchen pipettieren und mit Auffiilllosung HDL (d = 1,210 g/l)
auffiillen. 40 Stunden bei 40.000 U/min und 16°C zentrifugieren, Schnitthdhe:
1/3 Tube
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Die jeweilige Fraktion sammelte sich in der Spitze des Zentrifugenrohrchen und wurde durch
Schneiden der Rohrchen (,,tube slicing®) gewonnen. Der Unterstand wurde zur Gewinnung der

nichsten Fraktion weiterverwendet.

Préparation von Lipoproteinen nach der Methode von Chung et al. (1980)

Kochsalzlgsung:

9 g NaCl in 1000 ml HyOgest

Natriumbromidldsung mit einer Dichte von 1,063 g/ml:
NaBr 80 g
EDTA 40 mg in 1000 ml HyO gest

Natriumbromidldsung mit einer Dichte von 1,151 g/ml:
NaBr 195 g
EDTA 40 mg in 1000 ml HyO gest

In Studie 5 wurden die Low Density Lipoproteine mit Hilfe von praparativer Ultrazentrifugation
nach der Methode von Chung et al. (1980) gewonnen. Dazu wurde zu dem Plasma
Natriumbromid gegeben um eine Dichte von 1,3 g/ml zu erreichen. Die Zentrifugenrdohrchen
wurden mit 15 ml Kochsalzlésung gefiillt und mit hochstens 8 ml Plasma (Dichte 1,3 g/ml)
unterschichtet. Aufgefiillt wurde das Rohrchen ebenfalls mit Kochsalzlosung und anschlieBend
fiir zwei Stunden bei 45 000 U/min bei 10°C zentrifugiert.

Die Plasmalipoproteine werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte getrennt. Dabei enthélt
die obere Schicht VLDL und Chylomicronen, die mittlere Schicht enthélt die LDL und darunter
befinden sich die HDL. Die LDL werden vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen und in
neue Zentrifugenréhrchen, die 5 ml Dichtelosung 1,151 g/ml enthalten, tiberfiihrt und mit der
Dichtelosung 1,063 g/ml aufgefiillt. AnschlieBend wird fiir 14 Stunden bei 45 000 U/min bei
10°C zentrifugiert. Die LDL sammeln sich ganz oben im Zentrifugenréhrchen und kénnen mit

einer Pasteurpipette abgenommen werden.
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2.2.1.3 Proteinbestimmung

Auch fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration der LDL wurden zwei verschiedene
Methoden angewandt. Bei beiden Methoden findet die Bestimmung der Proteinkonzentration mit
Hilfe des Folin & Ciocalteu’s Pholin Reagent statt. Die Farbung beruht hauptsachlich auf der
Reduzierung des Reagens durch proteingebundenes Kupfer. Die Methode nach Lowry et al.
(1951) war am Institut etabliert. Das Verfahren nach Markwell et al. (1981) ist etwas abgednderte

und wurde fiir Studie 5 verwendet.

Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinkonzentration der LDL wurde mittels Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagens nach

Lowry et al. (1951) bestimmt.

Losung A: 20 g Na,COs in 1000 ml 0,1 N NaOH
Losung B:  a) 500 mg CuSO;4 in 50 ml 0,1 N NaOH
b) 1 g Kaliumnatriumtartrat in 50 ml 0,1 N NaOH
a) und b) im Verhéltnis 1:1 mischen und filtrieren
Losung C: 50 ml Losung A + 1 ml Losung B (nur einen Tag haltbar)
Loésung D:  Folin & Ciocalteu’s Pholin Reagent und HyOgess im Verhéltnis 1:1 mischen

Fiir die Proteinbestimmung wurden 200 pl LDL (dialysiert), mit 1 ml Losung C gemischt und fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 100 pl Losung D gegeben
und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir den Blindwert wurde
Natriumphosphatpuffer verwendet, der behandelt wurde wie die Probe. Die Messung erfolgte am
Spektralphotometer bei einer Wellenldinge von 540 nm gegen den Blindwert. Die

Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Rinderalbumin-Eichgeraden berechnet.

Proteinbestimmung nach Markwell

In Studie 5 wurde die Proteinkonzentration der LDL mittels Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagens

nach der Methode von Markwell et al. (1981) bestimmt.
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Losung A: 20 g Natriumcarbonat
4 g Natriumhydroxid
1,6 g Natriumtartrat
10 g Natriumdodezylsulfat in 1000 ml HO gest
Losung B: 40 g Kupfersulfat in 1000 ml HyO et
Losung C: Losung A und B im Verhiltnis 100:1 mischen
Losung D: Folin & Ciocalteu’s Pholin Reagent und H,Oges im Verhéltnis 1:1 mischen

Fiir die Proteinbestimmung wurden 500 ul LDL (dialysiert) mit 1,5 ml Lésung C gemischt und
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu diesem Ansatz wurden 150 pl Losung D
gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir den Blindwert wurde
Natriumphosphatpuffer verwendet, der behandelt wurde wie die Probe. Die Messung erfolgte am
Spektralphotometer bei einer Wellenldinge von 750 nm gegen den Blindwert. Die

Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Rinderalbumin-Eichgeraden berechnet.

2.2.2 LDL-Oxidation in vitro

Wihrend der Oxidation der LDL kommt es zu einer Reihe von Verdnderungen. Im Lipidteil der
LDL entstehen durch die Oxidation von mehrfach ungesittigten Fettsduren konjugierte Diene
(Dienkonjugation). Auch der Proteinteil der LDL wird wédhrend der Oxidation verdndert. Die
Auswirkungen der Proteinoxidation konnen durch die Messung der Tryptophanfluoreszenz und

die Bildung von Carbonylgruppen verfolgt werden.

2.2.2.1 Bildung konjugierter Diene

Die in vitro Oxidation von LDL mit Kupferionen wurde nach der Methode von Esterbauer et al.
(1989a) vorgenommen.

Dazu wurden LDL in einen Dialyseschlauch (MWCO 12-14000, 10mm, Roth E 672.1) gefiillt
und in 0,01 M Natriumphosphatpuffer gegeben (pH 7,4; 6ml LDL auf 3 1 Puffer)
(Natriumphosphatpuffer: 262,2 mg NaH,PO4*H,0, 1,44 g Na,HPO,*2H,0 und 9,35 g NaCl in
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einem Liter HyOgest 10sen, 100 mg Chloramphenicol pro Liter zugeben, mit Stickstoff séttigen).
Die LDL wurden fiir mindestens 16 Stunden bei + 4°C im Dunkeln dialysiert.

Die dialysierten LDL wurden mittels Proteinbestimmung auf eine Endkonzentration von 100
bzw. 62,5 pg Protein/ml LDL mit Natriumphosphatpuffer eingestellt. Genau 1 ml dieser LDL-
Verdiinnung (fallweise mit Antioxidantien inkubiert) wurde in eine Halbmikroquarzkiivette
pipettiert, als Blindwert wurde Natriumphosphatpuffer verwendet. Die gefiillten Kiivetten
wurden im temperierten Kiivettenhalter des Photometers bei 30 bzw. 37°C fiir 10 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde durch Zugabe von Kupferionen die Messung gestartet. Die
Extinktionen der Proben wurden bei 234 nm kontinuierlich gegen den Blindwert gemessen. Die
Dauer der Messung richtete sich nach der Bildung konjugierter Diene. Nach Erreichen des

Maximum wurde die Messung gestoppt. Die Bestimmung der Lag-phase erfolgte graphisch

(Abb. 4) (Esterbauer et al., 1989a).
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ADbDb. 4: Graphische Bestimmung der lag-phase humaner LDL wihrend kupfer-induzierter
Oxidation

In ist der typische Kurvenverlauf einer kupfer-induzierten Dienkonjugation dargestellt.
Die LDL-Oxidation beginnt mit der sogenannten lag-phase. Wiahrend der lag-phase werden
endogene Antioxidantien verbraucht, nach Verbrauch aller Antioxidantien startet die

Lipidperoxidation. Die sogenannte Propagationsphase ist eine Kettenreaktion, bei der die
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ungesittigten Fettsduren der LDL zu Lipidhydroperoxiden oxidiert werden. Wiahrend dieser
Phase wird die maximale Dienbildungsrate erreicht. In der Dekompositionsphase zerfallen die
gebildeten Lipidhydroperoxide in Aldehyde und andere Produkte wie Kohlenwasserstoffe,
Epoxide und Alkohole. Dem Testsystem zugesetzte antioxidativ wirksame Substanzen fithren zu
einer Lagphasenverldngerung. Neben den endogenen Antioxidantien kdnnen so auch exogene
Substanzen eine Verldngerung der lag-phase bewirken und ein Vergleich der verschiedenen
Lag-phasen beschreibt die unterschiedliche Oxidationsresistenz der Proben. Die Ergebnisse der
Dienkonjugation sind angegeben als Verdnderung der lag-phase in % der Kontrolle, LDL ohne

Zusatz von Antioxidantien.

Bei der vorliegenden Untersuchung ergab sich mit einem Variationskoeffizient von < 7 % fiir
identische LDL-Préiparationen eine gute Reproduzierbarkeit. Eine gute Reproduzierbarkeit der
Dienkonjugation konnte auch bei Untersuchungen von Esterbauer und Ramos (1996), Kleinveld

et al. (1992), und Puhl et al. (1994) beobachtet werden.

2.2.2.2 Tryptophanfluoreszenz

Wihrend der kupfer-induzierten LDL-Oxidation kommt es neben der Lipidperoxidation auch zu
einer oxidativen Modifikation des Apolipoprotein B 100 (Apo B). Die Oxidation beginnt mit den
Lipidmolekiilen und breitet sich dann weiter auf den Proteinteil des LDL aus (Giessauf et al.,
1996). Die Messung der Tryptophanfluoreszenz kann als eine spezifische und sensitive Methode
genutzt werden, um die Kinetik der kupfer-induzierten Oxidation im Proteinanteil der LDL zu
verfolgen.

Die Messung der Tryptophanfluoreszenz wurde nach der Methode von Giessauf et al. (1995)
durchgefiihrt. Dazu wurde 1ml LDL (dialysiert; fallweise mit Antioxidantien inkubiert) mit einer
Proteinkonzentration von 100 ug Protein/ml LDL in Quarzglaskiivetten pipettiert. Durch Zugabe
von 10 pl CuCl, pro ml LDL wurde die Oxidationsreaktion gestartet.

Die Messung der Tryptophanfluoreszenz erfolgte mittels Fluoreszenzspektrophotometer bei einer

Excitation von 282 nm und einer Emission von 331 nm (Tab. 1).
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Tab. 1: Geriteparameter zur Messung der Tryptophanfluoreszenz wahrend kupfer-induzierter
LDL-Oxidation

Parameter Bedingungen
Excitation 282 nm
Emission 331 nm

Slit 5,0 nm/5,0 nm
PMT Voltage 950 V

Delay Time 0 sec

Integration Time 2 sec

Gemessen wurde vor der Zugabe von Kupferionen und anschlieBend im Abstand von 10
Minuten, bis ungefdhr 20 % des Ausgangswertes erreicht waren. Die Ergebnisse der
Tryptophanfluoreszenz wurden angegeben als Fluoreszenzintensitit in % des hochsten
gemessenen Wertes. Eine erhohte Resistenz gegeniiber kupfer-induzierter Oxidation duflert sich
in einer verminderten Abnahme der Tryptophanfluoreszenz.

Bei der Messung der Tryptophanfluoreszenz ist darauf zu achten, dass sich die Kiivetten mit den
LDL-Praparationen zwischen den Messungen nicht im Lichtweg befinden, da sonst eine

Bleichung des LDL-Tryptophans stattfindet.
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Abb. 5: Verlust der Tryptophanfluoreszenz wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation
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Wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation kommt es zunédchst zu einem Abfallen der
Tryptophanfluoreszenz (, was auf den Quenchingeffekt von Kupfer zuriickzufiihren ist
(Horakova et al., 1996). Darauf folgt eine Phase, in der die Tryptophanfluoreszenz stetig
abnimmt, bis zu einem Punkt, an dem es zu einem rapiden Abfall der Fluoreszenzintensitit
kommt. Diese Beschleunigung wird auf die Zerstorung des Tryptophans durch Produkte der
Lipidperoxidation zuriickgefiihrt (Horakova et al., 1996, Giessauf et al., 1995).

Auch bei der Messung der Tryptophanfluoreszenz konnte eine gute Reproduzierbarkeit

beobachtet werden. Der Variationskoeffizient lag bei < 10 %.

2.2.2.3 Carbonylgruppenbildung

Eine weitere Methode, die LDL-Oxidation auf Proteinebene zu verfolgen, ist die Bestimmung
der Apo B Carbonylbildung. Die bei der Lipidperoxidation entstehenden Hydroperoxide steigern
die Carbonylbildung, indem sie entweder direkt das Protein angreifen oder mit Kupferionen

Radikale bilden, die dann wiederum das Apo B angreifen (Yan et al., 1997).

Material: HCI2M
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) 10 mM in 2 M HCl
Natrium-Phosphat-Puffer 0,15 M, pH 6,8, mit 3% Natriumdodecylsulfat
Ethanol
Heptan
Ethanol-Ethylacetat (1:1, v:v)

Die Bestimmung des Carbonylgehalts in der Proteinfraktion der LDL wéhrend Kupferoxidation
wurde nach der Methode von Yan et al. (1995) durchgefiihrt. Dazu wurde 1 ml LDL (dialysiert;
fallweise mit Antioxidantien inkubiert), einer Proteinkonzentration von 300 pug Protein/ml LDL,
mit 200 pl 2,4-Dinitrophenylhydrazin versetzt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurde zu dem Ansatz 600 ul Natrium-Phosphat-Puffer gegeben und
gemischt. Es wurden dann jeweils 1,8 ml Ethanol und Heptan hinzugefiigt, fiir eine Minute
gemischt und flir 10 Minuten bei einer Umdrehung von 4000 U/min zentrifugiert. Die Schicht
zwischen den beiden Phasen wurde mit einer Pipette aufgenommen, in Eppendorfcups (2 ml)

pipettiert und zweimal mit jeweils 1,5 ml Ethanol-Ethylacetat gewaschen (bei 12000 U/min fiir
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5 Minuten zentrifugieren, den Uberstand verwerfen). Der gewaschene Riickstand wurde in 1 ml
Natrium-Phosphat-Puffer gelost. Die Messung erfolgte im Spektralphotometer gegen Natrium-
Phosphat-Puffer bei einer Wellenldinge von 360 nm. Die Ergebnisse sind angegeben in

nmol Carbonyl/mg Protein.

Berechnung des Carbonylgehalts in den LDL (Reznick und Packer, 1994) (Cao und Cutler,

1995):
€ =22.000/M = 22.000/10° nmol/ml (Absorptionskoeffizient)

C, = Proteinkonzentration in den LDL

Cpneu = Absorption (360 nm)/e (Konzentration von Dinitrophenylhydrazin pro ml)
Cpneu = Absorption (360 nm) 145,45 nmol/ml

Carbonylgehalt (nmol/mg Protein) = Cpnpn /Cp

Als MaB fiir die Reproduzierbarkeit der Carbonylgruppenbildung konnte ein Variations-

koeffiezient von < 10 % bestimmt werden.
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2.2.2.4  Zeitlicher = Verlauf von  Dienkonjugation,  Tryptophanfluoreszenz  und
Carbonylgruppenbildung wéhrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation

In ist der =zeitliche Verlauf von Dienkonjugation, Tryptophanfluoreszenz und
Carbonylgruppenbildung, beispielhaft fiir die vorliegende Untersuchung, dargestellt. Wihrend
der Oxidation des Lipidteils von LDL kommt es zur Bildung konjugierter Diene. Wéhrend der
lag-phase werden endogene Antioxidantien verbraucht und konjugierte Diene werden kaum
gebildet. In der darauf folgenden Propagationsphase werden die mehrfach ungesattigten
Fettsduren zu Lipidhydroperoxiden oxidiert und es kommt zu einem raschen Anstieg der

konjugierten Diene (Esterbauer und Ramos, 1996).
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Abb. 6: Beispiel fiir den zeitlichen Verlauf von Dienkonjugation, Tryptophanfluoreszenz und
Carbonylgruppenbildung wihrend kupfer-induzierter Oxidation von LDL bei vorliegender
Untersuchung

Wihrend der LDL-Oxidation kommt es neben der Lipidperoxidation auch zu strukturellen
Verdnderungen des Apolipoprotein B. Dies dullert sich durch den Zerfall der Polypeptidkette, die

Bildung kovalenter Bindungen mit Produkten, die bei der Lipidperoxidation entstehen und den
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Verlust von Aminosduren. Der Zerfall des Tryptophans und die Entstehung von
Carbonylgruppen geben die Oxidation im Proteinteil des LDL wieder.

Die Tryptophanreste des Apolipoprotein B besitzen eine Schliisselrolle bei der kupfer-
induzierten Lipidperoxidation der LDL, da sich die Bindungsstelle der Kupferionen nahe der
Tryptophanreste befindet. Deshalb beginnt die friihe Schidigung des Tryptophans sofort nach der
Zugabe der Kupferionen. Doch erst die Produkte der Lipidperoxidation beschleunigen die
Proteinoxidation und auch den Zerfall des Tryptophan (Giessauf et al., 1996). In ist zu
erkennen, dass es sofort nach Zugabe der Kupferionen zu einem Abfallen der
Tryptophanfluoreszenz kommt. Doch erst nachdem das Maximum bei der Bildung der
konjugierten Diene erreicht ist, kommt es zur Beschleunigung des Tryptophanzerfalls.

Die kupfer-induzierte Lipidperoxidation der LDL scheint auch die Carbonylbildung des
Apolipoprotein B zu verstirken. Hydroperoxide reagieren mit Kupferionen und es entstehen
dabei Radikale, die das Apo B angreifen. Es werden entweder die Aminosduren direkt von
oxidativen Spezies angegriffen oder es kommt zur Konjugation von Lipidperoxidationsprodukten

mit den Proteinen des Apo B (Yan et al., 1997).



Material und Methoden 20

2.2.2.5 Einfluss verschiedener Parameter auf die Oxidationsresistenz von Low Density

Lipoproteinen

Fir die Untersuchungen wurden LDL-Praparationen von fiinf verschiedenen Personen
verwendet. Dabei handelte es sich um drei Ménner und zwei Frauen im Alter zwischen 23 und
64 Jahren; bei den Versuchsteilnehmern lagen keine Erkrankungen oder Stoffwechselstdrungen

vor und es wurden keine Vitaminpriparate eingenommen.
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Abb. 7: Verlauf der Dienkonjugation von Kontroll-LDL (LDL ohne Zusatz von Antioxidantien)

wéhrend kupfer-induzierter Oxidation der fiinf Versuchsteilnehmer

Aus wird deutlich, dass die LDL-Prdparationen der verschiedenen Personen
unterschiedliche Oxidationsneigung besaflen. Die Dauer der lag-phase variierte zwischen 39 und
59 Minuten.

Die Hauptprodukte bei der Lipidperoxidation sind die Lipidhydroperoxide, die ihr
Absorptionsmaximum bei etwa 234 nm besitzen. Die LDL-Préparationen der Personen 1-5 zum
Zeitpunkt 0 Minuten unterschieden sich in der anfinglichen Absorption (234 nm), was sich durch

einen unterschiedlichen Anteil der schon existierenden Peroxide erklaren lésst.
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Fiir die Unterschiede im Verlauf der Dienkonjugation der verschiedenen Personen sind mehrere
Faktoren verantwortlich.

Wihrend der lag-phase von LDL werden die endogenen Antioxidantien verbraucht, beginnend
mit o- und Yy-Tocopherol, danach kommt es zu einer Abnahme der Carotinoide, zuerst
Cryptoxanthin und B-Carotin zum Schluss (Esterbauer et al., 1993, Esterbauer et al., 1992). In
diesem Zeitraum findet eine Lipidperoxidation nur in geringem Ausma@ statt, konjugierte Diene
werden nicht oder nur in geringem Umfang gebildet. Sind die endogenen Antioxidantien
verbraucht, kommt es zu einer vermehrten Bildung konjugierter Diene.

Bei Untersuchungen von Esterbauer et al. (1992) konnte eine hohe Korrelation zwischen der
Dauer der lag-phase und dem endogenen Antioxidantiengehalt der LDL von verschiedenen
Personen bei der kupfer-induzierten LDL-Oxidation beobachtet werden. Dagegen zeigten die
Ergebnisse von Kleinveld et al. (1993), dass ein niedriger Vitamin E Gehalt nicht unbedingt
bedeutet, dass die LDL anfilliger gegeniiber Oxidation waren. Auch Esterbauer et al. (1991)
konnten bei mehreren Individuen eine hohe Variation der lag-phase von LDL (44-105 Minuten)
beobachten, obwohl die Konzentration von a-Tocopherol in den LDL nahezu identisch war.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Antioxidantien zwar zum Schutz von LDL vor

Oxidation beitragen, aber andere Faktoren eventuell eine groflere Bedeutung besitzen.

Spuren von Ubergangsmetallen, in freier Form oder als redox-aktiver Komplex, spielen eine
bedeutende Rolle bei der Oxidation von LDL. Es wird angenommen, dass die kupfer-induzierte
LDL-Oxidation ein akzeptables Modell darstellt um die physiologischen Ablaufe wiederzugeben
(Esterbauer und Ramos, 1996). Bei der kupfer-induzierten LDL-Oxidation in vitro reagieren
bereits existierende Peroxide mit Kupferionen, es werden Peroxidradikale gebildet, die eine
LDL-Oxidation initiieren. So ist nicht nur der Antioxidantiengehalt der LDL, sondern auch die
schon vorhandenen Lipidperoxide fiir die Oxidationsresistenz der LDL von Bedeutung. Je mehr
Lipidperoxide bereits vorhanden sind umso grofBer ist die Anfélligkeit gegeniiber Oxidation und

um so kiirzer die lag-phase (Parthasarathy et al., 1998).

Ein weiterer Parameter der zur Resistenz von LDL gegeniiber oxidativen Verdnderungen
beitrédgt, ist der Gehalt an Fettsduren und die Fettsdurezusammensetzung (Holvoet und Collen,
1998). Wihrend endogene Antioxidantien und Lipidperoxide einen Einfluss auf die Dauer der
lag-phase haben, spielen die Fettséduren selbst eine wichtige Rolle bei der Anfilligkeit von LDL

gegeniiber Oxidation.
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Im Vergleich zu LDL mit einem hohen Anteil mehrfach ungesittigter Fettsduren ist LDL mit
einfach ungesittigten Fettsduren oxidationsresistenter (Parthasarathy et al., 1998). Durch die
Ergebnisse von Kleinveld et al. (1993) wurde gezeigt, dass ein niedriger Linolsduregehalt und ein
hoher Olsiuregehalt die Oxidationsresistenz der LDL erhdhen. Der Fettsiuregehalt und das
Fettsduremuster der LDL konnen bei verschiedenen Personen stark variieren, abhéngig von den
Erndhrungsgewohnheiten.

Auch Esterbauer et al. (1992) stellten bei ihren Untersuchungen fest, dass im Linolsduregehalt
der LDL von verschiedenen Personen groBe Unterschiede bestehen, die dann wiederum die
Oxidationsresistenz der LDL-Priparationen beeinflussen. Die Untersuchungen von Kleinveld et
al. (1993) und Frei und Gaziano (1993) zeigten, dass LDL eine erhohte Oxidationsresistenz

besitzt, wenn der Gehalt an Cholesterol bzw. Triglyceriden niedrig ist.

Die Variation im Gehalt der endogenen Antioxidantien und der Fettsdurezusammensetzung kann
bei LDL-Priparationen verschiedener Individuen sehr hoch sein. Die LDL koénnen sich also in
threr Zusammensetzung stark unterscheiden und dadurch ergibt sich eine unterschiedliche
Oxidationsresistenz der LDL unterschiedlicher Individuen und damit auch unterschiedliche
Lag-phasen der Kontroll-LDL. Werden die LDL, wie bei den vorliegenden Untersuchungen mit
unterschiedlichen Antioxidantien inkubiert, konnen die Effekte und Auswirkungen auf die
Verldngerung der lag-phase unterschiedlicher Priparationen stark voneinander abweichen. Die
Variation der unterschiedlichen LDL-Préparationen bei gleicher Behandlung mit Antioxidantien
diirfte auf der Zusammensetzung der LDL beruhen.

Unterschiede in der Oxidationsresistenz konnten auch bei dem Verlauf der

Tryptophanfluoreszenz (Abb. 8) und der Carbonylgruppenbildung (Abb. 9) wihrend kupfer-
induzierter LDL-Oxidation beobachtet werden.
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Abb. 8: Verlauf der Tryptophanfluoreszenz von Kontroll-LDL der beiden Versuchsteilnehmer

(LDL ohne Zusatz von Antioxidantien) wihrend kupfer-induzierter Oxidation
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Abb. 9: Verlauf der Carbonylgruppenbildung von Kontroll-LDL der fiinf Versuchsteilnehmer

(LDL ohne Zusatz von Antioxidantien) wihrend kupfer-induzierter Oxidation
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2.2.3 Bestimmung der Antioxidantienkonzentrationen in den LDL-Préaparationen mittels
HPLC

Die reversed-phase = Chromatographie  stellt eine Form der hochauflésenden
Fliissigkeitschromatographie dar und besteht aus einer unpolaren stationdren Phase und einer
polaren mobilen Phase. Hierbei kommen chemisch modifizierte Kieselgele als
Saulenfiillmaterialien zum Einsatz. An einem reversed-phase-Kieselgel werden die Substanzen

mit zunehmendem hydrophoben Charakter verzogert.

2.2.3.1 Tocopherolbestimmung

Die Aufarbeitung der LDL-Proben wurde in Anlehnung an die Methode von Hess et al. (1991)
vorgenommen. Zur Quantifizierung von a-Tocopherol wurde 1 ml LDL mit 2 ml Ethanol (worin
Tocopherylacetat als interner Standard enthalten war) gemischt und fiir eine Minute lang
geschiittelt. Anschlieend wurde dieser Ansatz mit 1 ml Hexan fiir zwei Minuten lang geschiittelt
und fiir fiinf Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert. Von der Hexanphase wurden 700 pl
abgenommen, die restliche Losung erneut mit 1 ml Hexan fiir zwei Minuten geschiittelt, fiir fiinf
Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert und von der Hexanphase 1000 pul abgenommen. Die
beiden abgenommenen Uberstinde wurden vereinigt, mit Stickstoff vollstindig eingeengt und in
200 pl FlieBmittel aufgenommen. Davon wurden 20 ul auf die Sdule aufgetragen. Als FlieBmittel
wurde eine Mischung aus Acetonitril, Dichlormethan und Methanol (7/2/1, v/v/v) verwendet.

Die Analyse erfolgte mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) unter den in
aufgefiihrten Bedingungen. Ein typisches Chromatogramm von a-Tocopherol ist in
10 dargestellt.
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Tab. 2: HPLC-Bedingungen zur Bestimmung von a-Tocopherol

Parameter Bedingungen
HPLC-Séule Ultraspher ODS 4,6 mm % 150 mm, Beckman Nr. 235330
HPLC-Vorsaule Ultraspher ODS 4,6 mm x 45 mm, Beckman Nr. 243533
FlieBmittel Acetonitril/Dichlormethan/Methanol 7/2/1 v/v/v
Fliegeschwindigkeit 1200 pl/min
Séulentemperatur 18°C
Wellenlénge 292 nm
Laufzeit 19 Minuten
800 ‘Tocopherol #3 [modified by HPLC] Uv VIS 1

" mAU WVL:292 nm
6,00 \o1©

T T T

_0170 N T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘
3,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Abb. 10: HPLC-Profil von a-Tocopherol bei beschriebenen Gerédteparametern (m

Berechnung

Die Berechnung der enthaltenen Mengen an a-Tocopherol erfolgte iiber die zugesetzte
Stoffmenge an internem Standard, den ermittelten Flichen unter den Peaks sowie unter Einbezug
des relativen Korrekturfaktors. Die Berechnung des relativen Korrekturfaktors fy wurde mit Hilfe

von Standardsubstanzen nach folgender Formel vorgenommen:
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Peakflache sto x  Stoffmenge x
Peakflachex x Stoffmenge st

Der relative Korrekturfaktor fiir a-Tocopherol betrug 0,3616.

Die Integration der Peakflachen wurde mit Hilfe des Computerprogramms Software Chromeleon
Version 4.32 (Gynkotek GmbH, Germering) vorgenommen. Die Berechnung der jeweiligen

Stoffmenge x erfolgte nach folgender Formel:

Peakflachex x Stoffmengeisso x  Korrekturfaktor fx

Stoffmengex = -
Peakflacheisto

Jede Probe wurde doppelt eingespritzt. Von den ermittelten Konzentrationen wurde der
Mittelwert verwendet. Die Linearitdt im gemessenen Bereich wurde anhand einer Eichkurve
iiberpriift.

Die Wiederfindung von a-Tocopherol betrug 105,5 %. Als MaB fiir die Reproduzierbarkeit

wurde im doppelten Ansatz der Probe ein Variationskoeffizient von 1 % ermittelt.

2.2.3.2 Quercetin- und Kaffeesdurebestimmung

Die Aufarbeitung der Proben wurde in Anlehnung an die Methode von Maiani et al. (1997)
vorgenommen. Zur Quantifizierung von Quercetin und Kaffeesdure wurden 4 ml LDL mit 2 ml
Salzsdure und 2 ml Methanol (Fisetin und 4-Methoxyzimtsdure als interner Standard enthalten)
gemischt, fiir 1 Minute geschiittelt und anschlieBend fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 3 ml Ethylacetat fiir drei Minuten geschiittelt und
fiir fiinf Minuten bei 2244 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, der
Unterstand erneut mit 3 ml Ethylacetat fiir drei Minuten geschiittelt, fiir fiinf Minuten
zentrifugiert und der Uberstand erneut abgenommen. Die beiden abgenommenen Uberstéinde
wurden vereinigt, mit Stickstoff vollstdndig eingeengt und in 200 ul Methanol aufgenommen.
Davon wurden 20 pl auf die Sdule aufgetragen.

Als FlieBmittel wurde eine Mischung aus H;Opigest, Methanol und Phosphorsédure (
verwendet. Die Analyse erfolgte mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) unter
den in aufgefithrten Bedingungen. Typische Chromatogramme von Quercetin und
Kaffeesiure sind in [Abb. 12|und JAbb. 13|dargestellt.
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Tab. 3: HPLC-Bedingungen zur Bestimmung von Quercetin und Kaffeesdure

Parameter Bedingungen

HPLC-Séule Hypersil ODS 4,6 mm % 150 mm, Knauer Nr. [118 Y165
mit integrierter Vorsédule

FlieBmittel A H;Ovigest /Phosphorséure (99,9/0,1; v/v)

FlieBmittel B Methanol

FlieBgeschwindigkeit 800 pl/min

Saulentemperatur 30°C

Wellenldnge fiir Quercetin 370 nm

Wellenlidnge fiir Kaffeesdure 287 nm

Laufzeit 95 Minuten
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Abb. 11: Gradientenprofil zur Trennung von Quercetin und Kaffeesdure
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Abb. 12: HPLC-Profil von Quercetin bei beschriebenen Geriteparametern (m

20.0 Kaffeesaure #1 [modified by HPLC] 0 min UV VIS 2
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Abb. 13: HPLC-Profil von Kaffeesdure bei beschriebenen Gerateparametern (@)
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Berechnung
Die Berechnung der enthaltenen Mengen an Quercetin und Kaffeesdure erfolgte iiber die

zugesetzte Stoffmenge an internem Standard, den ermittelten Peakflichen der Substanzen und
des internen Standards, sowie unter Einbezug der relativen Korrekturfaktoren. Die Berechnung
der relativen Korrekturfaktoren fy wurde mit Hilfe von Standardsubstanzen nach folgender

Formel vorgenommen:

Peakflache sto x  Stoffmenge x
Peakflachex x Stoffmenge st

Tab. 4: Korrekturfaktoren fiir die Berechnung der Quercetin- und Kaffeesdurekonzentrationen

Substanz Korrekturfaktor
Quercetin 1,390

Kaffeesdure 2,119

Die Integration der Peakflichen wurde mit Hilfe der Software Chromeleon Version 4.32
(Gynkotek GmbH, Germering) vorgenommen. Die Berechnung der jeweiligen Stoffmenge x

erfolgte nach der Formel:

Peakflachex x Stoffmengeiso x  Korrekturfaktor fx

Stoffmengex = -
Peakflacheisto

Jede Probe wurde doppelt eingespritzt und aus den errechneten Konzentrationen wurde der
Mittelwert gebildet. Die Linearitit im gemessenen Bereich wurde anhand einer Eichkurve

iiberpriift.

Wiederfindung und Reproduzierbarkeit

Nach Zusatz der Standardsubstanzen zu den LDL wurde eine durchschnittliche Wieder-
findungsrate fiir Quercetin und Kaffeesdure von jeweils 103 % bestimmt. Als Mal} fiir die
Reproduzierbarkeit wurden im doppelten Ansatz einer Probe Variationskoeffizienten von 0,5 %

fiir Quercetin und 1 % fiir Kaffeesdure ermittelt.
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2.3 Versuchsbeschreibungen

2.3.1 Studie 1: Einfluss von a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Kaffeesdure und ausgewahlten

Flavonoiden auf die kupfer-induzierte Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Inkubation der LDL

Als Testsubstanzen wurden fiir diese Versuche a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Kaffeesdure als ein
Vertreter der Phenolsduren und ausgewihlte Flavonoide verwendet . In diesem
Versuchsansatz sollte die antioxidative Wirkung dieser Substanzen auf die kupfer-induzierte
LDL-Oxidation getestet werden.

Als Testmodell wurde zum einen die Bildung der konjugierten Diene als Parameter fiir die
Lipidperoxidation = verwendet. Die  Bestimmung der Carbonylgruppen und die
Tryptophanfluoreszenz des Apolipoprotein B wurden als Marker fiir die Proteinoxidation
verwendet. Die Oxidationsreaktion wurde durch die Zugabe von 16,6 uM CuCl, gestartet. Es
wurde diese relativ hohe Kupferkonzentration fiir die Versuche gewéhlt, um die Reaktionszeit zu
verkiirzen. Dies spielte vor allem bei der Kombination von Antioxidantien bei der Bestimmung
konjugierter Diene und der Tryptophanfluoreszenz eine Rolle. Fiir die Fluoreszenzmessung des

Tryptophans wurden zusitzlich die Antioxidantienkonzentrationen reduziert um die

Reaktionszeit zu verkiirzen ([Tab. 6).

Tab. 5: Versuchsbedingungen (Studie 1)

Parameter Bedingungen

Prédparation der LDL Préparative Ultrazentrifugation nach Havel
Proteinbestimmung nach Lowry

Proteinkonzentration 100 pg/ml (Dienkonjugation und Tryptophanfluoreszenz)

300 pg/ml (Carbonylgruppenbildung)
Oxidationsmittel 16,6 uM CuCl,
Temperatur 37°C

Die Antioxidantien waren alle in Methanol geldst und wurden entweder einzeln oder in

verschiedenen Kombinationen zugesetzt. Bei jedem Experiment wurde neben den verschiedenen
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Versuchsansétzen auch eine Kontrolle verwendet. Die Kontrolle bestand aus LDL ohne Zusatz

von Antioxidantien und wurde statt dessen, unter sonst gleichen Bedingungen, mit einer

identischen Menge an Methanol inkubiert.

Tab. 6: Beschreibung, Konzentration und Bezugsquelle der Testsubstanzen (Studie 1)

Testsubstanz Beschreibung Konzentration

Bezugsquelle

a-Tocopherol 0Ol Dienkonjugation: 5uM Sigma, USA
Carbonylgehalt: 5 uM Lot Nr.47H1006
Tryptophanfluoreszenz: 2,5 uM
Ascorbinsdure Pulver Dienkonjugation: 3 uM Merck,
Carbonylgehalt: 3uM Lot Nr.F274927
Tryptophanfluoreszenz: 1,5 uM
Kaffeesdure Pulver Dienkonjugation: 1 uM Sigma, USA
Carbonylgehalt: 1 uM Lot Nr.38H0639
Tryptophanfluoreszenz: 0,5 uM
Quercetin Pulver Dienkonjugation: 1 uM ICN,
Carbonylgehalt: 1uM Lot Nr.5279A
Tryptophanfluoreszenz: 0,5 uM
Epicatechin Pulver Dienkonjugation: 1 uM ICN,
Lot Nr.71958
Hesperetin Pulver Dienkonjugation: 1 uM Sigma, USA
Lot Nr.76H0527
Phloretin Pulver Dienkonjugation: 1 uM ICN,

Lot Nr.73085
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Anreicherung von ad-Tocopherol in den LDL

In einem weiteren Versuch wurde Plasma vor Isolation der LDL mit a-Tocopherol inkubiert.
Dazu wurde Plasma mit a-Tocopherol, das in Ethanol gelost war, mit einer Endkonzentration
von 250 uM versetzt. AuBerdem wurde eine Kontrolle verwendet, dazu wurde zu dem Plasma
eine identische Menge an Ethanol zugegeben. Das Plasma wurde fiir 3 Stunden bei 37°C
inkubiert und anschlieBend die LDL isoliert. Die vorbehandelten LDL-Préparationen wurden
dialysiert und auf eine Proteinkonzentration von 100 pg/ml mit Phosphatpuffer eingestellt.
AnschlieBend wurden die LDL fiir 30 Minuten bei 37°C mit Ascorbinsdure (3uM) inkubiert. Die
Oxidationsreaktion wurde dabei durch Zugabe von Kupferionen (5 oder 16,6 uM) gestartet und
die Bildung konjugierter Diene spektralphotometrisch verfolgt. AuBerdem wurde der
a-Tocopherolgehalt in den LDL mittels HPLC bestimmt.

2.3.2 Studie 2: Bestimmung des a-Tocopherol-, Quercetin- und Kaffeesauregehalts der

LDL-Préaparationen im Verlauf der kupfer-induzierten Oxidation

Ziel dieser Untersuchung war es, die Abnahme von a-Tocopherol, Quercetin und Kaffeesdure
(Tab. 7) in wissrigen LDL-Priaparationen wihrend kupfer-induzierter Oxidation zu verfolgen.

Dazu wurde LDL mit den Testsubstanzen, einzeln oder in unterschiedlichen Kombinationen, fiir
30 Minuten bei 37°C inkubiert; die Antioxidantien waren in Methanol gelost. Durch Zugabe von
Kupferchlorid (16,6 pM) wurde die Oxidationsreaktion gestartet. Zu entsprechenden Zeitpunkten
wurde eine Probe entnommen und die Oxidationsreaktion durch die Zugabe von EDTA (36 uM)
gestoppt. AnschlieBend wurde eine Konzentrationsbestimmung von a-Tocopherol, Kaffeesdure
und Quercetin mittels HPLC durchgefiihrt. Die LDL wurden auch teilweise mit Ascorbinsdure

inkubiert, eine Bestimmung von Ascorbinsiure mittels HPLC war jedoch nicht moglich.

Tab. 7: Beschreibung, Konzentration und Bezugsquelle der Testsubstanzen (Studie 2)

Testsubstanz  Beschreibung Konzentration Bezugsquelle

a-Tocopherol 0Ol 5uM Sigma, USA, Lot Nr.47H1006
Ascorbinsdure Pulver 3 uM Merck, Lot Nr.F274927
Kaffeesdure Pulver 1 uM Sigma, USA, Lot Nr.38H0639

Quercetin Pulver 1 uM ICN, Lot Nr.5279A
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Inkubation der Entnahme von jeweils 4 ml LDL und stoppen der
L Oxidationsreaktion durch Zugabe von EDTA
Antioxidantien
flr 30 Minuten . _ .
bei 37°C a-Tocopherol-, Kaffeesaure- und Quercetinbestimmung mittels HPLC
30 min Omin 5min 10 min 20 min 30 min 40 min Zeit (min)
vorher N
Starten der
Oxidationsreaktion
durch Zugabe von
Kupferionen

Abb. 14: Versuchsablauf bei der Konzentrationsbestimmung von a-Tocopherol, Kaffeesdure
und Quercetin

2.3.3 Studie 3: Vergleich des Synergieeffekts von Quercetin und Kaffeesdure mit der
Wirkung strukturverwandter Substanzen auf die kupfer-induzierte Oxidation von Low

Density Lipoproteinen

Inkubation der LDL

In dem ersten Abschnitt dieser Studie wurden die LDL mit den Antioxidantien inkubiert. Der
Synergieeffekt von Quercetin und Kaffeesdure wiahrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation sollte
untersucht werden. Als Testsubstanzen wurden neben Quercetin und Kaffeesdure auch diesen
Substanzen strukturverwandte Stoffe eingesetzt. Dabei handelte es sich um Kaempferol,
Dopamin und p-Cumarsdure. Die antioxidativen Effekte dieser Substanzen auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation sollten miteinander verglichen und der Einfluss der chemischen
Struktur auf die antioxidative Aktivitdt untersucht werden. Als Testsystem wurde die Bildung der

konjugierten Diene gewéhlt (Tab. 8).



Material und Methoden 34

Tab. 8: Versuchsbedingungen fiir Studie 3

Parameter Bedingungen

Prédparation der LDL Préparative Ultrazentrifugation nach Havel
Proteinbestimmung nach Lowry

Proteinkonzentration 100 pg/ml

Oxidationsmittel 16,6 uM CuCl,

Temperatur 37°C

Die LDL wurden mit den Testsubstanzen (Tab. 9), die in Methanol geldst waren, fiir 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Die Oxidationsreaktion wurde durch Zugabe von CuCl, gestartet und die

Bildung konjugierter Diene spektralphotometrisch verfolgt.

Tab. 9: Beschreibung, Konzentration und Bezugsquelle der Testsubstanzen (Studie 3)

Testsubstanz Beschreibung Konzentration Bezugsquelle
Kaffeesdure Pulver 0,5/1/2uM Sigma, Lot Nr.38H0639
Quercetin Pulver 0,5/1/2uM ICN, Lot Nr.5279A
Kaempferol Pulver 1 uM ICN, Lot Nr. 6305A
Dopamin Pulver 1 uM Sigma, Lot Nr. 99H2513
p-Cumarséure Pulver 1 uM Fluka, Lot Nr. GA10926

Vorinkubation von Plasma mit Quercetin und/oder Kaffeesdure

In dem zweiten Abschnitt dieser Untersuchung wurde zur Anreicherung von Quercetin und
Kaffeesdure im LDL Humanserum von zwei verschiedenen Individuen mit den Antioxidantien
fiir 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Antioxidantien waren in Ethanol gelost und wurden
entweder einzeln oder in Kombination in einer Endkonzentration im Plasma von 100 puM
zugesetzt. AnschlieBend wurden die LDL nach der Methode von Havel et al. (1955) isoliert. Die
Konzentration der Substanzen wurde mittels HPLC nach der modifizierten Methode von Maiani
et al. (1997) bestimmt (2.2.3.2). AuBlerdem wurde der Verlauf der Dienkonjugation der
verschiedenen LDL-Préparationen verfolgt (Tab. 10).
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Tab. 10: Versuchsbedingungen fiir LDL-Oxidation nach Vorinkubation von Plasma

Parameter Bedingungen

Prédparation der LDL Préparative Ultrazentrifugation nach Havel
Proteinbestimmung nach Lowry

Proteinkonzentration 100 pg/ml

Oxidationsmittel 5 uM CuCl,

Temperatur 37°C

2.3.4 Studie 4: Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften verschiedener

Kaffeesdurederivate

Ziel dieser Studie war, die antioxidative Wirksamkeit unterschiedlicher Kaffeesdurederivate
(Tab. 12) auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation zu untersuchen. Es sollte herausgefunden
werden, ob diese Stoffwechselprodukte ebenfalls antioxidative Wirkung besitzen. Als Mal fiir

die antioxidative Aktivitdt wurde die Bildung konjugierter Diene verwendet.

Tab. 11: Versuchsbedingungen fiir Studie 4

Parameter Bedingungen

Prédparation der LDL Préparative Ultrazentrifugation nach Havel
Proteinbestimmung nach Lowry

Proteinkonzentration 62,5 pg/ml

Oxidationsmittel 5 uM CuSOq4

Temperatur 30°C

Die Antioxidantien waren alle in Methanol gelost; die LDL wurden mit den einzelnen
Testsubstanzen in unterschiedlichen Konzentrationen ([Tab. 12) inkubiert. Durch Zugabe von
Kupfersulfat wurde die Oxidationsreaktion gestartet und die Bildung der konjugierten Diene

spektralphotometrisch verfolgt. Bei dieser Studie wurde die Proteinkonzentration, die
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Kupferkonzentration und auch die Messtemperatur im Vergleich zu den vorherigen Studien
reduziert ([fab. 11) um den Ablauf der Oxidationsreaktion zu verzdgern. Dieser verdnderte

Versuchsansatz erschien sinnvoll, da zu erwarten war, dass die Effekte der hier verwendeten

Testsubstanzen weniger deutlich ausgeprigt sein werden.

Tab. 12: Beschreibung, Konzentration und Bezugsquelle der Testsubstanzen (Studie 4)

Testsubstanz Beschreibung  Konzentration  Bezugsquelle
Ferulasdure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Sigma

Lot Nr. 70K1615
Isoferulaséure Pulver 1/2,5/5/7,5uM  Extrasynthése

Lot Nr. 00050310
Dihydroferulasiure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Lancaster

Lot Nr. 00007008
Vanillinsdure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Sigma

Lot Nr. 128H2513
Hippursiure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Sigma

Lot Nr. 30K3472
o-Hydroxyhippursdure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Sigma

Lot Nr. 126H0785
3-Hydroxybenzoesdure Pulver 1/2,5/5/7,5uM Extrasynthése

Lot Nr. 01042002
3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsiure Pulver 1/2,5/5/7,5uM  Aldrich

Lot Nr. 24698-031
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2.3.5 Studie 5: Einfluss von Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat auf die kupfer-induzierte

Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Das Ziel dieser Experimente war es, die antioxidativen Eigenschaften von Zinkhistidin in Bezug
auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation mit denen von Histidin und Zinksulfat zu vergleichen.
Es sollte untersucht werden, ob Zinkhistidin in der Lage ist, Peroxylradikale abzufangen und als
Metallchelator zu wirken.

Es wurde mit zwei verschiedenen Ansitzen gearbeitet. Zum einen wurde Plasma vor Isolation
der LDL mit den Testsubstanzen inkubiert. Des weiteren wurde LDL direkt mit den Substanzen

versetzt.

Tab. 13: Versuchsbedingungen fiir Studie 5

Parameter Bedingungen

Prédparation der LDL Préparative Ultrazentrifugation nach Chung
Proteinbestimmung nach Markwell

Proteinkonzentration 62,5 ng/ml

Oxidationsmittel 5 uM CuSOq4

Temperatur 37°C

Inkubation von Plasma mit den Testsubstanzen vor Isolation der LDL

Durch Inkubation von Plasma vor Isolation der LDL sollte untersucht werden, ob sich diese
Substanzen in den LDL anreichern lieBen. Dazu wurde das Plasma mit einer wissrigen Losung
von Zinkhistidin, Zinksulfat oder Histidin mit einer Endkonzentration von 20 pM versetzt
(Tab. 14). Fiir die Kontrolle wurde dem Plasma eine identische Menge an H;Opigest Zugesetzt.
Das Plasma wurde fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschlieBend wurden die LDL nach der
Methode von Chung et al. (1980) isoliert. Die unterschiedlichen LDL-Préparationen wurden
dialysiert und auf eine Proteinkonzentration von 62,5 pg/ml mit Phosphatpuffer eingestellt. Die
Oxidationsreaktion wurde durch Zugabe von CuSO, gestartet und es die Bildung konjugierter

Diene spektralphotometrisch verfolgt (Tab. 13).
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Tab. 14: Beschreibung, Konzentration und Bezugsquelle der Testsubstanzen (Studie 5)

Testsubstanz  Beschreibung Konzentration Bezugsquelle

Zinkhistidin Pulver 20 uM Redinomedica AG
Zinksulfat Pulver 20 uM Sigma, Lot Nr. 21K0113
Histidin Pulver 20 uM Sigma, Lot Nr. 129H0334

Inkubation von LDL mit den Testsubstanzen

LDL wurden nach der Methode von Chung et al. (1980) isoliert. Zur Entfernung des
Komplexbildners EDTA wurden die LDL dialysiert und anschlieBend auf eine
Proteinkonzentration von 62,5 pg/ml mit PBS eingestellt. Die LDL wurden mit den
unterschiedlichen Substanzen in Form einer wissrigen Losung, fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert (Tab. 15). Die Oxidationsreaktion wurde durch Zugabe von CuSQ4 gestartet und die

Bildung konjugierter Diene spektralphotometrisch verfolgt.

Tab. 15: Konzentration der Testsubstanzen (Studie 5)

Testsubstanz Konzentration

Zinkhistidin 2,5/5/7,5/10 uM
Zinksulfat 2,5/5/7,5/10 uM
Histidin 2,5/5/10/20 uM

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit den Computerprogrammen
Microsoft Excel 2000 und SPSS 10,0 for Windows. Fiir die graphische Darstellung der
Ergebnisse wurde Microcal Origin 6.0G Professional, Microsoft Excel 2000 und Microsoft
Powerpoint 2000 verwendet. Alle Versuche wurden mit mindestens einer Wiederholung
durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse dargestellt als Mittelwert und
zugehorige Standardabweichung. Zur Uberpriifung des Einflusses der Behandlung der LDL
wurde eine einfaktorielle ANOVA durchgefiihrt. Als a-posteriori Test wurde der Student-

Newman-Keuls-Test verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von a-Tocopherol, Ascorbinsaure, Kaffeesaure und ausgewahlten
Flavonoiden auf die kupfer-induzierte Oxidation von Low Density

Lipoproteinen

3.1.1 Dienkonjugation

Die Bildung konjugierter Diene im Lipidteil der LDL gibt Aufschluss iiber die Oxidierbarkeit
verschiedener LDL-Proben. Eine verldngerte lag-phase bedeutet dabei eine erhohte Resistenz der
LDL gegeniiber Oxidation. Es sollte gepriift werden, ob die Inkubation der LDL mit
unterschiedlichen Antioxidantien vor Oxidation schiitzen kann. Zundchst wurden die
Antioxidantien einzeln auf ihre antioxidative Aktivitit getestet. Anschlieend sollte untersucht
werden, welchen Einfluss die gleichzeitige Inkubation von mehreren Substanzen auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation hat. Dazu wurden Kombinationen von zwei, drei oder vier

unterschiedlichen Antioxidantien eingesetzt.

alpha-Tocopherol

Ascorbinsaure

Quercetin

Epicatechin

Hesperetin

Kaffeesaure

Phloretin

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 15: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit unterschiedlichen
Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; LDL ohne Zusatz von Antioxidantien)
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Die Ergebnisse zeigen, dass der Einfluss von a-Tocopherol (5 uM) oder Ascorbinsdure (3 pM)
auf die Oxidationsresistenz der LDL geringer war, im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen
(geweils 1 uM) (. a-Tocopherol bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um
74 £ 24,2 % und Ascorbinsdure um 47 = 14,1 %. Bei den Einzelsubstanzen hatte Quercetin den
groBten Effekt auf die Verldngerung der lag-phase mit durchschnittlich 108 + 15,5 %. Durch
Inkubation mit Kaffeesdure (80 + 24,0 %) oder Epicatechin (74 + 20,9 %) konnte ebenfalls eine
deutliche Verldngerung der lag-phase erreicht werden. Hesperetin und Phloretin zeigten in dem
hier verwendeten Versuchsansatz mit 38 + 14,2 bzw. 31 % 14,7 % nur geringe Wirkung auf die

Oxidationsresistenz der LDL.
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Abb. 16: Veldngerung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit a-Tocopherol,
Ascorbinsdure und Phloretin, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

Bei vier von fiinf Personen hatte die Inkubation der LDL mit einer Kombination von
a-Tocopherol und Ascorbinsdure oder a-Tocopherol und Phloretin, bezogen auf die Wirkung
von O-Tocopherol allein, einen verkiirzenden Effekt auf die lag-phase (p < 0,05) (; der
antioxidative Effekt war hier niedriger als bei Inkubation mit O-Tocopherol allein. Die

Kombination von a-Tocopherol und Ascorbinsdure bewirkte eine Verldngerung der lag-phase
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um 60 = 16,1 % und lag damit unter dem Effekt von a-Tocopherol (74 = 24,2 %). Die
Kombination von a-Tocopherol und Phloretin verldngerte die lag-phase um 58 + 11,3 %.
Bei Kombination der anderen Substanzen mit a-Tocopherol wurde eine Verldngerung der lag-

phase beobachtet, die aber unter der Summe der Einzelsubstanzeffekte lag.

alpha-Tocopherol und
Quercetin

Ascorbinsdure und Quercetin

alpha-Tocopherol und
Epicatechin

Ascorbinsdure und
Epicatechin

alpha-Tocopherol und
Hesperetin

Ascorbinsdure und Hesperetin
alpha-Tocopherol und

Kaffeesaure

Ascorbinsaure und
Kaffeesaure

alpha-Tocopherol und
Phloretin

Ascorbinsdure und Phloretin

200 250

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 17: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit einer Kombination
eines Polyphenols mit a-Tocopherol oder Ascorbinsdure, im Vergleich zur Kontrolle (100 %;
LDL ohne Zusatz von Antioxidantien) (Kombinationen mit a-Tocopherol dunkelblaue Balken;
Kombinationen mit Ascorbinsdure hellblaue Balken)

Dagegen zeigte Ascorbinsdure in Kombination mit einem Flavonoid oder einer Phenolsdure
einen stiarkeren LDL-protektiven Effekt als die entsprechenden Kombinationen mit a-Tocopherol
(Abb. 17), obwohl der Einzelsubstanzeffekt von Ascorbinsiure niedriger war als der von
o-Tocopherol. Die antioxidativen Aktivitdten iibertrafen die Summe der Einzelsubstanzeffekte.
Nur bei Inkubation der LDL mit Ascorbinsdure und Phloretin lag die Wirkung (69 * 20,0 %)

unter der Summe der Einzelsubstanzeneffekte.
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Quercetin und Epicatechin

Quercetin und Hesperetin

Quercetin und Kaffeesaure

Quercetin und Phloretin

Epicatechin und Hesperetin

Epicatechin und Kaffeeséure

Epicatechin und Phloretin

Hesperetin und Kaffeeséaure

Hesperetin und Phloretin

Kaffeesaure und Phloretin

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 18: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit unterschiedlichen
Kombinationen der Polyphenole, im Vergleich zur Kontrolle (100 %, LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

Die Kombinationen von Epicatechin und Heseperitin (118 * 33,0 %) bzw. Phloretin
(113 £23,5 %) oder Hesperetin und Kaffeesdure (127 + 26,3 %) bzw. Phloretin (62 * 26,7 %)
hatten einen additiven Effekt bezogen auf die Einzelsubstanzeffekte . Bei den
Kombinationen von Quercetin mit Epicatechin (243 + 1223 %), Hesperetin (157 = 23,1 %),
Kaffeesdure (244 + 111,3 %) oder Phloretin (164 + 61,5 %) erhohte sich der antioxidative
Schutz, ebenso wie bei Epicatechin und Kaffeesdure (223 + 51,8 %) oder Kaffeesdure und
Phloretin (140 + 25,4 %); die antioxidativen Effekte dieser Kombinationen waren hdher als die
Summe der Einzeleffekte.

Den stirksten Effekt auf die Verldngerung der lag-phase von LDL, bei Kombination von zwei
verschiedenen Antioxidantien, hatte die Inkubation der LDL mit Quercetin und Kaffeesdure mit
einer Verldngerung der lag-phase von 244 + 111,3 %.

Gleichzeitige Inkubation der LDL mit a-Tocopherol, Ascorbinsidure und einem Flavonoid oder

einer Phenolsdure bewirkte eine Verldngerung der lag-phase, die unter der Summe der
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Einzelsubstanz-Effekte lag (. Der stirkste Effekt konnte beobachtet werden, wenn LDL
mit einer Kombination von a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin (222 + 127,3 %) oder
Kaffeesdure (211 * 82,6 %) inkubiert wurde. Schwache antioxidative Effekte wurden erzielt,
wenn O-Tocopherol und Ascorbinsdure mit Hesperitin (112 * 28,0 %) oder Phloretin
(147 £ 105,7 %) kombiniert wurden.

Synergistische Wechselwirkungen konnten dagegen beobachtet werden, wenn Quercetin,
Epicatechin und ein weiteres Antioxidans gleichzeitig zugesetzt wurden (. Die
Verldngerung der lag-phase war hoher als die Summe der Einzelsubstanzeffekte. So fiihrte die
Kombination von Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol zu einer Verldngerung der lag-phase
von 314 + 131,6 %. Eine Kombination mit Ascorbinsdure (375 + 178,2 %) hatte einen hoheren
Effekt als mit a-Tocopherol. Der hochste antioxidative Effekt bei Kombination von drei
verschiedenen Antioxidantien konnte beobachtet werden, bei Kombination von Quercetin,
Epicatechin und Kaffeesdure mit einer Verlangerung der lag-phase um 419 + 192,8 %.

Wurden LDL mit vier oder sechs verschiedenen Antixodantien gleichzeitig inkubiert, lag die

Verldngerung der lag-phase iiber der Summe der Einzelsubstanzeftfekte.

Tab. 16: Verldngerung der lag-phase humaner LDL (in %; MEAN und SD; n=5) nach
Inkubation mit Antioxidantienkombinationen, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

Antioxidantien MEAN SD
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin 222 1273
a-Tocopherol, Ascorbinséure und Epicatechin 172 98,4
o-Tocopherol, Ascorbinsdure und Hesperetin 112 28,0
o-Tocopherol, Ascorbinsédure und Kaffeesiure 211 82,6
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Phloretin 147  105,7
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol 314 131,6
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsdure 375 1782
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin 283 92,0
Quercetin, Epicatechin und Kaffeesiure 419 192,8
Quercetin, Epicatechin und Phloretin 297 94,0
Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesdure 468  203,5

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesdure, ad-Tocopherol und Ascorbinséure 638 198,8
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Anreicherung von Plasma mit a-Tocopherol vor Isolation der LDL

In diesem Versuchsansatz wurde Plasma mit a-Tocopherol (Endkonzentration von 250 pM) vor
Isolation der LDL inkubiert. Nach Inkubation des Plasma wurden die LDL isoliert, fallweise mit
Ascorbinsdure inkubiert und der Verlauf der Dienkonjugation wihrend kupfer-induzierter

Oxidation bestimmt.

Der a-Tocopherolgehalt der LDL-Priaparationen wurde mittels HPLC bestimmt und betrug fiir
Kontroll-LDL 8,7 + 0,3 umol/l und fiir LDL, bei dem Plasma mit a-Tocopherol vorinkubiert
war, 36,9 + 0,8 umol/l.

alpha-Tocopherol
016,6 uM Kupfer

E5 pM Kupfer

Ascorbinsaure

alpha-Tocopherol und
Ascorbinsaure

1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 19: Verlangerung der lag-phase von LDL (in %) nach Vorinkubation von Plasma mit
a-Tocopherol und/oder Inkubation der LDL mit Ascorbinsdure (Kupferkonzentration 5 oder
16,6 uM)

Bei einer Kupferkonzentration von 16,6 uM betrug die Verldngerung der lag-phase von LDL, bei
dem Plasma mit a-Tocopherol vorinkubiert war, 131 % verglichen mit Kontroll-LDL. Wurde
eine Kupferkonzentration von 5 pM verwendet konnte eine Verlingerung der lag-phase von
202 % beobachtet werden. Wurde LDL mit Ascorbinsdure inkubiert so verldngerte sich die lag-
phase um 179 % (bei 16,6 uM Kupfer) oder 72 % (bei 5 uM Kupfer). LDL, das mit
a-Tocopherol vorinkubiert war und zusétzlich mit Ascorbinsdure angereichert wurde, konnte bei

einer Kupferkonzentration von 16,6 pM eine Verldngerung der lag-phase um 210 % festgestellt
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werden. Bei einer Kupferkonzentration von 5 uM dagegen betrug die Verldngerung 291 % im
Vergleich zur Kontrolle.

Wurde also eine Kupferkonzentration von 16,6 uM verwendet, so konnte bei Kombination von
o-Tocopherol und Ascorbinsdure eine antioxidative Wirkung beobachtet werden, die unter der
Summe der Einzeleffekte lag. Bei Verwendung einer Kupferkonzentration von nur 5 pM

allerdings konnte ein additiver antioxidativer Effekt festgestellt werden.
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3.1.2 Tryptophanfluoreszenz

Bei Kontroll-LDL (ohne Zusatz von Antioxidantien) war die Fluoreszenzintensitit schon nach
120 Minuten auf 50 + 6,8 % gesunken; nach 180 Minuten betrug sie nur noch 25 + 2,4 %.

Inkubation der LDL mit Ascorbinsdure hatte keinen Einfluss auf den kupfer-induzierten Verlust
der Tryptophanfluoreszenz (Abb. 20) in Bezug auf die Kontrolle; der Verlauf der
Tryptophanfluoreszenz unterschied sich nicht signifikant von dem Verlauf der Kontrolle. Die
Inkubation der LDL mit a-Tocopherol dagegen beeinflusste den Fluoreszenzverlust der LDL
wihrend kupfer-induzierter Oxidation; die Fluoreszenzintensitit von LDL, inkubiert mit
a-Tocopherol, betrug nach 120 Minuten noch 67 * 9,2 %. Nach 180 Minuten war die
Fluoreszenzintensitdt auf 49 + 17,7 % im Vergleich zu 25 * 2,4 % der Kontrolle gesunken. Den
stiarksten Effekt der Einzelsubstanzen auf den Tryptophanverlust der LDL hatte die Inkubation
mit Quercetin oder Kaffeesdure. So betrug die Fluoreszenzintensitéit nach 120 bzw. 180 Minuten

noch 78 £ 2.8 bzw. 74 = 6,7 % fiir Quercetin und 73 = 7,4 % bzw. 70 £ 9,9 % fiir Kaffeesiure.

—&— Kontrolle
—m®—a-Tocophero
Ascorbinsaure
—&— Quercetin
Kaffeesaure
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Abb. 20: Tryptophanfluoreszenz humaner LDL (n=2) nach Inkubation mit den Einzelsubstanzen
wéhrend kupfer-induzierter Oxidation
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Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von a-Tocopherol und Quercetin oder
o-Tocopherol und Kaffeesdure betrug die Tryptophanfluoreszenz nach 120 Minuten
75+1,9bzw. 73 *+ 3.5 % (Abb. 21). Nach 240 Minuten lagen die Werte immer noch bei
durchschnittlich 64 +11,2 bzw. 67 + 8,2 %. Einen stirkeren Einfluss auf die Schidigung der
Tryptophanreste hatte die Kombination von Ascorbinsdure und Quercetin oder Ascorbinsdure
und Kaffeesdure; die Fluoreszenzintensitit der LDL betrug nach 120 Minuten noch 79 + 2.5 bzw.
76 £ 4,9 %. Selbst nach 360 Minuten lagen die Werte noch bei 50 £ 32,2 bzw. 63 = 12,7 %. Den
stirksten Einfluss auf die Tryptophanfluoreszenz wiéhrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation
hatte die Kombination von Quercetin und Kaffeesiure (Abb. 21); hier betrug die

Fluoreszenzintensitit selbst nach 420 Minuten noch 74 + 1,4 %.
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Abb. 21: Tryptophanfluoreszenz humaner LDL (n=2) nach Inkubation mit
Antioxidantienkombinationen wihrend kupfer-induzierter Oxidation
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Abb. 22: Tryptophanfluoreszenz humaner LDL (n=2) nach Inkubation mit a-Tocopherol
und/oder Ascorbinsidure wiahrend Kupferoxidation

In sind noch einmal die Ergebnisse bei Inkubation der LDL mit a-Tocopherol und
Ascorbinsdure zusammengefasst. Bei Inkubation der LDL mit a-Tocopherol und Ascorbinsdure
konnte kein sigfikanter Unterschied im Verlauf der Tryptophanfluoreszenz, bezogen auf
a-Tocopherol allein, beobachtet werden . So lagen die Werte bei Kombination der
beiden Antioxidantien nach 120 Minuten bei 68 + 3,7 % im Vergleich zu 67 + 9,2 bei Inkubation
der LDL mit a-Tocopherol allein. Nach 180 Minuten war der Wert auf 48 + 10,5 % im Vergleich
zu 0-Tocopherol mit 49 + 17,7 % gesunken. In dem hier verwendeten Versuchsansatz konnte

also keine synergistische Wirkung von a-Tocopherol und Ascorbinsdure beobachtet werden.
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3.1.3 Carbonylgruppenbildung

In JAbb. 23|und [Abb. 24]|ist die Bildung von Carbonylgruppen in den LDL (fallweise inkubiert

mit Antioxidantien) zu unterschiedlichen Zeitpunkten wihrend kupfer-induzierter Oxidation
dargestellt. Der Carbonylgehalt der LDL ist dabei angegeben in nmol Carbonyl/mg Protein. In
ist die Entstehung von Carbonylgruppen in Kontroll-LDL (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien) und LDL inkubiert mit a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Quercetin oder

Kaffeesdure wihrend der Oxidationsreaktion dargestellt.
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Abb. 23: Carbonylgehalt humaner LDL (n=5) nach Inkubation mit Antioxidantien wahrend
kupfer-induzierter Oxidation

Der Einfluss von a-Tocopherol oder Ascorbinsdure auf die kupfer-induzierte Bildung von
Carbonylgruppen ist gering (. Nach zwei Stunden betrdgt der Carbonylgehalt bereits
12,9 £ 6,7 nmol Carbonyl/mg Protein fiir a-Tocopherol bzw. 16,3 £ 6,2 nmol Carbonyl/mg
Protein fiir Ascorbinsdure im Vergleich zum Kontroll-LDL mit 19,8 + 4,1. Eine stirkere
Hemmung der Carbonylgruppenbildung bewirkte bei dieser Untersuchung, die Inkubation der
LDL mit den Phenolsduren, Quercetin oder Kaffeesdure. Die Werte lagen nach zwei Stunden erst

bei 6,6 £ 1,7 bzw. 5,7 £ 0,9 nmol Carbonyl/mg Protein.
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Abb. 24: Carbonylgehalt humaner LDL (n=5) nach Inkubation mit Antioxidantienkombinationen
wéhrend kupfer-induzierter Oxidation

Wurden Quercetin oder Kaffeesdure mit Ascorbinsdure kombiniert, so konnte eine hohere
antioxidative Aktivitdt beobachtet werden, als bei Kombination von da-Tocopherol mit den
Phenolsduren (, obwohl der Einzelsubstanzeffekt von Ascorbinsdure niedriger war als
der von a-Tocopherol (.

Den stirksten Effekt auf die kupfer-induzierte Bildung von Carbonylgruppen hatte die
Inkubation von LDL mit einer Kombination von Ascorbinsdure und Quercetin oder Quercetin
und Kaffeesdure . Bei diesen LDL-Priparationen lagen die Carbonylgehalte nach vier
Stunden bei 10,1 + 6,5 bzw. 10,0 + 4,2 nmol Carbonyl/mg Protein.
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Abb. 25: Carbonylgehalt humaner LDL (n=5) nach Inkubation mit a-Tocopherol und/oder
Ascorbinsdure wihrend kupfer-induzierter Oxidation

In sind noch einmal die Ergebnisse bei Inkubation der LDL mit a-Tocopherol und
Ascorbinsdure zusammengefasst. Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von
a-Tocopherol und Ascorbinsdure konnte auch wie bei den vorherigen Versuchsansitzen kein
synergistischer Effekt dieser beiden Antioxidantien wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation
beobachtet werden. Vergleicht man die antioxidative Aktivitit einer Kombination von

o-Tocopherol und Ascorbinsdure mit der von O-Tocopherol, so konnte kein signifikanter

Unterschied bei der Bildung von Carbonylgruppen (Abb. 25) festgestellt werden.
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Abb. 26: Carbonylgehalt humaner LDL (n=5) nach Inkubation einer Kombination aus drei
verschiedenen Antioxidantien wéhrend Kupferoxidation

Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von drei oder vier verschiedenen Antioxidantien
konnte eine starke Hemmung der Carbonylgruppenbildung wéhrend kupfer-induzierter Oxidation
beobachtet werden (Abb. 26). Nach vier Stunden lag hier der Carbonylgehalt zwischen 8 und

11 nmol Carbonyl/mg Protein.
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3.2 Bestimmung des a-Tocopherol-, Quercetin- und Kaffeesauregehalts der

LDL-Préaparationen im Verlauf der kupfer-induzierten Oxidation

Anhand dieser Versuche sollte die Abnahme der antioxidativ wirksamen Substanzen

a-Tocopherol, Quercetin und Kaffeesdure in unterschiedlichen LDL-Préparationen wéhrend

kupfer-induzierter Oxidation verfolgt werden.

3.2.1 a-Tocopherolgehalt in den LDL-Préparationen
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Abb. 27: a-Tocopherolgehalt (%) der LDL-Préparationen wahrend kupfer-induzierter Oxidation
bei unterschiedlichen Inkubationsansitzen

Der Verlauf des a-Tocopherolgehalts in den verschiedenen LDL-Préparationen ist sehr dhnlich
(Abb. 27). Nur bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von o-Tocopherol und
Ascorbinsdure oder a-Tocopherol, Ascorbinsdure und zusitzlich Quercetin und Kaffeesdure ist

der Verbrauch von a-Tocopherol verzogert (Abb. 27). Bei diesen beiden Ansétzen lag der Gehalt
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nach fiinf Minuten noch bei 41 bzw. 44 % im Vergleich zu den anderen Ansétzen mit einem

Gehalt von 26-30 %.

3.2.2 Quercetingehalt in den LDL-Préaparationen
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Abb. 28: Quercetingehalt (%) der LDL-Praparationen wahrend kupfer-induzierter Oxidation bei
unterschiedlichen Inkubationsansitzen

Quercetin  wurde wihrend der kupfer-induzierter Oxidation schneller verbraucht als
a-Tocopherol. Es konnten keine signifikanten Unterschiede, bezogen auf den Verlauf des
Quercetinverlusts der einzelnen Ansétze, beobachtet werden (. Lediglich bei Inkubation
der LDL mit einer Kombination von a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Quercetin und Kaffeesdure
wurde das Quercetin langsamer verbraucht als bei den anderen Ansdtzen. Bei dieser
Kombination lag der Quercetingehalt nach fiinf Minuten noch bei 16 % im Vergleich zu den

anderen LDL-Préparationen mit einem Gehalt zwischen 3-7 %.
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3.2.3 Kaffeesauregehalt in den LDL-Préaparationen
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Abb. 29: Kaffeesduregehalt (%) der LDL-Préaparationen wihrend kupfer-induzierter Oxidation
bei unterschiedlichen Inkubationsansitzen

Wurde der Kaffeesduregehalt in den LDL-Prédparationen bestimmt, so konnte hier ein Einfluss
der Kombinationen beobachtet werden (. Nach fiinf Minuten waren noch zwischen 90
und 100 % der Kaffeesdure vorhanden. Bei Inkubation der LDL mit Kaffeesdure allein oder einer
Kombination von Kaffeesdure und Ascorbinséure sank der Kaffeesduregehalt am schnellsten;
nach 10 Minuten lag der Gehalt bei 70 bzw. 60 %. Wurde dagegen eine Kombination von
Kaffeesdure und Quercetin oder 0-Tocopherol, Ascorbinsdure, Quercetin und Kaffeesdure
getestet, so lag der Kaffeesduregehalt nach 10 Minuten noch bei 93 bzw. 94 %. Nach einer
Reaktionszeit von 20 Minuten lag der Kaffeeséuregehalt bei Inkubation der LDL mit Kaffeesiure
allein oder Kaffeesdure und Ascorbinsdure bereits bei 38 bzw. 52 % und damit deutlich unter den
Werten von Kaffeesdure und a-Tocopherol (61 %), Kaffeesdure und Quercetin (76 %) oder

Kaffeesdure, Quercetin, a-Tocopherol und Ascorbinsiure (71 %).
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Abb. 30: Antioxidantiengehalt (%) in den LDL wéhrend kupfer-induzierter Oxidation nach
Inkubation mit einer Kombination von a-Tocopherol, Quercetin, Kaffeesdure und Ascorbinséure

In JAbb. 30[sind die Antioxidantiengehalte bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von
a-Tocopherol, Quercetin, Kaffeesdure und Ascorbinsdure (wurde nicht bestimmt) noch einmal
zusammengefasst. Es wird dabei deutlich, dass in dem hier verwendeten Versuchsansatz

Quercetin am schnellsten verbraucht wurde. Der a-Tocopherolgehalt zeigte einen dhnlichen

Verlauf; nur Kaffeesdure wurde deutlich langsamer verbraucht.
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3.3 Vergleich des Synergieeffekts von Quercetin und Kaffeesdure mit der
Wirkung strukturverwandter Substanzen auf die kupfer-induzierte
Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Inkubation von LDL

In diesem ersten Abschnitt sollte die synergistische Wirkung von Quercetin und Kaffeeséure auf
die kupfer-induzierte LDL-Oxidation mit der Wirkung von strukturverwandten Substanzen
verglichen werden. Neben Quercetin und Kaffeesdure zihlten Kaempferol (strukturverwandt zu
Quercetin), p-Cumarsdure und Dopamin (strukturverwandt zu Kaffeesdure) zu den
Testsubstanzen. Die Substanzen wurden alle in einer Endkonzentration von 1 pM eingesetzt; nur
Quercetin und Kaffeesdure wurden noch zusétzlich mit einer Endkonzentration von 0,5 oder

2 uM getestet.

Quercetin 1 pM

Kaempferol 1 uM

Kaffeesaure 1 uM

p-Cumarséaure 1 pM

Dopamin 1 uM

1 1 1 1 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 31: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %; n=2), nach Inkubation mit den
Einzelsubstanzen (Endkonzentration 1 uM), im Vergleich zur Kontrolle (100 %; LDL ohne
Zusatz von Antioxidantien)

Den stirksten Effekt auf die Oxidationsresistenz der LDL hatte die Inkubation der LDL mit
Quercetin, gefolgt von Kaffeesdure (Abb. 31). Quercetin bewirkte eine Verlingerung der lag-
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phase um 1053 + 4,2 % bezogen auf die Kontrolle. Kaffeesdure verlidngerte die lag-phase von
LDL um 730 £ 5,7 %. Die beiden der Kaffeesdure strukturverwandten Stoffe p-Cumarsdure und
Dopamin hatten unterschiedliche Auswirkungen auf die LDL-Oxidation. Inkubation der LDL mit
p-Cumarséure hatte keinen Einflu3 auf die lag-phase der LDL im Vergleich zu Kontroll-LDL.
Wurde LDL aber mit Dopamin inkubiert, konnte eine signifikante Verldngerung (p < 0,001) der
lag-phase um 606 * 3,5 % beobachtet werden; die Wirkung war aber niedriger (p < 0,001) als der
Effekt von Kaffeesdure (730 = 5,7 %).

Quercetin 1 uM

Kaffeesaure 1 uM

Quercetin 2 uM

Kaffeesaure 2 uM

1 1 1 1 1 1 1 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Verléangerung der lag-phase (%)

Abb. 32: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %; n=2), nach Inkubation mit Quercetin und
Kaffeesdure (allein und in Kombination, dunkelblau bzw. hellblau; in unterschiedlichen
Konzentrationen), im Vergleich zur Kontrolle (100 %; LDL ohne Zusatz von Antioxidantien)

Eine synergistische Wirkung konnte nur bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von
I uM Quercetin und 1 pM Kaffeesdure beobachtet werden , die Verldngerung
(p <0,001) der lag-phase betrug 2190 % 8,5 %. Die Kombination von Quercetin und Kaffeesdure
filhrte zu einer antioxidativen Aktivitdt, die {iber der Summe der individuellen Effekte von
Quercetin oder Kaffeesdure lag. Wurden die LDL mit Quercetin oder Kaffeesdure einer

Endkonzentration von 2 uM inkubiert, so konnte kein additiver Effekt, bezogen auf eine

Endkonzentration von 1 uM, beobachtet werden (Abb. 32).



Ergebnisse 59

Quercetin 1 pM
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Quercetin 1 pM und p-
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Abb. 33: Verldngerung der lag-phase von LDL (in %; n=2), nach Inkubation mit Quercetin,
p-Cumarsédure und Dopamin (allein und in Kombination, dunkelblau bzw. hellblau), im
Vergleich zur Kontrolle (100 %; LDL ohne Zusatz von Antioxidantien)

Die Verlangerung der lag-phase von LDL, inkubiert mit einer Kombination von Quercetin und
p-Cumarsdure (1041 + 13,4 %), unterschied sich nicht signifikant von dem Effekt von Quercetin
allein. Es konnte gegeniiber Quercetin keine Verldngerung erzielt werden.

Bei Kombination von Quercetin und Dopamin war die antioxidative Aktivitdt mit einer
Verlangerung der lag-phase um 1245 + 8,5 % geringer, als durch Addition der Einzeleffekte zu
erwarten gewesen wire (. Es konnte keine synergistische Wirkung, wie bei Kombination

von Quercetin und Kaffeesdure, beobachtet werden.
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Abb. 34: Verlangerung der lag-phase von LDL (in %; n=2), nach Inkubation mit Kaffeesdure
und Kaempferol (allein und in Kombination, dunkelblau bzw. hellblau), im Vergleich zur
Kontrolle (100 %; LDL ohne Zusatz von Antioxidantien)

Bei Kaempferol, eine dem Quercetin strukturverwandte Substanz, wurde eine antioxidative

Aktivitit beobachtet, die signifikant (p < 0,001) unter der von Quercetin lag (Abb. 33| |Abb. 34).

Die Inkubation der LDL mit Kaempferol bewirkte ein Verldngerung der lag-phase um
286 + 8,5 %. Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von Kaffeesdure und Kaempferol
lag die Verlidngerung der lag-phase unter der Summe der Einzeleffekte. Bei Kombination von
Kaffeesdure und Kaempferol konnte keine synergistische Wirkung beobachtet werden.

Die Kombination von Quercetin und Kaffeesdure wies die hochste antioxidative Aktivitét
wéhrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation auf. Nimmt man die Verldngerung der lag-phase von
Quercetin (1053 + 4,2 %) und Kaffeesdure (730 = 5,7 %) als Basis, so potenziert eine
Kombination beider Antioxidantien den antioxidativen Schutz (2190 * 8,5 %). Nur bei diesem
Ansatz konnte eine iiber die Summe der Einzelwirkungen hinausgehende synergistische Wirkung

der Antioxidantien beobachtet werden.
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Vorinkubation von Plasma mit Quercetin und/oder Kaffeesdure

In diesem zweiten Abschnitt sollte die Wirkung von Quercetin und Kaffeesdure bei
Vorinkubation von Plasma auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation untersucht werden. Die
Substanzen wurden alle in einer Endkonzentration von 100 uM im Plasma eingesetzt; die
Antioxidantien wurden entweder einzeln oder in Kombination getestet.

In sind die Konzentrationen der Antioxidantien in den unterschiedlichen LDL-

Priparationen wiedergegeben. In |Abb. 35| und [Abb. 36]ist die Verldngerung der lag-phase in

bezug auf die Kontrolle (Plasma ohne Antioxidantien) dargestellt.

Tab. 17: Konzentration von Quercetin und Kaffeesdure in den dialysierten LDL nach Inkubation
von Plasma mit Quercetin und/oder Kaffeesdure (Endkonzentration im Plasma 100 uM)

Kaffeesaure (nmol/l) Quercetin (nmol/l)
Ansatz Person 1 Person 2 Person 1 Person 2
Quercetin - - 35,3 50,3
Kaffeesdure 90,5 101.,4 - -
Quercetin und Kaffeesdure 94,1 110,8 13,6 38,9

Quercetin

Kaffeesaure

Quercetin und
Kaffeesaure

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 35: Verldangerung der lag-phase von LDL (in % der Kontrolle), nach Vorinkubation von
Plasma (Person 1) mit Quercetin und/oder Kaffeeséure
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Kaffeesaure

Quercetin und
Kaffeesaure

Verlangerung der lag-phase (%)

Abb. 36: Verldangerung der lag-phase von LDL (in % der Kontrolle), nach Vorinkubation von
Plasma (Person 2) mit Quercetin und/oder Kaffeeséure

Die Konzentration von Kaffeesdure war hoher als die Quercetinkonzentration in den
unterschiedlichen LDL-Préparationen (. Fiir die LDL-Préparationen mit Kaffeesdure
konnte eine hohere antioxidative Kapazitit beobachtet werden als mit Quercetin. So bewirkte die
Inkubation von Plasma mit Quercetin bei Person 1 keine Verldngerung der lag-phase von LDL in
bezug auf die Kontrolle. Bei Person 2 konnte eine Verldngerung von 10 % nach Inkubation mit
Quercetin festgestellt werden. Wurde Plasma mit Kaffeesaure vorinkubiert, lag die Verldngerung
der lag-phase bei 14 bzw. 16 %.

Wurden Quercetin und Kaffeesdure gemeinsam zugesetzt, betrug die Verlingerung 32 bzw.
30 %. Bei Person 1 bedeutete dies eine synergistische Wirkung dieser Antioxidantien, die
Verldangerung war hoher als die Summe der Einzeleffekte. Bei Person 2 konnte nur ein additiver

Effekt beobachtet werden.
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3.4 Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften verschiedener

Kaffeesdurederivate

Die antioxidative Kapazitit der verschiedenen Kaffeesdurederivate (0; 1; 2,5; 5 und 7,5 uM) auf
die kupfer-induzierte LDL-Oxidation sollte untersucht werden. Nach Inkubation der LDL mit

den verschiedenen Testsubstanzen wurde der Verlauf der Dienkonjugation bestimmt.

Ferulasiure

Bei Inkubation von LDL mit Ferulasédure, in einer Konzentration von 1 oder 2,5 uM, wurde eine

prooxidative Wirkung beobachtet. Die lag-phase der LDL verringerte sich durch Inkubation mit

1 uM Ferulasdure signifikant (p < 0,001) um durchschnittlich 15 + 1,7 % ( bezogen auf

die Kontrolle (0 uM; 100 %). Bei einer Konzentration von 2,5 uM wurde eine Abnahme

(p <0,001) der lag-phase um 22 + 5,2 % beobachtet. Der Zusatz von 5 uM Ferulasdure hatte

keinen Effekt auf die Oxidationsresistenz der LDL (JAbb. 37] |[Abb. 38). Die Inkubation der LDL

mit 7,5 uM Ferulasdure dagegen verlidngerte die lag-phase von um 40 + 2.4 % (p < 0,001) (
38).

1,2

1,0 ;’/Wwwwmwm. :

Absorption (234 nm)

—=&— 0 uM (Kontrolle)
—— 1 uM Ferulaséure
2,5uM
5uM
7,5 uM

O!O'I'VI'I'I'
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

I T I T I T I T I T I T 1

Reaktionszeit (min)

Abb. 37: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Ferulasidure
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Abb. 38: Verdnderung der lag-phase von LDL (in %; n=3), nach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Ferulasdure, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; 0 uM)

Dihydroferulasiure

Unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen zeigte Dihydroferulasdure prooxidatives
Verhalten gegeniiber LDL-Oxidation. Mit steigender Konzentration, stieg die prooxidative
Aktivitit (Abb. 39| Abb. 40). Bei Inkubation der LDL mit 1 pM Dihydroferulasiure konnte eine
Verkiirzung (p < 0,001) der lag-phase um 24 + 5.7 % ( bezogen auf die Kontrolle
(0 uM; 100 %) beobachtet werden. Bei Zusatz von 2,5 uM war eine Abnahme (p < 0,001) der

lag-phase um 34 + 1,5 %. Inkubation der LDL mit héheren Konzentrationen (5 oder 7,5 uM)
hatte keinen stirkeren prooxidativen Effekt als die Inkubation der LDL mit 2,5 uM Ferulaséure;
die prozentuale Abnahme der lag-phase betrug 35 + 1,3 bzw. 31 + 1,9 % in Bezug auf die
Kontrolle.

Nur der Einsatz einer Konzentration von 1 uM unterschied sich signifikant (p < 0,001) von dem
Effekt der anderen Konzentrationen; die antioxidativen Effekte bei 2,5, 5 oder 7,5 uM

unterschieden sich nicht signifikant voneinander.



Ergebnisse 65

1,2
E 08
<
) ]
o
c
2 0.6 —=— 0 uM (Kontrolle)
o J —&— 1 uM Dihydroferulasaure
8 o 2,5 uM
Kol 4 5 uM
< ;f 7,5 uM
0,2
0,0 =% — T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Reaktionszeit (min)

Abb. 39: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Dihydroferulasdure
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Abb. 40: Verinderung der lag-phase von LDL (in %,; n=3) nach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Dihydroferulasdure, im Vergleich zur Kontrolle (100 %;
0 uM)
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Isoferulasiure

Isoferulasdure wies ebenfalls prooxidatives Verhalten auf. Mit steigender Konzentration (0; 2,5;
5; 10 und 20 uM) konnte eine abnehmende Resistenz der LDL gegeniiber Oxidation festgestellt
werden (Abb. 41] |Abb. 42). Inkubation der LDL mit 1 uM Isoferulasiure resultierte in einer

Abnahme (p < 0,05) der lag-phase um durchschnittlich 6 * 2.2 %. Bei Einsatz von 2,5 uM
konnte ein Riickgang der lag-phase um 10 % 2,5 % festgestellt werden. Wurden die LDL mit
5 uM Isoferulasdure inkubiert, verkiirzte sich die lag-phase um durchschnittlich 12 + 1,8 %
bezogen auf die Kontrolle. Bei der hdchsten Konzentration (7,5 pM) verkiirzte sich die lag-phase
um 18 +4,2%. Alle Konzentrationen zeigten signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der
Wirkung im Vergleich zur Kontrolle. Untereinander wich aber nur der Effekt der Konzentration

von 7,5 uM signifikant (p < 0,05) von den anderen eingesetzten Konzentrationen ab.
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g 0.8 4w —®—0uM (Kontrolle)
< ’ —o— 1 uM lIsoferulaséaure
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g ]
o
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Abb. 41: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Isoferulasdure
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Abb. 42: Verdnderung der lag-phase von LDL (n=3) nach Inkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Isoferulasdure, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; 0 pM)

o-Hydroxvhippursidure

o-Hydroxyhippursdure wies in dem hier verwendeten Versuchsansatz antioxidatives Verhalten
auf. Durch Inkubation der LDL mit o-Hydroxyhippursdure konnte in dem hier verwendeten
Versuchsansatz eine Verldngerung der lag-phase beobachtet werden; mit steigender
Konzentration (0; 1; 2,5; 5 und 7,5 uM) wurde eine erhdhte Oxidationsresistenz der LDL
festgestellt. Schon die Inkubation der LDL mit 1 uM o-Hydroxyhippursdure zeigte eine
signifikante Verldngerung (p < 0,05) der lag-phase um durchschnittlich 8 + 2,6 % ( in
Bezug auf die Kontrolle (0 uM; 100 %). Die hochste Wirksamkeit auf die Oxidationsresistenz
der LDL hatte die Inkubation von o-Hydroxyhippursdure mit einer Endkonzentration von
7,5 uM, diese verldngerte die lag-phase um durchschnittlich 33 + 2,5 %. In dem hier
verwendeten Versuchsansatz konnte somit fiir o-Hydroxyhippursdure ein antioxidativer Effekt

auf die Dienkonjugation von LDL beobachtet werden (Abb. 43] |Abb. 44). Bei allen

Konzentrationen konnten signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Wirkung im Vergleich zur

Kontrolle, aber auch untereinander, registriert werden.
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Abb. 43: Beispielhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von o-Hydroxyhippurséure
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Abb. 44: Verdnderung der lag-phase von LDL (in %; n=3) nach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von o-Hydroxyhippursdure, im Vergleich zur Kontrolle
(100 %; 0 uM)
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In ist die Verdnderung der lag-phase (in Minuten) der unterschiedlichen Ansétze im
Vergleich zu Kontroll-LDL dargestellt. Ein positiver Wert bedeutet eine Verlangerung der lag-
phase in bezug auf die Kontrolle und somit eine erhohte Oxidationsresistenz. Ist der Wert
negativ, so bedeutet dies eine Verkiirzung der lag-phase im Vergleich zur Kontrolle, also eine

prooxidative Wirkung der entsprechenden Substanz.

Tab. 18: Verdnderung der lag-phase von LDL (in Minuten; MEAN + SD), inkubiert mit
verschiedenen Antioxidantien (unterschiedliche Konzentrationen) im Vergleich zur Kontrolle
(ohne Zusatz von Antioxidantien)

Veranderung der lag-phase (Minuten)

1uM 2,5 UM 5 UM 7,5 UM
Ferulasiure “73+12° -123+32° -07+12° +223+1,5
Dihydroferulasiure -150%1,7 -227%55 -22,7+5,7 -20,0£3,0
Isoferulasdure -47+£1,2 -70x£1,7 -87x1,5 -13,0£2,6°

o-Hydroxyhippursiure +63+3,1° +11,7+23" +163+5,1" +223+4,5"

“ signifikante Unterschiede im Vergleich zu den anderen Konzentrationen, p < 0,05, SNK
# signifikante Unterschiede im Vergleich zu 1 und 2,5 uM, p < 0,05, SNK

° signifikante Unterschiede im Vergleich zur den anderen Konzentrationen, p < 0,05, SNK

Bei Inkubation der LDL mit Ferulasdure, in einer Konzentration von 1 oder 2,5 uM, konnte eine
Verkiirzung der lag-phase um 7,3 + 1,2 bzw. 12,3 + 3,2 Minuten beobachtet werden. Bei einer
Konzentration von 5 uM Ferulasdure konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden. Eine hohere Konzentration (7,5 uM) dagegen resultierte in einer
Verldngerung der lag-phase um 22,3 + 1,5 Minuten.

Wurden die LDL mit verschiedenen Konzentrationen von Dihydroferulasdure inkubiert, so
konnte eine Abnahme (p < 0,001) der lag-phase im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden
(. Die verschiedenen Konzentrationen unterschieden sich aber untereinander nicht
signifikant in threr Wirkung.

Isoferulasdure hatte eine prooxidative Wirkung (p < 0,05) auf die kupfer-induzierte Oxidation
der LDL. Die lag-phase war bei einer Konzentration von 7,5 uM um 13,0 * 2,6 Minuten im
Vergleich zur Kontrolle verkiirzt.

Die Inkubation von LDL mit o-Hydroxyhippursdure hatte eine Verldngerung der lag-phase zur

Folge (p < 0,05) und zwar bei einer Konzentration von 7,5 uM um 22,3 + 4,5 Minuten.
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Vanillinsdure, Hippursiure, 3-Hydroxybenzoesiure und 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsiure

Vanillinsdure, Hippursdure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsiure
hatten bei dem hier verwendeten Versuchsansatz keinen Einfluss auf die Dienkonjugation. Wie

aus [Abb. 45| Abb. 46| |Abb. 47|und [Abb. 48| ersichtlich ist, hatte die Inkubation der LDL mit

unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Testsubstanzen keine Verdnderung der
lag-phase zur Folge. Diese Substanzen wiesen weder pro- noch antioxidative Aktivitit auf; bei
den eingesetzten Konzentrationen konnte keine Verdnderung der Dienkonjugation von LDL

beobachtet werden.
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Abb. 45: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Vanillinsdure
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Abb. 46: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Hippurséure
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Abb. 47: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von 3-Hydroxybenzoesdure
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Abb. 48: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure

Wie zu erwarten war, ergaben sich fiir die getesteten Substanzen grofle Unterschiede in der
antioxidativen Aktivitat gegeniiber kupfer-induzierter LDL-Oxidation. Nur
o-Hydroxyhippursdure wies bei allen getesteten Konzentrationen antioxidatives Verhalten auf
(Abb. 43| [Abb. 44). Bei Inkubation der LDL mit Dihydroferulaséure oder Isoferulasiure dagegen
konnten prooxidative Effekte beobachtet werden (Abb. 39| [Abb. 40| Abb. 41| [Abb. 42).

Ferulasdure wies je nach eingesetzter Konzentration sowohl anti- als auch prooxidative

Tendenzen auf (Abb. 37} Abb. 38).

Vanillinsdure, Hippursdure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsiure
zeigten weder anti- noch prooxidatives Verhalten in dem hier verwendeten Versuchsansatz und
den getesteten Konzentrationen (JAbb. 45| JAbb. 46/ |Abb. 47 |Abb. 48).

In ist noch einmal die Wirkung der einzelnen Substanzen bei einer Konzentration von

1 uM auf die Dienkonjugation der LDL wéhrend kupfer-induzierter Oxidation zusammengefasst.
Vanillinsdure, Hippursdure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure
haben bei einer Konzentration von 1 uM keinen Einfluss auf die lag-phase der LDL. Dagegen hat

dieselbe Konzentration von o-Hydroxyhippursdure eine Verldngerung der lag-phase um
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durchschnittlich 8 % zur Folge. Die Inkubation der LDL mit 1 pM Ferulasiure, Isoferulasdure
oder Dihydroferulasdure bewirkte eine Verkiirzung der lag-phase um 15, 6 oder 24 %.

Kaffeesdure hatte bei dem hier verwendeten Versuchsansatz eine antioxidative Wirkung und
bewirkte eine Verldngerung der lag-phase von LDL um 2325 + 4,5 %. Die Aktivitit der

Kaffeesdure war damit deutlich hoher als bei den getesteten Kaffeesdurederivaten.

Ferulasaure -15

Isoferulasaure -6

Dihydroferulasaure -24

o-Hydroxyhippursaure 8

Hippurséaure

Vanillinsaure

3-Hydroxybenzoesaure

3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsaure

-20 -10 0 10 20
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Abb. 49: Verinderung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit verschiedenen
Testsubstanzen (Konzentration 1 M), im Vergleich zur Kontrolle (100%; LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)
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3.5 Einfluss von Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat auf die kupfer-
induzierte Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Anreicherung von Plasma mit den Substanzen vor Isolation der LDL

In diesem Versuchsansatz wurde Plasma mit Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat vor Isolation
der LDL inkubiert; die Substanzen wurden dabei mit einer Endkonzentration von 20 uM im
Plasma eingesetzt. Nach Inkubation des Plasmas wurden die LDL isoliert und der Verlauf der
Dienkonjugation wihrend kupfer-induzierter Oxidation gemessen.

Ein beispielhafter Verlauf der Dienkonjugation von LDL wéhrend kupfer-induzierter Oxidation
ist in [Abb. 50| Abb. 51| und Abb. 52| dargestellt. Die Abbildungen stellen den Verlauf von
Kontroll-LDL (LDL aus Plasma inkubiert mit HyOyiqest) und LDL, bei denen Plasma vor Isolation

mit Zinkhistidin, Histidin oder Zinksulfat inkubiert war, dar.
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Abb. 50: Beispielhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation von LDL (Kontrolle/Plasma
inkubiert mit Zinkhistidin) wihrend kupfer-induzierter Oxidation
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Abb. 51: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation von LDL (Kontrolle/Plasma
inkubiert mit Histidin) wihrend kupfer-induzierter Oxidation
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Abb. 52: Beispiclhafter Verlauf (n=3) der Dienkonjugation von LDL (Kontrolle/Plasma
inkubiert mit Zinksulfat) wahrend kupfer-induzierter Oxidation
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In dem hier verwendeten Versuchsansatz hatte die Inkubation von Plasma mit Zinkhistidin,
Histidin oder Zinksulfat einer Konzentration von 20 uM, vor Isolation der LDL, keinen Einfluss
auf die lag-phase der LDL, gegeniiber der Kontrolle (Plasma vorinkubiert mit H,Opigest). Es
waren keine signifikanten Unterschiede der lag-phasen zu beobachten (JAbb. 50| |Abb. 51| |Abb. |
52).

Anreicherung von LDL mit den Substanzen

In diesem Versuchsansatz wurden LDL mit Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat inkubiert.
Dabei wurden unterschiedliche Konzentrationen verwendet; Zinkhistidin und Zinksulfat wurden
mit einer Endkonzentration von 0; 2,5; 5; 7,5 und 10 puM zugesetzt, Histidin wurde mit einer
Endkonzentration von 0; 2,5; 5; 10 und 20 uM eingesetzt. Nach Inkubation der LDL mit den
verschiedenen Antioxidantien wurde der Verlauf der Dienkonjugation wihrend kupfer-

induzierter Oxidation gemessen. Jedes Experiment wurde einmal wiederholt.

Zinkhistidin

Durch Inkubation der LDL mit Zinkhistidin konnte in dem hier verwendeten Versuchsansatz eine
Verlédngerung der lag-phase beobachtet werden. Mit steigender Konzentration (0; 2,5;
5; 7,5 und 10 uM) wurde eine steigende prozentuale Verldngerung ( der lag-phase
erreicht. Schon die Inkubation der LDL mit 2,5 pM Zinkhistidin fithrte zu einer signifikanten
Verlangerung (p < 0,05) der lag-phase um duchschnittlich 21 + 4,0 % in Bezug auf die Kontrolle
(0 uM; 100 %). Bei Inkubation mit 5 pM Zinkhistidin wurde ein Anstieg (p < 0,001) der
lag-phase um 93 + 4,0 % beobachtet. Eine Konzentration von 7,5 pM Zinkhistidin fithrte zu
einer Verldngerung der lag-phase um 155 + 5,2 % (p < 0,001). Die hochste Wirksamkeit auf die
Oxidationsresistenz der LDL hatte die Inkubation von Zinkhistidin mit einer Endkonzentration
von 10 uM und verléngerte die lag-phase (p < 0,001) um 205 + 13,2 % gegeniiber der lag-phase
der Kontrolle (100 %). Fiir Zinkhistidin konnte somit in dem hier verwendeten Versuchsansatz
eine antioxidative Wirkung beobachtet werden. Die eingesetzten Konzentrationen unterschieden

sich in ihrem Einfluss auf die lag-phase signifikant voneinander (p < 0,05).
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Abb. 53: Beispielhafter Verlauf (n=2) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Zinkhistidin
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Abb. 54: Verdnderung der lag-phase von LDL (in %; n=2) nach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Zinkhistidin, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; 0 uM)
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Bei Inkubation von LDL mit Histidin konnte ebenfalls ein antioxidativer Effekt auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation beobachtet werden. Mit steigender Konzentration (0; 2,5; 5; 10 und
20 uM) konnte eine zunehmende Resistenz der LDL gegeniiber Oxidation festgestellt werden
(. Bereits die Inkubation von LDL mit Histidin einer Endkonzentration von 2,5 uM
fithrte zu einer signifikanten Verldngerung (p < 0,001) der lag-phase von 11 * 1,3 % bezogen auf
die Kontrolle (0 uM; 100 %) . Die doppelte Konzentration von Histidin (5 uM) zeigte
ein Erhohung der Oxidationsresistenz der LDL um 34 + 0,6 %. Bei Zusatz von 10 uM Histidin
war die lag-phase um 134 + 0,9 % verldngert gegeniiber der Kontrolle. Die hochste
Konzentration von Histidin (20 pM) wies den stérksten protektiven Effekt gegeniiber kupfer-
induzierter LDL-Oxidation auf, und betrug 230 + 2,3 %. Die unterschiedlichen Konzentrationen
filhrten alle zu einer signifikanten Verldngerung (p < 0,001) der lag-phase gegeniiber der
Kontrolle (0 uM) und unterschieden sich auch signifikant (p < 0,001) untereinander.
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Abb. 55: Beispiclhafter Verlauf (n=2) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Histidin
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Abb. 56: Verdnderung der lag-phase von LDL (in %; n=2) nach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Histidin, im Vergleich zur Kontrolle (100 %; 0 uM)

Zinksulfat

Bei Inkubation der LDL mit Zinksulfat in einer Endkonzentration von 0; 2,5; 5; 7,5 oder 10 uM
konnte keine Verdnderung der lag-phase in Bezug auf die Kontrolle (0 uM; 100 %)
beobachtet werden. Inkubation der LDL mit Zinksulfat fiihrte bei den hier verwendeten
Versuchsbedingungen und den eingesetzten Konzentrationen nicht zu einer Verdnderung der

Resistenz der LDL gegeniiber kupfer-induzierter Oxidation.
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Abb. 57: Beispiclhafter Verlauf (n=2) der Dienkonjugation humaner LDL, inkubiert mit
verschiedenen Konzentrationen von Zinksulfat

In ist die Verdanderung der lag-phase der unterschiedlichen Ansdtze im Vergleich zu
Kontroll-LDL dargestellt. Die Ergebnisse sind in Minuten angegeben. Ein positiver Wert
bedeutet eine Verldngerung der lag-phase um den entsprechenden Wert in bezug auf die
Kontrolle und somit eine erhohte Oxidationsresistenz. Ist der Wert negativ, so bedeutet dies eine
Verkiirzung der lag-phase im Vergleich zur Kontrolle, also eine prooxidative Wirkung der

entsprechenden Substanz.

Tab. 19: Verinderung der lag-Phase von LDL (Minuten; MEAN * SD), inkubiert mit
verschiedenen Antioxidantien (unterschiedliche Konzentrationen) im Vergleich zur Kontrolle
(ohne Zusatz von Antioxidantien)

Veranderung der lag-phase (Minuten)

2,5 uM 5 UM 7,5 uM 10 uM 20 uM
Zinkhistidin +93+1,8° +403+1,8 +568+1,1° +733+1,8 _
Histidin +48+04 +143+04 B +555+0,7 +943+1,1°
Zinksulfat -13+1,8 -1,5£0,7 -1,5£0,7 -2,8+1,8 _

" signifikante Unterschiede im Vergleich zu den anderen Konzentrationen, p < 0,001, SNK
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Bei Inkubation der LDL mit Zinkhistidin konnte eine Verlingerung der lag-phase beobachtet
werden. Bei steigender Konzentration konnte eine zunehmende Verldngerung der lag-phase
beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 10 uM betrug die Verldngerung in Bezug auf
die Kontrolle durchschnittlich 73,3 + 1,8 Minuten (.

Die Inkubation der LDL mit Histidin hatte ebenfalls eine Verldngerung der lag-phase zur Folge.
Bei Einsatz der gleichen Konzentration wie Zinkhistidin fiel die Verldngerung aber niedriger aus
als bei Zinkhistidin. So konnte bei einer Konzentration von 10 uM eine Verldngerung der
lag-phase um 55,5 + 0,7 Minuten beobachtet werden. Bei 20 uM war betrug sie 94,3 + 1,1
Minuten im Vergleich zur Kontrolle.

Wurden die LDL mit verschiedenen Konzentrationen von Zinksulfat inkubiert, so konnten keine

signifikanten Unterschiede in der Verénderung der lag-phase beobachtet werden ([Lab. 19).

Die in diesem Versuchsansatz verwendeten Substanzen wurden auf ihre antioxidative Aktivitat
gegeniiber der kupfer-induzierten LDL-Oxidation getestet. Die drei Substanzen zeigten, wie zu
erwarten war, gro3e Unterschiede in der antioxidativen Aktivitdt. Der hochste protektive Effekt
gegeniiber LDL-Oxidation wurde bei Inkubation der LDL mit Zinkhistidin beobachtet.
Zinkhistidin zeigte eine stidrkere antioxidative Aktivitdt gegeniiber LDL-Oxidation als Histidin,
bei Inkubation mit identischen Konzentrationen. Bei Inkubation der LDL mit Zinksulfat konnte

keine signifikante Verdnderung der Oxidationsresistenz der LDL beobachtet werden.

Kombination von Histidin mit Quercetin oder Kaffeesiure

Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von Histidin und Quercetin oder Histidin und
Kaffeesdure konnte eine Verkiirzung der lag-phase bezogen auf die Einzeleffekte von Quercetin
oder Kaffeesiure beobachtet werden (Abb. 58). Der Zusatz von Histidin scheint also die
antioxidative Wirkung von Quercetin oder Kaffeesdure zu hemmen. Im Hinblick auf die lag-
phase von LDL inkubiert mit Histidin allein konnte allerdings durch Zusatz von Quercetin oder

Kaffeesdure eine Verldngerung erzielt werden.
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Abb. 58: Verlangerung der lag-phase von LDL (in %) nach Inkubation mit Histidin, Quercetin
und Kaffeesdure (allein oder in Kombination, dunkelblau bzw. hellblau) im Vergleich zur
Kontrolle (100 %, ohne Zusatz von Antioxidantien)

Bei Kombination von Zinksulfat mit Quercetin oder Kaffeesdure konnte keine Verlingerung der
lag-phase bezogen auf die Einzeleffekte beobachtet werden (nicht dargestellt). Zinksulfat war
weder allein noch in Kombination mit Quercetin oder Kaffeesdure in der Lage die antioxidative

Kapazitit von LDL zu erhdhen.
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4 Diskussion

4.1 Studie 1: Einfluss von a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Kaffeesaure und
ausgewahlten Flavonoiden auf die kupfer-induzierte Oxidation von Low
Density Lipoproteinen

Anhand zahlreicher Studien konnte gezeigt werden, dass Anthocyane, Flavonoide und auch
Phenolsduren antioxidative Wirkung bei der Oxidation von LDL aufweisen (de Whalley et al.,
1990, Laranjinha et al., 1994, Nardini et al.,, 1995, Vinson et al., 1995). Aber nur wenig
Information ist verfligbar iiber die Wirkung von Kombinationen verschiedener antioxidativ
wirksamer Substanzen auf die LDL-Oxidation. Kenntnisse iiber die Wirkungsweise von
Antioxidantien wiirden es ermoglichen, die Zusammenhédnge der antioxidativen Effekte in
komplexen Gemischen, wie sie in Obst oder Gemiise vorliegen, besser zu verstehen. Anhand der
vorliegenden Studie sollte der Einfluss verschiedener Antioxidantienkombinationen auf die

Oxidation von LDL untersucht werden.

Um den Einfluss von verschiedenen Antioxidantienkombinationen untersuchen zu koénnen,
mussten zundchst die Effekte der Einzelsubstanzen ermittelt werden. Dabei konnte beobachtet
werden, dass die Einzelsubstanzen a-Tocopherol (5 pM) und Ascorbinsdure (3 uM) in dem hier
verwendeten Versuchsansatz eine niedrigere antioxidative Aktivitdt besalen (bezogen auf die
eingesetzten Konzentrationen) als die Polyphenole (1 pM). Auch Sanchez-Moreno et al. (2000)
haben gezeigt, dass Polyphenole, darunter auch Kaffeesdure, Quercetin, Rutin oder Ferulaséure,
eine hohere antioxidative Wirkung auf die Hemmung der LDL-Oxidation hatten, als
a-Tocopherol oder Ascorbinsdure. Cao et al. (1996) und Wang et al. (1996) vermuteten, dass
Polyphenole allgemein weit wirksamere Antioxidantien darstellen als o-Tocopherol oder
Ascorbinsdure. Sie zeigten, dass mehr als 80 % der antioxidativen Aktivitdt bei Obst und

Gemiise auf andere Inhaltstoffe als Vitamin E und C und B-Carotin zuriickzufiihren sind.

Die drei wirksamsten Antioxidantien bei der vorliegenden Versuchsanordnung waren Quercetin
gefolgt von Epicatechin und Kaffeesdure. Fiir Quercetin konnte eine durchschnittliche
Verlidngerung der lag-phase um 108 % in bezug auf die Kontrolle beobachtet werden. Bei

Epicatechin und Kaffeesdure betrug die Verldngerung der lag-phase 74 bzw. 80 %. Fir
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o-Tocopherol wurde zwar eine Verldngerung der lag-phase von ebenfalls 74 % gemessen,
allerdings betrug die Konzentration von a-Tocopherol 5 pM im Vergleich zu den Polyphenolen
mit 1 uM. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass bei der vorliegenden Untersuchung ein
starker Einfluss der ortho-Dihydroxystruktur (Catecholstruktur) auf die antioxidative Aktivitit
beobachtet werden konnte. Hesperetin (38 %) und Phloretin (31 %) hatten eine geringe
antioxidative Aktivitdit im Vergleich zu den Polyphenolen mit ortho-Dihydroxystruktur
Quercetin, Kaffeesdure und Epicatechin .
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Abb. 59: Chemische Struktur der in Studie 1 verwendeten Testsubstanzen
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a-Tocopherol

Tocopherole sind monophenolische Substanzen und tragen zur Stabilisierung von pflanzlichen
Olen bei. Besonders a-Tocopherol stellt ein wichtiges biologisches Antioxidans dar, da es in der
Lage ist, die Oxidation von Lipiden beim Menschen zu verhindern.

Die Konzentration von a-Tocopherol in den LDL betrdgt etwa 6 mol/mol LDL (Esterbauer et al.,
1991) und ist damit das Antioxidans mit der hdchsten Konzentration in den LDL. a-Tocopherol
ist in der dulleren Schicht der LDL lokalisiert, der Chromanolring ist dabei zur wissrigen Phase
hin ausgerichtet. Bei einer Untersuchung von Hoffmann (1998) konnte eine
a-Tocopherolkonzentration von etwa 7 pmol/l in den LDL nachgewiesen werden.

Grundlage fiir die antioxidative Aktivitdt von Tocopherol ist das Tocopherol/Tocopherylquinon-
Redoxsystem. Tocopherole sind Radikalfdnger und beseitigen Lipidradikale unter Bildung eines
Tocopherylsemiquinons. Durch die Reaktion von zwei Semiquinonen entsteht ein Quinon und
ein regeneriertes Tocopherol (Shahidi und Wanasundara, 1992).

Esterbauer et al. (1991) inkubierten LDL mit a-Tocopherol (10 pM) und verfolgten den Verlauf
der kupfer-induzierten Dienkonjugation (1,66 uM CuCl,). Es konnte eine Verlingerung der lag-
phase von 47 Minuten (Kontroll-LDL) auf 76 Minuten (62 %) beobachtet werden. Dieser eher
schwache protektive Effekt beruhte nach Esterbauer et al. (1991) auf einer geringen

Inkorporation des zugesetzten a-Tocopherols in die LDL.

Ascorbinsdure

Vitamin C ist ein wasserlosliches Antioxidans und die Plasmakonzentration betrdgt etwa
30-100 uM (Frei et al., 1996). Ascorbinsdure kann die Lipide im Plasma vor oxidativen
Verdnderungen, ausgeldst durch Peroxylradikale, Makrophagen, Kupferionen oder das
Xanthin/Xanthinoxidase-System, schiitzen (Frei et al., 1989, Retsky und Frei, 1995, Halliwell
und Gutteridge, 1990). Durch in vitro Untersuchungen lie sich zeigen, dass Ascorbinsdure die
Oxidation humaner LDL durch hydrophile Radikale verhindert (Niki, 1991). Membranstindige,
lipophile Radikale wie Sauerstoffradikale konnen durch Ascorbinsdure nicht beeinflusst werden,
allerdings wurde beobachtet, dass Ascorbinsdure an der Regeneration des
o-Tocopheroxylradikals beteiligt ist (Niki, 1991).

Retsky et al. (1993) und Stait und Leake (1996) zeigten durch ihre Untersuchung, dass
Ascorbinsdure in der Lage ist, LDL vor kupfer-induzierter Oxidation zu schiitzen, indem es

selbst zu Dehydroascorbinsdure oxidiert wird. Dadurch kommt es mdglicherweise zu einer



Diskussion 86

Modifikation des Apolipoprotein B, Kupferionen konnen nicht mehr an die LDL binden und eine
Oxidation der LDL wird so verhindert (Retsky et al., 1993, Esterbauer et al. 1991).
Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsidure bilden ein Redoxsystem mit Semihydroascorbinsdure
als reaktionsfahiger Zwischenstufe. Durch Abgabe von 2 Elektronen entsteht aus Ascorbinsdure
Dehydroascorbinsdure (Cossins et al., 1998).

Laranjinha und Cadenas (1999) konnten bei Inkubation von LDL mit Ascorbinséure (2 pM)
wéhrend Ferrylmyoglobin-induzierter LDL-Oxidation eine Verldngerung der lag-phase um
20-50 % bezogen auf die Kontrolle beobachten. Dabei war der a-Tocopherolgehalt der LDL
nicht von Bedeutung. Esterbauer et al. (1989b) konnten bei Inkubation der LDL mit
Ascorbinsdure (5 uM) eine Verldngerung der lag-phase von 72 auf 129 Minuten (79 %) wéhrend
kupfer-induzierter LDL-Oxidation (1,66 uM CuCl,) erreichen.

Neben der antioxidativen Wirkung konnten anhand zahlreicher Studien bei Ascorbinsdure und
a-Tocopherol durch Ubergangsmetalle ausgeldste prooxidative Aktivititen beobachtet werden
(Stait und Leake, 1994, Levine et al., 1998, Iwatsuki et al., 1995, Maiorino et al., 1993, Yoshida
et al., 1994). Kontush et al. (1996) konnten bei a-Tocopherol eine prooxidative Wirkung bei der
LDL-Oxidation feststellen, wenn die Kupferkonzentration (0,1 pM) niedrig war. Bei einer
hoheren Kupferkonzentration (3 uM) wirkte a-Tocopherol antioxidativ. Auch Flavonoide oder
Phenolsdure konnen unter bestimmten Versuchsbedingungen eine prooxidative Aktivitét
aufweisen (Fukumoto und Mazza, 2000, Yamanaka et al., 1997) (vergleiche 4.4.).

Eine prooxidative Wirkung konnte bei vorliegender Untersuchung fiir keines der getesteten
Antioxidantien wahrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation beobachtet werden. Ein Grund dafiir
konnten die stark oxidierenden Bedingungen (Kupferkonzentration 16,6 puM) bei diesem
Versuchsansatz gewesen sein.

Unter physiologischen, schwach oxidierenden Bedingungen konnte aber die prooxidative
Wirkung der Substanzen eine Rolle spielen, allerdings haben Kontush et al. (1996) festgestellt,

dass Ascorbinsdure die prooxidativen Eigenschaften von a-Tocopherol auftheben kann.

Quercetin und Kaffeesiure

Bei einer Untersuchung von Manach et al. (1998) konnte Quercetin in einer Konzentration von

30-140 nmol/l im Niichternplasma nachgewiesen werden. Nach einer Testmahlzeit betrug die
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Quercetinkonzentration 370 nmol/l. In einer Studie von Hollman et al. (1996) konnte eine
Quercetinkonzentration von 650 nmol/l nach einer Testmahlzeit bestimmt werden. Cremin et al.
(2001) haben nach einer Testmahlzeit eine Kaffeesdurekonzentration im Plasma von etwa
90 nmol/l messen konnen.

Die wesentlichen strukturellen Voraussetzungen fiir die antioxidative Aktivitéit bei Flavonoiden
sind die Catecholstruktur des B-Rings, die 2,3-Doppelbindung des C-Rings in Konjugation mit
der Carbonylgruppe am C-Atom 4 und deren Wechselwirkung mit benachbarten
Hydroxygruppen (Bohm et al., 1998, Croft, 1998). Diese funktionellen Gruppen ermdoglichen
eine hohe antioxidative Aktivitit gegeniiber kupfer-induzierter Oxidation. Bei der hier
vorliegenden Untersuchung konnte fiir Quercetin, das die genannten Strukturen besitzt, die
hochste antioxidative Aktivitit der Testsubstanzen beobachtet werden (vergleiche 4.3).
Kaffeesdure ist eine Hydroxyzimtsdure und besitzt die funktionellen Gruppen, die fiir die
antioxidative Wirkung bei Flavonoiden verantwortlich gemacht werden (Laranjinha und
Cadenas, 1999). So ist auch bei der Kaffeesdure eine ortho-Dihydroxystruktur und eine laterale
Doppelbindung in Konjugation mit einer Carbonylgruppe und dem Phenolrest zu finden.
Dennoch besa3 Quercetin bei der vorliegenden Untersuchung eine hohere antioxidative Aktivitét
als Kaffeesdure, aufgrund einer hoheren Anzahl an Metallbindungsstellen. So stellen bei
Quercetin neben der Catecholstruktur auch die 3- und 5-Hydroxygruppe in Verbindung mit der
4-0x0-Gruppe Metallbindungsstellen dar (vergleiche 4.3, |Abb. 63] |Abb. 64). Allerdings war die

Wirkung von Kaffeesdure im Vergleich zu den anderen getesteten Substanzen sehr hoch.

Epicatechin

In einer Untersuchung von Rein et al. (2000) konnten 2 Stunden nach dem Verzehr von
Schokolade eine Epicatechinkonzentration von 260 nmol/l nachgewiesen werden.

Epicatechin gehort zur Gruppe der Flavan-3-ole (Catechine), die einen gesittigten
heterozyklischen Ring besitzen. Die dadurch fehlende Konjugation von A- und B-Ring, im
Vergleich zu den Flavonolen (Quercetin) (Abb. 59), macht sich in einer niedrigeren
antioxidativen Aktivitit bemerkbar (Rice-Evans et al., 1996). Eine 4-oxo-Gruppe ist nur wirksam
in Verbindung mit einer 2,3-Doppelbindung. Den grofiten Beitrag zur Komplexbildung mit
Ubergangsmetallen leistet die Catecholstruktur des B-Rings (Pietta, 2000). Bei der vorliegenden
Untersuchung konnte zwar beobachtet werden, dass Epicatechin eine niedrigere antioxidative

Aktivitét als Quercetin besal3, jedoch war die antioxidative Aktivitit verglichen mit den anderen
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getesteten Substanzen relativ hoch. Dies diirfte vor allem an der Catecholstruktur des B-Rings

bei Epicatechin liegen.

Hesperetin

In einer Untersuchung von Erlund et al. (2001) konnte nach einer Testmahlzeit eine
Hesperetinkonzentration im Plasma von 0,5-5,5 pmol/l gemessen werden.

Flavanone mit nur einer Hydroxygruppe am B-Ring wie Hesperetin besitzen nur geringe
antioxidative Aktivitit (Shahidi und Wanasundara, 1992). Jedoch scheinen bei einem Fehlen der
Catecholstruktur die anderen Strukturen eine stirkere Bedeutung fiir die Aktivitdt als
Radikalfanger zu bekommen. So kann eine Methylierung an Position 4” die 3 -Hydroxygruppe
aktivieren und die antioxidative Aktivitit erhdhen, wie im Fall von Hesperetin (van Acker et al.,
1998). Die Hydroxygruppen des A-Rings leisten nur einen geringen Beitrag zur antioxidativen
Aktivitit bei Abwesenheit der Catecholstruktur (Rice-Evans et al., 1996). Aufgrund der
fehlenden 2,3-Doppelbindung im heterozyklischen Ring im Vergleich zu Quercetin kann bei
Hesperetin keine Elektronendelokalisierung zwischen Ring A und B stattfinden (Rice-Evans et
al., 1996).

Fiir Hesperetin konnte auch bei vorliegender Untersuchung nur eine sehr niedrige antioxidative
Aktivitdt aufgrund der Position der Hydroxylgruppe am B-Ring beobachtet werden. Die

3’-Position bietet nur geringes Potential zur Elektronenabgabe (Sekher et al., 2001).

Phloretin

Chalkone werden {iber den "Shikimate-Pathway” in der Pflanze gebildet und sind Vorstufen der
Flavonoide. Phloretin zdhlt zu dieser Gruppe und ist damit den anderen Flavonoiden strukturell
sehr dhnlich, der Unterschied liegt im C-Ring, der bei den Chalkonen nicht geschlossen ist
59') (Tomas-Barberan und Clifford, 2000).

Miranda et al. (2000) untersuchten verschiedene Chalkone und Flavonoide auf deren
antioxidative Wirkung gegeniiber kupfer-induzierter LDL-Oxidation (Kupferkonzentration
2 uM). Dabei konnten sie feststellen, dass die Inkubation der LDL mit 5 uM Phloretin keinen
Einfluss auf die lag-phase von LDL hatte, verglichen mit Kontroll-LDL. Eine Konzentration von

25 uM Phloretin hatte nur eine geringe Verldngerung der lag-phase in bezug auf die Kontrolle
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zur Folge. Im Gegensatz dazu verhinderte 5 oder 25 uM Quercetin eine Oxidation der LDL iiber
einen Zeitraum von fiinf Stunden vollstindig.

Auch bei den Chalkonen haben Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung gezeigt, dass
die Anwesenheit von Hydroxy- und Methoxygruppen am A- oder B-Ring eine entscheidende
Rolle bei der antioxidativen Aktivitdt dieser Substanzen spielen (Anto et al., 1995). Butein, ein
Chalkon mit Catecholstruktur (ortho-Dihydroxystruktur) am B-Ring und zwei weiteren
Hydroxygruppen am A-Ring zeigte eine hohe antioxidative Wirkung bei der kupfer-induzierten
LDL-Oxidation (Cheng et al., 1998). Dagegen konnten Vaya et al. (1997) bei Isoliquiritigenin,
einem Chalkon mit nur jeweils einer 7-Hydroxygruppe am A-Ring und einer 4 -Hydroxygruppe
am B-Ring, eine geringe antioxidative Aktivitdt wihrend AAPH-induzierter LDL-Oxidation
feststellen. Fiir Chalkone scheint also eine &hnliche Struktur-Wirkungsbeziehung bei kupfer-
induzierter LDL-Oxidation wie fiir die Flavone oder Phenolsduren zu gelten.

Fiir Phloretin konnte bei der hier vorliegenden Untersuchung nur eine schwache antioxidative
Aktivitat bei kupfer-induzierter LDL-Oxidation registriert werden. Dies diirfte vor allem daran
liegen, dass die Catecholstruktur fehlt, die einen entscheidenden Beitrag zur Komplexbildung mit
Kupferionen leistet (Pietta, 2000). Die 5-Hydroxygruppe in Verbindung mit der 4-oxo-Gruppe ist
zwar eine Metallbindungsstelle, allerdings fehlt die 2,3-Doppelbindung. Dadurch ist eine
Mesomeriestabilisierung zwischen A- und B-Ring bei dem entstehenden Radikal nicht

gewihrleistet.

Svynergistische Wirkung verschiedener Antioxidantien

Zahlreiche Studien haben bestétigt, dass Ascorbinsdure in der Lage ist, a-Tocopherol zu
regenerieren und so die antioxidative Kapazitit von Membranen zu erhéhen (Frei et al., 1989,
Retsky and Frei, 1995, Packer et al., 1979, Niki et al., 1995, Niki, 1991, Jialal und Grundy, 1991,
Doba et al., 1985, Frei et al., 1996). Ascorbinsdure regeneriert O-Tocopherol von dessen
Radikalform, und das dabei entstehende Radikal der Ascorbinsidure wird wiederum durch Thiole,
wie z.B. Glutathion (GSH) zu Ascorbinsidure umgewandelt.

Auch verschiedene Flavonoide und Ascorbinsdure sind in der Lage, sich gegenseitig zu
beeinflussen, analog dem Synergismus von Ascorbinsdure und a-Tocopherol (Fuhrman and
Aviram, 2001). Rusznyak und Szent-Gyorgyi (1936), Bentsath et al. (1936) und Bentsath et al.
(1937) konnten schon vor einigen Jahrzehnten beobachten, dass Zitronensaft oder Paprikaextrakt

die Briichigkeit und die Permeabilitit der Kapillarwand reduziert, aber Ascorbinsdure allein
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keinen Effekt hatte. Als aktive Substanz dieser Extrakte wurde ein Flavone oder Flavonglycosid
identifiziert und als Vitamin P bezeichnet. Es wurde damals vermutet, dass Skorbut durch einen

Mangel an Vitamin C und P verursacht wird.

Die Féhigkeit der Flavonoide, durch Elektronenabgabe einen oxidativen Angriff abzuwehren,
hidngt von dem Redoxpotential von Flavonoid und Oxidans ab. Bei der Bestimmung des
Redoxpotentials wird die Verdnderung der freien Enthalpie bei einer Redoxreaktion gemessen
(Jovanovic et al., 1998). Bors et al. (1995) haben beobachtet, dass die 2,3-Doppelbindung und
die Catecholstruktur des B-Rings einen starken Einfluss auf das Redoxpotential haben.
Substanzen, die diese Strukturen besitzen, wie etwa Quercetin, haben ein hoheres Redoxpotential
als Ascorbinsdure und wiéren somit in der Lage Ascorbinsdure zu oxidieren (Rice-
Evans und Miller, 1998). Dagegen konnten Flavonoide mit einem niedrigeren Redoxpotential

Ascorbinsdure regenerieren (Bors et al., 1995, Jovanovic et al., 1996, Cossins et al., 1998).

Vieira et al. (1998) konnten bei der Kombination von Phenolsduren und Ascorbinsdure einen
synergistischen, antioxidativen Effekt auf die Ferrylmyoglobin-induzierte LDL-Oxidation
feststellen. Ferrylmyoglobin ist ein Oxidationsprodukt, das bei der Reaktion von Metmyoglobin
und H,O, entsteht. Gemessen wurde die Abnahme von Cholesterol und Cholesterolestern
wéhrend der Oxidation der LDL und die Entstehung von Oxidationsprodukten. Kaffeesdure
schiitzte die LDL bei gleicher Konzentration (jeweils 2 pM) weit stirker vor Oxidation als
Ascorbinsdure. Wenn Kaffeesdure zusammen mit Ascorbinsdure zugesetzt wurde, konnte eine
Hemmung der LDL-Oxidation beobachtet werden, die stirker war als die Summe der
Einzeleffekte. Ascorbinsdure potenzierte den Schutz durch Kaffeesdure. Der gleiche Effekt
konnte auch bei Kombination mit p-Cumarsidure beobachtet werden. Es konnte ein
syngergistischer Effekt der Phenolsduren in Verbindung mit Ascorbinsdure und ein additiver
Effekt bei Kombination von Phenolsiuren festgestellt werden (Vieira et al., 1998).

Dieser Synergieeffekt wird erklart durch die Fihigkeit der Ascorbinsdure, das Phenoxyradikal
der Kaffeesdure zu regenerieren. Es entsteht dabei ein sehr stabiles Ascorbylradikal. Die
Reaktion von Ascorbinsdure und Phenolsduren ist sowohl kinetisch als auch thermodynamisch
moglich. Die Substanzen besitzen die gleiche Lokalisation und auflerdem weist das
Ascorbylradikal ein niedrigeres Reduktionspotential auf als Kaffeesdure (Jovanovic et al., 1994,

Steenken und Neta P., 1982).
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Laranjinha und Cadenas (1999) untersuchten das Zusammenspiel von Kaffeesiure, a-Tocopherol
und Ascorbinsdure auf die Oxidationsresistenz von LDL. Das Plasma wurde vor Isolation der
LDL mit a-Tocopherol angereichert, anschlieBend wurden die LDL mit Kaffeesdure und/oder
Ascorbinsdure (jeweils 2 uM) inkubiert. Die Wirkungen von Kaffeesdure und Ascorbinsiure
scheinen sich zu erginzen und resultieren in einer synergistischen antioxidativen Aktivitdt
gegeniiber LDL-Oxidation, die deutlich iiber der Summe der Einzeleffekte lag (Laranjinha und
Cadenas, 1999).

Kaffeesdure besitzt ebenfalls wie Quercetin eine Catecholstruktur und eine laterale
Doppelbindung (Bors et al. 1995). Hinsichtlich der Redoxpotentiale der Redoxpaare scheint auch
die Regeneration des Kaffeesdureradikals (Caf-O¢) durch Ascorbinsidure (AH) moglich zu sein
(Reaktion 1) (Jovanovic et al., 1994, Buettner und Jurkiewicz, 1993); erst wenn die
Konzentration der Kaffeesdure hoher ist als die der Ascorbinsdure konnte die Reaktion vermehrt

nach links verlagert werden (Laranjinha und Cadenas, 1999).

Caf-O+ + AH <> Caf-OH + A« (1)
Caf=0 + A* — Caf-O*+ A (2)
Caf-O+ + A* + H" — Caf-OH + A (3)

Doch neben Reaktion 1 scheinen auch noch andere Abldufe eine Regeneration von Kaffeesdure
zu bewirken. Durch Reduktion des Kaffeesdurequinons (Caf=0) durch das Radikal der
Ascorbinsdure (Ae) (Reaktion 2) und die Reaktion der Radikale von Kaffeesdure und
Ascorbinsdure kommt es zur Regeneration der Kaffeesdure (Caf-OH) und Bildung von

Dehydroascorbinsdure (A) (Reaktion 3) (Laranjinha und Cadenas, 1999).

LDL Zwischenschicht wassriges Kompartiment

a-Tocopheroxyl- Poly- Dehydro-
ROOH < radikal \ / phenol ascorbinséure 2 GSH
ROO / \’ / GSSG
a-Tocopherol Phenoxy- Ascorbin-

radikal saure

Abb. 60: Mogliche synergistische Wirkung von a-Tocopherol, Polyphenolen und Ascorbinsdure
wéhrend LDL-Oxidation (nach Laranjinha und Cadenas (1999), Cossins et al. (1998), Vieira et
al. (1998), Laranjinha et al. (1995), Fuhrman und Aviram (2001))
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Ascorbinsdure spielt eine wichtige Rolle im antioxidativen Netzwerk in vivo, bei dem auch
Flavonoide und Phenolsduren mitwirken konnen, da sie in der Lage sind, a-Tocopherol zu
regenerieren und selbst durch Ascorbinsdure regeneriert werden (.

Auch Croft (1998) hilt eine Reaktion von Flavonoiden oder Phenolsduren mit anderen
physiologischen Antioxidantien wie Ascorbinsdure fiir durchaus moglich. Kandaswami et al.
(1993) zeigten, dass der antiproliferative Effekt von Quercetin bei Anwesenheit von
Ascorbinsdure erhoht war. Mdglicherweise wird hierbei die Phenolsdure durch Ascorbinsdure

vor Oxidation geschiitzt.

Meyer et al. (1998) haben den Einfluss verschiedener Phenolkombinationen auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation untersucht. Gemessen wurde dabei die Hemmung der Hexanalbildung
wihrend der Oxidation. LDL wurde mit Catechin, Quercetin, Ellagsdure, Cyanidin und
Kaffeesdure, einzeln oder in Kombination von zwei oder drei Antioxidantien (Konzentration von
jeweils 2,5 uM), inkubiert. Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von Catechin und
Ellagsdure konnte eine antioxidative Aktivitdt beobachtet werden, die etwa die Hailfte des
Einzelsubstanzeffekts von Catechin betrug. Wurde Catechin mit einer anderen Substanz
kombiniert, lag der antioxidative Effekt unter der Summe der Effekte der Einzelsubstanzen.
Weder bei Kombination von zwei noch von drei Antioxidantien konnte ein synergistischer Effekt
beobachtet werden. Die Kombination von Quercetin und Kaffeesdure zeigte einen additiven
Effekt. Der von Meyer et al. (1998) beobachtete antagonistische Effekt von Catechin und
Ellagsdure wurde auf eine Wasserstoftbindung zwischen der ortho-Dihydroxygruppe von
Catechin und den Carbonylgruppen von Ellagsdure zuriickgefiihrt. Dadurch wird die Moglichkeit

von Catechin zur Wasserstoffabgabe behindert.

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte keine synergistische Wirkung von a-Tocopherol und
Ascorbinsdure festgestellt werden. Die Inkubation der LDL mit einer Kombination von
a-Tocopherol und Ascorbinsdure hatte bei der Dienkonjugation sogar einen verkiirzenden Effekt
auf die lag-phase, bezogen auf den Einzelsubstanzeffekt von a-Tocopherol. Dieser Effekt trat
auch bei der Kombination von a-Tocopherol und Phloretin auf. Bei Kombination von
a-Tocopherol mit Quercetin, Kaffeesdure, Epicatechin oder Hesperetin war der Effekt stirker als
der Einzelsubstanzeffekt von a-Tocopherol, jedoch nicht hoher als die Summe der Einzeleffekte.
Dagegen konnte bei Kombination von Ascorbinsdure mit einem Polyphenol ein LDL-protektiver

Effekt beobachtet werden, der hoher war als bei der entsprechenden Kombination mit
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a-Tocopherol, obwohl der Einzelsubstanzeffekt von Ascorbinsdure niedriger war als der von
a-Tocopherol. Bei Kombination von Ascorbinséure mit einem Polyphenol war die antioxidative
Wirkung hoher als die Summe der Einzelsubstanzeffekte. Einzige Ausnahme war die
Kombination von Ascorbinsdure mit Phloretin, hier lag der Effekt unter der Summe der
Einzelsubstanzeffekte.

Diese Ergebnisse lassen eine synergistische Wirkung von Ascorbinsdure mit den Polyphenolen
vermuten. Wahrscheinlich wurden die bei der Oxidation entstehenden Radikale der Polyphenole

durch Ascorbinsdure regeneriert.

Anordnung der Antioxidantien im LDL-Modell

o-Tocopherol ist ein Antioxidans, das die Kettenreaktion bei der Lipidperoxidation unterbrechen
kann, diese Reaktion beinhaltet einen Wasserstofftransfer auf ein sekundéres Lipidperoxylradikal
(Esterbauer et al., 1989c). Eine Eigenschaft des dabei entstehenden Tocopheroxylradikal ist, dass
es nicht aus den LDL diffundiert. Der polare Teil der Phenolgruppe von a-Tocopherol trigt aber
dazu bei, dass sich a-Tocopherol nahe der Zwischenphase befindet und diese Anordnung erlaubt
eine Reaktion des Tocoperoxylradikals mit wasserloslichen Antioxidantien (Laranjinha und
Cadenas, 1999).

Die hydrophilen Eigenschaften der Polyphenole und Flavonoide ermdglichen eine Anordnung in
der Grenzschicht der LDL. Dadurch sind sie in der Lage, einen Angriff durch freie Radikale im
wéssrigen Medium abzuwehren und auflerdem lipophile Radikale (Tocopheroxylradikal) zu
regenerieren. Das dabei entstehende Phenoxyradikal kann wiederum von Elektronendonatoren in
der wissrigen Phase, wie Ascorbinsdure, regeneriert werden (Laranjinha und Cadenas, 1999,
Croft, 1998, Rice-Evans und Miller, 1998).

Kaffeesdure ist nach Laranjinha et al. (1995) in der Lage, den Verbrauch von endogenem
a-Tocopherol wahrend LDL-Oxidation zu hemmen. Verglichen mit Ascorbinsdure schiitzt 6 pM
Kaffeesdure das a-Tocopherol fiir 6 Stunden, wahrend 6 uM Ascorbinsdure nur einen Schutz fiir
2,5 Stunden bieten. Wird Ascorbinsdure erst nach dem Start der Oxidationsreaktion zugegeben,
so wird die Oxidation sofort gestoppt. Bei Zugabe von Kaffeesdaure wird die Oxidationsreaktion
erst nach einer kurzen Verzogerung gestoppt. Wurde LDL, angereichert mit d-Tocopherol, mit
Kaffeesdure inkubiert, war die Hemmung der Oxidation stirker als die Summe der einzelnen

Effekte (Laranjinha et al., 1995).
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a-Tocopherol als lipophiles Antioxidans wurde bei vorliegender Untersuchung zu einer
wassrigen LDL-Préparation gegeben. Unter diesen Bedingungen wurde wahrscheinlich kaum
a-Tocopherol an die LDL gebunden. Diese Situation ist nur schwer vergleichbar mit der in vivo.
Esterbauer et al. (1989b) inkubierten Plasma mit a-Tocopherol fiir 2 Stunden, isolierten
anschlieend die LDL und bestimmten die Konzentration von a-Tocopherol in den LDL. Dabei
wurde beobachtet, dass bei einer Konzentration von 125 uM a-Tocopherol im Plasma nur
1,66 uM in die LDL aufgenommen wurden. Bei Verwendung von hoheren Konzentrationen
konnte der Tocopherolgehalt der LDL gesteigert werden. In einem zweiten Versuchsansatz von
Esterbauer et al. (1989b) wurden die LDL direkt mit a-Tocopherol inkubiert. Hierbei wurde
beobachtet, dass ein noch geringerer Anteil des a-Tocopherols in die LDL aufgenommen wurde.
Dies ldsst vermuten, dass unter den vorliegenden Versuchsbedingungen bei einer Konzentration
von 5 uM a-Tocopherol die Aufnahme in die LDL sehr gering war. Deshalb besa3 a-Tocopherol
bei der vorliegenden Untersuchung eine niedrige antioxidative Aktivitit und es konnte eine
antagonistische Wirkung bei a-Tocopherol und Ascorbinsdure beobachtet werden.

Wurde ndmlich bei der vorliegenden Untersuchung Plasma vor Isolation der LDL mit
o-Tocopherol (Endkonzentration im Plasma 250 pM) inkubiert und LDL dann anschlieend
isoliert war das Ergebnis anders. Bei Inkubation der mit a-Tocopherol vorinkubierten LDL mit
Ascorbinsédure (3 uM) konnte mit einer Kupferkonzentration von 16,6 uM eine Verlédngerung der
lag-phase um 31 %, bezogen auf die Inkubation mit a-Tocopherol allein, beobachtet werden.
Allerdings lag dieser Effekt unter der Summe der Einzeleffekte. Mit einer Kupferkonzentration
von 5 uM konnte dagegen bei Kombination von a-Tocopherol und Ascorbinsdure ein additiver
Effekt festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den Tocopherolen besitzen die Flavonoide sowohl hydrophile als auch lipophile
Anteile und sind so in der Lage freie Radikale im hydrophilen als auch im lipophilen Milieu zu
beseitigen. AuBlerdem ermdglichen die chemischen Eigenschaften der Flavonoide eine
Regeneration der endogenen Antioxidantien (Fuhrman und Aviram, 2001). Ascorbinsdure ist
hydrophil und befindet sich in der wéssrigen Phase und scheint sich in der Wirkung mit den

Polyphenolen zu ergénzen.

Die antioxidative Wirkung von Antioxidantienkombinationen scheint sehr stark von den
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Antioxidantien und der damit verbundenen
Anordnung im LDL-Modell abzuhingen. Die einzelnen Substanzen besitzen unterschiedliche

antioxidative Mechanismen, die sich aber nur teilweise ergdnzen. Die Unterschiede in der
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antioxidativen Aktivitdt der Substanzen, konnen moglicherweise auf die unterschiedliche
Loslichkeit und Anordnung der einzelnen Substanzen in der hydrophilen und der lipophilen
Phase im LDL-System zuriickgefiihrt werden.

Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchung konnten synergistische aber auch antagonistische
Effekte unter den getesteten Antioxidantien beobachtet werden. Da die Antioxidantien in der
Natur in verschiedenen Kombinationen vorgefunden werden, diirfen sie auch bei in vitro
Untersuchungen nicht isoliert voneinander betrachtet werden. In vitro Effekte solcher
Antioxidantienkombinationen geben natiirlich nicht die Situation in vivo wieder, konnten aber

bei der Planung klinischer Studien eine grof3e Hilfe sein.

Die Ergebnisse der Messung der Tryptophanfluoreszenz und der Carbonylgruppenbildung haben
die Beobachtungen bei der Dienkonjugation bestétigt. Mit beiden Methoden konnte bei
Kombination von a-Tocopherol und Ascorbinsdure keine synergistische Wirkung beobachtet
werden. Sowohl bei der Tryptophanfluoreszenz als auch bei der Carbonylgruppenbildung konnte
ein stirkerer antioxidativer Effekt bei Kombination von Ascorbinsdure mit Quercetin oder
Kaffeesdure beobachtet werden, als bei Kombination der beiden Polyphenole mit a-Tocopherol,
wenngleich auch mit diesen Methoden a-Tocopherol bei den Einzelsubstanzen eine hohere
antioxidative Aktivitdt als Ascorbinsidure besal3. Die hochste antioxidative Wirkung wurde bei
Kombination von Quercetin und Kaffeesdure erzielt. Dieser hier aufgetretene Synergieeffekt

wurde in Studie 3 niher untersucht.
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4.2 Studie 2: Konzentrationen von a-Tocopherol, Quercetin und Kaffeesiure
in den Low Density Lipoproteinen im Verlauf der kupfer-induzierten
Oxidation

Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchung sollte der Verbrauch der zugesetzten Antioxidantien
wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation verfolgt werden. Die LDL wurden mit a-Tocopherol,
Ascorbinsdure, Quercetin und Kaffeesdure, einzeln oder in verschiedenen Kombinationen,
inkubiert. Ein Konzentrationsverlauf konnte allerdings nur fiir a-Tocopherol, Quercetin und
Kaffeesdure bestimmt werden.

Betrachtet man die Antioxidantiengehalte wihrend der kupfer-induzierten LDL-Oxidation, so
fallt auf, dass Quercetin am schnellsten oxidiert wird. Bereits nach 5 Minuten sind im Ansatz nur
noch 3-17 % vorhanden. Dabei ist in dem hier verwendeten Versuchsansatz unerheblich, ob die
LDL mit Quercetin allein oder zusammen mit anderen Antioxidantien inkubiert wurden.
Lediglich bei Inkubation einer Kombination aus Quercetin, Kaffeesdure, a-Tocopherol und
Ascorbinsdure ist die Oxidation von Quercetin gering verzogert.

Der o-Tocopherolgehalt in den LDL-Praparationen liegt nach einer Reaktionszeit von
30 Minuten noch zwischen 5 und 12 %. Bei Inkubation der LDL mit einer Kombination von
o-Tocopherol und Ascorbinsidure oder einer Kombination von a-Tocopherol, Ascorbinsiure,
Quercetin und Kaffeesdure nimmt der a-Tocopherolgehalt langsamer ab als bei den anderen
Ansitzen.

Esterbauer et al. (1989b) untersuchten den Verbrauch von endogenem a-Tocopherol der LDL
wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation (Kupferkonzentration 1,66 uM). Bei einer lag-phase
von 55 Minuten war d-Tocopherol schon nach 10 Minuten vollstindig verbraucht. Cartron et al.
(2001) stellten bei ihrer Untersuchung fest, dass endogenes a-Tocopherol wéhrend kupfer-
induzierter LDL-Oxidation (Kupferkonzentration 5 uM) nach 60 Minuten verbraucht war.
Wurden die LDL mit 1,6 pM Kaffeesdure inkubiert, war a-Tocopherol erst nach etwa
180 Minuten verbraucht. Und bei einer Konzentration von 3,1 uM Kaffeesdure war der
Verbrauch von a-Tocopherol noch stirker verzogert, erst nach etwa 270 Minuten war kein
a-Tocopherol mehr vorhanden. Cartron et al. (2001) vermuteten, dass Kaffeesdure bei diesem
Versuchsansatz bereits zu Beginn der Oxidationreaktion noch vor a-Tocopherol verbraucht wird.
Dies konnte bei vorliegender Untersuchung nicht festgestellt werden. Kaffeesdure wird

gegeniiber a-Tocopherol und Quercetin deutlich langsamer verbraucht und es konnte ein starker
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Einfluss der Kombinationen auf den Verlauf beobachtet werden. Kaffeesdure wurde am
schnellsten verbraucht bei Inkubation der LDL mit Kaffeesdure, allein oder in Kombination mit
Ascorbinsdure. Bei einer Kombination von Kaffeesdure und Quercetin oder Kaffeesédure,

Quercetin, a-Tocopherol und Ascorbinsdure wurde die Kaffeesdure langsamer verbraucht.

Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann eine Regeneration der Kaffeesdure durch
Ascorbinsdure (Laranjinha und Cadenas, 1999) (vergleiche 4.1) nicht bestitigt werden. Bei
Kombination von Ascorbinsidure und Kaffeesédure war der Verbrauch von Kaffeesidure sogar am
schnellsten. Dies konnte vor allem an der Sensitivitit der Methode liegen. Die
Antioxidantienkonzentrationen waren sehr gering, die Kupferkonzentration hingegen aber sehr
hoch. Dies fiithrt zu einem schnellen Verlust der Antioxidantien. FEine niedrigere
Kupferkonzentration wiére bei diesem Versuchsansatz von Vorteil gewesen, die Antioxidantien
wéren dann weniger schnell verbraucht worden und der Verlauf wire besser nachvollziehbar

gewesen.

Synergistische Wirkungen konnten bei Kombination von Quercetin und a-Tocopherol (Fuhrman
und Aviram, 2001, Rice-Evans und Miller, 1998) oder Kaffeesdure und a-Tocopherol
(Laranjinha und Cadenas, 1999) (vergleiche 4.1), nicht beobachtet werden. Bei Kombination von
Quercetin und Kaffeesdure konnte eine deutliche Verzogerung des Kaffeesdureverbrauchs
festgestellt werden. Diese Beobachtung konnte moglicherweise den in Studie 1 und 3
beobachteten Synergieeffekt von Quercetin und Kaffeesdure erkldren, eventuell wird Kaffeeséure
wihrend kupfer-induzierter Oxidation durch Quercetin geschiitzt. AuBerdem konnte bei
Kombination aller vier Antioxidantien ein gewisser Spareffekt auf die einzelnen Antioxidantien

beobachtet werden.

o-Tocopherol als lipophiles Antioxidans wurde bei vorliegender Untersuchung zu einer
wissrigen LDL-Priaparation gegeben. Diese unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften
erschweren eine Aufnahme von a-Tocopherol in die LDL. Es war bei dieser Versuchsanordnung
davon auszugehen, dass das a-Tocopherol kaum in die LDL aufgenommen wird (vergleiche 4.1).
Bei vorliegender Untersuchung wire es hilfreich gewesen, das Plasma vor Isolation der LDL mit
a-Tocopherol anzureichern. Dann wére das a-Tocopherol in der LDL-Prdparation

wahrscheinlich wirklich an die LDL gebunden gewesen.
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4.3 Studie 3: Vergleich des Synergieeffekts von Quercetin und Kaffeesaure
mit der Wirkung strukturverwandter Substanzen auf die kupfer-induzierte
Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Mit Hilfe dieser Studie sollte der bei einer vorangegangenen Untersuchung (Studie 1)
beobachtete Synergieeffekt von Quercetin und Kaffeesdure bei Inkubation der LDL untersucht
werden; speziell sollte der Einfluss der chemischen Struktur der getesteten Substanzen auf deren
antioxidative Aktivitdit bei der Hemmung der kupfer-induzierten LDL-Oxidation ermittelt
werden. Neben Quercetin und Kaffeesdure wurden strukturverwandte Substanzen getestet, die
sich nur geringfiigig voneinander unterscheiden (Abb. 61). Es sollte gekldrt werden, ob auch
durch die Kombination dieser Substanzen eine synergistische Hemmung der LDL-Oxidation

erreicht wird.
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ADbb. 61: Darstellung der chemischen Struktur der in Studie 3 getesteten Substanzen
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Hydroxyzimtsduren stellen zentrale Verbindungen bei der Biosynthese der Polyphenole in der
Pflanze dar. Der ,,Shikimate-Pathway* beeinhaltet unter anderem den Stoffwechsel von
L-Phenylalanin, das durch ein Enzym zur trans-Zimtsdure umgewandelt wird. Durch
Hydroxylierung an Position 4 des aromatischen Rings entsteht p-Cumarséure und durch weitere
Hydroxylierung an Position 3 Kaffeesdure. Der A-Ring der Flavonoide wird durch drei Einheiten
Malonyl-CoA geformt. Das erste Zwischenprodukt ist ein Chalkon, das weiter isomerisiert wird
zu den entsprechenden Flavonoiden (Rechner et al., 2001). Daraus ergibt sich fiir Flavonoide und

Hydroxyzimtsduren eine dhnliche chemische Struktur.

Struktur-Wirkungsbeziehung

Wie zu erwarten war, hatten die getesteten Substanzen unterschiedliche antioxidative Aktivitét.
Die Fahigkeit einer Substanz als Radikalfdnger zu wirken, hingt stark von der Struktur und den
Substituenten des heterozyklischen und des B-Rings ab (Bors et al., 1990). Auch bei der
vorliegenden Untersuchung konnte ein starker Einfluss der chemischen Struktur der Substanzen
auf ihre antioxidative Wirkung beobachtet werden.

Quercetin hatte den stirksten Effekt auf die Hemmung der LDL-Oxidation bei den
Einzelsubstanzen und bewirkte eine Verlingerung der lag-phase um 1053 %, bezogen auf die
Kontrolle. Quercetin und Kaempferol haben bis auf die bei Kaempferol fehlende
ortho-Dihydroxystruktur (Catecholstruktur) eine identische Struktur. Dieser kleine strukturelle
Unterschied hatte aber eine starke Auswirkung auf die antioxidative Wirkung; Kaempferol hatte
eine wesentlich niedrigere antioxidative Aktivitét (286 %) als Quercetin.

Kaffeesdure zéhlt zu den Hydroxyzimtsduren und besitzt ebenfalls eine ortho-Dihydroxystruktur
und eine laterale Doppelbindung, in Konjugation mit einer Carbonylgruppe und dem Phenolrest.
Die Inkubation der LDL mit Kaffeesdure bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um 730 % im
Vergleich zur Kontrolle.

Durch Hydroxylierung wird bei der Flavonoidbiosynthese in Pflanzen aus p-Cumarsdure die
Kaffeesdure gebildet (Rechner et al., 2001). Bei p-Cumarsiure fehlt also im Vergleich zu
Kaffeesdure die Dihydroxystruktur am Phenolrest. Diese funktionelle Gruppe scheint aber fiir die
antioxidative Aktivitdt von ganz entscheidender Bedeutung zu sein, denn die Inkubation von
LDL mit p-Cumarsdure hatte keinen Einfluss auf die lag-phase von LDL, verglichen mit der

Kontrolle.
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Die Hydroxyzimtsduren, im speziellen Kaffeesdure, sind den Katecholaminen sehr dhnlich. In
sympathischen Neuronen wird Tyrosin durch Hydroxylierung zu L-Dopa umgewandelt, das
selbst wiederum enzymatisch zu Dopamin decarboxyliert wird. Dopamin besitzt ebenfalls eine
Dihydroxyphenylstruktur (Rice-Evans et al., 1996). Der strukturelle Unterschied zwischen
Dopamin und Kaffeesdure ist, dass Dopamin keine ungesittigte Carbonseitenkette besitzt, und
die Carbonylgruppe von Kaffeesdure ist bei Dopamin durch eine Aminogruppe ersetzt. Dopamin

bewirkte eine Verldngerung der lag-phase von LDL um 606 %.

Eine synergistische Wirkung auf die Verldngerung der lag-phase von LDL konnte nur bei
Kombination von 1 uM Quercetin und 1 uM Kaffeesidure beobachtet werden. Die Verldngerung
der lag-phase lag mit 2190 % {iber der Summe der Einzeleffekte. Die Inkubation von LDL mit
2 uM Quercetin oder 2 uM Kaffeesdure verldngerte die lag-phase um 1447 bzw. 1047 %. Bei
Einsatz von Quercetin oder Kaffeesdure in einer Konzentration von 2 uM konnte also kein
additiver Effekt, bezogen auf die Wirkung von 1 puM, beobachtet werden. Dies ldsst bei
Kombination von Quercetin und Kaffeesdure auf eine echte synergistische Wirkung schlie3en.
Und es ist auszuschlieBen, dass dieser Effekt durch eine Gesamtkonzentration von 2 puM
(Quercetin + Kaffeesdure) verursacht wird. Vielmehr ist der synergistische Effekt von Quercetin
und Kaffeesdure wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation ein Hinweis auf die Ergidnzung der
antioxidativen Mechanismen beider Substanzen. Bei Inkubation von LDL mit einer Kombination
von Quercetin und Dopamin (1245 %) war die antioxidative Aktivitdt geringer, als durch
Addition der Einzelsubstanzeffekte zu erwarten gewesen wére. Die Kombination von Quercetin
mit p-Cumarsdure hatte keinen Effekt auf die Verldngerung der lag-phase (1041 %) von LDL,
verglichen mit dem Einzeleffekt von Quercetin. Auch bei Kombination von Kaffeesdure und
Kaempferol konnte kein synergistischer Effekt beobachtet werden (917 %). Die Verldangerung

der lag-phase der LDL lag bei dieser Kombination unter der Summe der Einzeleftekte.

Wirkung als Radikalfénger

Phenolische Antioxidantien (AH) greifen in die Lipidperoxidation ein, indem sie Elektronen oder
Wasserstoffatome an Lipidradikale (ROO®, RO®) abgeben (Reaktion 1 und 2) (Shahidi und
Wanasundara, 1992, Rice-Evans et al., 1996).

ROO®+ AH — ROOH + A* (1)
RO®+ AH — ROH + A® (2)
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Das bei der Reaktion zwischen einem Lipidradikal und einem Phenol gebildete Phenoxyradikal

wird durch die Wanderung eines ungepaarten Elektrons im aromatischen Ring stabilisiert (

62).
o" O 0] O
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Abb. 62: Stabilisierung des Phenoxyradikals durch die Delokalisierung des ungepaarten

Elektrons im aromatischen Ring (Shahidi und Wanasundara, 1992)

Bedeutung der Substituenten

Das Phenol an sich ist nicht antioxidativ wirksam, eine antioxidative Wirkung wird erst durch
die Substitution mit Hydroxy- oder Alkylgruppen erreicht (Shahidi und Wanasundara, 1992). Die
antioxidative Aktivitdt von Polyphenolen wird definiert durch die Anwesenheit von ortho-
Dihydroxy-Substituenten, die eine maximale Radikalstabilisierung oder Metallkomplexierung
gewihrleisten und hingt von der Anzahl der Hydroxygruppen im Molekiil ab. AuBlerdem wird
die antioxidative Aktivitit durch die sterische Hinderung erhdht, ebenso wie die Moglichkeiten
zur Elektronenabgabe und —aufnahme der Substituenten des Phenylrests (Castelluccio et al.,
1995). So besitzt Kaffeesdure durch die Catecholstruktur eine héhere antioxidative Aktivitat als
p-Cumarsdure (nur eine Hydroxygruppe) oder Ferulasdure (Hydroxy- und Methoxygruppe)
(Cartron et al., 2001).

Eine Voraussetzung fiir die Reaktivitit gegeniiber Lipidradikalen sind Alkylgruppen in ortho-
oder para-Position zu den Hydroxygruppen am Phenolrest. Durch den elektronenschiebenden
Effekt der Alkylgruppen wird die Elektronendichte und die Reaktivitit gegentiber Lipidradikalen
erhoht (Shahidi und Wanasundara, 1992).

Die Stabilitit des Phenoxyradikals ist erhoht durch Substituenten in ortho-Stellung. Diese
Substituenten erweitern die riumliche Behinderung in der Region des Radikals und reduzieren so
die Rate der moglichen Propagationsreaktionen.

Die Einflihrung einer zweiten Hydroxygruppe in ortho- oder para-Stellung zur ersten

Hydroxygruppe erhoht die antioxidative Aktivitdt eines Phenols (Shahidi und Wanasundara,
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1992). In wissriger Phase ist die Anzahl der Hydroxygruppen am Molekiil von Bedeutung; drei
und weniger Hydroxygruppen haben eine geringe oder keine antioxidative Wirkung und mehr als
sechs bringen nur ausnahmsweise eine Steigerung. Das Optimum liegt also bei vier bis sechs
Hydroxygruppen (Bohm et al., 1998). Wichtig erscheint die Position dieser Substituenten. Thre
Anordnung in 3’- und 4’-Stellung des B-Ringes ist hdufig mit einer relativ starken Fahigkeit zum
Abfangen freier Radikale verbunden. Dies gilt sowohl fiir Flavonol-Aglykone wie auch fiir
Anthocyanidine, also vor allem fiir Quercetin und Cyanidin. Demnach hédngt die Mitwirkung des
C-Rings nicht nur von der 2,3-Doppelbindung ab, sondern allgemein von einem ungeséttigten

Charakter, der eine Elektronenwanderung erlaubt (B6hm et al., 1998).

Die Féhigkeit der Polyphenole, durch Abgabe von Wasserstoffatomen radikalische ROS
abzufangen, stellt den Schwerpunkt ihrer antioxidativen Aktivitidten dar. Unter verschiedensten
Versuchsbedingungen konnte bestitigt werden, dass Flavonole und Flavone wirkungsvolle
Fénger von Hydroxylradikalen, Superoxidanionen und Peroxylradikalen sind (Cao et al., 1997,
Robak and Gryglewski, 1988, Bors et al., 1990, Salah et al., 1995).

Die wesentlichen strukturellen Voraussetzungen fiir die antioxidative Aktivitit sind
orthostédndige Hydroxygruppen des B-Rings, die 2,3-Doppelbindung des C-Rings in Verbindung
mit der Carbonylgruppe am C-Atom 4 und deren Wechselwirkung mit benachbarten
Hydroxygruppen (Bohm et al., 1998) (Croft, 1998). Das Ziel der Radikale ist die Catecholgruppe
(Laranjinha et al., 1994). Auch Bors et al. (1990) haben bestitigt, dass Flavonole als
Radikalfanger wirken. Aber nur Substanzen, die eine Catecholstruktur besitzen, sind in der Lage,
sehr stabile Phenoxyradikale zu bilden. Dagegen wird die Oxidationsreaktion durch die
Entstehung eines reaktiven Phenoxyradikals beschleunigt. Die Catecholstruktur trigt also durch
die Beteiligung an der Elektronendelokalisation zur Stabilitit des Phenoxyradikals bei
(Laranjinha et al., 1994).

Auch Phenolsduren, die nicht zur Gruppe der Flavonoide gehoren, konnen aber dennoch sehr
wirksame Antioxidantien darstellen, speziell diejenigen Substanzen, die ebenfalls eine
Catecholstruktur besitzen, wie beispielsweise Kaffeesdure (Croft, 1998). Diphenole wie
Kaffeesdure haben eine hohere Fiahigkeit zum Radikalscavenging als Monophenole wie
p-Cumarsaure (Castelluccio et al., 1995).

Neben der Catecholgruppe haben aber auch die Substituenten der Seitenkette bei Phenolsduren
einen Einfluss auf die antioxidative Aktivitdt. Eine konjugierte Doppelbindung in der Seitenkette

eines Catechols, wie bei der Kaffeesdure, trigt maligeblich zur Stabilisierung des
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Phenoxyradikals bei (Laranjinha et al., 1994). Das erklirt die bei der Kaffeesdure beobachtete
hohe antioxidative Wirkung bei der kupfer-induzierten LDL-Oxidation. Quercetin und auch
Kaffeesdure sind also in der Lage, nach einer Oxidation sehr stabile Phenoxyradikale zu bilden.
Kaempferol, p-Cumarsiure und Dopamin bilden aufgrund ihrer chemischen Struktur Radikale,
die wahrscheinlich weit weniger stabil sind.

Die synergistische Wirkung bei Kombination von Quercetin und Kaffeesdure in der vorliegenden
Untersuchung kann mit der Stabilitit ihrer entstehenden Radikale zusammenhéingen. Aullerdem
war zu beobachten, dass die Catecholstruktur einen gréferen Einfluss auf die kupfer-induzierte
LDL-Oxidation besitzt, als die ungesittigte Seitenkette. Es konnte gezeigt werden, dass Dopamin
(Catecholstruktur) eine hohe antioxidative Wirkung besitzt, p-Cumarsidure ohne Catecholstruktur
aber mit einer ungeséttigten Seitenkette hatte in der eingesetzten Konzentration keine Wirkung
auf die Verldngerung der lag-phase. Kaffeesdure besitzt sowohl eine Catecholstruktur, als auch
eine ungesittigte Seitenkette und hatte eine hohere antioxidative Aktivitdt als Dopamin und

p-Cumarsiure.

Komplexbildung mit freien Metallionen

Bei einer Untersuchung von Brown et al. (1998) konnte gezeigt werden, dass die Phenole, die die
stiarkste Neigung fiir eine Komplexierung von Kupferionen besitzen, auch den stirksten Effekt
auf die LDL-Oxidation hatten. Kaempferol, welches keine Catecholstruktur besitzt, war weniger
effektiv und zeigte nur minimale Affinitit gegeniiber Kupferionen im Vergleich zu Quercetin
(Brown et al., 1998).

Die 3’,4’-Dihydroxysubstitution des B-Rings ist wichtig fiir die Kupfer-Komplexierung und
beeinflusst die antioxidative Aktivitit. Die Anwesenheit einer 3-Hydroxygruppe in der
Flavonoidstruktur erhéht auBerdem die Oxidationsneigung von Quercetin und Kaempferol;
Substanzen, denen die 3-Hydroxygruppe fehlt (z.B. Rutin), oxidieren nicht so bereitwillig in der
Anwesenheit von Kupferionen (Brown et al., 1998).

Bei den Flavonoiden stellen die Catecholstruktur des B-Rings, die 3-Hydroxygruppe in
Verbindung mit der 4-oxo-Gruppe des C-Rings und die 4-oxo-Gruppe und die 5-Hydroxygruppe
des C-Rings Metallbindungsstellen dar (. Den grofiten Beitrag zur Chelatbildung von
Metallen erbringt allerdings die Catecholstruktur des B-Rings (Pietta, 2000).
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Abb. 63: Bindungsstellen fiir Ubergangsmetalle bei Flavonoiden (Pietta, 2000)

Bei Kaffeesdure konnen zwei Mechanismen fiir die antioxidative Wirkung bei kupfer-induzierter
LDL-Oxidation verantwortlich gemacht werden. Dies ist zum einen die Komplexierung von
Kupferionen und zum anderen das Abfangen von Alkoxylradikalen (RO’). Nach Nardini et al.
(1995) reagiert 1 Mol Kaffeesdure mit 1 Mol Cu?". Der entstchende Kupfer-Kaffeesiure-
Komplex ist allerdings nicht stabil. Kupferionen scheinen die Oxidation von Kaffeesdure iiber
einen Elektronentransfer von Kaffeesdure zu Sauerstoff zu katalysieren, wobei ein Quinon der

Kaffeesdure gebildet wird (Abb. 64).

HO

2+ -
Cu™ + HoOCH:CH—coo

o O CH=CH-C00
0O,
f‘ 2e
H,0,
O
o>®—¢H =cH-coo  *Cu”

Abb. 64: Allgemeines Schema der Oxidation von Kaffeesdure durch Kupferionen (Nardini et al.,
1995)
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Wirkung als Radikalfdnger

Laranjinha et al. (1994) konnten bei der AAPH-induzierten LDL-Oxidation zeigen, dass
Kaffeesdure in der Lage ist, Peroxylradikale in einer wissrigen Losung zu beseitigen. Der Vorteil
der AAPH-induzierten LDL-Oxidation ist, dass eine Reaktion von Kupferionen mit dem
Antioxidans ausgeschlossen werden kann. Durch die Abgabe eines Wasserstoffatoms konnte
eine Initilerung der Kettenreaktion verhindert werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
lieBen vermuten, dass es an der Oberfliche der LDL zu Reaktionen zwischen Phenolsduren und
Lipidperoxylradikalen kommt. Phenolsduren beseitigen Peroxylradikale an der Oberfliche der
LDL und verhindern so eine Oxidation. AuBlerdem scheint Kaffeesdure in der Lage zu sein,
o-Tocopherol an der Oberfliche der LDL zu regenerieren. Bei der Kaffeesdure wird der
Radikalcharakter auf die konjugierte Doppelbindung der Seitenkette {ibertragen, und es entsteht
ein Alkylquinonradikal. Dadurch kommt es zu einer verstérkten Stabilisierung des Radikals und

zu einer erhohten antioxidativen Aktivitat.

Bei einer Studie von Vieira et al. (1998) wurde der Einfluss von Kaffeesdure und p-Cumarsaure
auf die Ferrylmyoglobin-induzierte LDL-Oxidation untersucht. Kaffeesdure (2uM) und
p-Cumarsdure (12 uM) hatten eine dhnliche antioxidative Aktivitdt bei der Hemmung der LDL-
Oxidation. Wurden die beiden Antioxidantien kombiniert, so unterschied sich die Hemmung
nicht signifikant von der Summe der Einzelsubstanzeffekte. Auch bei der vorliegenden
Untersuchung konnte beobachtet werden, dass Kaffeesdure eine hohere antioxidative Aktivitét
als p-Cumarsdure aufweist, obwohl die Antioxidantien chemisch sehr dhnlich sind. Eine
mogliche Erkldarung dafiir ist, dass Kaffeesdure aufgrund der ortho-Dihydroxystruktur ein
starkerer Radikalfanger als p-Cumarsdure ist (Laranjinha et al., 1994), und das
Semiquinonradikal der Kaffeesdure wesentlich stabiler ist, als das Radikal der p-Cumarsdure

(Bors et al., 1990).

Laranjinha et al. (1995) konnten durch ihre Untersuchung zeigen, dass sowohl Kaffeesdure als
auch p-Cumarséure in der Lage ist, LDL vor Ferrylmyoglobin-induzierter Oxidation zu schiitzen.
Beide Antioxidantien konnten einen Abbau der ungesittigten Fettsduren im LDL verhindern.
Jedoch war Kaffeesdure wirksamer als p-Cumarsdure; 6 pM Kaffeesdure entsprachen einer
Konzentration von 36 uM p-Cumarsdure beim Schutz der LDL vor Oxidation (Laranjinha et al.,

1995). Dies lasst vermuten, dass bei vorliegender Untersuchung eine Konzentration von 1 pM
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p-Cumarsdure zu niedrig war, um eine antioxidative Wirkung bei kupfer-induzierter LDL-
Oxidation zu erzielen.

Ob Flavonoide einen Radikalangriff abwehren konnen, hingt von dem Reduktionspotential ihrer
Radikale ab. Um als Antioxidantien zu wirken, diirfen die Radikale der Flavonoide nicht mit
Sauerstoff reagieren und dabei Peroxylradikale oder Singulettsauerstoff bilden, die dann
wiederum den oxidativen Prozess beschleunigen wiirden (Jovanovic et al., 1998).

Sowohl Quercetin als auch Kaempferol sind fiir ihre Eigenschaft als Radikalfanger bekannt;
jedoch ist das Aroxylradikal von Quercetin wesentlich stabiler als das von Kaempferol (Brown et
al., 1998). Substanzen, die nur eine 4’-Hydroxygruppe im B-Ring besitzen sind weniger
wirksame Antioxidantien, wobei der Mechanismus moglicherweise die Bildung eines weniger
stabilen Phenoxyradikals ist (Rice-Evans et al., 1996). Kaempferol, ein Flavonol mit einer
4’-Hydroxygruppe am B-Ring, hat jedoch eine relativ hohe Aktivitit verglichen mit anderen
Monohydroxysubstanzen. Grund dafiir ist wahrscheinlich die Konjugation zwischen der

4’-Hydroxygruppe und der 3-Hydroxygruppe tiber den konjugierten C-Ring (Sekher et al., 2001).

Anordnung im LDL-Modell

Der giinstige Effekt bei Kombination von natiirlichen Antioxidantien konnte mit den
unterschiedlichen physiochemischen Eigenschaften der verschiedenen Antioxidantien
zusammenhédngen (Fuhrman et al., 2000, Fuhrman et al., 1997). Untersuchungen zeigten, dass
die Inkubation der LDL mit einer Kombination von Lykopin und Vitamin E eine synergistische
antioxidative Wirkung auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation hatte. Diese Ergdnzungswirkung
wurde erkldrt mit der Lokalisation der Antioxidantien in den LDL. Lykopin befindet sich im
Inneren des Lipidkerns der LDL, wohingegen sich Vitamin E in der Hiille der LDL nahe der
Membranoberfliche befindet (Cartron et al., 2001).

Flavonoide sind Antioxidantien mit einem lipophilen als auch hydrophilen Charakter, sie sind
jedoch hydrophiler als beispielsweise a-Tocopherol. Sie sind in der Hiille der LDL lokalisiert
und konnen Radikale aus der wassrigen Losung abfangen und den Verbrauch von a-Tocopherol
verhindern (Sanchez-Moreno et al., 2000).

Auch die antioxidative Aktivitit der Kaffeesdure steht in bezug mit der Position im LDL-System.
Kaffeesdure befindet sich in der Grenzschicht und kann so bei der LDL-Oxidation entstehende

Tocopheroxylradikale regenerieren (Laranjinha und Cadenas, 1999). Das Radikal der
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Kaffeesdure kann wiederum von Elektronendonatoren in der wéssrigen Phase, wie
Ascorbinsdure, regeneriert werden (vergleiche 4.1).

Kaffeesdure ist in der Lage a-Tocopherol auf der Oberfliche der LDL zu regenerieren,
wohingegen p-Cumarsdure den Verbrauch von a-Tocopherol beschleunigt (Laranjinha et al.,
1995). Das Phenoxyradikal der p-Cumarsdure besitzt eine hohe Reaktivitit gegeniiber

a-Tocopherol.

Die antioxidative Aktivitdt der Flavonoide und Phenolsduren in bezug auf die LDL-Oxidation
beruht also sowohl auf der Lokalisation im LDL-Partikel als auch auf der chemischen Struktur.
Der Schutz von LDL vor kupfer-induzierter oder radikal-induzierter Oxidation durch
Polyphenole ist abhingig von deren Anordnung in den wéssrigen und lipophilen
Kompartimenten im Plasma und in den LDL und auch von der physikalischen Lokalisation der
freien Radikale. Die Flavonoide besitzen sowohl lipophile als auch hydrophile Anteile und so
konnen sie auch gegen freie Radikale, sowohl im lipophilen als auch im hydrophilen Milieu,
eingreifen.

Antioxidantien, die im Plasma, aber nicht in den LDL nachgewiesen werden kdnnen, konnten die
LDL vor Oxidation schiitzen, indem sie im wéssrigen Milieu wirken, das die LDL umgibt

(Fuhrman und Aviram, 2001).

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte die synergistische antioxidative Aktivitit bei
Kombination von Quercetin und Kaffeesdure mit der hohen Stabilitit der gebildeten Radikale
zusammenhdngen. Die durch die anderen Antioxidantien gebildeten Radikale sind weit weniger
stabil als die von Quercetin oder Kaffeesiure.

Bei Kombination von 0,5 uM Quercetin und 0,5 uM Kaffeesdure konnte keine synergistische
Wirkung beobachtet werden. Eine mdgliche Erklarung dafiir konnte sein, dass Kaffeesdure bei
einer Konzentration von 0,5 puM prooxidative Wirkung besitzt, die allerdings durch die
Komplexierung der Kupferionen durch Quercetin aufgehoben wird. Bei einer Konzentration von
1 uM konnte dann die antioxidative Wirkung tiberwiegen. Fukumoto und Mazza (2000) konnten
bei ihrer Untersuchung feststellen, dass die meisten Phenole bei niedrigen Konzentrationen eine
prooxidative Aktivitdt besalen und diese mit steigender Konzentration zunahm. Ab einer

bestimmten Konzentration allerdings {iberwog dann die antioxidative Aktivitit der Substanzen.
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Kaffeesdure besitzt diejenigen chemischen Strukturen, die fiir die antioxidativen Eigenschaften
bei Flavonoiden verantwortlich gemacht werden. So weist Kaffeesdure ebenfalls eine ortho-
Dihydroxystruktur ( auf, die Angriffsstelle fiir Radikale, die bei der Delokalisierung von
Elektronen des Phenoxyradikals mitwirkt. AuBerdem hat Kaffeesdure eine laterale
Doppelbindung, in Konjugation mit einer Carbonylgruppe und dem Phenolrest, was eine
weitergehende Stabilisierung des Phenoxyradikals erlaubt (Laranjinha und Cadenas, 1999). In
wird noch einmal deutlich, wie sehr sich Quercetin und Kaffeesiure in ihrer chemischen

Struktur dhnlich sind.

OH OH

OH OH
HO 0 ‘

HO
OH

OH O (0]

Quercetin Kaffeesaure

Abb. 65: Darstellung der chemischen Struktur von Quercetin und Kaffeesdure

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass von den getesteten Antioxidantien Quercetin und
Kaffeesdure eine sehr hohe antioxidative Aktivitit gegeniiber LDL-Oxidation besitzen.
Kaempferol ist ebenfalls ein Chelatbildner gegeniiber Metallionen, jedoch ist diese Eigenschaft
durch das Fehlen der Catecholstruktur weniger ausgeprégt als bei Quercetin.

p-Cumarsdure (1 uM) hatte keinen Einfluss auf die lag-phase von LDL; dies ldsst sich durch das
Fehlen der Catecholstruktur erkliren. Dopamin besitzt die Eigenschaft, Ubergangsmetalle zu
komplexieren. Im Vergleich zu Kaffeesdure bildet Dopamin allerdings ein weniger stabiles
Radikal, weil die ungeséttigte Seitenkette fehlt.

Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die einzelnen Antioxidantien, trotz ihrer
strukturellen Ahnlichkeit, unterschiedliche antioxidative Wirkungen und Mechanismen besitzen.

Und auch bei Kombination verschiedener Antioxidantien konnten unterschiedlich starke Effekte
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beobachtet werden. Die Antioxidantien scheinen sich also teilweise in ihrer Wirkung zu ergénzen

und zu verstirken, andere wiederum wirken wohl eher antagonistisch.

Die antioxidative Wirkung bei kupfer-induzierter LDL-Oxidation hédngt sehr stark von den
strukturellen Eigenschaften der unterschiedlichen Substanzen ab. Die chemische Struktur
beeinflusst die Komplexierung von Kupferionen, die Anordnung im LDL-System in der
wissrigen Phase und der lipophilen Umgebung des LDL-Partikel und die antioxidativen
Eigenschaften beziiglich Wasserstoffabgabe.

Die antioxidative Wirkung von Flavonoiden und Hydroxyzimtsduren darf nicht isoliert betrachtet
werden, da diese Substanzen auch in der Nahrung nur in Kombination mit anderen
Antioxidantien auftreten.

Die Supplementierung einer Kombination mehrerer Antioxidantien, die sich gegenseitig in ihrer
Wirkung ergénzen, konnte eine gilinstigere Auswirkung haben als einzelne Substanzen. Die
Kombination von lipophilen und hydrophilen Antioxidantien konnte verschiedene
Oxidationsreaktionen in vivo beeinflussen und so einen erhohten Schutz gegeniiber LDL-
Oxidation bieten. Jedoch werden weitere Untersuchungen benétigt, um die Wechselwirkung
verschiedener Antioxidantien zu klaren, bevor fiir sekundire Pflanzeninhaltstoffe wie Flavonoide

oder Hydroxyzimtsduren Zufuhrempfehlungen ausgesprochen werden kdnnen.
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Vorinkubation von Plasma mit Quercetin und Kaffeesdure

Durch zahlreiche Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Flavonoide und Phenolséuren in
der Lage sind die Oxidation von LDL zu verzdgern oder verhindern (Rice-Evans et al., 1995,
Viana et al., 1996, Sanchez-Moreno et al., 2000). Jedoch gibt es nur wenig Information iiber die
Lokalisation dieser Antioxidantien im LDL-Modell.

Bei vorliegender Untersuchung konnten Kaffeesdure und Quercetin nach Isolation und Dialyse
der LDL in den LDL-Priparationen nachgewiesen werden. Es ist jedoch unklar ob die
Antioxidantien tatsdchlich an die LDL gebunden waren.

Die Verldangerung der lag-phase nach Vorinkubation von Plasma mit Kaffeesdure und Quercetin
konnte auch durch den Schutz und die Regeneration von a-Tocopherol wihrend der Isolation
bedingt sein. Kontroll-LDL ohne Zusatz von Kaffeesdure oder Quercetin wiirde demnach
weniger endogenes 0-Tocopherol besitzen, hétte somit auch eine niedrigere antioxidative
Kapazitit und eine kiirzere lag-phase als LDL, das mit Kaffeesdure und/oder Quercetin

vorinkubiert ist.

Scheek et al. (1995) untersuchten, wie sich die Dialyse der isolierten LDL auf die
Antioxidantienkonzentrationen und auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation auswirkt. Sie
konnten dabei wéhrend der Entfernung von EDTA aus den LDL-Prdparationen einen
signifikanten Verlust von a-Tocopherol feststellen. Nach einer Dialysezeit von 22 Stunden war
weniger als die Hilfte der a-Tocopherolkonzentration in nativem LDL vorhanden und es konnte
eine Verkiirzung der lag-phase beobachtet werden.

Auch Carbonneau et al. (1998) und Cartron et al. (2001) stellten fest, dass Phenole und
Phenolsduren wie Kaffeesdure oder Ferulasdure sehr leicht wédhrend Dialyse von den LDL
dissoziiert werden. Die eher hydrophilen Eigenschaften dieser Substanzen lassen eine lockere
Bindung an die LDL vermuten.

Es miisste also angenommen werden, dass bei vorliegender Untersuchung der Gehalt an
Antioxidantien nach einer Dialysezeit von 16 Stunden bereits sehr stark abgenommen hat,
unabhingig davon ob die Substanzen nun an die LDL gebunden sind oder sich nur in der

wéssrigen Losung befinden.

Ferulasdure besitzt eine dhnliche Struktur wie Kaffeesdure (vergleiche 4.1 und 4.4), die beiden

Antioxidantien unterscheiden sich lediglich durch einen Substituenten am Phenolrest.
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Kaffeesdure besitzt eine ortho-Dihydroxystruktur im Gegensatz zu Ferulasdure, bei der eine
Hydroxygruppe methyliert ist.

Castelluccio et al. (1996) stellten bei ihrer Untersuchung fest, dass Ferulasdure nicht in der Lage
war an den lipophilen Teil der LDL zu binden. Thre Ergebnisse lassen eine nicht-spezifische
Bindung von Ferulasdure an den Proteinanteil der LDL oder andere Plasmaproteine vermuten.
Laranjinha et al. (1994) dagegen vermuteten, dass Phenole wie Kaffeeséure zu einem bestimmten
Grad féhig sind an die LDL zu binden.

Auch nach Aviram und Fuhrman (1998) sind einige Polyphenole in der Lage an LDL zu binden.
LDL das mit Polyphenolen angereichert ist, ist resistenter gegeniiber Oxidation.

Maiusen mit einem Mangel an Apolipoprotein E wurde Rotwein, Quercetin oder Catechin
verabreicht, anschlieBend wurden LDL isoliert (Aviram und Fuhrman, 1998). Es konnte gezeigt
werden, dass LDL mit diesen Polyphenolen angereichert war. Die Polyphenole waren in der Lage
iiber eine Etherbindung (R-O-R") an LDL zu binden. Die Oxidationsresistenz der LDL war
gegeniiber der Placebogruppe erhdht (Aviram und Fuhrman, 1998).

Die Ergebnisse von Covas et al. (2000) und Fito et al. (2000) lieBen vermuten, dass Phenole aus
Olivendl wie Rutin in der Lage sind an LDL zu binden und so die antioxidative Kapazitét der
LDL zu erhdhen.

Diese Beobachtungen sind also nicht sehr einheitlich und weitere Untersuchungen miissen folgen

um zu klaren ob und wie Phenole in der Lage sind an die LDL zu binden.
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4.4 Studie 4: Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften verschiedener
Kaffeesaurederivate

Bisher wurde den einfachen Phenolsduren, Derivate der Zimt- oder Benzoesdure, wenig
Beachtung geschenkt. Aber gerade Hydroxyzimtsdurederivate sind die am héufigsten in
pflanzlichen Lebensmitteln vorkommenden Phenolséduren und erhohen damit die Bedeutung des
Lebensmittels als nutritives Antioxidans (Natella et al., 1999). Wihrend der Biosyntheseweg von
Polyphenolen in der Pflanze bekannt ist, gibt es nur vereinzelt Informationen iiber den
Stoffwechselweg dieser Substanzen nach Nahrungsaufnahme beim Menschen.

In einer Studie von Rechner et al. (2001) sollten Biomarker fiir die Bioverfligbarkeit und den
Stoffwechsel von Hydroxyzimtsédurederivaten festgelegt werden. Die Pharmakokinetik und die
Elimination der Metaboliten im Urin nach Kaffeekonsum wurden untersucht. Ferulasdure konnte
dabei als Biomarker fiir die Absorption und den Stoffwechselweg von Kaffeesdure- und
Ferulasdurederivaten aus Kaffee identifiziert werden. Isoferulasdure zeigte sich als spezifischer
Biomarker fiir den Konsum von Lebensmitteln, die reich an Kaffeesdurederivaten sind.
Dihydroferulasdure und Vanillinsdure wurden als Metaboliten von Ferulasdure identifiziert,
deren Ursprung Ester der Feruloylchinasdure und/oder Caffeoylchinasidure im Kaffee sein
konnten. Durch Methylierung entsteht aus Kaffeesdure Ferulasdure oder Isoferulasdure. Durch
Reduktion wird Dihydroferulasdure und daraus wiederum durch B-Oxidation Vanillinséure
gebildet (Abb. 66).

Hippursdure und 3-Hydroxyhippurséure konnten als unspezifische Biomarker fiir die Absorption
und den Stoffwechsel von Hydroxyzimtsduren aus Kaffee ermittelt werden. Der Nachweis dieser
Substanzen weist auf den Abbau der Hydroxyzimtsaurederivate durch die Mikroflora des Darms

hin; die Hydroxyzimtsduren werden in einfachere Phenole umgewandelt, die wiederum

absorbiert und weiter umgewandelt werden (Abb. 66) (Rechner et al., 2001).
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Abb. 66: (A) Moglicher Biosyntheseweg von Ferulasdure, Isoferulasdure, Dihydroferulasdure
und  Vanillinsdure aus  Chlorogensdure. (B)  Mdglicher  Biosyntheseweg  von
3-Hydroxyhippursdure aus Polyphenolen (Rechner et al., 2001)

Die vorliegende Studie wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Rechner et al. (2001)
durchgefiihrt. Dabei sollten die im Urin nachgewiesenen Hydroxyzimtsdurederivate (Rechner et

al., 2001) auf ihre antioxidative Wirksamkeit iiberpriift werden. In |Abb. 67|sind die chemischen
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Strukturen der Testsubstanzen dargestellt. Fiir 3-Hydroxyhippursdure wurde ersatzweise

o-Hydroxyhippursdure verwendet, weil 3-Hydroxyhippursdure nicht verfiigbar war.

Bei der hier vorliegenden Untersuchung konnte bei Inkubation der LDL mit Vanillinsdure,
Hippurséure, 3-Hydroxybenzoesédure oder 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure keine Verdnderung
der lag-phase von LDL, in bezug auf die Kontrolle, wihrend kupfer-induzierter Oxidation
beobachtet werden. Der Verlauf der Dienkonjugation nach Inkubation der LDL mit einer der
Testsubstanzen unterschied sich nicht signifikant vom Verlauf des Kontroll-LDL. Dabei hatte die
Konzentration der Substanzen in einem Bereich von 1 bis 7,5 uM keinen Einfluss. Bei
Vanillinsdure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure konnten also
weder antioxidative noch prooxidative Wirkungen beobachtet werden.

Ferulasdure wies sowohl antioxidative als auch prooxidative Wirkungen auf, die Aktivitit war
dabei konzentrationsabhingig. Bei einer Konzentration von 1 uM konnte eine Verkiirzung der
lag-phase um 15 % beobachtet werden, bei 2,5 uM betrug die Verkiirzung 22 %. Wurde dagegen
LDL mit 5 uM Ferulasdure inkubiert, konnte keine Verdnderung der lag-phase in bezug auf die
Kontrolle beobachtet werden; der Verlauf der Dienkonjugation von LDL inkubiert mit 5 uM
Ferulasdure unterschied sich nicht vom Verlauf von Kontroll-LDL. Bei 7,5 uM Ferulasdure
konnte eine antioxidative Aktivitdt beobachtet werden. Die Inkubation der LDL mit 7,5 uM
Ferulasdure bewirkte eine Verlangerung der lag-phase um 40 % in bezug auf die Kontrolle.
Dihydroferulasdure und Isoferulasédure hatten bei dem hier verwendeten Versuchsansatz
ausschlieBlich prooxidative Wirkung. Bei Inkubation der LDL mit Dihydroferulasdure oder
Isoferulasdure konnte eine Verkiirzung der lag-phase beobachtet werden. Wurden die LDL mit
1 uM Dihydroferulasdure inkubiert, konnte eine Verkiirzung der lag-phase um 24 % festgestellt
werden. Bei Einsatz einer hoheren Konzentration verstirkte sich der prooxidative Effekt noch; es
konnte aber kein signifikanter Unterschied innerhalb des Konzentrationsbereiches von 2,5 und
7,5 uM beobachtet werden, eine Inkubation der LDL mit 2,5, 5, oder 7,5 uM Dihydroferulasidure
bewirkte eine Verkiirzung der lag-phase um 34, 35 oder 31 %. Bei Inkubation der LDL mit
Isoferulasdure konnte mit steigender Konzentration eine abnehmende Oxidationsresistenz der
LDL festgestellt werden. Bei 1 uM verkiirzte sich die lag-phase um 6 %, bei 2,5 uM um 10 %.
Bei einer Konzentration von 5 uM wurde eine Abnahme der lag-phase um 12 % beobachtet und
bei 7,5 uM sogar um 18 %.

o-Hydroxyhippursdure war die einzige Substanz in diesem Versuchsansatz, bei der durchgehend

antioxidative Aktivititen im Konzentrationsbereich von 1 bis 7,5 uM festgestellt werden



Diskussion 115

konnten. Eine Konzentration von 1 uM bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um 8 % in
bezug auf die Kontrolle. Bei 2,5 oder 5 uM konnte eine Verlingerung um 16 bzw. 23 %
beobachtet werden. Wurden die LDL mit 7,5 uM o-Hydroxyhippursdure inkubiert betrug die
Verldngerung sogar 33 %. Auch in diesem Versuchsansatz wurde die Wirkung von Kaffeesiure
(1 uM) getestet. Kaffeesdure war weit wirksamer als die anderen getesteten Substanzen und

bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um 233 %.

OCH, HO
HOOCH= CH—-COOH H,CO CH=CH-COOH
Ferulasaure Isoferulasaure
OCH,4 OCH,
HOOCHZ—CHZ—COOH HO COOH
Dihydroferulasiure Vanillinséure
OH
0] O
C C
N\ N
NH —CH,— COOH NH-CH,-COOH
Hippursdure o-Hydroxyhippursaure
HO OH
OCOOH CH.— CH,— COOH
3-Hydroxybenzoeséaure 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure

Abb. 67: Chemische Struktur der in Studie 4 getesteten Substanzen
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Struktur-Wirkungsbeziehung

Die wesentlichen strukturellen Voraussetzungen fiir eine antioxidative Wirkung der Flavonoide
sind orthostidndige Hydroxygruppen des B-Rings, die Doppelbindung zwischen den C-Atomen 2
und 3 des C-Rings in Zusammenhang mit der Carbonylgruppe am C-Atom 4 und deren
Wechselwirkung mit benachbarten Hydroxygruppen (Rice-Evans et al., 1996). Einen Hinweis
auf die Bedeutung der 3-Hydroxygruppe an 4-oxo-Flavonoiden liefert der Vergleich zwischen
Flavonen und Flavonolen. Luteolin hat bis auf die 3-Hydroxygruppe ein identisches
Substitutionsmuster wie Quercetin, die antioxidative Aktivitét betrdgt allerdings weniger als die
Halfte des Quercetins (Bohm et al., 1998, Rice-Evans et al., 1996).

Auch o-Hydroxyhippursdure besitzt eine phenolische Hydroxygruppe und eine benachbarte
Ketogruppe. Die antioxidative Wirkung bei Inkubation von LDL mit o-Hydroxyhippursdure
wihrend kupfer-induzierter LDL-Oxidation bei der hier vorliegenden Untersuchung beruht auf
der Komplexierung von Kupferionen durch die Hydroxy- und die Ketogruppe an zwei
unterschiedlichen Ringen, die in peri-Position angeordnet sind (Hider et al., 2001).

Anstelle von 3-Hydroxyhippursdure wurde allerdings bei der vorliegenden Untersuchung
o-Hydroxyhippursdure verwendet. Die antioxidative Wirkung von o-Hydroxyhippursdure darf
aber nicht einfach auf 3-Hydroxyhippursdure iibertragen werden. Die Eigenschaft zur
Komplexbildung mit Metallen fehlt wahrscheinlich, weil die beiden funktionellen Gruppen bei

3-Hydroxyhippursdure nicht mehr benachbart sind.

Prooxidative Wirkung von Polyphenolen

Substanzen mit antioxidativer Aktivitdt konnen jedoch unter bestimmten Bedingungen auch
prooxidatives Verhalten aufweisen (Fukumoto und Mazza, 2000). Eine prooxidative Aktivitét
kann eine Schidigung von Molekiilen wie beispielsweise DNA oder Proteinen beschleunigen
(Aruoma, 1994). Potentielle Antioxidantien sollten deswegen auch auf ihre prooxidativen

Aktivitdten hin getestet werden.

Yamanaka et al. (1997) konnten fiir Kaffeesdure (1 uM) eine prooxidative Aktivitit wihrend
kupfer-induzierter LDL-Oxidation beobachten, wenn Kaffeesdure erst wihrend der
Propagationsphase der Lipidperoxidation zugegeben wurde. Eine antioxidative Aktivitit dagegen
konnte beobachtet werden, wenn Kaffeesdure schon zu Beginn der Oxidationsreaktion vorhanden

war.
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Bei den hier vorliegenden Versuchsbedingungen verldngerte Kaffeesdure die lag-phase von LDL
um 233 % und hatte somit eine antioxidative Wirkung. Kaffeeséure war wesentlich wirksamer
als die getesteten Kaffeesdurederivate, was auf die chemische Struktur zuriickgefiihrt werden
kann. Durch die ortho-Dihydroxystruktur und eine laterale Doppelbindung in Konjugation mit
einer Carbonylgruppe und dem Phenolrest wird die antioxidative Wirkung der Kaffeesdure
definiert (Laranjinha und Cadenas, 1999) (vergleiche 4.1 und 4.3). Da Kaffeesdure bei der
vorliegenden Untersuchung schon vor der Zugabe der Kupferionen vorhanden war, konnten

eventuelle prooxidative Reaktionen verhindert werden.

Natella et al. (1999) untersuchten die antioxidative Aktivitit von Benzoesdure- und
Zimtsdurederivaten auf die kupfer- oder AAPH-induzierte LDL-Oxidation (200 uM Protein/ml
LDL; 5 uM CuCly). Gemessen wurde unter anderem die Bildung konjugierter Diene und der
Verbrauch von a-Tocopherol. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass die
Zimtsdurederivate wirksamer waren als die entsprechenden Benzoesdurederivate. Die
Doppelbindung in der Seitenkette tragt zur Stabilisierung des Phenoxyradikals bei und erhdht so
die antioxidative Aktivitit einer Substanz. AuBerdem hat die Carboxylgruppe der
Benzoesédurederivate einen negativen Einfluss auf die Abgabe eines Wasserstoffatoms des
Phenolrests. Methoxygruppen oder die Catecholstruktur erhéhen die antioxidative Aktivitit
durch die zunehmende Stabilisierung des Phenoxyradikals.

Ferulasdure, Vanillinsdure und p-Hydroxybenzoeséure waren bei einer Konzentration von 5 uM
nicht in der Lage die Bildung konjugierter Diene im Vergleich zur Kontrolle zu reduzieren

(Natella et al., 1999).

Auch bei der vorliegenden Untersuchung konnte bei Inkubation der LDL mit Vanillinsdure,
Hippursdure,  3-Hydroxybenzoesdure  oder  3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure  keine
Verldngerung der lag-phase von LDL, verglichen mit der Kontrolle, beobachtet werden. Diese
Substanzen wiesen weder prooxidative noch antioxidative Aktivititen auf. Die vier Substanzen
besitzen unterschiedliche chemische Strukturen, jedoch fehlen bei allen die entscheidenden
strukturellen Voraussetzungen fiir eine antioxidative Aktivitdt. Hippursdure besitzt keine
Substituenten am Phenolrest, und erst durch diese Substituenten wird eine antioxidative Aktivitéit
von Phenolen definiert (Shahidi und Wanasundara, 1992). Vanillinsdure und
3-Hydroxybenzoesdure sind Benzoesdurederivate und die Carboxylgruppe scheint einen

negativen Einfluss auf die Abgabe eines Wasserstoffatoms des Phenolrests zu haben (Natella et
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al., 1999). 3-(4-Hydroxyphenyl-)propionsdure besitzt nur eine OH-Gruppe am Phenolrest und
aullerdem fehlt eine ungesittigte Seitenkette, die eine antioxidative Aktivitdt verstirken wiirde

(Natella et al., 1999).

Prooxidative Wirkung von Phenolen

Fukumoto und Mazza (2000) testeten verschiedene Phenole auf deren antioxidative oder
prooxidative Wirkung. Mittels HPLC wurde die Bildung von Malondialdehyd in einer
Linolsdure-Emulsion wéhrend kupfer-induzierter Oxidation bestimmt. Der Gehalt an
Malondialdehyd einer Probe (Zusatz eines Phenols) wurde mit der Kontrolle (ohne Zusatz eines
Phenols) verglichen. War der Malondialdehydgehalt der Probe hoher als in der Kontrolle so
wurde eine prooxidative Aktivitdt der jeweiligen Substanz angenommen. Unter den zahlreichen
getesteten Substanzen waren auch Benzoesdure- und Zimtsdurederivate und Flavonoide. Mit
dieser Methode konnte bei fast allen Phenolen bei niedriger Konzentration eine prooxidative
Wirkung beobachtet werden. Ferulasdure, Vanillinsdure und 3-Hydroxybenzoesdure wiesen
sowohl prooxidative als auch antioxidative Wirkung auf. Die prooxidative Aktivitit nahm mit
steigender Konzentration zu, bis zu einer Konzentration, bei der die antioxidative Wirkung der
Substanzen dominierte.

Die Zimtsdurederivate der Phenolsduren hatten eine hohere Aktivitit als die
Benzoesdurederivate. Das Fehlen der Doppelbindung im heterozyklischen Ring flihrt dazu, dass
die Stabilitdt (Delokalisierung von ungepaarten Elektronen) niedriger ist. Fiir eine antioxidative
Aktivitdt bei Phenolsduren sind mindestens zwei Hydroxygruppen nétig (Fukumoto und Mazza,

2000).

Bei einer Untersuchung von Bourne und Rice-Evans (1997) wurde der Einfluss von Ferulasdure
auf die LDL-Oxidation, induziert durch Kupferionen oder Metmyoglobin, getestet (62,5 pug
Protein/ml LDL; 5uM Metmyoglobin oder 1,66 uM CuSOQO,). Ferulasidure wurde in einer
Konzentration von 0,5-2,0 uM verwendet, was zu einer signifikanten Verkiirzung der lag-phase
gegeniiber der Kontrolle fiihrte. Ferulasdure wirkt als Prooxidans, wenn die LDL-Oxidation
durch Kupferionen induziert wird. Der Mechanismus dabei ist die Reduktion von Cu*" zu Cu”
durch Ferulasdure und das dabei entstchende Phenoxyradikal der Ferulasdure. Die
Wechselwirkung von Kupfer und Ferulasdure wurde untersucht und dabei eine Stochiometrie des

Komplexes von 1:1 ermittelt (Bourne und Rice-Evans, 1997). Unter diesen
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Versuchsbedingungen war Ferulasdure in der Lage Cu”” zu Cu’ zu reduzieren. Auch andere
Hydroxyzimtsduren waren dazu in der Lage, wie beispielsweise Kaffeesdure, Chlorogensédure
und p-Cumarsiure.

Antioxidantien konnen die Oxidation von LDL durch Abfangen von Peroxyl- oder
Alkoxylradikalen oder durch Komplexierung von Kupferionen verhindern. Jedoch kann die
Reduktion von Kupferionen durch Ferulasdure bei niedrigen Konzentrationen unter Bildung
eines Phenoxyradikals und Cu'-ionen auch einen prooxidativen Mechanismus auslosen (

68).

OCH,
L« HO CH= CH-COOH cu(in Lo-
> C - > < > <
LH - OO CH= CH-COOH > cul) LOOH
ADbD. 68 : Mechanismus der prooxidativen Wirkung von Ferulasdure wihrend kupfer-induzierter
Oxidation (Bourne und Rice-Evans, 1997)

Es gibt zwei Mechanismen, die fiir die prooxidative Aktivitidt von Ferulasdure verantwortlich
gemacht werden konnen. Die Reduzierung der Kupferionen und die damit verbundene Bildung
des Phenoxyradikals konnte die Lipidperoxidationsrate erhohen, indem ein Wasserstoffatom von
einer mehrfach ungesittigten Fettsdure abstrahiert wird . AuBlerdem reagiert Cu(I) mit
Lipidhydroperoxiden (LOOH) schneller als Cu(Il), die Reaktion von Cu(Il) mit LOOH ist aber
der limitierende Schritt in diesem Prozess (Patel et al., 1997). Die Reduktion von Cu(Il) durch
Ferulasdure unter Bildung von Cu(I) und eines Phenoxyradikals konnte so die Oxidationsrate
erhdhen und die lag-phase von LDL verkiirzen. Eine prooxidative Aktivitdt der Ferulasdure

wurde auch bei hoheren Konzentrationen von Eisen beobachtet.

Fiir Ferulasdure konnten bei der vorliegenden Untersuchung sowohl antioxidative als auch

prooxidative Aktivititen beobachtet werden. Bei Inkubation der LDL mit 5 uM Ferulasdure
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wurde keine Verdnderung der lag-phase von LDL in bezug auf die Kontrolle beobachtet. Hier
konnte die Beobachtung eine Rolle spielen, dass Ferulasdure in der Lage ist, Kupferionen in
einem Verhiltnis von 1:1 zu komplexieren (Bourne und Rice-Evans, 1997). Eine Konzentration
von 5 uM Ferulasdure entspricht der Kupferkonzentration und Ferulasdure scheint so weder
antioxidative noch prooxidative Aktivitit zu besitzen. Auch bei der schon erwéhnten
Untersuchung von Natella et al. (1999) konnte weder eine pro- noch eine antioxidative Aktivitét
von Ferulasdure, bei identischer Kupferkonzentration, beobachtet werden.

Liegt die Konzentration von Ferulasdure unter der Kupferkonzentration, scheinen verstérkt
prooxidative Reaktionen aufzutreten. Es kommt zur Reduktion der Kupferionen, und die
Oxidation von LDL wird dadurch verstirkt (Bourne und Rice-Evans, 1997). Ist die
Konzentration von Ferulasdure hoher als die der Kupferionen, scheint die antioxidative Wirkung
verstirkt einzusetzen.

Eine Methylierung der Hydroxygruppe in ortho-Position der Diphenole, wie bei Ferulasdure,
resultiert in einer Abnahme der antioxidativen Aktivitit gegeniiber Kaffeesdure. Ferulasiure ist
aber dennoch effektiver als Monophenole, weil die Methoxygruppe mit Mdoglichkeit zur
Elektronenabgabe eine erhohte Stabilisierung des resultierenden Aryloxylradikals, durch eine
Elektronendelokalisierung nach Abgabe eines Wasserstoffatoms der Hydroxygruppe, erlaubt
(Castelluccio et al., 1995). Bedeutung fiir die antioxidative Aktivitdt von Ferulasdure scheint
neben der Hydroxy- und Methoxygruppe auch die laterale Doppelbindung zu besitzen. Sie tragt
maBgeblich zur Stabilisierung des Phenoxyradikals bei (Natella et al., 1999).

Auch fiir Isoferulasdure und Dihydroferulasdure war bei der vorliegenden Untersuchung eine
prooxidative Wirkung zu beobachten. Die beiden Substanzen scheinen wie Ferulasdure in der
Lage zu sein, Kupferionen zu reduzieren und so die Lipidperoxidation zu beschleunigen. Bei
Isoferulasidure und Dihydroferulasdure konnten allerdings ausschlieBlich prooxidative Tendenzen
und nicht wie bei Ferulasdure auch eine antioxidative Aktivitdt beobachtet werden. Der Grund
dafiir konnte die laterale Doppelbindung sein. Bei Dihydroferulasdure fehlt die laterale
Doppelbindung und daraus ergibt sich eine geringere Stabilisierung, des bei der Oxidation
entstechenden Phenoxyradikals. Isoferulasdure besitzt zwar eine laterale Doppelbindung,
allerdings kann die Seitenkette, aufgrund der Position der Substituenten des Phenolrests, nicht
mit in die Mesomeriestabilisierung des Phenoxyradikals einbezogen werden . Eine

Hydroxygruppe in para-Stellung zur Seitenkette wie bei Ferulasdure erlaubt eine
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Mesomeriestabilisierung unter Einbeziehung der lateralen Doppelbindung und erhoht so die
antioxidative Aktivitdt. Bei Isoferulasdure dagegen befindet sich die Hydroxygruppe in meta-

Stellung zur Seitenkette und eine Mesomeriestabilisierung unter Einbeziehung der lateralen

Doppelbindung ist nicht moglich (Abb. 69).

[ R A
ClilH CH CH CH
CLOOH (|ZOOH ClIOOH ('ZOOH
Ferulasdure
OCH, OCH, OCH,
or- (0] (0]

(|3lH <> (l3|H <> (ﬁH
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(|)OOH (|)OOH CIIOOH

Isoferulasdure

Abb. 69: Mesomeriestabilisierung des Phenoxyradikals von Ferulasdure und Isoferulasdure
durch die Delokalisierung des ungepaarten Elektrons im aromatischen Ring

Prooxidative Wirkung von Harnséure

Harnsédure ist in sehr hohen Konzentrationen (300 uM) im Plasma vorhanden (Bagnati et al.,
1999); a-Tocopherol befindet sich in der Randschicht der LDL und ist so fiir Harnsdure
zuginglich. Die antioxidative Aktivitit von Harnsdure beruht sehr wahrscheinlich auf der
Féhigkeit a-Tocopherol in den LDL zu regenerieren (Bagnati et al., 1999).

Jedoch kann auch bei Inkubation der LDL mit Harnsédure eine prooxidative Wirkung beobachtet

werden (Bagnati et al., 1999). Harnsdure kann durch Cu(Il) unter Bildung von Cu(I) oxidiert
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werden. Das dabei entstehende Radikal wiederum geht eine Reaktion mit einer mehrfach
ungesittigten Fettsdure ein, unter Bildung eines Lipidradikals (Reaktion 1). Bei Anwesenheit von
molekularem Sauerstoff entsteht daraus ein Lipidperoxylradikal wodurch die Lipidperoxidation

in den LDL verstirkt werden konnte (Bagnati et al., 1999).

Cu(l) + LOOH — Cu(Il) + OH" + LO' (1)
Cu(Il) + LOOH — Cu(I) + LOO + H' (2)

Wenn die endogenen Antioxidantien verbraucht sind, kann nach Bagnati et al. (1999) auBBerdem
auch die zweite Reaktion ablaufen und so prooxidative Mechanismen aktivieren. Diese Reaktion
erfordert aber Cu(I), die Anwesenheit von Lipidhydroperoxiden und den vorherigen Verbrauch
der endogenen Antioxidantien, deren Regeneration das Fortschreiten der Propagationsphase

verhindern wiirde.

Prooxidative Wirkung von Flavonoiden

Auch bei einigen Flavonoiden konnen neben ihren antioxidativen Aktivititen prooxidative
Eigenschaften, abhingig von ihrer Konzentration und der Art der freien Radikale beobachtet
werden (Cao et al., 1997). Diese Substanzen wirken antioxidativ, wenn die dabei entstehenden
Radikale stabil sind. Sind jedoch Ubergangsmetalle wie Kupferionen verfiigbar, kann iiber einen
Redoxzyklus Kupfer reduziert werden und es entsteht eine prooxidativ wirksame Form
(Rice-Evans, 2001). Die antioxidative Wirkung und die kupfer-induzierten prooxidativen
Eigenschaften dieser Substanzen sind abhéngig von deren chemischen Struktur (Cao et al.,
1997).

Cao et al. (1997) zeigten, dass in Anwesenheit von Cu®" die Wirkung der Flavonoide eher
prooxidativ als antioxidativ war. Bestimmt wurde die Aktivitdt mittels ORAC-Assay (oxygen
radical absorbance capacity) unter Verwendung von AAPH, H,0,-Cu®" oder CuSOs.

Bei Substanzen, die die gleiche chemische Grundstruktur besaBlen, war die kupfer-induzierte
prooxidative Wirkung abhidngig von der Anzahl der OH-Substituenten der Substanzen. Bei
Flavonen und 6-Hydroxyflavonen, die keine oder nur eine OH-Substitution besallen, konnten
keine prooxidative Eigenschaften nachgewiesen werden. Bei Flavonen mit mehreren
Hydroxygruppen (Quercetin oder Kaempferol, 2,3-Doppelbindung im heterozyklischen Ring)

konnte eine stirkere prooxidative Aktivitit beobachtet werden als bei Flavanonen (keine
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Doppelbindung im heterozyklischen Ring), mit der gleichen Anzahl von OH-Substituenten
(Eriodictyol und Taxifolin). Flavone und Flavanone, die keine OH-Substituenten aber sonst die
gleiche chemische Grundstruktur besitzen wie Flavonoide, wirkten weder pro- noch antioxidativ.
Dies weist auf die Bedeutung der Konjugation des A- und B-Ringes der Flavone bei der kupfer-
induzierten prooxidativen Wirkung hin. Eine prooxidative Wirkung der Flavonoide konnte bei
vorliegender Untersuchung (Studie 1) allerdings nicht beobachtet werden.

Die kupfer-initiierte prooxidative Aktivitit der Flavonoide, wie auch die Fahigkeit Peroxyl- oder
Hydroxylradikale abzufangen, hdngt von der Anzahl freier OH-Substituenten ab. O-Methylierung
und wahrscheinlich auch weitere O-modifizierte OH-Substituenten inaktivieren die prooxidative
Wirkung.

Gerade diese Inaktivierung der prooxidativen Aktivitdt durch Methylierung oder glykosidische
Verdnderungen der OH-Substituenten konnte bei physiologischen und pharmakologischen
Vorgéingen von Bedeutung sein.

Die Inaktivierung von mutagenen Flavonoiden, katalysiert durch die Catechol-O-
Methyltransferase, wurde durch Zhu et al. (1994) in vivo nachgewiesen und konnte der Grund
dafiir sein, warum einige Flavonoide in vivo nicht kanzerogen wirksam sind.

Die kupfer-induzierten prooxidativen Eigenschaften einiger Phenolsduren, Ascorbinséure,
Harnsdure oder auch a-Tocopherol diirften in vivo kaum Bedeutung haben, da beim Menschen
Metallionen vor allem in Formen (beispielsweise Coeruloplasmin) vorliegen, die nicht in der
Lage sind, Radikalreaktionen zu katalysieren (Halliwell und Gutteridge, 1990). Dagegen konnen
bei Gewebeschiadigungen Eisen- oder Kupferionen freigesetzt werden (Halliwell et al., 1992), in
diesem Zusammenhang konnten auch Metallionen in atherosklerotischen Lésionen gemessen
werden (Smith et al., 1992). Wenn Metallionen eine Bedeutung fiir die LDL-Oxidation in vivo
haben, dann sollten mogliche prooxidative Effekte von Phenolen nicht ignoriert werden.

Die Wahl des Prooxidans fiir die LDL-Oxidation ist sehr wichtig bei der Untersuchung der
antioxidativen Aktivitdt von Substanzen und Nahrungsbestandteilen gegeniiber LDL-Oxidation.
Um die physiologische und pharmakologische Wirkung dieser Substanzen zu erkléren, ist es von
Bedeutung, das antioxidative als auch das prooxidative Verhalten und die Struktur-
Wirkungsbeziehung zu untersuchen. Ob Substanzen im Organismus antioxidativ oder
prooxidativ wirken, diirfte demnach wesentlich von den verfiigbaren Ubergangsmetall-lonen und

dem Redoxpotential moglicher Reaktionspartner abhédngen (Bohm et al., 1998).
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4.5 Studie 5: Einfluss von Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat auf die
kupfer-induzierte Oxidation von Low Density Lipoproteinen

Zink ist eines der essentiellen Spurenelemente fiir den menschlichen Korper und die empfohlene
Zufuhr liegt bei etwa 7-10 mg/Tag fiir den Erwachsenen (Deutsche Gesellschaft flir Erndhrung et
al., 2000). Eine orale Substitution von Zink kann bei einigen Erkrankungen wie Leberzirrhose
oder Morbus Crohn angezeigt sein (Scholmerich et al., 1987). Der physiologisch vorkommende
Zink-Histidin-Komplex findet in diesem Zusammenhang eine immer grofere Beachtung. So
haben Untersuchungen gezeigt, dass Zink-Histidin in der Lage ist, eine maximale
Bioverfiigbarkeit von Zink zu garantieren (Schopf, 2000).

In jiingster Zeit werden auBBerdem mogliche antioxidative Eigenschaften von Zink diskutiert. Es
wird sehr kontrovers diskutiert ob ein niedriger Serumzinkspiegel in einer hheren Anfalligkeit
fiir cardiovaskuldre Erkrankungen resultiert (Wilkins and Leake, 1994).

Ziel der vorliegenden Studie war es die antioxidative Wirkung von Zinkhistidin, Zinksulfat und

Histidin zu untersuchen und miteinander zu vergleichen.

Vorinkubation von Plasma

Im ersten Abschnitt dieses Versuchs wurde Plasma mit Zinkhistidin, Histidin oder Zinksulfat
(Endkonzentration jeweils 20 uM) inkubiert, anschlieBend wurden die LDL isoliert. Es konnten,
verglichen mit der Kontrolle (Plasma inkubiert mit entsprechendem Volumen H;Opiqest), keine
Unterschiede in den Lag-Phasen der einzelnen LDL-Préparationen beobachtet werden. Daraus ist
zu schlieBen, dass die getesteten Substanzen nicht in der Lage waren, an die LDL zu binden, sie
wurden wéhrend der Isolierung der LDL abgetrennt. Eine Aufnahme der getesteten Substanzen in

die LDL-Partikel war aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften auch nicht zu erwarten.

Inkubation von LDL

In einem zweiten Abschnitt wurden isolierte LDL mit Zinkhistidin, Histidin oder Zinksulfat
inkubiert. Der FEinfluss verschiedener Konzentrationen der Testsubstanzen auf die
Oxidationsresistenz der LDL sollte untersucht werden.

Die Inkubation der LDL mit Zinkhistidin (Endkonzentration 0 — 10 uM) hatte einen

inhibitorischen Effekt auf die LDL-Oxidation; eine zunchmende Konzentration der Testsubstanz
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bewirkte eine Verldngerung der lag-phase der LDL. Bei einer Konzentration des Zinkhistidin von
10 uM betrug die Verldngerung der lag-phase 205 %. Zinksulfat dagegen war bei keiner der
eingesetzten Konzentrationen in der Lage, die LDL vor kupfer-induzierter Oxidation zu
schiitzen. Der Zinkhistidin-Komplex ist also nicht durch die Zinkionen per se wirksam.

Bei Inkubation der LDL mit Histidin allein (Endkonzentration 0 — 20 uM) konnte ebenfalls eine
Verldngerung der lag-phase beobachtet werden; die Verldngerung betrug bei einer Konzentration
von 20 uM 230 %. Die antioxidativen Effekte waren auf molarer Ebene niedriger als die von
Zinkhistidin; 10 uM Histidin bewirkten eine Verldngerung der lag-phase um 134 % im Vergleich
zu 10 pM Zinkhistidin mit einer Verldngerung von 205 %.

Wurden die Ergebnisse allerdings in Bezug auf die Stochiometrie der Histidinmolekiile
betrachtet, so war Histidin die wirksame Substanz. Die Wirksamkeit von Zinkhistidin gegeniiber
LDL-Oxidation war niedriger als die der entsprechenden Menge Histidin (1 Mol Zinkhistidin,
das 2 Molekiile Histidin besitzt, verglichen mit 2 Mol Histidin).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass Zinkhistidin antioxidative Eigenschaften
besitzt und in der Lage, ist LDL vor kupfer-induzierter Oxidation zu schiitzen. Die Anwesenheit
von Zink scheint die Wirksamkeit von Histidin gegeniiber kupfer-induzierter Oxidation zu
reduzieren. Die Inkubation der LDL mit Zinksulfat hatte in der vorliegenden Untersuchung
keinen Einfluss auf die Resistenz der LDL gegeniiber Oxidation. Diese Beobachtung konnte
Histidin als die antioxidativ wirksame Komponente des Zinkhistidin-Komplexes identifizieren.
Die Wirksamkeit von Zinkhistidin bei der Hemmung der LDL-Oxidation war niedriger als die

von Histidin.

Dass Zink an sich nicht in der Lage ist, die LDL vor Oxidation zu schiitzen, wird durch
Ergebnisse von Gatto und Samman (1995) bestdtigt. In ihrer Studie wurden den
Versuchsteilnehmern 220 mg Zinksulfat pro Tag iiber einen Zeitraum von vier Wochen
verabreicht. Dabei konnte keine Hemmung der LDL-Oxidation beobachtet werden; weder
strukturelle Veranderungen des Apolipoprotein B, noch eine Peroxidation der mehrfach
ungesittigten Fettsduren im Lipidteil der LDL konnten dadurch verzdgert werden. Auflerdem
wurden LDL direkt mit Zinksulfat inkubiert. Aber auch dies verdnderte den Verlauf der LDL-

Oxidation nicht.

Aminoséduren, wie Histidin, sind in der Lage, LDL vor Oxidation zu schiitzen. Patterson und

Leake (1998) untersuchten die antioxidative Wirkung von Histidin, Alanin und Cystein. Von den
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getesteten Aminosduren hatte Histidin den stirksten Effekt auf die Verldngerung der lag-phase.
Verantwortlich fiir die unterschiedlichen antioxidativen Effekte waren die Seitenketten der
Aminosduren. Nur Histidin besitzt eine Imidazolgruppe, was die antioxidativen Eigenschaften
aufgrund der hohen Affinitit zu Kupferionen zu erhéhen scheint (Zhao et al., 1997, Patterson
und Leake, 1998).

In einer Untersuchung von van Hinsbergh et al. (1986) konnte gezeigt werden, dass Histidin die
LDL-Oxidation verhindert, weil es in der Lage ist, Singulettsauerstoff abzufangen und
Kupferionen zu komplexieren und so die Oxidation von LDL verhindert. So kdnnte Zinkhistidin,
im Plasma angereichert, LDL in vivo vor Oxidation schiitzen.

Patterson und Leake (1998) zeigten ebenfalls, dass Histidin ein wirksamer Kupferchelator ist.
Bei einer Konzentration von 25 uM, deutlich unter der normalen Plasmakonzentration
(ca. 90 uM, (Lentner, 1985)), schiitzte Histidin sehr wirksam LDL vor Oxidation. Histidin
unterdriickt bei Einsatz physiologischer Konzentrationen neben der Lipidperoxidation auch die
Oxidation des Proteinteils der LDL (Kalant und McCormick, 1992). Durch die Untersuchung
von Kuzuya et al. (1992) konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von Histidin wahrend kupfer-
induzierter LDL-Oxidation die Entstehung von TBARS und die Bildung eines LDL-Kupfer-
Komplexes verhindert. Die Addition von Histidin zu einer LDL-Prdparation vor Zugabe von
Kupfersulfat verhinderte eine Peroxidation der LDL; wurde Histidin widhrend der
Oxidationsreaktion, zu einem beliebigen Zeitpunkt zugegeben, so wurde eine Fortschreiten der
Peroxidation verhindert. Die gleichen Ergebnisse wurden auch mit EDTA beobachtet, das
ebenfalls flir seine Wirkung als Komplexbildner bekannt ist (Kuzuya et al., 1992). Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Hemmung der LDL-Oxidation durch Histidin nicht
nur durch die Komplexierung des freien Kupfers in der wéssrigen Losung erfolgt. Histidin
scheint in der Lage zu sein, das an LDL gebundene Kupfer zu entfernen (Kuzuya et al., 1992).
Retsky et al. (1999) beobachteten, dass Histidin (500 uM) die Bindung von Kupfer an LDL
vollsténdig verhindert. Schon geringe Histidinkonzentrationen verhinderten einen Grofteil der
Kupferbindung, aber nur hohe Histidinkonzentrationen verhinderten eine vollstindige
Kupferbindung und so eine LDL-Oxidation. Die Erkldrung hierfiir diirfte sein, dass freies
Histidin mit dem Apolipoprotein B um die Bindung von Kupfer konkurriert (Retsky et al., 1999).
Auch Esterbauer und Ramos (1996) schreiben Histidin die Fiahigkeit zu, Kupfer von der
Bindungsstelle am Apolipoprotein B zu entfernen; es kommt zur Komplexbildung und die

Oxidation von LDL wird dadurch verzogert oder sogar vollstindig verhindert.
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Im Verlauf von entziindlichen Prozessen kann eine Abnahme der Plasmakonzentration von
Histidin beobachtet werden, wohingegen eine Supplementierung mit Histidin zu einer Erh6hung
der Plasmakonzentrationen fiihrt. AuBBerdem wird die Plasmakonzentration von Histidin vom
Krankheitsverlauf und der Pharmakotherapie beeinflusst (Akrivos et al., 1984, Berthon et al.,
1984, Dixon et al., 1983, Steinhauer et al., 1985). Dariiber hinaus scheint Histidin eine Affinitdt
fiir Zink oder Kupfer zu besitzen (Hallman et al., 1971) und die Komplexbildung von Histidin
mit Zink oder Kupfer kann einen Hinweis auf einen spezifischen Transportmechanismus fiir
diese beiden Spurenelemente in menschlichem Plasma darstellen (Ettinger et al., 1986).

Zinkhistidin ist eine metallorganische Verbindung und wird verstiarkt als Supplement bei der
Behandlung von Zinkmangel oder Zinkunterversorgung eingesetzt (Schopf, 2000, Schélmerich et
al., 1987). Histidin ist auch ein Komplexbildner gegeniiber Zink, klinische Studien zeigten einen
positiven Effekt von Histidin auf die Zinkabsorption beim Menschen. Dies konnte durch erhdhte
Zinkkonzentrationen im Plasma nachgewiesen werden (Lonnerdal, 2000). Die biologische
Verfiigbarkeit von Zink kann im Vergleich zu Zinksulfat durch die Verwendung von
Zinkhistidin-Komplexen erhoht werden. Histidin kann die Aufnahme von Zink beim Menschen
steigern, eine 15 mg Dosis Zink in Form von Zinkhistidin entspricht etwa einer 45 mg Dosis

Zinksulfat (Scholmerich et al. 1987).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigten, dass Zinkhistidin antioxidative
Eigenschaften gegeniiber kupfer-induzierter LDL-Oxidation besitzt. Der Mechanismus dabei ist
die Eigenschaft von Zinkhistidin, als Komplexbildner fiir Ubergangsmetalle zu wirken. Bei
Inkubation der LDL mit Zinkhistidin konnte ein stark konzentrationsabhingiger Hemmeffekt
gegeniiber LDL-Oxidation beobachtet werden, wihrend Zinksulfat keine Wirkung auf den
Schutz der LDL vor Oxidation hatte. Zinkhistidin ist in der Lage, die Plasmakonzentrationen von
Zink, aber auch die antioxidativen Eigenschaften des Plasmas zu erhéhen. Dies verdeutlicht, dass
bei Zinksubstitution aufgrund einer Unterversorgung der Einsatz von Zinkhistidin gegeniiber
Zinksulfat vorzuziehen ist. In diesem Zusammenhang sollte auch noch einmal erwéhnt werden,
dass die Freisetzung von Kupferionen in atherosklerotischen Lisionen sehr spét im Verlauf der
Atherosklerose beobachtet wird (Evans et al., 1995). Demnach kénnte die Supplementierung mit
Zinkhistidin einen Beitrag zur Reduzierung von potentiell oxidativen Prozessen, verursacht

durch Kupferionen, leisten.
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Kombination von Zinkhistidin mit Quercetin oder Kaffeesidure

In einem dritten Teil dieser Untersuchung, sollte untersucht werden, welchen Einfluss die
Kombination von Histidin (2,5 uM) oder Zinksulfat (2,5 puM) mit einem Polyphenol auf die
Oxidationsresistenz der LDL hat. Als Vertreter der Polyphenole wurden Quercetin (1uM) und
Kaffeesdure (1uM) verwendet. Bei Kombination von Zinksulfat mit Quercetin oder Kaffeesdure
konnte keine Verdnderung der lag-phase bezogen auf die Einzeleffekte der Polyphenole
beobachtet werden. Zinksulfat war also weder allein noch in Kombination mit einer antioxidativ
wirksamen Substanz, in der Lage die antioxidative Kapazitdt von LDL zu erweitern.

Wurde Histidin mit Quercetin oder Kaffeesdure kombiniert, so konnte eine Verkiirzung der lag-
phase, bezogen auf die Einzeleffekte von Quercetin oder Kaffeeséure, beobachtet werden. Die
Verldangerung der lag-phase von Quercetin, bezogen auf die Kontrolle, betrug 191 %. Fiir
Histidin allein konnte eine Verldngerung von 33 % ermittelt werden. Wurden diese beiden
Substanzen kombiniert, ergab sich eine Verldngerung von 77 %. Die Verldngerung der lag-phase
bei Inkubation mit Kaffeesdure betrug 169 %, bei Kombination mit Histidin lag dieser Wert bei
60 %. Bei beiden Phenolsduren lag die Verldngerung der lag-phase bei Kombination mit Histidin
unter den Einzeleffekten. Allerdings konnte, bezogen auf den Einzelsubstanzeffekt von Histidin,
durch Zusatz eines Antioxidans eine Verldngerung erreicht werden.

Eine mdgliche Erkldrung fiir den beobachteten Hemmeffekt konnte eine Bindung der
Phenolsduren an Histidin sein. Kupferionen konnten dann verstirkt die Bindungsstellen am
Apolipoprotein B besetzen und eine Oxidation der LDL begiinstigen. Polyphenole haben
aufgrund des aromatischen Ringes und der Hydroxygruppen eine hohe Affinitit gegeniiber
Proteinen (Hollman et al., 2001). Untersuchungen von Manach et al. (1995) haben dies fiir

Quercetin gezeigt, welches in Plasma an die Albuminfraktion gebunden ist.

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Zinkhistidin antioxidative
Eigenschaften besitzt und in der Lage ist die kupfer-induzierte LDL-Oxidation zu hemmen.
Histidin scheint also aufler, dass es eine maximale Bioverfligbarkeit von Zink garantiert (Schopf,
2000), auch antioxidative Eigenschaften zu besitzen und konnte so die antioxidative Kapazitét
von Plasma erhdhen. Plasma, angereichert mit Zink und Histidin in der Form von Zinkhistidin,

konnte somit in vivo einen erhohten Schutz fiir LDL vor Oxidation darstellen.
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5 Zusammenfassung

Oxidative Verdnderungen von Low Density Lipoproteinen (LDL) kdnnen die Bildung von
Atheromen begiinstigen. Hierbei wird den Antioxidantien eine protektive Wirkung gegeniiber
Arteriosklerose zugesprochen, indem sie eine Oxidation von LDL verzdgern oder sogar
verhindern. Gerade in den letzten Jahren haben die Flavonoide und Phenolsduren aufgrund ihrer
antioxidativen Wirkung zunehmend an Bedeutung gewonnen. Durch ihre Féhigkeit, den
Organismus vor Schidigung durch freie Radikale oder reaktive Sauerstoffspezies zu schiitzen,
werden sie neben ihrer Beteiligung bei der Arteriosklerose auch in Zusammenhang mit

Erkrankungen wie Krebs oder Katarakt diskutiert.

Es existieren inzwischen zahlreiche Studien zur antioxidativen Wirkung von Polyphenolen. Es
ist jedoch wenig bekannt {iber die Aktivitit von Kombinationen verschiedener Antioxidantien.
Deshalb wurde im ersten Abschnitt der vorliegenden Untersuchung (Studie 1) der Einfluss von
o-Tocopherol, Ascorbinsdure, Kaffeesdure und ausgewéhlten Flavonoiden (einzeln oder in
unterschiedlichen Kombinationen) auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation untersucht. Die
Lipidperoxidation der LDL wurde durch den Verlauf der Dienkonjugation verfolgt, die
Fragmentierung des Apolipoprotein B wihrend LDL-Oxidation wurde durch den Verlauf der
Tryptophanfluoreszenz und der Carbonylgruppenbildung gemessen.

Es konnte beobachtet werden, dass die Phenolsduren eine hohere antioxidative Aktivitdt als
o-Tocopherol oder Ascorbinsdure besitzen. Die wirksamsten Antioxidantien waren Quercetin
gefolgt von Epicatechin und Kaffeesdure; diese Antioxidantien weisen eine Dihydroxystruktur
auf. Quercetin (1 uM) bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um 108 % gegeniiber der
Kontrolle (LDL ohne Zusatz von Antioxidantien), Epicatechin (1 uM) und Kaffeesdure (1 uM)
um 74 bzw. 80 %. a-Tocopherol (5 uM) verlidngerte die lag-phase um 74 % und Ascorbinsdure
(3 uM) nur um durchschnittlich 47 %. Die Flavonoide Phloretin und Hesperetin (jeweils 1 pM),
die keine Dihydroxystruktur besitzen, hatten eine vergleichsweise niedrige antioxidative
Wirkung und verldngerten die lag-phase der LDL um 31 bzw. 38 %.

Bei Kombination von zwei verschiedenen Antioxidantien zeigten Quercetin und Kaffeeséure den
starksten Effekt auf die Verldngerung der lag-phase (244 %). Die antioxidative Wirkung dieser
Kombination war hoher als durch Addition der Einzeleffekte zu erwarten gewesen wére. Die

Inkubation der LDL mit einer Kombination von a-Tocopherol und Ascorbinsdure oder
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a-Tocopherol und Phloretin hatte einen verkiirzenden Effekt auf die lag-phase bezogen auf den
Einzeleffekt von a-Tocopherol. Verschiedene Flavonoide und Ascorbinsdure scheinen in der
Lage zu sein sich gegenseitig zu beeinflussen, analog dem Synergismus von Ascorbinsdure und
a-Tocopherol.

Die Ergebnisse der Messung der Tryptophanfluoreszenz und der Carbonylgruppenbildung haben
die Beobachtungen der Dienkonjugation bestétigt.

In Studie 2 wurde der Konzentrationsverlauf von a-Tocopherol, Quercetin und Kaffeesdure in
verschiedenen LDL-Priparationen untersucht. Dazu wurden die LDL zundchst mit den
Substanzen inkubiert (allein oder in Kombination) und anschlieBend wurde die
Oxidationsreaktion durch Zugabe von Kupferionen gestartet.

Quercetin wurde, verglichen mit Kaffeesdure und a-Tocopherol, am schnellsten verbraucht. Bei
Inkubation der LDL mit einer Kombination von Quercetin, a-Tocopherol, Ascorbinsdure und
Kaffeesdure wurde Quercetin langsamer verbraucht (16 % nach fiinf Minuten) als bei den
anderen Kombinationen (3-7 % nach fiinf Minuten).

a-Tocopherol wurde etwas langsamer verbraucht als Quercetin, nach fiinf Minuten konnte noch
ein Tocopherolgehalt von 26-30 % gemessen werden. Bei einer Kombination von a-Tocopherol
und Ascorbinsdure oder a-Tocopherol, Ascorbinsdure und zusétzlich Quercetin und Kaffeesdure
lag der Gehalt nach fiinf Minuten noch bei 41 bzw. 44 %.

Kaffeesdure wurde deutlich langsamer verbraucht als a-Tocopherol oder Quercetin, nach fiinf
Minuten waren noch zwischen 90 und 100% der Kaffeesdure vorhanden. Bei Inkubation der LDL
mit Kaffeesdure allein oder einer Kombination von Kaffeesdure und Ascorbinsdure sank der
Kaffeesduregehalt am schnellsten; nach 10 Minuten lag der Gehalt bei 70 bzw. 60 %. Wurde
dagegen eine Kombination von Kaffeesédure und Quercetin oder a-Tocopherol, Ascorbinsiure,
Quercetin und Kaffeesdure getestet, so lag der Kaffeesduregehalt nach 10 Minuten noch bei 93

bzw. 94 %.

In Studie 3 sollte der in Studie 1 beobachtete Synergieeffekt von Quercetin und Kaffeesdure bei
kupfer-induzierter LDL-Oxidation ndher untersucht werden. Dazu wurde die antioxidative
Wirkung von Quercetin und Kaffeesédure auf die kupfer-induzierte LDL-Oxidation mit den
strukturverwandten Substanzen Kaempferol, p-Cumarsdure und Dopamin verglichen.

Es konnte festgestellt werden, dass Kaempferol (Verlingerung der lag-phase von 286%),

p-Cumarsdure (2 %) oder Dopamin (606 %) in dem hier verwendeten Versuchsansatz eine
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niedrigere antioxidative Aktivitdt besitzen als Quercetin (1053 %) und Kaffeesdure (730 %).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass nur die Kombination von Quercetin und Kaffeesdure eine
antioxidative Aktivitit aufwies, die iiber der Summe der Einzeleffekte lag. Kaffeeséure besitzt
diejenigen chemischen Strukturen (ortho-Dihydroxystruktur, laterale Doppelbindung in
Konjugation mit Carbonylgruppe und Phenolrest), die fiir die antioxidativen Eigenschaften bei

Flavonoiden verantwortlich gemacht werden und ist damit Quercetin sehr dhnlich.

In Studie 4 wurden unterschiedliche Kaffeesdurederivate auf ihre antioxidative Wirkung
gegeniiber LDL-Oxidation untersucht.

Ferulasdure hatte in dem hier verwendeten Versuchsansatz sowohl prooxidative als auch
antioxidative Wirkung, abhéngig von der eingesetzten Konzentration. Bei Inkubation der LDL
mit 1 oder 2,5 uM Ferulasdure konnte eine Verkiirzung der lag-phase von LDL um 15 bzw. 20 %
gegeniiber der Kontrolle beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 5 pM war kein
Unterschied zu Kontroll-LDL festzustellen. Wurde allerdings eine Konzentration von 7,5 uM
Ferulasdure verwendet, war die lag-phase gegeniiber Kontroll-LDL um 40 % verldngert. Liegt
die Konzentration von Ferulasdure unter der Kupferkonzentration scheinen verstérkt
prooxidative Reaktionen aufzutreten. Es kommt zur Reduktion der Kupferionen und die
Oxidation von LDL wird dadurch verstirkt. Ist die Konzentration von Ferulasdure hoher als die
der Kupferionen scheint die antioxidative Wirkung verstirkt einzusetzen.

Isoferulasidure und Dihydroferulaséure hatten eine prooxidative Aktivitdt bei kupfer-induzierter
LDL-Oxidation in den hier verwendeten Konzentrationen (0 — 7,5 uM). Inkubation der LDL mit
7,5 uM Isoferulasdure bewirkte eine Verkiirzung der lag-phase um 18 % gegeniiber Kontroll-
LDL, bei Dihydroferulasdure betrug die Verkiirzung 31 %. Die beiden Substanzen scheinen wie
Ferulasdure in der Lage zu sein, Kupferionen zu reduzieren und so die Lipidperoxidation zu
beschleunigen. Aufgrund der chemischen Struktur konnten allerdings bei Isoferulasdure und
Dihydroferulasédure ausschlieBlich prooxidative Tendenzen und nicht wie bei Ferulasidure auch
eine antioxidative Aktivitdt beobachtet werden. o-Hydroxyhippursdure wirkte unabhidngig von
der Konzentration antioxidativ; bei Inkubation der LDL mit 7,5 uM o-Hydroxyhippursdure

konnte eine Verldngerung der lag-phase um 33 % beobachtet werden.

In Studie 5 wurde die Wirkung von Zinkhistidin, Histidin und Zinksulfat auf die kupfer-
induzierte LDL-Oxidation untersucht. Der Zink-Histidin-Komplex findet bei der
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Zinksubstitution eine immer groflere Bedeutung. Anhand der vorliegenden Untersuchung sollte
geklart werden ob Zinkhistidin auch antioxidative Wirkung besitzt.

Dazu wurde LDL mit Zinkhistidin, Histidin oder Zinksulfat inkubiert und anschlieend der
Verlauf der Dienkonjugation verfolgt. Zinksulfat hatte in dem hier verwendeten Versuchsansatz
keine antioxidative Aktivitdt, die lag-phase unterschied sich nicht von der lag-phase von
Kontroll-LDL. Zinkhistidin und Histidin dagegen wiesen eine antioxidative Aktivitdt auf.
Zinkhistidin (10 pM) bewirkte eine Verldngerung der lag-phase um 205 %, bei Histidin (20 uM)
konnte eine Verldngerung von 230 % beobachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass Zinkhistidin antioxidative Eigenschaften
besitzt und in der Lage, ist LDL vor kupfer-induzierter Oxidation zu schiitzen. Die Anwesenheit
von Zink scheint die Wirksamkeit von Histidin gegeniiber kupfer-induzierter Oxidation zu
reduzieren. Die Inkubation der LDL mit Zinksulfat hatte in der vorliegenden Untersuchung
keinen Einfluss auf die Resistenz der LDL gegeniiber Oxidation. Diese Beobachtung kdnnte

Histidin als die antioxidativ wirksame Komponente des Zinkhistidin-Komplexes identifizieren.

Die getesteten Substanzen wiesen sehr unterschiedliche antioxidative Aktivititen gegeniiber
kupfer-induzierter LDL-Oxidation auf. Es konnte beobachtet werden, dass bei Flavonoiden und
Phenolséuren ein starker Zusammenhang zwischen der chemischen Struktur und der
antioxidativen Wirkung besteht. Einige Polyphenole waren in der Lage, die Oxidation von LDL
zu verzogern und mdoglicherweise kann Plasma in vivo angereichert mit diesen Antioxidantien
einen Schutz der LDL vor Oxidation bieten. Aber auch mogliche kupfer-induzierte prooxidative
Eigenschaften einzelner Substanzen konnten in vivo eine Rolle spielen, denn vor allem in
fortgeschrittenen atherosklerotischen Lisionen kommt es zur Freisetzung von Metallionen wie
Kupfer.

In der Erndhrung und im Organismus liegen Antioxidantien als komplexe Gemische vor. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine kombinatorische Wirkung verschiedener
Antioxidantien in vitro und konnen dazu beitragen die Bedeutung von Interaktionen zwischen

einzelnen Antioxidantien auch in vivo besser zu verstehen.
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Anhang Al

Anhang

Tab. Al: Verlingerung der lag-phase humaner LDL (Person 1; in %; MEAN und SD) nach
Inkubation mit Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

MEAN % SD
a-Tocopherol 99 * 21
Ascorbinsidure 37 * 28
Quercetin 101 * 14
Epicatechin 71 * 57
Hesperetin 14 * 07
Kaffeesdure 80 * 10,6
Phloretin 20 * 07
a-Tocopherol und Ascorbinsdure 83 * 28
a-Tocopherol und Quercetin 207 * 28
a-Tocopherol und Epicatechin 178 = 21
o-Tocopherol und Hesperetin o1 = 14
a-Tocopherol und Kaffeesdure 79 * 64
o-Tocopherol und Phloretin 65 * 21
Ascorbinsdure und Quercetin 227 * 0,7
Ascorbinsdure und Epicatechin 303 * 14
Ascorbinsdure und Hesperetin 53 * 28
Ascorbinsédure und Kaffeesdure 136 £ 0,7
Ascorbinsédure und Phloretin 96 * 64
Quercetin und Epicatechin 452 = 42
Quercetin und Hesperetin 193 = 21
Quercetin und Kaffeesiure 229 * 07
Quercetin und Phloretin 267 * 28
Epicatechin und Hesperetin 150 %= 134
Epicatechin und Kaffeesdure 287 = 28
Epicatechin und Phloretin 122 %= 99
Hesperetin und Kaffeesdure 99 * 14
Hesperetin und Phloretin 25 * 14
Kaffeesdure und Phloretin 102 * 14
o-Tocopherol, Ascorbinsidure und Quercetin 442 T 42

I+

a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Epicatechin 347 3,5
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A2

Tab. Al: Fortsetzung

o-Tocopherol, Ascorbinsidure und Hesperetin
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Kaffeesdure
a-Tocopherol, Ascorbinséure und Phloretin
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsiure
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin

Quercetin, Epicatechin und Kaffeesaure

Quercetin, Epicatechin und Phloretin

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesiaure

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesdure, a-Tocopherol und

Ascorbinsdure

149
340
330
530
657
419
726
457
808

924

I+

+ + + H+ H+ I+

I+

I+

10,6

4,2

2,8

15,6
18,4
95,5
38,9
283

20,5




Anhang A3

Tab. A2: Verlangerung der lag-phase humaner LDL (Person 2; in %; MEAN und SD) nach
Inkubation mit Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

MEAN % SD
o-Tocopherol 57 T 42
Ascorbinséure 44 * 07
Quercetin 89 * 71
Epicatechin 63 £ 07
Hesperetin 41 * 0,0
Kaffeesiure 50 * 0,7
Phloretin 44 * 21
a-Tocopherol und Ascorbinsiure 46 * 28
a-Tocopherol und Quercetin 130 = 14
a-Tocopherol und Epicatechin 82 * 07
a-Tocopherol und Hesperetin 89 * 99
a-Tocopherol und Kaffeesaure 73 £ 0,0
o-Tocopherol und Phloretin 41 = 07
Ascorbinsdure und Quercetin 128 * 14
Ascorbinsdure und Epicatechin 89 = 07
Ascorbinsdure und Hesperetin 47 * 2,1
Ascorbinsidure und Kaffeesdure 113 * 21
Ascorbinsiure und Phloretin 65 * 07
Quercetin und Epicatechin 157 = 0,7
Quercetin und Hesperetin 154 * 07
Quercetin und Kaffeesdure 240 * 28
Quercetin und Phloretin 157 %= 07
Epicatechin und Hesperetin 98 = 21
Epicatechin und Kaffeesiure 197 = 35
Epicatechin und Phloretin 92 = 07
Hesperetin und Kaffeesiure 122 £ 07
Hesperetin und Phloretin 86 * 14
Kaffeesdure und Phloretin 136 = 2,1
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin 217 * 07
o-Tocopherol, Ascorbinséure und Epicatechin 12 = 14
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Hesperetin 84 * 35

I+

o-Tocopherol, Ascorbinséure und Kaffeesiure 179 10,6
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Tab. A2: Fortsetzung

a-Tocopherol, Ascorbinséure und Phloretin
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsiure
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin
Quercetin, Epicatechin und Kaffeesaure
Quercetin, Epicatechin und Phloretin

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesiure
Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesdure, a-Tocopherol und

Ascorbinsdure

77 *
351
444
333
494
289
432

+ + H+ + I+

I+

631

I+

0,7
7,8
11,3
2,1
2,1
4,2
5,7

11,3




Anhang AS

Tab. A3: Verlangerung der lag-phase humaner LDL (Person 3; in %; MEAN und SD) nach
Inkubation mit Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

MEAN % SD
o-Tocopherol 42 * 99
Ascorbinsidure 42 £ 42
Quercetin 110 £ 21
Epicatechin 49 * 07
Hesperetin 41 = 21
Kaffeesiure 116 £ 35
Phloretin 27 £ 49
o-Tocopherol und Ascorbinséure 49 * 14
a-Tocopherol und Quercetin 122 * 35
a-Tocopherol und Epicatechin 125 + 0,7
a-Tocopherol und Hesperetin 80 * 64
a-Tocopherol und Kaffeesaure 160 = 7.1
o-Tocopherol und Phloretin 54 £ 42
Ascorbinsdure und Quercetin 116 * 7.1
Ascorbinsdure und Epicatechin 127 £ 14
Ascorbinsédure und Hesperetin 9 = 28
Ascorbinsidure und Kaffeesdure 191 £ 35
Ascorbinsdure und Phloretin 49 £ 12,0
Quercetin und Epicatechin 209 = 17,7
Quercetin und Hesperetin 164 £ 20,5
Quercetin und Kaffeesdure 428 * 2873
Quercetin und Phloretin 138 = 37,5
Epicatechin und Hesperetin 157 = 7.1
Epicatechin und Kaffeesiure 271 £ 92
Epicatechin und Phloretin 150 * 3,5
Hesperetin und Kaffeesiure 156 * 49
Hesperetin und Phloretin 75 £ 42
Kaffeesdure und Phloretin 138 £ 10,6
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin 136 £ 49
o-Tocopherol, Ascorbinséure und Epicatechin 150 = 7.1
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Hesperetin 102 * 35

I+

o-Tocopherol, Ascorbinsidure und Kaffeesdure 222 1,4
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Tab. A3: Fortsetzung

a-Tocopherol, Ascorbinséure und Phloretin
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsiure
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin
Quercetin, Epicatechin und Kaffeesaure
Quercetin, Epicatechin und Phloretin

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesiure
Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesdure, a-Tocopherol und

Ascorbinsdure

82
227
249
191
315
280
472

729

+ + + + H+ H+

I+

I+

2,8
12,7
11,3
6,4
12,7
7,8
31,8

38,9




Anhang A7

Tab. A4: Verlangerung der lag-phase humaner LDL (Person 4; in %; MEAN und SD) nach
Inkubation mit Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

MEAN % SD

o-Tocopherol 95 * 35
Ascorbinséure 72 * 35
Quercetin 132 * 10,6
Epicatechin 104 £ 21
Hesperetin 49 * 28
Kaffeesiure 71 * 57
Phloretin 50 * 99
a-Tocopherol und Ascorbinsiure 70 * 35
a-Tocopherol und Quercetin 122 * 14
a-Tocopherol und Epicatechin 108 * 14
a-Tocopherol und Hesperetin 89 T 14,1
o-Tocopherol und Kaffeesdure 103 * 12,0
o-Tocopherol und Phloretin 67 * 57
Ascorbinsédure und Quercetin 160 £ 49
Ascorbinsdure und Epicatechin 147 * 35
Ascorbinsédure und Hesperetin 68 * 57
Ascorbinsidure und Kaffeesdure 132 * 00
Ascorbinsiure und Phloretin 83 * 57
Quercetin und Epicatechin 240 = 21
Quercetin und Hesperetin 136 * 134
Quercetin und Kaffeesdure 131 * 8,5
Quercetin und Phloretin 154 £ 64
Epicatechin und Hesperetin 98 = 7.1
Epicatechin und Kaffeesiure 190 %= 134
Epicatechin und Phloretin 108 *= 42
Hesperetin und Kaffeesdure 105 * 2,1
Hesperetin und Phloretin 82 * 35
Kaffeesdure und Phloretin 171
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin 139 * 49
o-Tocopherol, Ascorbinséure und Epicatechin 123 = 14
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Hesperetin 92 * 14

I+

o-Tocopherol, Ascorbinséure und Kaffeesiure 118 6,4
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Tab. A4: Fortsetzung

a-Tocopherol, Ascorbinséure und Phloretin
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsiure
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin
Quercetin, Epicatechin und Kaffeesaure
Quercetin, Epicatechin und Phloretin

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesiaure

Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesdure, a-Tocopherol und
Ascorbinséure

103 %
245
235
231
264
240
286

+ + H+ + I+

I+

448 +

3,5
13,4
2,1
12,0
4,2
2,1
12,0

14,8




Anhang A9

Tab. A5: Verlangerung der lag-phase humaner LDL (Person 5; in %; MEAN und SD) nach
Inkubation mit Antioxidantien, im Vergleich zur Kontrolle (LDL ohne Zusatz von
Antioxidantien)

Antioxidantien MEAN + SD
o-Tocopherol 76 * 12,0
Ascorbinséure 39 * 28
Quercetin 107 * 28
Epicatechin 83 * 28
Hesperetin 47 = 21
Kaffeesdure 85 T 14
Phloretin 17 * 42
a-Tocopherol und Ascorbinsiure 50 * 28
a-Tocopherol und Quercetin 105 = 21
a-Tocopherol und Epicatechin 139 = 28
a-Tocopherol und Hesperetin 102 = 21
o-Tocopherol und Kaffeesdure 104 * 49
o-Tocopherol und Phloretin 66 T 42
Ascorbinsédure und Quercetin 189 £ 49
Ascorbinsdure und Epicatechin 195 * 16,3
Ascorbinsédure und Hesperetin 191 * 99
Ascorbinsidure und Kaffeesdure 198 * 21
Ascorbinsdure und Phloretin 53 * 28
Quercetin und Epicatechin 157 = 2.1
Quercetin und Hesperetin 1388 14
Quercetin und Kaffeesdure 193 * 49
Quercetin und Phloretin 104 £ 21
Epicatechin und Hesperetin 86 * 14
Epicatechin und Kaffeesiure 173 * 49
Epicatechin und Phloretin 96 = 21
Hesperetin und Kaffeesdure 152 %= 42
Hesperetin und Phloretin 43 * 14
Kaffeesdure und Phloretin 152 * 57
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin 179 * 134
o-Tocopherol, Ascorbinséure und Epicatechin 130 %= 11,3
a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Hesperetin 134 *= 42

I+

o-Tocopherol, Ascorbinséure und Kaffeesiure 197 2,8




Anhang Al0
Tab. A5: Fortsetzung

a-Tocopherol, Ascorbinséure und Phloretin 142 = 35
Quercetin, Epicatechin und a-Tocopherol 220 * 57
Quercetin, Epicatechin und Ascorbinsiure 291 * 238
Quercetin, Epicatechin und Hesperetin 243 * 42
Quercetin, Epicatechin und Kaffeesaure 299 * 57
Quercetin, Epicatechin und Phloretin 218 * 11,3
Quercetin, Epicatechin, Hesperetin und Kaffeesiaure 344 £ 57
Quercetin, Epicatechin, Hesperetin, Kaffeesaure, a-Tocopherol und

Ascorbinsiure 459 * 85




Tab. A6: Fluoreszenzintensitit (% des hochsten Wertes, MEAN + SD) von LDL (n = 2), inkubiert mit verschiedenen Antioxidantien, zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend kupfer-induzierter Oxidation

120 min 240 min

v



Tab. A7: Carbonylgehalt (nmol Carbonyl/mg Protein; MEAN + SD) humaner LDL (n=5) nach Inkubation mit unterschiedlichen Antioxidantien

Kontrolle

a-Tocopherol

Ascorbinséure

Quercetin

Kaffeesdure

a-Tocopherol und Ascorbinsdure
a-Tocopherol und Quercetin

a-Tocopherol und Kaffeesdure
Ascorbinsdure und Quercetin

Ascorbinsaure und Kaffeesdure

Quercetin und Kaffeesdure

a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Quercetin
a-Tocopherol, Ascorbinséure und Kaffeeséure

a-Tocopherol, Ascorbinsdure, Quercetin und Kaffeesdure

0h
13403
1,2+0,6
1,5+0,3
1,5+0,4
1,440,3
1,5+0,3
1,6 £0,2
1,5+0,3
1,6 + 0,6
1,5+0,4
14404
1,4+0,2
13%0,1
1,5+0,5

1lh
7,7 %28
32412
54+24
40+£0,6
3,7£1,0
3,709
3,7£1,0
3,7+1,1
3,5+1,1
3,840,9
42409

2h
19,8 +4,1
12,9+ 6,7
16,3 +6,2
6,6+1,7
57+09
9,5+ 4,4
53%1,0
50%1.3
48+14
54+1.2
6,023
53+13
51£0,6
6,9+0,9

MEAN % SD

3h
27,0+ 4,6
21,6 £7,8
24,0+ 7,7
12,6 £5,3
17,7+5,8
19,5+79
8,0%1,9
10,7+2,8
6,2+1,8
8,0+2,8
7,7%3,1

4h
32,9 +4,7
28,8+ 8.6
32,6+9,5
21,0 6,9
29,6+ 9,5
29,4 + 10,7
142462
222465
10,1 6,5
18,5 4,8
10,0 + 4,2
8,0+1,5
10,7 +2,5
9,1 +2,7

5h
37,1 +4,7

6 h
39,6 +£5,0

23,2+5,8
35,2+6,8
14,5+ 7,7

v
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Tab. A8: Verldngerung der lag-phase von LDL (in % der Kontrolle) nach Inkubation mit

Quercetin, Kaffeesdure und strukturverwandten Substanzen

Quercetin 1 uM

Kaffeesdure 1 uM

p-Cumarséure

Dopamin 1 uM

Kaempferol 1 uM

Quercetin 1 uM und Kaffeesdure 1 uM
Quercetin 0,5 uM und Kaffeesiure 0,5 uM
Quercetin 1 uM und Quercetin 1 uM
Kaffeesdure 1 uM und Kaffeesdure 1 uM
Quercetin 1 uM und Dopamin 1 uM
Quercetin 1 uM und p-Cumarsaure 1uM
Quercetin 1 uM und Kaempferol 1 uM
Kaffeesdure 1 uM und Kaempferol 1 uM

MEAN + SD
1053 +
730 *
2 *
606 *
286 *
2190 +
866 *
1447 +
1047 +
1245 +
1041 +
993 *
917 *

4,2
5,7
2,8
3,5
8,5
8,5
10,6
22,6
12,7
8,5
13,4
2,1
19,8

Tab. A9: Verdanderung der lag-phase von LDL (%) inkubiert mit Ferulasdure, Isoferulasdure,
Dihydroferulasdure oder o-Hydroxyhippursdure (unterschiedliche Konzentrationen) im Vergleich

zur Kontrolle (100 %)
Verédnderung der lag-phase (%)
1 uM 2,5 uM 5uM 7,5 uM
Ferulaséure -4 -17 -14 -18 -20 -28 0 0 1 +39 +43 438
Isoferulasdure -9 -5 5 -12 -10 -7 -14 -12 -10 -22 -17 -14
Dihydroferulaséure 26 28 -17 -33 33 36 -33 -35 36 -31 -33 -29
o-Hydroxyhippursédure +10 +9 +5 +15 +17 +15 +20 +28 +20 +34 +35 +30

Tab. Al10: Verdnderung der lag-phase von LDL (%, MEAN * SD) inkubiert mit Zinkhistidin,
Zinksulfat oder Histidin (unterschiedliche Konzentrationen) im Vergleich zur Kontrolle (100 %)

Veranderung der lag-phase

2,5 uM 5 uM
Zinkhistidin +21+£4,0 +93+£4,0
Zinksulfat 2+3,1 2+1,1

Histidin +11+13 +34+0,6

7,5 uM 10 uM 20 uM
+155%5,2 +205 + 13,2

2+1,1 5+6,1
+133+0,9 +230+23
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