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Ausgangssituation:

In der Bevolkerung steigt mit zunehmendem Al-
ter die Inzidenz chronischer Erkrankungen. Eine
haufig diskutierte Ursache chronischer Erkran-
kungen ist oxidativer Stress. Dieser entsteht im
Kérper, wenn es zu einem Ungleichgewicht zwi-
schen der Bildung und Inaktivierung von sog. re-
aktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) kommt. Die-
sem Ungleichgewicht kénnen endogene Fak-
toren (z.B. koérpereigenes Glutathion (GSH)) und
exogene Antioxidantien (z.B. Flavonoide) entge-
genwirken. Epidemiologische Daten zeigen, dass
eine Erndhrung mit einem hohen Anteil an
Flavonoiden praventive Eigenschaften hat und
mit einem inversen Effekt bezlglich des Risikos
chronischer Krankheiten korreliert. Beerenfriichte
(vor allem Wildheidelbeeren) stellen eine wichti-
ge Quelle an diesen Flavonoiden dar. Fir die
Wildheidelbeere werden neben anderen Poly-
phenolen hauptséachlich die Anthocyane flr de-
ren Wirkung verantwortlich gemacht. Vor allem
antioxidative und anti-inflammatorische Eigen-
schaften von Anthocyanen werden derzeit dis-
kutiert. Der Nachteil von Anthocyanen im Ver-
gleich zu anderen Polyphenolen resultiert aller-

dings aus deren geringen Bioverfligbarkeit. In
vielen Studien liegt die Bioverfigbarkeit von ver-
zehrten ,intakten” Anthocyanen im Urin meist
unter 0,1 %. Ein Grund fir die geringe Aufnah-
me von Anthocyanen ist deren limitierende Sta-
bilitdt. Im Darm, welcher als Hauptresorptionsort
fir Anthocyane gilt, liegt ein Milieu von pH 6-8
vor. Unter diesen pH-Bedingungen sind die
Strukturen der Anthocyane nur begrenzt stabil.
Daraus begrindete sich in der Vergangenheit
unter anderem das Forschungsziel, Anthocyane
aus Heidelbeerextrakt (HBE) mit Hilfe verschie-
dener Verkapselungstechniken wahrend der
Darmpassage zu stabilisieren und gezielt am
Wirkort freizusetzen (DFG/AiF-Cluster 1, 2008-
2011). Die effektivsten Verkapselungstechniken
basierten dabei auf Molkenprotein- und Pektin-
basis. /n vitro konnten durch die Verkapselung
im Vergleich zum unverkapselten Extrakt hohere
Anthocyankonzentrationen im (simulierten)
Dinndarmmilieu erreicht werden. AuRRerdem
zeigte sich in vitro keine Reduktion auf der Ebe-
ne der biologischen Aktivitdit (ROS, DNA-
Strangbriiche, GSH) durch die Verkapselung.
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Ziel des Forschungsvorhabens war es nun, die
bisherigen In-vitro-Ergebnisse zur biologischen
Aktivitat des HBE (unverkapselt und verkapselt)
und der Bioverfligbarkeit der Anthocyane aus
dem HBE bzw. Kapselmaterial auf die In-vivo-
Situation zu Ubertragen und zu verifizieren. Die
zentrale Frage war, in welchem Ausmafl3 An-
thocyane aus HBE die Bioaktivitat beeinflussen
kénnen, unverandert in den Dickdarm gelangen,
welche Rolle Prozesse der Dickdarmmikrobiota
spielen und inwieweit dies durch Stabilisierungs-
(Verkapselungs-)Techniken moduliert werden
kann. Der Losungsweg fir diese Fragestellungen
wurde durch eine humane Pilotstudie an Pro-
banden realisiert. Welchen Einfluss der Dickdarm
bezlglich der Bioaktivitdt und Bioverfligbarkeit
von HBE besitzt, kann anhand von Probanden
mit intaktem Gastrointestinaltrakt nur begrenzt
erfasst werden. Aus diesem Grund wurde die
Studie zum einen mit Probanden, die ein Stoma
am terminalen lleum besitzen (Pilotstudie A, oh-
ne Kolon) und zum anderen analog mit Kontroll-
probanden (Pilotstudie B) mit intaktem Kolon
durchgefihrt.

Forschungsergebnis:

Die Pilotstudie wurde 2011 erfolgreich am Uni-
versitatsklinikum Wdirzburg durchgefihrt und
unterteilte sich in drei Abschnitte. Dabei erfolgte
wahrend der Studienphase 1 die Verabreichung
von Heidelbeerextrakt (HBE), wahrend Studien-
phase 2 die Verabreichung von HBE-beladenen
Molkeproteinkapseln (hergestellt durch die Ar-
beitsgruppe Prof. Kulozik, TU Mt inchen) und
wahrend Studienphase 3 die Verabreichung von
HBE-beladenen Citruspektinkapseln (hergestellt
durch die Arbeitsgruppe Prof. Schwarz, Univer-
sitdt Kiel), jeweils mit dquimolaren Anthocyan-
konzentrationen. Durchgefiihrt wurde die Pilot-
studie mit Probanden mit intaktem Gastro-
intestinaltrakt (mit Kolon - Studie B) und Pro-
banden, die einen klinstlichen Diinndarmausgang
(Stoma) besitzen (ohne Kolon — Studie A). Wah-
rend der Studie wurden von allen Probanden
Blut- und Urinproben und von den lleosto-
mieprobanden zuséatzlich lleostomabeutel ge-
sammelt. Durch den Vergleich der beiden Pro-
bandengruppen konnte somit erfasst werden,
welchen Einfluss der Dickdarm auf die Biover-
fligbarkeit und biologische Aktivitdt besitzt und
inwieweit im Dickdarm gebildete Metaboliten fir
biologische Wirkungen verantwortlich sind.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die
Verkapselung von Anthocyanen deren Biover-
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figbarkeit im Vergleich zu nichtverkapselten
Anthocyanen modulieren kann, wobei die
Bioverfligbarkeit der Anthocyane im Allgemeinen
wahrend dieser Studie sehr gering war. Durch
Molkeproteinverkapselung konnte die Bioverflig-
barkeit der Anthocyane am stdrksten erhoht
werden und durch Citruspektinverkapselung
konnten vermehrt Anthocyane in das Kolon ge-
langen. Als zentraler Befund auf der biologi-
schen Ebene war zu beobachten, dass in den
gesunden Probanden (mit funktionellem Kolon)
bereits 2 h nach HBE-Verzehr eine tendenzielle
Abnahme der direkten und oxidativen DNA-
Strangbriiche (Comet-Assay mit Formamidopy-
rimidinglycosylasebehandlung) auftrat. Es zeigte
sich in diesen gesunden Probanden beim Kon-
sum von unverkapseltem HBE bereits nach 1 h
eine signifikante Verdnderung der Transkription
(Anstieg der Transkripte fir NQO1, Verminde-
rung fir HO-1). Dieser Effekt verstarkte sich 2 h
nach HBE-Aufnahme, wobei zusatzlich ein signi-
fikanter Abfall der Transkripte flr Nrf2 zu be-
obachten war. Diese rasche antioxidative
,response’ wurde bisher in der Literatur noch
nicht beschrieben und konnte kirzlich publiziert
werden.

Die beobachtete biologische Wirkung (Modulati-
on von DNA-Strangbriichen und Nrf2-regulierter
Gene) nach HBE-Verzehr (verkapselt und unver-
kapselt) konnte allerdings nicht alleine auf die
J~ntakten Anthocyane” zurlckgefihrt werden.
Literaturdaten und eigene Messungen zeigen,
dass die resultierenden Anthocyan-Abbaupro-
dukte, die im Darm gebildet werden, um ein
Vielfaches gegenlber intakten Anthocyanen im
Urin zu finden sind und vermutlich die eigentli-
chen strukturellen Wirkkomponenten der An-
thocyane (im Menschen) darstellen koénnten.
Insbesondere der intestinale Anthocyanmetabolit
Phloroglucinolaldehyd erwies sich in ergdnzen-
den In-vitro-Untersuchungen als biologisch aktiv.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen
also, dass es nicht ausschlieRRlich wichtig ist, die
intakten Anthocyane im Korper zu stabilisieren,
sondern auch den Einfluss der Verkapselung auf
die Bildung potentiell bioaktiver Abbauprodukte
der Anthocyane zu berlicksichtigen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Lebensmittelindustrie ist stark mittelstan-
disch gepragt. 55 % der Betriebe haben weniger
als 50 und 98 % der Betriebe weniger als 500
Mitarbeiter. Dabei nimmt der Anteil an kleinen
und mittelstandischen Unternehmen (KMU) bei
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Herstellern von Massenprodukten aufgrund der
kleinen Deckungsbeitrage stetig ab, da diese nur
unzureichend vom “Economies of Scale” profi-
tieren kdénnen. Gerade KMU sind daher verstarkt
auf Nischenmarkte angewiesen. Der Bereich der
funktionellen Lebensmittel mit hdéheren De-
ckungsbeitrédggen und innovativen Technologien
bietet fir KMU eine besondere Chance.

Die ,Health-Claims“-Verordnung zwingt die Her-
steller zur Erfassung sehr aufwéndiger Wir-
kungsnachweise mittels Humanstudien, deren
Erforschung ein KMU alleine nicht tragen kann.
Gerade der Comet-Assay als Methode zur Be-
stimmung von DNA-Schaden wird von der EFSA
generell als validierter Parameter akzeptiert. Die
in jingster Zeit erfolgten Ablehnungen von
Claims erfolgten aufgrund von unspezifischen
Messungen und der Ex-vivo-Bestimmung unspe-
zifischer oxidativer DNA-Schaden nach Lympho-
zytenextraktion, H202-Behandlung oder Oxidati-
on mit Fe?*. Im vorliegenden Projekt erfolgte die
Bestimmung oxidativer DNA-Schaden (Behand-
lung der DNA mit Formamidopyrimidinglycosyla-
se) direkt aus Vollblut ohne Artefakt erzeugende
Isolierungsschritte. Die Ergebnisse dieser Studie
er6ffnen den Unternehmen die Chance, Wir-
kungsstudien zielfUhrender und damit &kono-
misch effizienter anzulegen. Die unerwartete ra-
sche antioxidative ,response’ nach Verzehr von
Heidelbeerextrakt lasst sich maoglicherweise
auch auf andere anthocyanreiche Lebensmittel
(z.B. Safte) Ubertragen. Die gewonnenen Er-
kenntnisse bieten eine gute Grundlage fir weite-
re Forschungs- und Entwicklungsaktivitdten be-
zliglich der Herstellung von Fruchtséaften,
Smoothies, Shots, Fruchtextrakten und Frucht-
zubereitungen mit ,gesundheitlichen Wirkungen”
und kénnen somit wesentlich zur Optimierung
der Funktionalitat dieser Produkte beitragen.
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