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Ausgangssituation:

Bei der Pathogenese von chronischen Erkran-
kungen, wie Diabetes mellitus Typ 2, Parkin-
son, Lebererkrankungen und kardiovaskularen
Erkrankungen, wurde als eine der Ursachen eine
erhéhte Freisetzung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) festgestellt. Zu ROS zahlen freie
Radikale, wie das Hydroxyl- und Superoxid-
anion-Radikal, aber auch neutrale Molekiile, wie
Wasserstoffperoxid und Singulettsauerstoff.
Diese Molekile sind in der Lage, direkt oder
indirekt zellulare Bestandteile, wie Lipide, DNA
oder Proteine, zu schadigen und haben daher
adverse Effekte fiir den Organismus. Durch das
Abfangen von Radikalen, durch Inaktivierung
redoxaktiver Ubergangsmetalle oder durch Mo-
dulation der Zellantwort via redoxsensitiver
Signalwege und der Bildung nachgeschalteter,
antioxidativ wirksamer Enzyme kénnen Anti-
oxidantien ROS reduzieren.

Ein Schlisselfaktor in der intrazellularen Ab-
wehr von ROS ist der Transkriptionsfaktor Nrf2
(NF-E2 related factor-2). In inaktiver Form liegt
Nrf2 im Zytosol als an Aktin-verankertes Keap-
1 gebunden vor. Durch Einwirken von ROS oder

SH-reaktiven Verbindungen wird diese Interak-
tion geldst, Nrf2 transloziert in den Nukleus und
bindet dort zusammen mit small-Maf-Proteinen
(sMaf) als Transkriptionsfaktor an das ARE
(antioxidant responsive elements) verschiedener
Gene, die beispielsweise fiir zentrale Enzyme
des Phase-llI-Metabolismus kodieren oder aber
die Transkription von Nrf2 selbst initiieren.
ARE-abhangige Gene kodieren beispielsweise
fur die Enzyme Glutathion-S-Transferase,
NAD(P)H-Chinonoxidoreduktase-1 (NQO-1),
UDP-Glucuronyltransferase, y-Glutamylcyste-
inligase sowie die Hdmoxygenase-1 (HO-1).

Bekannt ist, dass zahlreiche Polyphenole aus
Frichten biologische Wirkungen besitzen. Zur
Substanzklasse der Polyphenole zahlen auch die
Anthocyane, die fir die rote Farbung von
Frichten, wie Trauben, Johannisbeeren, Kir-
schen und Heidelbeeren, verantwortlich sind.
Sie zeigen antioxidative, antiinflammatorische
und chemopraventive Eigenschaften und sind
mit gesundheitlich positiven Aspekten assozi-
iert. Die antioxidative Wirksamkeit verschiede-
ner anthocyanhaltiger Fruchtsafte wurde bereits
in einigen Humanstudien mit Probanden ge-
zeigt.
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In einem abgeschlossenen IGF-Projekt (AiF
17039 N, 2011-2013) konnte im Rahmen einer
Interventionsstudie an Probanden mit gesundem
Gastrointestinaltrakt und Ileostomieprobanden
(mit kinstlichem Darmausgang) gezeigt wer-
den, dass es innerhalb von 8 Stunden nach
Aufnahme eines Heidelbeerextraktes (HBE) zu
einer Modulation des ARE/Nrf2-Signalwegs
sowie zur Reduktion von DNA-Strangbriichen
im Vollblut kam. Unbeantwortet blieb die Frage,
ob dieser Effekt als Langzeiteffekt (> 8 Stun-
den) durch kontinuierlichen Konsum anthocyan-
reicher Safte anhalt. Des Weiteren stellte sich
die Frage, ob die mit einem HBE erzielten Ergeb-
nisse auf kommerziell erhéltliche anthocyan-
reiche Safte Gbertragen werden kénnen.

Ein Hauptziel des vorliegenden Forschungs-
vorhabens AiF 18068 N war es, die biologische
Aktivitdt von anthocyanreichem Fruchtsaft an
Menschen zu untersuchen. Die zentrale Frage,
die im ersten Abschnitt des Projekts in vivo
adressiert wurde, war, ob die biologische Akti-
vitdt von anthocyanreichem Heidelbeerextrakt
(IGF-Vorhaben AiF 17039 N) auf kommerziell
erhaltliche Produkte, wie Fruchtsafte, Gbertrag-
bar ist und ob eine gleichbleibende oder verbes-
serte chemopraventive Wirkung im Organismus
erreicht werden kann. Ziel war es, im Rahmen
einer Kurzzeitinterventionsstudie mit Fruchtsaf-
ten die Hypothese einer Reduzierung oxidativer
DNA-Schaden (Hauptzielparameter) durch Akti-
vierung der Nrf2/ARE-vermittelten antioxida-
tiven Abwehr (Nebenzielparameter) zu verifizie-
ren und ein geeignetes Produkt fir die im An-
schluss durchgefliihrte Langzeitintervention zu
identifizieren. Folgende Produkte sollten getes-
tet werden: roter Mischfruchtsaft (aus roter
Traube, Apfel, Blaubeere, Erdbeere, Preisel-
beere, Aronia und Acerola), ein Getrdnk mit
Traubenschalenextrakt und ein Heidelbeersaft in
zwei unterschiedlichen Konzentrationen mit
identischen Brix-Werten und Zuckermengen.

Im zweiten Abschnitt des Projektes sollten im
Rahmen einer achtwdchigen Intervention mit
einem ausgewahlten Fruchtsaft bisher noch
nicht bekannte Langzeiteffekte (bisheriger
Beobachtungszeitraum: 8 h) beziiglich chemo-
praventiver Eigenschaften untersucht werden.

Forschungsergebnis:

In der im ersten Projektabschnitt durchgefiihr-
ten Kurzzeitinterventionsstudie konsumierten
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finf gesunde Probanden an vier verschiedenen
Studientagen nach der einwoéchigen Washout-
Phase einmalig je 700 ml Saft (roter Misch-
fruchtsaft, Getrdnk mit Traubenschalenextrakt
und ein Heidelbeersaft in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen) im nlchternen Zustand.
Wahrend der Studie wurden von allen Proban-
den Blutproben an drei Probeentnahmezeit-
punkten (0, 2 und 8 Stunden) gesammelt und
hinsichtlich der Modulation der DNA-Strang-
briiche sowie der Transkriptmenge ARE/Nrf2-
abhangiger Gene untersucht. Die Ergebnisse
zeigten eine signifikante Abnahme der DNA-
Strangbriiche 8 Stunden nach Verzehr des
roten Mischfruchtsaftes. Die anderen Getranke
zeigten keine Reduzierung der DNA-Schaden im
Comet-Assay. Alle Testsafte modulierten die
Transkriptmenge von Nrf2, HO-1 und NQO-1,
jedoch mit unterschiedlicher Potenz sowie
Persistenz der Effekte. Die Gentranskription war
2 Stunden nach Konsum des roten Misch-
fruchtsaftes erhéht und ging nach 8 Stunden
wieder auf den Ausgangslevel zurlick. Basie-
rend auf den erhaltenen Ergebnissen wurde der
rote Mischfruchtsaft als Studiensaft fir die
Langzeitinterventionsstudie (zweiten Projektab-
schnitt) durch den Projektbegleitenden Aus-
schuss ausgewahlt.

An der Langzeitinterventionsstudie nahmen 57
Probanden teil, die in zwei Gruppen unterteilt
waren. Nach 7 Tagen Polyphenol-reduzierter
Diat (Washout-Phase) konsumierten die Proban-
den am ersten Tag als Bolusgabe einmalig und
an den folgenden 55 Tagen Uber den Tag
verteilt 750 ml des anthocyanreichen Misch-
fruchtsaftes (Gruppe A: Saft) bzw. eines Pla-
cebogetranks (Gruppe B: Placebo). Wahrend der
Studie wurden von allen Probanden Blutproben
im nuchternen Zustand (O Stunden) nach 4, 8
und 24 Stunden sowie nach 1, 4 und 8 Wo-
chen (56 Tage) entnommen. Die Proben wur-
den hinsichtlich der Modulation der Biomarker
im Blut (DNA-Strangbriiche, Superoxiddis-
mutase(SOD)-Aktivitat, Katalase-Aktivitat, Plas-
malipide (LDL, HDL, Cholesterin, Triglyceride),
oxidiertes LDL und Interferon-y-induziertes-Pro-
tein-10 (IP10) untersucht. AuRerdem wurden
das Korpergewicht und die Koérperzusammen-
setzung sowie die Energie- und Nahrstoffauf-
nahme Uber Erndhrungsprotokolle der Proban-
den erfasst. Zur Uberpriifung der Einhaltung der
Erndhrungsvorgaben wahrend der Studie (,com-
pliance”) wurden zuséatzlich die (Spot)-Urinpro-
ben von Probanden gesammelt. Zu Studienbe-
ginn und zum Studienende wurden zudem
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Faeces-Proben gesammelt und die Zusammen-
setzung der Darmmikrobiota charakterisiert.

Urinanalysen ergaben keine Hinweise auf eine
Anthocyanaufnahme wahrend der Washout-
Phase in beiden Gruppen sowie in der Kontroll-
gruppe (Gruppe B) wahrend der Interventions-
zeit mit dem Placebogetrank. Durch Auswer-
tung der Erndhrungsprotokolle zeigte sich, dass
beide Getranke zu einer signifikanten Erhéhung
der Energie- und Kohlenhydrataufnahme sowie
zu einer Abnahme der Fett- und EiweiRauf-
nahme flhrten. Die mittels Bioimpedanzmes-
sung erfasste Entwicklung des Kdérpergewichts
und der Kérperzusammensetzung der Pro-
banden zeigte eine deutliche Reduktion des
Korperfettes sowie eine Erhéhung der fettfreien
Masse nach Konsum des Mischfruchtsaftes
Uber den ganzen Studienzeitraum. In beiden
Gruppen zeigte sich nach 24 Stunden sowie
nach 1, 4 und 8 Wochen eine signifikante Ab-
nahme der spontanen (direkten) und der gesam-
ten DNA-Strangbriiche. Die SOD-Aktivitat
wurde nach 56 Tagen signifikant durch
Fruchtsaftkonsum erhéht, wahrend die SOD-
Aktivitat in der Gruppe B (Placebogruppe)
abnahm. In beiden Gruppen wurde die Katalase-
Aktivitat, die LDL-Cholesterin- und Cholesterin-
Level reduziert, hingegen wurde die Inflamma-
tionsmarker IP10 nicht moduliert.

Effekte auf die Transkription Nrf2/ARE-ab-
hangiger Gene sowie ausgewadhlter Polymor-
phismen in der Promotorregion des NRF2-Gens
wurden in den Lymphozyten der Probanden
analysiert. Des Weiteren wurden zu Studienbe-
ginn und zum Studienende Faeces-Proben
gesammelt und die Zusammensetzung der
Darmmikrobiota charakterisiert.

Die Transkription der Gene NRF2, HO-1 und
NQO-1 wurde bis zum Ende des Interventions-
zeitraums von 56 Tagen durch den Saftkonsum
moduliert. Dabei war die Transkriptmenge von
NRF2 in den Lymphozyten sowohl in der
Gruppe B (Konsum des Placebogetrénks) als
auch in der Gruppe A (Konsum des roten Mehr-
fruchtsaftes) erniedrigt. Die NQO-1-mRNA-Level
stiegen nach Saftkonsum (56 Tage) signifikant
an, ebenso die Transkriptmengen von HO-1 an
Tag 28 und Tag 56. AuRerdem zeigte sich ein
unterschiedliches Polymorphismen-Muster in
der NRF2-Promoterregion zwischen der Pla-
cebo- und der Interventionsgruppe, was ver-
mutlich die biologische Antwort der beiden
Gruppen beeinflusste.
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Die Zusammensetzung der Darmmikrobiota war
typisch fir gesunde Individuen, mit den domi-
nierenden Stdmmen Firmicutes und Bacterodie-
tes und untergeordneten Stammen einschliel3-
lich Proteobacteria, Actinobacteria und Cyano-
bacteria. Die humane Darmmikrobiota wird
derzeit in 3 unterschiedliche Typen unterteilt,
sog. Enterotypen, die durch eine Vielzahl der
Gattungen Bacteroides, Ruminococcus und
Prevotella gekennzeichnet sind. Daher wurde
untersucht, ob die Menge dieser Gattungen
zwischen den Gruppen (A, B) unterschiedlich ist
und/oder durch die Intervention beeinflusst
wird. Dabei zeigte sich, dass sich der Entero-
typen-Status (ber den Zeitraum der Interven-
tion nicht verdndert hat. Hingegen wurde die
Mikrobiom-Zusammensetzung sowohl Gber den
Zeitraum der Intervention als auch in Abhangig-
keit von der Kalorienaufnahme und dem Fett-
spiegel signifikant moduliert. Ferner wurden bei
der Charakterisierung des intestinalen Mikro-
bioms Adlerkreutzia, welche Daidzein in Equol
umwandeln kénnen, als eine Indikatorart iden-
tifiziert, die bei Anreicherung fliir Personen mit
Soja-Konsum ein Gesundheitsvorteil sein kénn-
te.

Eine weitere Indikatorart waren die Spirocha-
etaceae flr den Trager des NRF2 WT; hier trat
diese Art vermehrt auf. Allerdings gibt es
derzeit noch keine mechanistische Erkldrung fur
diesen Zusammenhang. Denkbar waére, dass
Nrf2 Polymorphismen die mukosale Barriere-
funktion und das Redoxgleichgewicht beein-
flussen, was einen Effekt auf die Besiedlung mit
Spirochaetaceae haben koénnte. Es wurden
ebenfalls Zusammenhange zwischen Darm-
mikrobiota und Hohe der DNA-Schaden, LDL-
Cholesterinspiegel, Gesamtkorperwasser und
IP-10-Spiegel beobachtet.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der
rote Mischfruchtsaft DNA-protektive und anti-
oxidative Wirkungen sowohl in einem kurzen
Zeitraum (bis 8 Stunden) als auch nach einem
kontinuierlichen Konsum Uber 8 Wochen (Lang-
zeiteffekt) zeigte. Allerdings zeigte das Placebo-
getrank ebenfalls bei den meisten erfassten
Biomarkern ahnlichen Wirkungen. Die vergleich-
baren Ergebnisverlaufe, die in beiden Getranke-
gruppen zu erfassen waren, sind wahrscheinlich
auf die verhaltnismaRig hohen Vitamin-C-Ge-
halte sowohl des Fruchtsaftes als auch des
Placebogetrankes zurlickzufihren, wodurch die
Wirkungen der Anthocyane und weiterer Anti-
oxidantien im Saft vermutlich maskiert wurden.
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Gemalf Literatur wird sowohl den Anthocyanen
als auch Vitamin C eine antioxidative und DNA-
protektive Wirkung zugesprochen. In der Lang-
zeitinterventionsstudie konnte gezeigt werden,
dass die Transkriptmengen von Nrf2, NQO-1
und HO-1 durch den Konsum des roten Mehr-
fruchtsaftes moduliert wurden und dass auch
die drei gemessenen NRF2-Promoter-SNPs
einen Einfluss auf diese Modulation hatten. Des
Weiteren wurde beobachtet, dass sich das
Darmmikrobiom durch den Konsum des Mehr-
fruchtsaftes verédnderte und sich bestimmte
Indikatorarten sowohl durch den Konsum des
Saftes (Adlerkreutzia) als auch in Abhangigkeit
vom Nrf2-Genotyp (Sprirochaetaceae) heraus-
gebildet haben. In der abschlieBenden Korrela-
tionsanalyse nach SPEARMAN konnte zudem
der Zusammenhang der einzelnen Parameter
aufgezeigt werden. In einer Folgestudie kdénnte
durch Integration einer Teilnehmergruppe, die
Uber den Zeitraum der Intervention Wasser kon-
sumiert, der potenzielle Einfluss von Vitamin C
ausgeschlossen werden. Darliber hinaus wirde
eine zuséatzliche Analyse von Faeces-Proben vor
der Washout-Phase (Polyphenol-reduzierte Diat)
die Mdoglichkeit er6ffnen, den Basalstatus der
Probanden wunter Mischdidt in die Betrach-
tungen, mit einzubeziehen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die deutsche Fruchtsaftindustrie ist mittelstan-
disch gepragt: Bundesweit existieren 179
Hersteller von Fruchtsaften, Fruchtnektaren und
Fruchtsaftgetranken sowie 5 regionale Landes-
verbdnde mit insgesamt 179 kleineren Betrie-
ben.

Gerade kleine und mittelstdndische Unterneh-
men (KMU) sind verstarkt auf Nischenmarkte
angewiesen. Der Bereich der funktionellen Le-
bensmittel mit hoheren Deckungsbeitragen und
innovativen Technologien mit Alleinstellungs-
merkmal bietet fir KMU eine besondere Chan-
ce, Nischenmarkte zu besetzen. Die Health-
Claim-Verordnung zwingt allerdings die Her-
steller zur Erfassung sehr aufwandiger Wir-
kungsnachweise, deren Erforschung insbe-
sondere KMU nicht tragen kénnen.

Die Ergebnisse des Vorhabens er6ffnen den Un-
ternehmen die Madoglichkeit, diesbezliglich Wir-
kungsstudien zielfiihrender und 6konomischer
anzulegen. Die gewonnenen Erkenntnisse kon-
nen in die Entwicklung von Fruchtséaften,
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Smoothies, Shots, Fruchtextrakten und Frucht-
zubereitungen einflieRen und zur Optimierung
der Funktionalitat dieser Produkte beitragen. Sie
bilden fir KMU eine Basis fir die Entwicklung
und Markteinfihrung von Lebensmitteln mit
gesundheitspraventiven Eigenschaften.

Eine oxidative Zellschadigung ist mit der Patho-
genese zahlreicher Erkrankungen, wie Arterio-
sklerose, Diabetes Typ 2, Krebs und andere
chronische Erkrankungen, assoziiert. Der Ver-
zehr polyphenolreicher Lebensmittel wird auf-
grund von epidemiologischen Studien als vor-
beugend gegen solche Krankheiten angesehen.
Uber die Nahrung aufgenommene Polyphenole
(z. B. Anthocyane) koénnen freie Radikale und
reaktive Sauerstoffspezies entweder direkt inak-
tivieren oder indirekt Uber die die Modulation
der Abwehrmechanismen von Zellen entgegen-
wirken.

Die Ergebnisse der im Rahmen des Forschungs-
vorhabens durchgefiihrten Humanstudien zei-
gen, dass anthocyanreicher roter Mischfrucht-
saft DNA-protektive und antioxidative Wir-
kungen (einschliellich Aktivierung des
Nrf2/ARE-Signalweges) sowohl (iber einen
kurzen Zeitraum als auch nach regelmaRiger
Aufnahme Gber 8 Wochen aufweist.
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