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1 Einleitung

Kaffee ist eines der wichtigsten Welthandelsgiiter und meist konsumierten Ge-
trinke weltweit. Eine Reihe neuerer Untersuchungen weist darauf hin, dass sich Kaffee
positiv auf die menschliche Gesundheit auswirkt. Da nur wenige Studien {iber antioxi-
dative Effekte von Kaffee vorliegen, sollen diese in der vorliegenden Studie weiter un-
tersucht werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Kldrung der Frage, ob nach Konsum von
papiergefiltertem Bohnenkaffee beim Menschen antioxidative Eigenschaften nach-
weisbar sind. Dieser Kaffee ist in Mitteleuropa und den USA die am haufigsten getrun-
kene Variante, und es sollte geklart werden, ob bei durchschnittlichen Verzehrsmengen
Effekte detektierbar sind.

Um eine moglichst hohe Aussagekraft zu erzielen, wurden relativ viele Proban-
den (n = 40) in die Studie inkludiert. Die Teilnehmerzahl der meisten Studien (> 80%
der bisher mit Nahrungsmitteln durchgefiihrten Untersuchungen) lag unter 30 (siche
Hoelzl et al. [2]).

Im Gegensatz zu Studien, die auf der Verwendung von Fragebdgen basieren,
wurde eine Interventionsstudie durchgefiihrt um inter-individuelle Schwankungen zu
reduzieren.

Da es im Fall von Kaffee nicht moglich ist eine Placebogruppe mitzufiihren,
wurde von den Teilnehmern im Kontrollzeitraum eine aliquote Menge an Wasser ge-
trunken. Durch das Mitfiihren einer Parallelgruppe war es moglich saisonale Effekte,
die eine Rolle spielen konnten [2,3], auszuschlieBen.

Die nachfolgenden Kapitel geben eine Ubersicht iiber die Ursachen und Konse-
quenzen von zelluldren Schiden die durch reaktive Sauerstoffspezies ausgelost werden,
weiters sind die Methoden dargestellt, die derzeit eingesetzt werden um antioxidativ
wirksame Nahrungsinhaltsstoffe und komplexe Nahrungsgemische (Rezepturen) zu
untersuchen. Der letzte Abschnitt des Literaturiiberblicks beschreibt den derzeitigen
Kenntnisstand hinsichtlich der antioxidativen Eigenschaften von Kaffee und seinen In-
haltsstoffen. Diese Kapitel liefern eine Begriindung fiir die Vorgangsweise bei der
Durchfiihrung der vorliegenden Studie, die im letzten Abschnitt des zweiten Kapitels

beschrieben sind.



2 Literaturiiberblick

2.1 Ursachen und Konsequenzen von oxidativem Stress

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass Storungen des Redoxstatus (oxidativer
Stress) die menschliche Gesundheit maBgeblich beeinflussen [4]. Freie Sauer-
stoffradikale (ROS) die entweder durch exogene Belastungen (Erndhrung, Tabakrauch,
ionisierende Strahlung, etc.) [5] oder durch endogene Faktoren (Atmungsprozesse,
Phagozytose, etc.) entstehen, fiihren zu zelluldren Schidden [6,7]. Abbildung 1 zeigt die

Hauptursachen exogener und endogener Radikalbelastungen.
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Abbildung 1 Endogene und exogene Ursache von Radikalbelastungen nach Kaliora et al. [5]

Die hohe Reaktivitidt von Radikalen basiert auf ihren chemisch physikalischen
Eigenschaften (auf dem Vorkommen ungepaarter Elektronen in der dufleren Hiille) [8].
Es gibt eine Vielzahl verschiedener Radikalspezies (beispielsweise Hyperoxidanion,
Hydroxylradikal, Peroxylradikal, Alkoxylradikal) die im Rahmen von Stoffwechsel-
prozessen auch ineinander umgewandelt werden konnen [9,10].

ROS spielen bei vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle und 16sen

Zellschiaden aus, indem sie Makromolekiile (Fettsduren von Zellmembranen, Proteine,



DNA) oxidieren, dies fiihrt zu Funktionsstorungen auf zelluldrer Ebene die in weiterer

Folge zu Krankheiten fiihren konnen [9,11,12].

2.2 Exogene und endogene Schutzfaktoren

Alle Organismen (Einzeller oder Vielzeller) besitzen effiziente Schutz-
mechanismen, die sich im Laufe der Evolution entwickelt haben, und die dazu dienen,
Radikalschidden zu verhindern bzw. zu eliminieren. Es handelt sich dabei um Enzyme,
die Radikale inaktivieren (typische Beispiele sind Superoxiddismutase, Katalase und
Glutathionperoxidase), dariiber hinaus werden ROS auch durch ,,Scavenging* (z.B.
durch Glutathion, Harnsdure und Bilirubin) inaktiviert [9,13]. Bereits ausgeloste Scha-

den konnen enzymatisch durch verschiedene DNA Reparaturenzyme behoben werden
[14].

' "y o ™y
Phenole Bilnubin
Hamsaure
Karotinoide SCHUTZ vor
FADIKATLEN ENZYME:
Vitamine sS0D
ACE Eatalase
Glathation
V.10 FPeroxidase
= . L~ o,

Abbildung 2 Endogene und exogene Schutzmechanismen gegen Radikale nach Kaliora et [5]

Die Folgen von oxidativem Stress auf der Ebene der Gentranskription bei Orga-
nismen sind dramatisch, beispielsweise fand man bei Hefepilzen, dass etwa ein Drittel
aller Gene im Hinblick auf ihr Expressionsmuster verdndert werden [15].

Zu den interessantesten Erkenntnissen der modernen Molekularbiologie zéhlt die
Aufkliarung der Mechanismen, mit der Lebewesen auf Radikalschéden reagieren. Durch
Reaktionen die an der Membran stattfinden, werden Molekiile die intrazelluldr Signale
iibertragen aktiviert, beispielsweise MAP-Kinasen (mitogen-aktivierte Proteinkinasen).

Diese 16sen die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Cytoplasma aus, die die



N

Expression von Genen steuern [16-18]. Einige dieser Transkriptionsfaktoren und ihre

zelluldren Funktionen sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3 MAP — Kinase Kaskade; modifiziert nach Nersesyan et al., 2007, Use of pro-
teomic-based approaches to investigate the consequences of oxidative DNA damage and protec-
tive effects of dietary factors [19]. AP-1 reguliert Zellwachstum, Differentierung, Apoptose;
NF-kB Genaktivierung im Nukleus die bei Entziindungsprozessen, Transformation und Angio-
genese beteiligt sind; pS3 unterdriickt Zellproliferation und induziert Apoptose; NFAT und HIF
regulieren Muskelwachstum, Differentierung, Bildung von Cytokinen; Nrf2 Transkriptionsfak-
tor, spielt eine wichtige Rolle im Redoxstatus [14,19]

2.3 Gesundheitliche Auswirkungen von DNA Schiden

Die gesundheitlichen Konsequenzen von ROS bedingten Schiaden wurden in ei-
ner Reihe von Ubersichtsarbeiten beschrieben [4,20].

Zahlreiche Krankheiten stehen mit Sauerstoffradikalen in kausalem Zusammen-
hang, beispielsweise die Auslosung von Krebs [21,22], die Beschleunigung von Alte-
rungsprozessen [4], Herz-Kreislauferkrankungen [23-25], Arthritis, neurodegenerative
Erkrankungen wie Parkinson oder Alzheimer [26-31] und Erbkrankheiten, um nur eini-

ge zu nennen. In diesem Zusammenhang ist auch erwdhnenswert, dass zahlreiche Ent-



ziindungen, Diabetes, Infertilitit sowie Niereninsuffizienz durch erhohte Radikal-
belastungen charakterisiert sind [32-34].

In Abbildung 4 sind die direkten und indirekten Mechanismen dargestellt durch
die Radikalbelastungen zu Schiden der Erbsubstanz fiihren.

direkte
Oxidation

oxidierte Basen

o

e
H,N""

Alkane LI_"L.E:: l.'::":l":':':'.
I—ECWG% Lipidperoxidation
Eetone
HE-C\:’///\Q{

Abbildung 4 Direkte und indirekte Schadigung der Erbsubstanz durch Sauerstoffradikale

HOH,.C g /

OH  B.OH-dG

Die Mechanismen die der Auslosung dieser Krankheiten zugrunde liegen sind
zumindest teilweise bekannt. Im Fall von Krebserkrankungen spielt vor allem die Aus-
16sung von DNA Schiden eine zentrale Rolle. Diese werden entweder durch direkte
Oxidation der Erbsubstanz (insbesondere von DNA Basen) verursacht; oder aber durch
Reaktionsprodukte die infolge einer Kettenreaktion entstehen, die als Lipidperoxidation
bezeichnet wird [9,35]. Im Rahmen mehrerer Reaktionsschritte werden Fettsduren von
Zellmembranen oxidiert. Die daraus entstehenden Reaktionsprodukte 16sen eine Kaska-
de weiterer Reaktionen aus. Die bei der Reaktion entstehenden Substanzen (ins-
besondere Aldehyde und Ketone) wirken DNA schidigend und krebsauslosend [35].
Eine der Konsequenzen der DNA Schédigung ist die Auslosung persistierender Mutati-
onen [9,22]. Sofern diese in Genen stattfinden, die mit Wachstumsregulation oder mit

der Steuerung von Signalketten in Zusammenhang stehen, kann so die Bildung trans-



formierter Zellen ausgelost werden [9]. Abbildung 5 zeigt die einzelnen Reaktions-

schritte der Lipidperoxidationskaskade
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Abbildung 5 Teilreaktionen der Lipidperoxidationskaskade (nach Dotan et al. [36])

Die Mechanismen der Auslosung von Herzkreislauferkrankungen durch oxidati-
ven Stress sind weitgehend geklart. Durch die Oxidation von Low-Density-Lipoprotein
(LDL) kommt es zu Makrophagenaktivierung, Schaumzellenbildung und zur Entwick-

lung atherosklerotischer Plaques [37,38].
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Abbildung 6 Konsequenzen der Lipidperoxidation im Hinblick auf die Entstehung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (modifiziert nach Itabe et al. [37])

2.4 Die Suche nach ROS-protektiven Substanzen in Nahrungsmitteln

Um den Menschen vor den negativen Folgen der Radikalschdden zu schiitzen,
suchte man in den letzten Jahren intensiv nach Substanzen, die Radikale inaktivieren.
Die Erfolge auf diesem Gebiet fithrten zur Ausarbeitung von Erndhrungsempfehlungen
und zur Vermarktung von Nahrungsergénzungsmitteln, sowie zur Herstellung funktio-
neller Lebensmitteln, (,,Functional Foods®), die mit antioxidativ wirksamen Inhaltsstof-
fen supplementiert werden. Derzeit werden mehrere tausend pflanzliche Inhaltsstoffe als
Supplemente vermarktet [39].

Die ersten antioxidativ wirksamen Verbindungen die in Nahrungsmitteln ent-
deckt wurden waren Vitamine (A, C, E). Es wurde beobachtet, dass diese vor Schiden
ausgelost durch radioaktive Strahlung, schiitzen. Es war bereits vor 50 Jahren bekannt,
dass diese Schéddigung insbesondere auf der Bildung von freien Radikalen beruhen, die

durch intrazelluldre Zerlegung von Wassermolekiilen gebildet werden [40,41].



Bereits in den 1960er und 70er Jahren wurde eine Vielzahl von Inhaltsstoffen
mit antioxidativen Eigenschaften, in pflanzlichen Nahrungsmitteln identifiziert. Diverse
phenolische Verbindungen sind in der Lage reaktive Sauerstoffradikale durch ,,Scave-
ning* beziehungsweise auch durch indirekte Interaktionen (via Transkriptionsfaktoren)
zu inaktivieren [13,42]. Es handelt sich bei diesen Substanzen sehr haufig um ,,sekundé-
re* Pflanzeninhaltstoffe, die im Primérstoffwechsel keine Rolle spielen. Pflanzen wer-
den durch diese Inhaltsstoffe vor oxidativen Schidden die durch Krankheitserreger,
Strahlung und Infektionen hervorgerufen werden, geschiitzt [43]. Diese Verbindungen
zahlen chemisch gesehen zu unterschiedlichen Gruppen, beispielsweise identifizierte
man Verbindungen die aus Phenol- oder Polyphenolstrukturen bestehen, andere Grup-
pen bestehen aus Isoprenuntereinheiten (Terpene), Phytodstrogenen, eine weitere wich-
tige Gruppe sind Farbstoffe wie Anthozyane (phenolische Grundstruktur) und Chloro-
phylle [44-47]. Bestimmte Carotinoide (Isoprenstruktur) haben starke antioxidative
Wirkungen [48]. Die stiarkste im Menschen wirksame Verbindung ist wahrscheinlich
die Gallussdure [49], die sehr gut absorbiert wird. Bereits mit 0,2mg/ kg KG wurden
antioxidative Effekte gefunden [50]. Die stérkste in vitro wirksame Verbindung ist Cur-
cumin (Inhaltsstoff der Gelbwurzel) allerdings wird diese Verbindung nur zu einem
geringen Teil liber den Verdauungstrakt aufgenommen [51]. Epigallocatechingallate
(EGCQG) und andere Gerbstoffe sind in Griin- und Schwarzteesorten enthalten [52], ihre

protektive Wirkung wurde v.a. in Tierexperimenten eindeutig nachgewiesen.

2.5 Methoden zur Bestimmung von Oxidationsparametern

In den letzen 50 Jahren wurde eine Vielzahl von Methoden entwickelt, die einer-
seits zur Messung von oxidativem Stress und andererseits zur Identifizierung antioxida-
tiv wirksamer Nahrungsinhaltsstoffe eingesetzt werden konnen. Insgesamt kann man

fiinf Kategorien unterscheiden.

e Methoden die auf physikalischen Messungen beruhen,
e Chemische Methoden die mittels Redox - Reaktionen wirksame Substanzen de-

tektieren,



e Biochemische Verfahren, mit denen die Oxidation von Makromolekiilen wie
Lipiden und Proteinen und ihrer Oxidationsprodukte erfasst werden,

e Methoden zum Nachweis ROS induzierter DNA Schiden und

e Verfahren zum Nachweis der Aktivierung antioxidativer Enzyme und Transkrip-

tionsfaktoren [53]

Nachfolgend sind die ersten vier Hauptgruppen genauer beschrieben. Die relativ
komplexe Aktivierung von Transkriptionsfaktoren ist in den Ubersichtarbeiten von

Knasmiiller et al. [14] und Kong et al. [54] detailliert dargestellt.

2.5.1 Direkter Nachweis des ,,Scavenging* freier Radikale

Die einzige Technik die es ermoglicht freie Radikale direkt zu erfassen und sie
zu charakterisieren, ist die Elektronenspinresonanz (ESR). Dieses Verfahren detektiert
allerdings ausschlieBlich ,,weniger reaktive Radikale, da sich die ,,reaktiven” Verbin-
dungen in zu geringer Konzentration anreichern um nachgewiesen werden zu konnen.
Eine Losung dieses Problems ist der Einsatz von molekularen Fallen (,,Traps®), bei-
spielsweise von N-Tertbutyl-p-phenylnitron, diese Substanzen reagieren mit den ,,reak-
tiven* Radikalen und bilden stabile Verbindungen die mit ESR erfasst werden konnen.
Das Verfahren kann sowohl auf zelluldrer Ebene als auch mit subzelluldren Fraktionen

durchgefiihrt werden [14,55,56].

2.5.2 Methoden zur Messung der ,,Gesamten antioxidativen Kapazitat“

Um die gesamte antioxidative Kapazitit (TAC) zu messen, wurden zwei Metho-
den entwickelt.

Beim ersten Verfahren wird die Fahigkeit einer Substanz gemessen ein Elektron
zu transferieren, um so Verbindungen wie Radikale, Carbonyle oder Metalle zu redu-
zieren. Die am hédufigsten durchgefiihrten Messungen die zu dieser Kategorie z&hlen
sind die Bestimmung des ,, Ferric Iron Reducing Antioxidant Parameter‘ (FRAP), die
Bestimmung des ,, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity“ (TEAC), sowie der ,, Di-
phenyl-1-Pikrylhydrazyl“ Test (DPPH).
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Zur zweiten Kategorie zdhlen Methoden die auf der Fahigkeit von Substanzen
beruhen, Radikale durch Wasserstoffabgabe einzufangen. Hierzu zidhlen Methoden wie
die Bestimmung der ,, Oxygen Radical Absorbance Capacity“ (ORAC) sowie die Be-
stimmmung der ,, Total Radical Trapping Antioxidant Parameter (TRAP), die Be-
stimmung der ,, Total Oxidant Scavenging Capacity“ (TOSC), letztendlich zdhlen auch
Verfahren dazu, die auf der Inhibition der Oxidation von Linolensdure und von LDL

beruhen [53].

Tabelle 1 Ubersicht {iber ausgewihlte Methoden zur Bestimmung antioxidativer Marker

VERFAHREN PRINZIP DER METHODE

Methoden die auf der Inaktivierung freier Radikale beruhen

Bestimmung der antioxidativen Kapazitit hinsichtlich In-
aktivierung von ROO' induzierter Oxidation. [57-59]
Bildung von Peroxylradikalen durch 2,2°-Azobis-(2,4-
amidinopropan)dihydrochlorid, die mit den Proben reagie-
TRAP ren. Diese Reaktion fiihrt zu einer signifikanten Verdnde-
rung der spektroskopisch ermittelten Werte von der oxi-
dierten Probe im Vergleich zu nicht oxidierter Probe [60]
Hemmung der radikal - abhingigen Entstehung von Ethy-
len aus a-Keto-y-methiolbuttersdure durch Antioxidantien.

ORAC

TOSC Einsatz: Nachweis von Peroxyl-, Hydroxylradikale und
Peroxynitrit [61]
CL Modifizierung von TRAP, nach der Radikalbildung wird

CL (Oxidantien emittieren Chemilumineszenz) oder Photo-
CL eingesetzt [62]

Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitit hin-
sichtlich O, [63]

Autoxidation von Linolséure oder LDL. Bei in vitro Me-
LDL Oxidation thoden wird die Oxidation hauptsichlich durch Cu** oder
durch andere Azo-Initiatoren induziert [64-66]
Antioxidantien (in Plasmaproben) schiitzen vor AAPH-
induzierter Crocin (Carotinoid des Safrans) Bleichung [67]

(Chemilumineszenz Test)

PCL

Crocin bleaching assay

Methoden zur Bestimmung des einfachen Elektronentransports

ABTS wird durch ROO zu einem griin-blauen Radikalka-
tion oxidiert und spektrophotometrisch bestimmt. Die

TEAC Féhigkeit der Antioxidantien diese Farbung zu verzogern
wird in Troloxequivalenten angegeben [68]
Reduktion von 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazin (TPTZ) im Plas-

FRAP ma zu einem gefirbten Abbauprodukt. Verbindungen mit
einem Redox — Potential werden erfasst. [69-71]

CUPRAC Modifikation von FRAP, Eisen wird durch Kupfer ersetzt.

(copper reducing assay) Cu’" > Cu' [72]
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2.5.3 Oxidation von Makromolekiilen

Die wesentlichen und am héufigsten durchgefiihrten Methoden sind in den nach-

folgenden Abschnitten kurz dargestellt.

2.5.3.1 Marker der Lipidperoxidation

Zellmembranen sind aufgrund ihrer Zusammensetzung (hoher Anteil mehrfach-
ungesittigter Fettsduren, PUFA) leicht oxidiertbar [73]. Es handelt sich bei der ,,Lipid-
peroxidation“ um eine Kettenreaktion, die zu strukturellen und funktionalen Schiadigun-
gen der Membranen und zur Bildung von instabilen Hydroperoxiden fiihrt, diese zerfal-
len zu sekundéren Oxidationsprodukten. Ein bedeutender Parameter der PUFA Peroxi-
dation ist Malondialdehyd [74]. Die Bildung dieser Verbindung wird mit dem so ge-
nannten TBARS Test (,, Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen “) erfasst [53].

Die Reaktion beruht auf der Bildung eines rosa gefarbten Komplexes der aus
MDA und Thiobarbitursdure (TBA) entsteht, die Konzentration des Aldehyds wird
spektrophotometrisch (532nm) bestimmt. Es handelt sich dabei um eine der &ltesten
Methoden, die auf der Ausfillung von Protein nach Erhitzung der Proben beruht. Die
unphysiologischen Bedingungen wihrend der Aufarbeitung der Proben wurden héufig
kritisiert. Es wird nicht die Menge an MDA in den Originalproben, sondern die Menge
an MDA die wihrend des Kochprozesses durch Lipidperoxidation entsteht, bestimmt
[53]. Bisher wurden mehr als 16000 Studien (16% in vitro Messungen, 53% Tierversu-
che, 31% Humanstudien) publiziert in denen das Verfahren angewendet wurde [14]. Es
ist bekannt, dass Antioxidantien zur Reduktion der MDA Konzentrationen im Organis-
mus fithren konnen [75]. Durch die Entwicklung HPLC basierter Methoden konnten die
Empfindlichkeit und Aussagekraft der Methode substantiell verbessert werden [76,77].

Der erste Schritt der Oxidation mehrfach-ungeséttigter Fettsduren besteht in der
Konjugation von Doppelbindungen, die zur Bildung konjugierter Diene (CD) fiihrt [36].
Das Absorptionsmaximum von CDs liegt bei 234nm. Ublicherweise werden die Diene
in Plasmaproben mit HPLC-UV detektiert [53,78]. Obwohl dieser Parameter eine ge-
ringe Aussagekraft aufweist, sind einige Experten der Meinung, dass Ergebnisse die mit
zuverldssigeren Verfahren erarbeitet wurden, durch derartige Messungen unterstiitzt

werden konnen [53].
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Bei Isoprostanen handelt es sich um stabile Produkte die durch Oxidation von
Arachidonséure entstehen [36]. Insbesondere 8-Prostaglandin F», gelten als zuverldssige
Marker der Lipidperoxidation [79-81].

In mehreren vergleichbaren Studien wurde festgestellt, dass ELISA Methoden
weniger zuverldssig sind als GC-MS (Gaschromatographie mit Massenspektro-
metriekopplung) und LC - MS (Fliissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-
kopplung) basierte Messungen [82,83].

MEMBRAN
PHOSPHOLIPID
Cyclooxygenase- Hauptpfad:
abhangiger Pfad Radikalabhingiger Pfad

v

l Peroxidation mehrfach

ungesittigter Fettsduren

Arachidonséure (C20) 1 }
1 1 PG-Isomere TX, LT-Isomere
Prostaglandin Leukotrien Peroxylradikal

v

™ | Prostaglandin

Bizyklisches Endoperoxid
. i nstabil
™ | Prostacyclin l ; ; (ins fbl) . }
S
Thromboxan EpxIP | FprIP | Dp-IP | Ay-IP | Ip-IP

F,-1P
8-iso-PGF,, | <

\ 4
F, IP’s (Klasse ITII-VI)

\

Mab fiir Lipid-Peroxidation und Bildung freier Radikale

Abbildung 7 Schematische Darstellung des radikalabhéngigen und enzymatischen Bildungs-
weges von Fp-Isoprostanen. COX Cyclooxigenase, PES;, PG Endoperoxid-Synthase;,, IP
Isoprostan, PG Prostaglandin, LOX Lipooxygenase, PL A, Phospholipase A, (modifiziert nach
Schroder [84])

Aldehyde sind ein weiterer wichtiger Parameter, fiir die Bestimmung der Oxida-

tion von Fettsduren. Hauptsdchlich werden 4-Hydroxynonenal (4-HNE) und Hexanal
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aus der Oxidation von 6-fach ungesittigten Fettsduren gebildet [85]. Die haufigsten Me-
thoden zur Bestimmung dieser Verbindungen sind beispielsweise GC-MS, GC-

Headspace und HPLC (Hochdruckfliissigkeitschromatographie) [86].

2.5.3.2 Endpunkte der Proteinoxidation

Marker der Proteinoxidation werden wesentlich seltener zum Nachweis antioxi-
dativ wirksamer Substanzen verwendet, als Lipidperoxidationsparameter. Sie werden
hauptsdchlich in Kombination mit Endpunkten der Lipidperoxidation eingesetzt [53].
Ein wichtiger Parameter sind proteingebundene Carbonyle [1,87,88], die colorimetrisch
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazine erfasst werden konnen [89]. Ein Nachteil dieses Ver-
fahrens ist, dass grole Mengen an Losungsmittel erforderlich sind.

Eine weitere Methode ist die Messung von ,, Advanced Oxidation Protein Pro-
ducts“ (AOPP); es handelt sich dabei vorwiegend um Albumin und Aggregate dieses
Proteins, die durch oxidativen Stress geschéddigt werden [90]. Diese Verbindungen gel-
ten als wichtige Parameter von oxidativem Stress und als wichtiger Marker fiir die Ak-
tivierung neutrophiler Blutkérperchen [91]. Die Messungen erfolgen im sauren Milieu
unter Anwesenheit von Kaliumjodid. AOPPs werden bei einer Wellenldnge von 340 nm

gemessen und als Chloramin-T Aquivalente angegeben [53].

2.5.4 Methoden zur Bestimmung oxidativer DNA Schiden

Eine Ubersicht iiber hiufig eingesetzte Methoden findet sich in einer neueren
Ubersichtsarbeit von Nersesyan et al. [92]. Zum Nachweis oxidativer Schiiden der Erb-
substanz, konnen eine Vielzahl von Indikatororganismen (beispielsweise Bakterien,
Hefen, Pflanzen, Nager etc.) eingesetzt werden [93-95]. Haufig werden Bakterientests
eingesetzt; von Bruce Ames [96] wurden spezielle Salmonella thyphimurium Stidmme
(TA 102, TA 104) isoliert die mit besonders hoher Empfindlichkeit auf Radikale an-
sprechen [53,97]. Der Endpunkt des Salmonella/ Mikrosomentests beruht auf der Erfas-
sung histidin-unabhédngiger Mutanten [96].

In Séaugerzellen konnen viele verschiedene Endpunkte die zur Detektion gento-
xisch wirkender Chemikalien entwickelt wurden, eingesetzt werden (Kleinkerntest,

Chromosomenaberrationstests, aber auch Genmutationsverfahren) [14]. Besonders hiu-
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fig wird in letzter Zeit der Einzelzellgelelektrophoresetest (SCGE) eingesetzt, der auf
der Erfassung der DNA-Migration im elektrischen Feld beruht. Durch Einsatz von spe-
ziellen ldsionsspezifischen Enzymen (Formamidopyrimidinglykosylase, Endonuklease
IIT) kann die Bildung oxidierter Basen erfasst werden [98,99]. Eine andere Moglichkeit
oxidative Schiden zu detektieren, ist die Behandlung der Zellen mit Substanzen die
Radikale freisetzen (beispielsweise Wasserstoffperoxid oder ionisierende Strahlung)
[100]. Einzelzellgelelektrophoresetests (SCGE) werden in in vitro Untersuchungen,
Tier- und Humanstudien angewendet [2,3,101,102]. Derzeit liegen Ergebnisse von etwa
80 Interventionsstudien vor, die mit Nahrungsmittelinhaltsstoffen durchgefiihrt wurden
[14].

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis antioxidativer Wirkungen ist die Erfas-
sung der oxidierten Base 8-Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdG) im Harn, in Leukozyten
oder in inneren Organen [103-105]. Die Quantifizierung des Oxidationsproduktes 8-
Oxo0-7,8-Dihydro-2-deguanosin (8-0xodG) kann mit verschiedenen chemischen Detek-
tionsverfahren erfolgen: beispielsweise durch den FEinsatz von Fliissigkeitschroma-
tographie mit Massenspektrometriekopplung [106], Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie mit elektrochemischen Detektoren (Amperometrie, Coulometrie) [107-109]
oder enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest [110]. Das ,,European Standards Com-
mittee on Oxidative DNA Damage* (ESCODD) stellte fest, dass zwischen den Labora-
torien starke Unterschiede in den Ergebnissen vorliegen [111-113]. Eine Standardisie-
rung der Methoden ist unbedingt erforderlich, um zu aussagekriftigen Ergebnissen zu

gelangen [114].

2.5.5 Induktion der Aktivititen antioxidativ wirksamer Enzyme

In einer Reihe von Untersuchungen, die die Identifizierung antioxidativer In-
haltsstoffe von Nahrungsmitteln betrafen wurden zusétzlich Messungen der Aktivititen
antioxdativ wirksamer Enzyme durchgefiihrt, insbesondere von Superoxiddismutase
und Glutathionperoxidase.

Superoxiddismutase kommt in unterschiedlichen Isoformen vor. In Eukaryoten
liegt sie im Zytosol und extrazelluldr als Cu-Zn SOD und in den Mitochondrien als Mn-

SOD vor. Es ist eines der wichtigsten Schutzenzyme, welches vor oxidativem Stress
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schiitzt. Die Funktion der SOD ist die Inaktivierung (Dismutase) von Superoxid, dabei
entsteht Wasserstoffperoxid. Das Enzym Katalase detoxifiziert HO, in einer weiteren
Reaktion zu Wasser und Sauerstoff [9,13].
SOD
20,"+2H" 2> 0, + H,0,

Abbildung 8 Katalytische Reaktion der CuZn-SOD

Eine Reihe von Untersuchungen weisen darauf hin, dass Nahrungsinhaltsstoffe
diese Enzyme aktivieren (beispielsweise: Kaffee [115], Kohlsprossen [116] oder Gal-
lusséure [117]. SOD spielt eine wichtige Rolle im Schutz des Organismus vor freien
Radikalen. In einer Tierstudie von Akturk und Mitarbeitern wurde nach Gabe von Vi-
tamin E und C eine Abnahme der Enzymaktivitit beobachtet [118]. Andere Untersu-
chungen betreffen die Uber-Expression von SOD; in Fruchtfliegen (Drosophila) konnte
gezeigt werden, dass diese Tiere [119] wenn sie hohere Enzymaktivititen besitzen, eine

langere Lebenserwartung aufweisen [120].

GSH-Px
R-OOH + 2 GSH - R-OH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H" = 2 GSH + NADP"

Abbildung 9 Reaktionsschema der GSH-Px Bestimmung

Einzelne Nahrungsinhaltsstoffe induzieren die Aktivitdit der Glutathion-
peroxidase, allerdings sind weniger Induktoren bekannt als bei Superoxiddismutase.
Beispiele fiir nahrungsrelevante Faktoren sind Mandeln [121] und Gallussaure [122].

Glutathionperoxidase enthélt im katalytischen Zentrum L-Selenocystein [100].
Es ist bekannt, dass Selenmangel zu einer Abnahme der Glutathionperoxidaseaktivitit
[10] und zu erhohten Krebshdufigkeiten und zu verringerter Lebenserwartung fiihrt
[123].

Die Induktion antioxidativ wirksamer Enzyme wird durch Transkriptions-
faktoren geregelt, insbesondere von Nrf2. Cavin und seine Mitarbeiter fanden in Ex-
perimenten mit Ratten (Leber und primdre Hepatozyten), dass Kaffee diesen Trans-

kriptionsfaktor induziert [124,125]. Die Autoren postulierten auf der Grundlage dieser
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Ergebnisse, dass die Induktion von SOD und anderer Enzyme (beispielsweise Glutathi-
onperoxidase, Katalase, etc.) mit der Aktivierung von Nrf2 in Zusammenhang steht. In
einer Studie mit kaffeespezifischen Diterpenoiden konnte gezeigt werden, dass anti-

oxidativ wirksame Enzyme mittels Nrf2 aktiviert werden [125].

2.6 Extrapolierbarkeit der Ergebnisse

Bei den meisten Experimenten, die durchgefiihrt wurden um antioxidativ wirk-
same Nahrungsmittelinhaltsstoffe zu erfassen, handelt es sich um in vitro Studien, bzw.
um Untersuchungen in denen subzelluldre Zellfraktionen eingesetzt werden. Die
Nachteile derartiger Ansétze sind, dass sie weder die Verstoffwechselung der Substan-
zen reflektieren, noch die Aufnahme iiber den Gastrointestinaltrakt. Daher ist anzuneh-
men, dass zahlreiche der antioxidativ wirksamen Verbindungen, die auf diese Weise
identifiziert wurden und als Nahrungsergdnzungsmittel vermarktet werden, im Men-
schen bzw. in inneren Organen keine Wirkungen besitzen. Ein typisches Beispiel ist das
erwihnte Curcumin, das iiber den Darmtrakt kaum aufgenommen wird, dies trifft auch
auf Chlorophylle und auf Anthozyane zu [126]. Um zu aussagekriftigen Ergebnissen zu

gelangen, ist die Durchfiihrung von Tierexperimenten oder Humanstudien erforderlich.

2.7 Experimentelles Design von Humanstudien

In einer Reihe von Humanstudien, wurden antioxidativ wirksame Verbindungen
untersucht. Das Design derartiger Studien ist sehr uneinheitlich und in einer Ubersichts-
arbeit von Hoelzl und Mitarbeiter [2] eingehend beschrieben. Durch entsprechende
,run-in“ Phasen in denen die Nahrungsauftnahme kontrolliert erfolgt und durch ,,wash-
out” Perioden [101] bzw. durch ein ,,cross-over* Design oder Verwendung von Placebo
kann die Aussagekraft der Studien wesentlich erhdht werden [2,101].

Teilweise ist es problematisch (z.B. in Untersuchungen mit Obst und Gemiise)
ein adequates Placebo einzusetzen, deshalb wird ein ,,cross-over® Design angewendet.
Die Teilnehmer werden in diesem Fall in zwei oder mehrere Gruppen eingeteilt (ran-
domisiert). Die Gruppen erhalten eine Basisdidt oder das Supplement in unterschiedli-
cher Reihenfolge, dadurch kdnnen saisonale Unterschiede weitgehend ausgeschlossen

werden. Sequenzielle und ,,cross-over* Designs haben generell den Vorteil, dass die
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Probanden als eigene Kontrollen eingesetzt werden und somit inter-individuelle Unter-
schiede reduziert werden. Wichtig bei Studien mit einem ,,cross-over Design ist die
,wash-out” Periode zwischen den Interventionsphasen [2]. Nach einer Analyse von
Moller und Loft, wurden in fritheren Studien mit einem inadequaten Design, héufig
Schutzeffekte gefunden. Diese Ergebnisse basieren moglicherweise auf saisonalen Un-
terschieden beziehungsweise auf Verdnderungen des Lebensstils der einzelnen Teil-
nehmer wéhrend der Studie [101]. Hoelzl und Mitarbeiter bewerteten alle verfiigbaren
Publikationen und kamen zu dem Ergebnis, dass ein Grofiteil aller Interventionsstudien,
nach maximal vier Wochen endeten, in diesem Zeitraum sind Verdnderung des Lebens-
stils und saisonale Effekte unwahrscheinlich [2].

In einer Reihe von Untersuchungen wurden ,,run-in*“ Phasen eingebaut. In denen
die Teilnehmer eine kontrollierte Didt konsumierten [115,116,127,128].

Zur Verbesserung der Qualitdt von Interventionsstudien sind ,,wash-out* Phasen
sehr wichtig, obwohl die Festlegung der Dauer problematisch ist. Bub und Mitarbeiter
[75] beobachteten, dass sich der ,,wash-out* Effekt, nach einer polyphenolreichen Er-
ndhrung, erst nach einigen Wochen einstellt. Die Dauer der Interventionsphasen variie-
ren sehr stark.

Werden Antioxidatien mit direkter Wirkung eingesetzt, konnen Effekte bereits
nach einigen Stunden festgestellt werden, handelt es sich aber um Verbindungen die
zuerst Enzyme induzieren treten Schutzeffekte spéter auf [2]. Zeitverlaufstudien wurden
zur Ermittlung der optimalen Interventionsdauer durchgefiihrt [102,128,129].

Ein weiterer wichtiger Faktor sind die Teilnehmerzahlen. Um die ideale Anzahl
fiir Interventionsstudien zu bestimmen, kann nach Empfehlung von Moller und Loft die
,,statistische Power* berechnet werden [102].

Zusitzliche Parameter die die Qualitdt einer Studie beeinflussen, sind das Alter
[130,131], das Geschlecht [130], das Korpergewicht [132], saisonale Schwankungen
[133,134], der Lebensstil (Rauch-, Trinkverhalten und Erndhrung) [135-137] und das
Sportverhalten [138].
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2.8 Antioxidative Eigenschaften von Kaffee und seinen Inhaltsstoffen

2.8.1 Einleitung

Kaffee (tiirkisch: kahve ,,anregendes Getrank*) soll seinen Ursprung in der Re-
gion Kaffa im Siidwesten Athiopiens haben. Er wird bereits im 9. Jahrhundert erwiihnt
und erstmals im 14. Jahrhundert durch Sklavenhédndler nach Skandinavien verfrachtet.
Kaffee zdhlt zu den wichtigsten Getrdnken der Menschheit, der jéhrliche pro Kopf Kon-
sum in Mitteleuropa betrégt etwa 7 kg. Europaweit herrscht ein Nord-Siid Gefille, die
Finnen fiihren mit einem pro Kopf Konsum von etwa 11 kg die Deutschen konsumieren
6 kg die Italiener 5 kg und die Spanier 4 kg jahrlich [139]. Die Gesamt-produktion des
letzten Jahres (Juli 2007-Juni 2008) belief sich auf 5,7 Millionen Tonnen Kaffee [140].

Die zwei bedeutendsten Sorten sind Coffea arabica (Arabica) und Coffea ca-
nephora (Robusta), weitere Sorten sind C. /iberica und C. excelsa. Den grofiten Pro-
zentsatz (ca. 61%) des Weltmarktanteils nimmt die Sorte Arabica ein [141].

Man beschiéftigt sich schon seit langer Zeit mit den Auswirkungen des Kaffee-
konsums auf die menschliche Gesundheit. In den letzten Jahrzehnten, wurden zahlreiche
biologisch-medizinische Untersuchungen durchgefiihrt und publiziert, die dieses Thema
betreffen. Wéhrend in den alteren Arbeiten héufig negative Eigenschaften beschrieben
wurden, hat sich das Bild in den letzten Jahren geéndert und man tendiert dazu anzu-
nehmen, dass der Konsum von Kaffee durchaus positive Auswirkungen auf den Ge-
sundheitszustand hat.

Die Annahmen negativer Gesundheitseffekte basierten auf mehreren Befunden.
Einerseits deuteten in vitro Untersuchungen darauf hin, dass Koffein DNA schéadigend
wirkt [142,143] und aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeiten mit DNA Basen wurde
angenommen, dass Kaffee auch im Menschen die Erbsubstanz schidigt. Derartige Ef-
fekte stehen mit der Auslosung von Krebserkrankungen und mit der Beschleunigung
von Alterungsprozessen in Zusammenhang. Zahlreiche Tier- und Humanstudien zeig-
ten, dass das Alkaloid Koffein im lebenden Sdugetier keine derartigen Schiden auslost.
In den 70er Jahren wurden erstmals Befunde publiziert die auf Ergebnisse von in vitro
Studien mit Zellen basieren; diese zeigten, dass Kaffee oxidative Schaden auslost. Al-
lerdings treten diese Wirkungen erst bei relativ hohen Dosierungen auf, die bei Men-

schen nicht relevant sind. In einer fritheren Studie wurde postuliert, dass Kaffeekonsum
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mit dem Auftreten von Pankreaskarzinomen assoziiert wird. Diese Untersuchung wurde
von Stocks und seinen Mitarbeitern in einer renommierten Fachzeitschrift [143] Anfang
der 70iger Jahre publiziert. Alle Versuche, diese mangelhafte Studie zu reproduzieren,
scheiterten bisher. Zusammenfassend stellte die IARC 1991 fest, dass es keine begriin-
dete Annahme gibt, die dafiir spricht, dass Kaffeekonsum beim Menschen ein Krebs-
risko darstellt [144].

In den darauf folgenden Jahren héuften sich Anzeichen, dass Kaffee positive ge-
sundheitliche Eigenschaften besitzt. Es konnte gezeigt werden, dass Kaffee in niedrigen
Konzentrationen unter in vitro Bedingungen antioxidativ wirkt [145,146], diese Befun-
de konnten durch Untersuchungen einzelner Inhaltsstoffe weiter untermauert werden
[147-149]. Kaffeespezifische Nahrungsinhaltsstoffe (beispielsweise die Diterpenoide
Cafestol und Kahweol C+K) induzieren Enzyme die kanzerogene Substanzen (insbe-
sondere solche in der Nahrung) entgiften [150].

Letztendlich deuteten die Resultate epidemiologischer Studien darauf hin, dass
Kaffee moglicherweise vor Krankheiten schiitzt. In diesem Zusammenhang sind inverse
Assoziationen zwischen Kaffeekonsum und dem Auftreten von Leberzirrhose
[151,152], sowie von Leber- und Dickdarmkrebs [153-155], aber auch der, moglicher
Schutzfunktionen vor neurodegenerativen Erkrankungen [31] und Diabetes Mellitus
[156-158] zu nennen. Sowohl die Auslosung von Krebserkrankungen, als auch jene von
Alzheimer und Parkinson stehen kausal mit oxidativen Schiden in Zusammenhang [4],
daher sind Humanstudien hinsichtlich antioxidativer Eigenschaften von Kaffee von be-
sonderer Bedeutung.

Die nachfolgenden Kapitel geben eine Ubersicht iiber die wichtigsten bioaktiven
Inhaltsstoffe des Kaffees und den derzeitigen Stand des Wissens, im Hinblick auf seine

antioxidativen Eigenschaften.

2.8.2 Bioaktive Inhaltsstoffe von Kaffee

Kaffee enthélt mehrere tausend Inhaltsstoffe, die meist in eine fliichtige und in
eine nicht fliichtige Komponente eingeteilt werden. Die erstere ist insbesondere fiir den
Geruch und den Geschmack verantwortlich und enthdlt mehr als 1500 Einzel-

komponenten (z.B.: Carbonyle, Alkohole, Siuren, Ester, Terpenoide, heterozyklische
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und aromatische Verbindungen). Die nicht fliichtigen Bestandteile sind wahrscheinlich
fiir die biologischen Eigenschaften des Kaffees von besonderer Bedeutung [144]. Ab-
bildung 10 gibt eine grobe Ubersicht iiber die diversen Bestandteile von Kaffee.

> 1500 fliichtige
Komponenten
nicht-fliichtige ﬁ
Komponenten ﬂ ﬂ
Kaffeesaure o
g N “oH 3
Hydroxychinasiure
HO
) Cafestol + Kahweol
Ferulasaure (@]
OCH
= A OH 2
Melanoide
HO
\ Koffein
p-Kumarinsaure :
o)
/@/\)‘\OH L ——
HO
Melanoide Gafestol oH
Koffein ) Kahweofuran
H3C\N N S
P
02 >N TN /\
| H-C Kahweol
CHo 3 !

Abbildung 10 Chemische Strukturen der fliichtigen, und nicht-fliichtigen Komponenten von
Kaffee
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Bei der Rostung des Kaffees (Arabica) kommt es zu einer Verringerung des
Chlorogenséduregehalts von 6,9% auf 0,2% (starke Rostung). Es entstehen bei-
spielsweise Maillard Produkte, Lipide oder Glycoside [144].

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass die Zusammensetzung der In-
haltsstoffe des Kaffees durch das Anbaugebiet, Auswahl der Sorten, Lagerung, Rostung
und durch die Zubereitungsform, substantiell verdndert werden konnen [144,159,160].
Nachfolgend sind die wichtigsten Prozesse aufgelistet, die die Korrelation der Einzel-

komponenten des Kaffees beeinflussen.

Tabelle 2 FEinfluss der Sortenwahl und der Produktionsprozesse auf die Konzentrationen
von Kaffeeinhaltsstoffen

Prozess Art der Zusammensetzung

Abnahme der Konzentrationen der Chlorogenséuren und Zu-
nahme der Bildung von Maillard Produkten [161,162]
Entfernung des Koffeins von 1,2-2,2% auf 0,1% durch diver-
Dekaffeinierung | se Verfahren, keine substantiellen Verdnderungen der Zu-
sammensetzung anderer Kaffeebestandteile [140,144]
Relativ geringfiigige Anderung der Zusammensetzung, Mog-

Rostung

;l:s(;:\lr(lltlll(l:f%/ee lichkeit nachfolgender Modifikation (z.B. Zusatz von Chloro-
gensduren, Geschmacksstoffen) [144]
Papierfilterung Entfernung der biologisch hochaktiven Diterpenoide Kawheol

und Cafestol [163]

Sortenauswahl

Arabica weist einen geringeren Gehalt an Koffein (~ 1,3%)
und Chlorogensduren (~ 2,5%), jedoch einen hoherer Gehalt
an Trigonellin (~ 1,0%) im Vergleich zu Robusta auf [144]

Arabica versus
Robusta

Durch Herstellungs- und Zubereitungsformen kénnen die Konzentrationen bio-
aktiver Bestandteile im Kaffee verdndert werden; dies bietet die Moglichkeit der Opti-
mierung der Gesundheitseffekte von Kaffee. Allerdings setzt dies die Kenntnis der mo-
lekularen Mechanismen und der Substanzen, die fiir diese Eigenschaften verantwortlich

sind, voraus.
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2.8.3 Antioxidative Eigenschaften von Kaffee

Uber die antioxidativen Eigenschaften von Kaffee liegen zahlreiche in vitro Un-
tersuchungen vor. Mit hoheren Konzentrationen wurden hédufig die Auslosung oxidati-
ver Schiden beobachtet die durch Freisetzung von Wasserstoffperoxid erklirt werden
[164-166]; ein Teil der DNA schidigenden Wirkungen wurden in einigen Arbeiten dem
Inhaltsstoff Methylglyoxal zugeschrieben [164,167]. In Experimenten mit geringeren
Kaffeekonzentrationen fand man fast immer antioxidative Eigenschaften
[145,146,159,168]. Es wurde wiederholt postuliert, dass die, unter unphysiologischen
Bedingungen beobachteten, negativen Effekte durch Artefakte bedingt sind (bei-
spielsweise durch Bildung von Radikalen in Gegenwart von Metallen), die fiir den
Menschen keine Bedeutung haben [169].

Es gibt relativ wenige Tierstudien in denen Kaffee untersucht wurde, lediglich in
einer davon wurde ein Anstieg der Ausscheidung von 8-OHdAG gefunden, wéhrend die
Isoprostankonzentrationen nicht beeinflusst wurden [170]. In allen iibrigen Unter-
suchungen wurden Schutzeffekte gefunden, zum Beispiel in einer jlingeren Arbeit von
Ozercan und seinen Mitarbeitern [171] (Anstieg von TAC und Abnahme von MDA im
Plasma durch Instantkaffee). Huber fand eine Induktion von Glutathiontransferasen
[172] auch Turesky und seine Mitarbeiter berichteten {iber eine Induktion dieses En-
zyms [173]. Es ist bekannt, dass Glutathion-S-Transferase nicht nur kanzerogene Stoft-
wechselprodukte von Chemikalien entgiften sondern auch reaktive Sauerstoffspezies
detoxifizieren [174]. McMahon und seine Mitarbeiter [175] fanden in einer Studie mit
Maiusen, dass Kaffee den Transkriptionsfaktor Nrf2 aktiviert und erklarten so die Induk-
tion diverser ROS protektiver Enzyme, wie beispielsweise von GSTs und Superoxid-
dismutase.

Giovanelli und seine Mitarbeitern [135] fanden in einer auf Fragebogen basie-
renden Humanstudie, eine positive Assoziation, zwischen der Bildung oxidierter Basen
nach Kaffeekonsum. Es wurden in Einzelzellgelektrophoresestests mit dem l4sionsspe-
zifischen Enzym Formamidopyrimidinglykosylase um 20% mehr Schiden detektiert.
Die Aussagekraft dieser Studie ist allerdings zweifelhaft, da auch ein Anstieg oxidativer
Schaden durch Tomatenkonsum gefunden wurde, wihrend in allen anderen Untersu-
chungen Schutzeffekte mit Tomaten und Lycopen (Carotinoid, Inhaltsstoff Tomaten)

beobachtet wurden [102,176].
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Alle iibrigen Humanstudien mit Kaffee deuten auf Schutzeffekte hin, etwa jene
von Grubben et al. [177] in der ein Anstieg der Konzentration von Gluthation in der
Dickdarmschleimhaut (um 8%) und im Plasma (um 15%) gefunden wurde. Bichler und
Mitarbeiter verdffentlichten kiirzlich [115] die Ergebnisse einer kleinen humanen Inter-
ventionsstudie (n = 8) in der eine Abnahme der Kometenbildung durch oxidierte Basen
(sowohl Purine als auch Pyrimidine), eine Reduktion der Empfindlichkeit der Zellen
gegeniiber Wasserstoffperoxid und ein Anstieg der Aktivitdt von SOD gefunden wurde.
Es wurde allerdings keine Anderung der DNA Migration unter Standardbedingungen
und der GSH-Px Aktivitit beobachtet. In dieser Studie wurde von den Teilnehmern
Kaffee (200 ml French Press + 400 ml Filterkaffee) {iber 5 Tage hinweg konsumiert.
Weniger vielversprechend sind die Ergebnisse von Mursu et al. [178] die nach ein-
maligem Kaffeekonsum von (0, 150 oder 300ml Filterkaffee), in keinem der diverseren

AOQO Parameter (Lipidperoxidation, Enzymaktivititen) Verdnderungen festgestellt haben.

2.8.4 Antioxidative Eigenschaften von Kaffeeinhaltsstoffen

Eine detailierte Darstellung der antioxidativen Eigenschaften diverser Inhalts-
stoffe wiirde den Rahmen dieser Arbeit {iberschreiten, in Tabelle 3 (Seite 24) sind die
Eigenschaften einiger ausgewéhlter Inhaltsstoffe aufgelistet.

Es ist derzeit nicht moglich Aussagen dariiber zu treffen, welcher Inhaltsstoff
primdr fiir die antioxidativen Eigenschaften von Kaffee verantwortlich ist. Die in in
vitro Modellen gefundenen Ergebnisse sind widerspriichlich, beispielsweise wurde in
einigen Untersuchungen sowohl ein Anstieg antioxidativer Effekte bei ldngerer Rostung
gefunden in anderen jedoch eine Abnahme der Effekte [168,179,180]. Relativ unklar
sind auch die antioxidativen Eigenschaften der Maillard Produkte im Kaffee, da bisher
vor allem Substanzen untersucht wurden, die bei Modellreaktionen gebildet werden und
im Kaffee nicht enthalten sind; dariiber hinaus liegen fast ausschlieBlich Ergebnisse aus
in vitro Experimenten vor.

In einer Pilotstudie von Ferk (Endpunkt: Bildung Enzym-verdnderter pre-
neoplastischer Foci in der Leber von Ratten, die durch Gamma-Bestrahlung ausgelost
wurden), kam es zu dem Ergebnis, dass sowohl metall- als auch papiergefilterter Kaffee

eine dhnliche protektive Wirkung aufweisen (Abnahme der GST-P" Foci bis zu 58%)
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wihrend Dekaffeinierung zu einer deutlichen Reduktion des Schutzeffektes fiihrte (Stu-
die am Institut fiir Krebsforschung, Wien, nicht verdéffentlicht).

Tabelle 3 Ubersicht iiber die Eigenschaften ausgewihlter Kaffeeinhaltsstoffe

Substanzgruppe Eigenschaften

Chlorogensiuren in vitro: ausgepragte Schutzeffekte bei niedrigen Dosierun-
gen, bei hoheren Dosierungen hiufig prooxidative Effekte
durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen
[147,170,180,181]

auch im Tierversuch: sind die antioxidativen Eigenschaften
von Chlorogensdure eindeutig nachgewiesen (|TBARS,
| 8-OHdG im Harn, 1 SOD, 1 CAT etc.) [182-184]
Extrapolation auf die Situation beim Menschen ist jedoch
sehr schwierig da bei Tierversuchen hohe Dosierungen
verwendet wurden

Koffein in vitro: in einzelnen Untersuchungen wurden antioxidative
Effekte nachgewiesen [185-187]

mit Labornagern wurden nur sehr wenige Studien durchge-
fiihrt bei denen eine 1 GST, | ROS induzierter Kleinkern-
bildung im Knochenmark gefunden wurde [188]

Es liegen keine Daten iiber antioxidative Effekte beim Men-
schen vor

Cafestol & Kahweol | in vitro: wurden nur vereinzelt ROS protektive Eigen-
schaften gefunden, bei relevanter Dosierung traten keine
Effekte auf [189,190]

in vivo: Aktivierung von Nrf2 in Maiusen, Induktion von
antioxidativen Enzymen in Experimenten mit Maiusen
nachgewiesen [124,125]

Maillard Produkte |in vitro: protektive und prooxidative Eigenschaften mit ver-
einzelten Modellsubstanzen nachgewiesen [180,191-196]

in vivo: keine eindeutigen Ergebnisse aus Tierexperimenten
verfligbar

Trigonellin in vitro: antiinvasive Wirkung von Trigonellin auf ROS ge-
schédigte Hepatomazellen von Ratten AH109A [197]
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Tabelle 4 Angaben iiber Bezeichnung, Abkiirzung und Herkunft der verwendeten Chemi-

kalien
Chemikalien Abkiirzung Firma Verwendung
Lymphozytenisolierung
. : : Dichte-Gradienten-
- D
Histopaque - 1077 Ficoll Sigma zentrifugation
RPMI 1640 RPMI Sigma" Zellkulturmedium
Di-Natriumhydrogen- 2)
phosphat-dihydrat Na,HPO4x2H,O | Merck PBS
. 2) pH-Wert
Hydrogenchlorid HCl Merck Einstellung
Kaliumchlorid KCl Sigma" PBS
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO4 Merck? PBS
Natriumchlorid NaCl Sigma" PBS
Natriumhydroxid NaOH Fluka® PBS
Bestimmung von Malondialdehyd
i (C,H50),CHCH,; | . 1 .
1,1,3,3-Tetraethoxypropane CH(OC,Hs), Sigma Standardreihe
o Riedel de ; .
Ethanol 96 Vol% p.a. C,HcO Haen”) Losungsmittel
ortho — Phosphorséure Riedel de .
(Dichte 1,71 g/ml; 85%) H;0P, Haen®) saures Milieu
2-Thiobarbituric acid C4H4N,0O,S Sigma" Komplexbildner
Methanol lichrosolv fiir .
Fliissigkeits- CH;0H Merck? Laufmittel, Neutra-
. lisationsgemisch
chromatographie
, Riedel de Neutralisations-
Atznatron Na,COs Haen®) gemisch
. . Riedel de .
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO, Haen”) Laufmittel
Kaliumhydroxidpliatzchen |KOH E;eeiil) de IM KOH -
Bestimmung der Totalen Antioxidativen Kapazitit (TRAP)
6-Hydroxy-2,5,7,8- .
tetramethyl-chromam-2- Trolox Fluka® Stocklosung der
. Standardreihe
Carbonsiure
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Tabelle 4 Fortsetzung

Chemikalien Abkiirzung Firma Verwendung
tiatorn-t-sulfonsiure) | BTS g’ | aikalbidung
30% Wasserstoffperoxid H,0, E?e(?) de startet Reaktion
Myoglobin Mb Sigma" Oxidationsmediator
Natriumchlorid NaCl Fluka® PBS

Kaliumehlorid KCl ledelde | pps
Eﬁgg;ﬁ‘;inhydmgen' Na,HPO, Fluka®  |PBS
Kaliumdihydrogenphosphat | KH,PO, I}{Ifeigl) de PBS

Bestimmung - Oxidiertes LDL
Mercodia Testkit oxidized LDL ELISA 7

Bestimmung der Aktivitit von Superoxiddismutase

Randox Testkit ¥

Bestimmung der Aktivitit von Glutathionperoxidase
Glutathionreduktase &%{4)28 O, Sigma" Enzym
L-Glutathion GSH 5)
(reduzierte FOI‘I’I’I) C10H17N306S Serva Substrat
Nicotinamidadenindinukle- | NADPH
otidphosphat > 95% C,H50N,0;7P5 - Sigmal) Energielieferant
(HPLC) 4C¢H 3N
tetr.- Butylhydroperoxid t-BuOOH 3) : .
0% C.4H,00, Fluka Induziert Reaktion
Tris(hydroxymethyl)amino | Tris 3) .
methan NH,C(CH,OH); Fluka Tris-Puffer
Ethylendiamintetraessig- | Na,EDTA
sdure Dinatriumsalz Di- Ci0H14N>Na,Og Sigmal) Tris-Puffer
hydrat 2H,0

Bestimmung der Konzentration von 8-epi-PGF2a

BIOXYTECH® Urinary 8-epi-Prostaglandin F2a ¢

D Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; ? Merck, Darmstadt, Deutschland; * Fluka und
Riedel-de-Haen Laborchemikalien GmbH; Seelze, Deutschland; ¥ Randox Laboratories Ltd.,
Ardmore, UK; ¥ Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D; % OxisReasearch, Foster City,
Foster City, USA; ) Mercodia AB, Uppsala, Schweden;
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3.2 Losungen fiir die Isolierung der Lymphozyten

Samtliche Lésungen wurden wenn nicht anders angegeben bei + 4°C gelagert.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS-Losung)
8,0g NaCl, 1,15g Na,HPO4 x 2 H,0, 0,2g KCI und 0,2g KH,PO4 wurden in 1,0L Aqua
bidest gelost. Nachfolgend wurde mit 1,0N NaOH ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

3.3 Losungen und Standardreihe fiir die Bestimmung von Malondial-
dehyd

Phosphorsiure 0,44mol/ L

In einen Messkolben wurden 3,0ml o-Phosphorsdure pipettiert und mit Aqua bidest. auf

100,0ml aufgefiillt.

Thiobarbitursdurelésung (TBA)
0,6g TBA wurden in 100,0ml Aqua bidest. unter Warmeeinwirkung (50-100°C, 30min)

gelost.

1.0 N Natronlauge

4,0g Atznatron wurden in 100,0ml Aqua bidest. geldst.

Methanol/ NaOH

20,0ml NaOH wurden mit 45,0ml Methanol chromasolv versetzt.

Laufmittel

Phosphatpuffer: 6,8g Kaliumdihydrogenphosphat wurden in 800,0ml Aqua bidest. ge-
16st; der pH Wert wurde mit 1,0M KOH auf 6,8 eingestellt und mit Aqua bidest. auf
1,0L aufgefiillt.

Der Phosphatpuffer und das Methanol wurden im Verhéltnis 60:40 gemischt, mit Fal-
tenfilter abfiltriert und 3-5min in ein Ultraschallbad gestellt.
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Ethanol — Wassergemisch (Losungmittel fiir die Standardreihe)

Ethanol und Wasser wurden im Verhaltnis 40:60 gemischt.

Standardreihe
Stocklosung 1:
50ul (oder 46,0mg) TEP (97%; Dichte 0,92g/ml) wurden in einen Messkolben pipettiert
und mit Losungsmittel (Ethanol:Wasser; 40:60) gemischt; nachfolgend wurde die
Losung fiir 3min in ein Ultraschallbad gestellt um das TEP zu 16sen, anschlieBend wur-

de mit Losungsmittel (auf 50,0ml) aufgefiillt.
Stocklésung 2:

Von Stocklosung 1 wurden 100,0ul in einen Messkolben pipettiert und mit Losungs-
mittel auf 50,0ml aufgefiillt.

Tabelle 5 Pipettierschema der Standardreihe

Standard Verdiinnung Konzentration

Standard 1 | Aqua bidest. 0,00 uM
Standard 2 [ 1,0 ml Standard 3 + 1,0 ml Aqua dest. 0,195 uM
Standard 3 [ 1,0 ml Standard 2 + 20,0 ml Aqua dest. 0,39 uM
Standard 4 [ 1,0 ml Standard 2 + 9,0 ml Aqua dest. 0,81 uM
Standard 5 [ 1,0 ml Standard 2 + 5,0 ml Aqua dest. 1,35 uM
Standard 6 | 1,0 ml Standard 2 + 3,0 ml Aqua dest. 2,03 uM
Standard 7 [ 1,0 ml Standard 2 + 1,0 ml Aqua dest. 4,06 uM
Standard 8 [ 1,0 ml Standard 2 8,12 uM

3.4 Losungen fiir die Bestimmung der Isoprostankonzentrationen

Die Isoprostankonzentrationen wurden mit einem kommerziell erhéltlichen ,,ELISA
Kit“ (BIOXYECH® Urinary 8-epi-Prostaglandin F,,* ELISA, OxisResearch®, Foster
City, USA) bestimmt. Die Reagenzien waren gebrauchsfertig.
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Tabelle 6 Pipettierschema der Standardreihe

Standard Verdiinnung Konzentration
Standard 0 Verdiinnungspuffer (VP) 0,00ng/ml
Standard 1 500ul S2 + 500ul VP 0,05ng/ml
Standard 2 100ul S3 +900ul VP 0,10ng/ml
Standard 3 100ul S4 +400ul VP 1,00ng/ml
Standard 4 200ul S5 +200ul VP 5,00ng/ml
Standard 5 100u1 S6 + 400ul VP 10,00ng/ml
Standard 6 200ul S7 +200ul VP 50,00ng/ml
Standard 7 50ul Stockstandardlosung + 450ul VP 100,00ng/ml

3.5 Losungen und Standardreihe fiir die Bestimmung der ,,Gesamten
antioxidativen Kapazitit“

Phosphatbuffer (PBS)
Es wurden 8,2g NaCl, 0,2g KCl, 1,2g Na,HPO4und 0,2g KH,PO, in 1,0L. Aqua bidest.
gelost. Mit 1,0N HCl wurde ein pH Wert von 7,4 eingestellt.

Wasserstoffperoxid

Aus einer 30%igen Wasserstoffperoxid Losung wurden 515ul entnommen und in
10,0ml PBS gelost (Losung A: 500mM). Zur Herstellung der Arbeitslosung (450uM)

wurden der Losung A 45ul entnommen und mit 50,0ml PBS verdiinnt.

2.2 -Azinobis(3-ethylbenz-thialozin-6-sulfonsiure):

27,43g 2,2"-Azinobis(3-ethylbenz-thialozin-6-sulfonsdure) wurden in 10,0ml PBS ge-

10st.

Trolox (c: 2,5mM)
156,41g Trolox wurden in 250,0ml PBS gelost.
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Tabelle 7 Pipettierschema der Standardreihe

Standard Verdiinnung Konzentration
Standard 1 | 400ul PBS + 100ul Trolox (2,5mM) 0,5mM
Standard 2 | 300ul PBS +200ul Trolox (2,5mM) 1,0mM
Standard 3 | 200pl PBS + 300ul Trolox (2,5mM) 1,5mM
Standard 4 | 400ul PBS + 100ul Trolox (2,5mM) 2,0mM
Standard 5 Trolox (2,5mM) 2,5mM

Die Losungen wurden unmittelbar vor der Durchfiihrung der Experimente zubereitet.

3.6 Losungen fiir die Bestimmung von oxidiertem LDL

Die LDL Messungen wurden mit einem kommerziell erhéltlichen ,,ELISA Kit* (oxidi-

zed LDL ELISA, Mercodia AB, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt.

3.7 Losungen fiir die Bestimmung der Aktivitit der Glutathionpero-
xidase

Alle Losungen ausgenommen dem Puffer wurden vor jedem Versuchstag frisch zuberei-

tet.

Tris(hydroxymethyl)aminomethanpuffer mit EDTA

3,029¢ Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) und 0,186g Ethylendiamintetra-
essigsdure Dinatriumsalz Dihydrat (Na,EDTA) wurden in 1,0L Aqua bidest. gelost.
Nachfolgend wurde mit 1,0M HCI ein pH Wert von 7,6 eingestellt.

Glutathionreduktase - Losung
Es wurden 55ul Glutathionreduktase (GR = 168U/mg Protein) mit 445ul 50,0mM Tris-
HCI-Puffer versetzt.

L-Glutathion Losung
Es wurden 461,0mg GSH (MW=307,3 g/mol) in 1,0ml Aqua bidest. gelost.
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Nicotinamidadenindinukleotidphosphat Losung
Es wurden 140,0mg NADPH (MW= 833,4g/mol) in 2,0ml 10,0mM Tris-HCI-Puffer
versetzt. Der pH-Wert wurde mit 1,0M HCI auf 7,0 eingestellt.

tetr.- Butylhydroperoxid Losung
Es wurden 10ul t-BuOOH (MW=90.1g/ mol; 70% Lodsung) in 2,4ml Aqua bidest. ge-

10st.

3.8 Losungen fiir die Bestimmung der Aktivitit der Superoxid-
dismutase

Die Messungen erfolgten mit einem kommerziell erhiltlichen Testkit (Ransod, Randox
Laboratories Ltd.; Ardmore; UK). Die diversen Losungen wurden entsprechend den

Angaben des Herstellers zubereitet.

3.9 Durchfiihrung der Interventionsstudie

Insgesamt nahmen 40 Probanden an der Interventionsstudie teil. Einschluss-
kriterien flir die Teilnahme waren der Altersbereich (20-55 Jahre), normales Korperge-
wicht (BMI zwischen 20-25), Rauchverhalten (Nichtraucher), der Gesundheitszustand
(keine Krankheiten und keine Einnahme von Medikamenten).

Um interindividuelle Schwankungen zu reduzieren, wurden die Probanden er-
sucht, sich vor und wihrend der Studie an ein standardisiertes Erndhrungsprotokoll zu
halten (Details siche Tabelle 9). Die Teilnehmer wurden aufgefordert, wihrend der Stu-
die: keine Vitamintabletten, Nahrungsergdnzungsmittel, Aspirin einzunehmen und kei-
nen exzessiven Sport zu betreiben, der zu erhohtem oxidativen Status fithren kann

[198,199].
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Tabelle 8 Demographische Daten der Teilnehmer

Parameter Charakteristika®
Geschlecht 1533 25 Q4
Alter 27,35+7,97
GroBe 1,73 +£0,10
Gewicht 66,98 + 12,97
BMI 22,35 +2,96
120,85+14,27 : 73,23+9,18
Blutdruck' 125,15 + 15,92 : 77,70 + 8,37
123,25 14,61 : 77,68 + 8,06
73,23 +9.18
Puls! 75,25 + 13,88
72,50 + 13,07
1634,00 = 710,50
Harnvolumen' 1820,00 + 729,00
2104,00 + 1880,00

! Die Werte bezichen sich auf die unterschiedlichen Zeitpunkte der Blutabnahmen, 1. Wert TO,
2. Wert T1, 3. Wert T2 ? die angegebenen Zahlen von Einzelmessungen und alle Standard-
abweichungen (Teilnehmer n = 40), * minnliche Teilnehmer, * weibliche Teilnechmer

Fiir die Kaffeeintervention wurde die Filterkaffeemischung ,,Tchibo Beste Boh-
ne* (Eduscho Kaffee GmbH, Wien, Osterreich) verwendet. Fiir jeden Teilnehmer wur-
den téglich 40g der Filterkaffeemischung portioniert und bereitgestellt. Der Kaffee wur-
de mit 800ml Wasser und handelsiiblichen Melitta Kaffeefiltern zubereitet.

Die Abbildung 11 gibt einen Uberblick iiber die Zeitpunkte der Probennahmen.
Drei Wochen vor Beginn der Studie reduzierten die Probanden ihren Kaffeekonsum auf
eine Tasse (200ml) pro Tag. Nach drei Wochen begann eine ,,run-in“ Phase (9 Tage),
wiahrend der kein Kaffeekonsum erfolgte, zusétzlich wurde mit der Erndhrungs-
restriktion begonnen. Nach neun Tagen erfolgte die erste Blut- und Harnnahme (TO).
AnschlieBend begann die erste Interventionsphase unter Beibehaltung der Restriktion
(jeweils 20 Probanden konsumierten Kaffee und 20 konsumierten Wasser). Die zweite
Blut- und Harnsammlung (T1) erfolgte nach Abschluss der ersten Interventionsphase.
Danach folgte eine ,,wash-out* Phase von fiinf Wochen mit Einschrankung des Kaffee-
konsums auf 200 ml pro Tag. Dann begann die zweite Phase der Intervention mit Er-

nihrungsrestriktion (Probanden die wéhrend der ersten Interventionsphase Kaffee kon-
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sumiert hatten, tranken in der zweiten eine idente Menge Wasser und vice versa). Die

dritte Blutabnahme (T2) erfolgte nach Abschluss der Intervention.

1.10. - 4.10. 2007 8.10. - 11.10. 2007 26.11. - 29.11. 2007
P (B+H) P (B+H) P (B+H)
|
A\ 4 Gruppe B (n=20) \
Gruppe A (n=20)
®
3 Wochen 9 Tage 5 Tage Intervention + 5 Wochen “washout” + 5 Tage Intervention +
eingeschrinkter ,.Erndhrungs- ,.Erndhrungsrestriktion 1 Woche ,,Erndhrungs- ,,Erndhrungsrestriktion*
Kaffeekonsum restriktion* restriktion™ Gruppe A (n=20)
o G’r"p pe B (=20 L Wasser * Wasser ‘

3 Wochen 9 Tage 5 Tage Placebo + 5 Wochen “washout” + 5 Tage Placebp +
eingeschrinkter Erndhrungs-  ,.Erndhrungsrestriktion* 1 Woche ,,_Erpéihrungs- ,.Erndhrungsrestriktion*
Kaffeekonsum restriktion® restriktion”

A A A
P (B+H) P (B+H) P (B+H)

T- Zeitpunkt, P-Probenentnahme, B-Blut, H-24h Harn

Abbildung 11 Schematischer Uberblick iiber den Verlauf der Interventionsstudie und die Zeit-
punkte der Probennahmen

Fiir die Bestimmung der diversen Endpunkte wurden Plasma, Lymphozyten und
Harn aliquotiert (siche Abbildung 12). Das Gesamtvolumen des 24h-Harns wurde no-
tiert und aliquotiert. Nach Zentrifugation der Heparinrohrchen (Lithium-Heparintubes;
Becton Dickinson; Plymouth; UK) wurde Plasma im Uberstand abpipettiert. Die Lym-
phozytenisolierung erfolgt durch Dichte-Gradientenzentrifugation mit Histopaque, die
isolierten Lymphozyten wurden in PBS resuspendiert und in Eppendorfréhrchen (1,5ml
ReaktionsgefiBe; AL Labortechnik; Amstetten; Osterreich) aliquotiert und bei -80°C
gelagert.
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[Misra und Fridovic, 1972]

Glutathionperoxidase (GPx)
[Glinzler et al., 1972]

[ELISA, Oxis Research,
USA]
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Abbildung 12 Schematischer Ablauf der Probenaufarbeitung
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Tabelle 9 Erndhrungsrestriktion wihrend der Kaffeeinterventionsstudie

Gruppen

Einschrinkung (Restriktion)

Alternativen

Getrinke

Erlaubt mit Einschrinkung:
1 Tasse/ Tag Kaffee, Schwarztee,
Rotbuschtee

Erlaubt mit Einschrdnkung:
200ml Fruchtsaft/Tag

z.B.: Zitronen-, Grapefruit-, Jo-
hannisbeer-, Apfelséfte
Coca-Cola, Energiedrinks

Alkohol
250 ml Wein /Woche (erlaubt)
250 ml Bier/Woche

(kein Alkohol am Abend vor der
Blutabnahme)

Krauterlimonade,
Mineralwasser,
Milch,

Tee (Krautertee, Tees ohne
Vitaminzusitze)

Getreideprodukte

Erlaubt mit Einschrinkung:
Vollkornbrot (1 Scheibe/Tag),
Miisli (hochsten 100g/Tag)

Schwarzbrot, Weillbrot, Nu-

deln, Nockerl, Eier

Gemiise

Erlaubt mit Einschrinkung:

bis zu 100g/ Tag

Kohlrabi, Rotkraut, Kohl, Karfi-
ol, Rettich, Kohlsprossen,
Paprika, Karotten, Tomaten, Mais

Zucchini, Kartoffeln, Bohnen,
Linsen, Erbsen, Salat, Gurken,
Pilze

Obst

Bis zu 100g/ Tag
Zitronen, Nektarinen,
Clementinen, Grapefruit

Kiwi, Mango, Papaya, Sanddorn-
beere, Erdbeeren, Hagebutten

Weintrauben

Marillen, Orangen

Apfel, Birnen, Bananen, Was-
sermelonen, Pfirsiche

Sonstiges

keine Vitamintabletten, Aspirin
keine Lebensmittel mit Vitamin-
zusatzen

(z.B Friihstiicksflocken, Miisli,..)

3.10 Isolation der Lymphozyten
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Pro Teilnehmer und Zeitpunkt wurden 60ml Blut in 6 Heparinréhrchen (Li-
thium-Heparintubes; Becton Dickinson; Plymouth; UK) entnommen. Die Blutproben

wurden zentrifugiert (Sigma Tischkiihlzentrifuge 4 K 15, Osterode; Deutschland; 650 x
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g, 10 min, 18°C), das Plasma abpipettiert, in 1,5ml Eppendorfréhrchen aliquotiert und
bei -80°C fiir die Messungen der biochemischen Parametern gelagert.

Die festen Blutbestandteile wurden fiir die Lymphozytenisolierung verwendet.
Der Inhalt der Heparinrbhrchen wurde auf je zwei Falconr6hrchen (50ml; Sarstedt;
Niimbrecht; Deutschland) die mit 12,0ml RPMI (Zellkulturmedium) gefiillt waren auf-
geteilt. Nachfolgend wurden die Rohrchen geschwenkt, der Inhalt der beiden Falcon-
rohrchen wurde auf je zwei Accuspins (Accuspin' ", Sigma Diagnostics, St. Louis, U-
SA), gefiillt mit 15ml Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich; Steinheim; Deutschland) auf-
geteilt und zentrifugiert (800 x g, 15 min, 18°C, Bremsung 0). Durch die Zentrifugation
kommt es zu einer sequenziellen Phasentrennung: RPMI, Plasma, mononukleédre Blut-
zellen (z.B. Lymphozyten -weiller Ring-), Histopaque, Erytrozyten (siche Abbildung
13).

Zentrifugation
Blut 5 1000x g Lymphiozyten
10 min < -ring

Fritte 9 / <« Fritte

<« Histopaque- 3
1077

Abbildung 13 Phasentrennung bei der Lymphozytenisolierung (modifiziert nach www.sigma-
aldrich.com Accuspin'" Systems)

Der Lymphozytenring wurde mit einer Pipette abgesaugt und in Falconréhrchen
(15,0ml; Sarstedt; Niirnbrecht; Deutschland) die 3,0ml RPMI enthielten {iberfiihrt und
zentrifugiert (300 x g, 10min, 18°C). AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert und
erneut in 1,0ml RPMI resuspendiert. Die Lymphozytenfraktion eines Probanden wurde
nachfolgend in einem Falconr6hrchen das mit RPMI gefiillt wurde (Gesamtvolumen:
8,0ml) gesammelt und zentrifugiert (300 x g, 10min, 18°C). AbschlieBend wurde der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 6,0ml PBS geldst.
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Fiir die Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zihlkammer (0,Imm Tiefe, 9
GroBquadrate zu je lmm?, geeicht), wurden die Zellsuspensionen im Verhltnis 1:1 mit
der Farbelosung (Trypanblau) gemischt. Nachfolgend wurden 10ul in die Neubauer-
Zihlkammer pipettiert und in einem Lichtmikroskop (Nikon TMS; 0,3 A; Japan) das
Verhiltnis zwischen lebenden (gelb, ungefarbt) und toten Zellen (blau, gefarbt) erfasst
[200].

Die Lymphozyten wurden nach ermittelter Zellzahl in definierte Aliquote aufge-

trennt.

3.11 Messung der Konzentration von Malondialdehyd

Malondialdehyd wurde entsprechend dem Protokoll von Ramel et al. [78] flou-
rimetrisch bei 532 nm gemessen. Malondialdehyd ist ein Produkt der Lipid-
peroxidation, welches mit Thiobarbitursdure einen Komplex bildet, der fluorimetrisch
nachweisbar ist. Diese Substanzen werden als Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen
(TBARS) bezeichnet.

Zu den Reaktionsansédtzen wurden in Pyrexglidser 700ul Phosphorsiure, 500ul
Aqua bidest, 50ul Probe/ Standard, 250ul TBA zugesetzt. Die Zugabe von TBA ist Vor-
aussetzung fir die Bildung des Farbkomplexes. Zur Messung der MDA Konzentration
wurde eine RP-18 (reversed phase) Trennsdule (Merck LichroCART 125-4 Lichrospher
100 RP-18 (5um); VMR -Merck; Darmstadt; Deutschland) verwendet.

Der Reaktionsansatz (Proben, Standardreihe) wurde nach Zugabe von TBA eine
Stunde im Wasserbad gekocht. Nachfolgend wurden die Proben 10min auf Eis gekiihlt,
und mit Methanol/ NaOH Gemisch neutralisiert; die pH Wert Kontrolle erfolgte mit
Indikatorpapier (griin, pH 7,0). In einer Plastikeprouvette wurden 100u]l Methanol/ Na-
OH mit 100ul des Proben/ Standardgemisches versetzt und geschiittelt. Die Proben-
gemische wurden 2min bei 3000U/ min zentrifugiert. AnschlieBend wurden 20ul der
Proben mittels Hamilton Spritze in ein HPLC-Fluoreszenz Spektrometer (Model L-7100
Pump, Fluoreszenz Spektrophotometer F-1050 Detektor, Integrator D-7500; Merck Hi-
tachi; VMR Merck; Darmstadt; Deutschland) injiziert und die Peaks gemessen.
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An jedem Versuchstag wurden 7 Standards als Qualitdtskontrolle gemessen.
MDA wurde fiir die Standardreihe aus Tetraethoxypropan gebildet, der MDA-TBA
Komplex wurde flourimetrisch bestimmt.

Die vom Integrator (D-7500; Merck Hitachi; VMR — Merck; Darmstadt;
Deutschland) aufgezeichneten Peakfldchen wurden mit Hilfe von Standardgeraden sta-
tistisch ausgewertet. Die Konzentrationen des MDA im Plasma werden in uM MDA/L

angegeben.

3.12 Messung der Konzentration von Isoprostanen

Die Konzentrationen von 8-epi-PGF,, wurden mit einem Enzymgekoppeltem
Immunadsorptionstest (Bioxytech® Urinary 8-Epi-Prostaglandin,,, Oxis Research, Fos-
ter City, USA) bestimmt. 8-epi-PGF,, ist ein Metabolit von Prostaglandin und dient als
Marker fiir oxidativen Stress [80,201].

Diese Verbindung wurde im 24h-Harn der Probanden (jeweils gesammelt am
letzten Tag vor den Blutabnahmen) bestimmt.

Um die optimalen Verdiinnungen der Urinproben herstellen zu konnen wurden
zuerst die Kreatininkonzentrationen nach den Methoden von Il'yasova und Kroll et al.
[202,203] bestimmt. Die ersten 10 Proben wurden mit vier verschiedenen Ver-
diinnungen (unverdiinnt, 1:2, 1:4, 1:8) analysiert und die Konzentrationen des 8-epi-
PGF,, berechnet. Diese Werte sollten in dem Rangebereich zwischen 40-60% der Ab-
sorption liegen (Empfehlung des Herstellers), welche den linearsten Teil der Standard-
kurve darstellt.

Zur Probenvorbereitung wurden die Urinproben bei Raumtemperatur aufgetaut,
10 Minuten zentrifugiert und mit Puffer verdiinnt. Der Versuch wurde wie im folgenden
Abschnitt beschrieben durchgefiihrt:
1.Schritt: 100pul Standard bzw. Probe oder Verdiinnungspuffer.
2.Schritt: 100ul verdiinntes HRP-Konjugat wurde in jede Vertiefung ausgenommen die
des Blank hier wurden 100ul des Verdiinnungspuffers pipettiert.
3.Schritt: Inkubation der Platte (2 Stunden).
4.Schritt: Der Inhalt der Vertiefungen wurde entleert und 3x mit 300ul Waschpuffer

gewaschen.
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5.8chritt: Nach Zugabe von 200ul TMB-Substrat erfolgte Inkubation fiir 20-40 Minu-
ten. Wéhrend der Inkubation entstand eine Blaufarbung.
6.Schritt: Um die Reaktion zu stoppen wurde 50ul Stop-Losung in jede Vertiefung pi-
pettiert. Die Proben wurden im Doppelansatz bestimmt.

Die Absorption wurden mit einem Microplate Reader 5060-006 (LKB; Rom;
Italien) bei 450nm gemessen.

Die Resultate wurden auf die Kreatininkonzentrationen der Proben bezogen und

in ng Isoprostan/ mg Kreatinin angegeben.

3.13 Messung der ,,Gesamten antioxidativen Kapazitat*

Die Trolox Equivalent Antioxidative Capacity (TEAC) wurde gemiB dem
Protokoll von Miller und Rice Evans [68] ermittelt. Die Trolox-Augivalente (mM Tro-
lox Aquivalent) werden zur Ermittlung der gesamten antioxidativen Kapazitit in Proben
(Humanplasma) eingesetzt. Das Messprinzip beruht darauf, dass in vitro ein oxidatives
Milieu erzeugt wird und durch ein zugesetztes Antioxidans die Oxidationsreaktion ver-
langsamt wird. Das Radikal 2,2’-Azinobis-(3-ethyl-benzthiazolin-6-sulfon-sdure) wird
durch Peroxylradikal oxidiert; es entsteht ein griiner Radikalkomplex. Abbildung 14
zeigt das Reaktionsschema. Die Féhigkeit von Antioxidantien diese Formation zu ver-
langsamen wird in Troloxdquivalenten angegeben.

Vor Beginn der Messungen wurden 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzthialozin-6-
sulfonsdure) und Phosphatpuffer im Wasserbad auf 30°C erhitzt. Die Zusammensetzung
der Probenansétze ist nachfolgend angegeben:

Blank: 410ul PBS, 400ul ABTS, 20ul Myoglobin und 170ul H>O;

Standards: 410ul PBS, 400ul ABTS, 10ul Standard, 20pul Myoglobin und 170ul H,O,
Proben: 400ul PBS, 400ul ABTS, 20ul Probe (Plasma der Probanden vor und nach der
Intervention), 20ul Myoglobin und 170ul H,O,

Nach Zugabe von H,O, wurde der Ansatz 3 Minuten in einem Wasserbad (30°C) tem-
periert, anschlieBend in eine Halbmikrokiivette (Disposable Cuevettes, semi micro,
2,5ml, PS, visible range; Sterilin; Barloworld Scientific Ldt. Stone; Staffordshire; U.K.)
tiberfiihrt und die Bestimmung der Absorption mit einem Spektrometer (UV/VIS
Spectrometer Lamda2; Perkin Elmer; A 734nm) nach 6 Minuten durchgefiihrt.
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Abbildung 14 Schematischer Uberblick der TROLOX Reaktion (modifiziert nach Fischer et
al. [204])

Eine Eichgerade wurde nach den Messungen von Blank und Verdiinnungsreihe
im Vergleich zum Standard gesetzt (in %). Der hochste Standard entspricht 100%
(c=2,5mM Trolox). AnschlieBend wurden die Plasmaproben der Probanden gemessen
und die Konzentrationen der Trolox Aquivalente in mM TEAC mit der Eichgeraden er-

mittelt.

3.14 Bestimmung der Konzentration von oxidiertem Low Density
Lipoprotein
Die Konzentrationen von oxidiertem LDL wurden mit einem enzym-
gekoppeltem Immunadsorptionstest (oxidized-LDL ELISA, Mercodia AB, Uppsala,

Schweden) bestimmt [205]. Die Messung erfolgte mit einem Fluorstar Optima

Mikroplate reader (BMG labtechnologies, Deutschland). Zur Bestimmung der Konzent-
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rationen des oxidierten LDL wurden Plasmaproben der Studienteilnehmer die bei —80°C
gelagert worden waren, verwendet.

In die Vertiefungen der ELISA-Platten wurden jeweils 25 pl Standardldsungen,
Kontrollen oder verdiinntes Plasma (1:6561) und 100 ul Probenpuffer pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 2 Stunden (Schiittler, 18-25°C) wurde die Platte sechs Mal
mit jeweils 350 pl Puffer gewaschen. Nachfolgend wurden 100 pl der Enzym-
konjugatlosung pro Vertiefung zugesetzt und die Ansétze fiir eine weitere Stunde
(Schiittler, 18-25°C) inkubiert. Nach sechs weiteren Waschschritten, erfolgte pro Mess-
ansatz die Zugabe von 200 pl Substrat Tetramethylbenzidin (TMB). Nach 15-mintitiger
Inkubation wurden 50 pl ,,Stop-Losung® in jede Vertiefung der Platte pipettiert, und
nach griindlichem Durchmischen (15 Sekunden), die Absorptionen bei einer Wellen-
lange von 450 nm nach 30 Minuten gemessen.

Die Konzentrationen von oxidiertem LDL wurden in oxdiertes LDL U/L ange-

geben und mit Hilfe der Kalibratorkurve berechnet.

3.15 Messung der Aktivitat antioxidativ wirksamer Enzyme in der
zytosolischen Fraktion peripherer Lymphozyten

Die Aktivitdtsbestimmungen der Enzyme wurden entsprechend den Protokollen
von Giinzler et al. [206] und Misra und Fridovic [207] durchgefiihrt und photometrisch
(UV/Visible Spectrometer, Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech Ltd., Cambridge, Eng-
land) bestimmt.

Von jedem Teilnehmer wurden zwei Lymphozytenfraktionen — 80°C in Eppen-
dorfrohrchen (2ml ReaktionsgefiBe, AL Labortechnik; Amstetten; Osterreich) tiefgefro-
ren. Die Messungen erfolgten in der zytosolischen Fraktion der peripheren Lymphozy-
ten. Zur Herstellung der Zytosole wurden die Zellen drei Mal aufgetaut, geschiittelt und

tiefgefroren. Alle Proben wurden in Doppelansétzen gemessen.

3.15.1 Messung der Aktivitit von Glutathionperoxidase

Die Bestimmungen der Aktivitit der Glutathionperoxidase erfolgte entsprechend

dem Protokoll von Giinzler et al. [206]. Die Messung beruht auf der spektro-
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photometrischen Bestimmung der Abnahme der NADPH Konzentrationen. Glutathion-
peroxidase katalysiert die Oxidation von L-Glutathion (GSH) unter Anwesenheit eines
Peroxides (tetr.-Butylhydroperoxid) zu oxidiertem Glutathion (GSSG). Bei An-
wesenheit von NADPH wird GSSG mittels Glutathionreduktase reduziert und oxidiertes
NADPH" gebildet.

Die abnehmende Exktinktion von NADPH pro Minute wurde spektrophoto-
metrisch gemessen (A 340 nm) und ist proportional zur Aktivitit der Glutathion-

peroxidase.

Tabelle 10 Pipettierschema fiir Proben und Blank'

R Rea;;glenzien- Proben- Blanl:: vom Re- 5(;1‘:;‘;
ank Blank agezien Blank

Tris-HCI-Buffer 50 mM 920 890 940 870
GR 20 20 20 20
GSH 20 20 20 20
NADPH 20 20 20 20
t-BuOOH 0 0 0 20
Sample 0 50 0 50

' Die Mengenangaben in pl

Nach Zugabe von t-BuOOH wurde nach kurzem Schiitteln mit einem Durch-
fluss-Spektrometer (A 340nm, T 25°C) der Ansatz bestimmt. Die Messungen wurden 30
Sekunden nach Ansatz des Reaktionsgemisches gestartet und liefen iiber einen Zeitraum
von weiteren 180 Sekunden (d.h. Gesamtzeit 210 Sekunden).

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen wurden auf die ermittelten Protein-
konzentrationen (nach der Bradford Methode) [208] bezogen. Die GSH-Px Aktivitit,
wurde als Verbrauch von NADPH in nmol pro Minute berechnet und in GSH-Px U/ mg

Protein angegeben.
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3.15.2 Messung der Aktivitiat von Superoxiddismutase

Die Aktivitdt der Superoxiddismutase wurde nach dem Protokoll von Misra und
Fridovic [207] bestimmt.

Das Prinzip der Messungen beruht auf der Freisetzung von Superoxidradikalen
(O2) aus Xanthin und Xanthinoxidase. Die Radikale reagieren mit 2-(4-lodophenyl)-3-
(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazoliumchlorid und bilden einen roten Formazan-Farb-
stoftkomplex. CuZn-SOD bewirkt eine Inhibition der Bildung dieses roten Formazan-
Farbstoffes. Das Ausmal3 der Inhibition wird spektrophotometrisch bei einer Wellen-
lange von 505nm und einer Temperatur von 37°C gemessen.

Fiir die Bestimmung der Aktivitdt der CuZn-SOD wurde ein Enzymkit der Firma
RANSOD (Randox Laboratories Ltd.; Ardmore; UK) verwendet. Die Standardkurve
wurde mit einer SOD-Stammldsung entsprechend den Empfehlungen des Herstellers

durchgefiihrt.

Tabelle 11 Reaktionsansatz fiir die SOD-Bestimmung'

Reagenzien Sample Blank Standards
Gemischtes Substrat 850 850 850
Proben 25 0 0
Standard 0 0 25
Probenpuffer 0 25 0
Xanthinoxidase 125 125 125
' Alle Megenangaben in pl

Nach Zugabe der Xanthinoxidase wurde der Probenansatz geschiittelt und die
photometrischen Bestimmungen mit einem Durchfluss-Spektrometer (UV/Visible
Spectrometer, Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech Ltd., Cambridge, England) durchge-
filhrt. Nach einer Inkubation von 30 Sekunden wurden die Messungen gestartet und
liefen iiber einen Zeitraum von 180 Sekunden.

Die Enzymaktivitdt in den zytosolischen Fraktionen der Lymphozyten wurde als

%Inhibition der Bildung des roten Farbstoffkomplexes berechnet [100-(AAprobe *
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100/AABiank)]. AnschlieBend wurden die Konzentrationen des Enzyms mit Hilfe der

Standardkurve berechnet. Die Ergebnisse wurden in SOD U/ mg Protein angegeben.

Der Korreliationskoeffizient aller Endpunkte lag zwischen 0,99 und 0,999.

3.16 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Daten der Studie wurden mittels Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalver-
teilung getestet. Abhéngig von der Normalverteilung der Daten, wurde entweder der
gepaarte t-Test (fiir normalverteilte Daten), oder der Wilcoxon Test (fiir nicht normal-
verteilte Daten) verwendet. Die Teilnehmer wurden in eine Placebo-, und eine Kon-
trollgruppe eingeteilt. Unterschiede innerhalb der Gruppen (z.B. Placebo/ Intervention
und geschlechtsspezifische Unterschiede) wurden mittels unabhéngigem t-Test evalu-
iert.

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS 15.0 Windows (SPSS Inc., Chicago,
IL) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau war 95% und wurde mit p < 0,05 angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Malondialdehydbestimmungen

Die Resultate der MDA Messungen sind in Abbildung 15 graphisch dargestellt.
Vor Beginn der Intervention lagen die Werte bei 3,0 uM MDA/ L; nach der Inter-
ventionsphase wurden keine signifikanten Verdnderungen detektiert. Auch nach der
,wash-out* Phase verdnderten sich die Wert im Vergleich zum Ausgangswert nicht. Bei
den Frauen waren die Werte generell hoher als bei den Ménnern (z.B. 19% vor der In-
tervention und 18% nach der Intervention); diese Unterschiede waren statistisch jedoch

nicht signifikant.
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Abbildung 15 Auswirkungen von Kaffeekonsum auf die Konzentration von Malondialdehyd
im Plasma. a) Gesamtkollektiv (n = 38), b) Ménner (n = 14) und c¢) Frauen (n = 24). Die Teil-
nehmer der Studie (n = 40) konsumierten iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen hinweg 800 ml
Filterkaffee. Vor und nach der Intervention wurde Blut abgenommen. MDA wurde im Plasma
fluorimetrisch (532 nm) gemessen. Die Balken zeigen die Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Messergebnisse aller Probanden. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
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4.2 Ergebnisse der Messungen der Isoprostankonzentrationen

Die Ergebnisse der Isoprostanmessungen im Harn sind in der Abbildung 16 gra-
phisch dargestellt. Nach Kaffeekonsum war ein signifikanter Anstieg der Isoprostan-
konzentrationen im Harn detektierbar (p = 0,047). Diese Unterschiede waren im Ge-
samtkollektiv signifikant nachweisbar, bei den Mannern war der Anstieg (66%) auf-
grund der geringen Fallzahl und der groBen Streuung, als auch bei den Frauen (33%)

nicht signifikant.
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Abbildung 16 Auswirkung von Kaffeekonsum auf die Konzentration der Isoprostane im Urin.
a) Gesamtkollektiv (n = 38), b) Méanner (n = 14) und c) Frauen (n = 24). Die Teilnehmer der
Studie (n = 40) konsumierten iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen hinweg 800 ml Filterkaffee.
Vor und nach der Intervention wurde Blut abgenommen. Die Isoprostankonzentrationen wurden
mit einem kompetitiven Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (340 nm) bestimmt. Pro Pro-
band wurden drei parallele Messungen durchgefiihrt. Die Werte wurden auf die Kreatininkon-
zentrationen bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen. * statisti-
sche Signifikanz (p < 0,05).
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4.3 Ergebnisse der ,,Gesamten antioxidativen Kapazitit*

Ahnlich wie bei der Malondialdehydbestimmung wurde auch bei den TEAC Mes-
sungen kein signifikanter Einfluss des Kaffeekonsums detektiert. Interessant ist, dass
die Schwankungen im Gesamtkollektiv und auch in den einzelnen Geschlechtern relativ
gering waren (im Durchschnitt 1,5%). Die Streuung bei den MDA Messungen war deut-

lich hoher. Zwischen den Geschlechtern war kein Unterschied feststellbar.
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Abbildung 17 Auswirkung von Kaffeekonsum auf die Gesamte antioxiative Kapazitit im
Plasma. a) Gesamtkollektiv (n = 38), b) Ménner (n = 14) und c) Frauen (n = 24). Die Teilneh-
mer der Studie (n = 40) konsumierten {iber einen Zeitraum von fiinf Tagen hinweg 800 ml Fil-
terkaffee. Vor und nach der Intervention wurde Blut abgenommen. Die gesamte antioxidative
Kapazitit wurde spektrometrisch (Details siehe Seite 39) bestimmt. Die Balken zeigen die Mit-
telwerte und Standardabweichungen der Messergebnisse aller Probanden. * statistische Signifi-
kanz (p < 0,05).
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4.4 Ergebnisse der Konzentrationen des oxidierten Low-Density-
Lipoprotein

Die ox-LDL Werte sind in der Abbildung 18 graphisch dargestellt. Es waren keine ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede detektierbar; Kaffeekonsum verursachte keine
signifikanten Anderungen. Interessant ist, dass die Schwankungen innerhalb der einzel-

nen Untersuchungsgruppen relativ hoch waren. (beispielsweise bei den Miannern 13%

vom Mittelwert).
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Abbildung 18 Auswirkung von Kaffeekonsum auf die Konzentrationen von oxidiertem LDL
im Plasma. a) Gesamtkollektiv (n = 38), b) Méanner (n = 14) und c¢) Frauen (n = 24). Die Teil-
nehmer der Studie (n = 40) konsumierten iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen hinweg 800 ml
Filterkaffee. Vor und nach der Intervention wurde Blut abgenommen. Das oxidierte LDL wurde
mittels einem Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (450 nm) bestimmt. Pro Teilnehmer
wurden drei parallele Messungen durchgefiihrt. Die Balken zeigen die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
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4.5 Ergebnisse der Messungen der Glutathionperoxidaseaktivitit

Die Ergebnisse der Bestimmung der GSH-Px Aktivitdten sind in der Abbildung
19 graphisch dargestellt. Es waren keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern de-
tektierbar; Kaffeekonsum verursachte keine signifikanten Anderungen. Interessant ist,
dass dhnlich wie bei den MDA Bestimmungen, die Werte der Frauen geringfiigig hoher
lagen, als bei den Ménnern (z.B.: 1,5% vor der Intervention und 14% nach der Interven-

tion); diese Unterschiede waren allerdings statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 19 Auswirkung von Kaffeekonsum auf die Aktivitdt der Glutathionperoxidase in
der zytosolischen Fraktion peripherer Lymphozyten. a) Gesamtkollektiv (n = 38), b) Ménner
(n = 14) und ¢) Frauen (n = 24). Die Teilnehmer der Studie (n = 40) konsumierten iiber einen
Zeitraum von finf Tagen hinweg 800 ml Filterkaffee. Vor und nach der Intervention wurde Blut
abgenommen. Die GSH-Px Aktivitdten wurden spektrophotometrisch (340 nm) bestimmt. Pro
Proband wurden zwei parallele Messungen durchgefiihrt. Die Werte wurden auf die Protein-
konzentrationen bezogen die nach Bradford ermittelt wurden. Die Balken zeigen die Mittelwerte
und Standardabweichungen. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
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4.6 Ergebnisse der Messungen der Superoxiddismutaseaktivitit

Die Ergebnisse der SOD Aktivitdt sind in der Abbildung 20 graphisch dargestellt.
Es waren keine Unterschiede zwischen dem Gesamtkollektiv und den Geschlechtern
detektierbar; Kaffeekonsum verursachte keine signifikanten Anderungen. Interessant ist,
dass die Werte der Frauen nach Kaffeekonsum geringfiigig erhoht waren (8% nach der

Intervention); diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 20 Auswirkung von Kaffeekonsum auf die Aktivitit der Superoxiddismutase in der
zytosolischen Fraktion peripherer Lymphozynten. Gesamtkollektiv (n = 38), b) Méanner (n = 14)
und c) Frauen (n = 24). Die Teilnehmer der Studie (n = 40) konsumierten {iber einen Zeitraum
von flinf Tagen hinweg 800 ml Filterkaffee. Vor und nach der Intervention wurde Blut abge-
nommen. Die SOD Aktivititen wurden spektrophotometrisch (505 nm) bestimmt. Pro Proband
wurden zwei parallele Messungen durchgefiihrt. Die Werte wurden auf die Protein-
konzentrationen bezogen, die nach Bradford ermittelt wurden. Die Balken zeigen die Mittelwer-
te und Standardabweichungen. * statistische Signifikanz (p < 0,05).
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5 Diskussion

Der Diskussionsteil ist in mehrere Abschnitte gegliedert. Die Basiswerte der
diversen Parameter, die in der vorliegenden Studie gemessen wurden, wurden mit den
Werten anderer Untersuchungen verglichen, weiters werden die Ergebnisse friitherer
Tier- und Humanstudien mit Kaffee diskutiert in denen idente oder dhnliche Endpunkte
bestimmt wurden. Letztendlich wurden die Ergebnisse von Interventionsstudien in die
Diskussion miteinbezogen, die mit anderen Nahrungsfaktoren (z.B. mit Obst und Ge-

miise) durchgefiihrt wurden.

5.1 Anderungen der Malondialdehydkonzentrationen

Die Messung der Thiobarbiturisure-reaktiven Substanzen (TBARS) ist einer
der ,klassischen* Endpunkte bei der Untersuchung von Antioxidantien. Das Verfahren
wurde 1987 von Wong und Mitarbeitern [77] das erste Mal in einer Humanstudie einge-
setzt. Basierend auf einer computergestiitzten Literaturrecherche wurden iiber 3500 Ar-
beiten erfasst, die in den letzten Jahren verdffentlicht wurden [14]. Allerdings ist dieses
Verfahren zunehmend ins Kreuzverhor der Kritik geraten, da die Aufarbeitung der Pro-
ben unter unphysiologischen Bedingungen erfolgt (Erhitzen iiber einen lingeren Zeit-
raum), sodass es zu Oxidationsprozessen kommen kann. Es wurde von mehreren Auto-
ren betont, dass HPLC Messungen zu zuverldssigeren Ergebnissen fiihren, als fluori-
metrische Bestimmungen [53]. Trotz der ,,Unsicherheiten dieses Verfahrens, wurden
mit vielen etablierten Antioxidantien eindeutige Schutzeffekte detektiert. Die Methode
wird sowohl bei in vitro Experimenten eingesetzt, als auch in Tier- und Humanstudien.

Die Basiswerte, die in der vorliegenden Untersuchung gefunden wurden
(2,97+0,18 uM MDA/ L) stimmen mit den Ergebnissen friitherer Untersuchungen iiber-
ein [209-211]. Ergebnisse des Einflusses von Kaffee auf die MDA Bildung liegen in
einer Reihe von Studien vor. Je nach experimentellen Bedingungen (z.B. hohe oder
niedrige Kaffeekonzentrationen) wurde bei in vitro Experimenten entweder ein Anstieg
oder eine Abnahme der TBARS gefunden.

Simic und Mitarbeiter fanden einen Anstieg der MDA Konzentrationen in einer in

vitro Studie mit Kaffeesdure und einer Reihe anderer Phenole [196], Fujioka und Shi-
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bamoto [145] detektieren einen Anstieg der TBARS durch 5-Caffeoylchinasidure und
Stadler und Mitarbeiter [169] fanden, dass Kaffeesdure, pyrollisierte Kaffeesdure und
Pyrocatechol einen Anstieg der MDA Bildung bei in vitro Experimenten verursachen.
Im Gegensatz dazu fand Stadler in derselben Studie sowohl mit reguldrem als auch mit
dekaffeinierten Kaffee eine deutliche Abnahme der MDA Bildung, dhnliche Effekte
wurden auch mit Instantkaffee gefunden [169]. In anderen in vitro Experimenten mit
Lebermikrosomen von Ratten wurden ebenfalls Schutzeffekte gefunden, interessanter-
weise war Robusta Kaffee effektiver als Arabica. Die Dauer der Rostung hatte einen
Einfluss auf die protektive Wirkung (lédngerfristiges Erhitzen bewirkte eine Abnahme
der Lipidperoxidation) [159].

Aus Tier-, und Humanstudien liegen nur wenige Resultate vor, Ozercan und Mit-
arbeiter [171] fanden in einer Fiitterungsstudie (0,14-0,35g Instantkaffeepulver/ {iber
acht Tage hinweg) eine signifikante Reduktion der Bildung der Lipidperoxidations-
produkte in Plasma und Leber von Ratten. In einer Humanstudie von Yukawa [212]
wurde die MDA Konzentration im Serum bestimmt. Die Teilnehmer konsumierten iiber
einen Zeitraum von sieben Tagen hinweg 150ml Instantkaffee (8g/ Tasse; 24g/ Tag).
Nach der Intervention wurde eine signifikante Abnahme (17% der MDA Konzentratio-

nen) beobachtet.

5.2 Anderungen der Isoprostankonzentrationen

In der vorliegenden Untersuchung wurde nach Kaffeekonsum ein deutlicher An-
stieg der F,-Isoprostane gefunden, die Ergebnisse (3,47+0,70 ng Isoprostan/ mg Kreati-
nin) stimmen mit den Werten aus der Literatur iiberein [213,214]. Im Gesamtkollektiv
betrug der Anstieg (36% zum Placebowert) interessanterweise war der Effekt bei Mén-
nern deutlicher (66%) als bei Frauen (33%). Die Unterschiede der Ergebnisse unserer
Intervention zwischen Mannern und Frauen waren nicht signifikant.

In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dass in einer Studie von Bayir et al.
[215] geschlechtsspezifische Unterschiede beobachtet wurden, F-Isoprostan-
konzentrationen waren bei Ménnern nach einer traumatischen Kopfverletzung 2-fach
hoher als bei Frauen. Die Autoren fassten zusammen, dass die geschlechtsspezifischen

Effekte in klinischen Studien mit Antioxidantien berticksichtigt werden sollen. In einer
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weiteren Untersuchug von Mori und Mitarbeitern [216] wurde der Effekt von Fischkon-
sum und korperliche Aktivitdt auf die Isoprostankonzentrationen im Harn bei nicht-
insulinabhénigen diabeteskranken Probanden untersucht. Es wurde eine Reduktion der
Isoprostankonzentrationen (20%) festgestellt der geschlechtsunabhéngig war. In einem
weiteren Experiment von Ward und Mitarbeitern wurde bei ménnlichen Teilnehmern
mit Bluthochdruck, nach Intervention mit blutdrucksenkenden Mitteln eine Reduktion
der Isoprostankonzentrationen im Harn festgestellt, bei hypertensiven Frauen wurden
hingegen keine Verdnderungen beobachtet. Die Autoren erkldren diesen Effekt durch
den unterschiedlichen Lebensstil von Méannern und Frauen (z.B. Alkoholkonsum) [217].

In einer weiteren Humanstudie von Mursu und Mitarbeitern [178] wurden die
Effekte von Filterkaffee auf die Isoprostankonzentrationen untersucht. Die Teilnehmer
(n = 43, ausschlieBlich Minner) konsumierten iiber einen Zeitraum von 3 Wochen tdg-
lich 0, 450 oder 900ml Filterkaffee (papiergefiltert), in dieser Studie wurden keine sig-
nifikanten Verdnderungen der F,-Isoprostankonzentrationen festgestellt. Auch bei einer
Fiitterungsstudie (Basisdidt mit 0,62% Kaffee - 6,2g/ kg Futter oder 1,36% Kaffee -
13,6g/ kg Futter) mit Ratten (n = 48) wurde keine Erhéhung der Isoprostan-
konzentrationen im Serum festgestellt [218].

Es ist uns nicht bekannt, dass in anderen Untersuchungen mit Nahrungsfaktoren
beim Menschen beziehungsweise bei Tieren Schutzeffekte gefunden wurden, es ist je-
doch bekannt, dass es bei bestimmten Erkrankungen zu einem Anstieg der Isoprostan-
konzentrationen kommt. Erhohte Isoprostanwerte wurden beispielsweise bei akuter
Cholestase (Gallenstauung) [219,220], Diabetes [221], allergischem Asthma [222],
Alzheimer [223] und Atherosklerose [81] gefunden (sieche Comporti et al. [224]).

Da Isoprostanmessungen als zuverldssige Marker von Lipidperoxidations-
prozessen gelten [14] wurden eine Reihe von Untersuchungen mit anderen Nahrungs-
mitteln durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden entweder Plasma- oder Harnproben
eingesetzt. Beispiele fiir Studien in denen eine deutliche Reduktion der Isoprostan-
konzentrationen gefunden wurden, sind die Interventionsstudien von Thompson et al.
[214] in der eine starke Reduktion der 8-EPG Werte (35%) nach Obst-, und Gemiise-
verzehr beobachtet wurden. Auch bei Interventionen mit Gemiisesuppen reich an Vita-
min C (78mg/ Portion) wurden deutliche Effekte gemessen [225]. Im Gegensatz dazu

wurden in anderen Humanstudien keine Effekte detektiert, beispielsweise nach Konsum
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von Tomatensaft [226], nach Verzehr von Blaubeeren [227] oder nach Konsum von

Kuh- und Sojamilchprodukten [228].

5.3 Anderungen der ,,Gesamten antioxidativen Kapazitiit“

Die Messung der gesamten antioxidativen Kapazitit mittels ABTS™ Radikal
wird zunehmend zur Detektion von antioxidativ wirksamen Nahrungsmittel-
inhaltsstoffen eingesetzt. Bisher wurden etwa 220 Studien publiziert in denen dieses
Verfahren (TEAC) angewendet wurde [14]. Die Methode wurde urspriinglich von
Miller und seinen Mitarbeitern entwickelt [68], in den letzten Jahren wurde das Verfah-
ren modifiziert [229,230]. Nach der Bildung des ABTS" Radikals wurde das Proben-
material zugesetzt. Fiir die Radikalbildung werden Substanzen wie Mangandioxid,
ABAP oder Kaliumpersulfat eingesetzt [68,229,231].

Die Basiswerte, die in der vorliegenden Untersuchung gefunden wurden
(0,88+0,01 mM TEAC) stimmen mit den Ergebnissen fritherer Untersuchungen iiberein
[68]. Es ist bekannt, dass phenolische Verbindungen und Vitamin C sehr gut mit dem
ABTS" Radikal reagieren. Lipophile Substanzen reagieren allerdings nur schwach, ein
weiterer Nachteil der Methode ist, dass eine zu hohe Konzentration an Himoglobin in
den Plasmaproben die Ergebnisse verfilschen kann [14].

Mehrere in vitro Messungen in der die antioxidative Kapazitit von Kaffee unter-
sucht wurden zeigten, dass der Beitrag des Kaffees zur Aufnahme antioxidativ wirksa-
mer Phenole hoher ist, als jener der dem Obst- und Gemiiseverzehr zuzuschreiben ist
[127,232]. Eine Reihe von in vitro Experimenten belegen die antioxidative Wirkung des
Kaffees [146,233] und weiters konnte gezeigt werden, dass durch Dekaffeinierung die
antioxidativen Eigenschaften etwa um ~25-30% abnehmen [234]. Durch Rostung ent-
stehen Maillard Produkte, die ebenfalls Schutzeffekte gegeniiber Radikalen aufweisen
[235], sodass es bei diesem Prozess zu einem Anstieg der gesamten antioxidativen Ka-
pazitit kommt [159].

Aus Tier-, und Humanstudien liegen nur wenige Ergebnisse mit Kaffee vor. O-
zercan und seine Mitarbeiter [171] berichteten {iber einen Anstieg der gesamten antioxi-
dativen Kapazitit, nach Fiitterung von Instantkaffee in Tetrachlorkohlenstoff behandel-

ten Ratten. CCly 16st in den Tieren Lipidperoxidation und Leberzirrhose aus. In einer
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kleinen Humanstudie von Garsetti [236] erndhrten sich die Teilnehmer (n = 14) ohne
Vorgaben, sie protokollierten jedoch die konsumierten Nahrungsmittel. Der Féazes wur-
de iiber einen Zeitraum von 24 Stunden hinweg gesammelt. Es wurde eine deutliche
Korrelation zwischen der antioxidativen Kapazitit in den Fézesproben und der Nah-
rungsaufnahme (Kaffee) beobachtet.

Es ist erwdhneswert, dass auch in zahlreichen anderen Studien mit Nahrungsmit-
teln, Anderungen der TAC Werte beobachtet wurden (die meisten Messungen wurden
im Plasma durchgefiihrt). Beispiele fiir erfolgreiche Interventionen (Anstieg der antio-
xidativen Kapazitit, TEAC) sind die Studie von Erba und Mitarbeiter mit Catechinen
[237]. In einer Interventionsstudie von Wilms und Mitarbeitern konsumierten die Teil-
nehmer téglich ein Gemisch aus 1000 ml Blaubeer- und Apfelsaft (97mg Quercetin,
16mg Ascorbinsdure) pro Teilnehmer und Tag, die gesamte antioxidative Kapazitdt war
nach einer 4-wdchigen Interventionsphase signifikant erhoht (11% zum Ausgangswert)

[238].

5.4 Anderungen der Konzentrationen von oxidiertem LDL

In der vorliegenden Arbeit wurde im Gesamtkollektiv, eine marginale Reduktion
des oxidierten LDL gefunden (Reduktion 5,3%), dieser Effekt war jedoch statistisch
nicht signifikant, die erhaltenen Werte (96,79+2,41 U ox-LDL/ L) stimmen mit den
Basiswerten des Herstellers (25-115 U ox-LDL/ L, laut Handbuch Mercodia [239])
iberein. Die Ergebnisse anderer Humanstudien sind widerspriichlich, allerdings wurden
auch unterschiedliche Kaffeesorten eingesetzt. In einer kleinen Studie (n = 10) von Na-
tella et al. [240] wurde nach kurzfristigem Konsum von Filterkaffee (200ml Kaffee,
Blutabnahme: 30 und 60 min nach Konsum) eine signifikante Verzogerung der LDL
Oxidation im Plasma festgestellt. Im Gegensatz dazu fanden Mursu und Mitarbeiter
[178] in einer groBeren Humanstudie (n = 35) sowohl nach Konsum einer Einzeldosis
von 150 und 300ml Filterkaffee, als auch nach kontinuierlichem Konsum (n = 43; 450
und 900ml Filterkaffee) {iber mehrere Wochen hinweg, keine Verdnderung der LDL
Oxidation. Im Gegensatz zu den oben erwidhnten Arbeiten wurden in einer japanischen
Studie von Yukawa et al. [212], die Messungen mit humanem Serum LDL durchge-

fiihrt. Diese Untersuchung wurde mit Instantkaffee durchgefiihrt (7-tigiger Konsum von
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450ml Instantkaffee - 24g Instantkaffee/ Tag), es wurde eine Verzogerung (8%, p <
0,01) der LDL Oxidation gefunden.

In diversen in vitro Experimenten wurde wiederholt eine Abnahme der LDL
Oxidation beziehungsweise eine Zunahme der ,lag time* mit verschiedenen Kaffee-
sorten beobachtet, beispielsweise mit Loskaffee [241], aber auch mit tlirkischem Kaffee
und Instantkaffee [242]. Gomez-Ruiz und Mitarbeiter [243] verglichen in einer aktuel-
len Arbeit die Effekte von griinen und gerdsteten Bohnen, wobei bei Kaffee ohne Ros-
tung keine Schutzeffekte auftraten. Die Autoren schlieen darauf, dass vor allem Mail-
lard Reaktionsprodukte antioxidative Wirkung besitzen. Diese Annahme wird durch die
Befunde von Dittrich et al. [244] erhértet, die mit kiinstlich hergestellten Reaktionspro-
dukten eine Verzogerung der ,,lag time* der LDL Oxidation fanden.

Allerdings konnte auch Koffein zumindest teilweise fiir die Schutzeffekte ver-
antwortlich sein, Lee und Mitarbeiter fanden mit Koffein und dessen Primdr-
metaboliten keine Reduktion der LDL Oxidation, mit sekundidren Stoffwechsel-
produkten (1-Methylxanthin und 1-Methylharnsdure) die im Blut entstehen, wurde ein
deutlicher Schutzeffekt gefunden [245].

Auch Hydroxyzimtsduren (Kaffeesdure) reduzieren unter in vitro Bedingungen
die Oxidation von LDL [147,240,246].

Allerdings ist unklar ob die Befunde auf den Menschen extrapoliert werden kon-
nen, da die diversen Inhaltsstoffe nach Absorption im Darmtrakt rasch abgebaut werden
(beispielsweise wurde mit Koffein im Tierversuch nachgewiesen, dass die gesamte auf-
genommene Menge rasch im Gastrointestinaltrakt absorbiert wird [247], die Verteilung
erfolgt innerhalb kiirzester Zeit (5 min) in alle Korperfliissigkeiten und Gewebe [248].
Es kommt zu keiner Anreicherung von Koffein und seinen Metaboliten in den Geweben

unabhéngig von der Dosierung [247].

5.5 Anderungen der Aktivitit der Glutathionperoxidase

Die Aktivitit der Glutathionperoxidase (GPx) war nach der Intervention nicht
signifikant erhoht, die gemessenen Basiswerte (0,56+0,01 U GSH-Px/ mg Protein)
stimmen mit fritheren Ergebnissen [249] und Hoelzl et al. (Manuskript, in Vor-

bereitung) iiberein.
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Auch in anderen Studien mit Kaffee wurde keine Induktion der GPx Aktivitit be-
obachtet, weder in jener von Bichler und Mitarbeitern [115], in der von den Teil-
nehmern ein Gemisch aus Metall- und Filterkaffee konsumiert wurde (400ml Filter-
kaffee und 200ml French Press), noch in einer wesentlich groBeren Interventionsstudie
(n = 36) mit Instantkaffee (800ml Kaffee iiber 5 Tage hinweg) [Hoelzl et al., Studie am
Institut fiir Krebsforschung, Wien, nicht publiziert]. Auch Mursu und Mitarbeiter fan-
den in einer Interventionsstudie (n = 43), in der die Teilnehmer iiber einen Zeitraum von
3 Wochen téglich 450 oder 900ml Filterkaffee konsumierten [178], keine Verdnderung
der Enzymaktivititen. Im Gegensatz dazu wurde in einer Tierstudie mit Hamstern ein
deutlicher Anstieg der Aktivitit von GSH-Px (16,5%) gefunden. Uber einen Zeitraum
von 14 Wochen, erhielten die Tiere 8% eines ,,schwarzen* Kaffeeextraktes mittels Ga-
vage und wurden mit DMBA (induziert Mundhdhlenkarzinom) behandelt, die Messun-
gen der GPx — Aktivitdt wurde mit den Mundhohlenzellen durchgefiihrt [250].

Mit kaffeespezifischen Melanoiden die aus stark gerdstetem Kaffee gewonnen
wurden, fanden Goya und Mitarbeiter in einer humanen Leberhepatomzelllinie (HepG2)
nach Inkubation der Zellen mit einem Kaffeeextrakt nach 2 und 20 Stunden einen An-
stieg der Aktivitdt von GPx [193].

Auch mit Chlorogensdure wurde ein deutlicher Induktionseffekt in Labornagern
gefunden. Tsuchiya und Mitarbeiter fiitterten Labornagern ad libitum eine Basisdiit
(mit 0,02% Paraquat +/- 0,2% Chlorogensdure im Futter {iber 10 Tage hinweg) und fan-
den einen deutlichen Anstieg der Aktivitét in Erythrozyten und Leberzellen von Ratten
[184].

In weiteren Humanstudien wurden deutliche Induktionseffekte mit anderen Nah-
rungsinhaltsstoffen beobachtet beispielsweise in peripheren Lymphozyten, mit Gallus-
sdure (0,2mg/ kg KG pro Teilnehmer und Tag, iiber 3 Tage hinweg) [50]; diese Beo-
bachtung ist insofern von Bedeutung, da Gallussdure auch im Kaffee enthalten ist [251].
Auch nach erhohtem Verzehr von Friichten und Gemiise (600g pro Tag) wurde eine
deutliche Erhohung der GPx Aktivitdt in Erythrozyten (nicht aber in Leukozyten) ge-
funden [252].
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5.6 Anderungen der Aktivitit der Superoxiddismutase

In der vorliegenden Arbeit wurde keine Induktion der SOD nach Kaffeekonsum
beobachtet. Die Ergebnisse unserer Studie (4,51+0,15 U SOD/ mg Protein) liegen in
dem Bereich die in anderen Untersuchungen gefunden wurden [253-255]. Unsere Er-
gebnisse stimmen mit den Resultaten von Hoelzl und Mitarbeitern {iberein, die eine
dhnliche Interventionsstudie mit Instantkaffee durchfiihrten, auch in dieser Studie wur-
den keine Effekte gefunden. Im Gegensatz dazu berichteten Bichler und Mitarbeiter
[115] {iber einen deutlichen Anstieg der SOD (38%) nach 5-tigiger Kaffeeintervention.
Die Teilnehmer konsumierten téglich eine Mischung aus 400 ml Filterkaffee und 200
ml metallgefiltertem Kaffee (,,French Press®). In einer in vitro Studie von Itagaki et al.
[256] wurde nach Behandlung von humanen Intestinalzellen ein Anstieg der SOD
Aktivitdt beobachtet.

Die Ergebnisse die mit Kaffeesduren erhalten wurden sind widerspriichlich. Jung
und Mitarbeiter [257] berichten {iber einen deutlichen Anstieg der SOD Aktivitét in der
Leber und Erythrozyten von Méusen denen Kaffeesdure im Futter verabreicht wurde
(0,02%). Im Gegensatz dazu wurden bei Sprague-Dawley Ratten (0, 0,2% und 0,8%
Kaffeesdure ins Futter gemischt), eine Abnahme der Enzymaktivititen gefunden [258].
Von Tsuchiya und Mitarbeitern wurden in einer Tierstudie mit Ratten keine Ver-
anderungen der Enzymaktivitdten beobachtet. Den Ratten wurde Paraquat gefiittert,
nach der Supplementierung mit Chlorogensduren wurde in der Interventionsgruppe kei-
ne Anderung der Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt [184].

Moglicherweise sind die Unterschiede der Ergebnisse der Humanstudien durch
die unterschiedliche Zubereitung des Kaffees zu erklidren. In der vorliegenden Studie
konsumierten die Teilnehmer 800 ml Filterkaffee der faktisch keine Diterpenoide ent-
hilt, wihrend in den Untersuchungen von Bichler und Mitarbeitern [115] ein Teil der
Kaffeemenge metallgefiltert wurde, sodass von den Probanden Diterpenoide Cafestol
und Kahweol aufgenommen wurden. In aktuellen Arbeiten von Cavin [124] und Hig-
gins [125] wurde gezeigt, dass die kaffeespezifischen Diterpenoide (C + K) per se die
Expression von Genen durch Aktivierung des Transkriptiosfaktors Nrf2 auslosen. Die
Transkription von SOD wird durch diesen Faktor aktiviert (personliche Mitteilung H.K.

Na, Universitit Seoul).
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Es ist bekannt, dass diverse andere Nahrungsfaktoren SOD induzieren; typische
Beispiele sind Kohlsprossen, Mandeln, Sumach sowie Gallussdure (sieche Hoelzl et al.
2008 [2]). Allerdings ist festzustellen, dass die Aktivierung dieses Enzyms nicht not-
wendigerweise mit Schutzeffekten in Zusammenhang gebracht werden kann. Es ist be-
kannt, dass SOD auch durch oxidative Belastungen bzw. entziindliche Prozesse hochre-
guliert werden kann, sodass erhohte Aktivititen auch als Hinweis fiir Radikal-

belastungen interpretiert werden kénnen [259,260].
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6 Schlussbetrachtung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass der Kon-
sum von papiergefiltertem Bohnenkaffee die meisten der untersuchten Endpunkte fiir
oxidativen Stress nicht signifikant verdnderte. Obwohl Kaffee per se eine sehr hohe
antioxidative Kapazitidt aufweist, und auch aufgrund der relativ hohen Aufnahme-
mengen beim Menschen ist die Zufuhr von Antioxidatien durch Kaffeekonsum hdher,
als durch den Verzehr von Obst und Gemiise [127,232]; jedoch zeigten unsere Unter-
suchungen das Filterkaffee keine Auswirkungen auf den AO Status beim Menschen hat;
dies belegen die Ergebnisse der TEAC Messungen sehr deutlich.

Wie in Kapitel 2.8.2 erwéhnt werden durch Papierfilterung die biologisch hoch-
wirksamen Diterpenoide C+K weitgehend entfernt [174]; dies konnte die Tatsache er-
klaren, dass keine Induktion der antioxidativen Enzyme (Superoxiddismutase und Glu-
tathionperoxidase) in der vorliegenden Studie gefunden wurden. Es ist bekannt, dass
C+K, offensichtlich iiber die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Nrf2, diese und
andere Enzyme hochregulieren [125].

Die Tatsache, dass die MDA Konzentrationen im Plasma durch die Intervention
nicht verdndert wurden, obwohl parallel dazu ein Anstieg der Isoprostankonzentrationen
gemessen wurde, ist zunédchst ein scheinbarer Widerspruch, da beide Parameter, als
Marker fiir die Oxidation von Membranlipiden angesehen werden. Allerdings kann die
Bildung von F,-Isoprostanen auch enzymatisch (Cyclooxygenase-Weg) zur Oxidation
der Arachindonsdure fithren [261,262]. Dieser Prozess fithrt nur zur Bildung von
Isoprostanen, nicht aber zur Bildung von Malondialdehyd, dies kdnnte die von uns beo-
bachteten Effekte erkliaren. Die Frage ist insofern von Interesse da COX-2 Induktion mit
dem Gesundheitszustand beim Menschen in Zusammenhang steht, beispielsweise
kommt es bei Enziindungsprozessen zu einem Anstieg dieses Enzyms. Durch bestimmte
Nahrungsinhaltsstoffe wie Gingerol (Inhaltsstoff des Ingwers) werden die COX-2 Akti-
vitdten inhibiert [263].

Interessant ist, dass die Ergebnisse der vorliegenden Humanstudie in deutlichem
Widerspruch zu den Resultaten stehen, die unter in vitro Bedingungen bzw. in Tier-
experimenten gefunden wurden. Wie erwdhnt wurden in derartigen Experimenten recht

héufig eine Erhohung der TAC Werte, sowie ein Einfluss auf MDA Konzentrationen
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und auf die Aktivititen antioxidativer Enzyme beobachtet [115,171,264]. Diese Ver-
gleiche zeigen, dass die Ergebnisse von in vitro Untersuchungen bzw. Tierexperimenten
in denen oft hohe Dosierungen eingesetzt werden nur bedingt auf den Menschen iiber-
tragen werden konnen, und dass klare Aussagen nur durch Befunde von kontrollierten

Humanstudien moglich sind.
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7 Zusammenfassung

Kaffee ist eines der am hiufigsten konsumierten Getrinke der Menschheit, eine
Reihe von Untersuchungen deutet darauf hin, dass Kaffee den Gesundheitszustand des
Menschen beeinflusst. In den letzten Jahren wurden Studien verdffentlicht, die auf Ver-
dnderungen des Oxidationszustandes beim Menschen durch Kaffeekonsum hindeuten.
Es wurden sowohl negative, als auch positive Verdnderungen beschrieben (z.B. Freiset-
zung von freien Sauerstoffradikalen, als auch Inaktivierung derselben durch Maillard
Produkte oder Chlorogensiuren). Uber antioxidative Effekte beim Menschen liegen nur
wenige Studien vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Filterkaffee in einer groflen kon-
trollierten Interventionsstudie (n = 40) untersucht. Um StorgroBen weitgehend zu redu-
zieren wurde ein ,,cross-over* Design gewéhlt. Die Teilnehmer konsumierten {iber einen
Zeitraum von fiinf Tagen hinweg tiglich 800 ml papiergefilterten Bohnenkaffee.

Es wurden diverse Parameter des oxidativen Stoffwechsels bestimmt, ndmlich die
Isoprostankonzentrationen im Harn, die Enzymaktivititen (Glutathionperoxidase und
Superoxiddismutase) in der zytosolischen Fraktion peripherer Lymphozyten, weiters
wurde im Plasma die Menge an oxidiertem Low Density Lipoprotein (ox-LDL) sowie
die Malondialdehydkonzentration bestimmt. Dariiber hinaus wurde die ,,gesamte antio-
xidative Kapazitit“ (TEAC) spektrophotometrisch gemessen.

Nur bei einem Parameter (F,-Isoprostanen) wurde nach der Kaffeeintervention eine
signifikante Verdnderung im Vergleich zum Ausgangswert gefunden. Nach dem Kaf-
feekonsum waren die Harnkonzentrationen (bezogen auf Kreatinin) im Gesamt-
kollektiv deutlich erhoht (36%; p = 0,047).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch gefilterten Kaffee die Aktivititen
antioxidativ wirksamer Enzyme nicht erhoht werden. Auch die ox-LDL und TEAC
Werte wurden nicht verdndert. Die Erh6hung der Isoprostane ist ein Hinweis auf eine

gesteigerte Lipidperoxidation.
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8 Summary

Coffee is one of the most frequently consumed beverages worldwide and a num-
ber of investigations indicate, that coffee influences the health condition of humans. In
recent years a number of studies have been published which indicate that coffee con-
sumption causes changes of the redox state in humans. Negative as well as positive
changes were shown (e.g. release of free radical species, but also inactivation of reactive
species by maillard products and chlorogenic acids). Only few studies have been pub-
lished which concern antioxidant effects in humans.

The aim of the present study was the investigation on the impact of filter
papered coffee in a large controlled human intervention trial (n = 40). To avoid bias a
“cross-over” design was used. The participants consumed 800 ml of paper filtered bean
coffee daily over a period of five days. A number of different parameters of the oxida-
tive status were determined, namely the concentrations of isoprostanes in urine, the ac-
tivities of antioxidant enzymes (glutathione peroxidase and superoxide dismutase) in the
cytosolic fraction of peripheral lymphocytes. Furthermore the oxidised low-density-
lipoprotein and the concentrations of malondialdehyde were determined in plasma. The
total antioxidant capacity (TEAC) was measured spectrophotometrically. Only one of
the parameters (F,-isoprostanes) was altered after intervention with coffee and a signifi-
cant increase was found at the end of the trial. The concentrations of isoprostanes in
urine (related to creatinin concentrations) were significantly increased in all participants
(+36%, p = 0,047).

In conclusion, coffee was not found to influence the activities of antioxidant
enzymes, also ox-LDL and TEAC were not affected. The induction of isoprostanes can

be taken as one indication, that coffee consumption induces lipid peroxidation.
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10 Appendix

Tabelle 12 Ergebnisse der Malondialdehyd Bestimmungen in humanem Plasma'

ID Werte T0 Werte T1 Werte T2
01 2,85 1,42 2,52
02 3,29 2,00 1,08
03 1,86 3,29 1,14
04 3,57 3,84 2,68
05 2,53 3,22 3,27
06 3,83 341 6,28
07 3,18 3,15 5,66
08 2,85 4,01 3,50
09 2,48 1,33 2,98
10 2,07 2,03 1,90
11 2,58 2,14 1,73
12 4,26 4,02 3,69
13 0,70 3,90 2,07
14 5,93 1,40 3,35
15 2,79 3,07 2,28
16 3,11 3,52 3,31
17 3,72 2,07 2,42
18 6,08 3,07 435
19 0,86 1,47 3,11
20 2,34 4,74 2,81
21 2,26 1,81 1,99
22 2,86 2,83 1,71
23 3,33 3,25 2,88
24 k.P. 3,14 3,75
25 1,68 1,34 1,72
26 1,09 2,81 1,20
27 2,56 1,12 2,53
28 2,97 2,50 2,65
29 2,96 2,43 3,00
30 2,84 2,73 3,59
31 4,79 4,00 3,51
32 4,67 3,40 3,39
33 4,58 2,28 4,55
34 1,88 1,49 2,06
35 4,96 2,33 4.47
36 4,60 3,47 4,74
37 3,18 3,52 4,60
38 1,70 1,96 2,50
39 5,12 5,03 3,35
40 3,28 2,19 1,98

! Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 37) beschrieben ermittelt und geben die
MDA Konzentrationen in pM/ L an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen Zeitpunkte der Proben-
nahme (siche Abbildung 11, Seite 33). 2 k.P. bedeutet dass kein Probenmaterial vorhanden war.
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Tabelle 13 Ergebnisse der Isoprostankonzentrationen im Harn

ID Werte T0 Werte T1 Werte T2
01 6,02 1,72 1,42
02 1,69 2,23 16,03
03 1,45 1,82 3,47
04 2,49 3,60 1,11
05 2,24 4,37 2,64
06 2,99 2,37 2,00
07 2,19 4,57 5,65
08 4,44 4,74 3,76
09 4,11 2,11 4,09
10 1,97 0,96 3,23
11 5,44 5,87 7,24
12 11,37 2,20 6,54
13 2,28 2,83 3,38
14 2,65 5,57 1,55
15 2,22 2,50 2,45
16 2,81 2,21 1,22
17 3,56 2,79 3,06
18 2,96 2,42 2,71
19 2,86 2,31 12,06
20 3,36 3,33 3,87
21 1,12 3,12 1,55
22 4,18 3,05 3,40
23 3,52 3,29 2,67
24 6,08 2,06 5,10
25 1,07 1,27 1,10
26 2,49 2,08 2,92
27 3,93 3,74 7,00
28 1,05 2,43 1,57
29 0,21 4,68 4,51
30 1,54 3,45 2,40
31 1,68 2,31 1,27
32 4,59 5,02 4,20
33 2,08 3,36 3,61
34 2,18 3,25 3,37
35 3,38 2,51 2,32
36 3,23 2,88 2,40
37 10,65 10,92 14,65
38 0,22 0,34 0,21
39 2,16 0,50 1,58
40 1,04 2,47 1,34

" Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 38) beschrieben ermittelt und geben die
Konzentrationen von Isoprostanen in ng/ mg Kreatinin an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen
Zeitpunkte der Probennahme (siehe Abbildung 11, Seite 33).
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Tabelle 14 Ergebnisse der Messung der ,,Gesamten antioxidativen Kapazitit™ im Plasma

1D Werte T0! Werte T1> Werte T2°
01 0,70 0,74 0,73
02 1,05 0,83 0,78
03 0,76 0,75 0,60
04 0,88 0,97 0,81
05 0,90 0,95 0,95
06 0,98 0,92 0,91
07 0,90 0,90 0,91
08 0,91 0,91 0,94
09 0,87 0,79 0,82
10 0,78 0,86 0,76
11 0,97 0,95 0,84
12 0,84 0,92 0,89
13 1,06 1,11 0,86
14 0,97 0,89 0,95
15 0,83 0,74 0,79
16 0,97 0,95 0,97
17 1,04 0,95 1,02
18 0,91 0,81 0,92
19 0,77 0,78 0,75
20 0,90 091 0,84
21 0,94 0,92 0,87
22 0,77 0,83 0,80
23 0,95 0,97 0,89
24 k.P.? 1,00 0,86
25 0,72 0,72 0,80
26 0,93 1,09 1,01
27 0,94 0,84 0,91
28 0,88 0,75 0,88
29 1,13 1,07 0,94
30 1,06 0,80 1,11
31 1,11 1,10 1,25
32 1,01 1,00 0,91
33 0,84 091 0,84
34 0,92 0,98 0,83
35 0,95 0,88 0,85
36 0,89 0,91 0,91
37 0,95 0,84 0,90
38 0,75 0,82 0,83
39 0,73 0,72 0,88
40 0,80 0,85 0,85

' Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 39) beschrieben ermittelt und geben die
Gesamte antioxidative Kapzitit in mM TEAC an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen Zeitpunkte
der Probennahme (siche Abb.11, Seite 33). ? k.P. bedeutet, dass kein Probenmaterial vorhanden war.
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Tabelle 15 Ergebnisse der Bestimmungen von oxidiertem LDL im Plasma

ID Werte T0 Werte T1 Werte T2
01 101,6 218.8 110,4
02 20,7 99,6 104,6
03 81,2 82,0 85,97
04 114,7 99.9 86,0
05 119,2 124,7 126,4
06 132,8 153,6 147,7
07 116,0 115,8 1182
08 91,0 73,9 58,5
09 64,6 79,9 75,4
10 46,6 51,9 44.6
11 76,7 89,5 93,9
12 109,3 139,3 113,6
13 89,8 71,2 64,4
14 101,1 159,6 100,1
15 79,8 79,7 66,8
16 111,3 104,3 131,2
17 115,7 109,8 113,5
18 146,7 150,4 148.,9
19 70,4 68,9 66,3
20 125,7 90,6 88,7
21 75,7 72.3 62,96
22 88,6 96,0 85,3
23 41,6 4273 54,0
24 k.P? 104,2 72,5
25 58,0 82.3 65,2
26 131,0 117,0 126,3
27 101,9 90,1 94,1
28 86,8 82.0 74,2
29 122,0 116,3 109,1
30 110,0 117,9 133,3
31 112,3 117,8 166,1
32 127.8 101,2 111,9
33 103,2 70,0 78,5
34 100,7 77,3 71,1
35 136,6 106,5 96,6
36 74,1 69,6 76,1
37 128,7 113,1 106,5
38 101,5 77,2 56,1
39 82,5 65,8 72,8
40 86,4 60,2 71,8

' Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 40) beschrieben ermittelt und geben die
Konzentrationen von ox-LDL in U/ L an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen Zeitpunkte der Pro-
bennahme (siche Abb.11, Seite 33). 2 k.P. bedeutet, dass kein Probenmaterial vorhanden war.
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Tabelle 16 Ergebnisse der spezifischen Aktivititen der Gluthathionperoxidase in den zyto-
solischen Fraktionen peripherer Lymphozyten

ID Werte T0 Werte T1 Werte T2
01 0,426 0,447 0,342
02 0,304 0,338 0,339
03 0,366 0,316 0,287
04 0,643 0,574 0,441
05 0,534 0,560 0,262
06 0,394 0,459 0,602
07 0,683 0,429 0,448
08 0,780 0,364 0,436
09 0,987 0,558 0,481
10 0,599 0,434 0,499
11 1,141 1,242 1,063
12 0,591 0,560 0,853
13 0,516 0,382 0,427
14 0,590 0,497 0,373
15 0,509 0,443 0,562
16 0,602 0,496 0,469
17 0,464 0,569 0,321
18 0,768 0,953 1,102
19 0,694 0,573 0,942
20 0,687 0,241 0,490
21 0,193 0,440 1,441
22 0,960 0,236 0,528
23 0,689 0,167 0,206
24 kP2 0,439 0,539
25 0,835 0,524 0,460
26 0,460 0,426 0,190
27 0,375 0,379 0,434
28 0,456 0,328 0,409
29 0,570 0,476 0,536
30 0,358 0,445 0,375
31 0,406 0,366 0,501
32 0,343 0,391 0,469
33 0,876 0,966 0,832
34 0,333 0,315 0,568
35 0,623 1,180 0,915
36 0,768 0,758 0,704
37 0,690 0,700 0,601
38 0,810 0,704 0,552
39 0,851 0,947 0,822
40 0,818 0,777 0,801

" Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 41) beschrieben ermittelt und geben die
Aktivitidten von GSH-Px in U/ mg Protein an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen Zeitpunkte der
Probennahme (siche Abb.11, Seite 33). 2 k.P. bedeutet, dass kein Probenmaterial vorhanden war.
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Tabelle 17 Ergebnisse der Superoxiddismutaseaktivititen in zytosolischen Fraktionen von
peripheren Lymphozyten

ID Werte T0 Werte T1 Werte T2
01 5,18 5,50 5,48
02 4,81 3,24 6,73
03 4,44 4,96 4,63
04 6,22 7,10 8,05
05 6,20 8,66 8,12
06 4,93 7,96 7,36
07 5,27 8,27 8,85
08 7,00 7,24 8,18
09 7,95 6,36 4,78
10 4,13 3,90 4,30
11 4,68 3,74 4,54
12 4,77 4,97 5,81
13 6,16 5,54 5,83
14 8,54 4,63 4,62
15 6,03 5,44 4,01
16 3,95 3,44 4,27
17 5,17 5,89 3,71
18 4,28 3,74 4,69
19 3,62 3,71 4,44
20 4,22 5,84 3,21
21 3,02 2,45 3,30
22 4,54 2,56 3,21
23 3,31 3,27 3,41
24 k.P. 3,01 2,52
25 4,62 4,33 6,13
26 6,08 3,72 2,52
27 3,34 3,86 4,39
28 391 3,19 4,59
29 3,02 2,83 3,35
30 4,46 3,56 424
31 3,59 3,55 4,73
32 3,46 2,71 3,96
33 391 2,36 2,87
34 3,27 3,42 2,96
35 2,36 3,76 5,30
36 2,48 2,17 2,69
37 3,39 4,77 5,63
38 4,07 3,09 2,80
39 3,04 2,58 2,39
40 3,43 2,44 2,94

' Die Werte wurden wie im Material und Methodenteil (Seite 43) beschrieben ermittelt und geben die
Aktivitdten von SOD in U/ mg Protein an. TO, T1 und T2 beschreiben die jeweiligen Zeitpunkte der Pro-
bennahme (siche Abb.11, Seite 33). 2 k.P. bedeutet, dass kein Probenmaterial vorhanden war.
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