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EINLEITUNG

1 Einleitung

Mit steigendem Gesundheitsbewusstsein der Bevélkerung hat Obst in den letzten Jahrzehnten
einen grof3en Stellenwert in der Erndhrung eingenommen, da sich ein regelmafiger Verzehr
positiv auf die Gesundheit auswirkt. Zu den beliebtesten Fruchtobstsorten in Deutschland zéhlt
der Apfel (Malus domestica). Allein im Wirtschaftsjahr 2015/2016 konsumierte jeder Deutsche
durchschnittlich 18,9 kg Apfel (BMEL 2018). Die Domestikation des Apfels begann vor mehr
als 8.000 Jahren (Krist, Buchbauer & Klausberger 2013). Durch das gezielte Kreuzen ver-
schiedener Sorten sind derzeit weltweit ca. 30.000 Kulturformen des Apfels bekannt (Lieberei
& Reisdorff 2007). Dabei werden aus dem Handel verschwundene Apfelsorten in der Fach-
literatur als alte Sorten bezeichnet.

Etwa vier Millionen Menschen in Deutschland reagieren allergisch beim Verzehr von Apfeln.
Sie verspiren Symptome wie etwa ein Brennen im Mundbereich, insbesondere auf der Zunge
oder den Lippen kann es zu Schwellungen kommen. Die meisten Menschen entwickeln diese
Apfelallergie im Laufe des Lebens, oft in Kombination mit einer Allergie gegen Birkenpollen
(Betula verrucosa). In den vergangenen Jahrzehnten hat sich die Birkenpollen-assoziierte
Apfelallergie zu den haufigsten Obstallergien in Deutschland entwickelt. Die wachsende An-
zahl Betroffener wird mit einem hdéheren Konsum neuer Apfelsorten, wie z. B. Braeburn, Elstar,
Golden Delicious, Granny Smith und Jonagold in Verbindung gebracht. Inzwischen ist be-
kannt, dass neben der Verarbeitung und Zubereitung auch die Sorte und der Reifegrad einen
groRen Einfluss auf die Allergenitat von Apfeln besitzen. Die Allergengehalte variieren dahin-
gehend erheblich (Son & Lee 2001, Marzban et al. 2005, Asero et al. 2006, Zuidmeer et al.
2006). Des Weiteren beeinflussen interne Faktoren, wie der Polyphenolgehalt, die Polyphenol-
oxidaseaktivitat sowie die antioxidative Kapazitat die Allergenitat von Apfeln (Vieths et al.
1995, Schmitz-Eiberger & Matthes 2011). Insbesondere alte Apfelsorten zeigen eine bessere
Vertraglichkeit im Vergleich zu neuen Sorten (BUND Lemgo), bei denen der Polyphenolgehalt
durch Zichtung vermindert wurde, mit der Absicht eine Reduktion des adstringierenden Ge-

schmacks sowie der schnellen enzymatischen Braunung zu erzielen.

Polyphenole, welche zu den sekundaren Pflanzenstoffen zahlen, sind durch hydroxylierte Phe-
nyleinheiten charakterisiert. Sie stehen gegenwartig im Fokus der Forschung, da sie neben
ihrer Wirkung als Antioxidans, ein vielversprechendes antiallergisches Potenzial besitzen und
sich somit glinstig auf allergische Reaktionen auswirken konnten. Die am haufigsten unter-
suchten Polyphenole sind Phenolsduren und Flavonoide, von denen bereits bekannt ist, dass
sie ein antiallergisches Potenzial besitzen (Chirumbolo 2014). Derzeit wird vermutet, dass der
reduzierte Polyphenolgehalt neuer Apfelsorten fur ihre erhdhte Allergenitat verantwortlich ist.

Bis jetzt wurde diese Hypothese allerdings noch nicht ausreichend wissenschatftlich belegt.
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1.1 Birkenpollen-assoziierte Apfelallergie

1.1.1 Typ-I-Hypersensitivitatsreaktion

Die Birkenpollen-assoziierte Apfelallergie ist eine durch Immunglobulin (Ilg) E vermittelte
Hypersensitivitatsreaktion vom Typ |. Diese erfordert zunachst einen ersten Allergenkontakt
(Sensibilisierung), welcher Ublicherweise symptomlos verlauft. Die Exposition gegentiber dem
Allergen kann Uber die Schleimhaute des Respirations- oder Gastrointestinaltrakts sowie per-
kutan Uber die Haut erfolgen (Valenta et al. 2015). Die Allergene werden im Korper von
antigenprasentierenden Zellen lUber Endozytose aufgenommen und lyosomal zu Peptiden
fragmentiert (Mantegazza et al. 2013). Die Peptide werden von Haupthistokompatibilitats-
komplex-(MHC)-1I-Molekllen gebunden, als MHC-II-Peptidkomplex auf der Zelloberflache
exprimiert und naiven CD (cluster of differentation)4*-T-Zellen prasentiert (Burgdorf & Kurts
2008). Durch die Bindung der T-Zell-Rezeptoren (TCR) an die MHC-1I-Peptidkomplexe differ-
enzieren naive CD4*-T-Zellen zu T-Helferzellen der Subklasse 2 (Tn2-Zellen) (Zhu, Yamane
& Paul 2010). Besonders dendritische Zellen sind in der Lage, naive CD4*-T-Zellen zu akti-
vieren, da sie grofe Mengen MHC-II-Molekile zur Prasentation der allergenen Peptide
exprimieren (Hart 1997). Auch B-Zellen kénnen Uber ihre B-Zell-Rezeptoren (BCR), welche
membranstandige Immunglobuline der Klassen IgM und IgD sind, Allergene aufnehmen und
so im weiteren Verlauf Peptide im Komplex mit MHC-II auf ihrer Zelloberflache den Tu2-Zellen
prasentieren (Hombach et al. 1990, Barroso et al. 2015). Durch die Bindung der TCR (Tn2-
Zelle) an die MHC-II-Peptidkomplexe (B-Zelle) werden B-Zellen im lymphatischen Gewebe
aktiviert. Die Interaktionen zwischen dem CD40-Liganden (CD40L) auf aktivierten Tn2-Zellen
und dem CD40-Rezeptor auf B-Zellen sind zusétzliche kostimulatorische Signale fir die B-
Zellaktivierung (Kawabe et al. 2011). Infolgedessen findet die Expression der Interleukine
(IL) 4 und IL-13 durch Tn2-Zellen statt. IL-4 ist ein Wachstumsfaktor fiir B-Zellen und initiiert
die Differenzierung in IgE-Antikérper produzierende Plasmazellen (Ledermann et al. 1992).
Die IgE-Antikorper binden Uber ihre Fc-Region an die hochaffinen IgE-Rezeptoren (FceRI) auf
der Oberflache von Mastzellen und Basophilen (Amin 2012) (Abb. 1).

Ein erneuter Kontakt mit dem gleichen Allergen (Re-Exposition) fihrt zur Bindung des Aller-
gens an membranstandige IgE-Antikorper und bewirkt eine Aktivierung von Mastzellen und
Basophilen durch eine Quervernetzung benachbarter IgE-Antikdrper (Nakanishi 2010). Eine
derartige Aktivierung lost ihrerseits wiederum eine Signaltransduktion aus, in der die Kinase
Lyn spezielle Tyrosinstellen auf den - und y-Ketten der FceRI phosphorylisiert, was die Phos-
phorylisierung der Tyrosinkinase Syk und nachfolgend der Phosphatidylinositol-3’-Kinase
ermdglicht. Letztere Uberfuhrt Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Phosphatidyl-
inositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). Danach folgt die Rekrutierung von Phospholipase C, welche

2



EINLEITUNG

PIP2 in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol umsetzt. IP3 initiiert die Frei-
setzung von gespeichertem Kalzium (Ca?*) aus dem endoplasmatischen Retikulum und Golgi-
Apparat (Sanderson et al. 2010, Ma & Beaven 2011, Kawakami & Xiao 2013). Die Ca?*-
Mobilisierung bewirkt die Degranulation der Mastzelle und die Sezernierung vorgeformter
Mediatoren, einschlie3lich Proteasen und vasoaktiver Amine wie Histamin, welche in zyto-
plasmatischen Granula gespeichert sind (Abb. 1). Dartber hinaus fihrt die Mastzellaktivierung
zur de-novo-Synthese von proinflammatorischen Lipidmediatoren wie z. B. Leukotrienen und
Prostaglandinen sowie Zytokinen (Baba et al. 2008, Sibilano, Frossi & Pucillo 2014). Die
Aktivitat dieser Mediatoren ist verantwortlich fiir die Symptome allergischer Erkrankungen. Die
Folgen der IgE-vermittelten Hypersensitivitatsreaktion vom Typ | sind abh&ngig vom Eintrittsort
und der Allergenmenge, sie reichen von Symptomen des oralen Allergiesyndroms (OAS) bis
hin zum lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schock.

1. Allergenkontakt (Sensibilisierung)

| ;

Allergen AP-Zelle CD4* T-Zelle Th2-Zelle B-Zelle Plasmazelle Mastzelle
2;} Q2
2;} 3,;} — <= —> —
Allergen- Antigen- Differenzierung Ausschittung Differenzierung Produktion

1
1
| prozessierung prasentation  zu Ty2-Zellen von IL-4/-13 zu Plasmazellen von IgE
1
1

2. Allergenkontakt (Re-Exposition)

Bindung
des Allergens

Degranulation
Allergische der Mastzelle
Reaktionen  —  ~~ "7

+ Freisetzung
von Mediatoren

Vernetzung von
IgE-Rezeptoren

a MHC-II-Molekiile © IL-4/-13 = IgE

« T-Zell-Rezeptoren = B-Zell-Rezeptoren ca* Kalziumanstieg

= Allergen-Peptide FceRl ° Mediatoren

Abb. 1: Typ-I-Hypersensitivitatsreaktion durch FceRI-vermittelte Mastzellaktivierung (modifiziert nach
Amin 2012). AP-Zelle: Antigenprasentierende Zelle; Tn2-Zelle: T-Helferzelle Typ 2; MHC-II: Haupthisto-

kompatibilitatskomplex II; IL: Interleukine; IgE: Immunglobuline E; FceRI: IgE-Rezeptoren.
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1.1.2 Apfelallergene

Apfel sind eine der Ursachen fiir Nahrungsmittelallergien sowohl bei Kindern als auch bei
Erwachsenen. Insgesamt konnten vier Hauptklassen von Allergenen identifiziert werden: Mal d
(Malus domestica) 1, Mal d 2, Mal d 3, und Mal d 4 (Fernandez-Rivas et al., 2006). Die klinische
Relevanz der genannten Allergene sowie die Symptome unterscheiden sich je nach geo-

graphischem Lebensraum und sind in nachstehender Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1: Klassifizierung von Apfelallergenen (nach Botton et al. 2008, Andersen, Hall & Dragsted
2011, Kiewning, Wollseifen & Schmitz-Eiberger 2013).

Allergen  Proteinklasse Molekulargewicht  Reaktionen und Eigenschaften
Mald1l  PR-10-Proteine 18 kDa Reaktionen hauptsachlich in Nord- und
(Bet v 1-Homologe) Mitteleuropa; haufig durch Sensibilisierung

gegen Bet v 1 (Birke); Symptome des
oralen Allergiesyndroms; hitze-/séaurelabil,

oxidationsanfallig

Mald2  Thaumatin- 23 kDa Geringe Datenlage zur Mal d 2-assoziierten
ahnliche Proteine Apfelallergie; besonders hitze-/sédurestabil

Mald 3  nicht-spezifische 9 kDa Reaktionen hauptséchlich im Mittelmeer-
Lipid-Transfer- raum; haufig durch Sensibilisierung gegen
Proteine Pru p 3 (Pfirsich); systemische allergische

Reaktionen; hitze-/sdurestabil

Mald 4  Profiline 14 kDa Reaktionen hauptsachlich im Mittelmeer-

(Bet v 2-Homologe) raum; orale Symptome; hitze-/saurelabil

PR-10: Pathogenese-verwandte Proteine-10; Bet v: Betula verrucosa; Mal d; Malus domestica; Pru p: Prunus persica

In Nord- und Mitteleuropa ist Mal d 1 das Hauptallergen fir allergische Reaktionen bei Apfel-
verzehr (Mayer et al. 2011). Mal d 1 ist ein 17 bis 18 kDa grof3es Protein, welches zur Familie
der Pathogenese-verwandten Proteine-10 (PR-10) zahlt und als Reaktion auf biotische und
abiotische Stressfaktoren exprimiert wird (Vieths et al. 1994, Hoffmann-Sommergruber 2000,
Puahringer et al. 2000, Marzban et al. 2005). Der Mal d 1-Gehalt ist stark sortenabh&ngig und
liegt im Fruchtfleisch bei frisch geernteten Apfeln zwischen 0,5 bis 72,5 ug/g (Marzban et al.
2005, Asero et al. 2006, Sancho et al. 2006, Matthes & Schmitz-Eiberger 2009, Schmitz-
Eiberger & Matthes 2011). Neben der Apfelsorte selbst wird der Mal d 1-Gehalt durch den
Reifegrad sowie den Wachstumsstandort beeinflusst, so dass es innerhalb einer Sorte zu
Schwankungen kommen kann (Zuidmeer et al. 2006, Sancho et al. 2006, Matthes & Schmitz-
Eiberger 2009, Schmitz-Eiberger & Matthes 2011). Je nach Lagerung kénnen die Mal d 1-

Gehalte auf Uber 100 pg/g ansteigen (Matthes & Schmitz-Eiberger 2009, Sancho et al. 2006,
4



EINLEITUNG

Ahammer et al. 2017). PR-10-Proteine, wie Mal d 1 sind hitzelabil und instabil gegenuber
Pepsinverdau im Magen (Andersen, Hall & Dragsted 2011). In mehreren Studien wurde ge-
zeigt, dass die IgE-Reaktivitdt gegen PR-10-Proteine nach Hitzebehandlung von Friichten fehlt
(Bohle et al. 2006, Asero et al. 2006). Daher werden allergische Reaktionen gegen Mal d 1

hauptséachlich durch frische Friichte ausgeldst und bleiben priméar auf den Mund beschrankt.

Allergien auf Friichte, wie z. B. gegeniiber Apfeln, kénnen auch unabhangig von einer Pollen-
sensibilisierung auftreten (Fernandez-Rivas, van Ree & Cuevas 1997). Mal d 3, ein nicht-
spezifisches Lipid-Transfer-Protein, wurde als Hauptallergen fiir die nicht-pollenassoziierte
Apfelallergie identifiziert (Pastorello et al. 1999). In Sudeuropa spielt die Sensibilisierung
gegen Mal d 3 eine wichtige Rolle, da sie zu schweren systemischen Symptomatiken flihren
kann (Zuidmeer et al. 2006). Im Gegensatz zu Mal d 1 ist Mal d 3 hauptsachlich in der Apfel-
schale lokalisiert.

Mal d 2 (Thaumatin-ahnliches Protein) und Mal d 4 (Profilin) sind weitere Allergene des Apfels,
besitzen jedoch eine geringere allergologische Bedeutung im Vergleich zu Mald 1 und Mal d 3.

1.1.3 Kreuzreaktivitat zwischen Mal d 1 und Bet v 1

Die Kreuzreaktivitat zwischen Apfeln und anderen Lebensmitteln, Pflanzen und Pollen kann
durch das Vorhandensein eines oder auch mehrerer Panallergene im Apfel auftreten
(Fernandez-Rivas, van Ree & Cuevas 1997). Birkenpollen sind eine bedeutende Ursache flr
Allergien in gemaRigten Klimazonen der Erde und betreffen bis zu 54 % der Bevolkerung
Westeuropas (Osterballe et al. 2003). Ungefahr 40 bis 70 % aller Birkenpollenallergiker zeigen
allergische Symptome nach dem Verzehr roher Friichte, insbesondere von Apfeln, oder aber
nach Kontakt mit diesen (Jeep et al. 2001). Tuft & Blumenstein (1942) berichteten erstmalig
Uber die Beziehung einer pollenassoziierten allergischen Rhinitis und Allergien mit pflanzlichen
Nahrungsmitteln. Die Birkenpollen-assoziierte Apfelallergie stellt haufig eine Kreuzreaktion auf
eine bereits vorhandene Allergie gegen Birkenpollen dar, welches das Ergebnis einer priméren
Sensibilisierung gegen Bet v (Betula verrucosa) 1 mit einer nachfolgenden IgE-Kreuzreaktion
auf Mal d 1 im Apfel ist (Ballmer-Weber 2015, Dreborg & Foucard 1983, Garcia, Wichers &
Wichers 2007). Ungefahr 70 % aller Birkenpollenallergiker sind von einer Kreuzallergie gegen
Apfel betroffen, welche gegen Mal d 1 gerichtet ist (Vanek-Krebitz et al. 1995, Geroldinger-
Simic et al. 2011). Der Hauptgrund fir die Kreuzreaktivitat von Birke und Apfel ist die Struktur-
ahnlichkeit zwischen den Hauptallergenen Bet v 1 und Mal d 1, (Vieths, Scheurer & Ballmer-
Weber 2002, Bohle 2007). Mal d 1 teilt 64 % der Aminoséuresequenz mit Bet v 1 und Kreuz-
inhibitionsexperimente zeigten die Existenz von gemeinsamen IgE-Epitopen, was dazu fuhrt,

dass beide Allergene von den gleichen Antikdrpern erkannt werden (Vanek-Krebitz et al.
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1995). Mehr als 95 % der Birkenpollenallergiker zeigen eine IgE-Reaktivitat gegenliber Betv 1
und mehr als 60 % sind ausschliel3lich gegen Bet v 1 sensibilisiert (Valenta et al. 1991). Das
Risiko, klinische Symptome wie das OAS zu entwickeln, ist von der Konzentration der IgE-
Antikérper gegen Bet v 1 abhangig. Patienten, die gegen Birkenpollen sensibilisiert sind, bei
denen aber kein OAS auftritt, besitzen haufig geringe Konzentrationen von IgE-Antikoérpern
gegenuber Birke. In einer Studie von Ciprandi et al. (2012) wurde die Wirkung auf die Bet v 1-
induzierte T-Zell-Proliferation untersucht. Dabei traten bei 14 Bet v 1-sensibilisierten Patienten
mit einer pollenassoziierten allergischen Rhinitis auch Symptome des OAS nach Apfelverzehr
auf. Vor allem wahrend der Birkenpollensaison kommt es vermehrt zu klinischen Reaktionen
auf Apfel (Skamstrup-Hansen et al. 2001). In der nachfolgenden Abbildung 2 sind gegenwartig
bekannte Determinanten fiir die Entwicklung einer Birkenpollen-assoziierten Apfelallergie dar-
gestellt.

beeinflusst durch:

»  Allergengehalt

»  Eigenschaften des Allergens gegeniber
Hitze und Verdauung

*  GroRe des Allergens

*  Genetik des Allergikers

l \

Kreuzreaktion

Sensibilisierung

v

beeinflusst durch:

*  Homologie in Primér- und Tertiérstruktur
der kreuzreagierenden Allergene

+  Epitoperkennung durch IgE-Antikdrper
des Allergikers

v

[ Symptome

\,

beeinflusst durch:

+  Expositionsweg

+ aufgenommene Allergenmenge

+  Starke der Immunantwort

*  Anzahl der Epitope

. Proteinstruktur, -l6slichkeit, -absorption
* Reaktivitat des Zielorgans

Abb. 2: Determinanten fiir die Sensibilisierung, Kreuzallergieentstehung sowie Symptomentwicklung
(modifiziert nach Andersen, Hall & Dragsted 2011).
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1.2  Polyphenole in Apfeln

1.2.1 Klassifizierung

Polyphenole, eine sehr heterogene Gruppe chemischer Verbindungen, bestehen aus einem
aromatischen Ringsystem, an dem mindestens zwei Hydroxylgruppen gebunden sind (Han,
Shen & Lou 2007). Sie reichen von einfachen phenolischen Strukturen bis hin zu hochpoly-
merisierten Komponenten mit Molekulargewichten tber 30.000 Da (Bravo 1998). Basierend
auf ihrer chemischen Struktur, also der Anzahl phenolischer Ringe und den Substituenten,

kénnen Polyphenole in Flavonoide und Phenolsauren klassifiziert werden.

Flavonoide

Flavonoide, eine Untergruppe der Polyphenole, kommen am haufigsten bei Pflanzen sowie
speziell bei Apfeln vor. Die Struktur der Flavonoide beruht auf dem 2-Phenylchromangrund-
gerist, einem C6-C3-C6-Ringsystem, bei dem zwei aromatische Ringe (A und B) Uber einen
O-heterocyklischen C-Ring verbunden sind (Habermehl 2008). (Abb.3).

Abb. 3: Struktur des 2-Phenylchromangrundgertsts (Flavan) der Flavonoide.

Je nach Oxidations- und Sattigungsgrad des O-heterozyklischen C-Rings kénnen Flavonoide
in Flavanole, Flavanone, Flavone, Flavonole, Anthocyane und Isoflavone unterteilt werden
(Daumann 2009). Durch verschiedene Modifikationen am Grundgerust, insbesondere am C-
Ring, sind derzeit ca. 4.000 verschiedene Flavonoid-Verbindungen bekannt. Die zahlreichen
Verbindungen unterscheiden sich in Bezug auf die jeweilige Anzahl und Verteilung der
Hydroxylgruppen. Die meisten Flavonoide liegen nicht in freier Form vor, sondern sind Uber
Hydroxylgruppen an Zucker, Sulfat- oder Acetylreste gebunden (Kahle 2008). Besonders
haufig erfolgt die Glykosylierung an den Positionen C3, C5 und C7 im Grundgerust (Bohm et
al. 1998), welche mit einer besseren Speicherung in pflanzlichen Vakuolen sowie einer er-
hohten Photostabilitat einhergeht (Aherne & O'Brien 2002).
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In Apfeln sind Flavanole, Flavonole, Anthocyane und Dihydrochalkone enthalten. In Tabelle 2

werden die wichtigsten Flavonoid-Untergruppen aufgelistet.

Tab. 2: Klassifizierung von Flavonoiden anhand ihres strukturellen Grundgerusts.

Klassifizierung

strukturelles Grundgerist

wichtige Vertreter im Apfel

Flavanole

Flavonole

Anthocyane

Dihydro-
chalkone

OR, O

Catechin, Epicatechin:

R1=0OH; R2=R3=H

Quercetin:
R1=0OH:R2=R3=H

Quercetinglykosid

R1=0OH; R2=H
Rs = z. B. Glukose
(Quercetin-3-0O-glukosid)

Cyanidin:_
Ri1=H; R2=R3=H

Cyanidinglykosid

R1=0OH; R2=H
Rs = z. B. Galaktose
(Cyanidin-3-O-galaktosid)

Phloretin:

R1=0OH; R2=Rs4=H

Phloretinglykosid:

R1=0OH; Rz2=H
R4 = z. B. Glukose
(Phloretin-2"-glukosid)

Flavanole weisen eine gesattigte Bindung zwischen C2 und C3 auf und kommen hauptsachlich

in freier Form (Aglykon) vor. Zu den im Apfel enthaltenen Flavanolen z&hlt das Diastereo-

merenpaar Catechin und Epicatechin, welche als Monomere vorliegen. Catechin ist das

Isomer in trans-Konfiguration und Epicatechin das Isomer in cis-Konfiguration. Beide Flava-

nole haben zwei Stereoisomere, wobei (+)-Catechin und (-)-Epicatechin am haufigsten vor-

kommen. Catechin und Epicatechin kénnen auch Dimere, Oligomere und Polymere bilden,

8
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welche als Procyanidine bezeichnet werden und Kondensationsprodukte aus zwei oder mehr
Catechin-/Epicatechin-Einheiten sind. Je nach Art der Interflavanverknipfung werden Procy-
anidine in A- und B-Typen unterschieden. Procyanidine vom A-Typ weisen eine Verknipfung
Uber eine C2-O-C7- oder C2-O-C5-Bindung auf. Im Gegensatz dazu sind Procyanidine vom
B-Typ Uber eine C4-C6- oder C4-C8-Bindung verknipft und kommen in der Natur wesentlich
haufiger vor als Procyanidine vom A-Typ (Kahle 2008). Durch die Bildung von Komplexen mit
Speichelproteinen tragen Flavanole zum adstringierenden Geschmack von Apfeln bei (Santos-
Buelga & Scalbert 2000). Die Starke der Adstringenz hangt dabei von der Hohe des Poly-
merisationsgrads ab. (Lea & Arnold 1978, Lea 1990Db).

Die Flavonole zeichnen sich durch eine ungesattigte Bindung zwischen C2 und C3 sowie eine
Ketogruppe an Position C4 am C-Ring aus. Sie liegen hauptsachlich glykosyliert vor, wobei
der Zuckerrest bevorzugt an die C3-Hydroxylgruppe gebunden ist. Der wichtigste Vertreter im
Apfel ist Quercetin, welches glykolysiert an die Monosaccharide Galaktose (Hyperosid), Glu-
kose (Isoquercitrin), Xylose (Reynoutrin), Arabinose (Avicularin) oder Rhamnose (Quercitrin),
aber auch an Disaccharide wie Rutinose (Rutin), vorliegen kann. Der Gehalt sowie das Ver-
haltnis der einzelnen Quercetinglykoside sind sehr stark abhéngig von der Apfelsorte. (Wald
& Galensa 1989). Flavonole sind besonders in den duReren Gewebezonen von Pflanzen, wie
z. B. der Fruchtschale des Apfels, zu finden, was damit begriindet ist, dass ihre Biosynthese
durch Licht angeregt wird (D’Archivio et al. 2007). Je nach Sonnenlichtexposition bestehen
daher deutliche Unterschiede beziiglich des Flavonolgehaltes von Apfeln ein und desselben
Baumes und sogar zwischen den Fruchthélften eines Apfels (Price et al. 1995, Cortell &
Kennedy 2006).

Anthocyane z&hlen zu den wichtigsten wasserldslichen Pflanzenfarbstoffen und sind fur die
rote, blaue oder violette Farbung von Bluten und Frichten verantwortlich. Die jeweilige Farb-
auspragung ist zum einen vom pH-Wert aber auch vom Hydroxylierungsgrad sowie den
einzelnen Methylierungs- und Glykosylierungsmustern abhangig (Tsao 2010). Anthocyane
sind als Aglykone sehr licht- und oxidationsinstabil. Die Stabilitat wird durch Glykosylierung an
Position C3 und Veresterungen mit organischen Sauren erhdoht (Manach et al. 2004). Antho-
cyane kommen im Apfel, wie bereits oben erwéhnt, hauptséchlich in der Fruchtschale vor,
wobei deren Gehalt sowie Zusammensetzung stark sortenabhangig ist. Sie sind lediglich in
rotschaligen Apfelsorten enthalten (Rechner 2000). Das wichtigste Anthocyan in der Apfel-

schale ist Cyanidin, welches an Galaktose, Arabinose und Glukose gebunden vorliegt.

Zu den Flavonoiden zahlen auch die Dihydrochalkone, welche im Laufe der Flavonoid-Biosyn-
these gebildet werden. Sie unterscheiden sich von den anderen Unterklassen der Polyphenole
durch den nicht kondensierten C-Ring (Tsao 2010). Die wichtigsten Dihydrochalkone sind die

Glykoside des Phloretins, Phloretin-2"-glukosid (Phloridzin) und Phloretin-2"-xyloglukosid,
9
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welche fur den Apfel charakteristisch sind. Sie kommen hauptsachlich in der Apfelschale sowie

in den Kernen in héheren Konzentrationen vor (Kahle 2008).

Phenolsduren

Unter dem Begriff Phenolsduren werden die Hydroxybenzoesauren und Hydroxyzimtsauren
zusammengefasst, welche Uberwiegend in Frichten vorkommen. lhre Bedeutung liegt u. a.
darin, dass sie zur Stabilisierung der Zellwande beitragen (Watzl & Rechkemmer 2001).
Phenolsauren liegen nur selten in freier Form vor. Sie sind meistens an strukturbildende
Komponenten (wie Cellulose, Proteine, Lignin) oder an organische Molekile (Monosaccharide
oder Sauren) Uber Ester-, Ether- oder Amidbindungen gebunden (Daumann 2009). In
Tabelle 3 sind die Strukturen der o. g. Hydroxybenzoesauren und Hydroxyzimtsauren dar-

gestellt.

Tab. 3: Klassifizierung von Phenolsduren anhand ihres strukturellen Grundgerusts.

Klassifizierung strukturelles Grundgerust wichtige Vertreter im Apfel
Hydroxy- O Gallusséure:
benzoesauren Ry

OH R1=R2=0H
HO Protocatechuséure:
R

R1=H; R2=0OH

Hydroxy- (0] p-Cumarséure:
zimtsauren R4 X-"0H Ri=R»=H
HO Kaffeeséaure:
R

Ri=0OH;R2=H

Die Hydroxybenzoeséauren, wie Gallussdure und Protocatechusaure, sind durch ein C6-C1-
Grundgerust charakterisiert und sind nur in geringen Konzentrationen in Apfeln enthalten. Die
Hydroxyzimtsauren besitzen ein C6-C3-Grundgeriist. Wichtige Vertreter sind Kaffeesaure, p-
Cumarsaure und Ferulasdure. Sie liegen in Friichten haufig als Ester mit Chinasdure oder
Glukose vor (Herrmann 1989). In Apfeln ist vor allem die Chlorogenséaure, ein Hydroxyzimt-
saureester aus Kaffeesaure und Chinaséure, in héheren Konzentrationen enthalten (Macheix,
Fleuriet & Billot 1990).

10
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1.2.2 Biosynthese

Die de-novo-Synthese der Polyphenole findet im Zytoplasma einer Zelle unter Beteiligung des
endoplasmatischen Retikulums statt. Die Ausgangssubstanzen Phosphoenolpyruvat und
Erythrosephosphat entstammen dabei dem Kohlenhydratstoffwechsel (Frisch & Grisebach
1975, Hrazdina & Wagner 1985).

Phosphoenolpyrovat + Erythrosephosphat

o
<
o]
o
I

HO
Phenols&auren A/ HO
OH
HO OH Shikimisaure
(0]
HO
OH OH
Gallusséure NH,
A Phenylalanin

OH OH

3
g

(0]
(0] NS HO
-~ H
WO <«
HO HO

Ferulasaure Kaffeesaure trans-Zimtsaure

OH

/

HO
p-Cumarsaure

' + Acetyl-CoA
! + Malonyl-CoA

v OH
HO O OH O

OH O
Naringeninchalkon

¢ OH
Flavonoide

HO l (0]

HO

OH O
Flavanon
e . , A
Flavanole ' Flavonole
3 : 4
Flavone v Isoflavone
Anthocyane

Abb. 4: Biosynthese der Flavonoide und Phenolsauren (modifiziert nach Macheix, Fleuriet & Billot

1990).
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Uber den Shikimisaureweg entsteht die aromatische Aminosaure Phenylalanin, aus welcher
Uber einen Desaminierungsschritt mit Hilfe der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, die trans-
Zimtsaure gebildet wird. Die trans-Zimtsaure ist eine wichtige Ausgangssubstanz fir die
Synthese der Hydroxyzimtsauren, da aus ihr durch enzymatische Hydroxylierungs- und
Methylierungsreaktionen p-Cumarsdure sowie nachfolgend Kaffeesaure und Ferulasdure
entstehen (Rechner 2000). Die Hydroxybenzoesauren werden aus den entsprechenden
Hydroxyzimtsauren oder direkt aus der Shikimisaure gebildet, wie dies z. B. bei Gallussaure
erfolgt (Kahle 2008).

Zentraler Baustein der Flavonoid-Synthese ist die an Coenzym A gebundene p-Cumarséure,
welche mit drei Molekilen Malonyl-CoA zum 4,2'4',6'-Tetrahydroxychalkon (Naringenin-
chalkon) reagiert und das C6-C3-C6-Grundgerist der Flavonoide aufweist, von dem sich
letztlich alle Flavonoide ableiten (B6hm et al. 1998). Dieser Reaktionsschritt wird durch die
Chalkon-Synthase katalysiert und ist der Schlisselschritt in der Biosynthese der Flavonoide
(Hillebrand 2004). Der Ringschluss vom Naringeninchalkon erfolgt durch die Chalkon-Iso-

merase zum Flavanon.

1.2.3 Bioverflugbarkeit, Absorption und Metabolismus

Insgesamt werden mit einer typisch ,westlichen Ernahrung“ ca. 1 g Polyphenole pro Tag auf-
genommen, von denen etwa ein Drittel Phenolsauren und zwei Drittel Flavonoide sind (Kiihnau
1976, Scalbert & Williamson 2000). Ein Apfel enthalt ungefahr 2 g Polyphenole/kg, was einem
Polyphenolgehalt von 0,3 g bei einem durchschnittlichen Apfelgewicht von 150 g entspricht.
Die Apfelsorte hat einen wesentlichen Einfluss auf das Polyphenolprofil sowie den Polyphenol-
gehalt. Zusatzlich wird die Konzentration der unterschiedlichen phenolischen Verbindungen
durch Standortfaktoren wie z. B. Bodenqualitdt und Klima, aber auch vom Reifegrad beein-
flusst (Stracke et al. 2009).

Die Bioverfugbarkeit von Polyphenolen bildet die Voraussetzung fur deren Absorption und ist
somit entscheidend fur deren biologische Wirkung im menschlichen Organismus. Einen
indirekten Beweis flr die Absorption von Polyphenolen durch die Darmbarriere liefert die
Zunahme der antioxidativen Kapazitat (AOK) des Plasmas nach dem Verzehr polyphenol-
reicher Lebensmittel. Weitere Hinweise wurden durch Messungen der Konzentrationen in
humanem Plasma und Urin ermittelt (Scalbert et al. 2002). Die Bioverfugbarkeit von Poly-
phenolen wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst, welche in Tabelle 4 zusammen-

gefasst sind.

12



EINLEITUNG

Tab. 4: Einflussfaktoren auf die Bioverfligbarkeit von Polyphenolen beim Menschen
(nach D’Archivio et al. 2010).

Lebensmittelverarbeitung Thermische Behandlung, Homogenisierung,

Lyophilisation, Lagerung, Zubereitungsmethoden

Lebensmittelbezogene Faktoren Lebensmittelmatrix, Anwesenheit von Fett, Proteinen

Kohlenhydraten und Fasern

Wechselwirkungen mit anderen Unter anderem mit Proteinen (z. B. Albumin) oder mit
Verbindungen anderen Polyphenolen

Polyphenolbezogene Faktoren Chemische Struktur, Konzentration in Lebensmitteln
Individuelle Faktoren Intestinale Faktoren (Enzymaktivitat, Darmtransitzeit,

Darmflora), systemische Faktoren (Geschlecht und
Alter, Stérungen/Pathologien, Genetik,
physiologischer Zustand)

Die meisten Polyphenole sind gegen die saure Hydrolyse im Magen resistent und gelangen
intakt in den Darm, wo ausschlieB3lich Aglykone und einige wenige Glykoside absorbiert
werden (Gee et al. 1998). Passamonti et al. (2005) zeigten anhand von Experimenten an
Ratten, dass Anthocyane hierbei eine Ausnahme sind, da sie nach oraler Aufnahme v. a. in
unmetabolisierter Form in Blut und Harn nachzuweisen waren, sodass auf eine direkte

Resorption bereits Gber den Magen geschlossen werden kann.

Nur 5 bis 10 % der lber die Nahrung aufgenommenen Polyphenole, hauptsachlich solche mit
monomeren und dimeren Strukturen, kénnen im Dinndarm durch passive Diffusion absorbiert
werden (Manach et al. 2005). Die meisten Polyphenole sind in Form von Estern (Hydroxy-
zimtsauren), Glykosiden (Flavonoide) oder Polymeren (Procyanidine) in Nahrungsmitteln
enthalten und missen vor einer Absorption durch Dinndarmenzyme oder durch die Dick-
darmflora hydrolysiert werden, damit sie als Aglykonformen zur Verfiigung stehen. Anhand
von in-vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass Aglykone in Caco-2-Zellen und perfundierten

Ratten-Darmmodellen hoch permeabel sind (Gee et al. 2000, Chen et al. 1997).

Glykosidisch gebundene Flavonoide kdnnen durch die Wirkung der Laktase-Phloridzin-
Hydrolase (LPH) oder durch die zytosolische B-Glukosidase (ZBG) hydrolysiert werden
(Scalbert & Williamson 2000). Die LPH, eine B-Glukosidase, welche im Burstensaum der
Dunndarm-Epithelzellen lokalisiert ist, erméglicht die Hydrolyse von Glykosiden vor der
Absorption (D’Archivio et al. 2010). AnschlieBend kénnen die freigesetzten Aglykone mittels
passiver Diffusion in die Epithelzellen eindringen (Day et al. 1998 & 2000). Intakte Glykoside
werden durch den Natrium/Glukose-Cotransporter 1 (SGLT1) in die Enterozyten der Dinn-

darmmukosa transportiert und dann mittels ZBG, welche in den Epithelzellen vorhanden ist,
13
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hydrolysiert (Day et al 1998, Gee et al. 2000). Unterschiede in der Effizienz der Absorption
liegen bei Flavonoidglykosiden in Abhangigkeit von der Art und Anzahl der Zuckerreste
begrindet (Gee et al. 2000, Manach et al. 2005). Flavonoide, welche an Glukose, Arabinose
oder Xylose gebunden sind, stellen geeignete Substrate fur die LPH und ZBG dar, wohingegen

Rhamnose kein Substrat fir humane Enzyme ist (Tapiero et al. 2002).

Polyphenole, welche nicht im Dinndarm absorbiert werden, gelangen in den Dickdarm und
werden infolge bakterieller B-Glukosidasen und Rhamnosidasen in einfache und besser
bioverfigbare Phenolsauren abgebaut (Hollman et al. 1995, Daumann 2009). Clostridium und
Eubakterium sind die Hauptgattungen, welche am Metabolismus vieler Polyphenole beteiligt
sind (Selma, Espin & Tomas-Barberan 2009). Auch veresterte Hydroxyzimtsauren, wie z. B.
die Chlorogenséaure, werden erst nach Spaltung der Esterbindung mittels Esterasen der
Dickdarmflora absorbiert. Freie Hydroxyzimtsauren werden dagegen Uber passive Diffusion
oder aber alternativ transzellular Uber den Monocarboxylat-Transporter (MCT) in die
Enterozyten aufgenommen (Konishi et al. 2005).

Die Bioverfuigbarkeit der absorbierten Polyphenole ist dennoch nicht sehr hoch, da die
Aglykonformen eine schlechte Ldslichkeit (< 20 ug/ml in Wasser) aufweisen (Hu 2007). Daher
werden sie durch einen umfassenden Phase-I- (Oxidation, Reduktion, Hydrolyse) und Phase-
[I-Metabolismus (Glukuronidierung, Methylierung und/oder Sulfatierung) konjugiert, welcher
sowohl in den Enterozyten des Diinndarms als auch durch die intestinale Mikroflora sowie in
den Hepatozyten der Leber stattfinden kann (Cardona et al. 2013). Dabei entstehen wasser-
I6sliche Metabolite (Methyl-, Glukuronid- und Sulfatderivate), welche systematisch im Koérper
verteilt werden (Cardona et al. 2013). Infolgedessen unterscheiden sich die Polyphenolver-
bindungen, welche Blut und Gewebe erreichen, von jenen, welche in Lebensmitteln vorhanden
sind. Die chemische Struktur der Polyphenole (Molekulargewicht, Glykosylierung und Ver-
esterung) hat somit den gréf3ten Einfluss auf die Zeitdauer und das Ausmal} der intestinalen
Absorption und bestimmt die Art der im Plasma zirkulierenden Metabolite (Tapiero et al. 2002,
Scalbert et al. 2002, Pandey & Rizvi 2009). Die Konjugation wiederum erhoht die Hydrophilie
der Polyphenole und erméglicht die Ausscheidung tiber den Urin oder die Galle des Menschen.
Uber den enterohepatischen Kreislauf konnen Polyphenolkonjugate erneut im Darm absorbiert

werden, womit sich auch die Verweildauer im Korper erhdht (Manach et al. 2004).

Aufgrund der geringen Absorption, der hohen Metabolisierung sowie der raschen Ausschei-
dung betragt die Polyphenolkonzentration im Plasma zwischen 1 bis 10 uM (Kroon et al. 2004,

Ackermann 2012) bezogen auf eine polyphenolreiche Mahlzeit.

In der folgenden Abbildung 5 sind die gegenwartigen Erkenntnisse zu Absorption und Meta-

bolismus von Polyphenolen dargestellt.
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Abb. 5: Absorption und Metabolismus von Polyphenolen (modifiziert nach Netzel 2011, Cardona et al.
2013). PPG: Polyphenol-Glykosid; PP: Aglykon; G: Glykosid; PPM: Polyphenol-Metabolit; SGLT1:
Natrium/Glukose-Cotransporter 1; LPH: Laktase-Phloridzin-Hydrolase; ZBG: zytosolische B-Gluko-

sidase; Phase I: Oxidation, Reduktion, Hydrolyse; Phase-II: Glukuronidierung, Methylierung und Sulfa-

tierung.

1.2.4 Antioxidatives Potenzial

Die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist eine Folge der aeroben Energie-
gewinnung durch Sauerstoff (Karmowski 2015). Zu den bedeutendsten radikalischen ROS
zahlen Superoxidradikalanion (O27), Hydroxyl- (OH’), Alkoxyl- (RO") und Peroxylradikale
(ROO") sowie zu den nicht-radikalischen Derivaten Wasserstoffperoxid (H202), Singulett-
sauerstoff (*O2) und Ozon (Os) (Jenner, Rafter & Halliwell 2005). ROS entstehen endogen
insbesondere durch die mitochondriale Atmungskette (oxidative Phosphorylierung), durch
prooxidative Enzyme (Xanthinoxidase und NADPH-Oxidase), Entziindungsprozesse (Eicosa-
noidsynthese), Entgiftungsreaktionen (Cytochrom-P450-Stoffwechsel) sowie korperliche Be-
wegung (Halliwell & Gutteridge 2004, Carocho & Ferreira 2013, Choudhari et al. 2014).
Exogene Einflussfaktoren wie z. B. Xenobiotika, Rauchen, Strahlung und Ozon beginstigen
zusatzlich die Bildung von ROS (Carocho & Ferreira 2013).

Unter normalen physiologischen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht zwischen pro-
oxidativen und antioxidativen Prozessen. Eine Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite
der Prooxidantien bedingt durch eine vermehrte Bildung von ROS oder durch eine Abnahme
von Antioxidantien wird als ,oxidativer Stress” bezeichnet (Sies 1991). Oxidativer Stress kann
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zu strukturellen Modifikationen von korpereigenen Molekilen fihren, was mit dem funk-
tionellen Verlust von Proteinen, Membranlipiden und DNA sowie mit Gewebeschadigungen
einhergeht. Durch endogene Schutzsysteme sowie durch die alimentare Zufuhr von anti-
oxidativ wirksamen Substanzen Uber die Ernéhrung ist der menschliche Organismus in der

Lage, dieses Gleichgewicht aufrechtzuerhalten (Daumann 2009).

Polyphenole gehéren neben Vitamin C zu den natirlichen, hydrophilen Antioxidantien und
tragen zur Verminderung von oxidativem Stress bei. Der regelmaRige Verzehr von Apfeln wird
daher mit einem verminderten Risiko fiir degenerative und kardiovaskulare Erkrankungen,
Krebs sowie Diabetes mellitus Typ Il assoziiert, da die Entstehung dieser Erkrankungen im
Zusammenhang mit oxidativem Stress steht (Miller & Ruiz-Larrea 2002, Hyson 2011).

Neuere Studien deuten darauf hin, dass oxidativer Stress zudem eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Allergien und immunologischen Stérungen spielt (Martin et al. 2011). So
konnten Suzuki et al. (2005) zeigen, dass die Stimulation von Mastzellen und Basophilen durch
den hochaffinen IgE-Rezeptor die endogene Produktion von ROS wie O," und H>O, durch die
NADPH-Oxidase induziert, welche dann nachfolgend die Degranulation, Leukotriensekretion
und Zytokinproduktion regulieren. Zusatzlich tragen Entziindungszellen wie Makrophagen,
Eosinophile und Neutrophile zur Bildung von ROS bei und férdern das Auftreten von Allergie-
symptomen (Barnes 2011, Nakai, Yoneda & Kubota 2012). Bei Erwachsenen mit einer Pollen-
assoziierten allergischen Rhinitis wirkte sich z. B. O3 stark auf die Rhinitis-Symptome aus
(Bowler & Crapo 2002).

Phenolische Verbindungen sind in der Lage, freie Radikale tber zwei verschiedene chemische
Mechanismen zu deaktivieren, zum einen Uber Elektronentransfer (ET) und zum anderen Uber
Wasserstoffatomtransfer (HAT). Beim HAT-Mechanismus gibt das Polyphenol ein Wasser-
stoffatom an das freie Radikal ab und wird dadurch selbst zum Phenoxylradikal, welches im
Vergleich zu freien Radikalen weniger reaktiv ist (Abb. 6). Durch die Reaktion mit weiteren
Radikalen kann das entstandene Phenoxylradikal in eine stabile Chinonstruktur Gbergehen.
Das antioxidative Potenzial geht mit der Stabilitat des Phenoxylradikals einher. Die Reaktivitat
des Polyphenols spiegelt sich in der Bindungsdissoziationsenergie (BDE) zwischen dem
Sauerstoff- und Wasserstoffatom wider. Dabei resultiert eine schwache BDE in einer starken
Reaktivitat des Polyphenols gegenuiber freien Radikalen (Wright, Johnson & Di Labio 2001).
Im ET-Mechanismus gibt das Polyphenol ein einzelnes Elektron an das freie Radikal ab und
wird selbst zum Radikal-Kation (Abb. 6). Auch beim ET ist eine hohe Stabilitéat des Radikal-
Kations fur die antioxidative Wirkung von Bedeutung. Das lonisierungspotenzial (IP) eines
Antioxidans gibt dessen Bereitschaft an, Elektronen abzugeben. Ein geringes IP geht dabei
mit einer leichten Elektronenabgabe einher. HAT und ET kénnen parallel auftreten, wobei je

nach Struktur des Polyphenols ein Mechanismus dominiert (Wright, Johnson & Di Labio 2001).
16



EINLEITUNG

X X
| Z + Roor — AT | / + ROOH
HO 0N
OH OH
X X
_| / + ROO" HAT |/ + ROOH
0" NP o N
OH 0
X X
|\/ + RO ——» /@ + ROO"
_ P NP
0
OH OH

Abb. 6: Reaktionsmechanismen von Polyphenolen mit Peroxylradikalen (modifiziert nach Amorati et al.
2006, Bendary et al. 2013). HAT: Wasserstoffatomtransfer; ET: Elektronentransfer, ROO": Peroxyl-
radikal; ROOH: Hydroperoxid.

Polyphenole kénnen auch indirekt zum antioxidativen Schutz beitragen, indem sie die
Expression von prooxidativen Enzymen (u. a. Xanthinoxidase) hemmen sowie antioxidativ
wirksame endogene Enzyme wie z. B. die Superoxiddismutase, Katalase oder Glutathionper-
oxidase induzieren, welche fur den Abbau von H202 und O" verantwortlich sind (Du, Guo &
Lou 2007). Des Weiteren sind Polyphenole in der Lage, Metallionen wie Eisen(ll)-lonen (Fe?*)
zu chelatisieren, sodass die Entstehung von OH" im Zuge der Fenton-Reaktion vermieden wird
(Tsao 2010).

1.2.5 Enzymatische Braunung

Die typische Braunfarbung, welche beim Schéalen, Aufschneiden oder Anbeif3en eines Apfels
entsteht, ist das Ergebnis eines Oxidationsvorganges von Polyphenolen zu Chinonen mittels
der Polyphenoloxidase (PPO) und deren nachfolgende nicht-enzymatische Polymerisation zu

hochmolekularen braunen Pigmenten (Yoruk & Marshall 2003).

PPOs sind Oxidoreduktasen, welche die Oxidation phenolischer Substanzen katalysieren. Sie
sind in den Plastiden intakter Zellen angesiedelt und dort an Membranen gebunden oder liegen
in Vesikeln vor, wahrend ihr Substrat (Polyphenole) in den Vakuolen lokalisiert ist (Tsurutani
et al. 2002, Rocha et al. 1998). Der Prozess der enzymatischen Braunung wird erst durch eine

Gewebebeschadigung von Zellwanden und Membranen hervorgerufen, was zu einem Verlust
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der Kompartimentierung der Pflanzenzelle fihrt und damit zum Kontakt zwischen den im Apfel
enthaltenen PPOs und Polyphenolen (Yoruk & Marshall 2003, Billaud et al. 2003). Durch das
nachfolgende Eindringen von molekularem Sauerstoff in die Pflanzenzelle sind PPOs in der
Lage, zwei verschiedene Reaktionen zu katalysieren. Die dabei stattfindende Hydroxylierung
von Monophenolen zu o-Diphenolen beruht auf der Monophenolaseaktivitat, wahrend die
anschliel3ende Oxidation der entstandenen o-Diphenole in 0-Chinone auf die o-Diphenolase-

aktivitat zuriickzufihren ist (Pan et al. 2018).

PPOs werden anhand der o. g. katalytischen Aktivitaten in Tyrosinasen (E.C. 1.14.18.1),
Catecholoxidasen (E.C. 1.10.3.1) und Laccasen (E.C. 1.10.3.2) eingeteilt. Tyrosinasen zeigen
sowohl eine Monophenolase- als auch Diphenolaseaktivitat und kénnen p-substituierte Mono-
phenole und p-substituierte o-Diphenole zu o-Chinonen oxidieren. Catecholoxidasen hingegen
sind o-Diphenol-spezifisch und besitzen daher ausschliel3lich eine Diphenolaseaktivitat.
Laccasen besitzen eine vielfaltige Substratspezifitit und kdnnen Monophenole, Diphenole,
Aminophenole sowie anorganische Verbindungen oxidieren. Im Gegensatz zu Tyrosinasen
und Catecholoxidasen katalysieren diese die Oxidation von o- als auch p-Diphenolen (Pourcel
et al. 2007). In ihrem aktiven Zentrum enthalten PPOs zwei Kupfer(l)-lonen (Cu*), die Uber
jeweils drei Histidinreste gebunden sind. Der Sauerstoff selbst fungiert als Elektronenakzeptor
und wird zwischen den beiden Cu*-lonen der PPO gebunden (Rolff et al. 2011). Durch diese
Bindung von Sauerstoff findet ein Valenzwechsel der Kupfer(l)-lonen zu Kupfer(ll)-lonen
(Cu?*) statt. Dieser Prozess fuhrt zur Hydroxylierung eines Monophenols zum o-Diphenol und

dessen nachfolgende Oxidation zum o-Chinon (Nicolas et al. 1994).

Die chinoiden Reaktionsprodukte sind ihrerseits hochreaktive elektrophile Molekiile, welche
nicht-enzymatische Sekundarreaktionen mit anderen Chinonen, Phenolen oder einer Vielzahl
zellularer Nucleophile eingehen. Sie reagieren insbesondere mit funktionellen Gruppen von
Proteinen oder Aminosauren wie Sulfhydryl-, Amin-, Amid-, Indol- und Imidazolsubstituenten
(Bittner 2006). Diese fuhren zur Bildung komplexer Polymere, welche als Melanine bekannt
sind (Yoruk & Marshall 2003) und fir die charakteristische roétlich-braune Farbe bei der
Braunungsreaktion von Apfeln verantwortlich sind. Die Braunfarbung des Apfelgewebes ist
durch die Anderung der optischen Absorptionseigenschaften der entstehenden Reaktions-
produkte bedingt (Nicolas et al. 1994). Die Zeitdauer und der Umfang der Braunung variieren
dabei von Apfelsorte zu Apfelsorte und werden durch die Aktivitat der PPO sowie den Poly-
phenolgehalt beeinflusst (Singleton et al. 1985, Coseteng & Lee 1987, Holderbaum 2010).

Die 0. g. enzymatische Braunung spielt eine physiologische Rolle beim Schutz des Apfels vor
Insekten- und Mikrobenbefall, aufgrund dessen, dass die entstehenden Melanine sowohl anti-

bakterielle als auch antimykotische Eigenschaften besitzen (Adam, Adam & Bello 2016).
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Abb. 7: Braunungsreaktion des Apfels (in Anlehnung an Gasparetti 2012). Oxidation eines (A): p-
Monophenols zum o-Chinon; (B): o-Diphenols zum o-Chinon; (C): p-Diphenols zum p-Chinon, H20:
Wasser; O2: molekularer Sauerstoff; ---- » : nicht-enzymatische Polymerisation v. a. mit Proteinen und

Aminosauren sowie anderen Chinonen und Phenolen.

Die Braunungsreaktion ist einer der Hauptgriinde fir Qualitatsverschlechterungen von Apfeln
und den daraus verarbeiteten Produkten, da sie Veranderungen von Farbe und Geschmack
der Apfel bis hin zu Veranderungen ernahrungsphysiologischer Eigenschaften (z. B. Abnahme
des Polyphenolgehaltes) wahrend Ernte, Lagerung und Verarbeitung bewirken. Letztlich wird
somit der kommerzielle Wert von Apfeln und deren Verarbeitungsprodukten geschmaélert (Kim
et al. 2002, Carbonaro & Mattera 2001). Der Effekt dieser Braunungsreaktion geht z. B. mit
einem Verlust von bis zu 50 % in der Obstindustrie einher (Lee & Whitaker 1995). Mit der
Zichtung neuer Apfelsorten mit einem geringen Brdunungspotenzial versucht man, dem
entgegen zu wirken. Jiingere Bestrebungen zielen darauf ab, den Apfel nicht mittels Ziichtung,
sondern durch genetische Modifikation zu veréandern (Shetty et al. 2018). Die neuen Apfel-
sorten wie z. B. Golden Delicious, Granny Smith und Fuji wurden fir den kommerziellen
Einsatz durch Transformation unter Verwendung von Agrobakterien modifiziert. Hierbei kamen
Gensequenzen zum Einsatz, welche, mittels Ribonukleinsaure (RNA)-Interferenz, die Trans-
lation von PPOs inhibieren und dadurch die enzymatische Braunung des Apfels vermindern
(Waltz 2015, Carter 2012).
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2 Zielstellung

Weltweit sind Allergien ein zunehmendes, gesundheitliches Problem und haben sich mittler-
weile zu einer Volkskrankheit des 21. Jahrhunderts entwickelt. In den letzten 20 Jahren ist die
Pravalenz fur allergische Erkrankungen, wie die Birkenpollen-assoziierte allergische Rhinitis,
stark angestiegen. Parallel zu einer Birkenpollenallergie beispielsweise entstehen sehr oft
Kreuzallergien, wie z. B. gegeniiber Apfeln, was oftmals zuséatzlich die Lebensqualitat der
Patienten einschrankt. Aufgrund der hohen Inzidenz fir Allergien steht deshalb die Identi-
fizierung von Lebensmittelinhaltsstoffen mit einem antiallergischen Potential im Fokus des
wissenschaftlichen Interesses. Laut Aussagen betroffener Apfelallergiker, welche sich an einer
Datenerhebung des BUND Lemgos beteiligt haben, hangt das Ausmald allergischer Reak-
tionen nicht nur von der subjektiven Empfindlichkeit ab, sondern auch zum Grof3teil von der
Apfelsorte. Anhand dieser Erfahrungsberichte weisen alte Apfelsorten wie Alkmene, Goldpar-
mane und Roter Boskoop eine gute Vertraglichkeit im Vergleich zu neuen Sorten wie z. B.
Braeburn, Golden Delicious und Granny Smith auf (BUND Lemgo). Somit liegt die Hypothese
nahe, dass der reduzierte Polyphenolgehalt neuer Apfelsorten flr ihre erhohte Allergenitét
verantwortlich ist. Allerdings wurde diese Hypothese bisher noch nicht ausreichend wissen-

schaftlich belegt.

Das Hauptanliegen der vorliegenden Dissertation bestand darin, den Einfluss des Polyphenol-
gehaltes auf die in-vitro-Allergenitét alter und neuer Apfelsorten zu untersuchen. Aufgabe war,
einen Zusammenhang zwischen der besseren Vertraglichkeit alter Apfelsorten und einer
mdglichen antiallergischen Wirkung von einzelnen phenolischen Verbindungen zu finden. Die
vorliegende Dissertation soll die Auswirkungen eines durch Ziichtung veranderten Polyphenol-
gehaltes und -profils aufzeigen und damit einen Beitrag zur Beurteilung der gesundheits-
bezogenen Bedeutung alter Apfelsorten leisten. Fur die genaue Charakterisierung des Poly-
phenolgehaltes wurde deshalb das Polyphenolprofil vom Fruchtfleisch und von der Schale
alter und neuer Apfelsorten analysiert. Da Polyphenole als Antioxidantien fungieren, erfolgte
zusatzlich die Bestimmung des relativen Beitrages quantifizierter phenolischer Verbindungen
an der ermittelten AOK der untersuchten Apfelsorten. Im Rahmen einer Pilotstudie wurde die
in-vitro-Allergenitat im Blut von Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern durch Bestimmung
der Freisetzung von Sulfidoleukotrienen und der CD63-Basophilenaktivierung nach Allergen-
stimulation mit zwei alten und zwei neuen Apfelsorten ermittelt. AulRerdem wurde der Mal d 1-
Gehalt in den Apfelsorten quantifiziert. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin,
in einem Modellsystem den Einfluss einzelner Apfelpolyphenole auf Mal d 1 unter dem Aspekt
der enzymatischen Braunung zu untersuchen, was mittels verschiedener in-vitro-Immunotests

erfolgte.
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3 Ubersicht der Manuskripte

Manuskript |

Polyphenolic compounds analysis of old and new apple cultivars

and contribution of polyphenolic profile to the in vitro antioxidant capacity

Kschonsek J., Wolfram T., Stockl A., Bohm V.
Antioxidants 2018, 7(1), 20; doi: 10.3390/antiox7010020
Annahme: 19.01.2018

Das Ziel der Arbeit bestand darin, den Polyphenolgehalt und das Polyphenolprofil sowie den
Vitamin-C-Gehalt in Fruchtfleisch und Schale alter (Berlepsch, Cox Orange, Dulmener
Rosenapfel, Goldparméane, Gravensteiner, James Grieve, Jonathan, Oldenburger, Ontario,
Roter Boskoop) und neuer (Braeburn, Elstar, Golden Delicious, Granny Smith, Jonagold)
Apfelsorten zu vergleichen. Die Identifizierung und Quantifizierung der spezifischen pheno-
lischen Verbindungen erfolgte dabei mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit
Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD). Der Vitamin-C-Gehalt wurde photometrisch analysiert.
Die hydrophile AOK wurde unter Verwendung bereits etablierter Methoden (total phenolic
content (TPC)-Test, trolox equivalent antioxidant capacity (H-TEAC)-Test und oxygen radical
absorbance capacity (H-ORAC)-Test) ermittelt. Zusétzlich wurde die relative antioxidative
Aktivitat (RAA) der quantifizierten Polyphenole sowie von Vitamin C im H-ORAC-Test be-
stimmt. Insgesamt wurden 20 phenolische Verbindungen bei den untersuchten Apfelsorten
identifiziert. Dabei waren Quercetinglykoside die Hauptpolyphenole in der Apfelschale und
Phenolsauren im Fruchtfleisch. In den Apfelproben konnte ein linearer Zusammenhang
zwischen dem Polyphenolgehalt und der AOK festgestellt werden, welcher am deutlichsten im
H-ORAC-Test war. Das Fruchtfleisch alter Apfelsorten hatte im Vergleich zu neuen Sorten
signifikant hohere Gehalte sowohl an phenolischen Verbindungen wie auch an Vitamin C, was
in einer bis zu 30 % hoheren AOK resultierte. In der Apfelschale dagegen konnte kein
signifikanter Unterschied im Polyphenolgehalt sowie der AOK zwischen alten und neuen
Sorten nachgewiesen werden. Der berechnete relative Beitrag der einzelnen quantifizierten
Verbindungen zeigte, dass Flavonole (Schale) und Vitamin C (Fruchtfleisch) den Hauptbeitrag
zur AOK im H-ORAC-Test in allen untersuchten Apfelsorten lieferten. Apfel sind eine gute
Quelle fur Antioxidantien. Die Polyphenolaufnahme sowie die AOK kann durch die gezielte

Auswahl von alten Apfelsorten tber die tagliche Ernédhrung erhdht werden.
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Manuskript Il

Influence of polyphenolic content on in vitro allergenicity of

old and new apple cultivars — a pilot study.

Kschonsek J., Wiegand C., Hipler C., Bbhm V.
Nutrition 2019, 58, 30-35; doi: 10.1016/j.nut.2018.07.001
Annahme: 04.07.2018

Die steigende Anzahl von Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern wird mit einem hdheren
Konsum neuer Apfelsorten in Verbindung gebracht. So wird vermutet, dass die erhdhte
Allergenitét durch den reduzierten Polyphenolgehalt neuer Sorten verursacht wird. Der Poly-
phenolgehalt (HPLC-DAD) und der Mal d 1-Gehalt (Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA)) wurden am Beispiel zweier alter (Ontario, Dilmener Rosenapfel) und zweier neuer
(Braeburn, Granny Smith) Apfelsorten analysiert. In einer Pilotstudie wurde im Blut von 27
Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern sowohl die Freisetzung von Sulfidoleukotrienen
(cellular antigen stimulation test (CAST)) als auch die CD63-Basophilenaktivierung (basophile
activation test (BAT)) nach Allergenstimulation mit den o. g. Sorten bestimmt. Zusatzlich wurde
der Grad der enzymatischen Braunung photometrisch ermittelt. Das Fruchtfleisch alter Apfel-
sorten hatte einen signifikant hoheren Polyphenolgehalt im Vergleich zu neuen Sorten. Die
alten Apfelsorten zeichneten sich durch einen hohen Anteil an Chlorogenséaure (63 %) aus,
bei den neuen Sorten war dieser um das 14-fache geringer. Die Konzentration von Sulfido-
leukotrienen sowie die CD63-Basophilenaktivierung der alten Apfelsorten waren gegeniber
den neuen Sorten bis zu 62 % geringer und nahmen mit steigendem Grad an enzymatischer
Braunung ab. Korrelationsanalysen zeigten einen signifikanten, sich invers verhaltenen
Zusammenhang zwischen dem Polyphenolgehalt und den in-vitro-Tests (CAST: r = -0,547;
BAT: r = -0,639). Den starksten Einfluss auf die in-vitro-Allergenitat von Apfeln hatte der Gehalt
an Chlorogenséaure, Kaffeesaure und (-)-Epicatechin. Im Gegensatz dazu gab es keine signi-
fikante Korrelation zwischen dem Mal d 1-Gehalt und den in-vitro-Tests. Dies bestatigt die
Hypothese, dass niedrigere CAST- und BAT-Ergebnisse von alten Apfelsorten auf einen
signifikant hoheren Polyphenolgehalt zurtickzufiihren sind. Alte Apfelsorten wie Ontario und
Dulmener Rosenapfel kbnnten somit besser von Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern
toleriert werden, da sie einen hoheren Polyphenolgehalt besitzen sowie eine stéarkere enzy-

matische Braunung aufweisen.
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Manuskript 1l

Allergenicity of apple allergen Mal d 1 as effected by polyphenols and

polyphenol oxidase due to enzymatic browning

Kschonsek J., Dietz A., Wiegand C., Hipler C., Béhm V.

LWT - Food Science and Technology 2019, 113, 108289;
doi: 10.1016/j.lwt.2019.108289

Annahme: 19.06.2019

Von der Birkenpollen-assoziierten Apfelallergie sind ca. 5 % der deutschen Bevdlkerung,
bedingt durch das Hauptallergen Mal d 1, betroffen. Aufgrund der Hypothese, dass die Aller-
genitat von Apfeln mit zunehmendem Grad an enzymatischer Braunung abnimmt (Manuskript
I1), wurde in dieser Arbeit der Einfluss der enzymatischen Braunung auf die Allergenitat von
Apfeln untersucht. Dazu wurden der Polyphenolgehalt (TPC und HPLC-DAD), der Mal d 1-
Gehalt (ELISA) sowie der Grad der enzymatischen Braunung (photometrisch) in drei alten
(Dulmener Rosenapfel, Ontario, Roter Boskoop) und drei neuen Apfelsorten (Braeburn,
Golden Delicious, Granny Smith) ohne und nach 60-minltiger enzymatischer Braunung be-
stimmt. Zusatzlich wurde die Aktivitat der PPO photometrisch ermittelt. Um die Relevanz der
enzymatischen Braunung weiterhin zu verdeutlichen, wurde in einem Modellversuch der
Einfluss der PPO ohne oder aber in Kombination mit Chlorogensaure, Kaffeesaure oder (-)-
Epicatechin auf die in-vitro-Freisetzung von Sulfidoleukotrienen (CAST), die CD63-Baso-
philenaktivierung (BAT) sowie die IgE-Bindungskapazitat (ELISA) von rekombinanten Mal d 1
(rMal d 1) untersucht. Der Polyphenolgehalt der alten Apfelsorten wies eine signifikant grof3ere
Abnahme (-135 * 51 pg/g) nach 60-minitiger enzymatischer Braunung auf im Vergleich zu
den neuen Sorten (-54 = 29 ug/g), was zugleich mit einer um 46 % starkeren Abnahme im
Mal d 1-Gehalt einherging. Korrelationsanalysen zeigten in den untersuchten Apfelsorten
einen signifikanten Zusammenhang (r = 0,710) zwischen der Abnahme des Polyphenolge-
haltes, insbesondere bezlglich des Chlorogensaure- und Kaffeesduregehaltes, und der Ab-
nahme des Mal d 1-Gehaltes. Im Modellsystem konnte eine signifikante Abnahme der in-vitro-
Allergenitat (CAST: -74,9 % und BAT: -40,8 %) sowie der IgE-Bindungskapazitat (-21,3 %)
von rMal d 1 durch die PPO erzielt werden, welche durch die Zugabe von Chlorogensaure
oder Kaffeesédure verstarkt wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass naturlich vorkommende
Chlorogensaure- und Kaffeesauregehalte einen Einfluss auf die Allergenitat von Mal d 1
besitzen. Dartber hinaus kann eine hohe PPO-Aktivitat die Allergenitat von Mal d 1 verringern,

auch wenn der Polyphenolgehalt gering ist.
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4 Diskussion

In den vergangenen Jahrzehnten ist die Zlchtung bzw. genetische Modifikation neuer
Apfelsorten in den Vordergrund wissenschaftlichen Interesses gertickt, um den steigenden
Anforderungen von Industrie, Handel und Verbrauchern gerecht zu werden. Apfelzichter
stehen vor neuen Herausforderungen, welche hauptsachlich vier Aspekte umfassen: (a) das
Aussehen der Fruchte (v. a. Farbe und Glanz, Fruchtform und -grof3e), (b) die Fruchtqualitat
(v. a. Geschmack, Textur und Lagerfahigkeit), (c) die Ernte (hoher Ertrag und einfache Ernte-
bedingungen) sowie (d) die Resistenzmerkmale der Friichte gegentber biotischen und
abiotischen Stressfaktoren (Sansavini et al. 2004, Vegro et al. 2016).

Die Beliebtheit neuer Apfelsorten beim Verbraucher wie z. B. Braeburn, Elstar, Golden
Delicious, Granny Smith und Jonagold fuhrte u. a. zu einem erheblichen Rickgang des An-
baus alter Sorten. Die wissenschaftliche Untersuchung alter und neuer Apfelsorten stellt ein
interessantes Modell dar, mit welchem Auswirkungen eines durch Zuchtung veré&nderten

Polyphenolgehaltes bzw. -profils in Bezug auf die in-vitro-Allergenitat analysiert werden.
Der besondere Vorteil dieser Analyse besteht u. a.

() in der dauerhaften Verfugbarkeit von Apfeln bzw. deren Nachfrage (stetiger Konsum)

(I im nachgewiesenen gesundheitlichen Nutzen fur den Verbraucher (Polyphenolgehalt
alter Apfelsorten)

(1)  darin, dass das Allergenprofil von Apfeln bereits hinreichend erforscht/charakterisiert ist

(IV) in der Moglichkeit, etablierte in-vitro-Methoden diagnostisch zum Nachweis der kli-

nischen Birkenpollen-assoziierten Apfelallergie einzusetzen

4.1 Polyphenolprofil und antioxidative Kapazitat von Apfeln und ihre Struktur-
Wirkungsbeziehungen

4.1.1 Auswirkungen der Zichtung auf den Polyphenolgehalt und das -profil

Die gezielte Zichtung neuer Apfelsorten geht mit Verdnderungen im Polyphenolgehalt sowie
in deren Polyphenolprofil einher. Um diese Veranderungen zu charakterisieren, wurden die
0. g. Parameter im Fruchtfleisch und in der Schale bei 15 verschiedenen Apfelsorten (zehn
alte und funf neue Sorten) untersucht. Insgesamt konnten 20 verschiedene phenolische Ver-
bindungen mittels HPLC-DAD identifiziert und quantifiziert werden. Die Ergebnisse (Gehalte
bezogen auf Trockengewicht (TW)) der einzelnen Apfelsorten und Literaturvergleiche sind im

Manuskript | einsehbar.
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Mit der separaten Analyse des Fruchtfleisches und der Schale konnte gezeigt werden, dass
die Apfelschale einen 14-fach héheren Polyphenolgehalt (51,7 £ 26,2 mg/100 g Frischgewicht
(FW)) im Vergleich zum Fruchtfleisch (3,7 £ 1,9 mg/100 g FW) besitzt. Auch das Polyphenol-
profil variierte stark zwischen Fruchtfleisch und Apfelschale. Wahrend Flavonolglykoside aus-
schlie3lich in der Schale auftraten, verteilten sich insbesondere (+)-Catechin, (-)-Epicatechin
und Procyanidine sowie Phloridzin und Chlorogensaure auf den Schalenbereich, in einem
geringeren Gehalt auch auf das Fruchtfleisch (Manuskript | und Abb. 8). Eine wesentliche
Ursache fur den hoheren Polyphenolgehalt in der Apfelschale liegt in der Barrierefunktion
gegenuber biotischen und abiotischen Stressfaktoren begriindet. Die in der Apfelschale ent-
haltenen Flavonoide, v. a. Quercetin und seine Glykoside, tragen maf3geblich zum Schutz vor
UV-B-Strahlung bei. Des Weiteren kdonnen Flavonoide die Sporenbildung von Mikroben
inhibieren und somit vor Krankheiten wie z. B. Schorf, Mehltau und Feuerbrand schitzen
(Harborne & Williams 2000).

Ein Ziel der Apfelzucht besteht u. a. in der Kultivierung resistenter Apfelsorten, da in den letzten
Jahrzehnten die Akzeptanz gegeniber dem Einsatz von Pestiziden und anderen Pflanzen-
schutzmitteln beim Verbraucher gesunken ist (Fischer & Fischer 2004). Aus Grinden der
Funktionalitat unterschied sich der Polyphenolgehalt der Schale nicht signifikant bei den unter-
suchten neuen (45,0 + 24,7 mg/100 g FW) und alten Apfelsorten (55,0 = 27,5 mg/100 g FW)
(Abb. 8). Eine weitere Aufgabe der Apfelzucht besteht darin einen moglichst sif3en Ge-
schmack sowie eine geringe enzymatische Braunung des Fruchtfleisches zu erzielen (Fischer
& Fischer 2004, Holderbaum et al. 2010). Da Polyphenole durch ihren sauren bis herben
Geschmack bekannt sind, wurde bei der Ziichtung neuer Apfelsorten der Polyphenolgehalt
des Fruchtfleisches reduziert. Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Im Gegensatz zur
Schale konnte im Fruchtfleisch neuer Sorten (1,8 £ 0,7 mg/100 g FW) im Vergleich zu den
alten Sorten (4,6 + 1,5 mg/100 g FW) ein um 61,7 % geringerer Polyphenolgehalt ermittelt
werden (Abb. 8).

Wie in Manuskript | beschrieben, sind die untersuchten neuen Apfelsorten durch einen ge-
ringeren Gehalt an monomeren und oligomeren Flavanolen (-51,9 %), insbesondere (-)-Epi-
catechin und Procyanidinen, sowie des Dihydrochalkons Phloridzin (-81,1 %) charakterisiert.
Dies liegt darin begriindet, dass Flavanole und Phloridzin fir ihnren herben Geschmack bekannt
sind und insbesondere Procyanidine zur Bitterkeit und Adstringenz von Apfeln beitragen (Lea
& Arnold 1978). Zur Reduktion des séuerlichen Geschmacks wurde der Gehalt an Hydroxy-
zimtsauren (-63,2 %), v. a. an Chlorogensaure und Kaffeesaure, in den neuen Sorten ver-
ringert. Des Weiteren sind (-)-Epicatechin und Procyanidine sowie Chlorogensaure und
Kaffeesaure sehr gute Substrate fir die PPO und dadurch maRgeblich an der enzymatischen
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Oxidation beteiligt (Guyot et al. 2003). Folglich geht die Zucht neuer Apfelsorten mit der
Reduktion von Flavanolen und Hydroxyzimtsduren im Fruchtfleisch einher. Ciesa (2014)
konnte ebenfalls einen bis zu viermal hoheren Polyphenolgehalt im Fruchtfleisch alter Apfel-
sorten (z. B. Edelbéhmer) ermitteln, was hauptséchlich auf einen héheren Gehalt an Pro-
cyanidin B2, Chlorogenséaure und (-)-Epicatechin zurlckzufuhren ist und auch mit den

Ergebnissen dieser Arbeit belegt werden kann.
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Abb. 8: Vergleich des Polyphenolgehaltes und -profils von Fruchtfleisch und Schale alter und neuer
Apfelsorten. * signifikanter Unterschied zwischen alten (n = 10) und neuen Apfelsorten (n = 5), p < 0,05
ungepaarter t-Test); FLO: Flavonole; FLA: Flavanole; PS: Phenolsauren; DHC: Dihydrochalkone; FW:

Frischgewicht.

In der folgenden Abbildung 9 sind die Gesamtpolyphenolgehalte der untersuchten Apfelsorten
unter Bertcksichtigung der prozentualen Anteile von Schale (15,5 %) und Fruchtfleisch
(76,5 %) in Bezug auf die Gesamtfrucht dargestellt. Der Gesamtpolyphenolgehalt bewegt sich
im Bereich von 3,8 £ 0,1 mg/100 g FW (Golden Delicious) bis 21,2 £ 0,5 mg/100 g FW
(Jonathan). Die Extraktion der Polyphenole erfolgte in dieser Arbeit ohne Zugabe eines
Oxidationsschutzes, um den naturlich auftretenden Abbau der Polyphenole durch die enzyma-

tische Braunungsreaktion wahrend des Verzehrs nachzuempfinden. In Folge dessen konnte
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allerdings ein teilweiser Abbau der Polyphenole und damit eine Abnahme des Polyphenol-
gehaltes nicht verhindert werden. Deshalb sind die hier ermittelten Gesamtpolyphenolgehalte

auch geringer im Vergleich zu Literaturwerten (Stracke et al. 2009, Duda-Chodak et al. 2010).

Trotz des geringen prozentualen Anteils der Schale an der Gesamtfrucht tragt sie aufgrund
ihres hohen Gehaltes an phenolischen Verbindungen mafgeblich (56,3 % bis 90,0 %) zum
Gesamtpolyphenolgehalt bei. Die untersuchten alten Sorten besafRen einen um 32,1 %
hoheren Gesamtpolyphenolgehalt (12,1 + 4,7 mg/100 g FW) im Vergleich zu den neuen Apfel-
sorten (8,2 £ 4,0 mg/100 g FW). Die Reduktion des Polyphenolgehaltes sowie die Veréanderung
des -profils wurde durch das gezielte Einkreuzen von polyphenolarmen Apfelsorten (z. B.
Golden Delicious) realisiert. Ein Beispiel hierfiir ist die Apfelsorte Jonagold - eine Neuziichtung
aus den Sorten Jonathan und Golden Delicious. Im Vergleich zu Jonathan wies die Sorte Jona-
gold einen um 35,3 % geringeren Gesamtpolyphenolgehalt auf. Dabei war der Unterschied
zwischen den zwei Sorten beziiglich des Fruchtfleisches (74,0 %) gré3er als der Unterschied,
die Schale betreffend (25,5 %).

Jonathan* F—ih
Ontario* I =g
Berlepsch* = f
Jonagold* I e
Roter Boskoop* NG He
Goldparmane* NN e
oldenburger [ Hd
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Abb. 9: Vergleich des Gesamtpolyphenolgehaltes alter und neuer Apfelsorten. Der Gesamtpolyphenol-
gehalt wurde unter Berlcksichtigung der prozentualen Anteile von Schale (15,5 %) und Fruchtfleisch
(76,5 %) an der Gesamtfrucht berechnet. 2 Mittelwerte mit unterschiedlichen hochgestellten Buch-
staben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test S-N-K).

FW: Frischgewicht; *: alte Apfelsorten; **: neue Apfelsorten.
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4.1.2 Einfluss des Polyphenolprofils auf die antioxidative Kapazitét

Polyphenole sind, neben Vitamin C, die wichtigsten hydrophilen Radikalfanger in vivo und
gelangen tiber die Nahrungsaufnahme, wie z. B. iber den Verzehr von Apfeln, in den mensch-
lichen Organismus. In zahlreichen Studien wurde beobachtet, dass Polyphenole unter-
schiedliche antioxidative Potenziale aufweisen (Bors & Michel 2002, Rice-Evans et al. 1995).
Deshalb wurde die RAA (Berechnung siehe Manuskript I) der identifizierten phenolischen
Verbindungen anhand von Polyphenolstandards im TPC nach Folin Ciocalteu, H-TEAC- und
H-ORAC-Test ermittelt. Aufgrund dessen, dass Vitamin C eine weit verbreitete hydrophile anti-
oxidative Komponente in Obst und Gemdse ist (Lee at al. 2003), wurde zusatzlich die RAA
von Vitamin C bestimmt. Die Ergebnisse befinden sich in Manuskript | sowie in Tabelle 5.

Tab. 5: Vergleich der relativen antioxidativen Aktivitat identifizierter phenolischer Verbindungen in

Apfeln sowie von Vitamin C in verschiedenen hydrophilen Testsystemen.

Klassifizierung Phenolische Verbindung TPC H-TEAC H-ORAC
Flavonole Avicularin 0,7 3,5 6,7
Hyperoside 0,8 4.4 7,9
Isoquercitrin 0,7 3,7 7,2
Quercetin 1,1 4,2 6,8
Quercitrin 0,7 3,6 6,6
Reynoutrin 0,7 3,3 8,6
Rutin? 0,5 4,0 91
Flavanole (+)-Catchin 0,9 2,6 4,9
(-)-Epicatechin 11 3,0 5,0
Procyanidin A2 0,7 3,9 6,0
Procyanidin B1 0,8 5,6 10,4
Procyanidin B2 0,6 4,9 9,6
Procyanidin C1 0,7 6,0 10,4
Dihydrochalkone Phloridzin? 0,4 3,2 8,7
Phenolsauren Chlorogensaure 0,7 1,2 4,7
Ferulasaure 0,7 2,0 2,9
Gallusséaure 1,0 3,8 1,7
Kaffeesaure 1,0 1,0 4,0
p-Cumarsaure 0,7 2,2 4,9
Protocatechusaure 1,2 1,0 4,3
Vergleich mit Vitamin C 0,6 0,8 0,9

RAA: Relative antioxidative Aktivitdt = AOA/c; AOA: antioxidative Aktivitat der phenolischen Verbindung; c: Konzentration der
phenolischen Verbindung; TPC: Gesamtphenoltest nach Folin-Ciocalteu; H-TEAC: hydrophiler trolox antioxidant capacity-Test;
H-ORAC: hydrophiler oxygen radical absorbance capacity-Test; * Rutin als Rutintrihydrat; 2 Phloridzin als Phloridzindihydrat.

Anhand der erhobenen RAA-Werte kann bestéatigt werden, dass die im Apfel enthaltenen
phenolischen Verbindungen unterschiedlich starke antioxidative Potenziale besitzen und
daher auch in einem unterschiedlichen MaR zur AOK von Apfeln beitragen. Flavanole und

Flavonole wiesen dabei die hdéchsten RAA-Werte auf. Dies stimmt auch mit Publikations-
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ergebnissen von Chinnici et al. (2004), Stracke et al. (2009) und Wojdyto, Oszmianhski &
Laskowski (2008) Uberein. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Polyphenole starkere
Antioxidantien gegenuber Vitamin C sind (Lee et al. 2003). Unter Berlcksichtigung der quanti-
fizierten Polyphenolgehalte wurde der relative Beitrag jeder einzelnen phenolischen Verbin-
dung an der AOK der Schale bzw. des Fruchtfleisches im H-ORAC-Test ermittelt (Abb. 1
Manuskript 1). Dabei bildeten Flavonole mit 15,9 + 6,5 % den Hauptanteil zur AOK der
Apfelschale. Tsao et al. (2005) zeigten ebenfalls, dass Flavonole, neben Procyanidinen, den
groten relativen Beitrag zur AOK in der Schale lieferten. Im Fruchtfleisch hingegen wies
Vitamin C mit 9,1 + 2,6 % den grof3ten relativen Beitrag zur AOK auf, was auf den hdheren
Gehalt im Vergleich zu Polyphenolen zuriickzufiihren ist (Abb. 1 und Tab. 4 Manuskript I).

Beim Vergleich der AOK alter und neuer Apfelsorten wird deutlich, dass sowohl die Reduktion
des Vitamin-C- als auch des Polyphenolgehaltes im Fruchtfleisch neuer Sorten ebenso mit
einer Abnahme der AOK in allen drei Testsystemen einherging (Tab. 4 Manuskript I).
Insgesamt konnte ein relativer Beitrag von 15,9 + 4,1 % (Fruchtfleisch) bis 26,1 + 7,0 %
(Schale) mit Hilfe der quantifizierten Gehalte an Polyphenolen und Vitamin C berechnet
werden (Berechnung siehe Manuskript I). Die Tatsache, dass alle berechneten AOK-Ergeb-
nisse geringer ausfielen als die gemessenen AOK-Werte deutet auf unquantifizierte phe-
nolische Verbindungen sowie moégliche Synergismen und/oder Antagonismen zwischen den
Polyphenolen hin (Tsao et al. 2005, Lee et al. 2003). Verglichen mit Literaturwerten waren die
berechneten AOK-Werte geringer, was auf Unterschiede in den Apfelsorten, die Proben-
vorbereitung (Verzicht eines Oxidationsschutzes), die AOK-Tests bzw. Methoden fiir die
Extraktion und Quantifizierung der phenolischen Verbindungen zuriickzufiihren ist. (Tsao et
al. 2005, van der Sluis 2002, Chinnici et al. 2004).

4.1.3 Struktur-Wirkungsbeziehungen von Polyphenolen

Neben der Untersuchung des Einflusses phenolischer Verbindungen auf die AOK von alten
und neuen Apfelsorten wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen von Polyphenolen analysiert.
Im TPC nach Folin-Ciocalteu fuhren eine erhdhte Delokalisierung und Konjugation von Tr-
Elektronen zu einer Verringerung des IP. Als Voraussetzungen hierfuir werden Resonanz-
effekte und Planaritat diskutiert (Leopoldini et al. 2004). Dieser Zusammenhang erklart die
geringe Aktivitat von Phloridzin, welches aufgrund des offenen Ringsystems zwischen Ring A
und B keine Planaritat aufweist. Auch fuhrt das Fehlen der 2,3-Doppelbindung zu einem ver-
ringerten Resonanzeffekt. Diese Merkmale sind ein struktureller Vorteil von Quercetin (Rice-
Evans, Miller & Paganga 1997). Im H-TEAC-Test wurde ein Zusammenhang zwischen der
steigenden Anzahl an Hydroxylgruppen am aromatischen Ring und der Stéarke des antioxi-
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dativen Potenzials bei den Flavonoiden festgestellt, wie es bereits Salah et al. (1995) im H-
TEAC-Test zeigen konnten. Die hier ermittelten Aktivitdten stimmen zudem gut mit RAA-
Werten von Rice-Evans, Miller & Paganga (1996) und (1997) tiberein. Anhand des Vergleiches
von Quercetin mit (+)-Catechin und (-)-Epicatechin konnte der positive Einfluss der 4-Oxogrup-
pierung in Verbindung mit der 2,3-Doppelbindung am C-Ring im H-TEAC- sowie H-ORAC-
Test bestatigt werden. Die 2,3-Doppelbindung in Kombination mit der 4-Oxofunktion am C-
Ring fuhren zur Delokalisierung des entstehenden Phenoxylradikals und erhdhen damit
dessen Stabilitat, was sich in einer hohen RAA widerspiegelt (Salah et al. 1995).

Des Weiteren zeigten Phenolsduren geringere RAA-Werte im Vergleich zu Flavonoiden
(sowohl im H-TEAC- als auch im H-ORAC-Test), was auf die erhéhte Anzahl an o-stéandigen
Hydroxylgruppen zuriickzufihren ist und mit Untersuchungen von Guo et al. (1997) und
Davalos, Gomez-Cordovés & Bartolomé (2004) Ubereinstimmt. Deshalb wiesen die Procya-
nidine B1, B2 und C1 die hochsten RAA-Werte gegeniiber O~ (H-TEAC) und ROO’ (H-ORAC)
auf, da sie die héchste Anzahl an Hydroxylgruppen besitzen (Salah et al. 1995). Davalos,
GOmez-Cordovés & Bartolomé (2004) stellten weiterhin fest, dass Kaffeesaure eine hohere
Effektivitat als Ferulasaure aufweist, was in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte.
Dieser Unterschied kénnte auf die Substitution einer Hydroxylgruppe durch eine Methoxy-
gruppe bei Ferulasaure zurlckzufuhren sein. Das Fehlen der Catechol-Funktion flhrt zu einer
geringeren Stabilitat des Radikals und erhtéht somit die BDE, was mit einem geringeren
antioxidativen Potenzial einhergeht (Leopoldini et al. 2004). Anhand des Vergleiches der RAA
verschiedener phenolischer Verbindungen wird deutlich, dass das antioxidative Potenzial von
Polyphenolen maRgeblich von der chemischen Struktur abhangt. In der nachfolgenden Ab-
bildung 10 sind wichtige Strukturmerkmale dargestellt, welche essentiell fir die antioxidativen

Eigenschaften der Polyphenole sind (Ozgova, Hefmanek & Gut 2003).

Abb. 10: Strukturelle Voraussetzungen flr die antioxidative Wirksamkeit von Polyphenolen (in An-
lehnung an Ozgova, Hefmanek & Gut 2003). (A): Flavonoide am Beispiel von Quercetin; (B): Hydroxy-

benzoesauren am Beispiel von Gallusséaure; (C) Hydroxyzimtsauren am Beispiel von Kaffeesaure.
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Die RAA-Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass das Festlegen einer allgemeingultigen Rang-
folge der Polyphenole gemaR ihrer antioxidativen Wirkung nicht mdglich ist, da phenolische
Verbindungen in Abhangigkeit von der verwendeten Methode unterschiedlich RAA-Werte auf-
wiesen. Griunde hierfur sind u. a., dass die Methoden auf unterschiedlichen Reaktionsmecha-
nismen, Redoxpotentialen, pH-Abhangigkeiten sowie Lésungsmitteln basieren (Karmowski
2015). Des Weiteren reagieren einzelne phenolische Verbindungen unterschiedlich stark auf
verschiedene Radikalspezies (Husain, Cillard & Cillard 1987, Huguet, Mafiez & Alcaraz 1990,
Rice-Evans, Miller & Paganga 1996). So wird z. B. das ROO" im H-ORAC-Test starker von
Flavonolen, Flavanolen und dem Dihydrochalkon Phloridzin abgefangen als von Phenol-
sauren. Auch die Eigenschaften der oxidierbaren Substanzen kdnnen die antioxidative Wirk-
samkeit beeinflussen (Bohm et al. 1998). Daher ist ein Vergleich der antioxidativen Wirkung
verschiedener Verbindungen oder Lebensmittelextrakte nur innerhalb eines einzigen Test-
systems sinnvoll (Apak et al. 2013, Karmowski 2015).

4.2  Allergisches Potenzial von Apfeln und mogliche Einflussfaktoren

4.2.1 Vergleich des allergischen Potenzials verschiedener Apfelsorten

In Vorexperimenten wurde zunachst die in-vitro-Allergenitat des Fruchtfleisches von zehn ver-
schiedenen Apfelsorten in Abhangigkeit vom Gesamtproteingehalt untersucht, um u. a. geeig-
nete Konzentrationen fur die Stimulation in CAST und BAT zu ermitteln (Abb. 11). Bei einer
Proteinkonzentration des Apfelextraktes von 1,0 mg/ml erfolgte eine Uberstimulation im CAST,
wahrend eine Konzentration von 0,01 mg/ml zu einer sehr geringen Stimulation fihrte, die zum
Teil sogar unterhalb der Stimulationskontrolle von = 200 pg/ml lag. Aus diesem Grund wurde
fur den CAST daraufhin ein Gesamtproteingehalt von 0,1 mg/ml als geeignete Konzentration

fur die Stimulationsprozesse herangezogen.

Im BAT hingegen wurde eine geeignete Stimulation mit einer Gesamtproteinkonzentration des
Apfelextraktes von 1,0 mg/ml erzielt, da geringere Konzentrationen wie z. B. 0,1 mg/ml und
insbesondere 0,01 mg/ml bei einigen Probanden nicht fur eine Stimulation ausreichten. Die
Ergebnisse der Vorexperimente zeigten bereits, dass alte Apfelsorten eine geringere in-vitro-
Allergenitat (CAST: -53,5 %; BAT: -28,0 %) im Vergleich zu neuen Sorten aufweisen (Abb. 11).
Eine Ausnahme war die alte Apfelsorte Jonathan, welche die hdchste Allergenitat im BAT und
die dritthéchste im CAST verzeichnete. Auch Ricci et al. (2010) konnten mittels Pricktechnik
bei 19 Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern nachweisen, dass die Sorte Jonathan ein

hoheres allergisches Potenzial im Vergleich zu Jonagold und Golden Delicious besitzt. Anhand
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der Vorexperimente wurde Granny Smith als Sorte mit einem sehr hohen allergischen
Potenzial identifiziert. Ontario und Dulmener Rosenapfel konnten hingegen als Apfelsorten mit
einem geringen allergischen Potenzial eingestuft werden (Abb. 11). Da die Vorexperimente
ausschlielich im Blut von nur vier Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern erfolgten, wurde
eine Pilotstudie mit 34 Probanden durchgefihrt, in welcher die in-vitro-Allergenitéat der neuen
Apfelsorten, Granny Smith und Braeburn, sowie der alten Sorten, Ontario und Dulmener
Rosenapfel, erneut untersucht wurden. Die neue Apfelsorte Braeburn wurde hinzugezogen,
da diese den geringsten Polyphenolgehalt (im Fruchtfleisch) von allen untersuchten Sorten
aufwies. Weitere Details zur Pilotstudie befinden sich im Methodenteil des Manuskriptes Il.
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Abb. 11: Vergleich der in-vitro-Allergenitat alter und neuer Apfelsorten. (A) Verlauf der Konzentration
an Sulfidoleukotrienen (sLT) in Abh&éngigkeit vom Gesamtproteingehalt; (B) Vergleich der sLT-Frei-
setzung verschiedener Apfelsorten bei einem Proteingehalt von 0,1 mg/ml; (C) CD63-Basophilen-
aktivierung (CD63) in Abhangigkeit vom Gesamtproteingehalt; (D) Vergleich der CD63 bei verschie-
denen Apfelsorten mit einem Proteingehalt von 1,0 mg/ml. Die Stimulation erfolgte im Blut von Birken-
pollen-assoziierten Apfelallergikern (n = 4). a< Mittelwerte mit unterschiedlichen hochgestellten Buch-

staben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; einfaktorielle Varianzanalyse mit Post-hoc-Test S-N-K).
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Von den 34 Teilnehmern zeigten 27 Probanden eine Reaktion auf die Stimulationskontrollen
und auf rMal d 1 in CAST und BAT (Tab. 1 Manuskript Il). In beiden in-vitro-Testsystemen be-
safld die Sorte Ontario die geringste in-vitro-Allergenitat, gefolgt von Dilmener Rosenapfel. Bei
den beiden neuen Sorten Braeburn und Granny Smith kam es hingegen zu einer héheren sLT-
Freisetzung und einer héheren Aktivierung von CD63-Basophilen (Tab. 2 Manuskript Il). Eine
Vielzahl von Vero6ffentlichungen, die sich ebenfalls der Untersuchung des allergischen Poten-
zials verschiedener Apfelsorten widmeten, sind in Tabelle 6 aufgefihrt. Dabei wurden sowohl
in-vitro- (Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST)) als auch in-vivo- (orale Provokation, Pricktests)
diagnostische Methoden angewendet, in den meisten Fallen jedoch ohne getrennte Betrach-
tung von Fruchtfleisch und Schale bzw. Unterscheidung zwischen alten und neuen Sorten.

Tab. 6: Vergleich der Allergenitat verschiedener Apfelsorten.
Methode

16 Apfelsorten, RAST,
SPT, oP, 3 Probanden

Literatur Allergenitat verschiedener Apfelsorten

Vieths et al. (1994)

Golden Delicious > Boskoop > Jamba

de Groot et al. (1996)

Bolhaar et al. (2005)

Carnés, Ferrer &

Fernandez-Caldas (2006)

Ricci et al. (2010)

Vlieg-Boerstra et al. (2011)

Vlieg-Boerstra et al. (2013)

Vegro et al. (2016)

Wagner et al. (2016)

Kschonsek et al. (2019)

2 Apfelsorten, RAST,
SPT, 79 Probanden

19 Apfelsorten, SPT,
oP, 23 Probanden

10 Apfelsorten, SPT,
22 Probanden

11 Apfelsorten, SPT,
19 Probanden

68 Apfelsorten, SPT,
oP, 33 Probanden

8 Apfelsorten, SPT,
85 Probanden

24 Apfelsorten, SPT,
76 Probanden

6 Apfelsorten, SPT,

6 Probanden

4 Apfelsorten, CAST,
BAT, 27 Probanden

Granny Smith > Golden Delicious

Golden Delicious > Gala > Santana

Red Delicious (Starking) >
Golden Delicious > Reineta Parda

Jonathan > Jonagold > Golden

Delicious > Fiesta

Golden Delicious > Pink Lady >

Santana > Elise

Golden Delicious > Kanzi >

Granny Smith > Modi > Elise > Santana

Ambrosia > Gloster > Modi >

Golden Delicious

Golden Delicious > Gloster > Szampion

> Cortland > Jonagold > Idared

Granny Smith > Braeburn >

Dulmener Rosenapfel > Ontario

RAST: Radio-Allergo-Sorbent-Test; SPT: Haut-Prick-Test; oP: orale Provokation, CAST: zellulérer Antigenstimulationstest,

BAT: Basophilenaktivierungstest.

36



DISKUSSION

Literaturrecherchen und auch die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass v. a. die
neuen Sorten Golden Delicious und Granny Smith eine hohe Allergenitat sowohl in-vitro als
auch in-vivo besitzen (Abb. 11 und Tab. 6). Auffallend ist, dass insbesondere die im Super-
markt erhaltlichen und beim Verbraucher beliebten, neuen Apfelsorten Gala, Golden Delicious,
Granny Smith, Jonagold, Kanzi, Pink Lady und Red Delicious durch ein hohes allergisches
Potenzial zu charakterisieren sind. Vlieg-Boerstra et al. (2013) und Bolhaar et al. (2005)
konnten dartiber hinaus zeigen, dass die fur Allergiker empfohlenen Sorten Elise und Santana
eine geringe Allergenitét in vivo aufweisen. Eine Analyse von Vieths et al. (1994) bestétigte,
dass die neue Sorte Golden Delicious stérkere allergische Reaktionen im Vergleich zu den
alten Apfelsorten Boskoop und Jamba hervorruft.

Diskutiert wird der Allergengehalt v. a. von Mal d 1 als mdgliche Ursache fur die genannten
sortenspezifischen Unterschiede in Bezug auf das allergische Potenzial (Son & Lee 2001).
Genetische Untersuchungen bestétigen die Existenz von mindestens 18 Genen, welche fir
unterschiedliche Isoformen von Mal d 1 codieren, jedoch mit unterschiedlichen Expressions-
niveaus (Botton et al. 2008, Gao et al. 2005 und 2008, Puhringer et al. 2003). Gao et al. (2008)
zeigten, dass die allele Zusammensetzung von zwei spezifischen Genen (Mal d 1.04 und
Mal d 1.06) mit der Allergenitat assoziiert ist. Bisher existieren nur wenige Studien, in denen
neben dem allergischen Potenzial auch der Mal d 1-Gehalt der verschiedenen Apfelsorten
bestimmt wurde. Ein linearer Zusammenhang zwischen Allergengehalt und Allergenitat konnte
allerdings in den wenigen bislang untersuchten Sorten nicht hinreichend nachgewiesen

werden.

In der hier durchgefiihrten Pilotstudie wurde zusatzlich zum allergischen Potenzial der Mal d 1-
Gehalt der untersuchten Apfelsorten bestimmt. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
in-vitro-Allergenitat und dem Mal d 1-Gehalt konnte jedoch nicht festgestellt werden. Die
Ergebnisse und Literaturvergleiche sind im Manuskript Il einsehbar. Aber auch innerhalb einer
einzelnen Apfelsorte kdnnen Unterschiede bezlglich der Allergenitét auftreten. Vlieg-Boerstra
et al. (2013) stuften im Gegensatz zu den Ergebnissen von de Groot et al. (1996) und dieser

Arbeit die Sorte Granny Smith als weniger allergisch gegenuber Golden Delicous ein.

Diese widerspruchlichen Daten kdnnen z. B. mit natirlichen Schwankungen im Allergengehalt
begriindet werden, welche durch unterschiedliche Wachstumsbedingungen der Baume an den
jeweiligen Standorten bedingt sind. Auch Unterschiede im Reifestadium der Apfel und in der
Lagerungsart bzw. -dauer kdnnen zu variierenden Allergengehalten fuhren, da mit voran-
schreitender Fruchtreife und wahrend der CA (controlled atmosphere)-Lagerung ein Anstieg
des Mal d 1-Gehaltes und damit eine Zunahme der allergenen Wirkung beobachtet werden

konnte (Matthes & Schmitz-Eiberger 2009, Schmitz-Eiberger & Matthes 2011). Des Weiteren
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sind Unterschiede im allergischen Potenzial auch auf eine ungleichmafige Verteilung von
Mal d 1 im Bezug auf die Gesamtfrucht zurtickzufiilhren. Bekannt ist, dass die Apfelschale
einen hoheren Allergengehalt gegentiber dem Fruchtfleisch besitzt, somit wird die Allergenitéat
auch von der jeweils getesteten Region des Apfels beeinflusst (Fernandez-Rivas & Cuevas
1999, Nybom, Cervin-Hoberg & Andersson 2013). Und gerade deshalb kénnen, je nachdem
ob die Gesamtfrucht oder der geschalte Apfel (nur Fruchtfleisch) zur Testung herangezogen
wurde, unterschiedlich starke allergische Reaktionen entstehen. Vlieg-Boerstra et al. (2013)
zeigten, dass um optimale Pricktest-Ergebnisse erzielen zu kdnnen, in der Stielnahe der Apfel
und nicht im Zentrum der Apfelfrucht getestet werden sollte. Skamstrup Hansen et al. (2001)
stellten zudem fest, dass die klinische Reaktivitat gegentiber Apfeln (orale Provokation) in der
Gruppe der Birkenpollen-assoziierten Apfelallergiker wéahrend der Birkenpollensaison ansteigt.
Die Intensitat allergischer Reaktionen beziglich einer einzelnen Apfelsorte konnte auch auf
die individuelle Sensibilitdt der Probanden zurtickzufiihren sein. So kam es auch in der hier
durchgefuhrten Pilotstudie bei einzelnen Probanden zu einer hdheren Freisetzung von Sulfido-
leukotrienen und Basophilenaktivierung bei den getesteten alten Apfelsorten im Vergleich zu

den Neuen.

4.2.2 Einfluss von Polyphenolen auf das allergische Potenzial von Apfeln

Wie bereits erwéhnt, wird die wachsende Zahl Birkenpollen-assoziierter Apfelallergiker mit
dem hoheren Konsum neuer Apfelsorten in Verbindung gebracht. Da sich das Fruchtfleisch
neuer Apfelsorten durch einen geringeren Polyphenolgehalt sowie durch ein verandertes
Polyphenolprofil gegentiber alten Sorten unterscheidet (Manuskript | sowie Kapitel 4.1.1) liegt
die Hypothese nahe, dass Polyphenole Einfluss auf das allergische Potenzial von Apfeln
haben konnen. In der durchgefiihrten Pilotstudie konnte die 0. g. Hypothese mittels einer
inversen Korrelation zwischen der Konzentration an Sulfidoleukotrienen sowie der CD63-
Basophilenaktivierung und dem Gesamtpolyphenolgehalt der vier getesteten Sorten bestéatigt
werden. Darauf basierend konnte gezeigt werden, dass héhere Polyphenolgehalte (Frucht-
fleisch alter Sorten) mit geringeren allergischen Reaktionen im Blut der Probanden einher-

gehen (siehe Manuskript I1).

Eine Vielzahl von Studien berichtet von einer antiallergischen Wirkung von Polyphenolen bzw.
von mit Polyphenolen angereicherten Pflanzenextrakten, sowohl in vitro als auch in vivo. Dabei
wird u. a. postuliert, dass Polyphenole die Entwicklung von allergischen Immunantworten
wahrend der allergischen Sensibilisierung und nach erneuter Re-Exposition mit dem betref-
fenden Allergen beeinflussen kdnnen, indem sie unlésliche, irreversible Komplexe mit poten-

ziell allergenen Proteinen bilden (Chung & Champagne 2009, Singh, Holvoet & Mercenier
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2011). Als Voraussetzung fur diese antiallergische Wirkung von Polyphenolen wird die
enzymatische Braunungsreaktion diskutiert. Derzeit wird vermutet, dass die PPO-katalysierte
Oxidation phenolischer Verbindungen Proteine modifiziert, wobei es zu einem Verlust der
Allergenitat kommt (Son & Lee 2001).

Einige Studien untersuchten die antiallergische Wirkung von Polyphenolen im Zusammenhang
mit der enzymatischen Braunungsreaktion, wie z. B. Gruber et al. (2004). Sie berichteten tUber
eine Abnahme der IgE-Bindungsaktivitat von rPru av 1 (rekombinantes Allergen der Kirsche)
als Folge der PPO-katalysierten Oxidation von Polyphenolen. In Untersuchungen von Chung,
Kato & Champagne (2005) und (2009) wurden Proteinextrakte auf der Basis von Erdnuss-
produkten mit verschiedenen Polyphenolen (Kaffeesaure, Chlorogensaure und Ferulasaure)
behandelt. Die Ergebnisse beider Studien belegen, dass die Bildung unléslicher Allergen-
komplexe mit phenolischen Verbindungen zu einer Verringerung des Gehaltes an ldslichen
Erdnussallergenen fiihrt, wobei diesbeziiglich eine starkere Wirkung von Kaffeesaure im Ver-
gleich zu Chlorogenséaure beobachtet werden konnte. Die Autoren der oben genannten
Veroffentlichungen postulieren, dass die Bildung von phenolischen Oxidationsprodukten (u. a.
0-Chinone) wahrend der enzymatischen Braunungsreaktion ein zentraler Baustein ist. o-
Chinone sind hochreaktive elektrophile Molekile, welche mit sich selbst reagieren oder eine
Vielzahl von zellularen Nukleophilen kovalent modifizieren und vernetzen (cross-linking)
kénnen. Sie reagieren mit funktionellen Gruppen von Proteinen oder Aminosauren, wie
Sulfhydryl-, Amin-, Amid-, Indol- und Imidazolsubstituenten. Primérprodukte sind Schiffsche
Basen, N-Chinonylderivate, S-Chinonylderivate und einfache Aldehyde, die aus dem Strecker-
Abbau entstehen (Bittner 2006).

Diese irreversiblen Anderungen in der Tertiarstruktur des Allergens kénnen zum Verlust von
Konformationsepitopen filhren. Mal d 1 wurde als 17-18 kDa grof3es Protein mit 158-159
Aminosauren identifiziert (Hoffmann-Sommergruber et al. 1997). Untersuchungen von Ferreira
et al. (2000) zeigten, dass die Aminosaurepositionen 10 (T), 30 (T), 57 (1), 112 (S), 113 (I) und
125 (N) fur die IgE-Bindung von Bet v 1 und Mal d 1 relevant sind und somit als Konformations-
epitope fungieren. Werden Aminosauren aus diesen Pasitionen durch Vernetzung mit reak-
tiven phenolischen Oxidationsprodukten strukturell verandert, konnte dies zu einer Maskierung
von Epitopregionen in Mal d 1 fuhren, was wiederum die IgE-Bindung inhibiert. Dies hat zur
Folge, dass allergische Reaktionen ausbleiben, da die Basophilen- und Mastzellenaktivierung
verhindert wird und damit die verbundene Freisetzung von Mediatoren wie z. B. Sulfidoleuko-
trienen und Histamin (Yaylayan 2003, Bittner 2006, Pearce, Befus & Bienenstock 1984).

Bei der Herstellung der Apfelextrakte fur die Pilotstudie wurde kein Oxidationsschutz ver-

wendet, weshalb die PPO-katalysierte Oxidation, der im Apfel enthaltenen Polyphenole, ab-
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laufen konnte. Coseteng & Lee (1987) postulierten, dass neben der PPO-Aktivitat v. a. die
Substratkonzentration ein wesentlicher Faktor ist, welche die enzymatische Braunung be-
einflussen. Aufgrund dessen, dass alte Apfelsorten einen héheren Gesamtpolyphenolgehalt
besitzen, liegt die Hypothese nahe, dass der hdhere Umsatz an Polyphenolen durch die PPO
im Zusammenhang mit dem geringeren allergischen Potential von Ontario und Dilmener

Rosenapfel steht.

Anhand von in-vitro-Experimenten, in welchen der Einfluss der enzymatischen Braunung auf
das allergische Potenzial von Apfeln untersucht wurde, konnte der Zusammenhang zwischen
der Abnahme des Gesamtpolyphenolgehalts und der Abnahme der in-vitro-Allergenitat (Ab-
nahme der Sulfidoleukotrien-Konzentration, der CD63-Basophilenaktivierung und des Mal d 1-
Gehaltes) bestatigt werden (Abb. 1 Manuskript Il und Tab. 1 Manuskript IIl). Korrelations-
analysen zeigen zudem, dass Chlorogensaure, Kaffeesaure und (-)-Epicatechin den starksten
Einfluss auf die in-vitro-Ergebnisse hatten (Manuskript Il und Manuskript Ill), was insbesondere
darauf zurtickzufiihren ist, dass diese phenolischen Verbindungen sehr gute Substrate fir die
PPO sind. Im in-vitro-Modellsystem konnte die antiallergische Wirkung der o. g. Polyphenole
im Zusammenhang mit der enzymatischen Braunungsreaktion bestatigt werden (Tab. 4 Manu-
skript 111).

Eine Studie von Kiewning et al. (2013) kam jedoch zu einem anderen Ergebnis. Sie stellten
anhand von Korrelationsanalysen fest, dass der Umsatz von Catechin und (-)-Epicatechin
durch die PPO keinen Effekt auf das allergische Potential von Apfeln besitzt. Sie gehen viel-
mehr davon aus, dass die PPO-Aktivitat einer jeden Apfelsorte fir ihre Allergenitat ausschlag-
gebend ist. Die alleinige Behandlung von rMal d 1 mit PPO konnte auch im durchgefiihrten
Modellsystem die Konzentration an Sulfidoleukotrienen und die CD63-Basophilenaktivierung
sowie die IgE-Bindungskapazitat signifikant im Vergleich zur Kontrolle verringern (Tab. 4

Manuskript 11).

Als mogliche Ursache werden Tyrosinreste an der Oberflache von Proteinen diskutiert, welche
durch ihre strukturelle Ahnlichkeit zu Polyphenolen ebenfalls von der PPO oxidiert werden
konnen. Die oxidierten Tyrosinreste haben das Potential, kovalente Verbindungen mit Lysin,
Cystein oder Tyrosin einzugehen, was zum cross-linking von Proteinen fiihren kann und da-
durch bedingt die Tertiarstruktur des Allergens verandert, was den Verlust von Konformations-
epitopen verursacht (Chung & Champagne, 2009, Wu et al. 2016, Ahmed et al. 2018). Deshalb
ist denkbar, dass zu den bereits genannten Aminosaurepositionen von Ferreira et al. (2000),
auch Tyrosinpositionen (Positionen 66, 81, 83, 120, 150, 158) als Konformationsepitope fun-
gieren und daher fur die IgE-Bindung von Bet v 1 und Mal d 1 verantwortlich sind. Dies wirde

auch erklaren, warum die Behandlung mit PPO ohne Zusatz von Chlorogensaure, Kaffeesaure
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oder (-)-Epicatechin bereits zu einer Abnahme des rMal d 1-Gehaltes fuhrte, was im kompe-

titiven ELISA als Abnahme der IgE-Bindung zu beobachten war (Tab. 4 Manuskript 111).

Untersuchungen von Garcia, Wichers & Wichers (2007) zeigten, dass die Zugabe von PPO zu
einem Apfelextrakt (Golden Delicious) die IgE-Bindung von Mal d 1 reduzierte und eine Kombi-
nation aus PPO und Catechin zu einer noch starkeren Hemmung fihrte. Auch Ahmed et al.
(2018) stellten fest, dass das PPO-katalysierte cross-linking von Proteinen durch die Zugabe
von phenolischen Verbindungen verstarkt werden kann. Beide Studien bestétigen die Ergeb-
nisse des durchgefiihrten Modellsystems. Die Ergebnisse der Manuskripte Il und 11l sowie ein
Literaturvergleich zeigen, dass der Mal d 1-Gehalt effektiv durch die enzymatische Braunung
reduziert werden kann. Da das allergische Potenzial einer Apfelsorte u. a. vom Mal d 1-Gehalt
abhangt (Kapitel 4.1.1), konnen Apfelsorten mit einem hohen Gesamtpolyphenolgehalt sowie
hoher PPO-Aktivitat eine geringere Allergenitat aufweisen. Dies kann wiederum die Ursache
fur die verringerte Allergenitét der alten Apfelsorten (Ontario und Dilmener Rosenapfel) im
Vergleich zu den Neuen (Braeburn und Granny Smith) sein.

Neben der bereits beschriebenen antiallergischen Wirkung durch die enzymatische Brau-
nungsreaktion besitzen Polyphenole (v. a. Flavanoide) auch eine direkte Wirkung auf die Anti-
genprasentation durch dendritische Zellen, indem sie u. a. die Zelloberflichenexpression von
MHC-I1I und co-stimulatorischen Molekiilen (CD80, CD86) inhibieren, was zu einer ineffizienten
Antigenprasentation sowie zur Hemmung der Zytokinproduktion fiihrt (Gong & Chen 2003, Kim
et al. 2007). Bei sensibilisierten Personen flihrt eine erneute Exposition mit dem Allergen zur
Differenzierung und Expansion von naiven CD4*-T-Zellen zu Tu2-Zellen, welche die adaptive
Immunantwort durch die Sekretion von Zytokinmediatoren (IL-4 und IL-13) férdern, die fir eine
allergische Immunantwort charakteristisch sind. Diese Tu2-Zellen sind wichtig fir die B-Zell-
aktivierung und IgE-Produktion sowie die Sekretion von Chemokinen, welche allergische
Immunzellen wie Mastzellen und Eosinophile an Entziindungsstellen anziehen. Polyphenole
wie Catechine und ihre Derivate konnen die T-Zell-Proliferation und die Tu2-Zytokinproduktion
hemmen und dadurch bedingt die Antikorperproduktion tber B-Zellen beeinflussen (Graff &
Jutila 2007, Zuercher et al. 2010).

Gut untersucht ist auch die hemmende Wirkung von Polyphenolen auf die Degranulation von
Effektorzellen, wie Mastzellen und Basophile (Pearce et al. 1984). Dabei werden zwei Mecha-
nismen postuliert, zum einen, dass Polyphenole die Bildung von Allergen-IgE-Komplexen
inhibieren, indem sie selbst unldsliche, irreversible Komplexe mit potenziell allergenen Pro-
teinen bilden, und zum anderen, dass sie die Bindung des Allergen-lgE-Komplexes an den
FceRI auf der Oberflache von Mastzellen und Basophilen herabsetzen (Tokura et al. 2005,

Yano, Tachibana & Yamada 2005).
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Des Weiteren wird in der Literatur beschrieben, dass Polyphenole intrazellulare Signalwege,

wie z. B. die Tyrosin-Phosphorylierung durch Lyn, inhibieren, was die Degranulation von Mast-

zellen und Basophilen und die damit verbundene Sezernierung vorgeformter Mediatoren (wie
z. B. Histamin) herabsetzt (Yamashita et al. 2000, Nakano et al. 2008). Eine Ubersicht postu-

lierter antiallergischer Wirkmechanismen ist in der nachfolgenden Tab. 7 aufgelistet.

Tab. 7: Antiallergische Wirkmechanismen von Polyphenolen.

Phenolische Verbindung

Wirkmechanismus

Antiallergische Wirkung

Quercetin

(Fewtrell & Gomperts 1977)

Catechin und Epicatechin
(Yamashita et al. 2000)

Flavonoide
(Gong & Chen 2003)

Catechin/-derivate
(Yano et al. 2007)

Procyanidin C1
(Nakano et al. 2008)

Chlorogensaure,
Kaffeesaure, Ferulasaure
(Chung & Champagne
2009)

Epicatechin
(Singh et al. 2014)

Inhibierung der
Kalziumaufnahme durch
Wechselwirkung mit dem

Membrantransporter ATPase

Inhibierung der Tyrosin-

Phosphorylierung

Inhibierung der Expression von
MHC-II und co-stimulierenden
Molekulen (CD80, CD86)

Inhibierung der Produktion von
Th2-Zytokinen

Inhibierung intrazellularer
Signalwege z. B. der Tyrosin-
Phosphorylierung durch Lyn

Bildung von unléslichen,
irreversiblen Komplexen mit
Allergenen wahrend der

Sensibilisierung

Inhibierung der Expression von
Tul- und Tu2-produzierenden
Zytokinen (IL-13, IL-12a, T-bet)

Verminderte Ca?*-abhangige
Degranulation und Histamin-
Ausschittung von Mastzellen in

vivo (bei Ratten)

Verminderte Ausschittung von
Histamin, Serotonin und
Arachidonsaure-Metabolite in

vivo (bei Ratten)

Hemmung der
Antigenprasentation

dendritischer Zellen in vitro

Verminderte IgE-Produktion und
Ausschittung von Chemokinen

in vivo (bei Ratten)

Hemmung der FceRI-vermittelten
Degranulation und Zytokin-
produktion von Mastzellen in vivo

(bei Mausen)

Reduktion des Islichen Allergen-

Gehaltes in vitro

Verminderte IgE-Produktion und
Ausschittung von Chemokinen

in vivo (bei Mausen)

ATPase: Adenosintriphosphatase; CD: cluster of differentiation; Ty2: T-Helferzellen der Subklasse 2; MHC-II: Haupthistokompa-

tibilitatskomplex; Lyn: Tyrosinkinase; Tn1: T-Helferzellen der Subklasse 1; IL: Interleukine; T-bet: T-Zell-Transkriptionsfaktor, Ca?":

Kalzium, IgE: Immunglobulin E; FceRI: IgE-Rezeptor.

42



DISKUSSION

Neben den genannten in-vitro-Untersuchungen konnte eine antiallergische Wirkung von Poly-
phenolen auch in zwei klinischen Studien im doppelblinden, randomisierten, placebokontrol-
lierten Design gezeigt werden. Dabei flhrte der Verzehr polyphenolhaltiger Apfelextrakte zur
Linderung von allergischen Symptomen (Schnupfen, verstopfte Nase) bei Personen mit einer
allergischen Rhinitis. In der Studie von Kishi et al. (2005) erhielten Pollenallergiker wahrend
der Pollensaison fur 12 Wochen 500 mg Apfelpolyphenole. Bei Enomoto et al. (2006) war die
verwendete Dosis von Apfelpolyphenolen mit jeweils 50 mg (low-dose-Gruppe) bzw. 200 mg
(high-dose-Gruppe) wesentlich geringer. In den meisten in-vitro- und in-vivo-Studien zur
Untersuchung der antiallergischen Wirkung von Polyphenolen wurden jedoch entweder ange-
reicherte Pflanzen- oder Fruchtextrakte mit nicht gut charakterisierten Polyphenolen ver-
wendet oder aber Polyphenole in nicht-physiologischen Konzentrationen eingesetzt, um eine
vorteilhafte gesundheitliche Wirkung aufzuzeigen. So konnte die orale Aufnahme von Epi-
catechin Allergiesymptome dosisabhangig abschwachen, wahrend Polyphenol-angereicherte
Extrakte mit minimalen Konzentrationen keinen Einfluss auf bestehende Allergiesymptome
hatten (Singh et al. 2014).

4.2.3 Beurteilung von in-vitro- und in-vivo-diagnostischen Methoden

Unterschiedliche diagnostische Testverfahren ermdglichen heute den Nachweis der Birken-
pollen-assoziierten Apfelallergie einschliel3lich der Bestimmung des auslésenden Allergens
(Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3 oder Mal d 4). Die Diagnose eines OAS gegen Apfel wird jedoch
erheblich von der jeweils zum Einsatz kommenden diagnostischen Methode beeinflusst. In der
taglichen Praxis ist der Haut-Prick-Test (SPT) immer noch die Referenzmethode fir die
Diagnose des OAS gegen Apfel. SPTs werden entweder mit Proteinextrakten der zu testenden
Apfelsorten oder mit frischen Apfeln mittels Prick-to-Prick-Technik durchgefiihrt. In einer Viel-
zahl von Studien wurde jedoch gezeigt, dass die diagnostische Sensitivitdat des SPT mit
frischem Material (z. B. frischer Apfelschale) wesentlich besser ist im Vergleich zu kommer-
ziellen Apfelextrakten (Ortolani et al. 1989, de Groot et al. 1996, Osterballe et al. 2003).

Dennoch ist die Aussagekraft des SPTs mit frischem Material immer noch sehr problematisch,
da der Gehalt an Allergenen zwischen verschiedenen Apfelsorten und Reifungsstadien
variiert, was folglich mit unterschiedlich starken allergischen Reaktionen einhergehen kann
(Vieths et al. 1994). Bolhaar et al. (2006), konnten anhand der Testung von 21 Apfelsorten
mittels SPT an neun Patienten demonstrieren, dass allergische Reaktionen auf eine bestimmte
Sorte am unteren Ende der Allergenitatsskala (Santana) wesentlich geringer ausfallen gegen-
Uber einer Sorte am oberen Ende (Golden Delicious). Daher ist die Bestimmung des Allergen-

gehaltes eine notwendige Voraussetzung um die Intensitat der jeweiligen allergischen Reak-
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tionen bewerten und die richtige Diagnose stellen zu kénnen. Um das Resultat des SPT zu
bestatigen, wird haufig ein oraler Provokationstest durchgefihrt. Vlieg-Boerstra et al. (2011)
zeigten jedoch mittels Testung von 68 Apfelsorten an 33 Patienten, dass die Ergebnisse des
SPT schlecht mit denen des oralen Provokationstests korrelieren, was u. a. an einer un-
gleichen Verteilung von Allergenen in den fir die SPT verwendeten Frichten begriindet liegt.
Der orale Provokationstest ist zudem nicht fur alle Allergiker geeignet, da die Gefahr des
Erstickens (starke Anschwellung des Rachenraumbereichs) bis hin zu einem anaphylak-
tischen Schock bei Patienten mit starker Allergiesymptomatik besteht.

Aufgrund der genannten Faktoren kommen immer haufiger zellulare in-vitro-Verfahren bei der
Diagnostik von Soforttypallergien zum Einsatz. Im Zentrum der in-vitro-Diagnostik steht die
Bestimmung des allergenspezifischen IgE-Wertes (z. B. ImnmunoCAP-Analyse zur Bestim-
mung des zirkulierenden Gesamt-IgE, RAST zum Nachweis spezifischer IgE-Antikdrper)
sowie der Nachweis von Mediatoren oder zellularen Antigenen, welche bei erfolgreicher Akti-
vierung auf der Zelloberflache exprimiert werden. Fir diese in-vitro-Methoden werden Leuko-
zyten oder das Vollblut von Probanden mit Allergenen inkubiert. Die nach Allergenstimulation
exprimierten Oberflichenmarker (z. B. CD63) bzw. die freigesetzten Mediatoren aus baso-
philen Granulozyten und Mastzellen (z. B. Histamin, Sulfidoleukotriene) dienen als indirektes

Malf3 fur zellular gebundenes spezifisches IgE (Renz et al. 2010).

Ebo et al. (2005) konnten zeigen, dass die Quantifizierung einer Basophilenaktivierung durch
CD63-Expression eine zuverlassige in-vitro-Methode zur Diagnose der Birkenpollen-asso-
Ziierten IgE-vermittelten Apfelallergie darstellt, auch wenn Non-Responder beriicksichtigt
werden mussen. Die Kombination von CAST und BAT, wie in dieser Arbeit angewendet, wurde
als eine Variante beschrieben, welche die diagnostische Effizienz verbessern kann (Norgaard,
Skov & Bindslev-Jensen 1992). Neben den genannten Testverfahren findet haufig der Hista-
minfreisetzungstest Anwendung, welcher sich jedoch bei Nahrungsmittelallergien oftmals als
wenig zuverlassig erwiesen hat. Dies liegt darin begriindet, dass bei Patienten mit Lebens-
mittelallergien spontan hohe Mengen Histamin freigesetzt werden, was die Interpretation des

Tests groRtenteils unmdoglich macht (Moneret-Vautrin et al. 1999, de Weck & Sanz 2003).

Neben dem Testverfahren kdonnen falsch negative Ergebnisse bei Probanden mit Lebens-
mittelallergien auch auf unangemessene Extrakte zuriickgefiihrt werden (Vieths et al. 1998).
So sind die fiir das OAS gegen Apfel verantwortlichen Allergene meist instabil und kénnen
durch Extraktionsverfahren leicht denaturiert werden (Rudeschko et al. 1995). Ublicherweise
wird die Proteinextraktion in Phosphatpuffer durchgefihrt, welcher verschiedene Additive wie
EDTA enthalt (Bjorksrén et al. 1980). EDTA dient zur Hemmung der Reaktion zwischen

Proteinen und Phenolen durch die Verringerung der PPO-Aktivitat (Loomis 1974). Daneben
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ist jedoch auch bekannt, dass EDTA die Pektinextraktion stimuliert, was sich wiederum negativ
auf die Proteinextraktion auswirken kann (Renard & Thibault 1993). Pflanzenextrakte sind
zudem flr ihren relativ hohen Gehalt an Glykoproteinen einschlieBlich Lektinen bekannt,
welche IgE Uber die Kohlenhydratseitenketten am Fc-Fragment von IgE binden (Shihasaki et
al. 1992). Dariiber hinaus stellen die Auswahl des Ausgangsmaterials sowie technologische
Behandlungen des Lebensmittels vor der Extraktion wichtige Faktoren dar, welche die Eignung
von Extrakten beeinflussen. Infolgedessen zeigen die meisten handelsiblichen Extrakte eine
sehr geringe Empfindlichkeit und sind fir den Nachweis empfindlicher Patienten weniger zu-
verlassig im Vergleich zu frischem Obst (Asero et al. 1999, Ortolani et al. 1989). Aufgrund
dessen mussen Einflussfaktoren unter Bericksichtigung der jeweiligen untersuchten Nah-
rungsmittelallergie sorgfaltig angepasst werden.

Auch die Sensibilisierung gegen kreuzreaktive Allergene kann zu klinisch unbedeutenden
Hauttests und in-vitro-Tests flihren. So wurde bestatigt, dass die Kreuzreaktivitat einen erheb-
lichen Einfluss auf die Spezifitat von Allergietests hat, insbesondere auf die Quantifizierung
von spezifischem IgE (Ortolani et al. 1998, Sicherer 2001). Um reproduzierbare Ergebnisse
bei der Diagnose einer Apfelallergie zu gewdhrleisten, ist eine Standardisierung von Allergen-
extrakten erforderlich (Rudeschko et al. 1995). Lebensmittelextrakte fir diagnostische Zwecke
sind weit davon entfernt, standardisiert oder sogar einheitlich wirksam zu sein. Um gute
zuverlassige Ergebnisse zu erzielen, insbesondere fiir klinische Studien, ware deshalb ein
standardisierter Apfelextrakt notwendig. Ein Ansatz hierbei kénnte die Herstellung und Ver-
wendung von gefriergetrocknetem Apfelpulver sein, wie von Skamstrup Hansen et al. (2001)

beschrieben.

Neben naturlichen Allergenquellen und den daraus hergestellten Extrakten werden auch
rekombinant hergestellte Allergene fir die in-vitro-Diagnostik eingesetzt. Fir die rekombinante
Herstellung von Einzelallergenen wird das Gen, welches fir das bestimmte Allergen kodiert,
aus seiner naturlichen Allergenquelle isoliert und meist in ein Bakterium (z. B. Escherichia coli)
Ubertragen, so dass dieses das Allergen gezielt produzieren kann (Raulf-Heimsoth 2009, Renz
et al. 2010). Ein grofRer Vorteil der rekombinanten Allergene ist ihre einfachere Isolierung sowie
ihre gleichbleibende Qualitat und damit ihre gute Quantifizier- und Standardisierbarkeit im
Vergleich zu naturlichen Allergenextrakten, welche in ihrer Zusammensetzung Schwankungen
unterliegen (Renz et al. 2010). Da viele Allergene komplex aufgebaut sind, kdnnen diese nicht
immer rekombinant in gleicher Struktur wie die nattrlichen Allergene hergestellt werden (Raulf-
Heimsoth 2009). So fehlen, bei in Bakterien exprimierten Proteinen, posttranslationale Modi-
fikationen wie z. B. Disulfidbriicken und Glykosylierungen, welche die Allergenitat beeinflussen

(Renz et al. 2010). Hinzu kommt, dass die Problematik der Isoallergene unberticksichtigt
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bleibt. So unterscheiden sich einzelne Isoformen eines Allergens in ihrer IgE-Reaktivitat und
Immunogenitat, wie es z. B. bei Bet v 1 und Mal d 1 gezeigt werden konnte (Botton et al. 2008,
Gao et al. 2005 und 2008, Puhringer et al. 2003, Renz et al. 2010). Des Weiteren muss
bertcksichtigt werden, dass natlrliche Allergene (z. B. aus frischem Obst) mit verschiedenen
Komponenten eines Lebensmittels wechselwirken und somit in ihrer allergischen Wirkung be-
einflusst werden. Aus den genannten Griinden kann auf den Einsatz von naturlichen Allergen-

extrakten und frischem Referenzmaterial nicht verzichtet werden.

Letztendlich sollte ein direkter Vergleich verschiedener diagnostischer Verfahren vorsichtig
interpretiert werden, da die diagnostische Sensitivitat vor allem von den verwendeten Mater-
ialien, der jeweiligen Testmethode bzw. dem Wirkmechanismus, aber auch erheblich von der
individuellen Krankheitspravalenz des Probanden (Hautempfindlichkeit, humorale Sensi-
bilisierung und Reaktivitat des Organs) abhangt (Osterballe et al. 2003). Angesichts der
klinischen Bedeutung von in-vitro-Verfahren ist es umso problematischer, dass bis heute eine
Standardisierung dieser Diagnostik fehlt und somit die Vergleichbarkeit von Resultaten
zwischen einzelnen Testsystemen ein weitgehend ungeltdstes Problem ist. Daher ist dringend
erforderlich, dass herstelleriibergreifend Referenzmaterialien entwickelt werden, welche ver-

bindlich zur Standardisierung der Testsysteme eingesetzt werden kdénnen.
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SCHLUSSFOLGERUNGEN

5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurden der Polyphenolgehalt, das Polyphenolprofil sowie der
Vitamin-C-Gehalt in alten und neuen Apfelsorten analysiert. Dabei konnte festgestellt werden,
dass neue Apfelsorten einen signifikant geringeren Gehalt an Polyphenolen und Vitamin C im
Fruchtfleisch im Vergleich zu alten Sorten besitzen. Darlber hinaus weisen diese ein
verandertes Profil an phenolischen Verbindungen, insbesondere an monomeren und oligo-
meren Flavanolen (v. a. (-)-Epicatechin und Procyanidinen), dem Dihydrochalkon Phloridzin
sowie an Phenolsduren (v. a. Chlorogenséure und Kaffeesaure), auf. Da die genannten
Inhaltsstoffe zur Bitterkeit und Adstringenz von Apfeln beitragen und durch ihre Substrat-
wirkung maf3geblich an der enzymatischen Braunung beteiligt sind, wurden sie bewusst bei
den neuen Apfelsorten durch das gezielte Einkreuzen von polyphenolarmen Apfelsorten wie
z. B. Golden Delicious vermindert. Somit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion des
Polyphenolgehaltes sowie Veranderungen im Polyphenolprofil in neuen Apfelsorten Folgen
der modernen Apfelzucht sind. In Anbetracht der Tatsache, dass der Genotyp einen ent-
scheidenen Einfluss auf das Vorhandensein phenolischer Verbindungen im Apfel hat, fuhrt
das UbermaRige Einkreuzen von ein und derselben Sorte letztendlich zu einer genetischen
Verarmung von Apfelsorten, was sich auch auf die Vielfalt von phenolischen Verbindungen
auswirkt (Bannier 2011). Um die Mannigfaltigkeit von Polyphenolen in Apfeln zu erhalten, sollte

daher in der Apfelzucht auf eine genetische Vielfalt geachtet werden.

Da Polyphenole und Vitamin C die wichtigsten hydrophilen Radikalféanger in vivo sind, gehen
die in dieser Arbeit nachgewiesenen Veranderungen auch mit einer Abnahme der AOK neuer
Apfelsorten einher. Anhand der erhobenen RAA-Werte konnte demonstriert werden, dass die
im Apfel enthaltenen phenolischen Verbindungen unterschiedlich starke antioxidative Poten-
ziale besitzen und daher auch in einem unterschiedlichen MaR zur AOK von Apfeln beitragen.
So wiesen beispielsweise die in den neuen Apfelsorten im Gehalt reduzierten Flavanole die
hochsten RAA-Werte im Fruchtfleisch auf. Die Tatsache, dass alle berechneten AOK-Werte
geringer ausfielen als die jeweils gemessenen AOK-Werte deutet auf unquantifizierte pheno-
lische Verbindungen sowie mdgliche Synergismen und/oder Antagonismen zwischen den
Polyphenolen hin. Da die Analyse der AOK alter und neuer Apfelsorten sowie der AOA pheno-
lischer Verbindungen unterschiedliche Ergebnisse innerhalb der drei genutzten Testsysteme
zeigte, ist es notwendig mindestens zwei verschiedene Methoden zur Ermittlung der anti-
oxidativen Wirkung unter Bericksichtigung der zu untersuchenden Matrix anzuwenden. Die
erhobenen in-vitro-Ergebnisse geben Hinweise auf ein mdgliches protektives Potenzial von

Apfeln und Polyphenolen, welche jedoch im Rahmen von humanen Interventionsstudien be-
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statigt werden muissen. Nur so kdnnen auch die Verflugbarkeit von phenolischen Verbin-

dungen aus Apfeln und deren Metabolismus in vivo beriicksichtig werden.

Bezugnehmend auf die festgestellten, signifikant hdheren Polyphenol- und Vitamin-C-Gehalte
und der daraus resultierenden starkeren AOK im Fruchtfleisch alter Apfelsorten, ware es win-
schenswert, wenn die Nachfrage nach alten Sorten steigt. Dies erfordert jedoch die Aufklarung

des Verbrauchers. Nur so haben alte Apfelsorten eine Chance zuriick in den Handel.

Dass sich die Reduktion des Polyphenolgehaltes sowie Veréanderungen hinsichtlich des Poly-
phenolprofils neuer Apfelsorten auch auf ihre in-vitro-Allergenitat auswirken, konnte in dieser
Arbeit anhand einer inversen Korrelation zwischen der Konzentration an Sulfidoleukotrienen
sowie der CD63-Basophilenaktivierung und dem Gesamtpolyphenolgehalt sowie im Modell-
system demonstriert werden. Darauf basierend konnte ebenso gezeigt werden, dass hthere
Polyphenolgehalte im Fruchtfleisch alter Sorten mit geringeren allergischen Reaktionen im Blut
von Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern einhergehen. Somit konnte erstmalig die Hypo-
these bestétigt werden, dass der reduzierte Polyphenolgehalt neuer Apfelsorten fir ihre er-
hohte Allergenitat verantwortlich ist.

Anhand von in-vitro-Experimenten, in welchen der Einfluss der enzymatischen Braunung auf
das allergische Potenzial von Apfeln untersucht wurde, konnte die PPO-katalysierte Oxidation
als ein potenzieller Wirkmechanismus fiir die antiallergische Wirkung von Polyphenolen identi-
fiziert werden. Korrelationsanalysen zeigten auf3erdem, dass Chlorogensaure, Kaffeesaure
und (-)-Epicatechin den starksten Einfluss auf die in-vitro-Ergebnisse hatten, was insbeson-
dere darauf zurlickzufuihren ist, dass diese phenolischen Verbindungen sehr gute Substrate
fur die PPO sind. Im in-vitro-Modellsystem konnte die antiallergische Wirkung der genannten
Polyphenole im Zusammenhang mit der enzymatischen Braunungsreaktion bestatigt werden.
Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass Apfelsorten mit einem
hohen Gesamtpolyphenolgehalt sowie einer hohen PPO-Aktivitéat eine geringere Allergenitat
aufweisen und somit das Ausmalf3 allergischer Reaktionen nicht alleinig von der subjektiven

Empfindlichkeit, sondern zum Grof3teil auch von der Apfelsorte abhangt.

Kritisch an dieser Arbeit ist anzumerken, dass die Pilotstudie mit lediglich vier verschiedenen
Apfelsorten durchgefiihrt wurde und die erhobenen Ergebnisse auf eine geringe Probanden-
anzahl (n = 27) zurtckzufiihren sind. Auf3erdem wurden zur Bestimmung des allergischen
Potenzials sowie der antiallergischen Wirkung von Polyphenolen ausschlie3lich in-vitro-Test-
Methoden verwendet. Diese in-vitro-Ergebnisse sind nur schwer auf den menschlichen Orga-
nismus in vivo Ubertragbar, da Einflussfaktoren, wie etwa die individuelle Krankheitspravalenz
eines Allergikers (Hautempfindlichkeit, humorale Sensibilisierung und Reaktivitat des Organs)

bzw. Vorgange wie die Bioverfiigbarkeit, die Resorption sowie der Metabolismus von Poly-
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phenolen unberiicksichtigt bleiben. Zudem existiert keine universelle, standardisierte
Methode, welche das allergische Potenzial erfassen. Dies erschwert die Vergleichbarkeit, da
die Ergebnisse stark von der jeweiligen Methode abhangen. Dennoch geben die gewonnenen
in-vitro-Ergebnisse einen Anhaltspunkt bezlglich des allergischen Potenzials verschiedener
Apfel-sorten und die antiallergische Wirkung phenolischer Verbindungen und ermdéglichen eine

Einordnung bzw. ein Ranking.

Um die Ergebnisse der Pilotstudie zu bekraftigen, sind weiterfihrende Studien mit groReren
Probandenzahlen und Apfelsorten notwendig. Hierbei sollte auf die Methode der doppel-
blinden, placebokontrollierten Nahrungsmittelprovokation zuriickgegriffen werden, da sich die
Aussagekraft von SPT und spezifischem IgE im Serum bei Nahrungsmitteln oft als unzu-
reichend erwiesen haben. Um den antiallergischen Wirkmechanismus von Polyphenolen im
Zusammenhang mit der PPO-katalysierten Oxidation zu bestétigen, sind weiterfihrende Ex-
perimente notwendig. Einen Ansatz diesbeziiglich bietet die Charakterisierung von Mal d 1
unter Verwendung von z. B. Protein-Gelelektrophorese und Massenspektroskopie, mit denen
Modifikationen von Mal d 1 nach der PPO-katalysierten Oxidation erfasst werden kénnen.
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6 Zusammenfassung

Weltweit sind Allergien ein zunehmendes, gesundheitliches Problem und haben sich mittler-
weile zu einer Volkskrankheit des 21. Jahrhunderts entwickelt. In den vergangenen Jahr-
zehnten ist die Birkenpollen-assoziierte Apfelallergie mit rund vier Millionen Betroffenen die
wichtigste Obstallergie in Deutschland geworden. Die steigende Anzahl von Birkenpollen-
assoziierten Apfelallergikern wird u. a. mit einem héheren Konsum von neuen Apfelsorten in
Verbindung gebracht. So wird vermutet, dass infolge der Zichtung neuer Apfelsorten mit
reduziertem Polyphenolgehalt eine erhdhte Allergenitat verursacht wird. Die derzeitige Ziich-
tung von neuen Apfelsorten verfolgt Ziele der Wirtschaftlichkeit und der besseren Anpassung
an die Anspruche des Verbrauchers, wie z. B. die Verminderung eines sduerlichen Ge-
schmacks oder der enzymatisch auftretenden Braunung. Immer mehr vereinzelte Apfelsorten,
die eine grof3e wirtschaftliche Bedeutung besitzen, werden daher verbessert und zur weiteren
Zucht neuer Apfelsorten eingesetzt. Dadurch geraten jedoch alte Sorten in Vergessenheit und
werden kaum flr den wirtschaftlichen Anbau genutzt, auch wenn diese einen dhnlichen oder

besseren Ertrag besitzen oder sogar resistenter sind als neue Sorten.

Aufgrund der o. g. Faktoren bzw. der hohen Inzidenz fur Allergien steht die Identifizierung von
Lebensmittelinhaltsstoffen mit einem antiallergischen Potential im Fokus des wissenschaft-
lichen Interesses. Anhand der Erfahrungsberichte von Apfelallergikern (BUND Lemgo) hangt
das Ausmal allergischer Reaktionen nicht nur von der subjektiven Empfindlichkeit ab, sondern
auch zum Grof3teil von der jeweiligen Apfelsorte. So weisen alte Apfelsorten wie Alkmene,
Goldparméane und Roter Boskoop eine gute Vertraglichkeit im Vergleich zu neuen Sorten wie
z. B. Braeburn, Golden Delicious und Granny Smith auf. Somit liegt die Hypothese nahe, dass
der reduzierte Polyphenolgehalt neuer Apfelsorten fiir ihre erhoéhte Allergenitat verantwortlich

ist. Allerdings wurde diese Hypothese bisher noch nicht ausreichend wissenschatftlich belegt.
Die Dissertation hatte daher folgende Zielstellungen:

¢ Vergleichende Untersuchungen des Polyphenolgehaltes von ausgewahlten alten und
neuen Apfelsorten sowie Charakterisierung des Polyphenolprofils von Fruchtfleisch
und Schale hinsichtlich zuchtbedingter Veranderungen und deren Folgen auf die anti-
oxidative Kapazitat (AOK)

¢ Ermittlung der relativen antioxidativen Aktivitat (RAA) von quantifizierten Polyphenolen
und deren relativer Beitrag an der AOK alter und neuer Apfelsorten sowie Beurteilung
von Struktur-Wirkungsbeziehungen phenolischer Verbindungen in Abh&ngigkeit vom

Testsystem
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e Untersuchungen zum Einfluss phenolischer Verbindungen bezuglich der in-vitro-
Allergenitat alter und neuer Apfelsorten anhand der Durchfihrung einer Pilotstudie
(,Untersuchung des allergischen Potenzials alter und neuer Apfelsorten bei Birken-

pollenallergikern®)

¢ Anwendung eines in-vitro-Modellsystems zur Untersuchung des Einflusses der Poly-
phenoloxidase (PPO)-katalysierten Oxidation phenolischer Verbindungen (Chlorogen-

saure, Kaffeesaure, (-)-Epicatechin) auf die Allergenitét von rMal d 1.

In dieser Arbeit konnten 20 phenolische Verbindungen in den untersuchten Apfelsorten mit
Hilfe einer optimierten HPLC-Methode identifiziert und quantifiziert werden. Die separate Ana-
lyse des Polyphenolgehaltes von Schale und Fruchtfleisch zeigte, dass neue Apfelsorten einen
signifikant geringeren Polyphenolgehalt im Fruchtfleisch aufwiesen im Vergleich zu alten
Apfelsorten. Neue Sorten zeigten ein verandertes Profil an phenolischen Verbindungen, insbe-
sondere an monomeren und oligomeren Flavanolen (v. a. (-)-Epicatechin und Procyanidinen),
dem Dihydrochalkon Phloridzin sowie an Phenolsauren (v. a. Chlorogensaure und Kaffee-
saure). Auch die AOK im Fruchtfleisch der untersuchten neuen Apfelsorten war signifikant
geringer gegenuber den alten Apfelsorten. In der Apfelschale dagegen konnten keine signifi-
kanten Unterschiede im Polyphenolgehalt sowie in der AOK zwischen alten und neuen Sorten

gefunden werden.

Anhand der erhobenen RAA-Werte konnte belegt werden, dass die im Apfel enthaltenen phe-
nolischen Verbindungen unterschiedlich starke antioxidative Potenziale besitzen und daher
auch in einem unterschiedlichen Maf zur AOK von Apfeln beitragen. Flavanole und Flavonole
wiesen dabei die hochsten RAA-Werte auf. Der berechnete relative Beitrag der einzelnen
phenolischen Verbindungen zeigte, dass Flavonole (Schale) sowie Flavanole und Vitamin C
(Fruchtfleisch) in allen untersuchten Sorten den Hauptbeitrag zur AOK leisten. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass das antioxidative Potenzial von Polyphenolen maf3geblich von
der chemischen Struktur abhangt. So konnte ein Zusammenhang zwischen der steigenden
Anzahl an Hydroxylgruppen am aromatischen Ring und der Starke des antioxidativen Poten-
zials bei den Flavonoiden festgestellt werden. Auch der positive Einfluss der 4-Oxogruppierung
in Verbindung mit der 2,3-Doppelbindung am C-Ring sowie eine erhdhte Delokalisierung und
Konjugation von Tr-Elektronen konnten als strukturelle Eigenschaften, die zu einer starken anti-

oxidativen Wirkung fuhren, bestétigt werden.

Im Rahmen der Pilotstudie konnte erstmalig gezeigt werden, dass alte Apfelsorten zu einer
geringeren Freisetzung von Sulfidoleukotrienen und CD63-Basophilenaktivierung im Blut von
Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern fihrten und die in-vitro-Allergenitat mit steigendem

Grad an enzymatischer Braunung abnahm. Dabei konnte ein signifikanter inverser Zusam-
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menhang zwischen den erhobenen in-vitro-Ergebnissen und dem Polyphenolgehalt der
getesteten Apfelsorten festgestellt werden, wobei vor allem der Gehalt an Chlorogen- und

Kaffeesdure den starksten Einfluss auf die in-vitro-Allergenitat von Apfeln hatte.

Anhand von in-vitro-Experimenten, in welchen der Einfluss der PPO-katalysierten Oxidation
von phenolischen Verbindungen auf das allergische Potenzial von Apfeln untersucht wurde,
konnte der Zusammenhang zwischen der Abnahme des Gesamtpolyphenolgehaltes und der
Abnahme der in-vitro-Allergenitat (Abnahme der Sulfidoleukotrien-Konzentration, der CD63-
Basophilenaktivierung und des Mal d 1-Gehaltes) bestatigt werden. Dabei wiesen alte Apfel-
sorten eine signifikant starkere Abnahme des Polyphenolgehaltes nach 60-mindtiger enzyma-
tischer Braunung im Vergleich zu den neuen Apfelsorten auf, was wiederum mit einer star-
keren Abnahme der in-vitro-Allergenitat einherging. Korrelationsanalysen zeigten zudem, dass
Chlorogensaure, Kaffeesaure und (-)-Epicatechin den starksten Einfluss auf die in-vitro-Ergeb-
nisse hatten. Im in-vitro-Modellsystem konnte eine signifikante Abnahme der Allergenitat sowie
der IgE-Bindungskapazitat von rMal d 1 durch die PPO erzielt werden, welche durch die Zu-
gabe von Chlorogenséure oder Kaffeesaure noch verstarkt wurde. Der positive Einfluss der

PPO-katalysierten Oxidation von Polyphenolen konnte somit erneut bestatigt werden.

Zusammenfassend kann mit der vorliegenden Arbeit belegt werden, dass die Zlichtung neuer
Apfelsorten sowohl mit einer Reduktion im Polyphenolgehalt wie auch mit Verdnderungen im
Polyphenolprofil im Fruchtfleisch einhergehen und dadurch bedingt zu einer Abnahme der
AOK dieser Sorten fihren. AuBerdem konnte erstmalig der Nachweis erbracht werden, dass
der geringere Polyphenolgehalt im Fruchtfleisch neuer Apfelsorten fur ihre héhere in-vitro-
Allergenitat verantwortlich ist. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Ausmalf
allergischer Reaktionen nicht nur von der subjektiven Empfindlichkeit, sondern zum Grof3teil
auch von der jeweiligen Apfelsorte abhangt (Polyphenolgehalt und -profil sowie PPO-Aktivitat).
Anhand der erhobenen Daten kann zusammenfassend festgestellt werden, dass der Verzehr
von aufgeschnittenen und gebraunten Apfeln Birkenpollen-assoziierten Apfelallergikern sehr
zu empfehlen ist. Insbesondere die Sorten Ontario und Dilmener Rosenapfel zeigen sich als
geeignet, da diese sich durch einen hohen Anteil an phenolischen Verbindungen und eine
hohe PPO-Aktivitat auszeichnen. Fir die Bestatigung samtlicher hier gewonnener Ergebnisse
sind gezielte, weiterfihrende Studien mit héheren Probandenanzahlen und zusatzlichen

Verfahren/Methoden notwendig.
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7  Summary

Allergies are an increasing health problem worldwide and have evolved into a common disease
of the 21st century. Over the past decades, birch pollen-associated apple allergy has become
the most common fruit allergy in Germany with about four million individuals showing clinical
reactions to apples. The increasing number of birch pollen-associated apple allergy sufferers
is associated with higher consumption of new apple cultivars. It is asserted that breeding of
new apple cultivars with a lower content of polyphenols is responsible for their increased
allergenicity. Economically the main purpose of the breeding of new apple cultivars is the
adaption to consumer requirements, such as reduction of acid taste or enzymatic browning.
Therefore, more and more single apple cultivars that are of great economic importance are
being improved and used for the further cultivation of new apple cultivars. As a result, older
cultivars are often forgotten and rarely used for economic cultivation, even if they have a similar

or better yield or are more resistant than the economically used cultivars.

Due to the high incidence of allergies, the identification of food ingredients with an antiallergic
potential is in the focus of scientific interest. Based on reports of affected apple allergy sufferers
(BUND Lemgo), the extent of allergic reactions not only depends on the subjective sensitivity,
but also largely on the apple cultivar. Old apple cultivars such as Alkmene, Goldparmane and
Roter Boskoop are well tolerated compared to new ones such as Braeburn, Golden Delicious
and Granny Smith. Therefore, it is suggested that the reduced content of polyphenols of new
apple cultivars is responsible for their increased allergenicity. However, this hypothesis has

not yet been scientifically proven.
Therefore, the dissertation had the following objectives:

¢ Comparative investigation of the polyphenolic content of selected old and new apple
cultivars as well as characterisation of the polyphenolic profile of flesh and peel with
regard to breeding-related changes and their consequences on the antioxidant capacity
(AOC)

o Determination of the relative antioxidant activity (RAA) of quantified polyphenols and
their relative contribution to the AOC of the old and new apple cultivars tested as well
as assessment of structure-activity relationships of phenolic compounds depending on

the test system

e Investigation on the influence of phenolic compounds with regard to the in vitro
allergenicity of old and new apple cultivars by performance of a pilot study (Examination

of the allergic potential of old and new apple cultivars in birch pollen allergy sufferers)
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e Use of an in vitro model to investigate the influence of the polyphenol oxidase (PPO)-
catalysed oxidation of phenolic compounds (chlorogenic acid, caffeic acid, (-)-epi-

catechin) on the allergenicity of rMal d 1.

In total, 20 phenolic compounds were identified and quantified in the apple cultivars tested
using an optimised HPLC method. The separate analysis of peel and flesh showed that new
apple cultivars had a significantly lower polyphenol content in the flesh compared to old ones.
The polyphenolic profile of the flesh of new apple cultivars was characterised by a lower
content of monomeric and oligomeric flavanols (especially of (-)-epicatechin and procyanidins),
of the dihydrochalcone phloridzin and of phenolic acids (especially of chlorogenic acid and
caffeic acid). The AOC of the flesh of the new apple cultivars was also significantly lower than
that of old ones. In contrast to the flesh, the content of polyphenols and the AOC of the apple

peel did not differ between old and new cultivars.

On the basis of the RAA values, it was demonstrated that the phenolic compounds differ in
their antioxidant activity and therefore also contribute to a different extent to the AOC of apples.
Flavanols and flavonols had the highest RAA values. The calculated relative contribution of
the individual phenolic compounds showed that flavonols (peel) as well as flavanols and
vitamin C (flesh) contributed mainly to the AOC in all cultivars tested. Furthermore, it was
confirmed that the antioxidant activity of polyphenols largely depends on the chemical
structure. A relationship between the increasing number of hydroxyl groups on the aromatic
ring and the strength of the antioxidant activity of the flavonoids was found. The positive
influence of the 4-oxo group in connection with the 2,3-double bond on the C-ring as well as
an increased delocalization and conjugation of T-electrons was confirmed as structural

properties that lead to a strong antioxidant effect.

The pilot study demonstrated for the first time that old apple cultivars resulted in a lower release
of sulfidoleukotrienes and CD63 basophil activation than new ones and the in vitro allergenicity
decreased with increasing levels of enzymatic browning. A significant inverse correlation was
found between the in vitro results and the content of total polyphenols of the apple cultivars
tested. Looking at single polyphenols, the content of chlorogenic acid and caffeic acid had the

strongest impact on the in vitro allergenicity of apples.

In vitro experiments showed that the allergenicity can be effectively reduced by the PPO-
catalysed oxidation through polyphenols. A relationship between the decrease in total
polyphenols and the decrease of the in vitro allergenicity (decrease in sulfidoleukotriene
concentration, CD63 basophil activation and the Mal d 1 content) was confirmed. Old apple
cultivars showed a significantly stronger decrease in the content of polyphenols after 60

minutes of enzymatic browning compared to new ones, which was accompanied by a stronger
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decrease in the in vitro allergenicity. Correlation analyses demonstrated that chlorogenic acid,
caffeic acid and (-)-epictechin had the strongest impact on the in vitro results. In the in vitro
model, a significant decrease in the allergenicity and the IgE binding capacity of rMal d 1 could
be achieved by the PPO, which was increased by the addition of chlorogenic acid or caffeic

acid. Thus, the positive influence of PPO-catalysed oxidation of polyphenols was confirmed.

In summary, the present investigation demonstrated that the breeding of new apple cultivars
is accompanied by a reduction in the content of polyphenols as well as changes in the
polyphenolic profile in the flesh and thus lead to a decrease in the AOC of these cultivars. It
was also possible to prove for the first time that the lower polyphenol content in the flesh of
new apple cultivars is responsible for their higher in vitro allergenicity. This work showed that
the extent of allergic reactions depends not only on the subjective sensitivity, but also largely
on the apple cultivar (polyphenol content and profile as well as PPO activity). On the basis of
the results of this work, it can be concluded that birch pollen-associated apple allergy sufferers
are recommended to eat sliced and browned apples. In particular, old apple cultivars such as
Ontario and Dulmener Rosenapfel, which are characterised by a high content of phenolic
compounds and a high PPO activity, should be preferred. However, targeted, further studies

are necessary to confirm these experimental results.
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