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1 Einleitung

Die zu den sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen zdhlenden Flavonoide sind nahezu in
allen hoheren Pflanzen vorkommende polyphenolische Verbindungen und werden somit
sowohl vom Menschen als auch vom Tier mit der Nahrung aufgenommen. In der
Pflanze und in pflanzlichen Lebensmitteln liegen Flavonoide iiberwiegend als
Glykoside vor, wobei Mono-, Di-, oder z. T. auch Oligosaccharide meist B-glykosidisch
an das Aglykon gekniipft sind. Zahlreiche In vitro-Studien haben gezeigt, dass
Flavonoide, insbesondere Quercetin, eine Vielzahl verschiedener biologischer Effekte
besitzen. Sie wirken v. a. als Antioxidantien und Radikalfanger. Auflerdem sind sie in
der Lage, verschiedene Schliisselenzyme wie z. B. Phospholipasen, Protein-
Tyrosinkinasen, sowie redox-sensitive Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NFkB und AP-
1, zu beeinflussen. Hauptsdchlich aufgrund der antioxidativen Eigenschaften wird im
Zusammenhang mit den sogenannten ,Free Radical Diseases wie z. B.
Artheriosklerose und damit verbundenen Herzkreislauferkrankungen oder bestimmten
Tumorformen, eine protektive Wirkung der Flavonoide diskutiert, wobei der protektive
Effekt bei Herzkreislauferkrankungen in mehreren epidemiologischen Studien

nachgewiesen wurde.

Vorraussetzung fiir simtliche systemische Wirkungen in vivo ist eine ausreichend hohe
Bioverfiigbarkeit, d. h. das Flavonoid muss nach oraler Aufnahme absorbiert werden,
sich im Organismus verteilen und so letztlich systemisch verfiigbar werden. In der
Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach Gabe
von Quercetinmonoglukosiden hoher ist als nach Gabe des Aglykons bzw.
Glukorhamnosids. Als mogliche Erkldrung dafiir wird u. a. eine Beteiligung des in der
Biirstensaummembran des Diinndarms lokalisierten Na'-abhingigen Glukose-

transporters (SGLT1) bei der Absorption von Quercetinglukosiden diskutiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, einerseits die Bioverfligbarkeit von
Quercetin  und Quercetinmetaboliten nach oraler Applikation verschiedener

Quercetinquellen (Quercetinaglykon, Quercetin-3-O-Glukosid bzw. Quercetin-3-Gluko-



1 Einleitung 2

rhamnosid) in einer Studie am Schwein in vivo zu vergleichen sowie die auftretenden
Quercetinmetaboliten qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Andererseits sollten
Erkenntnisse zum mdoglichen Transport von Quercetinglukosiden iiber den SGLT1 in
vitro anhand von Versuchen mit intestinalen Biirstensaummembranvesikeln gewonnen
werden. Die Untersuchungen wurden im Wesentlichen mit dem Flavonol Quercetin und
einigen seiner Glykoside durchgefiihrt, da diese Verbindungen zu den hédufigsten und

wirksamsten Flavonoiden zédhlen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Struktur, Biosynthese, Vorkommen und Aufnahme von
Flavonoiden

Flavonoide sind im Pflanzenreich ubiquitir vorkommende sekundire Pflanzen-
inhaltsstoffe. Sie gehdren neben Phenolsduren, Lignanen und Stilbenen zur groBen
Gruppe der pflanzlichen Polyphenole (SCALBERT & WILLIAMSON 2000). Flavonoide
sind durch ein Phenylchromangrundgeriist, bestehend aus drei aromatischen Ringen A,
B und C, gekennzeichnet. Ring A ist mit einem O-haltigen heterocyclischen Ring C
kondensiert, der in Position 2 einen Phenylrest (Ring B) aufweist (Abbildung 1).

Die Biosynthese der Flavonoide erfolgt durch stufenweise Kondensation einer
aktivierten Hydroxyzimtsdure (C-6-C-3-Einheit) mit drei Molekiilen Malonyl-Coenzym
A (liefert C-2-Einheit) zu einem Chalkon (C-15-Einheit). Dabei wird die
Hydroxyzimtsdure aus der aromatischen Aminosdure Phenylalanin, dem Endprodukt
des sogenannten Shikimisdure-Weges, in der Pflanze synthetisiert. Vom Chalkon
ausgehend werden durch anschlieBenden Ringschluss und  verschiedene
Hydroxylierungen, Oxidationen und Reduktionen letztlich die Verbindungen der
unterschiedlichen Flavonoidunterklassen gebildet (SHIRLEY 1996, SALUNKHE et al.
1990, AISLING AHERNE & O’BRIEN 2002).

Abhingig von Hydroxylierungsgrad, Oxidationsgrad des Ringes C, Art der
Substituenten und Polymerisierungsgrad werden die Flavonoide in insgesamt 16
Unterklassen eingeteilt (BORS et al. 1992, AGULLO et al. 1996, BRAVO 1998, BERHOW
& VAUGHN 1999). Strukturmerkmale der Untergruppen der Flavonole, Flavone,
Flavanole, Flavanone, Anthocyanidine und Isoflavone, die sich nur durch Variation des

heterocyclischen Ringes C unterscheiden, sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Neben Flavonolen sind auch Flavone im Pflanzenreich weit verbreitet (HOLLMAN &
ARTS 2000, AISLING AHERNE & O’BRIEN 2002). Flavonole sind gekennzeichnet durch
eine Doppelbindung zwischen dem C-2 und C-3-Atom und eine Hydroxygruppe in
Position 3 des C-Rings. Im Gegensatz zu den Flavonolen weisen die Flavone keine
Hydroxygruppe am C-3-Atom auf. Die am weitesten verbreiteten und héufigsten
Flavonole sind Quercetin (3,5,7,3,4’-pentahydroxyflavon) und Kampferol (3,5,7,4’-
tetrahydroxyflavon) (HERRMANN 1988, 1990).

Flavonole

4 e

o O Flavanone
I Flavone

o

oS
@ Flavanonole
(Dihydroflavonole)
OH

Flavanole o)

o
o
I

Isoflavone
RZ

@,
\ /"

Anthocyanidine

Abbildung 1: Strukturmerkmale einiger Flavonoidunterklassen
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In der Natur liegen die Flavonoide fast ausschlielich in Form von Glykosiden vor,
wobei in der Gruppe der Flavonole hauptsdchlich O-Glykoside vorkommen. Die
bevorzugte Position fiir die Glykosilierung in der Pflanze ist die Hydroxygruppe in C-3-
Position, daneben kommen aber auch Glykosilierungen am C-7- und C-4’-Atom vor.
Als Zuckerrest sind dabei Glukose, Galaktose, Rhamnose, Xylose und Arabinose in
Form von Mono-, Di- oder Oligosacchariden meist -glykosidisch mit dem Aglykon
verkniipft. Allein 179 verschiedene Glykoside des Quercetins wurden bislang
identifiziert, darunter hdufig vorkommend Quercetin-3-Glukosid (=Isoquercitrin) und
Quercetin-3-Glukorhamnosid (=Rutin) (WILLIAMS & HARBORNE 1994). Abbildung 2
zeigt die Struktur des Quercetins und der genannten Quercetinglykoside. Bei den
Flavonen, Isoflavonen u. a. kommen hingegen auch C-Glykoside vor (SALUNKHE et al.
1990, Bravo, 1998, HOLLMAN & ARTS 2000). Die Glykosilierung erhoht die
Loslichkeit der Flavonoide im Zellsaft der Pflanze und stabilisiert sie gegeniiber Licht
und enzymatischen Abbauvorgingen (SALUNKHE et al. 1990, AHERNE & O’BRIEN
2002).

Bislang wurden iiber 6000 verschiedene, natiirlich vorkommende Flavonoide
identifiziert, wobei die groe Zahl an FEinzelsubstanzen vor allem auf den
unterschiedlichen Glykosilierungsmustern beruht (HARBORNE & WILLIAMS 2000).
Besonders die Flavonoidgehalte von Pflanzen, die der menschlischen Erndhrung dienen,
sind zumindest teilweise genauer untersucht. Einen besonders hohen Flavonoidgehalt
weisen z. B. Zwiebeln, Brokkoli, Apfel, Aprikosen, Tomaten, Johannisbeeren, griiner
Kopfsalat, Tee und Rotwein auf (HERRMANN 1988, 1990, HERTOG, HOLLMAN & KATAN
1992, DUTHIE et al. 2000, HOLLMAN & ARTS 2000, BOHM et al. 1998, BOHM 2000).
Dabei kommen einige Flavonoidunterklassen bevorzugt in bestimmten Pflanzengruppen
vor: Flavone sind hauptsidchlich in Getreide und Kriautern (HERRMANN 1995),
Flavanone vor allem in Zitrusfriichten, Isoflavone fast ausschlieflich in Leguminosen,
wie z. B. in Sojabohnen, zu finden (BRAVO 1998). Hohe Konzentrationen an
Anthocyanidinen treten z. B. in Beeren und Pflaumen auf (HERRMANN 1990, HAKKINEN
et al. 1999). Flavanole (Catechine und Epicatechine) kommen hauptsichlich in Tee,
Rotwein und Obst vor. Flavonole sind in fast allen Pflanzen, v.a. in Obst und Gemiise,
zu finden, wobei Quercetin und Kampferol bzw. deren Glykoside, wie schon erwéhnt,

die am hiufigsten vorkommenden Flavonole sind (HERTOG et al. 1993b, HERRMANN
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1988). Tabelle 1 zeigt die Flavonoidgehalte einiger ausgewidhlter Nahrungsmittel
pflanzlichen Ursprungs (nach HERTOG et al. 1992, CROZIER et al. 1997, HOLLMANN &
ARTS 2000).

Innerhalb einer Pflanzenart sind jedoch z. T. grofe Schwankungen der Flavonoid-
konzentration je nach Sorte, Standort, Reifegrad und Behandlungs- sowie
Lagerungsbedingungen zu beobachten (CROZIER et al. 1997, DUTHIE et al. 2000). So
reduzierte z. B. das Trockenen von Zwiebeln den Gehalt von Quercetin-4’-Glukosid um
circa 50 %, wahrend durch Kochen oder Einfrieren ein Verlust von 25 % zu beobachten
war. Bei keiner der Behandlungen wurde eine Zunahme des Gehaltes an freiem

Quercetin gemessen (PRICE et al.1997).

Quercetin
H
Quercetin-3-0-Glukosid
OH (Isoquercitrin)
OH
HO. o)
o CHy=—=0 o OH
OH ° 0 HO' H3C
OH OH
oy OH

Quercetin-3-0-Glukorhamnosid
(Rutin)

Abbildung 2: Strukturformeln von Quercetin und Quercetinglykosiden
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Tabelle 1: Durchschnittliche Flavonoidgehalte einiger Nahrungsmittel (*Nachweis der
Aglyka nach Hydrolyse der Glykoside)

Nahrungsmittel Flavonoid Flavonoidunterklasse  Gehalt "
) Quercetin* Flavonol 20-36 ¥
Apfel (+)-Catechin Flavanol 0-17 %
(-)-Epicatechin Flavanol 2-101 9
Quercetin* Flavonol 25-26 ¥
Aprikosen (+)-Catechin Flavanol 26-57 ¥
(-)-Epicatechin Flavanol 67-17 %)
. Quercetin* Flavonol 394
Bohnen (grtin) Kampferol* Flavonol <129
: Quercetin* Flavonol 30-37 2
Brokkoll Kampferol* Flavonol 60-72 2
Johannisbeere Quercetin* Flavonol 374
(schwarz) Kampferol* Flavonol 14
Salat (grin) Quercetin*® Flavonol 147 %
Staudensellerie Luteolin* Flavon 2009
Apigenin* Flavon 750 Y
Tomaten Quercetin*® Flavonol 2-14?
Zwiebel Quercetin* Flavonol 3429
Quercetin* Flavonol 14-17 9
Tee (schwarz) Kampferol* Flavonol 14-16
Myricetin* Flavonol 34
(-)-Epicatechin Flavanol 31-799
Quercetin* Flavonol 8,37
Rotwein Myricetin* Flavonol 794
(+)-Catechin Flavanol 0-208 ¥
(-)-Epicatechin Flavanol 15-88 4

") Angaben in mg/kg bzw. mg/l Frischsubstanz, nur essbare Anteile beriicksichtigt

2 Hertog et al. (1992), ¥ Crozier et al. (1997), “Hollman & Arts (2000)
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Aufgrund ihres ubiquitiren Vorkommens werden Flavonoide mit nahezu jedem
pflanzlichen Nahrungsmittel aufgenommen. Die tigliche Aufnahme ist dabei abhingig
von der Art der Erndhrung bzw. von den verwendeten Nahrungsmitteln und daher

schwer zu bestimmen.

KUHNAU (1976) schitzte die tdgliche Gesamtflavonoidaufthahme in den Vereinigten
Staaten auf 1 g, wobei 115 mg auf die Unterklasse der Flavone und Flavonole entfallen.
Neuere Untersuchungen beziffern die durchschnittliche Flavon- und Flavonolaufnahme
in den Niederlanden auf 23 mg pro Tag (HERTOG et al. 1993a), wobei der Anteil an
Quercetin ca. 16 mg pro Tag (entspricht ca. 50 pmol) betrug. Die durchschnittliche
tagliche Flavonolaufnahme pro Person in Bayern liegt nach LINSEISEN et al. (1997) bei
ca. 12 mg, wobei Quercetin mit 10,3 mg pro Tag den Hauptanteil ausmacht. Die Zufuhr
von Flavonoiden erfolgt im europdischen Raum hauptsachlich durch Zwiebeln, Apfel,
Beeren, Tee und Rotwein. Weitere tégliche Aufnahmen von Flavonolen und Flavonen,
die u. a. in epidemiologischen Studien in verschiedenen Léindern ermittelt bzw.

zugrunde gelegt wurden, sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Geschitzte tdgliche Aufnahmen an Flavonolen und Flavonen in
verschiedenen Landern

Tagliche Aufnahme _
Land _ Flavonoidquelle
in mg/ Tag

Obst und Gemdse, v. a.
BRD (nur alte Bundeslander) 11,5°
Zwiebeln, Tee

Niederlande 233, 33’ Tee, Zwiebeln, Apfel
_ ] . Obst und Gemuse, v. a.
Finnland 6, 0-41
Beeren
] Obst und Gemidse, v. a.
Griechenland 16
Zwiebeln
Japan 64", 17° Tee
Iltalien 27" Rotwein, Obst und Gemiise
USA 13", 20° Zwiebeln, Tee

" HERTOG et al. 1995, 2 BOHM et al. 1998, ® HERTOG et al. 1993a, * KNEKT et al. 19986,
SARAI et al. 2000, ® RimMm et al. 1996

2.2 Funktion von Flavonoiden in Pflanzen

Flavonoide sind in den Photosynthese betreibenden Zellen aller héheren Pflanzen zu
finden, da ihre Hauptaufgabe in der Katalyse von Elektronentransportprozessen
wihrend der Lichtphase der Photosynthese liegt (DAS 1994). Nach dem Absterben der
photosynthetisierenden Zellen werden die in ihnen enthaltenden Flavonoide freigesetzt
und gehen als sekundire Metaboliten in verschiedene Fliissigkeitskompartimente,
Wachse und Harze der Pflanze iiber (DAS 1994). Deshalb sind besonders hohe
Konzentrationen an Flavonoiden in dufleren, dem Licht zugewandten Schichten, wie die

Blattepidermis sowie Bliiten und Friichten der Pflanze zu finden (SHIRLEY 1996).
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Dies ist ein Hinweis darauf, dass Flavonoide eine wichtige Rolle beim Schutz der
Pflanze vor Schidigungen durch UV-Strahlung spielen. Das Absorptionsmaximum
zahlreicher Flavonoide liegt im UV-B-Bereich, so dass die Substanzen als effektive
UV-B-Filter wirken. Einige Untersuchungen zeigen, dass Pflanzen auf UV-B-Strahlung
mit einer gesteigerten Synthese von Flavonoiden reagieren (SHIRLEY 1996, BERHOW &

VAUGHN 1999, HARBORNE & WILLIAMS 2000).

Des Weiteren tragen bestimmte Flavonoidunterklassen zur charakteristischen Fiarbung
von Bliitenbldttern, Pollen, Friichten und Herbstlaub bei. Die Untergruppe der
Anthocyanidine ist z. B. fiir blaue, violette oder rote, die Untergruppe der Flavonole fiir
gelbe Farbtone verantwortlich (HARBORNE & WILLIAMS 2000, SCALBERT &
WILLIAMSON 2000). Da die Féarbung der Bliiten fiir das Anlocken von
pollensammelnden Insekten bzw. Vogeln wichtig ist, spielen die Flavonoide somit eine
zentrale Rolle bei der Fortpflanzung der jeweiligen Pflanzenart (DAS 1994, HARBORNE
& WILLIAMS 2000). Bei bestimmten Pflanzenarten wurde aufBlerdem gezeigt, dass
Flavonoide auch einen direkten Einfluss auf die Fertilitit von Pollen besitzen (SHIRLEY

1996).

Eine weitere Funktion der Flavonoide ist die Regulation von Wachtstums- und
Differenzierungsvorgidngen durch Auxine, da sie den Auxinspiegel in der Pflanze

kontrollieren (FORMACIA & REGELSON 1995, BROWN et al. 2001).

Dariiber hinaus spielen Flavonoide eine wichtige Rolle bei der gegenseitigen
Beeinflussung von Pflanzen und Mikroorganismen. Sie stellen dabei sowohl
Abwehrstoffe gegen pathogene Bakterien, Viren und Pilze als auch Signalstoffe fiir
bestimmte niitzliche Mikroorganismen dar. So geben Pflanzen aus der Familie der
Leguminosen bestimmte Flavonoide, z. B. Genistein, iiber ihre Wurzeln ab und regen
dadurch symbiotische Bakterien der Familien Rhizobium und Bradrhizobium zur
Synthese sogenannter Nodulationsfaktoren an. Diese Faktoren fithren zur
Knotchenbildung der Wurzeln, in denen die Pflanze mit Hilfe der Bakterien Stickstoff
fixieren konnen (SHIRLEY 1996, KNEER 1999). Eine Abwehrfunktion von Flavonoiden
besteht darin, dass sie zum einen als FraBhemmer gegeniiber Pflanzenschiadlingen
wirken und zum anderen bei Befall der Pflanze mit pathogenen Bakterien, Pilzen oder

Viren deren Wachstum und Vermehrung hemmen. So induziert der Befall der Pflanze
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mit pathogenen Erregern eine vermehrte Synthese von Flavonoiden (SHIRLEY 1996,

BERHOW & VAUGHN 1999).

2.3 Wirkungen von Flavonoiden im menschlichen und tierischen
Organismus

2.3.1 Epidemiologische Studien zum Priaventionspotential von Flavonoiden

Es ist seit langem bekannt, dass Nahrungsmittel pflanzlichen Ursprungs z. T. einen
hohen Gehalt an antioxidativ wirksamen Substanzen enthalten, die das Risiko fiir das
Auftreten sogenannter ,,Free Radical Diseases™, wie z. B. Arteriosklerose und damit
verbundenen Herzkreislauferkrankungen oder bestimmter Tumorformen, moglicher-
weise reduzieren (BLOCK et al. 1992, GREY 1995, KROMHOUT 1999, PIETTA 2000).
Obwohl eine Wirkung von Flavonoiden bei der Pravention von mit oxidativem Stress in
Zusammenhang stehenden Herzkreislauferkrankungen noch nicht eindeutig belegt ist,
weist die Mehrzahl der epidemiologischen Studien auf eine negative Korrelation
zwischen der Héaufigkeit des Auftretens dieser Erkrankungen und der Flavonoid-
aufnahme hin (HIRVONEN 2001, HERTOG et al. 1998, KELI et al. 1996, KNEKT et al.
1996, RimM et al. 1996, YOCHUM et al. 1999, GELEINSE et al. 1999, 2002). Als
Flavonoidquellen dienten hauptsachlich Obst, Gemiise, Rotwein und Tee. Dabei wurde
vor allem eine reduzierte Mortalititsrate und weniger eine verringerte Morbidititsrate
beobachtet. Im Unterschied dazu ist ein Zusammenhang zwischen Flavonoidaufnahme
und dem Verlauf bzw. der Entstehung von Tumorerkrankungen weniger klar. Nur eine
Studie zeigte eine inverse Korrelation von Flavonoidaufnahme und Lungenkrebs
(KNEKT et al., 1997). Abweichend von den oben zitierten Untersuchungen erbrachte
eine weitere von HERTOG et al. (1997) durchgefiihrte epidemiologische Studie ein er-
hohtes Mortalitétsrisiko durch Herzkreislauferkrankungen mit steigendem Teekonsum.

In Tabelle 3 sind die genannten epidemiologischen Studien zusammengestellt.
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Tabelle 3: Zusammenfassung prospektiver epidemiologischer Studien zur Aufnahme
von Flavonolen und Flavonen und dem Mortalititsrisiko fiir Herzinfarkt und

Schlaganfall.
Relatives Risiko"
Population Alter Beobachtungs- (95% Konfidenz-
(Jahre) zeitraum (Jahre) ,
intervall)

Zutphen Elderly Study, 032
Niederlande, 805 Manner, 65-84 5 © 15’_0 71)
Herzinfarkt (Hertog et al. 1993) ’ ’
Zutphen Elderly Study, 027
Niederlande, 552 Manner, 50-69 15 © 1’1_0 7)
Schlaganfall (Keli et al. 1996) ’ ’
Finnish Mobile Clinic Health Frauen: 0,73
Examination Survey, Finnland, 30-69 20 (0,41-1,32)
5133 Manner und Frauen Manner: 0,67
(Knekt et al. 1996) (0,44-0,87)
lowa Womens Health Study,
USA, 34492 Frauen, Postmeno- 10 0,62
Herzinfarkt (Yochum et al. pause (0,44-0,87)
1999)
Health Professionals Study, 1082
USA, 34789, Manner, 40-75 6 © 8’1-1 43)
Herzinfarkt (Rimm et al. 1996) ’ ’
Caerphilly Study, Wales, 1900, 16
Manner, Herzinfarkt (Hertog et 49-59 14 © 9:2 9)
al. 1997) e
Alpha-Tocopherol, Beta- 0.89

; (0,71-1,11)
Carotene Cancer Prevention 50-69 6
Study, Finnland, 25372 0779
Raucher (Hirvonen et al. 2001) (0,64-0,93)
Rotterdam Study, Niederlande,
4807, Manner und Frauen, > 55 6 0,35
Herzinfarkt (Geleijnse et al. - (0,13-0,98)

2002)

"Relatives Risiko der Gruppe mit der héchsten gegeniiber der mit der niedrigsten

Flavonoidaufnahme

Itddlich und nicht todlich verlaufende Herzinfarkte
3nicht todlich verlaufender Herzinfarkt
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2.3.2 Antioxidative Eigenschaften von Flavonoiden

Die Diskussion iiber die genannten gesundheitsfordernden bzw. praventiven Wirkungen
von Flavonoiden, mit Ausnahme der v. a. fiir die Isoflavone gezeigten Ostrogenen bzw.
antiostrogenen Wirkungen, konzentrierten sich hauptsdchlich auf das antioxidative
Potential ~ polyphenolischer =~ Verbindungen. Dem  Gleichgewicht  zwischen
(pro)oxidativen und antioxidativen Prozessen scheint im Stoffwechsel eine
Schliisselrolle zuzukommen (Aw 1999). Stérungen dieses Gleichgewichts werden mit
einer Vielzahl von Stoffwechselstorungen bzw. Krankheitskomplexen in Zusam-
menhang gebracht, wobei in erster Linie degenerative Erkrankungen, wie
Herzkreislauferkrankungen, Krebs, Alzheimer, aber auch chronische und akute
Entziindungsprozesse zu nennen sind (ARUOMA 1999, BEHL & MOOSMANN 2003). Im
oxidativen Stoffwechsel eukaryontischer Zellen kénnen an verschiedenen Stellen
Sauerstoffradikale und andere hochreaktive Sauerstoff- bzw. Stickstoffverbindungen,
wie z. B. Hydroxyl- und Superoxidradikale oder Peroxynitrit, entstehen, die zusammen
als reaktive Sauerstoff- bzw. Stickstoffverbindungen (ROS bzw. RNS) bezeichnet
werden (KHAN & WILSON 1995, J1 & LEICHTENWEIS 1997, CHANDRA et al. 2000).
Entstehende ROS werden durch zelleigene antioxidative Abwehrmechanismen deakti-
viert, zu denen enzymatische Systeme, darunter u. a. Superoxid-Dismutasen, Katalase,
Glutathion-Peroxidasen sowie nicht enzymatische Systeme wie z. B. Glutathion, o-
Tocopherol und Ascorbat gehoren (J1 & LEICHTWEIS 1997, CHANDRA et al. 2000,
FINKEL & HOLBROOK 2000). Bei einem Ubergewicht prooxidativer Prozesse (=
oxidativer Stress) kann es zu oxidativen Schadigungen von Proteinen, Membran-
lipiden, DNA sowie Kohlenhydraten kommen. Die oben genannten Krankheits-
komplexe scheinen mit oxidativem Stress einherzugehen (BOHM et al. 1998, ARUOMA
1999). So belegen z. B. eine Vielzahl von In vitro-Studien, dass eine Hemmung der
Oxidation von Low-Density-Lipoproteinen einen praventiven Effekt auf die Entstehung
von Herzkreislauferkrankungen haben kann (FRANKEL et al. 1993, AVIRAM &
FUHRMANN 1998, DA SILVA et al. 2000, CHOPRA et al. 2000). Oxidierte Low-Density-
Lipoproteine spielen nach dem heutigen Kenntnissstand eine Schliisselrolle bei der

Pathogenese ateriosklerotischer Verdnderungen.
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Beziiglich des antioxidativen Effektes von Flavonoiden werden verschiedene Wirkungs-
mechanismen diskutiert, die bisher fast ausschlieBlich in vitro gezeigt wurden. Zum
einen wirken Flavonoide als Radikalfdnger. Sie konnen aufgrund ihres geringeren
Redoxpotentials reaktive Sauerstoffverbindungen reduzieren, wobei sie ein Elektron aus
einer phenolischen OH-Gruppe auf das Radikal iibertragen, so dass dieses seine hohe
Reaktivitidt verliert (WISEMAN et al. 1997, BORS et al. 1998, PIETTA 2000). Das
Flavonoid selbst wird dabei zum Radikal, welches aber im Vergleich zu Sauerstoff-
radikalen relativ reaktionstrdge ist (BORs et al. 1997, PIETTA 2000). Es kann mit
weiteren Radikalen reagieren und in eine stabile Chinonstruktur iibergehen (PIETTA
2000, PANNALA et al. 2001). Die Fahigkeit von Flavonoiden, an Ein-Elektronen-
Ubergiingen teilzunehmen, beruht auf ihrer spezifischen chemischen Struktur. Von
besonderer Bedeutung scheint neben den 3’- und 4’-OH-Gruppen am Ring B die
Anwesenheit der 2,3-Doppelbindung in Verbindung mit einer 4-Oxogruppe im Ring C
zu sein, welche eine Elektronendelokalisation iiber das gesamte Ringsystem und damit
eine Stabilisierung des Radikals ermdglicht. Eine zusdtzliche Hydroxygruppe am C3-
Atom am Ring C erhoht ebenfalls die Stabilitdt des Flavonoidradikals und somit die
antioxidative Kapazitit des Flavonoids (BORS et 1992, PIETTA 2000). Des Weiteren
bewirkt die 3-Hydroxygruppe, dass die drei Ringe eines Flavonoids in einer Ebene
liegen, was sich ebenfalls positiv auf das antioxidative Potential auswirkt, da eine nicht
planare Anordung mdéglicherweise zu sterischen Behinderungen fiihrt (VAN ACKER et al.
1996). Die genannten chemischen Strukturmerkmale treffen insbesondere auf die
Gruppe der Flavonole zu und erkldren das im Vergleich zu anderen Flavonoiden hohe
antioxidative Potential (JOVANOVIC et al. 1996, PIETTA 2000). Zum anderen vermodgen
Flavonoide freie Metallionen zu komplexieren und dadurch die Metallionen in ihrer
Eigenschaft als Prooxidantien zu inaktivieren, wobei Flavonole aufgrund ihrer Struktur
besonders stabile Chelatkomplexe bilden (KANDASWAMI & MIDDLETON 1994, FERRALI
et al. 1997, PIETTA 2000). AuBlerdem hemmen Flavonoide verschiedene Enzyme, die an
der Bildung von ROS beteiligt sind, wie z. B. die Xanthinoxidase, NADH-Oxidase,
Cyclooxygenase und Lipoxygenase (PIETTA 2000, BOHM et al. 1998, KANDASWAMI &
MIDDLETON 1994). Des Weiteren zeigen mehrere Untersuchungen, dass insbesondere
Flavonole, Flavanole sowie Anthocyanidine unter den gegebenen In vitro-

Testbedingungen effektivere Antioxidantien als das wasserlosliche Vitamin E-Analog
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Trolox und als Vitamin C sind (BORS et al 1995, CAO et al. 1997, WISEMANN et al.
1997, PIETTA 2000). Flavonoide konnten auch bei der Regeneration wichtiger
etablierter Antioxidantien wie Vitamin C und Vitamin E eine Rolle spielen
(KANDASWAMI & MIDDLETON 1994, BORS et al. 1995, MIURA et al. 2000, PIETTA
2000). Da das Redoxverhalten von Flavonoiden bzw. Antioxidantien im Allgemeinen
stark von den gewihlten Versuchsbedingungen (z. B. pH-Wert, lipophiles oder
hydrophiles  Versuchsmedium, effektive Konzentration, Redoxpotential des
Reaktionspartners) abhéingt, sind die Erkenntnisse aus den /n vitro-Versuchen nicht
ohne Weiteres auf die /n vivo-Situation iibertragbar. Kritisch anzumerken ist auBBerdem,
dass die meisten Versuche mit den Flavonoidaglyka und nicht mit den hauptséchlich in
der Natur vorkommenden Glykosiden bzw. den in vivo im Organismus zirkulierenden
Konjugaten durchgefiihrt wurden. Zum Beispiel haben bisher nur wenige Studien eine
antioxidative Wirkung von Quercetinkonjugaten, wie z. B. Quercetinglukuroniden, wie
sic nach oraler Aufnahme von Quercetinaglykon im Plasma zu finden sind,
nachgewiesen. Erst in neueren Studien wurden auch Quercetinglukuronide untersucht,
wie z. B. von TERAO et al. (2001). Sie zeigten, dass nicht nur Quercetin, sondern auch
Quercetin-3-glukuronid den Verbrauch bestimmter Antioxidantien, wie -Carotin und
a-Tocopherol, in Low-Density-Lipoproteinen verringerten. Daneben existieren Ex vivo-
Versuche, die den Einfluss von Quercetin auf die Lipidperoxidation nach /n vivo-
Applikation der Flavonoide untersuchen (DA SILVA et al. 1998, MANACH et al. 1998).
Somit ist eine abschlieBende Bewertung der antioxidativen Effekte von Flavonoiden in
vivo derzeit nicht moglich. An dieser Stelle sei erwihnt, dass in einigen Untersuchungen
auch prooxidative Effekte von Flavonoiden gezeigt wurden (SAHU & GRAY 1996,
BOHM et al. 1998, SKIBOLA & SMITH 2000, AWAD et al. 2002), auf die aber im Rahmen

dieser Arbeit nicht ndher eingegangen werden kann.

2.3.3 Wirkung von Flavonoiden auf Enzyme, Signaltransduktion und
Genexpression

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass ROS nicht nur schidigende Wirkungen besitzen,
sondern auch wichtige regulatorische Funktionen bei verschiedenen Signaltrans-

duktionswegen einnehmen und direkt an der Regulation von Transkriptionsfaktoren
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beteiligt sind (KHAN & WILSON 1995, JACKSON et al. 1998, FINKEL & HOLBROOK
2000). Die Beeinflussung des intrazelluldren Stoffwechsels durch ROS spielt z. T. eine
bedeutende Rolle bei den oben erwdhnten Erkrankungen (SEN & PACKER 1996, CHOPRA
& THURNHAM 1999, BEHL & MOOSMANN 2002). Da Flavonoide aufgrund ihrer oben
genannten antioxidativen Wirkungen den Redoxstatus der Zelle beeinflussen kénnen,
haben sie somit indirekt Einfluss auf die regulatorischen Funktionen der ROS und damit
letztlich auf die Genexpression (JACKSON et al. 1998, FINKEL & HOLBROOK 2000, AW
1999, SEN & PACKER, 1996). Neben der indirekten Beeinflussung der Genexpression
beeinflussen Flavonoide aber auch direkt Transkriptionsfaktoren bzw. Signaltrans-
duktionswege. Im Allgemeinen flihrt eine erhdhte Konzentration freier Radikale zu
einer Aktivierung bestimmter Faktoren von Signalkaskaden, wie z. B. Proteinkinasen
und Proteinphosphatasen. Am Ende solcher Signaltransduktionswege stehen
Transkriptionsfaktoren, die nach Aktivierung an die Promotorregion von Zielgenen
binden und die Transkription beeinflussen. Der letzte Schritt, die Bindung des
Transkriptionsfaktors an die DNA, kann auch direkt durch ROS beeinflusst werden
(JACKSON et al. 1998). Zu den nédher untersuchten redox-sensitiven Transkriptions-
faktoren bzw. Faktoren von Signalkaskaden gehoren Nuclear-Factor-Kappa-B (NFkB),
Aktivator-Protein 1 (AP-1), p53, Hitze-Schock-Faktoren (HSF) sowie Extrazelluldre
Signal-regulierte Kinase (ERK), c-Jun-Amino-terminale Kinsae (JNK) und p38-
mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38-MAPK). Sie alle sind an der Induktion von
Genen beteiligt, die v. a. im Zusammenhang mit Zellproliferation, Differenzierung,
Apoptosis und Alterung stehen (JACKSON et al. 1998, Finkel 1998, FINKEL &
HoLBROOK 2000). Es wurde mehrfach gezeigt, dass Flavonoide, darunter Quercetin,
einen inhibitorischen Effekt auf den Transkriptionsfaktor NF«xB besitzen (SEN &
PACKER 1996, YOUDIM et al. 2002). Quercetin vermag aullerdem verschiedene mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK) zu hemmen (ISHIKAWA & KITAMURA 2000, YOUDIM
et al. 2002, KONG et al. 2000, 2001,). Auch in diesem Themenbereich werden in
jingerer Zeit vermehrt die in vivo vorkommenden Quercetinmetabolite bzw. Konjugate
untersucht. YOSHIZUMI et al. (2002) wiesen nach, dass auch Quercetin-3-Glukuronid die
durch Angiotensin II induzierte Aktivierung der JNK bzw. Anreicherung von AP-1
inhibierte. Der Einfluss von Quercetin auf die intrazellulire Konzentration von

Glutathion, eines der wichtigsten zelleigenen Antioxidantien, wurde von ISHIGE et al.
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(2001) an neuronalen HT-22-Zellen der Maus untersucht. Sie zeigten, dass Quercetin
die Zellen u. a. durch eine Erhdhung der intrazelluldren Glutathionkonzentration sowie
durch eine direkte Verringerung der ROS-Konzentration vor oxidativen Schadigungen
zu schiitzen vermag. RIMBACH et al. (2001) konnten dagegen an humanen
Keratinozyten eine Erh6hung der Glutathionkonzentration nur durch den Ginkgoextrakt
EGb761 (hoher Gehalt an Flavonolglykosiden), nicht aber durch reines Quercetin
nachweisen. Zusétzlich zeigten sie sowohl auf enzymatischer als auch auf genetischer
Ebene eine Anreicherung der katalytischen Untereinheit der y-Glutamyl-cystein-
Synthetase bzw. der mRNA der genannten Untereinheit, wobei die Beeinflussung eines
AP-1-abhingigen Signaltransduktionsweges eine Rolle zu spielen scheint. Flavonoide
sind nicht nur in der Lage, die Genexpression zu beeinflussen, sondern interagieren
auch mit zahlreichen Enzymsystemen, die z. T. Schliisselposi-tionen bei der Zellteilung,
Proliferation, Blutgerinnung, Metabolisierung von Xenobiotika sowie bei Entziindungs-
und Immunreaktionen einnehmen (HOLLMAN et al. 1996). Aufgrund der Fiille von
Untersuchungen kann im Folgenden nur exemplarisch auf die Beeinflussung einiger
Enzyme eingegangen werden. Flavonoide nehmen Einfluss auf die Aktivitét
verschiedener Proteinkinasen, die Phosphorylierungsreaktionen katalysieren und damit
bei der Steuerung nahezu aller Zellfunktionen eine wichtige Rolle spielen. Flavonole
sind z. B. potente Proteinkinase-C-Inhibitoren (AGULLO et al. 1997, FERRIOLA et al.
1989), wobei noch nicht geklart ist, ob sie eine Spezifitit fiir bestimmte Isoformen
besitzen (GAMET-PAYRASTRE et al. 1999). Auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase wird
durch Flavonole gehemmt (AGULLO et al. 1997, GAMET-PAYRASTRE et al. 1999). Einige
Flavonoide, darunter Genistin und Quercetin, inhibieren Protein-Tyrosinkinasen
(CUNNINGHAM et al. 1992). Des Weiteren beeinflusst Quercetin Enzyme des
Arachidonsédurestoffwechsels, der bei Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielt.
Dabei vermag Quercetin die Phospholipase A, zu hemmen, die v. a. zur Freisetzung von
Arachidonsdure aus Phospholipiden fithrt (WELTON et al. 1988). Von der
Arachidonsdure ausgehend werden entweder durch Cyclooxygenasen Prostaglandine
und Thromboxane oder durch Lipoxygenasen Leukotriene gebildet. Quercetin und
andere Flavonoide weisen einen inhibitorischen Effekt sowohl auf Cyclooxygenasen als
auch auf Lipoxygenasen auf (FORMACIA & REGELSON 1995, WELTON et al. 1988).

Somit konnen Flavonoide an verschiedenen Stellen des Arachidonsiurestoffwechsels
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eingreifen. Auch die in allen Zellen vorkommende Na'/K'-ATPase kann von
verschiedenen Flavonoiden, darunter Quercetin, gechemmt werden (UMAROVA et al.
1998). Fiir mehrere Flavonoide wurde ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die fiir
die Magensiuresekretion  verant-wortliche H'/K'-ATPase der Belegzellen
nachgewiesen (MURAKAMI et al. 1999). AuBerdem konnen Flavonoide
Phosphodiesterasen hemmen, die fiir den Spaltung von zyklischem 3°,5’-
Adenosinmonophosphat ~ (cAMP)  bzw.  3’5’-Guanosinmonophosphat (cGMP)
verantwortlich sind (RUCKSTUHL & LANDRY 1981). Dieser Mechanismus spielt z. B. bei
der Inhibition der Plattchenaggregation durch Flavonoide eine Rolle (Cook &
SAMMANN 1996). Aullerdem beeinflussen Flavonoide die Aktivitit von Cytochrom
P450-Oxidoreduktasen in komplexer Art und Weise (CANIVEC-LAVIER et al. 1996a, b).
Dabei wirken sie einerseits als Enzyminduktoren (CIOLINO et al. 1999), andererseits
hemmen sie eine Reihe von Cytochrom P450-Isoenzymen (FELDMANN 1997) und
konnen somit die Bioverfiigbarkeit anderer Xenobiotika beeinflussen (FELDMANN 1997,
OBERMEIER et al. 1995). Neben den genannten Enzymen ist ein Einfluss von
Flavonoiden auf eine Vielzahl weiterer Enzyme beschrieben worden, darunter u. a.
Lactatdehydrogenase, Pyruvatkinase, Catechol-O-Methyl-Transferase, Ornithinde-
carboxylase, RNA- und DNA-Polymerasen, DNA-Topoisomerase, reverse Trans-
skriptase, HIV-1-Proteinase, HIV-1 Integrase sowie 11-B-Hydroxysteroid-Dehydro-

genase (MIDDELTON et al. 2000).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die in der Literatur beschriebenen Wirkungen
von Flavonoiden, von denen hier nur einige dargestellt wurden, sehr komplex und oft
sogar gegensitzlich erscheinen. Es ist jedoch nicht verwunderlich, dass den
Flavonoiden aufgrund des hohen Potentials zur Beeinflussung von Stoffwechsel-
vorgdngen die genannten Wirkungen im Zusammenhang mit der Prdvention von
bestimmten Tumorformen, verschiedenen entziindlichen Erkrankungen sowie
Herzkreislauferkrankungen zugesprochen werden (BOHM et al. 1998, DUNTHIE et al.
2000, MIDDELTON et al. 2000). In wie weit aber die liberwiegend in vitro gezeigten
Effekte tatsdchlich fiir In vivo-Prozesse von Bedeutung sind, bedarf weiterer

Aufklédrung.
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2.4 Bioverfiigbarkeit von Flavonoiden

Die bislang dargestellten Wirkungen von Flavonoiden auf bestimmte Organe und
Gewebe, einzelne Zellen oder zelluldre Bestandteile wurden im Wesentlichen durch /n
vitro-Untersuchungen mit entsprechenden Aglyka ermittelt. Effekte wurden dabei
meistens bei Flavonoidkonzentrationen im mikromolaren Bereich nachgewiesen.
Voraussetzung fiir tatsdchliche Wirkungen in vivo ist aber eine ausreichend hohe
Bioverfiigbarkeit, d. h. das Flavonoid muss nach oraler Aufnahme in ausreichendem
Mafe absorbiert werden, sich im Organismus verteilen und so letztlich systemisch
verfiigbar werden, um am entsprechenden Wirkort in geniigend hoher Konzentration
vorzuliegen. Dabei ist die Bioverfiigbarkeit auch von Art und Ausmal der prae- und

postabsorptiven Metabolisierung abhéngig.

In der Literatur gibt es z. T. widerspriichliche Aussagen dariiber, ob natiirlich
vorliegende Flavonoidglykoside eine hohere Bioverfiigbarkeit als Flavonoidaglyka
aufweisen. AuBlerdem scheint es bei den verschiedenen Flavonoidunterklassen
Unterschiede zu geben. Zusitzlich besteht noch Unklarheit dariiber, ob Flavonoide als
intakte Glykoside oder erst nach Deglykosilierung absorbiert werden und welcher

Mechanismus der Absorption zu Grunde liegt.

Obwohl in der Literatur schon seit langem zahlreiche Untersuchungen zu In vitro-
Effekten von Flavonolen zu finden sind, wurden erst in den letzten Jahren vermehrt
Bioverfiigbarkeitsstudien mit Flavonoiden bzw. Flavonoidglykosiden durchgefiihrt. Die
folgende Ubersicht konzentriert sich entsprechend dem Thema der vorliegenden Arbeit
auf Studien zur Bioverfiigbarkeit von Quercetin. Auf einzelne Punkte, insbesondere auf
die moglichen Absorptionsmechanismen, die eine Erkldrung fiir unterschiedliche
Bioverfiigbarkeiten liefern kdnnten, wird in folgenden Unterkapiteln sowie im Rahmen

der Diskussion der eigenen Ergebnisse vertiefend eingegangen.

Da GUGLER et al. (1975) nach oraler Applikation einer Einmaldosis von 4 g
Quercetinaglykon weder im Blutplasma noch im Urin das intakte Flavonol oder
Metaboliten deselben nachweisen konnten, nahmen sie an, dass die Absorption des
Quercetinaglykons weniger als 1 % der verabreichten Dosis betrug. Sie vermuteten eine
umfangreiche mikrobielle Metabolisierung im Darmtrakt, da nur 53 % der applizierten

Dosis in den Faeces wiedergefunden wurde.
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MANACH et al. (1995) fanden bei einem Fiitterungsversuch mit Ratten, denen 16,4
mmol Quercetin bzw. Quercetin-3-Glukorhamnosid/kg Futter (entspricht ca. 0,4
mmol/Tag) iiber 10 Tage verabreicht wurde, nach beiden Behandlungen -eine
Gesamtflavonolkonzentration einschlieBlich konjugierter Metaboliten im Blutplasma
von 115 pmol/l, die auf eine geringe Absorption hindeutete. In einem weiteren
Fiitterungsversuch mit Ratten verglichen MANACH et al. (1997) die Bioverfiigbarkeit
von Quercetinaglykon und Quercetin-3-Glukorhamnosid. Nach beiden Behandlungen
wurden neben Quercetin die 3’-und 4’-O-Methylether des Quercetins (Isorhamnetin,
Tamarixetin) identifiziert. MANACH et al. (1997) zeigten, dass das Glukorhamnosid
deutlich langsamer als das Aglykon absorbiert wurde. Sie vermuteten, dass Quercetin-3-
Glukorhamnosid erst nach mikrobieller Deglykosylierung im Dickdarm, Quercetin

hingegen bereits im Diinndarm absorbiert wurde.

Eine hohe Bioverfiigbarkeit von 52 % wurde von HOLLMAN et al. (1995) in einer Studie
mit ileostomierten Probanden nach Applikation von gediinsteten Zwiebeln, die v. a.
Quercetinglukoside enthielten (89 mg Quercetindquivalente), berechnet. Im Vergleich
dazu lag die Bioverfiigbarkeit nach Applikation des Aglykons nur bei 24 %, nach Gabe
von Quercetin-3-Glukorhamnosid sogar bei nur 17 %. Allerdings wurde die Bioverfiig-
barkeit in dieser Studie als Differenz zwischen oral applizierter Menge und der im
Perfusat iiber den Ileostomiebeutel ausgeschiedenen Menge definiert. In einer weiteren
Studie an 9 Probanden mit intaktem Darm verglichen HOLLMAN et al. (1997) die
relative Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Zwiebeln (Quercetinglukoside, 68 mg
Quercetiniquivalente), Apfeln  (verschiedene  Quercetinglykoside, 109 mg
Quercetindquivalente) und Quercetin-3-Glukorhamnosid (112 mg Quercetin-
dquivalente) und bestétigten die Ergebnisse der Studie mit ileostomierten Probanden.
Die Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus den Zwiebeln war am hochsten. Die anhand der
Konzentration von Quercetindquivalenten im Plasma ermittelten relativen Bioverfiig-
barkeiten von Quercetin aus Apfeln bzw. Quercetin-3-Glukorhamnosid lag nur bei ca.
30 % des entsprechenden Wertes nach Gabe von Zwiebeln. Deutliche Unterschiede
ergaben sich auch fiir den Zeitpunkt der maximalen Konzentrationen von
Quercetindquivalenten im Plasma (0,7 h, 2,5 h bzw. 9,3 h) und fiir die maximalen
Plasmakonzentrationen (224, 92 bzw. 90 ng/ml). HOLLMAN et al. (1997) folgerten

aufgrund des frithen Konzentrationsmaximums nach Aufnahme von Zwiebeln, dass die
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Quercetinglukoside schon aus dem Diinndarm absorbiert werden, wohingegen
Quercetinglykoside mit anderen Zuckerresten erst im Dickdarm verfiigbar sind. Ein
Einfluss der Pflanzenmatrix auf die Freisetzung von Quercetin war jedoch in dieser

Studie nicht auszuschlieBen.

Ein weiterer Versuch, bei dem Probanden 311 pmol reines Quercetin-4’-Glukosid bzw.
Quercetin-3-Glukorhamnosid oral aufnahmen, fiihrte zu einem dhnlichen Ergebnis
(HOLLMAN et al. 1999) und bestitigte die Aussagen der oben genannten Studie. Nach
Gabe des Monoglukosid wurde die maximale Plasmakonzentration schon nach einer
halben Stunde, nach Gabe des Glukorhamnosids erst nach sechs Stunden erreicht. Auch
die maximalen Plasmakonzentrationen nach Applikation von Quercetin-4’-Glukosid
war anndhernd 20fach hoher als nach Quercetin-3-Glukorhamnosid (3,5 pmol/l bzw.
0,2 umol/1). Als Erkldrung fiir die bessere Absorption und damit hohere relative
Bioverfiigbarkeit des Quercetins aus dem Glukosid vermuteten sie einen aktiven
Transport des Glukosids iiber den natriumabhéngigen Glukosetransporter (SGLT1),
wihrend das Glukorhamnosid erst nach Deglykosilierung im Dickdarm absorbiert

werden kann.

Ergidnzend dazu untersuchten DE VRIES et al. (2000) die Bioverfiigbarkeit von Quercetin
aus Rotwein bzw. Tee (v. a. Quercetin-3-Glukorhamnosid) im Vergleich zur Bioverfiig-
barkeit von Quercetin aus Zwiebeln (v. a. Quercetin-3-Glukosid, Quercetin-4’-
Glukosid). Die Probanden erhielten vier Tage lang jeweils zwischen 14 und 16 mg
Quercetin iiber eine bestimmte Menge der verschiedenen Nahrungsquellen. Auch
DE VRIES et al. (2000) konnten zeigen, dass Quercetin zwar nach Gabe aller drei
Quellen absorbiert wurde, die Quercetinplasmakonzentration und letztlich auch die
Bioverfiigbarkeit nach Applikation von Zwiebeln jedoch fast doppelt so hoch war wie

nach Rotwein oder Tee.

OLTHOF et al. (2000) verglichen die Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Quercetin-3-
Glukosid und mit der aus Quercetin-4’-Glukosid nach einmaliger Applikation von
325 pmol bzw. 331 pumol des jeweiligen Glukosids. Die Konzentrationszeitverldufe im
Plasma, die Fldchen unter den Konzentrationszeitkurven und die Eliminations-

halbwertszeiten waren nach beiden Behandlungen annihernd identisch. Daher folgerten
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OLTHOF et al. (2000), dass die Position des Glukoserestes keinen Einfluss auf die

Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus den beiden Monoglukosiden hat.

In einer weiteren Studie verglichen ERLUND et al. (2000) die Bioverfiigbarkeit von
Quercetin  nach  Applikation des Quercetinaglykons und des Quercetin-3-
Glukorhamnosids in drei verschiedenen Dosierungen (8 mg, 20 mg bzw. 50 mg
Quercetindquivalente). Des Weiteren untersuchten sie, in welcher Form Quercetin nach
der Absorption im Plasma vorliegt. Nach Gabe der niedrigsten Dosierung war die
mittlere maximale Quercetinplasmakonzentration nach Applikation von Quercetin-
aglykon signifikant grofer als nach Quercetin-3-Glukorhamnosid (41,4 pg/l bzw. 23,5
png/l). Fir die beiden hoheren Dosierungen ergaben sich aber zwischen den
Behandlungen keine signifikanten Unterschiede. Die maximalen Plasmakonzentrationen
traten dagegen bei allen drei Dosierungen nach Applikation des Aglykons im Vergleich
zum Quercetin-3-Glukorhamnosid signifikant frither auf. Die mittels der Flachen unter
den Konzentrationszeitkurven (AUC) berechnete Bioverfiigbarkeit war nach
Applikation von Quercetinaglykon in der niedrigen und mittleren Dosis, nicht aber nach
Applikation der hohen Dosierung, signifikant grofer als nach Gabe des
Glukorhamnosids. Dabei waren grof3e interindividuelle Schwankungen zu beobachten.
Diese Schwankungen schienen von Geschlecht und der Einnahme oraler Kontrazeptiva
abzuhdngen. Nach Gabe von Quercetin-3-Glukorhamnosid in der hochsten Dosierung
(100 mg) wurde unkonjugiertes Quercetin, aber kein Quercetin-3-Glukosid im Plasma
nachgewiesen. ERLUND et al. (2000) kamen wie HOLLMAN et al. (1997) zu dem Schluss,
dass  Quercetin-3-Glukorhamnosid erst nach Deglykosilierung in distalen
Darmabschnitten absorbiert wird. Der friihe Zeitpunkt der maximalen Plasma-
konzentration nach Applikation von Quercetinaglykon spricht nach Ansicht der Autoren

hingegen fiir eine Absorption hauptsichlich im oberen Diinndarm.

ADER et al. (2000) untersuchten die Bioverfiigbarkeit von Quercetin beim Schwein,
dessen Anatomie und Physiologie des Gastrointestinaltraktes und Kreislaufsystems
weitgehend mit den Verhiltnissen beim Menschen iibereinstimmt. Den Tieren wurde
eine einmalige Dosis Quercetinaglykon sowohl intravenos (i. v., 0,4 mg/kg KGW) als
auch oral (50 mg/kg KGW) verabreicht. Gemessen wurden die Plasmakonzentrations-
Zeit-Verldufe von Quercetin und einigen seiner Metaboliten (Isorhamnetin,

Tamarixetin) mit und ohne vorausgegangene enzymatische Hydrolyse zur Spaltung von
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Konjugaten. Nach 1i. v.-Applikation wurden hauptsidchlich freies Quercetin und
konjugierte Methylether des Quercetins, Isorhamnetin und Tamarixetin, identifiziert.
Dagegen konnten nach oraler Applikation nur Spuren an freiem Quercetin neben
konjugiertem Quercetin und konjugierten Quercetinmetaboliten nachgewiesen werden.
Bezogen auf die i. v.-Applikation betrug die Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach oraler
Aufnahme nur 0,5 %. Unter Einbezug der Menge an konjugiertem Quercetin erhéhte
sich die Bioverfiigbarkeit auf 8,5 %. Wurden zusétzlich auch die monomethylierten
Metaboliten Isorhamnetin und Tamarixetin beriicksichtigt, betrug der Wert fiir die
Bioverfiigbarkeit ~ durchschnittlich 17 %. Da ein erstes Maximum der
Quercetinkonzentration nach oraler Gabe schon nach ca. 2 Stunden erreicht wurde,
wurde auch hier von den Autoren eine Absorption von Quercetinaglykon im oberen

Gastrointestinaltrakt angenommen.

Um den Einfluss der Pflanzenmatrix und des Zuckerrestes auf die orale Bioverfiig-
barkeit von Quercetin zu ermitteln, verabreichten GRAEFE et al. (2001) zwdlf Probanden
Quercetin-4’-Glukosid, Zwiebeln (jeweils 100 mg Quercetiniquivalente) bzw.
Quercetin-3-Glukorhamnosid und Buchweizentee (jeweils 200 mg Quercetindqui-
valente). Die Bioverfiigbarkeit und pharmakokinetischen Parameter unterschieden sich
nicht zwischen der Behandlung mit Quercetin-4’-Glukosid und der mit Zwiebeln
(enthielten v.a. Quercetin-4’-Glukosid und Quercetin-3,4’-Glukosid). Die maximalen
Plasmakonzentrationen betrugen 2,1 pg/ml bzw. 2,3 pg/ml und wurden bei beiden
Behandlungen nach 0,7 Stunden erreicht. Trotz der hoheren Dosierung betrug die
maximale Plasmakonzentration nach Quercetin-3-Glukorhamnosid nur 0,3 pg/ml, nach
Buchweizentee (enthielt v.a. Quercetin-3-Glukorhamnosid) dagegen 0,6 pg/ml nach
7bzw. 4,3 Stunden. Nach allen Behandlungen wurden verschiedene Quercetin-
glukuronide und konjugiertes Isorhamnetin identifiziert. Intakte Quercetinglykoside
oder freies Quercetin konnten nicht nachgewiesen werden. Die relative
Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach Gabe des Glukorhamnosids war nur halb so grof3
wie nach Gabe des Glukosids. Die Studie zeigt, dass unabhédngig von der Art des
applizierten Glykosids, Quercetin hauptsdchlich glukuronidiert im Plasma vorlag. In
Ubereinstimmung mit den zuvor zitierten Versuchen war die Bioverfiigbarkeit von

Quercetin aus Glukosiden deutlich hdher als aus Glukorhamnosiden.
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Auch MORAND et al. (2000) zeigten an einer Untersuchung mit Ratten, denen
Quercetin, Quercetin-3-Glukosid, Quercetin-3-Rhamnosid oder Quercetin-3-Gluko-
rhamnosid (jeweils 83 mg Quercetindquivalente/’kg KGW) appliziert wurden, dass nach
Gabe des Glukosids die hochsten maximalen Quercetinplasmakonzentrationen erhalten
wurden. Die Absorption und damit die Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Quercetin-3-
Glukosid war also deutlich hoher als nach Gabe des Aglykons oder Glukorhamnosids.
Nach allen Behandlungen konnte kein freies Quercetin nachgewiesen werden. Als
weitere Metaboliten wurden, wie in anderen Versuchen, konjugiertes Isorhamnetin und

Tamarixetin identifiziert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine hohere orale Bioverfiigbarkeit von
Quercetin nach Gabe der Monoglukoside im Vergleich zur Applikation des Aglykons
oder komplexerer Glykoside vorliegt. Quercetin scheint nach der Absorption relativ
schnell metabolisiert zu werden und hauptsachlich in konjugierter Form im Blutplasma
zu zirkulieren (s. u.). Ferner bleibt festzuhalten, dass selbst bei sehr hohen oralen Dosen
von Quercetin oder Quercetinglykosiden die Quercetinplasmakonzentrationen nur im
unteren mikromolaren Bereich lagen. Da Quercetin fast ausschlieBlich als Konjugat
vorliegt, ist auch aus diesem Grund eine direkte Ubertragung der beschriebenen In
vitro-Wirkungen auf In vivo-Bedingungen nur bedingt moglich. SchlieBlich muss auch
im Zusammenhang mit moglichen biologischen Effekten von Flavonoiden im
Stoffwechsel die Plasmaproteinbindung des Quercetins und seiner Metabolite
beriicksichtigt werden. Fiir das Quercetinaglykon wurde eine fast vollstindige
Plasmaproteinbindung, v. a. eine Bindung an Albumin (98 % bzw. 95 %) nachgewiesen

(MANACH et al. 1995, BOULTON et al. 1998).

2.4.1 Intestinale Absorptionsmechanismen von Flavonoiden

Wie schon erwdhnt besteht nach wie vor Unklarheit dariiber, ob die in der Nahrung
vorliegenden Flavonoidglykoside als solche absorbiert werden oder ob eine Spaltung
der B-glykosidischen Bindung durch Mikroorganismen in tieferen Darmabschnitten
oder aber durch korpereigene Enzyme Voraussetzung fiir die Absorption ist.
Anzumerken ist hierbei, dass in den meisten Bioverfiigbarkeitsstudien die

Quercetinplasmakonzentrationen nach saurer oder enzymatischer Hydrolyse bestimmt
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wurden, so dass eine Unterscheidung zwischen intakten Quercetinglykosiden und
moglichen konjugierten Metaboliten wie Quercetinglukuroniden bzw. Quercetinsulfaten
aufgrund der Analytik nicht moglich war. AuBerdem ist nicht gekldrt, welcher

Mechanismus der Absorption zu Grunde liegt.

In einigen wenigen Arbeiten wurden unverdnderte, intakte Quercetinglykoside im
Plasma nachgewiesen. Dies wurde als Hinweis gedeutet, dass Glykoside z. T. in intakter
Form die Darmwand passieren konnen (Aziz et al. 1998, PAGANGA & RICE-EVANS
1997, SPENCER et al. 1999). Hierzu soll kritisch angemerkt werden, dass mit der
eingesetzten Analytik eine klare Unterscheidung der Glykoside von den entsprechenden
Glukuroniden, die zu den Hauptmetaboliten zdhlen (s.u.), in den genannten Studien
kaum moglich war. In keiner der Arbeiten wurden Flavonoid-glukuronide als Standards
zum Vergleich eingesetzt. Die Mehrzahl der neueren Untersuchungen weist jedoch

darauf hin, dass eine Absorption intakter Quercetinglykoside unwahrscheinlich ist.

MOON et al. (2000) zeigten in einer Studie mit Frauen, denen eine Woche lang eine Diit
mit Zwiebeln (68-94 mg Quercetindquivalente/Tag v.a. in Form von Glukosiden)
verabreicht wurde, dass Quercetin nicht in Form von Quercetinglukosiden im Plasma zu
finden war. Freies Quercetinaglykon konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die
Autoren schlussfolgerten, dass Quercetin in Form von Glukuroniden und/oder Sulfaten
zirkuliert. Auch MORAND et al. (2000) konnten mit einer verbesserten Analytik keine
Quercetinglukoside im Plasma von Ratten nachweisen und nahmen dies als Hinweis auf
eine pra- oder postabsorptive Hydrolyse der Quercetinglukoside. SESINK et al. (2001)
analysierten humane Plasmaproben nach oraler Applikation von 325 pmol Quercetin-3-
Glukosid bzw. Quercetin-4’-Glukosid und bewiesen erstmals durch den Vergleich mit
einem Glukuronidstandardgemisch, dass Quercetin beim Menschen hauptsédchlich in
Form von Glukuroniden im Blut zirkuliert. Sie fanden weder intakte Glukoside noch
nennenswerte Konzentrationen an freiem Quercetin. In einer Untersuchung mit
umgestiilpten Darmsédckchen von Ratten fanden GEE et al. (2000) intakte
Quercetinglukoside weder im mukosalen Gewebe noch im serosalen Kompartiment. Sie
identifizierten aber mit Hilfe von Standards Quercetin-3-Glukuronid und Quercetin-7-
Glukoronid im serosalen Kompartiment. Auch die Humanstudie von DAY et al. (2001)
deutet darauf hin, dass oral applizierte Quercetinglukoside nicht intakt ins Blut

gelangen. Nach der Aufnahme einer Zwiebelmahlzeit (v.a. Quercetinglukoside,
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aquivalent zu 79,2 mg Quercetinaglykon) wurden Quercetin-3-Glukuronid, 3’-Methyl-
Quercetin-3-Glukuronid und im Vergleich zu SESINK et al. (2001) zusidtzlich 3’-
Quercetin-Sulfat als Hauptmetaboliten im Plasma anhand von Standards identifiziert.
Im Gegensatz zu den Befunden bei der Ratte wurde kein Quercetin-7-Glukuronid

gefunden.

Untersuchungen mit Phopholipidmembranmodellen zeigen, dass Flavonoidglykoside,
wie Quercetin-3-Glukorhamnosid, aufgrund des hydophilen Zuckerrestes nicht in der
Lage sind, die Membran zu penetrieren, wihrend dies fiir das lipophilere Aglykon
Quercetin moglich ist (SAUA et al. 1995, MOVILEANU et al. 2000, VAN DK et al. 2000).
Demnach miissten Glykoside entweder vor der Absorption deglykosiliert werden oder
aber iber einen Carrier-vermittelten TransportprozeB in die Intestinalzelle
aufgenommen werden. Quercetin hingegen konnte durch passive Diffusion in die Zelle

gelangen.

Es wurde bis vor Kurzem davon ausgegangen, dass die Spaltung der Glykoside durch
Mikroorganismen im distalen Diinndarm bzw. Dickdarm Voraussetzung fiir die
Absorption ist, da keine Untersuchungen mit tierischen oder humanen Enzymen zur
Spaltung B-glykosidischer Bindungen vorlagen (KUHNAU 1976, MIDDLETON &
KANDASWAMI 1993, FORMACIA & REGELSON 1995, HOLLMAN et al. 1997, , MANACH et
al. 1996a). In neueren Versuchen mit isolierten Diinndarm- und Lebermikrosomen vom
Menschen bzw. von der Ratte konnte allerdings gezeigt werden, dass verschiedene
Flavonoidglykoside, darunter Quercetin-4’-Glukosid, durch eine cytosolische [-
Glukosidase deglykosiliert wurden. Quercetin-3-Glukosid wurde in geringerem Umfang
nur durch eine intestinale B-Glukosidase gespalten. Quercetin-3-Glukorhamnosid wurde
dagegen nicht enzymatisch hydrolisiert (DAY et al. 1998, IoKU et al. 1998). Auch beim
Schwein wurde eine jejunale cytosolische B-Glukosidase nachgewiesen (MCMAHON et
al. 1997). Eine Spaltung der B-glukosidischen Bindung durch ein cytosolisches Enzym
wiirde einen Transport des intakten Glukosids in die Intestinalzelle voraussetzten, wie

ihn HOLLMAN et al. (1995) erstmals zur Diskussion stellten.

Wie schon kurz im Kapitel 2.4 erwéhnt, stellten HOLLMAN et al. (1995) die Hypothese
auf, dass sich die schnellere Absorption von Quercetinglukosiden mit dem aktiven

Transport iliber den in der Biirstensaummembran des Diinndarms lokalisierten
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Na'/Glukosetransporter SGLT1 erkliren lieBe. Dabei wiesen sie auf eine Untersuchung
hin, in welcher der Transport von B-Naphthylglukosiden und p-Naphthylgalaktosiden
iiber den SGLT1 an umgestiilpten Darmsidckchen aus Rattenjejunum gezeigt worden
war (MIZUMA et al. 1994). Die Ergebnisse demonstrierten, dass der SGLT1 nicht nur
Glukose als solche, sondern auch bestimmte Verbindungen transportieren kann, die mit
Glukose bzw. Galaktose B-glykosidisch verkniipft sind. In einer Untersuchung an
umgestiilpten Darmséickchen aus dem Jejunum von Ratten fanden GEE et al. (1997) eine
Na'-abhingige Stimulation des Effluxes von '*C-Galaktose in das Inkubationsmedium
durch Quercetinglukoside, nicht jedoch durch Quercetin-3-Glukorhamnosid (Trans-
Stimulation). Sie werteten dieses Ergebnis als einen Hinweis auf die Beteiligung des
SGLT1 am intestinalen Transport von Quercetinglukosiden. In einem weiteren Versuch
mit umgestiilpten Darmsackchen konnten GEE et al. (2000) neben der Trans-Stimulation
des '*C-Galaktose-Effluxes eine kompetitive Hemmung der '*C-Galaktose-Aufnahme
durch Anwesenheit von Quercetin-3-Glukosid auf mukosaler Seite nachweisen.
AuBerdem zeigten sie eine schnellere Absorption von radioaktiv markiertem Quercetin-
3- und 4’-Glukosid im Vergleich zum Quercetinaglykon, wobei jedoch intakte
Quercetinglukoside weder im mukosalen Gewebe noch im serosalen Medium detektiert
wurden. Stattdessen wurden freies Quercetin im mukosalen Gewebe und
Quercetinglukuronide sowohl im Gewebe als auch im serosalen Medium identifiziert.
Ein Transport der Monoglukoside iiber den SGLT1 wurde auch in dieser Studie nicht
direkt nachgewiesen, sondern nur eine Interaktion mit dem SGLT1. Der Versuch zeigte
auBerdem, dass Quercetinglukoside anscheinend wéhrend der Passage durch die
Darmmukosa deglykosiliert und anschliefend glukuronidiert werden. Im Gegensatz
zum Monoglukosid scheint das Aglykon passiv absorbiert zu werden. WALGREN et al.
(2000b) setzten als Zellmodell fiir Absorptionsstudien humane CaCo-2-Zellen sowie
mit SGLT1 transfizierte Hamsterovarzellen (G6D3-Zellen) ein und wiesen erstmals
direkt den Na'-abhingigen Transport von Quercetin-4’-Glukosid iiber den SGLT1 nach,
der durch Phlorizin, einem Inhibitor des SGLT1, gehemmt wurde. Ein transepithelialer
Transport des Glukosids in mukoserosaler Richtung (Absorption) konnte jedoch erst
beobachtet werden, als das in der apikalen Membran lokalisierte Transportprotein
MRP2 (Multidrug Restistance Associated Protein 2) gehemmt wurde (WALGREN et al.
2000a, 1998). MRP2 vermittelte einen verstarkten Efflux des Quercetinglukosids durch



2 Literaturiibersicht 28

die luminale Membran und verhinderte so in den Experimenten von WALGREN et al.
(2000a, 1998) eine Nettoabsorption. In einer Studie von ADER et al. (2001) konnte eine
Hemmung der Na'-abhingigen Aufnahme des nicht metabolisierbaren Glukose-
analogons Methyl-a-D-Glukopyranosid (MDG), einem Substrat des SGLTI, in die
Mukosa des Rattenjejunums durch Quercetin-3-und 4’-Glukosid gezeigt werden.
Quercetinaglykon und Quercetin-3-Glukorhamnosid beeinflussten die Aufnahme
hingegen nicht. Die Ergebnisse demonstrierten, dass die Quercetinglukoside spezifisch
die Na'-abhiingige mukosale Aufnahme von MDG iiber den SGLT1 hemmen, da die
Na'-abhingige Aufnahme von Alanin nicht beeinflusst wurde. Sie lieferten aber keinen
Beweis fiir einen Transport der Glukoside iliber den SGLTI1. In einer neueren
Untersuchung derselben Arbeitsgruppe an mit Rattenjejunum bestiickten Ussing-
Kammern konnte direkt ein Na'-abhiingiges ,,Verschwinden von Quercetin-3-Glukosid
aus dem mukosalen Kompartiment gezeigt werden (WOLFFRAM et al. 2002). Sowohl die
Anwesenheit von D-Glukose als auch der Einsatz von Na'-freiem Puffer unter
gleichzeitiger Zugabe von Phlorizin im mukosalen Kompartiment fiihrte zu einem
geringeren Verschwinden des Glukosids. AuBlerdem war beim Einsatz von
Colongewebe, das im Gegensatz zu Jejunum den SGLTI1 nicht exprimiert, kein
Verschwinden von Quercetin-3-Glukosid zu beobachten. Sie werteten diese Ergebnisse
als einen deutlichen Hinweis auf die Beteiligung des SGLT1 an der Absorption von
Quercetin-3-Glukosid. Eine Beteiligung des Na'-unabhingigen Fructosetransporter
GLUTS5 wurde dagegen ausgeschlossen, da D-Fructose in Na'-freiem Medium auf
mukosaler Seite keinen Einfluss auf das ,,Verschwinden® von Quercetin-3-Glukosid

besal3.

Neben der intrazelluldren Spaltung durch korpereigene [B-Glukosidasen wird ein
weiterer Mechanismus der Spaltung von im Darmlumen vorliegenden Quercetin-
glukosiden diskutiert. Es handelt sich dabei um die extrazellulire Hydrolyse des
Glukosids duch die biirstensaummembranstindige Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH,
EC. 3.2.1.62), gefolgt von der Diffusion des Quercetinaglykons durch die Membran
(DAY et al. 2000). DAY et al. (2000) zeigten, dass die aus dem Diinndarm von Lammern
isolierte LPH sowohl Quercetin-3-Glukosid als auch Quercetin-4’-Glukosid, nicht aber

Quercetin-3-Glukorhamnosid effizient spaltete. Die Hauptaktivitit scheint dabei von der
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Laktase-Domédne und nicht von der Phlorizin-Hydrolase-Doméine des Enzyms

auszugehen.

2.4.2 Metabolisierung und Ausscheidung von Quercetin und Quercetinglykosiden

Der Nachweis von glukuronidierten, sulfatierten und methylierten Quercetinmetaboliten
in vivo schon kurz nach oraler Applikation weist auf eine umfangreiche Metabolisierung
der Flavonoide vor Eintritt in die systemische Zirkulation hin (ADER et al. 2000,
MORAND et al. 1998, MANACH et al. 1998, ERLUND et al. 2000). Dieser First-Pass-
Effekt beruht nicht nur auf einer Verstoffwechselung in der Leber, sondern auch auf
einer intensiven Metabolisierung bereits in der Darmmukosa. Dies weist auf ein
Vorhandensein sowohl von UDP-Glukuronyltransferasen als auch von Catechol-O-
Methyltransferasen im Diinndarmepithel hin (KUHNLE et al. 2000, SPENCER et al. 1999).
In einer In situ-Perfusionsstudie am Diinndarm von Ratten konnten CRESPY et al. (1999)
zeigen, dass Quercetinaglykon absorbiert wurde und einer intensiven Glukuronidierung,
Methylierung und Sulfatierung bereits in der Darmmukosa unterlag, da die Sekretion
von Galle bei der Versuchsanordnung unterbrochen war. Quercetin-3-Glukorhamnosid
wurde dagegen weder absorbiert noch metabolisiert. Mit Hilfe von intestinalen
Mikrosomen konnten sie aulerdem die Aktivitit einer UDP-Glukuronyltransferase im
Diinndarm nachweisen, deren Aktivitit hoher war als die Aktivitit in
Lebermikrosomen. In einer weiteren Untersuchung fand dieselbe Arbeitsgruppe im
Plasma von Ratten, die 3 Wochen lang eine quercetinhaltige Diét erhalten hatten, neben
glukuronidiertem Quercetin sulfoglukuroniertes Quercetin sowie dessen methylierte
Metaboliten. Auch hier zeigte ein zusétzlicher In vitro-Versuch mit Mikrosomen eine
hohere Aktivitit der UDP-Glukuronyltransferase im Diinndarm als in der Leber
(MORAND et al. 1998). Beim Menschen wurden in Jejunum, Ileum und Colon
spezifische UDP-Glukuronyltransferasen (UGT1A8, UGT1A10) nachgewiesen, die
verschiedene Flavonoide, darunter Quercetin, glukuronidieren kénnen (CHENG et al.
1998, 1999). In CaCo-2-Zellen induzierten Quercetin und Chrysin (Flavan) eine
verstirkte Expression von UDP-Glukuronyltransferase 1A-Isoformen und erhdhten so
die Glukuronidierungsrate in den Zellen (GALUATOVIC et al. 2000). Die

Glukuronidierung von Quercetin und Kidmpferol durch eine humane, in der Leber
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vorkommende UDP-Glukuronyltransferase wurde von OLIVEIRA et al. (2000, 2002) in
vitro nachgewiesen. Kiirzlich wurde veroffentlicht, dass Quercetin und andere
Flavonoide auch ein Substrat fiir humane, intestinale UDP-Glukuronyltransferasen
darstellen (DAY et al. 2000a). Daneben wurde gezeigt, dass Flavonoide durch Catechol-
O-Methyltransferasen sowohl im Darm als auch in der Leber methyliert werden

(PISKULA & TERAO 1998, ZHU et al. 1994, NIELSEN et al. 1998 ).

Diese umfangreiche postabsorptive Metabolisierung in Darm und Leber erklért, warum
nach oraler Applikation von Flavonolen und anderen Flavonoiden fast ausschlieBlich
konjugierte Metabolite und kaum freie Aglyka im Blutplasma nachgewiesen wurden
(ADER et al. 2000, BOUTIN et al. 1993, DAY et al. 2001, DONOVAN et al. 1999, FELGINES
et al. 2000, MANACH et al. 1999, SHIMOI et al. 1998).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Flavonoide bereits zum grofiten Teil in der
Darmmukosa glukuronidiert und in einem gewissen Umfang auch methyliert werden. In
der Leber finden weitere Glukuronidierungen und Methylierungen statt. Sie scheint der
Hauptort fiir die Bildung von Sulfokonjugaten zu sein (PISKULA & TERAO 1998, SHALI
et al. 1991).

Ein groBer Teil der genannten Metabolite wird iiber die Galle ins Darmlumen sezerniert.
Dort konnen sie partiell riickresorbiert werden und konnen somit einem entero-
hepatischen Kreislauf unterliegen (CRESPY et al. 1999, MANACH et al. 1996b,
SFAKIANOS et al. 1997, UENO et al 1983). Ein weiterer Teil der Metabolite wird mit dem
Urin ausgeschieden (MANACH et al. 1996b, CHOUDHURY et al. 1999, DE VRIES et al.
1998, UENO et al. 1984, WALLE et al. 2001). Die Elimination iiber die Niere scheint bei
der Ausscheidung von Flavonoiden aber eine untergeordnete Rolle zu spielen. So
zeigten HOLLMAN et al. (1995) in ihrer Studie mit ileostomierten Probanden, dass nur
0,5 % der absorbierten Flavonoidmenge als Metaboliten iiber den Harn ausgeschieden
wurden. Auch CHOUDHURY et al. (1999) fanden nach intravendser Applikation von
Quercetin, Quercetin-3-Glukosid sowie Quercetin-3-Glukorhamnosid nur 2,4 %, 6,7 %
bzw. 9,2 % der applizierten Dosis im Urin von Ratten wieder. UENO et al. (1983)
wiesen nach intravendser Applikation von radioaktivmarkiertem Quercetin bei der Ratte
ca. 17 % der applizierten Dosis im Harn, dagegen ca. 55 % in der Gallenfliissigkeit

nach. Die bereits oben genannte /n situ-Untersuchung von CRESPY et al. (1999) zeigte,
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dass teilweise auch eine Resekretion von den in der Darmmukosa gebildeten
Quercetinkonjugaten stattfindet. Ob diese Sekretion liber den MRP2, wie an CaCo-2-
Zellen fiir Quercetinglukosid gezeigt, erfolgt und in wie weit dieses auch in vivo eine

Rolle spielt, ist noch ungewiss (WALGREN et al. 2000a).

Flavonoide, Flavonoidglykoside und Flavonoidmetaboliten, wie z. B. Glukuronide die
nicht im Diinndarm absorbiert bzw. iiber die Galle resezerniert wurden, gelangen in den
Dickdarm und unterliegen dort einer intensiven mikrobiellen Verstoffwechselung.
AURA et al. (2002) zeigten vor Kurzem in einer /n vitro-Fermentationsstudie mit
humanen Faeces, dass die menschliche Darmflora in der Lage ist, sowohl Quercetin-3-
Glukosid und Quercetin-3-Glukorhamnosid als auch Quercetinglukuronide zu
dekonjugieren, da sie eine hohe B-Glukosidase-, eine hohe -Glukuronidase- sowie eine
ao-Rhamnosidase Aktivitdt besitzt. Im Dickdarm konnte es somit zu einer Absorption
der freigesetzten Aglyka kommen, worauf einige der bereits genannten Bioverfiigbar-
keitsstudien hindeuten (GRAEFE et al 2001, HOLLMAN et al. 1997, MANACH et al. 1997).
Als Hauptabbauprodukt des Quercetin-3-Glukorhamnosids wurde 3,4-Dihydroxy-
phenylessigsdure identifiziert, die weiter zu 3-Hydroxyessigsdure dehydroxyliert wurde
(AURA et al. 2002). Auch in anderen In vitro-Studien wurden Mono- und Dihydroxy-
phenylessigsduren, sowie Hydroxybenzoesduren, und Hydroxyzimtsduren als Abbau-
produkte von Quercetinglykosiden nachgewiesen (HEILMANN & MERFORT 1998a,b,
JUSTESEN et al. 2000, SCHNEIDER et al. 1999). Im Wesentlichen fiihrt der mikrobielle
Abbau also zu einer Spaltung des C-Ringes unter Entstehung verschiedener
hydroxylierter, monomerer Phenolsduren. Diese konnen ebenfalls absorbiert werden
oder weiter zu kurzkettigen Fettsduren und Kohlendioxid abgebaut werden (HEILMANN
& MERFORT 1998a,b, HOLLMAN & KATAN 1998). In einer kiirzlich verdffentlichten
Studie fanden WALLE et al. (2001) nach oraler bzw. intravendser Applikation von
radioaktivmarkiertem Quercetin beim Menschen Kohlendioxid als Hauptmetabolit
(zwischen 24% und 81% der applizierten Dosis) in der Atemluft wieder. Da der grofite
Teil des Kohlendioxids schon nach 4 Stunden nachweisbar war, schlussfolgerten
WALLE et al. (2001), dass es schon im Darm unter Beteiligung der Mikroflora gebildet

wurde.

Im Folgenden wird noch kurz darauf eingegangen, ob die im Vergleich zu Quercetin fiir

Quercetinglukoside gezeigte hohere Bioverfiigbarkeit bzw. beschleunigte Absorption
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auch auf Glukoside anderer Flavonoide zutrifft. In verschieden In vitro-Versuchen
wurde fiir Isoflavone im Gegensatz zu den Flavonolen eine schnellere und
umfangreichere Absorption des Aglykons im Vergleich zum Monoglucosid gezeigt
(MUROTA et al. 2002, STEENSMA et al. 1999, Liu & Hu 2002). So wurden in CaCo-2-
Zellen nur die Isoflavonaglyka Genistein und Daidzein, nicht aber Quercetin bzw. die
Flavonaglyka Luteolin und Apigenin, ins basolaterale Kompartiment transportiert
(MuURrROTA et al. 2002). Eine Erklarung dafiir, dass Isoflavonglukoside nicht auf
basolateraler Seite nachgewiesen wurden, kdnnte wie bei den Flavonolglukosiden ein
Efflux tiber das MRP2 (Multidrug Restistance Associated Protein 2) sein (WALLE et al.
1999). Auch in einer In vivo-Bioverfiigbarkeitsstudie von IzuMI et al. (2000) wurde eine
schnellere Absorption und damit hohere Bioverfiigbarkeit der Aglyka nachgwiesen. Die
absolute orale Bioverfiigbarkeit der freien Isoflavonaglyka ist jedoch wegen
umfangreicher prae- und posthepatischer Metabolisierung dhnlich gering wie bei den
Flavonolen (SFAKIANOS et al. 1997, JANNING et al. 2000, Liu & HU 2002). SETCHELL et
al. (2002) konnte zeigen, dass Isoflavonglukoside, wie Flavonole auch, nicht als intakte
Glukoside im Plasma vorliegen, sondern hauptsdchlich in Form von Glukuroniden. Im
Widerspruch zu den genannten In vitro-Studien zeigten SETCHELL et al. (2002)
allerdings eine hohere Bioverfiigbarkeit von Isoflavonglukosiden nach Applikation

einer Sojamahlzeit als nach Applikation der jeweiligen Aglyka.

Einige Untersuchungen mit Flavonoiden aus der Untergruppe der Anthocyanidine
deuten darauf hin, dass diese im Gegensatz zu den Flavonolen als intakte Glykoside
(Anthocyanine) absorbiert werden konnen. MIYAZAWA et al. (1999) fanden nach oraler
Applikation von Cyanidin-3-Glukosid bzw. Cyanidin-3,5-Diglukosid bei der Ratte
sowie beim Menschen neben methylierten Metaboliten nur die intakten Glukoside im
Plasma. Cyanidinaglykon oder Cyanidinkonjugate, wie z. B. Glukuronide wurden
hingegen nicht nachgewiesen. Auch TSUDA et al. (1999) wiesen intaktes Cyanidin-3-
Glukoside und methylierte Metaboliten, aber keine Konjugate nach oraler Gabe im

Plasma der Ratte nach.
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3 Material und Methoden

3.1 Bioverfiigbarkeitsstudien am Schwein

3.1.1 Zielsetzung

Voraussetzung fiir systemische Effekte von Quercetin nach oraler Aufnahme ist eine
ausreichend hohe Bioverfligbarkeit der Substanz oder ihrer aktiven Metaboliten. Vor
diesem Hintergrund und aufgrund von Hinweisen aus der Literatur, die fiir eine hohere
orale Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Quercetinmonoglukosiden im Vergleich zur
Bioverfiigbarkeit nach Applikation des Aglykons bzw. des Glukorhamnosids
(HOLLMAN et al. 1995, ERLUND et al. 2000, WALLE et al. 2000, GRAEFE et al. 2001)

sprechen, hatte der erste /n vivo-Versuch folgende Ziele:

1. Vergleich der oralen Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik von Quercetin und
Quercetinmetaboliten aus Quercetinaglykon, Quercetin-3-O-glukosid (Q-3-Glc) und
Quercetin-3-O-glukorhamnosid (Q-3-Glc-Rha) in einer hohen und einer niedrigen

Dosierung

2. Qualitative und quantitative Bestimmung der auftretenden Metaboliten in Pfortader-

und Jugularvenenblut

3. Aussage iiber Art und Ausmall der Metabolisierung bei der Passage durch die

Darmmukosa bzw. Leber.

Da im ersten Versuch letztendlich die Anzahl der auswertbaren Beobachtungen fiir
einige Aussagen relativ gering war, wurde in einem zweiten Versuch der Vergleich der
Applikation von Quercetinaglykon und Q-3-Glc in der niedrigen Dosierung wiederholt,
um die Ergebnisse des ersten Versuches zu verifizieren. Als zusédtzlicher Aspekt wurde
der Einfluss der Futterzusammensetzung auf die Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Q-
3-Glc untersucht. Dazu wurde den Schweinen das Flavonolglukosid mit einem

starkereichen Futter und im Vergleich dazu mit Hackfleisch verabreicht.
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3.1.2 Versuch1
3.1.2.1 Versuchstiere und Fitterung

Als Versuchstiere dienten sechs ménnliche kastrierte Schweine (Hybridzucht, Firma
Schaumann, Versuchsgut Hiilsenberg, Wahlstedt/Holstein) mit einem Gewicht von 30-
35 kg. Am Ende der Versuchsperiode erreichten die Tiere ein Gewicht zwischen 41 und
47 kg. Zwei Wochen vor Versuchsbeginn wurde jedem Tier sowohl in die Vena
jugularis als auch in die Vena portae ein Verweilkatheter (doppellumiger Katheter der
Firma Cook, C/TPN/9.0D/80) von einem erfahrenen Operateur implantiert. Dazu
erhielten die Schweine eine Infusionsnarkose iiber die Ohrvene mit einer Kombination
von Ketamin und Diazepam. Beide Katheter wurden subkutan bis zum Nacken gefiihrt,

um Pflege und stressfreie Blutprobenentnahme zu erleichtern (Abbildung 3).

Abbildung 3: Blutprobenentnahme {iber implantierten Jugularvenenkatheter beim
Schwein.

Die Katheter wurden dreimal tdglich mit heparinisierter isotonischer Kochsalzlosung
(100 I. E. Heparin-Na/1ml NaCl) gespiilt, um ihre Durchgédngigkeit zu gewéhrleisten.
Zum Schutz der Verweilkatheter an der Austrittsstelle wurde den Schweinen ein

Mintelchen aus Segeltuch mit eingenihter Offnungsklappe fiir den Zugang zu den
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Kathetern angelegt (Abbildung 3). Die Haltung der Tiere erfolgte in Einzelboxen mit
planbefestigtem Boden ohne Einstreu. Die Stalltemperatur betrug 24 °C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 60 %.

Als Futter wurde wihrend des gesamten Versuchs ein Fertigfutter ohne Zusatz von
Leistungsforderern der Firma J. A. Plambeck, Briigge eingesetzt, das im Wesentlichen
aus Weizenschrot, Weizenkleie und Sojaextraktionsschrot bestand. Mittels Weender-
Analyse wurden in der Trockenmasse (89,7 %) neben 62,1 % Nichtstruktur-
kohlenhydraten (Non fiber carbohydrates) 18 % Rohprotein, 1,3 % Rohfett und 5,1 %
Rohasche bestimmt. Der Stirkegehalt betrug 44,3 %. Die Bestimmung des
Energiegehaltes des Futters ergab 4341,7 cal/g Trockenmasse. Das Futter enthielt
zusitzlich pro kg 15.000 I. E. Vitamin A, 1.500 L. E. Vitamin D3, 50 mg Vitamin E und
128 mg Kupfer. Die Tiere wurden zweimal tdglich, morgens und abends, gefiittert. Die
Futterzuteilung erfolgte restriktiv (90 % der Ad libitum-Futteraufnahme), um einerseits
ein zu schnelles Wachstum der Schweine wéhrend der Versuchsperiode zu verhindern
und andererseits die vollstindige Aufnahme der Versuchsration zu gewihrleisten.
Leitungswasser stand wihrend der gesamten Versuchsdauer zur Ad libitum-Aufnahme

zur Verfliigung.

3.1.2.2 Durchfithrung des Versuches 1

Zusammen mit einer Testmahlzeit erhielten die Tiere pro Behandlung eines der drei
Flavonoide in hoher oder niedriger Konzentration, so dass sich insgesamt pro Tier sechs
Behandlungen (drei Substanzen in jeweils zwei Dosierungen) ergaben. Jedes Tier wurde
damit allen Behandlungen unterzogen. Mit jeder der drei Quercetinquellen wurde eine
identische Dosis Quercetin von 165,4 pmol/’kg KGW (hohe Dosierung) bzw. 33,1
umol/kg KGW (niedrige Dosierung) verabreicht. Dies entspricht einer Dosierung von
50 mg bzw. 10 mg Quercetinaglykon/’kg KGW, 76,8 mg bzw. 15,4 mg Quercetin-3-
Glukosid/kg KGW und 101 mg bzw. 20,2 mg Quercetin-3-Glukorhamnosid/kg KGW.

Die Verabreichung der Testmahlzeit (200 g) mit der jeweiligen Testsubstanz erfolgte
zum Zeitpunkt der Morgenfiitterung. Die Tiere nahmen die Mahlzeit rasch (< 5 min)

und vollstidndig auf. Zwischen den verschiedenen Behandlungen lag jeweils ein Tag
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Pause, um eine vollstindige bzw. weitgehende Elimination der im Blut zu bestim-

menden Substanzen zu gewihrleisten (ADER et al. 2000).

Die erste Blutentnahme aus Jugular- und Pfortaderkatheter erfolgte unmittelbar vor der
Futteraufnahme zum Zeitpunkt t = 0 min. AnschlieBend wurden nach t = 60 min,
danach bis zum Zeitpunkt t = 300 min halbstiindlich und zu den Zeitpunkten

t =360 min, t = 720 min und t = 1440 min Blutproben entnommen.

3.1.3 Versuch 2
3.1.3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere dienten drei weibliche Schweine (Hybridzucht, Firma Schaumann,
Versuchsgut Hiilsenberg, Wahlstedt/Holstein) mit einem Gewicht von 30-34 kg. Am
Ende der Versuchsperiode erreichten sie ein Gewicht von 39-40 kg. Fiir diesen Versuch
wurde jedem Tier eine Woche vor Versuchsbeginn ein Verweilkatheter (s.0.) in die
Vena jugularis implantiert. Die Katheter wurden in anndhernd gleichen zeitlichen
Abstinden mit heparinisierter Kochsalzlosung viermal taglich gespiilt. Als Schutz fiir
den Verweilkatheder dienten auch hier die speziellen Mintelchen mit Offnungsklappe.
Die iibrigen Haltungsbedingungen entsprachen denjenigen im ersten Versuch (s.

3.1.2.1).

3.1.3.2 Durchfithrung des Versuches 2

Da fiir diesen Versuch nur drei Tiere zur Verfiigung standen, wurden alle Behandlungen
einmal wiederholt, so dass am Ende sechs Beobachtungen von drei verschiedenen

Tieren zur Auswertung herangezogen werden konnten.

Wie im ersten Versuch wurden den Schweinen 33,1 umol Quercetin bzw. Quercetin-3-
glukosid’kg KGW iiber eine Testmahlzeit des unter 3.1.2.1 beschriebenen Futters

verabreicht.

Als weitere Behandlung erhielten die Tiere Quercetin-3-glukosid (33,1 umol/kg KGW)
zusammen mit 15 g rohem Rinderhack. Die Zusammensetzung des Hackfleisches wurde

ebenfalls mittels Weender-Analyse bestimmt. Das Hackfleisch enthielt in der Trocken-
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masse (31,2 %) 65,7 % Rohprotein, 30,4 % Rohfett und 3,2 % Rohasche. Der
Energiegehalt betrug 6427,8 cal/g Trockenmasse.

Zwischen den verschiedenen Behandlungen lag jeweils ein Tag Pause, um eine
vollstindige bzw. weitgehende Elimination der im Blut zu bestimmenden Substanzen zu

gewdhrleisten.

Wie im ersten Versuch erfolgte die erste Blutprobenentnahme direkt vor Autnahme der
Testmahlzeit (Zeitpunkt t = 0 min). AnschlieBend wurden bis zum Zeitpunkt
t =300 min halbstiindlich, danach nach 360 min, 480 min, 720 min und 1440 min
Blutproben entnommen. Nach Applikation des Quercetin-3-glukosids iiber das

Hackfleisch wurde eine zusitzliche Blutprobe nach 45 min gezogen.

3.1.4 Analytik
3.1.4.1 Probengewinnung

Bei jeder Blutprobenentnahme wurden zundchst 3 ml Blut entnommen und verworfen,
um den Katheter vollstdndig mit frischem Blut zu fiillen. AnschlieBend wurde 8-10 ml
Blut entnommen und sofort in Li-Heparinréhrchen iiberfiihrt. Das entnommene
Blutvolumen wurde durch 8-10 ml physiologische Kochsalzlosung ersetzt.
AnschlieBend wurde der Katheter mit 2,5 ml heparinisierter isotonischer
Kochsalzlosung (100 1. E. Heparin-Natrium/1 ml NaCl) gefiillt, um Blutgerinnungs-
prozesse im Katheter zu verhindern. Zur Plasmagewinnung wurden die Blutproben
direkt nach Entnahme mit 4.500 g bei einer Temperatur von 4 °C 10 min zentrifugiert.
Das abgetrennte Plasma (ca. 6 ml) wurde auf drei 2 ml Eppendorf-Cups verteilt, sofort

bei —18 °C eingefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —70 °C gelagert.

3.1.4.2 Probenaufarbeitung

Die Plasmaextaktion erfolgte in Anlehnung an MORAND et al. (1998). Unmittelbar nach
dem Auftauen wurden 980 pul der Plasmaprobe mit 130 pl Essigsdure (0,583 mol/L) auf
einen pH von 4,9-5 (pH-Optimum der B-Glucuronidase/Sulfatase) eingestellt und
griindlich gemischt (Vortex).

Da sowohl die Konjugate des Quercetins als auch die der zu erwarteten

Quercetinmetabolite mit der verwendete HPLC-Methode zumindest teilweise nicht
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direkt erfassbar sind, wurden die angeséduerten Proben anschlieend mit einem Gemisch
von 10.000 Einheiten B-Glucuronidase (EC 3.2.131) und 250 Einheiten Sulfatase
(Crude Solution, gewonnen aus Helix promatia, Sigma-Aldrich AG, Deisenhofen)
60 min in einem Schiittelwasserbad bei 37 °C inkubiert. In Vorversuchen wurde
gezeigt, dass diese Konditionen eine vollstindige Spaltung der Konjugate gewiahrleisten

(Daten nicht gezeigt).

Nach Zusatz von 20 pl einer methanolischen Rhamnetinlosung (10 pg/ml Methanol) als
internen Standard wurden die Proben zur Extraktion der Flavonole aus dem Plasma mit
5,5 ml Aceton versetzt und anschlieBend 20 Minuten auf einem Horizontalschiittler
geschiittelt. Im Anschluss wurden die Proben 45 min bei 3.700 g (Varifuge 20RS,
Heraeus, Hanau) zentrifugiert und der Uberstand bis zur Trockene bei 45 °C und einem
partiellen Vakuum eingedampft (Speed-Vac AES 1010, Savant Instruments Inc.,
Farmindale, NY, USA). Der Riickstand wurde in 200 pul Methanol aufgenommen und
10 min im Ultraschallbad resuspendiert. AnschlieBend wurden 77,5 ul Aqua bidest.
sowie 22,5 ul Salzsdure (10 mol/l) zugegeben und die unldslichen Probenriickstéinde
10 min in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5415C, Eppendorf) bei 14000 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt mittels HPLC analysiert.

3.1.4.3 HPLC-Methode

Die Bestimmung der Flavonole in den aufgearbeiteten Proben erfolgte nach der
Methode von HOLLMAN et al. (1996a) mit leichten Modifikationen. Das Prinzip dieser
hochempfindlichen HPLC-Methode beruht auf der Eigenschaft der Flavonole, mit drei-
wertigen Aluminiumionen floureszierende Komplexe zu bilden (DENG & VAN BERKEL

1998). Diese Eigenschaft wurde bei der Nachsdulenderivatisierung genutzt (s. u.).

Jeweils 30 pul der aufgearbeiteten Proben wurden iiber den Autosampler (950-AS, Firma
Jasco, Gross-Umstadt) in die HPLC-Anlage injiziert. Als stationidre Phase diente eine
»Reversed-Phase*“-Trennsdule (C-18 Kromasil 100, 250 x 4 mm, Partikelgrofle: 5 um,
Firma Jasco), die durch eine Vorsdule (C-18 Inertsil ODS-2, 10 x 4 mm, PartikelgroBe:

Sum, Firma Jasco) vor groben Verschmutzungen aus der Matrix geschiitzt wurde.

Die mobile Phase setzte sich aus einem Gemisch aus Natrium-Dihydrogen-Phosphat-

Puffer (25 mmol/l, pH 2.4), Acetonitril und Methanol im Volumenverhéltnis 68:27:5



3 Material und Methoden 39

zusammen. Der pH-Wert im FlieBmittelgemisch betrug 2,9. Die Flussrate betrug
I ml/min. Die Nachsdulenderivatisierung erfolgte in einem Kapillarreaktor (3 m lange
Teflonkapillare, innerer Durchmesser 0,5 mm, geflochten) mittels eines Gemisches aus
einer methanolischen Aluminiumnitratldsung (1 mol/l) und 7,2 % (V/V) Eisessig. Das
Derivatisierungsreagenz wurde dem Substanzgemisch iiber ein ,,Jow-dead-volume*-T-
Mischstiick mit einer Flussrate von 0,4 ml/min zugefiihrt, so dass eine gute
Durchmischung von FlieBmittel und Reagenz gegeben war. Séule und Reaktor wurden
in einem Sdulenofen auf 30 °C temperiert. Die Detektion der Flavonol-Alu-
miniumionen-Komplexe erfolgte mit Hilfe eines Floureszenzdetektors (920-FP, Firma
Jasco, Gross-Umstadt) bei einer Anregungswellenldnge von 422 nm und Emissions-
wellenldnge von 485 nm. Die Flavonole wurden mit Hilfe von Standardsubstanzen

anhand der Retentionszeiten identifiziert.

3.1.4.4 Kalibrierung

Zur Erstellung der Eichgeraden fiir Quercetin, Isorhamnetin und Tamarixetin wurden
960 ul natives Blutplasma vom Schwein mit 20 pl der jeweiligen methanolischen
Standardlésung, welche alle drei Substanzen enthielt, versetzt. Zusdtzlich wurden auch
hier 20 pl methanolische Rhamnetinldsung als interner Standard zugegeben. Die Proben
wurden auf die gleiche Art und Weise aufgearbeitet wie die eigentlichen Plasmaproben
(s. 3.1.4.2). Das fiir die Standardreihen verwendete Plasma enthielt keine nachweisbaren
Mengen der relevanten Flavonole. Die Auswertung erfolgte anhand der relativen
Peakflichen (Fliche Standard/Fliche interner Standard). Uber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich ergab sich bei allen drei Substanzen ein linearer

Verlauf (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Kalibriergerade zur quantitativen Bestimmung von (A)

Quercetin bzw. (B) Isorhamnetin (durchgezogene Linie) und
Tamarixetin (gestrichelte Linie) im Plasma. Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 8 Bestimmungen. (R = linearer
Korrelationskoeffizient)
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3.1.4.5 Nachweisgrenze und Wiederfindung

Als Nachweisgrenze wurde ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 5:1 zu Grunde gelegt,
d. h. ein Peak, der mindestens fiinfmal so hoch wie der Mittelwert des Basis-
linienrauschens war, galt als eindeutig nachweisbar. Fiir Quercetin, Isorhamnetin und

Tamarixetin ergaben sich Nachweisgrenzen von 1-2 ng/ml Plasma.

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde nativem Schweineplasma eine definierte
Menge der Testsubstanz {iber einen methanolischen Standard zugesetzt und der Ansatz
auf die gleiche Art und Weise wie eine Plasmaprobe aufgearbeitet (s. 3.1.4.2). Die so
ermittelten Peakflichen wurden mit der Peakfliche des direkt gemessenen
methanolischen Standards ins Verhiltnis gesetzt. Die Wiederfindung wurde fiir alle
Konzentrationen der Kalibriergerade als Mittelwert aus vier Bestimmungen berechnet.
Fiir Quercetin lag die Wiederfindung zwischen 56 % und 90 %, fiir Isorhamnetin

zwischen 83 % und 113 % und fiir Tamarixetin zwischen 87 % und 111 % (Tabelle 4).

Tabelle 4: Wiederfindung von Quercetin und Metaboliten. Mittelwerte mit
Standardabweichung aus 4 Bestimmungen.

Wiederfindung in Prozent

Konzentration

(ng/ml) Quercetin Isorhamnetin Tamarixetin
4,88 56 + 16 113+ 14 93+19
9,76 90+ 15 90 + 14 111 +19
19,53 78 £13 83 +£12 92 +12
39,06 89 + 33 92 +23 94 +10
78,125 78 £13 84 +14 87 +15
156,25 68 + 28 100 £ 9 87 + 32

312,5 698 87 £12 91+15
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3.1.5 Versuchsauswertung
3.1.5.1 Pharmakokinetische Parameter

Eliminationshalbwertszeit

Die Eliminationshalbwertszeit wurde mit Hilfe des Rechenprogramms TOPFIT2.0 -
Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Data Analysis System (G. Heinzel et al.,
Stuttgart; Jena; New  York, 1993) {ber die terminale FEliminations-
geschwindigkeitskonstante k. anhand eines Nichtkompartiment-Modells ermittelt.
Voraussetzung fiir die Anwendung dieses Modells ist eine lineare Pharmakokinetik, d.h.
die Elimination des Pharmakons verlauft nach einer Kinetik erster Ordung, wobei die
Geschwindigkeit der Konzentrationsdnderung des Pharmakons (-dC/dt) proportional zur
jeweils vorliegenden Konzentration (C) ist (-dC/dt = k*C). Die kinetischen Parameter
werden in diesem Modell unabhidngig von der Zahl moglicher kinetischer
Kompartimente bestimmt (DERENDORF & GARRETT, 1987). Die Eliminationsge-
schwindigkeitskonstante k¢ stellt die (negative) Steigung einer durch den abfallenden
Teil der Plasmakonzentrationszeitkurve gelegten Gerade dar, die iiber eine

logarithmisch-lineare Regression berechnet wurde.

Fldche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC)

Als MaB fiir die systemisch verfiigbare Substanzmenge im Organismus wurde die
Flache unter der Plasmaspiegelkurve bis zum letzten MeBpunkt (AUC g.24n)) bestimmt,
die mit Hilfe von TOPFIT (s.0.) mittels der linearen Trapezoidregel berechnet wurde.
Aus jeweils zwei Melizeitpunkten (t,, to+1) und den dazugehorigen Konzentrationen (c,,

cn+1) wurde die Fliche des entsprechenden Trapezes bestimmt:

Flache eines Trapezes = (ty+1 - tn)(Ch+ Cpe1) /2

Die Bestimmung der Gesamtfliche AUCo.o4n erfolgte anschlieend durch Addition
aller Trapezflachen, so dass sie der Flache unter der Plasmaspiegelkurve bis zum letzten

Messzeitpunkt entspricht. Zur Ermittlung der Flichen der Isorhamnetin- bzw.
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Tamarixetinkonzentrations-Zeit-Kurve wurde die jeweilige Metabolitenkonzentration in
Quercetindquivalente ungerechnet. Die Berechnung der Gesamt-AUC erfolgte durch die

Addition der Einzel-AUC:s:

Gesamt-AUC = AUCQuercetin + AUC Isorhamnetin + AUCTamarixetin

Relative Bioverfiigbarkeit

Zur Berechnung der Relativen Bioverfiigbarkeit wurde die Gesamt-AUC (s. o.), die
nach Applikation des untersuchten Quercetinglykosids erhalten wurde, auf die nach

Applikation von Quercetin erhaltene Gesamt-AUC (s. 0.) bezogen:

Relative Bioverfligbarkeit =

(Gesamt—AUC nach Quercetinglykosid / Gesamt‘AUCnach Quercetib) '100 %
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3.2 1In vitro-Versuche mit intestinalen Biirstensaummembranvesikeln
(BSMYV) vom Schwein

3.2.1 Zielsetzung

Wie im Literaturteil beschrieben, existieren Hinweise auf die Beteiligung des sekundér
aktiven Glukosetransporters SGLT1 bei der Absorption von Quercetinglukosiden (vgl.
Kapitel 2.4.1). Daher sollten in der vorliegenden Arbeit in Ergédnzung zu den In vivo-
Studien weitergehende Erkenntnisse zum Transport von Q-3-Glc durch den in der
Biirstensaummembran von Diinndarmepithelzellen lokalisierten SGLTI1 gewonnen

werden.

Fiir die Versuche wurden aus dem Diinndarm von Schweinen isolierte Biirstensaum-
membranvesikel (BSMV) verwendet (WOLFFRAM et al. 1986). Im Vergleich zu
Versuchen mit intaktem Gewebe, wie z. B. beim Einsatz von Ussing-Kammern oder der
Mucosal-Uptake-Technik, stellen die BSMV ein wesentlich einfacheres Modell mit
deutlichen Vorteilen zur Untersuchung von Transportsystemen in polarisierten Zellen
dar. Aufgrund der selektiven Anreicherung der Biirstensaummembran sind z. B.
Untersuchungen von in der Biirstensaummembran lokalisierten Transportsystemen ohne
Beeinflussung der Transportprozesse durch Transportsysteme anderer Membran-
fraktionen des Diinndarmepithels moglich. Ferner sind in den BSMV-Préparationen
weder intrazelluldire Enzyme noch andere Zellorganellen vorhanden, so dass die
eingesetzten Substrate nicht oder kaum metabolisiert werden. Somit kann direkt der
Transport physiologisch relevanter Substrate durch die Bilirstensaummembran
untersucht werden (MURER et al. 1984, BERTELOOT & SEMENZA 1990). Ein weiterer
Vorteil gegeniiber den genannten anderen Methoden ist, dass BSMV eine
vernachlédssigbar kleine ,,Unstirred Layer® aufweisen, da die Biirstensaummembran
wéhrend der Préparation von der Mucusschicht befreit wird. Unstirred-Layer-Effekte
konnen bei dieser Methode daher vernachldssigt werden. Dies und das kleine
Vesikelvolumen ermdglichen wesentlich kiirzere Inkubationszeiten als bei anderen
Methoden, so dass sich BSMV insbesondere fiir die Bestimmung kinetischer
Transportparameter eignen (BERTELOOT & SEMENZA 1990, MURER et al. 1984). Ferner

kann die Zusammensetzung der Inkubationsmedien auf beiden Seiten der Membran
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flexibler gestaltet werden, da im Gegensatz zu Versuchen mit lebendem Gewebe keine
Sauerstoffbegasung, Einstellen eines physiologischen pH-Wertes u. 4. notwendig ist

(BERTELOOT & SEMENZA 1990, MURER et al. 1984).

Ziel der Untersuchungen war, durch den Nachweis sowohl einer Cis-Inhibition als auch
einer Trans-Stimulation den mdglichen Transport von Q-3-Glc iiber den SGLT1 zu
prifen sowie den Typ der Interaktion von Q-3-Glc mit dem SGLTI1 anhand der
kinetischen Parameter des Transportes von Glukose in An- und Abwesenheit des

Flavonols zu ermitteln.

3.2.2 Priaparation der Biirstensaummembranvesikel (BSMV)

Die Préiparation der BSMV erfolgte im Wesentlichen nach der Methode von KESSLER et
al. (1978a). Als Ausgangsmaterial dienten ca. 2 m mittleres Jejunum vom Schwein. Der
Darm wurde unmittelbar nach Schlachtung der Tiere am Schlachthof entnommen. Der
Diinndarm wurde sofort mit eiskalter physiologischer Kochsalzlosung mit Zusatz von
40 mg/l des Proteinaseninhibitors Phenylmethyl-Sulfonyl-Flourid (PSMF) und 154,3
mg/l Dithiothreitol (DTT) zur Auflosung der Mucusschicht griindlich gespiilt und der
Léange nach aufgeschnitten. Wéhrend des 15miniitigen Transports zum Labor wurde der
Darm in eiskalter physiologischer Kochsalzlosung mit PSMF und DTT aufbewahrt.
Alle weiteren Isolationsschritte wurden bei einer Temperatur von 0-4 °C in einem

Kiihlraum bzw. auf Eis durchgefiihrt.

Die Mukosa wurde mit einem Objekttrager unter leichtem Druck abgeschabt. Das so
erhaltene Mukosageschabsel (ca. 60 ml) wurde in 200 ml Puffer 1 mit EGTA
(Zusammensetzung in mmol/l: 50 Mannitol, 5 EGTA, 2 Tris, mit HCI auf pH 7,0
eingestellt) und 200 ml Puffer 1 ohne EGTA mittels einem Polytron PT MR 3100 mit
16.000 Umdrehungen/min 4 min lang homogenisiert. Zur Bestimmung des
Proteingehaltes sowie der Aktivitit der Alkalischen Phosphatase (AP) und der Na'/K'-
ATPase wurde eine Homogenatprobe von 1 ml entnommen und bis zur Bestimmung,
die am gleichen Tag erfolgte, bei einer Temperatur von 0-4 °C aufbewahrt.

AnschlieBend wurde dem Homogenat CaCl, (Endkonzentration 10 mmol/l) {iber eine

Stammlosung (1 mol/l) zugesetzt. Nach guter Durchmischung wurde der Ansatz zur

Aggregation der Zellorganellen und unerwiinschter Membranen 15 min stehen gelassen.
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Im nichsten Schritt wurde das Homogenat in einer Kiihlzentrifuge bei 4.000 g 15 min
lang zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde verworfen und der Uberstand 30 min bei
41.000 g zentrifugiert. Das daraus resultierende Pellet wurde in 80 ml Puffer 2
(Zusammensetzung in mmol/l: 50 Mannitol, 10 HEPES, mit Tris auf pH 7,5 eingestellt)
mittels eines Glas-Teflon-Homogenisators (Potter-S, Braun, Deutschland) bei 1200
Umdrehungen/min mit 10 Hiiben resuspendiert. Nach Wiederholung der Prézipitation
(Zusatz von CaCly) und der beiden Zentrifugationsschritte wurde das erhaltene Pellet
schlieBlich in 40 ml ,,BSM-Puffer* (Zusammensetzung, mmol/l: 300 Mannitol, 0,1 Mg-
Sulfat, 35 HEPES, mit Tris auf pH 7,2 eingestellt) mit 10 Hiiben bei 1200
Umdrehungen/min  resuspendiert.  Die  Zusammensetzung des fir  die
Transstimulationsversuche verwendeten BSM-Puffers ist in dem dazugehdrigen

Unterkapitel beschrieben.

Danach wurde ein letztes Mal 30 min bei 41.000 g zentrifugiert. Das daraus erhaltene
Pellet wurde in 1-3 ml BSM-Puffer mit 30 Hiiben bei 1200 Umdrehungen/min erneut

im Glas-Teflon-Homogenisator resuspendiert.

Aliquote der Membransuspension (350 pl) wurden in Cryotubes pipettiert und sofort in
fliissigem Stickstoff bei —196 °C bis zur Durchfithrung der entsprechenden Versuche

eingefroren (WOLFFRAM et al., 1986).

Vor Versuchsbeginn wurde die Membransuspension bei 25 °C im Wasserbad aufgetaut

und anschlieBend zur Equilibrierung 20 min bei Raumtemperatur stehengelassen.

3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der BSMV

Abbildung 5 zeigt transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der BSMV nach
Aufarbeitung mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte
nach SCHRADER et al. (1997). Die gereinigten Replikate wurden anschlieBend unter dem
Transmissionselektronenmikroskop ( Philips EM 301, 60 kV) betrachtet und geeignete
Ausschnitte fotografiert. Die Aufnahme zeigt, dass die isolierten Biirstensaum-
membranen Vesikel mit anndhernd kugeliger Gestalt und einheitlicher Oberfldche
bilden (Abbildung 5). In der oberen Abbildung ist ein z. T. durch die Aufarbeitung fiir

die Transmissionselektronenmikroskopie aufgebrochenes Membranbldschen zu sehen.
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Abbildung 5: Aufnahme  isolierter  Biirstensaummembranvesikel —mit  dem
Transmissionselektronenmikroskop (Philips EM 310, 60 kV) nach
Aufarbeitung mittels Gefrierbruchtechnik. VergroBerung: 47.400fach.
Aufnahmen: K. Schrader, Bundesanstalt fiir Milchforschung, Kiel
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3.2.4 Bestimmung des Proteingehaltes

Zur Bestimmung des Proteingehaltes im Homogenat und in der BSMV-Suspension
(Tabelle 5) wurde der Bio-Rad-Test (Bio-Rad-Labratoreis GmbH, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Das Prinzip dieses Tests beruht auf der Bindung von
Coomassie Brillliant Blau G-250 an Proteine, wodurch es zu einer bathochromen
Verschiebung des Absorptionsmaximums kommt. Die daraus resultierende
Farbinderung verlduft proportional zur Proteinkonzentration, so dass diese Anderung
photometrisch bei einer Wellenldnge von 578 nm (UV Spectrophotometer 1602,
Shimadzu, Europa GmbH Photometer) bestimmt werden kann. Als Standard diente

bovines Serum-Albumin (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz).

3.2.5 Enzymatische Charakterisierung

Die spezifische Aktivitit (mU/mg Protein) der im Folgenden aufgefiihrten Enzyme
wurde jeweils sowohl im Mukosahomogenat als auch in der dazugehdrigen BSMV-
Fraktion bestimmt. Zur Beurteilung der Anreicherung bzw. Verunreinigung der BSMV-
Praparationen diente der Anreicherungsfaktor, der sich aus dem Quotienten der
spezifischen Enzymaktivitit der Membransuspension und dem entsprechenden Wert fiir

das Mukosahomogenat ergibt (Tabelle 5).

3.2.5.1 Bestimmung der Alkalischen Phosphatase (AP)

Die Alkalische Phosphatase kann als Markerenzym fiir die Biistensaummembranen
verwendet werden, da dieses Enzym hauptsachlich in der luminalen Membran der
intestinalen Epithelzellen lokalisiert ist (RAAB und SCHARRER 1980, HOPFER 1987). Die
Bestimmung der spezifischen Aktivitit erfolgte mit Hilfe eines kauflichen Testes
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), dem die Spaltung von p-
Nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol und Phosphat durch die AP zu Grunde liegt.
Dabei ist die pro Zeiteinheit gebildete Menge an gelbem p-Nitrophenol proportional zur

AP-Aktivitiat. Die resultierende Extinktionszunahme kann bei einer Wellenldnge von
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405 nm photometrisch gemessen werden (UV Spectrophotometer 1602, Shimadzu,

Europa GmbH).

3.2.5.2 Bestimmung der Na*/K*-ATPase-Aktivitit

Als Markerenzym fiir die Verunreinigung mit basolateralen Membranen (BLM) wurde
die spezifische Aktivitit der Na'/K'-ATPase bestimmt. Die Vorhandensein dieses
Enzyms ist in Epithelzellen auf die basolateralen Membranabschnitte beschrankt (DEL
CASTILLO und ROBINSON, 1982). Der Bestimmung liegen mehrere gekoppelte,
enzymatische Reaktionen zu Grunde. Sie erfolgte nach einer Methode von BERNER und
KINNE (1976). Dabei ist die pro Zeiteinheit umgesetzte NADH-Menge proportional zur
ATPase-Aktivitit. Die durch die Oxidation von NADH zu NAD" bedingte
Extinktionsabnahme bei einer Wellenldnge von 340 nm wird photometrisch bestimmt.
Fiir jede Probe wurde die Gesamt-ATPase-Aktivitdt sowohl mit als auch ohne Zugabe
von Ouabain, einem spezifischen Inhibitor der Na'/K'-ATPase, gemessen. Die Aktivitt
der Na'/K'-ATPase (Ouabain-sensitive ATPase) ergibt sich aus der Differenz der
ATPase-Aktivitdit in Abwesenheit von Ouabain (Gesamt-Aktivitit) und der in
Gegenwart von Ouabain ermittelten ATPase-Aktivitidt (Ouabain-insensitive ATPasen).
Um das Passieren von ATP durch die Membran zu den im Vesikelinneren liegenden
ATP-Bindungsstellen zu ermoglichen, wurden alle Messungen in Gegenwart von
0,005% Saponin gemessen. Saponin bewirkt aufgrund seiner Detergenzeigenschaften

eine Permeabilisierung der Membranvesikel (STIEGER und MURER, 1983).

3.2.5.3 Anreicherung der Biirstensaummembranen

Als MaB fiir die Anreicherung der Biirstensaummembranen in der isolierten
Membranfraktion diente der Quotient aus der spezifischen Aktivitit der AP in der

BSM-Fraktion und der spezifischen Aktivitdt im entsprechenden Mukosahomogenat.

Die fiir die Transportuntersuchungen eingesetzten BSM-Prdparationen wiesen
durchschnittlich eine 14-fache Anreicherung der spezifischen Aktivitit der AP auf
(Tabelle 5).
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Die Verunreinigung der BSM-Fraktionen mit basolateralen Membranen war gering, da
der Quotient der spezifischen Aktivitit der Na'/K'-ATPase in der Membranfraktion und

im Mukosahomogenat nur zwischen 0,9 und 1,5 lag (Tabelle 5).

Tabelle 5: Proteingehalt, spezifische Enzymaktivititen und Anreicherungsfaktoren in
Homogenat und BSMV aus mittlerem Jejunum vom Schwein (Mittelwerte
mit Standardfehler von 6 Membranpréparationen)

Anreicherungs-

Homogenat BSMV faktor*
Protein (mg/ml) 14,7+1,2 12,6 +2,0 -
Alkalische
Phosphatase 2476 +449 3233,3+443,4 13,7+1,4
(mU/mg Protein)
Na'/K'-ATPase 113,2 + 8,9 102,0 + 27,8 0,9+0,2

(mU/mg Protein)

* Quotient aus spezif. Aktivitat in BSM-Fraktion und im entsprechenden Mukosa-
homogenat

3.2.6 Messung der Substrataufnahme in die Biirstensaummembranvesikel

In den Transportuntersuchungen wurde die Aufnahme von [2-*H]-markierter D-Glukose
(Amersham Pharmacia Biotech, GB) in die BSMV unter verschiedenen Inkubations-
bedingungen, die im jeweiligen Ergebnissteil genau beschrieben werden, gemessen. In
allen Inkubationsmedien (Kontrolle und Versuchsansatz) war Dimethylsulfoxid (Sigma-
Aldrich AG, Deisenhofen) in einer Endkonzentration von 0,25 % zum Ldsen der

Testsubstanzen enthalten.

Zu 20 pl Versuchslosung, die u.a. das radioaktiv markierte Substrat enthdlt, wurden
jeweils 10 ul BSMV-Suspension pipettiert und der Versuchsansatz gut durchmischt
(Vortex). Nach Ablauf der vorgegebenen Inkubationszeit wurden dem Gemisch 3 ml

eiskalte Stoplosung zugesetzt und der Ansatz sofort mittels einer Schnell-
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filtrationsvorrichtung (WOLFFRAM et al. 1984) iiber einen vorgewaschenen
Cellulosenitrat-Filter mit einer PorengroBBe von 0,45 um (Schleicher & Schiill GmbH,
Dassel, Deutschland) mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Anschlielend
wurde zweimal mit je 3 ml Stopldsung nachgespiilt. Der gesamte Absaugevorgang

dauerte nicht langer als 15 s.

Fiir Versuche mit Inkubationszeiten von weniger als 10 s wurde eine elektronisch
gesteuerte ,,Kurzinkubationsvorrichtung®“(N. Bader, Kilchberg, Schweiz) nach KESSLER
et al. (1978) verwendet. Dabei wurden auf dem Boden des Reagenzgldschens 20 pl
Versuchslosung vorgelegt und unmittelbar daneben 10 pl BSM-Suspension pipettiert.
Nach automatischem Mischen und Ablauf der vorgegebenen Inkubationszeit wurden
dem Versuchsansatz mit Hilfe von {iber Druckluft gesteuerten Ventilen 3 ml Stopldsung
aus einem eisgekiihlten Vorratsgefdl zugesetzt. Filtration, Spiilung und weiteres

Vorgehen erfolgte wie oben beschrieben.

Die Zusammensetzung der Stoplosung entsprach der Zusammensetzung des jeweiligen
Inkubationsmedium ohne Zusatz von Transportsubstrat und Radioaktivitdt. Zusitzlich
enthielt die Stoplosung 0,2 mmol/l des SGLT;-Inhibitors Phlorizin (Fluka Chemie,
Buchs, Schweiz).

Zur Bestimmung der unspezifischen Substratbindung an den Filter (= Nullwert) wurden
20 pl Versuchslosung direkt mit 3 ml Stopldsung versetzt, nach dem Mischen in die
Filtrationsvorrichtung iiberfiihrt und anschlieBend zweimal mit je 3 ml Stoplosung

nachgespiilt.

Die Filter wurden in ein Zahlflaschchen uberfithrt, das mit 10 ml Szintillations-
fliissigkeit (Lumasafe, Lumac, Groningen, Niederlande) befiillt wurde. Anschlieend
wurde die Radioaktivitdt der Probe in einem Fliissigkeitsszintillationszéhler (Tri Carb
2100 TR, Packard Bioscience Company) gemessen. Dabei wird davon ausgegangen,
dass sich, mit Ausnahme der Nullwerte, die nach Filtration gemessene Radioaktivitit in

Form von *H-D-Glukose innerhalb der BSMV befindet.

Um die spezifische Radioaktivitdt der Versuchslosung zu bestimmen, wurden 20 pl

Versuchslosung direkt mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und gemessen.

Die Berechnung der Substrataufnahme in die Vesikel erfolgte anhand der spezifischen

Radioaktivitdt (Zerfélle/min) der Proben sowie der Versuchslosungen. Die auf 1 mg
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Membranprotein bezogene Substrataufnahme Idsst sich nach folgender Formel

berechnen:

Substrataufnahme (pmol/mg Protein) = Aprope  Vvisg » Cvisg /Avisg « Vesmv ¢ Pesmv

Apobe: Zerfalle/min der Probe - Zerfille/min des Nullwertes

Avg: Zerfélle/min der Versuchslosung- Zerfille/min des Nullwertes
Cvisg: Substratkonzentration in der Versuchslosung (pmol/l)

Vyisg: eingesetztes Volumen der Versuchslosung (pl)

Vismy: eingesetztes Volumen der BSMV-Suspension (ul)

Pasmy: Proteinkonzentration in der BSMV-Suspension (mg/pl)
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3.2.7 Funktionelle Charakterisierung der BSMV

D-Glukose wird durch den Na'-abhingigen Glukosetransporter SGLTI, der in der
Biirstensaummembran lokalisiert ist, aufgenommen (MURER & HOPFER 1974, HOPFER
et al. 1976, HOPFER 1987, WOLFFRAM et al. 1986). Um die Brauchbarkeit der isolierten,
jejunalen BSMV zur Messung des Substrattransportes zu priifen, wurde die Aufnahme
von radioaktiv markierter D-Glukose in die Vesikel in Gegenwart eines in die Vesikel

gerichteten Na Gradienten (Na'4ugen = 100 mmol/l, Na'jynen = 0) gemessen.

Abbildung 6 zeigt die Aufnahme von D-Glukose (0,1 mmol/l) in Gegenwart eines
transmembranalen, in die Vesikel gerrichteten Na'- bzw. Cholin’-Gradienten. Unter
Na'-Gradienten-Bedingungen akkumulieren die BSMV D-Glukose iiber den
Gleichgewichtswert (Inkubationszeit = 60 min) hinaus. Die maximale Aufnahme
erfolgte nach einer Inkubationszeit von 1 min. Der Quotient aus maximaler Glukose-
Aufnahme und Gleichgewichtswert ergab einen ,,overshoot* von 12,2 + 1,3 . Unter Na'-
freien Bedingungen hingegen zeigte die Glukoseaufnahme nur einen langsamen Anstieg

bis zum Gleichgewichtswert.

Somit energetisiert ein in die Vesikel gerichteter Na'-Gradient die Aufnahme der D-
Glukose. Der dabei zu beobachtende ,,overshoot® ist Ausdruck eines sekundir aktiven
Transportprozesses. Die Glukoseaufnahme unter Na'-freien Bedingungen beruht
dagegen auf Diffusion von D-Glukose in die Vesikel. Der gezeigte Verlauf ist typisch
fiir die Aufnahme von D-Glukose in intestinale BSMV (KESSLER et al. 1978a,b,
HOPFER et al. 1976, WOLFFRAM et al. 1986). Damit sind die aus dem Schweinedarm

isolierten BSMV fiir Transportstudien geeignet.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der D-Glukose-Aufnahme in jejunale BSMV vom
Schwein
Mittelwerte mit Standardfehler von 6 Bestimmungen (3 Membran-
priaparationen, jeweils Doppelbestimmungen). Die Vesikel enthielten
(Endkonzentration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1 MgSO,4, 35 HEPES mit
Tris auf pH 7,2 eingestellt. Zusammensetzung des Inkubationsmediums
(Endkonzentration, mmol/l): 0,1 *H-markierte D-Glukose, 100 Mannitol,
100 NaCl bzw. Cholinchlorid, 0,1 MgSQOs, 35 HEPES/Tris, pH 7,2.
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3.2.8 Versuch zur Bestimmung der Stabilitit von Quercetin-3-Glukosid im
Inkubationsmedium

3.2.8.1 Zielsetzung

In der Literatur gibt es Hinweise, dass Q-3-Glc durch die membranstindige Laktat-
Phlorizin-Hydrolase (EC 3.2.1.62) bzw. durch cytosolische (-Glukosidasen im
Darmepithel (DAY et al. 2000, IOKU et al. 1998) gespalten wird. Um zu kldren, ob die
BSMYV noch derartige Enzymaktivititen besitzen, wurde der Inkubationsansatz nach 5 s
Inkubationszeit extrahiert, um zu tiberpriifen, ob Quercetinaglykon wéhrend der
Inkubationszeit freigesetzt wurde. Die Inkubationszeit von 5 s wurde gewihlt, da der
Versuch zur Konzentrationsabhéngigkeit des inhibitorischen Effektes von Q-3-Glc auf
die Glukoseaufnahme unter initialen Bedingungen bzw. zur Transportkinetik ebenfalls

bei einer Inkubationszeit von 5 s durchgefiihrt wurde (s. Kapitel 4.3.5 bzw. 4.3.7).

3.2.8.2 Probenaufarbeitung, Analyse und Auswertung

Wie unter 3.2.6 beschrieben, wurden 20 pl Versuchslésung mit 0,6 mmol/l Q-3-Glc und
10 ul BSMV-Suspension 5 s inkubiert. AnschlieBend wurden dem Gemisch 5,5 ml
Aceton zugesetzt und der Ansatz 20 min zur Extraktion auf einem Horizontalschiittler
geschiittelt. Vor Beginn der Extraktion wurde der Probe 20 pl methanolische
Rhamnetinlésung (50 pg/ml Methanol) als interner Standard zugesetzt. Das weitere
Vorgehen erfolgte wie bei der Aufarbeitung der Plasmaproben aus den /n vivo-
Versuchen (s. 3.1.4.2). Die Probe wurde vor der HPLC-Analyse jedoch nicht mit
Salzsdure angesduert, um eine saure Hydrolyse von Q-3-Glc zu vermeiden. Die Probe
wurde mit Hilfe der in Unterkapitel 3.1.4.3. beschriebenen HPLC-Methode analysiert.
Die Konzentration an Quercetin wurde mit Hilfe der Kalibriergerade aus den

vorausgegangenen /n vivo-Versuchen (s. 3.1.4.4) ermittelt.
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3.3 Statistik

3.3.1 In-vivo-Versuche zur Bioverfiigbarkeit am Schwein

Die Ergebnisse sind im Allgemeinen als Mittelwerte mit den dazugehdrigen
Standardfehlern dargestellt. Im statistischen Vergleich wurde der Effekt der Behandlung
mittels einer einfachen Varianzanalyse mit anschlieBendem multiplen paarweisen
Vergleich der Gruppenmittelwerte nach Bonferroni untersucht. Dabei wurden die
pharmakokinetischen Parameter cmax, tmax und AUC verglichen, wobei eine Signifi-
kanzgrenze von p < 0,05 gewdhlt wurde. Die statistischen Berechnungen wurden mit
Hilfe des Computerprogramms GraphPad Instat (GraphPad Software, 1997, V 3.00, San
Diego, CA) durchgefiihrt.

Im zweiten In vivo-Versuch wurden die jeweiligen Mittelwerte der Doppel-
bestimmungen pro Tier fiir die pharmakokinetischen Parameter Cpmay, tmax und AUC
gebildet. Anschlieend erfolgte der Vergleich der Gruppenmittelwerte (n = 3) auf
statistisch signifikante Unterschiede mittels einer einfachen Varianzanalyse mit
wiederholten Messungen und anschlieBendem multiplen paarweisen Vergleich nach
Bonferroni. Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms

GraphPad Instat (GraphPad Software, 1997, V 3.00, San Diego, CA) durchgefiihrt.

An dieser Stelle sei als Hilfe fiir den Leser erwidhnt, dass sich im Ergebnisteil die Werte
flir cpax und tmax in den graphischen Darstellungen der Konzentrations-Zeit-Verlaufe
z. T. deutlich von den Werten in den Tabellen unterscheiden kénnen. Grund dafiir ist,
dass bei den Konzentrations-Zeit-Verldufen die Mittelwertskurven, in den Tabellen
dagegen die Mittelwerte der individuellen, maximalen Plasmakonzentrationen (Cmax)

dargestellt sind. Dies gilt sinngemif3 auch fiir die Darstellung der ty.-Werte.
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3.3.2 1In vitro-Versuche mit intestinalen Biirstensaummembranvesikeln vom
Schwein

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit den dazugehodrigen Standardfehlern dargestellt.
Die statistische Priifung von Unterschieden zwischen Mittelwerten der einzelnen
Gruppen erfolgte mit den im Folgenden aufgefiihrten Testverfahren, wobei eine
Signifikanzgrenze von p < 0,05 gewidhlt wurde. Der Vergleich von zwei Mittelwerten
erfolgte mit dem Students t-Test. Zusétzlich wurden die Werte nach der Methode von
Kolmogorov und Smirnov auf Normalverteilung iiberpriift. Beim Vergleich von mehr
als zwei Mittelwerten wurde die Homogenitét der Varianzen mit Hilfe des Barlett-Tests
(Priifung der Gleichheit mehrerer Varianzen gleicher oder unterschiedlich grofBer
StichprobengrdéBen) iiberpriift. Da die Homogenitédt der Varianzen nicht gegeben war,
erfolgte der Vergleich der Mittelwerte mit dem Kruskal-Wallis-Test (Sachs, L., 1999).
Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Computer Programms GraphPad

Instat (GraphPad Software, 1997, V 3.00, San Diego, CA) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Erster In vivo-Versuch zur Bioverfiighbarkeit

4.1.1 Applikation von 165,4 pmol Quercetin/kg KGW als Quercetinaglykon,
Quercetin-3-glukosid oder Quercetin-3-glukorhamnosid

4.1.1.1 Jugularvene

Da die Durchgéngigkeit der Katheter trotz hdufigen Spiilens nicht bei allen sechs Tieren
iiber den gesamten Versuchszeitraum aufrecht erhalten werden konnte, konnten am
Ende fiir die Quercetin- und Quercetin-3-glukosid-Behandlung insgesamt vier, flir die
Quercetin-3-glukorhamnosid-Behandlung allerdings nur zwei Beobachtungen in der

Auswertung bertiicksichtigt werden.

Freies Quercetin oder freie Quercetinmetabolite konnte ohne vorausgegangene
enzymatische Hydrolyse nach keiner der drei didtetischen Behandlungen im
Jugularvenenblut nachgewiesen werden. Alle im Folgenden dargestellten Konzentra-
tionszeitverldufe wurden somit nach enzymatischer Behandlung der Plasmaproben mit

B-Glucuronidase/Sulfatase erhalten.

Nach allen drei Behandlungen wurde konjugiertes Quercetin als Hauptmetabolit
gefunden. Abbildung 7 zeigt die Quercetinplasmakonzentrationen nach oraler Appli-
kation der drei verschiedenen Quercetinquellen — Quercetin , Quercetin-3-glukosid (Q-
3-Glc) und Quercetin-3-glukorhamnosid (Q-3-Glc-Rha) — iiber den gesamten

Zeitverlauf.

Nach Gabe des Q-3-Glc wurden die hochsten Quercetinplasmakonzentrationen erreicht.
Besonders zu Beginn lagen die Quercetinkonzentrationen nach Q-3-Glc deutlich hoher
als nach Q oder Q-3-Glc-Rha. Das Glukorhamnosid ergab zu diesen Zeitpunkten nur
Quercetinplasmakonzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze. Nach Q-3-Glc-
Behandlung war die Quercetinkonzentration schon nach 60 min doppelt so hoch wie

nach Applikation des Quercetinaglykons. Der Plasmaspiegelverlauf nach Gabe des



4 Ergebnisse 59

Monoglukosids wies zwei Maxima nach 90 bzw. 210 min auf (Abbildung 7). Das
sekunddre Maximum war auch bei Betrachtung der Einzeltierdaten bei drei von vier
Tieren deutlich zu erkennen. Allerdings war nur bei einem Tier die
Quercetinkonzentration am zweiten Maximum hoher als am ersten (Daten nicht
gezeigt). Aufgrund dessen lag der Mittelwert des zweiten Maximums mit 601 + 129
ng/ml hoher als der des ersten Maximums mit 577 = 105 ng/ml. Auffallend ist, dass
dieses sekundire Maximum zeitlich mit der maximalen Quercetinplasmakonzentration

nach Gabe des Q-3-Glc-Rha zusammentfillt.

Die maximale Quercetinplasmakonzentration nach Applikation von Q war nicht nur

niedriger als nach Q-3-Glc, sondern wurde auch etwas spéter erreicht (Tabelle 6).

Nach Gabe des Q-3-Glc-Rha wurde nach einem langsamen Anstieg, der erst nach
150 min begann, eine wesentliche niedrigere maximale Quercetinkonzentration als nach
den beiden anderen Behandlungen gemessen, d.h. die Absorption scheint hier erst spéter

und in deutlich geringerem Umfang zu erfolgen.

Die einzelnen Werte der pharmakokinetischen Parameter sind Tabelle 6 am Ende dieses

Unterkapitels zu entnehmen (s. S. 65).
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Abbildung 7: Vergleich der Quercetinkonzentrations-Zeit-Verldufe nach oraler Gabe
von 165,4 pmol Quercetin, Quercetin-3-glukosid bzw. Quercetin-3-
glukorhamnosid’kg KGW im Jugularvenenblut. Mittelwerte mit
Standardfehler.

Nach allen drei Behandlungen wurden im Jugularvenenblut neben Quercetin
Isorhamnetin und Tamarixetin, der 3’- bzw. 4’-Methylether des Quercetins, als Meta-
boliten mit intakter Flavonolstruktur identifiziert (Abbildung 8). Da die
behandlungsbedingten Unterschiede zwischen den Konzentrationszeitverldufen der
methylierten Metaboliten den fiir die Quercetinplasmakonzentration beschriebenen
behandlungsbedingten Unterschieden weitgehend entsprachen, bildeten sich diese
Behandlungsunterschiede auch bei der Darstellung des Gesamtflavonolkonzentrations-
Zeit-Verlaufs (= Summe der Plasmakonzentrationen von Quercetin, Isorhamnetin und

Tamarixetin) wieder ab (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Legende s. nidchste Seite
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Abbildung 8: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Quercetin und Quercetinmetaboliten
nach oraler Gabe von 165,4 pmol Quercetin’kg KGW (A), Quercetin-3-
Glukosid’kg KGW (B) bzw. Quercetin-3-Glukorhamnosid (C) im
Jugularvenenblut. Mittelwerte mit Standardfehler (n=4 bzw. 2).

Sowohl nach Applikation von Quercetin als auch nach Q-3-Glc waren die maximalen
Plasmakonzentrationen von Tamarixetin deutlich hoher als die von Isorhamnetin
(Tabelle 6). Schon zum Zeitpunkt der maximalen Quercetinplasmakonzentrationen
traten Konzentrationen der methylierten Formen auf, die annédhernd so hoch waren wie
ihre maximalen Plasmakonzentrationen (Abbildung 8, Tabelle 6). Diese Verhéltnisse
spiegeln sich auch bei der Betrachtung der Fldchen unter den Kurven (AUC) wieder:
Relativ gesehen zur Gesamtfldche unter den Kurven (= Summe der AUC von Quercetin,
Isorhamnetin und Tamarixetin) war der Anteil von Tamarixetin fast doppelt so grofl wie
der Anteil von Isorhamnetin (16 % bzw. 8 %). Bezogen auf die Gesamt-AUC entfiel auf

die methylierten Formen ein Anteil von 24 % (Tabelle 6).

Da Quercetin aus Q-3-Glc-Rha in viel geringerem Umfang absorbiert wurde, lagen auch

die maximalen Plasmakonzentrationen der methylierten Quercetinmetaboliten,
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Isorhamnetin und Tamarixetin, deutlich niedriger als nach Gabe des Aglykons oder
Glukosids. Zeitlich fielen die maximalen Plasmakonzentrationen der genannten
Metabolite mit der maximalen Quercetinplasmakonzentration zusammen (Tabelle 6).
Bezogen auf die Gesamtfliche beliefen sich die Flichen des Isorhamnetins und
Tamarixetins nach Applikation des Glukorhamnosids zusammen nur auf 13,3 %

(Tabelle 6).
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Abbildung 9: Vergleich der Gesamtflavonolkonzentrations-Zeit-Verldufe nach oraler
Gabe von 165,4 pmol Quercetin, Quercetin-3-glukosid bzw. Quercetin-
3-glukorhamnosid’kg KGW im Jugularvenenblut. Mittelwerte mit
Standardfehler.
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Als MabB fiir die Bioverfiigbarkeit dient die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve
(AUC, s. 3.1.5.1). Beim Vergleich der relativen Bioverfiigbarkeit des Quercetins aus
den drei verschiedenen Quercetinquellen wurde die nach Applikation des
Quercetinaglykons ermittelte Gesamt-AUC (= Summe der AUC von Quercetin,
Isorhamnetin und Tamarixetin) als 100 % gesetzt. Nach Gabe von Q-3-Glc bzw. Q-3-
Glc-Rha wurde so eine relative systemische Verfligbarkeit von Quercetin von 147 %
bzw. 23 % ermittelt (Tabelle 6). Obwohl die Gesamt-AUC deutlich verschieden waren,
ergab sich fiir den Unterschied zwischen Quercetin- und Quercetin-3-
Glukosidbehandlung aufgrund der geringen Anzahl von Beobachtungen nur eine
Tendenz (p = 0,0658). Die Gesamt-AUC nach Gabe von Q-3-Glc-Rha unterschied sich

hingegen signifikant von den anderen Behandlungen (p < 0,05).

Die Eliminationshalbwertszeiten (t;2) von Quercetin nach Applikation von Q und Q-3-
Glc waren anndhernd gleich (Tabelle 6). Da nach Gabe von Q-3-Glc-Rha aufgrund der
spiat einsetzenden Absorption des Quercetins zu wenige Zeitpunkte der
Eliminationsphase erfasst wurden, konnte die Eliminationshalbwertszeit t;» nicht
zuverlédssig anhand des verwendeten Kinetikmodells berechnet werden, so dass hier

kein Wert angegeben werden konnte.
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Tabelle 6: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von Quercetin und Quercetin-
metaboliten’ nach Gabe von 165,4 pmol Quercetin, Quercetin-3-Glukosid bzw.
Quercetin-3-Glukorhamnosid/’kg KGW (Plasmaproben aus der Jugularvene).
Mittelwerte mit Standardfehler.

Parameter Behandlung
Quercetin Quercetin-3-Glukosid Quercetin-3-Gluko-
(n=4) (n=4) rhamnosid (n=2)
Que Iso Tam Que Iso Tam Que Iso Tam
577 +105
Cmax 2 438+ 103 43+12 66+18 601 +129% 43+11 88+5 135+3 9+2 14+0
(3 120 203 173 98 +14 218 203 255 210 210
e +21 +19 + 14 210+ 02 +19 +8 +45 +0 +0
tie 4 28+0,1 nb. n.b. 25+0,3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
AUC 5 132,9 16,0 27,2 2049 22,1 34,0 35,1 2,3 3,1
+28,8 +26 +71 +10,6 +85 +4.4 +8,8 +0,7 +0,1
Gesamt- N
AUC 8 176,1 + 36,4 261,0 £102,7 405+94
Relative 7 5 9 155 785 85 13 867 57 76
AUC 7) ) ) 1 L] L] ) )
Relative
Biover- 49 147 23
fugbar-
keit 8

1
2

)nach Behandlung der Plasmaproben mit p-Glucuronidase/Sulfatase

) Crmax [Ng/ml]=maximale Plasmakonzentration (* sekunddres Maximum)
)tmax[min] = Zeit zwischen Applikation und Erreichen der Cpayx
)t,,,[h]=Eliminationshalbwertszeit

;AUC [ug*min/ml]=Flache unter der Plasmaspiegelkurve von 0-24 Stunden
)

)

o o b~ W

Gesamt-AUC [ug*min/ml]J=Summe der AUCs (Quercetin+Tamarixetin+Isorhamnetin)
) Relative AUC [%] = Prozent der Gesamt-AUC

® Relative Bioverfligbarkeit [%]: Quercetin = 100 %

* signifikanter Unterschied zwischen Behandlungen fiir jeweiligen Parameter

(*p < 0,05), n.b. = nicht bestimmt
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4.1.1.2 Pfortader

Da sowohl nach Gabe von Quercetin als auch nach Q-3-Glc nur bei jeweils zwei
Schweinen Proben aus Portal- und Jugularvene vom selben Tier vorlagen, war ein
Vergleich der Plasmakonzentrationen von Quercetinmetaboliten vor und nach der
Leberpassage nur bedingt mdglich. Ein Vergleich zwischen den beiden Behandlungen
konnte leider nicht erfolgen, da die Daten fiir Quercetin bzw. Q-3-Glc von
unterschiedlichen Tieren stammten. Nach Applikation von Q-3-Glc-Rha standen nur die
Werte eines Tieres zur Verfligung, so dass auf eine genaue Darstellung dieser

Ergebnisse im Folgenden verzichtet wird.

Zu betonen ist, dass auch im Pfortaderblut ohne vorausgegangene enzymatische
Hydrolyse nach keiner der drei Behandlungen freies Quercetin oder freie Quercetin-
metaboliten nachgewiesen werden konnten. Wie im Jugularvenenblut wurde auch im
Pfortaderblut nach allen drei Behandlungen konjugiertes Quercetin als Hauptmetabolit
gefunden. Die Plasmakonzentrationen in Jugularvene und Pfortader zeigten einen
dhnlichen Zeitverlauf. Im Vergleich zur Plasmakonzentration im Jugularvenenblut lagen
die maximalen Quercetinkonzentrationen sowohl nach Quercetin als auch nach Q-3-Glc
in der Pfortader etwas hoher als in der Jugularvene (Abbildung 10 A, B). Der Zeitpunkt
der maximalen Plasmakonzentration wurde in der Pfortader bei beiden Behandlungen

frither als in der Jugularvene erreicht (Tabelle 7A, B).

Die anfallenden Metaboliten im Pfortaderblut unterschieden sich nicht von denen im
Jugularvenenblut, d. h., ein qualitativer Unterschied im Metabolitenmuster vor und nach
der Leberpassage wurde nicht beobachtet. Zu bedenken ist hierbei allerdings, dass bei
niedrigen Absorptionsraten und den gewihlten Zeitabstinden Unterschiede zwischen
Plasmaproben aus der Pfortader und Plasmaproben aus der Jugularvene sich kaum

manifestieren diirften.
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Abbildung 10: Vergleich der  Quercetinkonzentrations-Zeit-Verldufe in

Pfortader- und Jugularvenenblut nach oraler Gabe von 1654
umol Quercetin (A) bzw. Quercetin-3-Glukosid (B)/kg Korper-
gewicht. Die Daten in Abbildung 10A und 10B stammen
von verschiedenen Tieren. Mittelwerte (n=2).
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Nach Applikation von Quercetin waren die maximalen Plasmakonzentrationen des
Isorhamnetins im Pfortaderblut héher als im Jugularvenenblut, wiahrend fiir Tamarixetin
umgekehrte Verhéltnisse vorlagen. Dies zeigte sich auch bei der Betrachtung der
relativen Fldchen: Die Fldche unter der Isorhamnetinplasmaspiegelkurve nahm im
Pfortaderblut 12,8 % der Gesamtflache, im Jugularvenenblut aber nur 6,9 % ein. Fiir
Tamarixetin ergab sich dagegen in der Jugularvene eine relative Fliche von 16,7 %, in

der Pfortader nur eine relative Flache von 9,9 % (Tabelle 7A).

Nach Gabe von Q-3-Glc waren sowohl die maximalen Isorhamnetin- als auch
Tamarixetinkonzentrationen im Pfortaderblut hoher als im Jugulavenenblut (Tabelle
7B). Bei Betrachtung der relativen Flichen ergaben sich aber keine deutlichen
Unterschiede zwischen Pfortader und Jugularvene (Tabelle 7B). Der Anteil des
gebildeten Tamarixetins ist sowohl in der Pfortader als auch in der Jugularvene etwas

hoher (Tabelle 7B).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass auch im Pfortaderblut auBer konjugiertem
Isorhamnetin und Tamarixetin keine weiteren Metabolite mit intakter Flavonolstruktur
identifiziert werden konnten. Bezogen auf die Gesamtfliche aller detektierten
Metaboliten entfielen unabhingig von der Behandlung 23 % der Flavonole auf

methylierte Metabolite (Isorhamnetin + Tamarixetin) und 77 % auf intaktes Quercetin.



4 Ergebnisse 69

Tabelle 7 A, B: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter” von Quercetin und
Quercetinmetaboliten = nach  Applikation von 1654  umol
Quercetin/KGW als  Quercetinaglykon (A) bzw. Quercetin-3-
Glucosid (B) in Pfortader- und Jugularvenenblut. Die Werte in Tabelle
7 stammen jeweils von zwei verschiedenen Tieren.

A
Quercetin (n=2)
Parameter Pfortader? Jugularvene?
Que Iso Tam Que Iso Tam
Cmax ¥ [ng/ml] 731 80 64 591 50 97
tmax ¥ [min] 105 210 165 105 225 165
5)
AUC 2138 35,3 274 179,2 163 39,3
[Mg*min/ml]
- 6)
Gesamt-AUC 276,6 234.9
[Mg*min/ml]
Relative
AUC 7 [%] 77,3 12,8 9,9 76,4 6,9 16,7
B
Quercetin-3-Glukosid (n=2)
Parameter Pfortader? Jugularvene?
Que Iso Tam Que Iso Tam
851 655
3)
Cmax ) [ng/ml] 10074 84 124 5044 42 89
. 75 90
4)
tmax ¥ [min] 1802 180 180 9108 225 195
5)
AUC ¥ 3135 32,9 56,6 206,2 30,5 36,6
[Mg*min/ml]
- 6)
Gesamt-AUC 403 1 2733
[Mg*min/ml]
Relative 778 8,2 14 754 11,2 13,4
AUC 7) [%] L] ) 1 1 )

" Werte wurden sowohl anhand von Proben aus der Pfortader als auch aus der Jugularvene
berechnet, 2 nach Behandlung der Plasmaproben mit B-Glucuronidase/Sulfatase, 3 Crmax=
maximale Plasmakonzentration (Asekundéres Maximum), 4 tmax = Zeit zwischen Applikation und
Erreichen der Crax, ® AUC = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, ® Gesamt-AUC =
Summe der AUCs (Quercetin +Tamarixetin +Isorhamnetin), ) Relative AUC in Prozent der
Gesamt-AUC
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4.1.2 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Applikation der hohen Dosierung

Nach Applikation von 165,4 umol Quercetin/kg KGW in Form von Quercetin, Q-3-Glc
bzw. Q-3-Glc-Rha wurden die hochsten Quercetinplasmakonzentrationen nach Gabe
des Quercetinmonoglukosids, die niedrigsten Quercetinkonzentrationen nach Appli-
kation des Quercetinglukorhamnosids erhalten. Somit war die relative Bioverfiigbarkeit
von Quercetin aus dem Q-3-Glc am grofften. Dabei galt unabhingig von der
Quercetinquelle, dass weder freies Quercetin noch freie methylierte Quercetin-
metaboliten in Pfortader- und Jugularvenenblut nachgewiesen werden konnten. Der
Hauptmetabolit war nach allen drei Behandlungen konjugiertes Quercetin. Als weitere
Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur wurden konjugiertes Isorhamnetin und
Tamarixetin, der 3’-bzw. 4’-Methylether des Quercetins, sowohl im Pfortader- als auch

im Jugularvenenblut identifiziert.

4.1.3 Applikation von 33,1 pmol Quercetin/kg KGW als Quercetinaglykon,
Quercetin-3-Glukosid und Quercetin-3-Glukorhamnosid

4.1.3.1 Jugularvene

Fiir den Vergleich von hoher und niedriger Dosierung standen ebenfalls nur die Werte
von zwei Tieren zur Verfligung. Ein Vergleich zwischen den beiden Behandlungen war

jedoch moglich, da es sich jeweils um dieselben Individuen handelte.

Auch nach Applikation einer Dosis von 33,1 umol/kg KGW Quercetin in Form der drei
verschiedenen Glykoside konnten nach keiner der drei Behandlungen freies Quercetin
oder freie Quercetinmetabolite ohne vorausgegangene enzymatische Hydrolyse

nachgewiesen werden.

Da nach Applikation von Q-3-Glc-Rha nur Quercetinplasmakonzentrationen im Bereich
der Nachweisgrenze (2 ng/ml) auftraten, wird auf diese Daten im Folgenden nicht nidher

eingegangen.
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Abbildung 11 A zeigt die Plasmakonzentrations-Zeit-Verldaufe nach Gabe von 33,1
umol Quercetin’kg KGW in Form von Quercetinaglykon bzw. Q-3-Glc. Nach beiden
Behandlungen lagen die Quercetinplasmakonzentrationen deutlich niedriger als nach
der hohen Dosierung (Abbildung 11 B, Tabelle 8). Der cpx-Wert nach
Quercetinapplikation in der niedrigeren Dosierung betrug 111 ng/ml, nach Applikation
des Monoglukosids 82 ng/ml. Im Vergleich dazu wurde bei den selben Tieren nach der
hohen Dosis eine maximale Quercetinkonzentration von 423 ng/ml nach Quercetin bzw.
eine deutlich hohere maximale Plasmakonzentration von 655 ng/ml nach Q-3-Glc
erreicht. Somit trat im Unterschied zur hoéheren Dosierung bei der niedrigeren
Dosierung von Quercetin bzw. Q-3-Glc keine deutlichen Unterschiede zwischen den

Quercetinquellen beziiglich der maximalen Quercetinkonzentrationen im Plasma auf.

Auch nach Quercetin- und Q-3-Glc-Behandlung in der niedrigen Dosierung wurden
neben Quercetin  Isorhamnetin  und Tamarixetin als weitere Metaboliten im
Jugularvenenblut identifiziert. Der Vergleich zwischen hoher und niedriger Dosierung
zeigt, dass erwartungsgemal nach beiden Behandlungen die Plasmakonzentrationen des
jeweiligen Metaboliten nach der niedrigen Dosis geringer waren als nach der hohen

Dosis (Tabelle 8).

Isorhamnetin und Tamarixetin erreichten nach beiden Behandlungen in der niedrigen
Dosierung anndhernd gleich hohe maximale Plasmakonzentrationen, wobei die
Konzentration des jeweiligen Metaboliten nach Gabe von Quercetinaglykon hoher lag
als nach Quercetin-3-Glukosid (Tabelle 8). Bei der niedrigeren Dosierung trat im
Vergleich zur hoheren Dosis keine hohere relative Bioverfligbarkeit von Quercetin aus
dem Quercetin-3-Glukosid im Vergleich zur Bioverfiigbarkeit aus dem Aglykon auf (s.
4.1.1.1). Setzt man die Gesamt-AUC nach Gabe des Quercetinaglykons als 100 %,
ergab sich bei der niedrigen Dosierung eine relative Bioverfligbarkeit von Quercetin aus
dem Q-3-Glc von nur 63 % (Werte von zwei Tieren) im Gegensatz zu einer
Verfiigbarkeit von 161 % nach Applikation der fiinffach héheren Dosierung (Werte von

zwei Tieren, Tabelle 8).
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Abbildung 11: Vergleich der Quercetinkonzentrations-Zeit-Kurven nach Applikation
von 33,1 umol Quercetin’kg KGW (A) bzw. nach 165,4umol
Quercetin’kg KGW (B) als Quercetinaglykon bzw. Quercetin-3-
Glucosid im Jugularvenenblut. Mittelwerte von 2 Tieren.
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Tabelle 8: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von Quercetin und
Quercetinmetaboliten " nach hoher (165,4 pmol Quercetin’kg KGW) und
niedrigerer (33,1 pmol Quercetin’kg KGW) Dosierung im Jugularvenenblut.
Mittelwerte von 2 Tieren.

Quercetin (n=2)

Parameter Hohe Dosierung Niedrige Dosierung
Que Iso Tam Que Iso Tam

Crmax 2 [ng/ml] 423 57 4l 111 24 21

tmax 3 [min] 135 270 165 225 225 210

AUCH 122,9 207 26,4 36,2 78 5,9

[Mg*min/ml]

Gesamtb-AUCH 470 4 51,9

[Mg*min/ml]

Relative

AUC  [%] 72,3 12,2 15,5 73,6 15,0 114

Quercetin-3-Glukosid (n=2)

Parameter Hohe Dosierung Niedrige Dosierung
Que Iso Tam Que Iso Tam

Cmax 2 [ng/ml] 655 42 89 82 8 11

tmax 3 [min] 90 225 195 120 165 165

4

AUCH 206,2 305 36,6 248 29 48

[Mg*min/ml]

GesamtAUC® 5744 325

[Mg*min/ml]

Relative

AUC %] 754 11,2 13,4 76,3 8,9 14,8

"' nach Behandlung der Plasmaproben mit p-Glucuronidase/Sulfatase

2 cmax = Maximale Plasmakonzentration

% tmax = Zeit zwischen Applikation und Erreichen der Cmax

4 AUC = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve

% Gesamt-AUC = Summe der AUCs (Quercetin+Tamarixetin+lsorhamnetin)
® Relative AUC in Prozent der Gesamt-AUC
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4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Applikation der niedrigen
Dosierung

Die Ergebnisse, die nach Gabe der niedrigeren Dosierung erhalten wurden, lassen sich
aufgrund der geringen Anzahl an Beobachtungen nur mit Vorsicht interpretieren.
Zusammenfassend ldsst sich dennoch sagen, dass sich nach Applikation von 33,1 umol
Quercetin/kg KGW in Form von Quercetin bzw. Q-3-Glc ein deutlicher Unterschied in
der relativen Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach Applikation des Agklykons bzw.
Glucosids nicht manifestierte. Auch das sekundédre Maximum innerhalb des Quercetin-
plasmaspiegelverlaufes konnte im Vergleich zur hohen Dosierung nicht mehr
beobachtet werden. Das Metabolitenmuster war anndhernd gleich. Aufgrund der
geringen Anzahl von Beobachtungen wurden die Ergebnisse in einem zweiten Versuch

an einer groBeren Anzahl von Beobachtungen tiberpriift.

4.2 Zweiter In vivo-Versuch zur Bioverfiigbarkeit

4.2.1 Applikation von 33,1 pmol Quercetin’kg KGW als Quercetinaglykon bzw.
Quercetin-3-glukosid

Bei der Wiederholung des Versuches mit der niedrigeren Dosierung standen sechs
Beobachtungen an drei Tieren zur Verfliigung, d.h. jedes Individuum erhielt jede
Behandlung zweimal. Da nach Applikation des Q-3-Glc-Rha im vorausgegangenen
Versuch nur Quercetinplasmakonzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze gefunden
wurden, wurde in diesem Versuch auf die Behandlung mit Q-3-Glc-Rha verzichtet. Des

Weiteren wurde von der Implantierung eines Pfortaderkatheters abgesehen.

Wie in den vorausgegangenen Versuchen konnten auch in diesem Versuch ohne
enzymatische Hydrolyse der Plasmaproben weder freies Quercetin noch freie

Quercetinmetabolite nachgewiesen werden.

Abbildung 12 stellt die Quercetinplasmaspiegelverldaufe nach Applikation von
33,1 umol Quercetin/kg KGW in Form von Quercetinaglykon bzw. Q-3-Glc dar. Wie

im vorausgegangenen Versuch zeigte sich, dass nach Gabe von Q-3-Glc in der
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niedrigeren Dosierung keine hoheren Quercetinkonzentrationen als nach Quercetin

erreicht wurden.
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250+ ---== Quercetin-3-Glucosidgabe (n=3)

N

o

o
]

Plasmakonzentration [ng/ml]
o
<

100+
50
0 T T I T | 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
Zeit [min]

Abbildung 12: Vergleich der Quercetinkonzentrations-Zeit-Verldufe nach oraler Gabe
von 33,1 pmol Quercetin/kg KGW in Form von Quercetin-
aglykon und Quercetin-3-Glukosid im Jugularvenenblut. Mittelwerte
mit Standardfehler.

Nach Gabe von Quercetin ergab sich ein cnax—Wert von 248 + 26 ng/ml zum Zeitpunkt
tmax = 95 = 12 min. Nach Applikation von Q-3-Glc betrug die maximale Quercetin-
plasmakonzentration 174 + 15 ng/ml zum Zeitpunkt ty.x = 70 £ 6 min. Weder die Cpax-

noch die tpm.x-Werte waren zwischen den beiden Behandlungen signifikant verschieden

(Tabelle 9).
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Wie im ersten Versuch wurden nach beiden Behandlungen Isorhamnetin und
Tamarixetin als weitere Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur identifiziert
(Abbildung 13 A, B). Die Plasmakonzentrations-Zeit-Verldufe der beiden Metaboliten
waren anndhernd gleich. Fiir die Cpax- und tmax-Werte von Isorhamnetin bzw.
Tamarixetin wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Behandlungen gefunden. Die maximalen Plasmakonzentrationen von Isorhamnetin und
Tamarixetin fielen bei beiden Behandlungen zeitlich mit dem Maximum der

Quercetinkonzentration zusammen und nahmen erst nach 210 min wieder deutlich ab

(Abbildung 13 A, B).

Die Anteile von Quercetin und Quercetinmetaboliten an der Gesamt-AUC waren
dhnlich verteilt wie im ersten Versuch mit der niedrigen Dosierung (Tabelle 8) und

betrugen nach beiden Behandlungen 8-15 % der Gesamt-AUC.

Auch bei der Wiederholung des Versuches mit der niedrigen Dosierung war eine hohere
relative Bioverfiigberkeit von Quercetin aus dem Quercetinmonoglukosid im Vergleich
zur Verfligbarkeit aus dem Aglykon nicht gegeben. Setzt man die Gesamt-AUC nach
Gabe des Quercetinaglykons als 100 %, ergab sich eine relative Bioverfiigbarkeit von
Quercetin aus dem Q-3-Glc von 96 %. Die Gesamt-AUCs unterschieden sich nach

beiden Behandlungen nicht signifikant voneinander (Tabelle 9).
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Abbildung 13: Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Quercetin und Quercetin-

metaboliten nach oraler Gabe von 33,1 pmol Quercetin/kg
KGW als Quercetinaglykon (A) und Quercetin-3-Glukosid (B)
im Jugularvenenblut. Mittelwerte mit Standardfehler (n=3).
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Tabelle 9: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von Quercetin und
Quercetin-metaboliten " nach Gabe von 33,1 umol Quercetin’kg KGW als
Quercetinaglykon bzw. Quercetin-3-Glukosid (Plasmaproben aus der
Jugularvene). Mittelwerte mit Standardfehler.

Parameter Behandlung
Quercetin (n = 3) Quercetin-3-Glukosid (n = 3)

Que Iso Tam Que Iso Tam
Cmax 2 [ng/ml] 248+26  20+2 2143 174+15 14+3 24+3
tmax 3[min] 95+ 12 125+21 105+15 70+6 110+25 110+25
AUC 4 580+29 61+09 57+04 503+71 63+18 104+22
[Mg*min/ml]
Gesamt-AUC 9 69,7 + 3,1 67,0+9,7
[Mg*min/ml]
Relative 83,2 8,7 8,1 75,1 9,4 15,5
AUC 9)[%]
Relative Biover- 100 96

fugbarkeit [%]

" nach Behandlung der Plasmaproben mit 8-Glucuronidase/Sulfatase

2) Cmax = Maximale Plasmakonzentration

¥ tax=Zeit zwischen Applikation und Erreichen der Cmax

4 AUC = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve

® Gesamt-AUC = Summe der AUCs (Quercetin+lsorhamnetin+Tamarixetin)
® Relative AUC in Prozent der Gesamt-AUC

4.2.2 Applikation von 33,1 pmol Quercetin-3-Glukosid/kg KGW mit
Standardfutter im Vergleich zur Applikation mit Hackfleisch

Um den Einfluss der Zusammensetzung des Futters auf die Bioverfligbarkeit von

Quercetin aus Q-3-Glc zu untersuchen, wurde den Schweinen im zweiten Teilversuch
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das Flavonolglukosid anstelle mit stirkereichem Futter mit 15 g rohem

Rinderhackfleisch appliziert.

Abbildung 14 stellt die Quercetinplasmaspiegelverldufe nach den beiden Behandlungen
dar. Uber den gesamten Zeitverlauf bis zum Zeitpunkt t = 480 min wurden nach
Applikation mit Hackfleisch deutlich hohere Quercetinplasmakonzentrationen als nach

Gabe mit dem Standardfutter gefunden.

—#— Quercetin-3-Glucosid / Hackfleisch

--O== Quercetin-3-Glucosid / Futter

Plasmakonzentration [ng/ml]

500 750

Zeit [min]

1000 1250 1500

Abbildung 14: Vergleich der Quercetinkonzentrations-Zeit-Verldufe nach Applikation
von 33,1 umol Quercetin-3-glukosid/’kg KGW mit stirkereichem Futter
bzw. nach Applikation mit 15 g Hackfleisch im Jugularvenenblut.
Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3).
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Wie Tabelle 10 zu entnehmen ist, war die maximale Quercetinplasmakonzentration
nach Applikation von Q-3-Glc mit Hackfleisch im Vergleich zur Applikation mit
Standardfutter ca. dreimal hoher. Die cp.x-Werte unterschieden sich signifikant (p <
0,05), wohingegen sich der Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration nach beiden

Behandlungen nicht signifikant unterschied.

Das Metabolitenmuster von Q-3-Glc unterschied sich nicht zwischen den
Behandlungen. Ebenso wie bei allen vorausgegangenen Untersuchungen im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden auch hier Isorhamnetin und Tamarixetin als weitere
Metaboliten identifiziert (Abbildung 15 A, B). Die maximalen Isorhamnetin- und
Tamarixetinplasmakonzentrationen lagen dabei — wie die entsprechenden Quercetin-
plasmakonzentrationen (s. 0.) — nach Aufnahme von Q-3-Glc mit Hackfleisch dreifach
hoher als nach Gabe des Glukosids zusammen mit dem Standardfutter. Somit hatte die

Behandlung auf die cp.-Werte einen signifikanten Einfluss (p < 0,05, Tabelle 10).

Die Betrachtung der AUC fiir Quercetin, Isorhamnetin und Tamarixetin zeigte, dass die
im Organismus systemisch verfiigbare Menge nach Applikation mit Hackfleisch jeweils
deutlich groBer war als nach Applikation mit Futter (Tabelle 10). Dementsprechend war
auch die Gesamt-AUC nach Gabe des Quercetinglukosids mit Hackfleisch im Vergleich
zur Gesamt-AUC nach Gabe mit dem Standardfutter ca. 2,5mal so groB3 (p < 0,01,
Tabelle 10).

Bezogen auf die Gesamtfliche unterschieden sich die relativen Verhéltnisse von
Quercetin zu den Quercetinmetaboliten zwischen den beiden Behandlungen nicht.
Unabhédngig von der Behandlung entfielen knapp 30 % der Gesamtfliche auf
methylierte Metaboliten und ca. 70 % auf intaktes Quercetin (Tabelle 10).



81

4 Ergebnisse
A 600- .
—e&— Quercetin
500 —C—|sorhamnetin
] --«--Tamarixetin

400

300+

200+

Plasmakonzentration [ng/ml]

0 250 500 750 1000 41250 1500
Zeit [min]

B 300-
—e— Quercetin
—C—Isorhamnetin
--+--Tamarixetin
200-

Plasmakonzentration [ng/ml]

0 250 500 750 1000 1250 1500
Zeit [min]

Abbildung 15: Konzentrations-Zeit-Verldufe von Quercetin und Quercetin-
metaboliten nach oraler Gabe von 33,1 pmol Quercetin-3-
Glukosid’kg KGW zusammen mit Hackfleisch (A) bzw.
Standardfutter (B) im Jugularvenenblut. Mittelwerte mit
Standardfehler (n=3).
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Tabelle 10: Vergleich der pharmakokinetischen Parameter von Quercetin und
Quercetinmetaboliten " nach Applikation von 33,1 pmol Quercetin-3-
Glucosid’kg KGW mit Standardfutter bzw. nach Applikation mit 15g
Hackfleisch im Jugularvenenblut. Mittelwerte mit Standardfehler.

Parameter Behandlung
Quercetin-3-Glukosid / Futter Quercetin-3-Glukosid / Hackfleisch
(n=3) (n=3)
Que Iso Tam Que Iso Tam

Cmax 2[ng/ml]  174+15 14+3  24+3 529 + 56* 40 + 4* 65+ 7*

trmax 3 [min] 70+ 6 110+25 110+25 58+8 180 + 30 240 + 32*

AUC 4) *% * *
- 503+71 63+18 104+22 1144488 180+1,8* 284+34

[Mg*min/ml]

Gesamt-AUC®) o7 1 1 97 160,8 = 12.8*

[ pg*min/ml]

Relative

AUC 8% 75,1 9.4 15,5 711 11,2 17,7

" nach Behandlung der Plasmaproben mit f-Glucuronidase/Sulfatase

2) cmax = maximale Plasmakonzentration

% tmax = Zeit zwischen Applikation und Erreichen der Cpax

* AUC = Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve

® Gesamt-AUC = Summe der AUCs (Quercetin+Isorhamnetin+Tamarixetin)

® Relative AUC in Prozent der Gesamt-AUC

*signifikanter Unterschied zwischen beiden Behandlungen fir jeweiligen Parameter
(*p < 0,05, **p < 0,01)

4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der zweiten In vivo-Studie

Auch im zweiten In vivo-Versuch wurde — im Unterschied zur hoheren Dosierung — bei
einer Dosierung von 33,1 pmol Quercetin’kg KGW in Form von Quercetinaglykon
bzw. Quercetin-3-Glukosid eine hohere relative Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus
dem Q-3-Glc im Vergleich zur relativen Bioverfiigbarkeit aus dem Aglykon nicht mehr

beobachtet.
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Als Metabolite mit intakter Flavonolstruktur wurden nach allen Behandlungen, wie

auch in den vorausgegangenen Versuchen, Isorhamnetin und Tamarixetin identifiziert.

Die Ergebnisse des zweiten Teilversuches zeigen, dass nicht nur die Bindung an den
Glukoserest, sondern auch das Futter per se (Zusammensetzung, Menge u. 4.), mit dem
das Flavonoid appliziert wurde, einen deutlichen Einfluss auf die Quercetinplasma-
konzentration hatte. Die Plasmakonzentrationen von Quercetin und den
Quercetinmetaboliten lagen bei der Applikation der Testsubstanz mit Hackfleisch
deutlich hoher als bei Verwendung einer stirkereichen Ration. Das relative Verhiltnis

von Quercetin zu Quercetinmetaboliten dnderte sich dabei jedoch nicht.
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4.3 In-vitro Versuche mit intestinalen Biirstensaummembranvesikeln
(BSMV

4.3.1 Cis-Inhibition der D-Glukose-Aufnahme durch Quercetin-3-Glukosid

Da kein radioaktiv markiertes Q-3-Glc zur Verfiigung stand, konnte fiir die Unter-
suchung mit BSMV zur moglichen Interaktion von Q-3-Glc mit dem SGLT; nur ein
indirekter Ansatz, nimlich die Beeinflussung der [*H]-D-Glukose-Aufnahme in
Gegenwart bzw. Abwesenheit des Flavonoids, nicht jedoch die direkte Aufnahme des
Flavonoids, gemessen werden. Als ein wichtiger Hinweis fiir eine Interaktion gilt eine

gegenseitige Beeinflussung des Transportes zweier Substrate (Cis-Inhibition).

Um zu untersuchen, ob Q-3-Glc einen Einfluss auf die D-Glukose-Aufnahme iiber den
SGLT, in isolierte BSMV hat, wurde zundchst die Aufnahme in An-und Abwesenheit
von Q-3-Glc sowohl in Gegenwart eines in die Vesikel gerichteten Na'-Gradienten
(Na+mlﬁen * Na“ipmen = 100 : 0 mmol/l) als auch eines entsprechenden Cholinchlorid-
Gradienten (NaCl isomolar durch Cholinchlorid ersetzt) gemessen. Die
Inkubationsmedien enthielten neben 0,1 mmol/l radioaktiv markierter D-Glukose
0,8 mmol/l Q-3-Glc. Fiir die Kontrollversuche wurden Inkubationsmedien gleicher

Zusammensetzung ohne Zusatz von Q-3-Glc verwendet.

In Gegenwart eines in die Vesikel gerichteten initialen Na'-Gradienten wurde die D-
Glukose-Aufnahme bei Inkubationszeiten von 15 s bis 1 min durch Q-3-Glc im
Vergleich zur Kontrolle signifikant gehemmt (Abbildung 13). Auch unter Na'-freien
Bedingungen ergab sich bei Inkubationszeiten von 15 s bis 3 min eine signifikant
geringere D-Glukose-Aufnahme in Gegenwart von Q-3-Gluc (Abbildung 16). Obwohl
die prozentuale Hemmung der initialen Glukose-Aufnahme in Abwesenheit von Na"
(53,6 % + 2,0 % bei 15 s) dhnlich ausgepriigt war wie in Anwesenheit von Na™ (39,6 %
+ 1,9 % bei 15 s), lasst sich dennoch festhalten, dass Q-3-Glc vor allem die Na'-
abhingige Aufnahme von D-Glukose inhibierte, da der Anteil der Na'-unabhiingigen
Aufnahme an der in Anwesenheit von Na’ gemessenen Gesamtaufnahme nur 1,5 % =+
0,2 % (15 s-Wert, Mittelwert mit Standardfehler, n = 6, 3 Membranpriparationen,

jeweils Doppelbestimmungen) betrug.
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Da unter Na'-freien Bedingungen die Glukose-Aufnahme v. a. iiber Diffusion erfolgt,
konnte die Hemmung der Glukose-Aufnahme unter diesen Bedingungen durch einen
Effekt von Q-3-Glc auf die passive Permeabilitit der Biirstensaummembranvesikel
verursacht werden. Allerdings kann unter nominell Na'-freien Bedingungen eine
»Restaktivitait® des SGLT; nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Auch das
Vorliegen eines transmembranalen H'-Gradienten ist in der vorliegenden Untersuchung
nicht géinzlich auszuschlieBen, da zwar der pH-Wert im Vesikellumen und im
Inkubationsmedium gleich war, aber ein Protonophor nicht zugesetzt wurde. HIRAYAMA
et al. (1994) zeigten, dass auch Protonen den Glukosetransport tiber den SGLT;
antreiben, wobei die Affinitdt des SGLT; fiir Protonen dreimal hoher war als fiir
Natriumionen. Die Kinetik des H'- und Na'-abhiingigen Glukosetransports ist dhnlich,
so dass von einem identischem Transportmechanismus ausgegangen werden kann

(HIRAYAMA et al. 1994).



4 Ergebnisse

86

A Na*-Gradient

2500-

2000-

1500

1000

O Kontrolle
® mit Isoquercitrin

Glucose-Aufnahme, pmol/mg Protein

500+

0 T T T T —i | 1
0 1 2 3 4 5 60

Zeit, min

B Cholin*-Gradient

1504
1254 O Kontrolle

® mit Isoquercitrin
1004

Glucose-Aufnahme,pmol/mg Protein

60

Zeit, min

Abbildung 16:

Cis-Inhibition der D-Glukose-
Aufnahme durch Quercetin-3-
Glukosid (= Isoquercitrin).

Mittelwerte  mit  Standard-
fehlern von 6 Bestimmungen (3
Membranpréiparationen, jeweils
Doppelbestimmungen). Die Ve-
sikel enthielten (mmol/l): 300
Mannitol, 0,1 MgSO4, 35
HEPES mit Tris auf pH 7,2
eingestellt. Zusammensetzung
des Inkubationsmediums (End-
konzentrationen, mmol/l): 0,1
’H-markierte D-Glukose, 100
Mannitol, 100 NaCl (A) bzw.
Cholinchlorid (B), 0,1 MgSOs.,
35 HEPES/Tris, pH 7,2

(0) Kontrolle, (®) 0,8 Isoquer-
citrin. */**/*** = gjgnifikanter
Unterschied (p < 0,05/ p < 0,01
/ p < 0,001) zwischen ent-
sprechenden Werten mit und
ohne Isoquercitrin.
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4.3.2 Einfluss von Quercetin-3-Glukosid auf die Aufnahme von L-Leucin

Um der Frage nachzugehen, ob Q-3-Glc neben dem Effekt auf die Glukose-Aufnahme
iiber den SGLT;, auch einen Effekt auf andere sekundéar aktive Transportsysteme besitzt,
wurde der Einfluss von 0,8 mmol/l Q-3-Glc auf die Aufnahme von *H-markiertem L-
Leucin (0,1 mmol/l) unter Na'-Gradienten-Bedingungen sowie unter Na'-freien
Bedingungen gemessen. Fiir die Kontrollversuche wurde ein Inkubationsmedium

gleicher Zusammensetzung ohne Q-3-Glc eingesetzt (Abbildung 17).

Wie Abbildung 17 zeigt, hatte Q-3-Glc keinen Einfluss auf die Na'-abhiingige L-
Leucin-Aufnahme. Auch die Aufnahme unter Cholin"-Gradienten-Bedingungen wurde

nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

1000+

750+

500+

Leucin-Aufnahme, pmol/mg Protein

Abbildung 17:

Einfluss von Quercetin-3-
Glukosid (Isoquercitrin) auf
die Gesamtaufnahme von L-
Leucin in Gegenwart von Na"

Mittelwerte mit Standard-
fehler von 6 Bestimmungen
(3 Membranpréparationen, je-
weils Doppelbestimmungen).
Die Vesikel enthielten (End-
konzentration, mmol/I): 300
Mannitol, 0,1 MgSO4 , 35
HEPES mit Tris auf pH 7,2
eingestellt.

Zusammensetzung des In-

250 O Kontrolle § kubationsmediums (Endkon-
] L zentration, mmol/l): 0,1 H-
® mit Isoquercitrin markiertes L-Leucin, 100
Mannitol, 100 NaCl, 0,1
MgSO4, 35 HEPES/Tris, pH
0+ T T T | 7,2
0 2 3 4 60 (o) Kontrolle, (¢) 0,8 Iso-

Zeit, min

quercitrin
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4.3.3 Initialer Zeitverlauf der D-Glukose-Aufnahme in Gegenwart von Na"

Wichtig fir die nachfolgend dargestellten Hemmversuche und die Ermittlung der
kinetischen Parameter des Glukosetransporters ist die Bestimmung des initialen
Zeitverlaufes der D-Glukose-Aufnhame, um den linearen Bereich der Aufnahme zu
ermitteln. Nur im linearen Bereich reprisentiert die gemessene Substratakkumulation
den Transport des Substrats ins Vesikellumen ohne nennenswerte Beeinflussung durch
Refluxvorginge. Die D-Glukose-Konzentration im Inkubationsmedium betrug bei

diesem Versuch 0,1 mmol/l.

Unter Na'-Gradienten-Bedingungen ergab sich iiber einen Zeitraum von 15 s eine
nichtlineare Beziehung zwischen der Inkubationszeit und der entsprechenden D-
Glukose-Aufnahme (Abbildung 18), wihrend die Aufnahme unter Na'-freien
Bedingungen iiber den untersuchten Zeitraum anndhernd linear verlief (Daten nicht
gezeigt). Bis zu einer Inkubationszeit von 10 s verlief die D-Glukose-Aufnahme unter
Na'-Gradienten-Bedingungen annihernd linear, so dass fiir die weiteren Hemmversuche

und fiir die Messung kinetischer Parameter eine Inkubationszeit von 5 s gewdhlt wurde.
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Abbildung 18: Initialer Zeitverlauf der D-Glukose-Aufnahme in Gegenwart eines in

die Vesikel gerichteten Na'-Gradienten

Mittelwerte mit Standardfehler von 3 Bestimmungen (3 Membran-
priparationen, jeweils Dreifachbestimmungen). Die Vesikel enthielten
(Endkonzentration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1 MgSQOy, 35 HEPES mit
Tris auf pH 7,2 eingestellt. Zusammensetzung des Inkubationsmediums
(Endkonzentration, mmol/l): 0,1 ‘H-markierte D-Glukose, 100
Mannitol, 100 NaCl, 0,1 MgSO4, 35 HEPES/Tris, pH 7,2. Die Kurve
wurde mit Hilfe eines Polynoms 2. Grades berechnet, die gestrichelte
Linie stellt die Tangente der Kurve durch den Nullpunkt dar.



4 Ergebnisse 90

4.3.4 Versuch zur Bestimmung der Stabilitit von Quercetin-3-Glukosid im
Inkubationsansatz

Um sicher zu gehen, dass keine spontane oder enzymatische Spaltung des eingesetzten
Q-3-Glc innerhalb der relevanten Inkubationszeit (initiale Aufnahme, Inkubationszeit
5 s) stattfindet, wurde zunichst die Stabilitit von Q-3-Glc in Gegenwart von BSMV
untersucht. Die dafiir verwendeten Vesikel enthielten (Endkonzentration, mmol/l): 300
Mannitol, 0,1 MgSO4, 35 HEPES mit Tris auf pH 7,2 eingestellt. Das Inkubations-
mediums war wie folgt zusammengesetzt (Endkonzentration, mmol/l): 0,6 Q-3-Glc,

0,1 D-Glukose, 100 Mannitol, 100 NaCl, 0,1 MgSQOy, 35 HEPES/Tris, pH 7,2.

Nach einer Inkubationszeit von 5 s betrug die gemessene Quercetinkonzentration im
Inkubationsansatz nur 1,15 + 0,16 « 10 mmol/l (n = 3). Das entsprach bei einer Q-3-
Glc-Ausgangskonzentration von 0,6 mmol/l einer Spaltung von 0,2 % der eingesetzten
Q-3-Glc-Menge. Dieses Ergebnis zeigt, dass zumindest bei Versuchen unter initialen
Aufnahmebedingungen keine nennenswerte spontane oder enzymatische Hydrolyse des

Quercetin-3-Glukosids stattfand.

4.3.5 Konzentrationsabhingigkeit des inhibitorischen Effektes von Quercetin-3-
Glukosid auf die initiale D-Glukose-Aufnahme

Die Konzentrationsabhidngigkeit des inhibitorischen Effektes von Q-3-Gluc auf die
initiale D-Glukose-Aufnahme wurde sowohl in Gegenwart eines in die Vesikel
gerichteten Na'-Gradienten als auch eines entsprechenden Cholin'-Gradienten
untersucht. Dazu wurde die Aufnahme von *H-markierter D-Glukose (0,1 mmol/l) nach
einer Inkubationszeit von 5 s bei verschiedenen Q-3-Glc-Konzentrationen (0/ 0,2/ 0,4/
0,6 und 0,8 mmol/l) gemessen. Abbildung 19 stellt die Gesamt-Glukose-Aufnahme in

Gegenwart eines Na'-Gradienten in Abhéngigkeit von der Q-3-Gluc-Konzentration dar.

Bei einer Q-3-Glc-Konzentration von 0,2 mmol/l war bereits tendenziell ein inhibito-
rischer Effekt erkennbar, die Glukose-Aufnahme unterschied sich jedoch nicht signifi-
kant von der Aufnahme in Abwesenheit von Q-3-Glc. Die Hemmung betrug 11,8 %.
Bei einer Q-3-Glc-Konzentration von 0,4 mmol/l wurde die D-Glukose-Aufnahme im

Vergleich zur Kontrolle signifikant gehemmt (p < 0,05). Die Hemmung war mit 34,2 %



4 Ergebnisse 91

ungefahr dreimal so hoch wie bei einer Konzentration von 0,2 mmol/l. Auch bei Q-3-
Glc-Konzentrationen von 0,6 und 0,8 mmol/l war eine signifikante Hemmung der D-
Glukose-Aufnahme im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,01 bzw. p < 0,001) zu
beobachten. Der Hemmeffekt bei einer Inhibitorkonzentration von 0,8 mmol/l betrug

51,8 %.
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Abbildung 19: Konzentrationsabhédngigkeit des inhibitorischen Effektes von Quercetin-
3-Glucosid auf die D-Glukose-Aufnahme

Mittelwerte mit Standardfehler von 9 Bestimmungen (3 Membran-
priparationen, jeweils Dreifachbestimmungen). Die Vesikel enthielten
(Endkonzentration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1 MgSO, , 35 HEPES mit
Tris auf pH 7,2 eingestellt. Zusammensetzung des Inkubationsmediums
(Endkonzentration, mmol/l): 0,1 ’H-markierte D-Glukose, 100 Mannitol,
100 NaCl, 0,1 MgSOy, 35 HEPES/Tris, pH 7,2 und 0,2; 0,4; 0,6 bzw. 0,8
mmol/l  Quercetin-3-Glukosid. Die Inkubationszeit betrug 5 s.
* k% k%% gignifikanter Unterschied zur Aufnahme in Abwesenheit von
Quercetin-3-Glukosid (p < 0,05 /p <0,01 /p <0,001).
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4.3.6 Einfluss verschiedener Flavonoidglykoside auf die initiale D-Glukose-
Aufnahme

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob die Art und die Position des Zuckerrestes am
Quercetinaglykon den inhibitorischen Effekt beeinflusst, wurden Cis-Inhibi-
tionsversuche mit verschiedenen Quercetinglykosiden sowohl unter Na'- als auch unter
Cholin"-Gradienten-Bedingungen durchgefiihrt. Zunichst wurde die initiale Aufnahme
von radioaktiv markierter D-Glukose in Gegenwart von Quercetin-3-Glukosid (Q-3-
Glc), Quercetin-4’-Glucosid (Q-4’-Glc), Quercetin-3-Galaktosid (Q-3-Gal) bzw. von
Quercetin-3-Glukorhamnosid (Q-3-Glc-Rha) verglichen. Als ,,Positivkontrolle® wurde
der inhibitorischen Effekt von Phlorizin (Phl), einem bekannten potenten SGLT;-
Inhibitor sowie von a-Methyl-D-Glucopyranosid (MDG), einem nicht metaboli-
sierbaren Glukoseanalogon und Transportsubstrat des SGLT;, untersucht. Zusétzlich
wurde gemessen, ob das Aglykon Quercetin die Glukose-Aufhahme hemmt. Als
Ergéinzung zu den oben genannten Versuchen wurde auch der Einfluss von Glukosiden
anderer Flavonoiduntergruppen auf die initiale Glukoseaufnahme untersucht. Dabei
dienten das Isoflavon Genistein-7-Glucosid , das Flavanon Narigenin-7-Glucosid und
das Anthocyan Cyanidin-3,5-Diglucosid als Testsubstanzen. Das Inkubationsmedium
fiir die beschriebenen Cis-Inhibitonsversuche enthielt neben 0,1 mmol/l *H-markierter
D-Glukose jeweils 0,6 mmol/l der zu untersuchenden Substanz. Fiir die Kontrolle wurde
ein Inkubationsmedium gleicher Zusammensetzung ohne Zusatz der Testflavonoide

verwendet. Die Inkubationszeit betrug 5 s.

In Gegenwart eines in die Vesikel gerichteten Na'-Gradienten wurde die D-Glukose-
Aufnahme in Gegenwart der beiden Monoglucoside Q-3-Glc und Q-4’-Glc im
Vergleich zur Kontrolle signifikant gehemmt. Auch Phlorizin und MDG bewirkten eine
signifikante Hemmung, wobei Phlorizin als SGLT;-Inhibitor zu einer nahezu
vollstindigen Hemmung fiihrte (Abbildung 20). Da in Gegenwart des Glukose-
analogons MDG noch 72 £ 3 % der Glukose aufgenommen wurde, fiel die Hemmung
der initialen Glukose-Aufnahme geringer aus als bei Q-3-Glc und Q-4’-Glc, in deren
Gegenwart nur 61 = 2 % bzw. 47 £ 3 % der Glukose aufgenommen wurden. Weder das

3-Galaktosid, das 3-Glukorhamnosid noch das Quercetinaglykon besaBen unter Na'-
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haltigen Bedingungen einen signifikanten inhibitorischen Effekt. Auch die drei iibrigen
Glukoside aus den Untergruppen der Isoflavone, Flavanone und Anthocyane
beeinflussten die initiale D-Glukose-Aufnahme nicht signifikant (Abbildung 20). Unter
Na'-freien Bedingungen wurde die initiale Glukoseaufnahme ebenfalls durch Pholrizin,
Q-3-Glc und Q-4-Glc signifikant gehemmt. Im Gegensatz zum Na'-haltigen
Inkubationsmedium war auch die Hemmung der Aufnahme durch Q-3-Gal signifikant
(Abbildung 21). Die unter Na'-freien Inkubationsbedingungen beobachtete Hemmung
durch Phlorizin unterstiitzt die Annahme, dass durch einen eventuell vorhandenen
Protonengradienten und/oder gleichzeitige ,,Verunreinigungen® mit Na' eine

Restaktivitdt des SGLT,; gegeben war (vgl. 3.2.2.1).
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Abbildung 20:

Einfluss verschiedener Flavonoidglykoside auf die initiale D-Glukose-
Aufnahme unter natriumhaltigen Bedingungen

Mittelwerte mit Standardfehler aus Dreifachbestimmungen von drei
Membranpréiparationen (n=9 bzw. 18 fiir Kontrolle). Die Vesikel
enthielten (Endkonzentration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1 MgSQO, , 35
HEPES mit Tris auf pH 7,2 eingestellt. Zusammensetzung des
Inkubationsmediums (Endkonzentration, mmol/l): 0,1 *H-markierte D-
Glukose, 100 Mannitol, 100 NaCl, 0,1 MgSQOy, 35 HEPES/Tris, pH 7,2
(K = Kontrolle) und jeweils 0,6 Phlorizin (Phl), Methyl-D-
Glukopyranosid (MDG), Quercetin-3- bzw. 4’-Glukosid (Q-3-Gle, Q-
4’-Glc), Quercetin-3-Galaktosid  (Q-3-Gal), Quercetin-3-Gluko-
rhamnosid (Q-3-Glc-Rha), Quercetin (Q), Genistein-7-Glukosid (Gen-
7-Glc), Naringenin-7-Glukosid (Nar-7-Glc) oder Cyanidin-3,5-
Diglukosid (Cya-3,5-Di-Glc). Die Inkubationszeit betrug 5 s.
*xxxkgignifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,01 /p <0,001).
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Abbildung 21:

Einfluss verschiedener Flavonoidglykoside auf die initiale D-Glukose-
Aufnahme unter natriumfreien Bedingungen

Mittelwerte mit Standardfehler aus Dreifachbestimmungen von drei
Membranpréiparationen (n=9 bzw. 18 fiir Kontrolle). Die Vesikel
enthielten (Endkonzentration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1 MgSQOy , 35
HEPES mit Tris auf pH 7,2 eingestellt. Zusammensetzung des
Inkubationsmediums (Endkonzentration, mmol/l): 0,1 *H-markierte D-
Glukose, 100 Mannitol, 100 Cholinchlorid, 0,1 MgSQ4, 35
HEPES/Tris, pH 7,2 und jeweils 0,6 Phlorizin (Phl), Methyl-D-
Glukopyranosid (MDG), Quercetin-3- bzw. 4’-Glukosid (Q-3-Glc, Q-
4’-Gle), Quercetin-3-Galaktosid  (Q-3-Gal),  Quercetin-3-Gluko-
rhamnosid (Q-3-Glc-Rha), Quercetin (Q), Genistein-7-Glukosid (Gen-
7-Glc), Naringenin-7-Glukosid (Nar-7-Glc) oder Cyanidin-3,5-
Diglukosid (Cya-3,5-Di-Glc). Die Inkubationszeit betrug 5 s.
*/***signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p < 0,05 /p <0,001).
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4.3.7 Einfluss von Quercetin-3-Glukosid auf die Transportkinetik von D-Glukose

Um die Cis-Inhibition der D-Glukose-Aufnahme durch Q-3-Glc ndher zu
charakterisieren, wurde der Hemmtyp des Q-3-Glc untersucht. Dazu wurde die Kinetik
der D-Glukose-Aufnahme in Gegenwart eines in die BSMV gerichteten Na'-Gradienten
in An- und Abwesenheit des Q-3-Glc (0,5 mmol/l) bestimmt. Abbildung 22 A stellt die
initiale D-Glukose-Aufnahme (Gesamtaufnahme) als Funktion der extravesikuldren
Substratkonzentration (0,05 / 0,075/ 0,125 /0,25/0,5/1,0 /5,0 bzw. 10,0 mmol/l) dar.
Sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Q-3-Glc zeigte die D-Glukose-Aufnahme
einen kurvenlinearen Verlauf, der sich mit einer Michaelis-Menten-Gleichung mit einer
aktiven Komponente und einer nicht saturablen Komponente (Diffusion) beschreiben

lasst (R* Kontrolle = 0,9949, R? mit Q-3-Glc = 0,9978):
V = Vinax » [S]/ Ky + [S]) + Kp  [S]

V: Transportrate [nmol/mg Protein « 5 5]

Vmax: maximale Transportrate [nmol/mg Protein « 5 s'l]
[S]: Substratkonzentration [mmol/1]

Kwm: Affinitdtskonstante [mmol/l]

Kp: Diffusionskonstante [pl/mg Protein « 5 5]

Abbildung 22 B zeigt die mit Hilfe des aus obiger Gleichung ermittelten Kp-Wertes
berechnete Diffusionskomponente. Abbildung 22 C stellt die aus der Differenz
zwischen der Gesamtaufnahme und der Diffusionskomponente berechnete saturable
Komponente des Transportes dar. Bei diesen Darstellungen wurden zunéchst die drei
Bestimmungen pro Konzentration und Membranpriparation gemittelt und die
Mittelwertskurven der einzelnen Membranprdparationrn (n = 3) fiir die weiteren

Berechnungen verwendet.
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Abbildung 22:

Einfluss von  Quercetin-3-Glukosid
(Isoquercitrin) auf die Transportkinetik
von D-Glukose

Die Vesikel enthielten (Endkonzen-
tration, mmol/l): 300 Mannitol, 0,1
MgSOy4, 35 HEPES mit Tris auf pH 7,2
eingestellt. =~ Zusammensetzung  des
Inkubationsmediums  (Endkonzentra-
tion, mmol/l): 0,05 / 0,075 / 0,125 /
0,25 / 0,5/ 1,0 / 5,0 bzw. 10,0 *H-
markierte D-Glukose, 100 Mannitol,
100 NacCl, 0,1 MgSOs, 35 HEPES/Tris,
pH 7,2 (o) und 0,5 mmol/l Quercetin-3-
Glukosid (e). Die Inkubationszeit be-
trug 5 s.

A) gemessene Gesamtaufnahme (n =9,
Mittelwerte mit Standardfehlern von 3
Membranpréiparationen, jeweils Drei-
fachbestimmungen)

B) mit Hilfe des ermittelten Kp-Wertes
berechnete Diffusionskomponente
(n = 3, Mittelwerte mit Standardfehlern
von 3 Membranpréparationen)

C) aus der Differenz zwischen Gesamt-
aufnahme und Diffusionskomponente
berechnete  saturable = Komponente
(n =3, Mittelwerte mit Standardfehlern
von 3 Membranpriparationen).

Die dargestellten Kurven bzw. Geraden
wurden {iber nicht-lineare bzw. lineare
Regression berechnet.
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Q-3-Glc fiihrte zu einer signifikanten Zunahme des mit Hilfe der oben genannten
Gleichung berechneten apparenten Ky-Wertes ohne Verringerung des Vi.x-Wertes der
saturablen Transportkomponente. Dies deutet auf eine kompetitive Hemmung der D-
Glukose-Aufnahme durch Q-3-Glc hin. Zusédtzlich hemmte Q-3-Glc jedoch auch die
lineare Komponente (Diffusion). In Anwesenheit des Flavonoids war die Diffusions-

konstante Kp signifikant kleiner (Tabelle 11).

Tabelle 11:  Apparente kinetische Parameter der D-Glukose-Aufnahme in Ab- und
Anwesenheit von Quercetin-3-Glukosid

Inhibitor Parameter”
Vmax KM KD
(nmol/mg Protein « 5s™) (mmol/l) (ul/mg Protein « 5s7)
-- 2,1+04 0,17 £ 0,01 0,25+ 0,04
Quercetin-3-
_ 20+04 0,32 +0,03* 0,12+ 0,01*
glukosid

Vmax = maximale Transportrate, Ky, = Affinitdtskonstante, Kp = Diffusionskonstante,
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), " Die apparenten kinetischen Parameter
Vimax, Ku und Kp wurden fir jede Membranpraparation (n=3, jeweils Mittelwert aus
Dreifachbestimmung mit Standardfehler) mittels nichtlinearer Kurvenanpassung
(Gleichung s. S. 96) berechnet.

4.3.8 Trans-Stimulation der D-Glukose-Aufnahme durch Quercetin-3-Glukosid

Da der Nachweis einer Cis-Inhibition (vgl. 3.2.3.1) per se noch kein Beweis fiir den
Transport von Q-3-Glc durch den SGLT; ist, wurden zusétzlich die im Folgenden

beschriebenen Trans-Stimulationsversuche durchgefiihrt.

Dazu wurde die Aufnahme von 0,1 mmol/I [’H]-D-Glukose in mit 0,5 mmol/l Q-3-Glc
vorbeladene BSMV bzw. in nicht vorbeladene Kontrollvesikel gemessen. Um eine
Energetisierung des Glukosetransports durch einen Na'-Gradienten auszuschliefen,
wurden die Experimente unter Na'-Gleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt (Na,ugen

= Na'jmen = 100 mmol/l). Um einen moglichst hohen, nach auBen gerichteten



4 Ergebnisse 99

Gradienten flir Q-3-Glc zu erhalten, wurden 10 ul BSMV-Suspension mit 190 pul bzw.
490 pl Versuchslosung inkubiert (= Verdiinnung von 1:20 bzw. 1:50).

Unter den beschriebenen Trans-Stimulationsbedingungen steht somit keine Energie in
Form eines transmembranalen, in die Vesikel gerichteten Na'-Gradienten zur
Verfligung. Findet unter diesen Bedingungen eine deutlich hohere Glukose-Aufnahme
in die vorbeladenen Vesikel statt, so gilt dies als ein weiterer Hinweis fiir einen
Transport liber den SGLT;, da sich die stirkere Akkumulation von Glukose nur durch
die Stimulation der Glukose-Aufnahme durch den entgegengesetzten Q-3-Glc-
Gradienten erkldren ldsst (beschleunigter Austausch von intravesikulirem Q-3-Glc
gegen extravesikuldre D-Glukose). Zur Verdeutlichung zeigt Abbildung 23 noch einmal

die Cis-Inhibitions-und Trans-Stimulations-Bedingungen.

[Glc]
-3-Gl +
[N a+] [Q-3-Glc] [NaA] [Glc]

v
+ v
V v [Na*]
[Q-3-Glc]
Cis-Inhibition Trans-Stimulation

Abbildung 23: Cis-Inhibition und Trans-Stiumulation

Wie Abbildung 24 zeigt, konnte eine gewisse Trans-Stimulation der D-Glukose-
Aufnahme durch Q-3-Glc gezeigt werden. Nach 5 s lag sowohl bei einer 1:20

Verdiinnung als auch bei einer 1:50 Verdiinnung (Daten nicht gezeigt) eine statistisch
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signifikant hohere Aufnahme bei den vorbeladenen Vesikeln vor, wihrend bei spiteren

Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede mehr zu beobachten waren.
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Abbildung 24: Trans-Stimulation der D-Glukose-Aufnahme durch Quercetin-3-Glu-

kosid (Isoquercitrin)

Mittelwerte mit Standardfehler aus Dreifachbestimmungen von drei
Vesikelpriparationen (n=9). Die BSMV enthielten (mmol/l) 100
Mannitol, 100 NaCl, 0,1 MgSO,4, 35 HEPES mit Tris auf pH 7,2
eingestellt (0) und zusétzlich 0,5 mmol/l Quercetin-3-Glukosid (e).
Zusammensetzung des Inkubationsmediums (Endkonzentration,
mmol/l): 0,1 *H-markierte D-Glukose, 0,025 (e) bzw. kein Quercetin-3-
Glukosid (o) 100 Mannitol, 100 NaCl, 0,1 MgSO4, 35 HEPES mit Tris
auf pH 7,2 eingestellt.
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Flavonoide, darunter das zu den héufigsten Vertretern dieser Stoffgruppe zdhlende
Quercetin, besitzen vielfiltige Wirkungen, von denen die meisten in /n vitro-Versuchen
nachgewiesen wurden. Voraussetzung fiir die Wirkungen nach oraler Aufnahme in vivo
ist die Absorption des Quercetins bzw. von dessen Glykosiden, wie sie v. a. in der
Nahrung vorliegen, aus dem Gastrointestinaltrakt sowie das Erreichen ausreichend
hoher Plasmakonzentrationen im systemischen Kreislauf, d. h. eine ausreichend hohe
Bioverfiigbarkeit. In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst die Bioverfiigbarkeit von
Quercetin nach Gabe von Quercetinaglykon und den natiirlich vorkommenden
Quercetinglykosiden, Querctin-3-Glukosid (Q-3-Glc) und Quercetin-3-Glukorhamnosid
(Q-3-Glc-Rha) unter Beriicksichtigung der gebildeten Metaboliten verglichen. Des
Weiteren erfolgte exemplarisch ein Vergleich des Metabolitenmusters in Pfortader- und
Jugularveneproben. Zusétzlich wurde der Einfluss der Zusammensetzung der
Testmahlzeit auf die systemische Verfiigbarkeit untersucht. Als Versuchstiere wurden
Schweine gewihlt, da bei ihnen, z. B. im Vergleich zu Ratten, groere Blutvolumina,
wie sie fir Pharmakokinetikstudien erforderlich sind, entnommen werden konnen.
Ferner dhnelt das Schwein beziiglich der Anatomie und Physiologie des

Gastrointestinaltraktes dem Menschen (ALMOND 1996, STEVENS 1988).

Um Plasmakonzentrationen zu erhalten, die sicher liber der Nachweisgrenze liegen,
wurde zunichst eine relativ hohe Dosierung (50mg/kg KGW) gewihlt. Im Gegensatz zu
den meisten bereits durchgefiihrten Studien zum Vergleich der Bioverfiigbarkeit von
Quercetin aus verschiedenen Glykosiden wurden die Flavonoide den Schweinen nicht
in Form einer Losung bzw. als Reinsubstanz (ERLUND et al. 2000, GRAEFE et al. 2001,
HOLLMAN et al 1999, OLTHOF et al. 2000), sondern zusammen mit einer Testmahlzeit,

die dem normalen Futter entsprach, verabreicht.

Unabhingig von der Quercetinquelle wurde in Ubereinstimmung mit den meisten
Untersuchungen kein freies Quercetin oder freie Quercetinmetaboliten, sondern
ausschlieflich konjugierte Derivate gefunden, was eine umfangreiche Metabolisierung

vor Erreichen der systemischen Zirkulation belegt (First-Pass-Effekt). Nach allen drei
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Behandlungen war das relative Verhédltnis von Quercetin zu Quercetinmetaboliten
dhnlich, d. h. die drei Substanzen unterliegen grundsitzlich den gleichen Meta-
bolisierungswegen. Bei den nachgewiesenen Konjugaten handelt es sich wahrscheinlich
um Glukuronide, da Sulfatierungen als Phase-II-Reaktion beim Schwein nicht
vorzukommen scheinen (CLADWELL 1980). Mit der im vorliegenden Versuch
eingesetzten Analytik konnten verschiedene Konjugate jedoch nicht unterschieden
werden. Das Vorliegen intakter Quercetinglykoside im Plasma ist unwahrscheinlich, da
gerade jlingste Untersuchungen mit empfindlicherer Analytik (Massenspektroskopie u.
a.) keine intakten Glykoside, sondern nur Glukuronide bzw. Sulfate nachweisen

konnten (MOON et al. 2000, MORAND et al. 2000, SESINK et al. 2001, DAY et al. 2001).

Wie im eigenen Versuch stellt konjugiertes Quercetin auch in anderen Studien nach
Applikation der verschiedenen Quercetinglykoside, d.h. unabhingig von der Quercetin-
quelle, den Hauptmetaboliten dar (DAY et al. 2001, GRAEFE et al. 2001). Als weitere
Metaboliten wurden, wie auch in anderen Untersuchungen, der 3’-Methylether sowie
der 4’-Methylether von Quercetin in konjugierter Form identifiziert. Dabei scheint es
jedoch Speziesunterschiede zu geben. So wurde in den Humanstudien bisher nur der 3°-
Methylether nachgewiesen (GRAEFE et al. 2001, DE VRIES et al. 2001, MANACH et al.
1998). Bei Studien mit Ratten wurden sowohl Isorhamnetin als auch Tamarixetin
gefunden, wobei bei dieser Spezies im Gegensatz zum Schwein wesentlich mehr
Isorhamnetin als Tamarixetin gebildet zu werden scheint (MORAND et al. 2000,
MANACH et al. 1997). Die eigenen Versuche zeigen, dass beim Schwein die beiden
Methylether in ungefdhr gleichem Umfang auftreten. Dies zeigte auch die Studie an
Schweinen von ADER et al. (2000). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass besonders zu
spéteren Zeitpunkten noch zahlreiche weitere Metaboliten ohne intakte Flavonolstruktur
im Plasma zu finden sind, die aber mit der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten, fiir
Flavonole spezifischen Analytik, nicht identifiziert werden konnten. In Frage kommen
dafiir z. B. Mono- und Dihydroxyphenylessigsduren sowie Hydroxy-zimtsduren, die
durch mikrobielle Metabolisierung in tieferen Darmabschnitten gebildet und dort als
solche absorbiert werden konnen (HEILMANN & MERFORT 1998a, b, HOLLMAN &
KATAN 1998).

Interessanterweise wurden auch in der Pfortader, d.h. vor der Leberpassage, weder

freies Quercetin noch freie Quercetinmetaboliten gefunden. Dabei wurden keine
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wesentlichen Unterschiede 1im Metabolitenmuster zwischen Pfortader- und
Jugularvenenblut festgestellt. Das relative Verhdltnis von Quercetin zu Quercetin-
metaboliten war &dhnlich. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die absorbierten
Flavonole bzw. Flavonolglykoside bereits in der Darmmukosa in groem Umfang
glukuronidiert und z. T. auch methyliert werden. Kritisch anzumerken ist, dass wegen
der =zeitlichen Abstinde der Blutprobenentnahme und einer relativ geringen
Absorptionsrate der Testsubstanzen eventuelle Unterschiede in Art und Ausmal3 der
Metabolisierung bei der Passage durch die Darmmukosa bzw. Leber kaschiert wurden.
Allerdings finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise, dass bereits in der
Darmmukosa eine umfangreiche Konjugation sowie z. T. Methylierung stattfindet und
dass in der Leber weitere Glukuronidierungen, Methylierungen und bei anderen Spezies
auch Sulfatierungen stattfinden (DONOVAN et al. 2001, MORAND et al. 2000, SESINK et
al. 2001).

In Abhingigkeit von der Quercetinquelle wurden nach Gabe der hohen Dosierung
unterschiedlich hohe Quercetinplasmakonzentrationen bzw. systemische Verfligbar-
keiten erhalten, wobei die Applikation von Q-3-Glc zu den hochsten und die Gabe von
Q-3-Glc-Rha zu den niedrigsten Werten fiihrte. Die nach Applikation von freiem
Quercetin erhaltenen Werte lagen dazwischen. Nach Applikation von Q-3-Glc traten
schon nach 60 min doppelt so hohe Konzentrationen wie nach Quercetingabe auf. Somit
scheint Quercetin nach Gabe des Monoglukosids schneller und in einem gréferen
Umfang absorbiert zu werden als nach Gabe des Aglykons oder Glukorhamosids, wie es
auch schon in anderen Untersuchungen gezeigt wurde (MORAND et al. 2000, GRAEFE et
al. 2001, HOLLMAN et al 1999). Da sowohl nach Quercetin als auch nach Q-3-Glc schon
nach einer Stunde hohe Konzentrationen an Quercetin und Quercetinmetaboliten im
Plasma nachweisbar waren, kann von einer Absorption im Diinndarm ausgegangen
werden. Nach Applikation von Q-3-Glc-Rha traten hingegen erst nach {iber drei
Stunden messbare Plasmakonzentrationen von Quercetin und seinen Metaboliten auf,
was auf eine Absorption in distaler gelegenen Darmabschnitten (Ileum, Colon)
hinweist. Diese Befunde stimmen ebenfalls mit denen aus Studien in der Literatur
iiberein (MORAND et al. 2000, GRAFE et al. 2001, HOLLMAN et al. 1995, MANACH et al.
1997, ERLUND et al 2000).
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Auffallend ist, dass nach Gabe von Q-3-Glc ein seckundires Maximum im
Konzentrations-Zeit-Verlauf des Quercetins auftritt, das zeitlich mit der maximalen
Quercetinkonzentration nach Q-3-Glc-Rha zusammenfillt. Dies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass bei den eingesetzten Dosierungen Q-3-Glc nicht vollstindig im
proximalen Diinndarm absorbiert wurde, in distale Darmabschnitte gelangte und dort
nach mikrobieller Hydrolyse zu Quercetin zusétzlich absorbiert wurde. Eine andere
Erklarung konnte sein, dass ein Teil des bereits absorbierten Quercetins wieder iiber die
Galle sezerniert wird und in konjugierter Form in das Darmlumen gelangt und dort nach
Dekonjugation erneut absorbiert wird (enterohepatischer Kreislauf). Verschiedene
Arbeitsgruppen zeigten, dass Quercetin und Quercetinmetaboliten einem entero-
hepatischen Kreislauf unterliegen (CRESPY et al. 1999, MANACH et al. 1996a, b, UENO
et al. 1983). Auch ERLUND et al. (2000) wiesen nach Gabe von Quercetinaglykon einen
biphasischen Verlauf der Quercetinplasmakonzentration, besonders beim Einsatz hoher
Dosen, nach. Sie schlussfolgerten, dass das Quercetinaglykon aus verschiedenen
Darmabschnitten absorbiert wird, was besonders bei hohen Dosierungen, wenn die
gesamte Menge nicht vollstindig in proximalen Diinndarmabschnitten aufgenommen
werden kann, im Konzentrations-Zeit-Verlauf sichtbar wird. FEin geringer
zwischenzeitlicher Anstieg der Quercetinkonzentration im abfallenden Teil des
Konzentrationszeitverlaufes nach Gabe von Quercetinaglykon ist auch in der

vorliegenden Arbeit nach beiden Dosierungen zu beobachten.

Im Gegensatz zur hoheren Dosierung war bei der niedrigeren Dosierung von
33,1 umol/kg KGW sowohl im ersten als auch im zweiten Versuch eine hohere relative
Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Q-3-Glc im Vergleich zur Verfiigbarkeit nach Gabe
von Quercetinaglykon nicht mehr gegeben. Die maximale Quercetinplasmakon-
zentration trat nach Gabe des Monoglukosids aber weiterhin tendenziell frither auf.
Somit scheint nach den vorliegenden Befunden die hohere Bioverfiigbarkeit des

Glukosids gegeniiber dem Aglykon konzentrationsabhingig zu sein.

In der Literatur gibt es nur wenige In vivo-Studien zum direkten Vergleich der
Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach Gabe von Quercetinaglykon bzw. Q-3-Glukosid
oder anderen Quercetinmonoglukosiden. In der einzigen neueren Untersuchung zum
direkten Vergleich der Applikation von Quercetinaglykon und Q-3-Glc wurde eine

relativ _hohe Dosierung von 83 mg Quercetindquivalenten’kg KGW bei Ratten
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eingesetzt (MORAND et al. 2000). Ahnlich wie im vorliegenden Versuch wurden die
Reinsubstanzen zusammen mit einer stirkereichen Testmahlzeit verabreicht (68 %
Weizenstirke). Das Ziel dieser Untersuchung war jedoch nicht der Vergleich der
Bioverfiigbarkeiten, so dass die Quercetinplasmakonzentration nur an vier Zeitpunkten
bestimmt wurden (nach 3,5 h, 7 h, 10,5 h und 24 h). Die Konzentrationen lagen nach
Gabe von Q-3-Glc zu allen Zeitpunkten deutlich hoéher und deuten auf eine
umfangreichere Absorption und damit Verfiigbarkeit von Quercetin nach Q-3-Glc als
nach Quercetinaglykon hin. Somit stimmen die Ergebnisse mit den eigenen Resultaten
nach der hohen Dosierung (50 mg Quercetindquivalente/ kg KGW) tiberein. HOLLMAN
et al. (1995) wiesen auch bei einer niedrigen Dosierung (ca. 1,5 mg Quercetin-
dquivalente’kg KGW) indirekt eine umfangreichere Absorption und damit hohere
relative Bioverfiigbarkeit von Quercetinglukosiden im Vergleich zum Aglykon nach. Im
Gegensatz zur vorliegenden Studie wurde Q-3-Glc allerdings nicht als Reinsubstanz
iiber eine Testmahlzeit, sondern in Form gebratener Zwiebeln verabreicht, die v. a. ein

Gemisch von Quercetin-3- und 4’-Glukosiden enthalten.

Eine Erkldrung fiir die Beobachtung, dass sich eine hohere Bioverfligbarkeit von
Quercetin aus Q-3-Glc bei der niedrigen Dosierung in den eigenen Experimenten nicht
mehr manifestierte, konnte auf die beteiligten Absorptionsmechanismen zuriickzufiihren
sein. Auf diesen Punkt wird zu einem spéteren Zeitpunkt niher eingegangen (s. S 112
ff). Grundsitzlich muss allerdings kritisch angemerkt werden, dass die Ergebnisse der
vorliegenden Studien auf einer geringen Anzahl von Beobachtungen basieren und es
bislang in der Literatur keine vergleichbaren Befunde gibt. Ein zusétzlicher Versuch,
der nach Abschluss der vorliegenden Untersuchungen am Institut fiir Tiererndhrung und
Stoffwechselphysiologie der Universitit Kiel mit minnlichen Tieren durchgefiihrt
wurde, ergab auch bei einer Dosierung von 33,1 pumol/kg KGW eine deutlich hohere
Bioverfiigbarkeit nach Gabe des Q-3-Glc im Vergleich zum Quercetinaglykon (Daten
nicht gezeigt). So konnte nicht nur die geringe Anzahl an Beobachtungen, sondern auch
das Geschlecht der Schweine eine Rolle gespielt haben. Daher sind die hier
dargestellten Ergebnisse nach Applikation der niedrigeren Dosierung mit einer gewissen

Vorsicht zu betrachten.

Beim Vergleich der in den eigenen Untersuchungen am Schwein erhaltenen

Quercetinplasmakonzentrationen mit den in der Literatur vorliegenden Daten vom
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Menschen fiéllt auf, dass trotz der sehr viel geringeren Dosierungen in den
Humanstudien weit hohere maximale Plasmakonzentration von Quercetin auftraten
(Tabelle 12). Ein Grund dafiir konnte die Applikationsform sein. Besonders in den
Studien, bei denen die Quercetinglykoside in Form einer wissrigen, ethanolhaltigen
Losung auf niichternen Magen gegeben wurden, wurden deutlich hoéhere
Konzentrationen erhalten. In der Untersuchung von ERLUND et al. (2000) und der
Untersuchung von HOLLMAN et al. (1997), bei denen die Substanzen in Form einer
Kapsel mit einem Glas Wasser verabreicht wurden, waren die Unterschiede nicht ganz
so grof} (Tabelle 12). AzUMA et al. (2002) zeigten, dass Ethanol in einer wissrigen
Losung von Quercetin als Losungsvermittler dient und zu einer verbesserten Absorption
fiihrt, wenn auch in dieser Studie erst Ethanolkonzentrationen von 30 % (V/V) zu
signifikanten Unterschieden fiihrten. Im Allgemeinen bieten Ldsungen die besten
Voraussetzungen fiir die Absorption, da Fliissigkeiten u.a. schneller aus dem Magen in
den Diinndarm gelangen und letzlich nur geldste Substanzen absorbiert werden. Im
vorliegenden Versuch mit Applikation der Testsubstanzen iiber das Futter konnte die
Losung der Testsubstanz u. a. durch Adsorption an Nahrungsbestandteile der
Testmahlzeit negativ beeinflusst worden sein. Da MORAND et al. (2000) bei einem
Versuch mit Ratten, denen die Testsubstanzen mit einer stirkereichen Testmahlzeit
appliziert wurden, ebenfalls deutlich hohere Quercetinplasmakonzentrationen als im
vorliegenden  Schweineversuch  nachwiesen, spielen  wahrscheinlich  auch
Speziesunterschiede eine Rolle. Dabei konnte z. B. von Bedeutung sein, ob eine
Resekretion der Quercetinglykoside z. B. iiber das Multidrug-Resistance-Associated
Protein-2 (WALGREN et al. 2000a) oder eine Sekretion der gebildeten Quercetin-
konjugate ins Darmlumen (CRESPY et al. 1999) bei den verschieden Spezies in

unterschiedlichem Mafe stattfindet.
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Tabelle 12:  Vergleich der aus der vorliegenden Untersuchung erhaltenen maximalen
Quercetinplasmakonzentrationen im Vergleich zu Literaturdaten unter
Berticksichtigung der Dosierung und Applikationsart. Es wurden nur
Studien beriicksichtigt, in denen die Reinsubstanzen verabreicht wurden

Flavonoid Dosierung” Crnax 2 tmax Spezies Literatur
[umol/kg KGW]  [ng/ml] [min]
Quercetin je 3 Dosen: 41/66/86 114/162/288 Mensch Erlund et
Q-3-Glc-Rha 0,4/1/2,6 24/48/90 390/444/450 (n=16) al.
(Kapsel) (2000)
Q-3-Glc 5 1500 + 300 37 £12 Mensch Olthof et
Q-4-Glc 5 1360 +211 27 +5 (n=9) al.
(Lésung®) (2000)
Q-4’-Glc 5 2100 + 1600 42+18 Mensch Graefe et
Q-3-Glc-Rha 10 300 + 300 420 + 174 (n=12) al.
(Lésung®) (2001)
Q-3-Glc-Rha 5 90 + 93 553 £ 108 Mensch Hollman
(Kapsel) (n=9) et al.
(1997)
Q-4’-Glc 5 1057 + 181 30 Mensch Hollman
Q-3-Glc-Rha 5 54 +12 360 + 72 (n=9) etal.
(Lésung®) (1999)
Quercetin 165,4 258 + 27 240 Schwein Ader et
(mit Futter) (n=4) al.
(2000)
Quercetin 275 1570 + 300°%) Jeweils nach  Ratte Morand et
Q-3-Glc 275 4140 + 724% 210 (n=5) al. (2000)
Q-3-Glc-Rha 275 450
(mit Futter)
Quercetin 165,4 404 + 113 120 Schwein eigene
Q-3-Glc 165,4 500 + 112 90 (n=4 Unter-
Q-3-Glc-Rha 165,4 121 210 bzw.2) suchung
(mit Futter)
Quercetin 33,1 220 + 21 120 Schwein eigene
Q-3-Glc 33,1 167 + 16 60 (n=3) Unter-
(mit Futter) suchung

"Dosierung, umgerechnet auf pmollkg Kérpergewicht (KGW), beim Menschen
durchschnittiches KGW von 65 kg angenommen (BMI ca. 22 kg/m?), ®maximale
Quercetinplasmakonzentration nach Hydrolyse, *Quercetinplasmakon-zentrationen
nach 210 min, “wassrige Lésung mit 5 % Ethanol, >wassrige Lésung mit 15 % Ethanol
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Nach Applikation von Q-3-Glc mit Hackfleisch waren die systemische Verfiigbarkeit
von Quercetin, gemessen an der Gesamt-AUC sowie die Quercetinplasmakon-
zentrationen mehr als doppelt so hoch wie nach Applikation von Q-3-Glc mit der
starkereichen Testmahlzeit. Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass es sich beim
Hackfleisch um eine fettreichere Testmahlzeit handelt. Der hohere Fettgehalt konnte
z. B. die Magenentleerung verzogern, so dass das Q-3-Glc insgesamt {iber eine ldngere
Zeit im Diinndarm vorliegt und somit im groferen Ausmall absorbiert bzw.
metabolisiert werden kann (BORCHERT et al. 1995). AZzUMA et al. (2002) untersuchten
den Einfluss von Lipiden sowie Emulgatoren auf die Absorption von oral, in wissriger
Losung verabreichtem Quercetin bei der Ratte. Sie zeigten, dass eine Kombination von
Fett und Emulgator, wie z. B Sojabohnendl und Natrium-Taurocholat, die Plasma-
konzentration von konjugiertem Quercetin und Isorhamnetin signifikant erhohte, da sie
zu einer Steigerung der Loslichkeit als Voraussetzung fiir die Absorption von Quercetin
in wissriger Losung fithren. Allerdings wurde nicht untersucht, in wie weit die
Loslichkeit und damit die Absorption von Quercetinglukosiden beeinflusst wurde. Ein
anderer Aspekt, der die Bioverfiigbarkeit betrifft, konnte der unterschiedliche
Kohlenhydratanteil in der Testmahlzeit im Vergleich zum Hackfleisch sein. Ein hoher
Kohlenhydratanteil bedingt eine hohere Viskositit des Speisebreis (BORCHERT et al.
1995), was sich hemmend auf die Absorptionsrate auswirken konnte. Setzt man eine
Beteiligung des Glukosetransporters SGLT1 bei der Absorption von Q-3-Glc voraus,
konnte nicht nur die verbesserte Loslichkeit, sondern zusétzlich auch der sehr geringe
Stiarke- bzw. Glukosegehalt des Hackfleisch fiir die hohere Verfiigbarkeit von
Bedeutung sein, da Q-3-Glc und Glukose um die Bindungsstelle am Transporter zu

konkurrieren scheinen (s. u.).

Insgesamt gesehen ldsst der vorliegende Vergleich nur Spekulationen dariiber zu, ob der
Fettgehalt, der geringere Stdrkeanteil oder eventuell andere Faktoren (z. B. Volumen
der Testmahlzeit) fiir die umfangreichere Absorption verantwortlich sind. Dieser
Versuch zeigt letztlich aber deutlich, dass die Zusammensetzung der Nahrung einen
grof3en Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit und damit auf mogliche Effekte in vivo besitzt,

und dass dieser Aspekt in Zukunft genauerer Untersuchungen bedarf.

Da eine Diffusion hydrophiler Flavonoidglykoside durch Zellmembranen nicht moglich

ist (VAN Duk 2000, SAUA 1995, MoVILEAU 2000), erfordert die Absorption von
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Quercetin aus Quercetinglukosiden entweder eine vorausgehende extrazellulédre
Hydrolyse im Darmlumen und/oder einen spezifischen Transportmechanismus, um die
Biirstensaummembran zu {iberwinden. In der Literatur existieren sowohl Hinweise auf
die Beteiligung des bereits erwdhnten sekundér aktiven Glukosetransporters SGLT1 bei
der Absorption von Quercetinglukosiden als auch auf eine extrazelluldre Hydrolyse
durch die Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH). Beide Mechanismen liefern
grundsitzlich eine mogliche Erkldrung fiir die mehrfach und auch in der eigenen Studie
bei hoher Dosierung gezeigte hohere Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus Quercetin-

monoglukosiden im Vergleich zum Aglykon oder Glukorhamnosid.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Interaktion von Q-3-Glc mit dem SGLTI an
isolierten Biirstensaummembranvesikeln (BSMV) untersucht, um weitere Erkenntnisse
zum  moglichen Transport des Flavonolglukosids {iber den genannten
Glukosetransporter zu gewinnen. Die Funktionalitdt des SGLT1 unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen zeigen folgende Befunde: Die Glukoseaufnahme in die Vesikel
zeigte eine deutliche Na'-Abhingigkeit und wurde durch Phlorizin, einem SGLTI-
Inhibitor, fast vollstindig gehemmt. Auch Methyl-D-Glukopyranosid, ein Transport-
substrat des SGLT1, verringerte die Glukoseaufnahme. AuBerdem akkumulierten die
BSMV in Gegenwart eines transmembranalen, in die Vesikel gerichteten Na'-
Gradienten Glukose schon nach einer Minute weit {iber den Gleichgewichtswert hinaus.

Dies stellt einen zusétzlichen Beweis fiir einen aktiven Transport dar.

Der Nachweis der Hemmung der Na'-abhingigen Glukoseaufnahme durch Q-3-Glc
zusammen mit dem Nachweis, dass die Na'-abhingige L-Leucin-Aufnahme nicht
beeinflusst wurde, zeigt, dass Q-3-Glc spezifisch mit dem SGLT1 interagiert und keine
unspezifischen Effekte auf andere sekunddr aktive Transportsysteme besitzt. Eine
Hemmung der Aufnahme radioaktiv markierter Glukose durch Freisetzung von Glukose
aus dem Q-3-Gluc kann ausgeschlossen werden, da nach den relevanten
Inkubationszeiten keine nennenswerte Hydrolyse auftrat. Somit beruht der Effekt auf
einer Interaktion des intakten Q-3-Glc mit dem SGLTI1. Diese Befunde bestdtigen die
Ergebnisse von ADER et al. (2001) und WOLFFRAM et al. (2002), die ebenfalls einen
spezifischen Effekt von Q-3-Glc auf den SGLT1 fanden.
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Die Untersuchung des Einflusses von Q-3-Glc auf die Kinetik der Glukoseaufnahme in
die BSMV ergab Hinweise auf die Art der Interaktion: Die Verdoppelung des
apparenten Ky-Wertes durch Q-3-Glc bei unverdndertem Vp,-Wert deutet, wie bei
ADER et al. (2001), auf eine kompetitive Hemmung des SGLT1 hin. Interessanterweise
ergab sich bei den BSMV-Versuchen eine Beeinflussung der nicht-saturablen
Komponente der Gesamtglukoseautnahme. Eine Erkldrung konnte ein zusdtzlicher
unspezifischer Effekt von Q-3-Glc auf die Permeabilitit der Biirstensaummembran sein,
der zu einer verringerten Diffusion von Glukose fiihrt. Ein solcher unspezifischer Effekt
scheint allerdings unwahrscheinlich, da z. B. die Aufnahme der Aminosédure L-Leucin
weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von Na'" durch Q-3-Glc beeinflusst wurde.
Eine andere Erklirung wire die Prisenz eines zweiten Na -unabhingigen saturablen
Transportsystems fiir Glukose mit einer wesentlich geringeren Affinitdt, wie er schon
bei einigen Spezies nachgewiesen wurde (OHNISHI et al. 1998, HALAIHEL et al. 1999).
Bei der im Versuch eingesetzten maximalen Glukosekonzentration wire die
Séttigungskonzentration des zweiten Transportsystems noch nicht erreicht, so dass sich
die Glukoseaufnahme noch im linearen Bereich befindet und (noch) einen fiir eine
Diffusion typischen Zeitverlauf besitzt. OHNISHI et al. (1998) wiesen direkt den
Transport von p-Nitrophenyl-B-D-Glukopyranosid iiber den SGLT1 in BSMV von
Ratten nach. Der Verlauf der Gesamtaufnahme des p-Nitrophenyl-B-D-Glukopyranosids
lieB sich, wie auch in der vorliegenden Arbeit, am besten mittels einer Michaelis-
Menten-Gleichung mit einer aktiven saturablen Komponente und einer nicht saturablen
Komponente beschreiben. Eine genauere Untersuchung der nicht saturablen
Komponente weist auf ein zweites Na'-unabhingiges Transportsystem mit einer
geringeren Affinitét fiir das Glukopyranosid hin. In einer Untersuchung mit BSMV vom
Schwein kamen HALAIHEL et al. (1999) zu dem Schluss, dass dem intestinalen
Glukosetransport zwei Transportsysteme mit unterschiedlicher Kinetik zu Grunde
liegen, der SGLT1 mit einer hohen Affinitdt und einer geringen Kapazitit fiir Glukose,
neben einem noch nicht niher charakterisierten Na -unabhingigen Transportsystem mit
geringer Affinitdt und hoher Transportkapazitit. Sie zeigten, dass es sich dabei weder
um den Na'-unabhingigen Glukosecarrier GLUT2 noch um den Fruktosecarrier
GLUTS5 handelte. HALAIHEL et al. (1999) konnten allerdings erst bei Glukose-

konzentrationen von > 50 mmol/l zwischen dem Transportsystem mit niedriger Affinitit
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und der Diffusionskomponente differenzieren. Anhand der vorliegenden Ergebnisse der
eigenen Versuche ist es somit nicht moglich zu unterscheiden, ob es sich tatsdachlich um
eine Beeinflussung der Diffusionskomponente oder aber um die Hemmung eines
weiteren saturablen, Na'-unabhingigen Transportsystems handelt. Eine Beteiligung des
ebenfalls in der Biirstensaummembran lokalisierten Fruktosetransportes GLUTS am
Na'-unabhingigen Transport von Q-3-Glc ist unwahrscheinlich, da in der Studie von
WOLFFRAM et al. (2002) die Anwesenheit von Fruktose unter Na'-freien Bedingungen

keinen Einfluss auf die mukosale Aufnahme von Q-3-Glc hatte.

Da sowohl Q-3-Glc als auch Q-4’-Glc die carriervermittelte Na'-abhiingige
Glukoseaufnahme hemmten, scheint die Position des Glukoserestes am Aglykon keine
Rolle bei der Interaktion mit dem SGLTI zu spielen. Ferner kann auf eine hohere
Affinitit des Quercetinmonoglukosids im Vergleich zu MDG geschlossen werden, da
die Hemmung der Glukoseaufnahme durch das Glukoseanalogon MDG weniger stark

ausfiel.

Eine Interaktion scheint jedoch nur beim Vorhandensein bestimmter Zuckerreste
moglich. So beeinflussten weder Quercetin-3-Galaktose noch Quercetin-3-
Glukorhamnosid die Glukoseaufnahme. Auch das Aglykon als solches scheint keine
Affinitdit zum SGLT1 zu besitzen. Ferner scheint die Struktur des Flavonoidgeriistes
von Bedeutung, da auch die Glukoside des untersuchten Isoflavons, Flavanons und
Anthocyans die Glukoseaufnahme nicht inhibierten. Da bei den Untergruppen der
Flavanone und Isoflavone aufgrund der chemischen Struktur nur 7-Glukoside zur
Verfligung standen, kann letzlich nicht beantwortet werden, ob allein die Unterschiede
in der chemischen Struktur des Ringsystems oder die Position des Zuckerrestes eine
Interaktion mit dem SGLT1 verhindert. Wahrscheinlich 1ist, dass sowohl die
Anderungen des Ringsystems als auch die des Zuckerrestes die riumliche Struktur
derartig verdandert, dass eine Affinitdt zum Transporter nicht mehr gegeben ist. LASTAO
et al. (1994) zeigten an Ovarzellen von Xenopus laevis, dass fiir die Interaktion bzw. fiir
den Transport verschiedener Phenylglukoside iiber den SGLT1 die rdumliche
Anordnung von entscheidender Bedeutung ist. So ist z. B. eine B-Konfiguration der
glykosidischen Bindung zwischen Phenylring und Zuckerrest eine Voraussetzung fiir
die Affinitdt zum SGLT1. Auch KIMMICH & RANDLES (1978) zeigten, dass, wie in der

vorliegenden Arbeit, nicht alle Flavonoidglykoside mit dem Na'-abhingigen Glukose-
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transporter interagieren. In ihrer Studie inhibierte neben Phlorizin Apigenin-7-Glukosid
die Aufnahme von '*C-3-O-Methylglukose in isolierte Enterozyten vom Huhn, 7-
Methoxy-Naringenin-5-Glukosid hingegen nicht.

Der konzentrationsabhingige inhibitorische Effekt des Q-3-Glc auf die Na'-abhingige
Glukoseaufnahme (Cis-Inhibition) und die Effekte auf die kinetischen Parameter des
Glukosetransports durch Q-3-Glc weisen zwar klar auf eine spezifische Interaktion mit
dem SGLT]1 hin, sind aber per se noch kein Beweis fiir einen Transport des Glukosids
tiber den SGLT! durch die Biirstensaummembran. Betrachtet man die signifikant
hohere Glukoseautnahme in mit Q-3-Glc vorbeladene BSMV nach 5 s (Trans-
Stimulation), kann dies in Kombination mit der beschriebenen Cis-Inhibition als
deutlicher Hinweis auf einen Transport des Glukosids iiber den SGLT1 gewertet
werden. Zu spéteren Zeitpunkten war eine signifikant hohere Aufnahme allerdings nicht
mehr zu beobachten. Eine mogliche Erklarung dafiir wire, dass der Q-3-Glc-Gradient
als treibende Kraft schon nach kurzer Zeit zu gering ist, um eine ldngere Akkumulation
von Glukose aufrechtzuerhalten. Hinzu kommt, dass Q-3-Glc, sobald es in hoheren
Konzentrationen an der Aullenseite der BSMV vorliegt, aufgrund seiner hohen Affinitét
zum SGLTI1 mit der Glukose um die Bindungsstelle konkurriert und dadurch die
Glukoseaufnahme inhibiert. Um einen weiteren bzw. eindeutigen Beweis fiir den
Transport des Glukosids zu erbringen, wédre es interessant gewesen, direkt die
Aufnahme von radioaktiv markiertem Q-3-Glc in die BSMV zu erfassen. Dieses stand

jedoch nicht zur Verfligung.

In der Literatur werden hauptséchlich zwei unterschiedliche Theorien zum Absorptions-
mechanismus von Quercetinglukosiden diskutiert (HOLLMAN et al. 1995), zum einen
der genannte aktive Transport iiber den SGLT1 mit anschlieBender intrazelluldrer
Hydrolyse (WOLFFRAM et al. 2002), zum anderen eine extrazelluldre Hydrolyse des
Glukosids durch die biirstensaummembranstdndige Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH),
gefolgt von der Diffusion des Quercetinaglykons durch die Membran (DAY et al. 2000).
Q-3-Glc-Rha ist im Gegensatz zu den Quercetinmonoglukosiden kein Substrat der LPH
(DAY et al. 2000).

Neben den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit zeigen auch verschiedene andere

Studien eindeutig eine Interaktion von Q-3-Glc mit dem SGLT1 (GEE et al. 1998, 2000,
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ADER et al. 2001). Dabei wurden in den genannten Arbeiten die Hemmung der Na'-
abhédngigen D-Glukose- bzw. D-Galaktose-Aufnahme durch Q-3-Glc bzw. Q-4’-Glc
nachgewiesen. Q-3-Glc-Rha zeigte keine Interaktion. GEE et al. (2000) untersuchten
zusitzlich direkt den Transport von radioaktiv markiertem Q-3-Glc mittels umgestiilpter
Darmséckchen. Q-3-Glc sowie Q-4’-Glc, nicht aber Q-3-Glc-Rha wurden schneller in
die Sdckchen transportiert als das Quercetinaglykon. Sie fanden jedoch kein intaktes
Quercetinglukosid auf serosaler Seite, sondern nur Quercetinglukuronide, so dass
sowohl eine intrazelluldre Hydrolyse nach Absorption des intakten Glukosids als auch
eine Spaltung durch die extrazellulire LPH in Frage kommt. In einer fritheren
Untersuchung zeigten GEE et al. (1998) neben einem gesteigerten Efflux von Galaktose
aus umgestiilpten Darmsickchen in Anwesenheit von Q-3-Glc ferner eine Na'-
abhingigkeit des Effluxes. WALGREN et al. (2000) wiesen direkt den Na'-abhéngigen
Transport von intaktem Q-4’-Glc iiber den SGLT1 in mit SGLTI stabil transfizierte
Ovarzellen des chinesischen Hamsters sowie in Caco-2-Zellen nach. Aullerdem zeigten
sie an Caco-2-Zellen die Sekretion von intaktem Q-4’-Glc iiber das MRP2, was fiir
einen vorausgegangen Transport des intakten Glukosids iiber den SGLTI1 spricht
(WALGREN et al. 2000a). WOLFFRAM et al. (2002) erfassten direkt das ,,Verschwinden*
von Q-3-Glc aus dem mukosalen Kompartiment in Ussing-Kammer-Versuchen mit
Diinndarmgewebe von Ratten. Unter Na'-freien Bedingungen und Anwesenheit von
Phlorizin auf mukosaler Seite sowie in Anwesenheit von Glukose war das
Verschwinden signifikant reduziert. Wurde anstelle von Jejunumgewebe Colongewebe
eingesetzt, das den SGLTI nicht exprimiert, blieb die Q-3-Glc-Konzentration
unverdndert. Ein Verschwinden von Q-3-Glc-Rha fand nicht statt. Im Gegensatz zu
WALGREN et al. (2000) schlieBen die Befunde von GEE et al. (2000, 1998) und
WOLFFRAM et al. (2002) zwar eine extrazellulire Hydrolyse der Quercetinglukoside
nicht génzlich aus, aber die in den Versuchen demonstrierte Na'-Abhéngigkeit, 14sst
sich am schliissigsten mit dem aktiven Transport des intakten Q-3- bzw. 4’-Glc {iber
den SGLT1 mit anschlieBender intrazellulirer Hydrolyse erkliren, da eine Na'-

Abhingigkeit der LPH nicht bekannt ist.

Die vorliegenden In vitro-Versuche mit BSMV zeigen ebenfalls eine eindeutige Na'-
Abhingigkeit der Hemmung der Glukoseaufnahme. Zusammen mit dem Nachweis, dass

Q-3-Glc im Inkubationsansatz keiner hydrolytischen Spaltung unterliegt, und der
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gezeigten Trans-Stimulation zum initialen Zeitpunkt sprechen auch die Ergebnisse der

eigenen Untersuchungen fiir einen Transport des intakten Glukosids iiber den SGLT]1.

In einer neueren In situ-Perfusionsstudie an Ratten folgerten CRESPY et al. (2001), dass
eine extrazelluldre Spaltung von Q-3-Glc durch die LPH nicht zwingend Voraussetzung
fiir die bessere Absorption des Glukosids im Vergleich zum Aglykon ist, da auch eine
hohe Konzentration von Phlorizin, welche die LPH hemmt, keinen Einfluss auf die
Absorption des Q-3-Glc hatte. Sie schlossen allerdings ebenfalls die Beteiligung des
SGLT1 bei der Absorption aus, da Q-3-Glc das Verschwinden von Glukose aus dem
Perfusionsmedium nicht inhibierte und, wie schon erwéhnt, die Absorption von Q-3-Glc
durch Phlorizin nicht beeinflusst wurde. Da aber eine sehr viel hohere
Glukosekonzentration (8 mmol/l) als Q-3-Glc-Konzentration (15 pmol/l) im Perfusat
eingesetzt wurde, konnte der kompetitive, inhibitorische Effekt von Q-3-Glc nicht zum
Tragen gekommen sein. Auch bei der gleichzeitigen Perfusion einer hohen
Phlorizinmenge (150 nmol/min) neben einer kleinen Q-3-Glc-Menge (14 nmol/min) pro
Zeiteinheit bei hoher Glukosekonzentration, konnte nur der Effekt des Phlorizins
sichtbar sein, da Phlorizin als kompetitiver Inhibitor des SGLT1 sowohl Q-3-Glc als
auch Glukose vom Transporter verdringt. Eine weitere Studie von CRESPY et al. (2002)
deutet ebenfalls darauf hin, dass die extrazellulire Spaltung durch die LPH keine
entscheidende Rolle spielt. Phlorizin, das zwar ein Inhibitor des SGLTT ist, aber selbst
nicht iiber diesen Mechanismus transportiert wird, wird in vivo bei der Ratte langsamer
absorbiert als das entsprechende Aglykon Phloretin, obwohl Phlorizin ein Substrat fiir
die Hydrolyse durch die LPH ist (CRESPY et al. 2002). Somit schlieBen auch diese
Befunde eine Beteiligung des SGLT1 an der intestinalen Absorption nicht aus.

Die Tatsache, dass sich in der vorliegenden Studie nach Gabe des Glukosids mit
stairkereichem  Futter ~ bei  der  niedrigen  Dosierung  keine  hdheren
Quercetinplasmaspiegel im Vergleich zur Applikation des Aglykons ergaben, konnte
auf der Konkurrenz des Q-3-Glc mit der wihrend der Verdauung aus dem Futter
freigesetzten Glukose um die Bindungsstelle am Transporter beruhen. Da besonders bei
der niedrigen Dosis im Verhiltnis zum Flavonolglukosid mehr Glukose in der
Testmahlzeit enthalten war, konnte der Vorteil eines aktiven Transports von Q-3-Glc

tiber den SGLT1 gegeniiber der passiven Diffusion von Quercetinaglykon nicht mehr
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sichtbar gewesen sein. Das Ergebnis lésst sich allerdings ebenso mit der Konkurrenz um

die Bindungsstelle der LPH begriinden.

AuBer Frage zu stehen scheint, dass eine Hydrolyse von Quercetinmonoglukosiden
stattfindet, sei es durch die extrazellulire LPH oder den vorliegenden Ergebnissen
folgend durch intrazelluldre B-Glukosidasen, da, wie schon erwéihnt, gerade in neueren
Untersuchungen keine intakten Glukoside, sondern praktisch ausschlieBlich Konjugate
im Plasma nachgewiesen wurden (DAY et al. 2001, SESNIK et al. 2001). Dabei wurde
nach dem Verzehr von Zwiebeln, die u. a. Q-3-Glc enthielten, Quercetin-3-Glukuronid
als Metabolit identifiziert, was darauf hindeutet, dass vor der Konjugation am C3-Atom
eine Hydrolyse stattgefunden hat (DAY et al. 2001). Intrazelluldre, intestinale -
Glukosidasen wurden u. a. beim Menschen, beim Schwein sowie bei der Ratte
nachgewiesen (DAY et al. 1998, IoKU et al. 1998, MCMAHON et al. 1997). DAY et al.
(1998) zeigten, dass Q-3-Glc und Q-4’-Glc ein Substrat fiir die intestinale -
Glukosidase darstellen, wobei das 3-Glukosid jedoch nur in geringem Umfang
hydrolysiert wurde. Q-3-Glc-Rha dagegen scheint kein Substrat der genannten
Glukosidasen zu sein, da eine Hydrolyse nicht nachgewiesen werden konnte (IOKU et al.
1998, DAY et al. 1998). Die anschlieBende Konjugation mit Glukuronsidure kann sowohl
durch im Darm als auch in der Leber vorkommende UDP-Glukuronyltransferasen
erfolgen, wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt wurde (GALUATOVIC et al. 2000,
CHENG et al. 1998, 1999, DAY et al. 2000a, OLIVEIRA et al. 2000, 2002). Wie die nach
der Hydrolyse gebildeten hydrophilen Quercetinglukuronide die basolaterale Membran
tiberwinden und in den Blutkreislauf gelangen, ist bislang noch nicht genauer untersucht

(Abbildung 25).

Das ebenfalls in den vorliegenden Studien untersuchte Q-3-Glc-Rha stellt weder ein
Substrat fiir die LPH noch fiir cytosolische B-Glukosidasen dar noch interagiert es mit
dem SGLTI, so dass eine Absorption aus dem Diinndarm unwahrscheinlich ist. In
Ubereinstimmung mit anderen Studien (MANACH et al. 1995, HOLLMAN et al. 1997,
GRAEFE et al. 2001, MORAND et al. 2000) sprechen auch die Ergebnisse der eigenen
Versuche fiir eine Absorption des Aglykons aus tieferen Darmabschnitten nach

mikrobieller Spaltung des Glykosids, da nach Applikation von Q-3-Glc-Rha die
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Quercetinplasmakonzentrationen sehr niedrig waren und die maximalen Quercetin-

plasmakonzentrationen erst nach ca. vier Stunden erreicht wurden.

Insgesamt unterstiitzen die eigenen Resultate zusammen mit den diskutierten Befunden
aus der Literatur grundsdtzlich die Hypothese einer hoheren Bioverfligbarkeit von
Quercetin nach Gabe von Quercetinmonoglukosiden im Vergleich zur Gabe des
Aglykons oder Glukorhamnosids aufgrund der Beteiligung des SGLTI1 an der
Absorption der Monoglukoside. Abbildung 25 stellt ein aufgrund der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sowie aufgrund von in der Literatur vorhandenen Befunden
entwickeltes  hypothetisches Modell zur Absorption von Quercetin  und

Quercetinglykosiden dar.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Absorptionsmechanismen der unter-
suchten Quercetinglykoside

Quercetin-3-Glukosid wird im Diinndarm aktiv iiber den SGLTI
absorbiert und unterliegt anschlieBend einer intrazelluldren Hydrolyse
durch cytosolische B-Glukosidasen. Quercetin gelangt passiv per

Diffusion in die Epithelzelle.

Quercetin aus Quercetin-3-Gluko-

rhamnosid wird erst nach mikrobieller Hydrolyse des Glykosids in
tieferen Darmabschnitten per Diffusion absorbiert. (Weiteres s. Text)

Wie in Abbildung 25 dargestellt, gelangt das lipophile Aglykon passiv auf dem

Diffusionsweg in die Epithelzelle des Diinndarms. Die folgenden Metabolisierungs-

schritte, wie Glukuronidierung, z. T. auch Methylierung und Sulfatierung, erhalten den

Konzentrationsgradienten zwischen Darmlumen und Epithelzelle als treibende Kraft der

Diffusion aufrecht. Quercetinmonoglukoside, wie Q-3-Glc, werden intakt iiber den

sekundar aktiven, in der Biirstensaummembran des Diinndarms lokalisierten SGLT1 in

die Zelle transportiert. Dort unterliegen sie einer Hydrolyse durch cytosolische B-

Glukosidasen und weiteren Metabolisierungsschritten (Konjugationsreaktionen). Das

Quercetinglukorhamnosid kann aufgrund seiner Molekiilgroe und Hydrophilie weder
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per Diffusion noch iiber einen Transporter die Membran der Diinndarmepithelzelle
iiberwinden. Es gelangt unverdndert in tiefere Darmabschnitte, wo es einer mikrobiellen
Metabolisierung unterliegt. Das dabei freiwerdende Quercetin kann erst in diesen
Darmabschnitten auf dem Diffusionswege absorbiert werden. In tieferen
Darmabschnitten kann zusétzlich Quercetin aus iiberschiissigem, im Diinndarm nicht
absorbierten Quercetinmonoglukosiden durch mikrobielle Hydrolyse freigesetzt und per

Diffusion aufgenommen werden.

Zusammengefasst lassen sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wenn auch
mit gewisser Vorsicht aufgrund der relativ geringen statistischen Aussagekraft der In

vivo-Resultate, folgende Schliisse ziehen:

e Die Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus verschiedenen Quercetinglykosiden ist

abhingig von der Art des Zuckerrestes.

e Bei gleichzeitiger Gabe von Quercetin bzw. Quercetin-3-Glukosid zusammen
mit einer stirkereichen Testmahlzeit scheint die hohere relative Biover-
fiigbarkeit von Quercetin aus dem Monoglukosid im Vergleich zum Aglykon

nur bei relativ hohen Dosierungen gegeben zu sein.

e Neben der Abhédngigkeit von der chemischen Struktur des Zuckerrestes und der
Dosierung scheint die systemische Verfiigbarkeit von Quercetin nach Gabe von
Quercetin-3-Glukosid abhédngig von der Zusammensetzung der applizierten
Testmahlzeit zu sein. Dies bedarf in Zukunft ndherer Untersuchungen, da

Flavonole im Wesentlichen mit der tdglichen Nahrung aufgenommen werden.

e Die Quercetinquelle hat keinen Einfluss auf das Metabolitenmuster: Quercetin,
Isorhamnetin und Tamarixetin liegen schon direkt nach der Absorption
hauptsichlich als Konjugate vor. Somit zirkulieren die konjugierten Metaboliten
der applizierten Flavonole bzw. Flavonolglykoside und nicht ihre freien,
unverdanderten Formen im systemischen Kreislauf. Dies sollte bei In vitro-
Untersuchungen zu biologischen Effekten im Organismus stirker beriicksichtigt
werden, da bisher oft nur die Wirkung der Aglyka oder der Flavonolglykoside

als solche untersucht wurden.
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Die Ergebnisse der In vitro-Untersuchungen zeigen klar eine spezifische Inter-
aktion von Quercetin-3-Glukosid mit dem Na'-abhéingigen Glukosetransporter

SGLTI.

Die Bestimmung der apparenten kinetischen Parameter in An- und Abwesenheit
von Quercetin-3-Glukosid weist auf eine kompetitive Hemmung der D-Glukose-

Aufnahme tiber den SGLT1 hin.

Zusitzlich scheint Quercetin-3-Glukosid die nicht saturable Komponente
(Diffusion) der Glukoseaufnahme oder aber ein nicht ndher charakterisiertes
Na'-unabhiingiges Transportsystem mit geringer Glukoseaffinitit zu

beeinflussen.

Da eine Trans-Stimulation der Glukoseaufnahme durch Quercetin-3-Glukosid
zumindest unter initialen Bedingungen (5 s-Wert) gezeigt werden konnte, ist
unter Beriicksichtigung der Befunde aus der Literatur ein Transport nicht
auszuschlieBen. Zur endgiiltigen Kldrung der Frage, welcher intestinale
Absorptionsmechanismus ~ fiir die vielfach gezeigte schnellere und
umfangreichere Absorption von Quercetinmonoglukosiden im Vergleich zum

Aglykon verantwortlich ist, bedarf es weiterer Studien.
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6 Zusammenfassung

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach
Gabe von Quercetinmonoglukosiden hoher ist als nach Gabe des Aglykons bzw.
Glukorhamnosids. Als mogliche Erklarung dafiir wird bei der Absorption von
Quercetinglukosiden u. a. ein Transport der Substanz iiber den in der Biirstensaum-
membran des Diinndarms lokalisierten Na -abhiingigen Glukosetransporter (SGLT1)
diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher zum einen in vivo die relative
Bioverfiigbarkeit von Quercetin nach oraler Applikation einer hoheren und niedrigeren
Dosierung (165,4 bzw. 33,1 pumol’kg KGW) von Quercetinaglykon, Quercetin-3-
Glukosid (Q-3-Glc) bzw. Quercetin-3-Glukorhamnosid am Schwein verglichen, zum
anderen in vitro der Einfluss von Quercetin-3-Glukosid auf die Aufnahme radioaktiv
markierter D-Glukose iiber den SGLTI in isolierte Biirstensaummembranvesikel

(BSMV) vom Schwein untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass bei hoheren Dosierungen die relative Bioverfiigbarkeit
von Quercetin nach Gabe des Glukosids hoher war als nach Gabe des Aglykons oder
Glukorhamnosids. Bei der niedrigeren Dosierung hingegen war ein deutlicher
Unterschied in der Bioverfiigbarkeit nicht mehr gegeben. Unabhingig von der
Quercetinquelle und Dosierung galt, dass sowohl im Pfortader- als auch im Jugular-
venenblut  konjugiertes Quercetin den Hauptmetaboliten darstellte. Als weitere
Metaboliten wurden der 3’- sowie der 4’-Methylether des Quercetins in konjugierter
Form identifiziert. Eine Abhdngigkeit der systemischen Verfiigbarkeit von Quercetin
von der Zusammensetzung der applizierten Testmahlzeit wurde nachgewiesen. Nach
Applikation von Q-3-Glc mit Hackfleisch waren die Quercetinplasmakonzentrationen
sowie die systemische Verfiigbarkeit von Quercetin signifikant hoéher als nach
Applikation von Q-3-Glc mit stidrkereichem Standardfutter. Anhand der BSMV-
Versuche konnte gezeigt werden, dass Q-3-Glc die Aufnahme von D-Glukose iiber den
SGLTT1 signifikant hemmte, wobei die Aufnahme von L-Leucin unbeeinflusst blieb. Die
Bestimmung der apparenten kinetischen Parameter in An- und Abwesenheit von Q-3-
Glc wies auf eine kompetitive Hemmung der Glukoseaufnahme iiber den SGLT1 hin.
Unter initialen Bedingungen (5s-Wert) konnte eine Trans-Stimulation der

Glukoseaufnahme durch Q-3-Glc nachgewiesen werden.



6 Zusammenfassung 121

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Bioverfiig-
barkeit von Quercetin aus verschiedenen Quercetinglykosiden von der Art des
Zuckerrestes abhingig ist, wobei die Quercetinquelle jedoch keinen Einfluss auf das
Metabolitenmuster besitzt. Eine hohere Bioverfiigbarkeit von Quercetin aus dem
Glukosid im Vergleich zum Aglykon ist bei gleichzeitiger Gabe einer stirkereichen
Testmahlzeit erst bei relativ hohen Dosierungen gegeben. Die spezifische Interaktion
von Q-3-Glc mit dem SGLTI1 und die gezeigte Trans-Stimulation schlieen einen
Transport des Q-3-Glc liber den SGLT1 als Erklarung fiir die hohere Bioverfiigbarkeit

des Glukosids nicht aus.
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7 Summary

Recent investigations indicate a higher bioavailability of quercetin derived from
quercetin monoglucosides compared with the free aglycon or the glucorhamnoside. As a
possible explanation an involvement of the intestinal Na'-dependent glucose
cotranspoter (SGLT1) in the absorption of quercetin glucosides has been discussed.
Therefore, the present in vivo study compared the relative bioavailability of quercetin in
pigs after oral application of 165,4 and 33,1umol/kg body weight of quercetin aglykon,
quercetin-3-glucoside (Q-3-Glc) and quercetin-3-glucorhamnoside, respectively.
Furthermore the influence of Q-3-Glc on D-glucose uptake into brush border membrane

vesicles (BBMV) from pig jejunum was studied.

After application of the higher dose the relative systemic availability of quercetin from
the glucoside was higher than from the aglycon or glucorhamnoside. At the lower dose,
however, there was no difference in the bioavalabilities. Irrespective of the source of
quercetin the main metabolite found in blood samples of both the jugular and portal
vein was conjugated quercetin. In addition to quercetin, the conjugated 3’- and 4’-
methylethers of quercetin were identified. The bioavailability of quercetin depended on
dietary factors as well. The plasma concentration and the systemic availability of
quercetin were significantly higher when the test meal consisted of a small meat ball
compared with the regular starch rich pig diet. In the BBMV experiments Q-3-Glc
significantly inhibited the SGLT1 mediated D-glucose uptake, whereas the uptake of L-
leucin into the BBMV was not influenced. Determinations of the kinetic parameters in
absence or presence of Q-3-Glc indicated a competitive type of inhibition of the
Glukose uptake via the SGLT1. Under initial conditions (5 sec incubation time) a trans-

stimulation of the glucose uptake by the Q-3-Glc was shown.

Taken together, the present results indicate that the bioavailability of quercetin from
different quercetin glycosides depends on the sugar moiety. The metabolites found in
plasma after application of the different quercetin glycosides do not differ. A higher
bioavailability of quercetin derived from the Q-3-Glc compared to the aglycon
appearsed only after a relatively high dose. The specific interaction between Q-3-Glc
and the SGLTI together with the observed trans-stimulation points to a transport of Q-
3-Glc via the SGLT1 and in turn could explain the higher bioavailability of the Q-3-Glc.
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