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1.Einleitung

1.  Einleitung

Zwischen 1980 und 2012 stieg die Aquakulturproduktion weltweit um durchschnittlich 8,6
% pro Jahr und allein der Fischertrag aus Aquakulturen verdoppelte sich zwischen 2000 und
2012. Laut Welterndhrungsorganisation (FAO, 2014) wird die Aquakultur bis 2030 fast zwei
Drittel des gesamten weltweiten Fischkonsums produzieren. Aufgrund des raschen Zuwach-
ses im Aquakultursektor steigt auch der globale Bedarf an Fischmehl weiter an. Der in letz-
ter Zeit grofite Anteil an Forschungen auf dem Gebiet der Aquakultur befasste sich mit der
Entwicklung alternativer Nahrungsquellen als Substitute fur Fischmehl fir die Erndhrung
unterschiedlicher Fischarten, insbesondere von carnivoren Spezies. In diesem Zusammen-
hang versucht man den Anteil an pflanzlichen Bestandteilen, welche reich an bestimmten
chemischen Verbindungen, den sog. ,,sekundaren Pflanzenstoffen® sind, im Fischfutter zu
erhdhen. Das Flavonol Quercetin zahlt zu den sekundaren Pflanzenstoffen und besitzt zahl-
reiche gesundheitsfordernde Wirkungen bei Mensch und Tier. Viele dieser positiven Eigen-
schaften von Quercetin beruhen wahrscheinlich auf den antioxidativen Eigenschaften von
Quercetin. Unabhangig davon, wie Quercetin letztendlich im Korper wirkt, ist fur die syste-
mische Wirkung einer Substanz deren Bioverfuigbarkeit VVoraussetzung. Die Bioverfiigbar-
keit von Flavonoiden bei Fischen wurde bisher nur in sehr wenigen in vivo-Studien adres-
siert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Gewebeverteilung und mdgliche Ak-
kumulation von Quercetin und damit Hinweise auf eine systemische Verfligbarkeit des
Flavonols nach langerer Supplementierung mit dem Futter bei der carnivoren Regenbogen-
forelle und dem omnivoren Spiegelkarpfen, zu untersuchen. Des Weiteren wurden maogliche
postabsorptive Wirkung von Quercetin, insbesondere seine etablierte antioxidative Eigen-
schaft, bei den oben genannten Fischarten sowie der Einfluss von Quercetin auf das Wachs-
tum und die Gesamtkdrperzusammensetzung der Fische untersucht. In der Aquakultur wer-
den Fische in der Regel in einer hohen Besatzdichte gehalten, welche zu erhohtem Stress
und vor allem zu groRRerer Anfalligkeit flr Krankheiten fuhren kann. Es ist sehr gut bekannt,
dass suboptimale Umwelt- und Haltungsbedingungen, wie die Konzentration an geldstem
Sauerstoff im Wasser oder die Temperatur, oxidativen Stress beim Fisch hervorrufen kon-
nen. Die Supplementierung von Quercetin, welches unter den Flavonoiden die hochste anti-
oxidative Wirksamkeit aufweist, kénnte somit nicht nur den oxidativen Status des lebenden
Fisches und damit sein Wachstum und seine Gesundheit, sondern auch die Lagerstabilitat

des Nahrungsmittels Fisch positiv beeinflussen.



2 Literaturtibersicht

2. Literaturiibersicht

2.1  Sekundére Pflanzeninhaltsstoffe

Sekundare Pflanzenstoffe sind bestimmte chemische Verbindungen, die zwar nicht unmit-
telbar in anabolen bzw. katabolen Stoffwechselreaktion bei Pflanzen auftreten, aber dennoch
eine wichtige Rolle bei der Anpassung an Umweltbedingungen, bei Verteidigungsmechan-

simen sowie bei der Signaltransduktion spielen (Wink, 2010; Abb. 1).

Schutz vor UV-Strahlung
N-Speicherung

| Sekundire Pflanzenstoffe |/

| Abwehrmechanismen | | Signaltransduktion |

SN T~ ™

Abwehr gegen Fressfeinde Abwehr gegen Pathogenen Intraspezifische Konkurrenz Anlockungsmechanismen

Herbivoren
Insekten
Mollusken
Wirbeltiere

Bakterien Hemmung der Keimung und Bestaubern und Samenverbreitern
Viren Wachstum der Samlinge Knélichenbakterien

Pilzen

Abb. 1: Okologische und physiologische Funktionen von sekundéren Pflanzenstoffen (modifiziert
nach Michael Wink, 2010)

2.1.1 Flavonoide

Die Flavonoide, die bei fast allen héheren Pflanzen in unterschiedlicher Konzentration syn-
thetisiert werden, gehdren zu den sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen und besitzen eine poly-
phenolische Struktur (Crespy et al. 2003). In den 1930ern wurden die Flavonoide zum ersten
Mal durch den ungarischen Nobelpreistrager Albert von Szent-Gyorgyi Nagyrapolt entdeckt
und als Vitamin P, bzw. Permeabilitatsfaktor, bezeichnet (Szent-Gyorgyi 1937). Da die
meisten Flavonoide in ihrer reinen Form eine gelbliche Farbung besitzen, wurde die Be-
zeichnung von Vitamin P zu Flavonoide (vom lateinischen Wort ,,flavus® = gelb) gedndert.
Strukturell sind Flavonoide in der Regel durch die C6-C3-C6-Grundstruktur des Flavans
oder, genauer gesagt, einem 2-Phenylbenzopyran mit zwei aromatischen Ringen (A und B),
die Uber einen oxygenierten heterozyklischen C-Ring miteinander verbunden sind, gekenn-
zeichnet. Man bezeichnet den Benzolring als "A"-Ring, den Pyran-Ring als "C"-Ring und
den Phenylring als "B"-Ring. Sie bestehen aus 15 Kohlenstoffatomen und werden anhand
des Oxidationsstatus, der Hydroxylierung und der funktionellen Gruppen des C-Rings sowie
durch die Anordnung des aromatischen B-Rings an den Positionen C-2 oder C-3 des C-

Rings in folgende sechs Hauptunterklassen eingeteilt: Flavonole, Flavone, Flavonone, Fla-
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vanole, Anthocyanidine und Isoflavone (Abb. 2) (Chen et al. 2010; He et al. 2010; Grote-
wold 2006).

Flavanone
OH
O OH
Flavonole HO 0
OH O

Flavanole

OH
OH
o
OH

HO O
0, @ OH
el

Grundstruktur der Flavonoide

Isoflavone

0

O H

Flavone
OH
HO 0 O

Anthocyanidine O |
OH

| oH OH O
HO, o 0
“ OH

OH

Abb. 2: Grundformen der Flavonoidunterklassen ( Spencer et al. 2007 und Grotewold 2006). Zent-
ral ist die Grundstruktur der Flavonoide (Flavan) mit Position des A-, B- und C-Rings so-
wie der Nummerrierung der C-Arome dargestellt.

Die wichtigsten Ausgangssubstanzen fir die Synthese von Flavonoiden sind die Aminoséure
Phenylalanin und Malonyl-CoA, die von dem Shikimisdureweg, bzw. dem Tricarbonséau-
rezyklus produziert werden (Koes et. al., 1994). Die Flavonoid-Synthese beginnt mit der
Kondensation von 1 Molekul 4-Cumaroyl-CoA und drei Molekiilen Malonyl-CoA, wodurch
Naringenin das Chalkon (ein aromatisches ungesattigtes Keton) gebildet wird. Diese Reakti-
on wird durch das Schlusselenzym Chalkonsynthase (CHS) katalysiert. Die Synthese von
Cumaroyl-CoA erfolgt tiber den Phenylpropanoidweg mit drei enzymatischen Schritten und
Malonyl-CoA wird durch Carboxylierung von Acetyl-CoA im Tricarbonséurezyklus synthe-
tisiert. Das Chalkon wird anschlieBend durch das Enzym Chalcon-Flavanon-Isomerase
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(CHI) zu einem Flavanon isomerisiert. Von diesem zentralen Zwischenprodukt werden an-
dere Klassen der Flavonoide gebildet, die wiederum aufgrund ihrer unterschiedlichen phy-
sikochemischen und molekularen Eigenschaften, beispielsweise Molekulargewicht und
Wasserloslichkeit, eine unterschiedliche biologische Wirksamkeit aufweisen (Grotewold
2006; Winkel-Shirley 2001; Koes et al. 1994).

Mit Ausnahme der Catechine, liegen die Flavonoide in der Natur hauptsachlich in -
glykosidisch gebundener Form mit verschiedenen Zuckern vor (Glykoside) und nicht in frei-
er Form als sog. Aglyka (Hollman 2004). Das Flavonol Quercetin, das zu den haufigsten und
wirksamsten Flavonoiden in der Nahrung von Mensch und Tier z&hlt, ist in Friichten und
Gemise sowie Getrdnken weit verbreitet, wobei Zwiebeln (284-486 mg/Kg), Grunkohl
(110mg/kg), Brokkoli (30mg/kg), Heidelbeeren (30-140 mg/kg), Apfel (21-72 mg/kg),
Cherrytomaten (17-200 mg/kg), Tee (10-25mg/l) und Rotwein (4-16 mg/l) die Hauptquellen
in der Humanernihrung darstellen (CAO et al. 2010; Manach et al. 2005 und 2004). Uber
die Flavonolgehalte in Futtermitteln fir Nutztiere ist wenig bekannt. Buchweizen (153,8 ¢
Quercetin/kg TM) und Buchweizenkleie (149 g Quercetin /kg TM) gehéren zu den bedeu-
tendsten quercetinhaltigen Futterkomponenten in der Nutztiererndhrung. Bezuglich des
Quercetingehalts in der Milchviehfutterung kann Weidelgrassilage mit 0,68 g Quercetin/kg
TM genannt werden (Besle et al. 2010). Verschiedene Algenarten enthalten unterschiedliche
Konzentrationen an Polyphenolen, darunter auch Flavonoide (Baviskar und Khandelwal
2015; Farasat et al. 2013; Zeng et al. 2010; Yoshie et al. 2003 und 2000). So enthélt bei-
spielsweise die Braunalgenart Undaria pinnatifida 202 pg Quercetin/g TM (Yoshie et al.
2003). Uber den Flavonoidgehalt von Futtermittel, die in der heutigen Fischernahrung ein-
gesetzt werden, wie z. B. Fischmehl und —6l, Sojaextraktionsschrot, Weizen u.a. finden sich
kaum Angaben in der Literatur. Des Weiteren muss bedacht werden, dass diese Futtermittel
beim Fisch in pelletierter und andersweitig behandelter Form verwendet werden. Dabei ist
wichtig, dass verschiedene Faktoren den nativen Gehalt an Flavonoiden in Lebens- und Fut-
termitteln sehr stark beeinflussen. Als Beispiele konnen Futterbearbeitungsfaktoren wie
Thermalbehandlungen, Homogenisierung, Lyophilisierung, Kochen und Lagerung genannt
werden. (Xu und Chang, 2009, Miglio et al. 2008, DuPont et al. 2000, Mullen et al. 2002).
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2.1.1.1  Bioverfugbarkeit von Quercetin

Fur die sdmtliche postabsorptive systemische Wirkung einer Substanz nach oraler Aufnah-
me ist deren Bioverfligbarkeit VVoraussetzung. Im pharmakologischen Sinne wird unter
Bioverfligbarkeit, der prozentualen Anteil eines applizierten Wirkstoffes verstanden, der
unverdndert in den systemischen Kreislauf gelangt und an seine Wirkungsstellen bzw. Ziel-
organe transportiert wird (Eichbaum und Schwab 2013). Verschiedene Faktoren kénnen den
Umfang der Absorption von Polyphenolen, darunter auch Quercetin, nach oraler Aufnahme
in den Organismus beeinflussen. Als Beispiele kann man die Rolle von Alkohol bei der Ab-
sorption der im Wein enthaltenen Flavonole beim Menschen oder den Fettgehalt der Nah-
rung bei Schwein und Ratte nennen (Lesser et al. 2004; Azuma et al. 2003; Donovan et al.
1999). Obwohl die Bioverfligbarkeit von Quercetin vor allem von der applizierten Form
abhéngt, zeigten viele Studien an unterschiedlichen Tierarten, dass insbesondere tierbedingte
Faktoren, wie zum Beispiel die Darmpassage, Darmflora, Fermentationseffizienz im Dick-
darm oder Blindséacke (van Duynhoven et al. 2010; Selma et al. 2009), Ernéhrungstypus wie
carnivor, herbivor oder omnivor (Reinboth et al. 2010), Vitamin-C-Status (Guo et al. 2014)
und Aktivitat der xenobiotischen Stoffwechselenzyme (Williams et al. 2000), eine wichtige
Rolle bei der Bioverfugbarkeit von Polyphenolen nach oraler Aufnahme zu spielen. In Ab-
bildung 3 sind mdgliche Resorptionsmechanismen sowie die Metabolisierung von Quercetin

nach oraler Aufnahme beim Saugetier dargestelit.

Zahlreiche Studien haben sich mit der Bioverflgbarkeit von Quercetin bei Mensch und Tier
beschéftigt. Bei Ratten und Schweinen war die absolute Bioverfuigbarkeit von Quercetin
nach oraler Aufnahme ohne Bericksichtigung der Quercetin-Metabolite mit intakter
Flavonolstruktur nur 5% bzw. <1% (Chen et al. 2005, Ader et al. 2000). Betrachtet man da-
gegen die Summe von Quercetin und seinen Metaboliten nach oraler Aufnahme von Querce-
tin, ergeben sich Werte fur die Bioverfiigbarkeit von Quercetin bei Ratten und Schweinen
von 59 bzw. 17 % (Chen et al. 2005, Ader et al. 2000). Eine In situ-Perfusionsstudie am Rat-
tendarm zeigte, dass aufgrund der hohen Resekretion von Quercetin-Konjugaten (58%) nur
ein kleiner Teil des absorbierten Quercetins (9%) letzendlich systemisch verfiigbar ist (Cre-
spy et al. 2003). Die absolute Bioverfligbarkeit von Quercetin beim Menschen nach oraler
Applikation (4g/Proband, n=4) wurde von Gugler et al. (1975) mit weniger als 1% ge-
schatzt. Allerdings wurden in dieser Studie im Plasma vorliegende Konjugate von Quercetin
nicht enzymatisch gespalten und daher analytisch nicht erfasst. Bei Hunden konnte nach
oraler Aufnahme von Quercetin (10 mg/kg KGW) eine absolute Bioverfiigbarkeit von 4%

ermittelt werden (Reinboth et al. 2010). Bei Rindern wurde nach intraluminaler Applikation
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von Quercetinaglykon (50mg/kg KGW) anhand der im Plasma auftretenden Gesamtflavono-
le eine absolute Bioverfligbarkeit von Quercetin von 0,1% ermittelt (Berger et al. 2012). Fir

Fische liegen in der Literatur keine entsprechenden Daten vor.

Intestinale Absorption

Bei den bisher untersuchten Spezies ist nach Applikation des Aglykons bzw. von bestimmter
Quercetinmonoglukosiden der Dinndarm Hauptresorptionsort von Quercetin. Die Resorpti-
on aus dem Magen hat dagegen nur eine untergeordnete Bedeutung. Diesbeziiglich zeigt
eine in situ-Studie von Crespy et al. (2002) an Ratten, dass nur ein geringer Anteil von
Quercetinaglykon nach oraler Aufnahme von Quercetin im Magen absorbiert und in die Gal-
le ausgeschieden wird. Die Autoren konnten dagegem keine Absorption von Isoquercetin
bzw. von Quercetin aus Rutin im Magen feststellen (Crespy et al. 2002). Die Bioverfiligbar-
keit von Quercetin hangt insbesondere von der applizierten Form ab. Das Quercetinaglykon
ist relativ lipophil, so dass es vermutlich durch passive Diffusion durch die Enterozyten-
membran gelangt und so im Vergleich zu Quercetinglykosiden besser absorbieret wird (Cre-
spy et al. 2003). Allerdings zeigen viele Studien an monogastrischen Spezies, dass Querce-
tinmonoglukoside eine deutlich héhere Bioverfugbarkeit von Quercetin aufweisen als das
Aglykon und insbesondere als Quercetinglykoside mit komplexeren Kohlenhydratresten,
wie z. B. Rutin (Crespy et al. 2003; Cermak et al. 2003; Hollman et al. 1997). Eine Untersu-
chung bei Ileostomie-Patienten zeigte, dass 24 % des Quercetin aus Quercetinaglykon, 17%
aus Rutin und 52 % aus Quercetinmonoglukosiden (aus Zwiebeln) nach oraler Aufnahme
absorbiert wurden (Hollman et al. 1997).

Die Quercetinglykoside sind infolge ihrer Polaritat relativ gut wasserldslich und werden
daher in intakter Form nicht in nennenswertem Umfang durch einfache Diffusion aus dem
Darm aufgenommen. Des Weiteren spricht auch die Tatsache, dass i.d.R. nach oraler Appli-
kation von Quercetinglykosiden keine intakten Glykoside in der Zirkulation nachweisbar
sind (Sesink et al. 2001; Manach et al. 1997 &1995). So zeigten Sesink et al. (2001), dass
beim Menschen nach oraler Aufnahme von Quercetinglukosiden (Quercetin-30- und 4 O-
Glucoside) im Plasma keine Quercetinglukoside, sondern leidglich geringe Mengen des
Aglykon und hauptséchlich Quercetinglucuronide auftreten (Sesink et al. 2001). Das bedeu-
tet, dass das Aglykon entweder vor der Absorption enzymatisch aus den Glykosiden freige-
setzt wird oder, und dies trifft fur bestimmte Quercetinmonoglucoside, wie z. B. Quercetin-
3-Glucoside (Q3G), zu, durch Transporter zunéchst ins Darmepithel aufgenommen und an-
schlieRend intrazellul&r gespalten werden (Lesser und Wolffram 2006; Cermak et al. 2004;

Wolffram et al. 2002; Graefe et al. 2001). Mehrere Studien zeigen die Existenz einer -
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Glucosidaseaktivitat im Dunndarmepithel von Tieren und Menschen (Silvana et al. 2013;
Németh et al. 2003; loku et al. 1998). Die Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH; EC 3.2.1.108)
ist eine membranstédndige B-Galaktosidase, welche fir die Hydrolyse der Lactose in der
Saugermilch verantwortlich ist. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die LPH durch die ext-
razellulare Hydrolyse der glykosidischen Bindung und die Freisetzung des Aglykon an der
Absorption von Quercetinmonoglukosiden im Dunndarmepithel beteiligt ist (Sesink et al.
2003; DAY et al. 2000; Rings et al. 1994). Da die Hydrolyse in diesem Fall unmittelbar an
der Epitheloberflache geschieht, fiihrt die anschlieBende Diffusion des Aglykon in das
Epithel zu einer schnelleren Aufnahme im Vergleich zur Applikation des Aglykon, dass bei
Vorliegen im Dinndarminhalt einen weiteren Diffusionsweg hat (Lesser und Wolffram
2006; Crespy et al. 2003; Sesink et al. 2003; Wolffram et al. 2002; DAY et al. 2000; Rings
et al. 1994).

Dariiber hinaus zeigten Studien, dass der intestinale Na*/Glukose-Cotransporter 1 (SGLT-1)
an der Absorption von Quercetinmonoglukosiden beteiligt ist. (Cermak et al. 2004; Wolf-
fram et al. 2002; Ader et al. 2001; Gee et al. 2000; Hollmann et al. 1995; Gee et al. 1998).
Rutin (3-O-glucorhamnoside) ist aufgrund des Zuckerrestes, der Rhamnose enthalt, weder
Substrat fur die LPH noch fiir cytosolische B-Glucosidasen (CBG). Die Freisetzung von
Quercetinaglykon vom Rutin hdngt so von der hydrolytischen Spaltung des Zuckers durch
bakterielle Glycosidasen (0-Rhamnosidasen und p-Glycosidasen) im Dickdarm ab (Cermak
et al. 2003; Manach et al. 1997) und erklart die wesentlich schlechtere Bioverfligbarkeit von

Quercetin aus Rutin im Vergleich zu Quercetinmonoglukosiden und dem Quercetinaglykon.

Metabolisierung, Transport und Ausscheidung

Durch Perfusionsexperimente am Rattendiinndarm wurde gezeigt, dass Quercetin nach Hyd-
rolyse und Absorption noch vor Eintritt in die systemische Zirkulation und der Metabolisie-
rung in der Leber im Dunndarmepithel durch Phase IlI-Enzyme intensiv konjugiert wird
(Crespy et al. 1999). Daneben spielt auch die Konjugation von Quercetin und dessen Meta-
boliten mit intakter Flavonolstruktur in der Leber eine Rolle (Lesser und Wolffram 2006;
Crespy et al. 1999; Hollmann et al. 1995). Zahlreiche in vivo-Experimente, in welchen fast
70 bis 90 % der zirkulierenden Flavonole im Plasma in konjugierter Form und kaum in frei-
er Form vorlagen, unterstitzen diese Aussage (De Boer et al. 2005; Cermak et al. 2003;
Bieger et al. 2008; Wein und Wolffram 2013; Ader et al. 2000; Reinboth et al. 2010; Berger
et al. 2012; Beyer et al. 2015; Graf et al. 2006; Rupasinghe et al. 2010).

Glucuronidierung (UDP-Glucuronyltransferasen), Sulfatierung (Sulfotransferasen) und

Methylierung (Catechol-O-Methyltransferase, COMT) sind, nach oraler Aufnahme von
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Quercetin, die drei Hauptkonjugationsreaktionen. Glucuronidierung und Sulfatierung ver-
bessern die Wasserloslichkeit von Quercetin und erleichtert so die Ausscheidung lber Galle
und Harn (Abb. 3). Darlber hinaus spielt die O-Methylierung durch das Enzym COMT eine
wichtige Rolle bei der Inaktivierung von Catechol-Gruppen (Hollman et al. 2004). Untersu-
chungen an der Rattenleber zeigten ferner, dass die Cytochrom-P450-Isoenzyme (CYP)
Flavonole an der 4'-Position, aber nicht an der 3" Position demethylieren kénnen. Die
CYP1A ist auch fur die Hydroxylierung der Flavonoide an der 3 -Position verantwortlich
(Nielsen et al. 1998). Daher ist bezuglich der Methylierung der Catechol-Gruppe im B-Ring
nicht nur die Aktivitat der COMT, sondern auch die Demethylierung. durch Cytochrom
P450 Isoenzyme von Relevanz. Bei Regenbogenforellen spielen die CYP1A Enzyme fiir die
Biotransformation von Xenobiotika eine viel wichtigere Rolle als bei allen S&ugetieren
(Nabb et al. 2006).

Bei Fischen sind grundséztlich neben der Leber und dem Gastrointestinaltrakt auch die
Kiemen, welche die hohe Aktivitat der Biotransformationsenzyme aufweisen, flr Biotrans-
formation und Metabolisierung von Xenobiotika verantwortlich (Keith et al. 2013). Ob dies
auch fiir den Stoffwechsel von Flavonoiden gilt, ist bisher nicht untersucht.

Hinsichtlich der Metabolitenmuster im Blut und in den Geweben gibt es zum Teil Ubereinst-
immungen aber auch diverse tierspezifische Unterschiede, die in Tabelle 1 zusammengefasst

sind.
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Tab. 1: Metabolitenmuster der Flavonole im Blut und in den Geweben nach oraler Applikation von
Quercetin bei unterschiedlichen Spezies

Spezies Plasma Gewebe Dosierung Dauer Quelle

Leber Muskel  Niere

38% Q 36%Q  29%Q 32%Q ., De Boer et
Ratte 62% | 58%1 62061 55061 L0 Q/Futter 11Wochen o "oa05)
Kein T 6% T 9% T 14%T
88% Q 64% Q 73% Q
Schwein (a) 12% | 24% | — 13%1  20MI - grage DeBoeret
Kein T 12%T 14% T QKIKGW al. (2005)
75,5% Q
. 9% I 50mg Q/kg 1 Cermak et
Schwein (b) 15 505 T - - - KGW 1Tag" 41 (2003)
kein K
36% Q
68%Q  86%Q 60%Q .
0,
Schwein (c) §§f+ 20% | 14%1  19%1 °° Egv?// K9 4 wochen j'e(ggrogt)
kein° K 12%T 5%T 22%T '
88% Q .
Wein und
0,
Pferd 3?0/? |I< — — — 20 Egv?//kg 1Tag! Wolffram
kein T (2013)
- Qundl: .
Hauptsachlich . Rupasinghe
Broiler konjugierte Nilérrtiogél:: — — 0 /}(SO}Lné;W 3 Tage etal.
Formen g g (2010)
men
88% Q
10% 1 30 mg Q/kg 1 Reinboth et
Hund 20 K - - - KGW 1Tag" 41 (2010)
kein T
Plasma:
?;"‘g 68,65 % Q IWoche o oo
Tilapia 6 %3 | 31,35% | — — 1% Q /Futter Gewebe: (2008) '
kéin T kein T 15 Wo-
chen
83,8% Q
7,3% |
. ’ 50 mg Q/kg Beyer et al.
0, _ _ . 1
Rind 8k,gif_ll_< KGW 1Tag (2015)

Q= Quercetin; I= Isorhamnetin; K= Kaempferol; T=Tamarixetin; KGW= Kdrpergewicht
1=Einmaldosis
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Efflux und Influx der Quercetin-Konjugate

Zelluldre Efflux- und Influx-Transporter spielen eine entscheidende Rolle fur den Stoff-
wechsel und die Auscheidung von Quercetin. In der Literatur werden verschiedene Trans-
portmechanismen fur Influx und Efflux der Quercetin-Konjugate diskutiert. Im Darm wer-
den Glucuronide und Sulfate von Quercetin teilweise Uber in der Burstensaummembran
lokalisierte ABC (ATP-binding cassette)-Effluxtransporter, wie z. B. das Multidrug re-
sistance-associated protein 2 (MRP2/ABCC2), P-glycoprotein (Pgp/multidrug resistance
protein 1) und breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2), ins Darmlumen abgegeben
(Williamson et al. 2007, Sesink. 2005; Abb. 3). Effluxtransporter reduzieren die orale
Bioverfugbarkeit von Quercetin, indem sie die Quercetin-Konjugate aus der Zelle in den
Extrazellularraum bzw. in das Darmlumen transportieren. In vitro-Studien mit ABCG2-
defizienten Mausen belegen, dass die intestinale Aufnahme und damit die orale Bioverflig-
barkeit von Quercetin im Vergleich zu den Wildtypen erhoht wurde (Robey et al. 2009). In
einer anderen Studie wurde uber &hnliche Ergebnisse berichtet (Sesink et al. 2005). Eine In
situ-Perfusionsstudie am Rattendarm zeigte, dass BCRP die intestinale Aufnahme von Quer-
cetin durch Efflux der Quercetinglucuronide begrenzt (Sesink et al. 2005). Auf der basolate-
ralen Seite von Leber und vor allem Niere scheinen organische Anionentransporter 1 (orga-
nic anion transporter 1, OAT1) und organische Anionentransporter-Polypeptide (OATP) am
Transport von Quercetin-Konjugaten, insbesondere von Quercetin-Glucronide und Querce-
tin-3"-O-Sulfate, beteiligt zu sein (Wong et al. 2012).

Transport im Blut

In vitro Studien zeigen, dass freie Flavonole (Aglyka) im Blut in hohem Ausmal an Plas-
maproteine gebunden werden (Kaldas et al. 2005; Papadopoulou et al. 2005; Janisch et al.
2004; Zsila et al. 2003, Sengupta und Sengupta 2002; Boulton et al. 1998). So zeigten Boul-
ton et al. (1998), dass das Quercetinaglykon zu 99,4 % an humanes Serumalbumin gebunden
wird. Allerdings zirkulieren im Blut, wie bereits dargestellt, v. a. Konjugate von Quercetin
und dessen Metaboliten. Studien an Ratten und Menschen zeigen allerdings, dass nicht nur
das Quercetinaglykon, sondern auch die nach oraler Aufnahme von Quercetin im Blut vor-
liegenden Metaboliten an Plasmaproteine bzw. an Serumalbumin gebunden sind (Murota et
al. 2007; Manach et al. 1995). Die Gesamtproeinkonzentration im Plasma bei Fischen ist im
Vergleich zum Saugetier generell geringer, wobei Albumin wie beim S&uger das quantitativ
wichtigste Plasmaprotein ist (Keith et al. 2013; Di Giulio und Hinton 2008). Die Metaboli-

sierung von Quercetin kann allerdings, je nach der Konjugationsstelle, die Affinitat zu Al-
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bumin senken. Glykosylierung und Sulfatierung an der phenolischen Hydroxylgruppe (3-
OH), Methylierung der 3"-OH- (Isorhamnetin) und Dehydroxylierung der 3"-OH-Gruppe
(Kaempferol) senken signifikant die Affinitat von Quercetin zu Human- und Rinderalbumin
(Dufour und Dangles 2005).

Lymphatischer Transport

Das Lymphsystem scheint neben dem Blutkreislauf das wichtigste Transportsystem flr
Flavonole im S&ugerorganismus zu sein. Darlber hinaus kann der hepatische First-Pass-
Effekt Gber lymphatische Absorption und Transport tiber das Lymphsystem umgangen wer-
den (Murota et al. 2013). Untersuchungen an Ratten belegen, dass nach Absorption aus dem
Darm die Metaboliten von Quercetin sowohl ber die Pfortader als auch die Lymphgeféle
transportiert werden (Murota et al. 2013; Cermak und Wolffram 2010; Murota und Terao
2005). Eine gesteigerte Absorption von Quercetin bei Zusatz von Lipiden zur Nahrung lieRRe
sich Uber eine erhéhte lymphatische Absorption erklaren (Murota et al. 2013; Lesser et al.
2004; Azuma et al. 2003).

Fische besitzen im Vergleich zu Sdugetieren kein echtes Lymphgefalisystem, sondern ein
weiteres Gefalsystem, welches einige Eigenschaften des Lymphsystems der Sduger auf-
weist. Dieser sog. Sekundarkreislauf ist ein arteriell-kapillares-Venensystem, welches paral-
lel zum Primarkreislauf 1auft und Uber arterio-arterille Anastomosen mit dem Blutkreislauf
verbunden ist. Das sekundare GefaRsystem wurde in den Kiemenfilamenten, der Haut, dem

Peritoneum und der Mundschleimhaut von Knochenfischen identifiziert (Olson 1996).

11
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Dickdarm

Exkrement

P Quercetinaglykon

r} Quercetin-Monoglucosid

.::( Rutin

« Phenolische Verbindungen

Leberpfortader

Enterohepatischer Kreislauf

SGLT1= sodium-depend 1 1

CBG-= cytosolische B-Glucosidase
LPH= Laktase-Phlorizin Hydrolase

BCRP= breast cancer resistance protein
MRP1=multidrug resistance protein 1
MRP2= multidrug resistance-associated protein 2

Methylierung Leber
Glucuronidierung
Sulfatierung

&,

Organ-Verteilung

‘ Niere
Urin

Abb. 3: Schematische Darstellung der moglichen Resorptionsmechanismen und Metaboliesierung
von Quercetin, Quercetinmonoglukoside und Rutin nach oraler Aufnahme beim Sdugetier.
Rutin wird erst im Colon nach Abspaltung der Zuckerreste durch bakterielle Rhamno-
sidasen absorbiert (Crespy et al. 2003, Lesser und Wolffram 2006, Wolffram et al. 2002,

Rings et al. 1994, DAY et al. 2000, Sesink et al. 2003)
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Anatomische und physiologische Besonderheiten von Forelle und Karpfen

Aufgrund der Bedeutung der tierbedingten Faktoren fur die Bioverfuigbarkeit von Poly-
phenolen wird im Folgenden auf die wichtigsten anatomischen und physiologischen Beson-
derheiten bei Forellen und Karpfen eingegangen.

Karpfen und Forelle unterscheiden sich anatomisch und physiologisch in mehreren Aspek-
ten voneinander, die in Tab. 2 zusammengefasst sind. Aufgrund der Relevanz fur die vorlie-
gende Arbeit wird an dieser Stelle nur kurz auf die Verhéltnisse des Magendarmtrakts und
seiner Anhangsdriisen sowie der Skelettmuskulatur eingegangen.

Der Verdauungstrakt der Knochenfische besteht im Allgemeinen aus folgenden Teilen:
Kopf-, Vorder-, Mittel- und Enddarm. Bei Forellen dienen die Z&hne in der Maulhthle dem
Festhalten der Beute und das Futter wird unzerkleinert geschluckt. Karpfen hingegen besit-
zen im Kiefer keine Zéhne, sondern aus dem flinften Kiemenbogen entstandene Schlund-

zahne, welche zur Zerkleinerung der Nahrung geeignet sind.

Tab. 2: Anatomische und physiologische Unterschiede zwischen Forelle und Karpfen

Regenbogenforelle Karpfen
(Oncorhynchus mykiss) (Cyprinus carpio)

Art der Ernahrung carnivor omnivor
Verdauungskanal
Mund- und Kiemenhohle Fangzéahne Schlundzéhne
Magen M%fg;gi%iramggggn kein Magen (Pseudogaster)
Darm kurz mittel
Anhangsdruse des GIT Leber, Pankreas Hepatopankreas
Muskulatur rote und weile Fasern rote, weilie und rosa

Fasern

13
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Beide Fischarten besitzen eine sehr kurze Speiserdhre. Der Ductus pneumaticus, die Verbin-
dung zur Schwimmblase, miindet bei der Forelle in den Osophagus und bei Karpfen in den
Vorderdarm (Schulz 2012). Die Forelle besitzt im Gegensatz zum Karpfen einen U-
formigen Magen mit mehreren Pylorusanhangen (Abb. 4). Der Karpfen besitzt hingegen
keinen Magen, aber am Anfang des Karpfendarms befindet sich eine magenahnliche Erwei-
terung, der sog. Pseudogaster. Er tGibernimmt eine vortibergehende Speicherung von Futter
und besitzt keine Magendrisen.

Der Darm ist bei Forellen sehr kurz und gerade ohne Schleifen, mit einer Gesamtlange des
0,6 bis 0,8-fachen der Korperlange (Chow 1980). Bei Karpfen ist der Darm l&anger (1.8-2.0-
fache Kdorperldnge) und schleifenartig angeordnet (Grosell et al. 2011; Webster und Lim
2002). Weitere Besonderheiten beim Karpfen sind die Mitteldarmdrise bzw. das Hepato-
pankreas, welches die Aufgabe der Leber und des exokrinen Pankreas Ubernimmt. Das He-

patopankreas beim Karpfen besteht aus 4 Lappen und ist eng mit dem Darm verbunden.
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Abb. 4: Struktur des Verdauungstrakts von Forelle (A) und Karpfen (B). (1) Magen (Forelle) bzw.
Pseudogaster (Karpfen) ( 2) Leber (Forelle) bzw. Hepatopankreas (Karpfen) (3) Gallenbla-
se (4) Dinndarm (5) Dickdarm (6) Pylorusanhange

Bei der Forelle sind Leber und Pankreas getrennte Organe. Die Forellenleber ist viel kom-
pakter im Vergleich zu Karpfenleber und die Bauchspeicheldrise befindet sich getrennt in
Fett und Bindegewebe um den Pylorusanhangen herum und ist nicht klar sichtbar (Chow
1980). Beide Fische besitzen eine Gallenblase, jedoch ist die Gallenblase beim Karpfen
deutlich groRer. Die Fischmuskulatur besteht aus drei unterschiedlichen Fasertypen (Abb.
5).

Weile Muskelfaser

Rote Muskelfaser

Intermediiire bzw.
rosa Muskelfaser

Abb. 5: Schematische Darstellung von Fischmuskelfasern (Evans et al. 2013)
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Der Anteil an roten und weil’en Muskelfasern variiert vor allem mit der Aktivitat des Fi-
sches (Huss 1995). Den Hauptanteil (90%) der Fischmuskulatur machen bei den meisten
Fischarten die weiRen Muskelfasern aus (Olsen 2011). Die Muskulatur der Forelle besteht
aus zwei Fasertypen: Die roten Muskelfasern (muscularis lateralis superficialis) und die
weillen Fasern (muscularis lateralis profundus). Beim Karpfen gibt es noch zusatzlich eine
intermediére bzw. rosafarbene Faser (Roberts 2012; Shadwick und Lauder 2006). Die roten

Muskelfasern befinden sich direkt unter der Haut seitlich am Kdérper (Abb. 5).

2.1.1.2  Gewebeverteilung von Quercetin und seinen Metaboliten

Die Gewebeverteilung von Quercetin und seinen Metaboliten wurden bisher in einigen Stu-
dien adressiert, wobei die applizierte Dosis, die chemische Form, die Dauer der Applikation
und vor allem der Zeitpunkt der Gewebeentnahme von groRer Bedeutung sind.

Die Verteilung der Radioaktivitat bei Ratten 60 Minuten nach der oralen Aufnahme von
radioaktiv markierter [**C]Quercetin-4'-glykoside zeigte, dass 93,6% der aufgenommenen
Radioaktivitat im Darm und nur sehr geringe Konzentrationen in Leber und Niere (0,2%)
detektiert wurden. Die niedrigsten Mengen an Radioaktivitat wurden im Gehirn festgestellt
(Mullen et al. 2002). Dazu ist aber anzumerken, dass (ber die Messung der Radioaktivitat
nicht zwingend Qurecetin bzw. dessen relevante Metaboliten erfasst werden.
Untersuchungen von de Boer et al. (2005) zur Gewebeverteilung von Quercetin bei Ratten
konnten zeigen, dass die orale Applikation von Quercetin (0,1% bzw. 1 % Quercetin/kg Fut-
ter/Tag) uber einen Zeitraum von 11 Wochen zu messharen Konzentrationen von Flavono-
len im Plasma und verschiedenen Organen fiihrte. In dieser Studie wurden die hdchsten
Konzentrationen von Quercetin, Isorhamnetin und Tamarixetin in den Lungen und die nied-
rigsten im Gehirn, in der Milz und in weilRem Fettgewebe detektiert. Allerdings war die Ge-
samtflavonolkonzentration im Plasma, im Vergleich zu den untersuchten Geweben, deutlich
hoher. Mittlere Konzentrationen fanden sich in Leber und Niere. Die gemessenen Flavonol-
konzentrationen in dieser Studie zeigten eine Dosisabhéngigkeit, wobei die niedrigere Do-
sierung (0,1% Quercetin/kg Futter/Tag) eine etwa 4-fach geringere Konzentration im Ver-
gleich zu der héheren Dosierung (1% Quercetin/kg Futter/Tag) aufwies. Den Hauptanteil an
den Gesamtflavonolen in den meisten untersuchten Geweben machte dabei das Isorhamnetin
mit 60 % aus. Tamarixetin tauchte nur in sehr geringen Konzentrationen in den Geweben,
aber nicht im Plasma von Ratten auf (Boer et al. 2005). Die gleiche Arbeitsgruppe unter-
suchte auch die Gewebeverteilung von Quercetin und seinen Metaboliten mit intakter

Flavonolstruktur nach oraler Applikation von Quercetin-haltigem Futter (500 mg/kg
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KGW/Tag) Uber einen Zeitraum von 3 Tagen bei Schweinen. Im Gegensatz zu Ratten zeig-
ten die Leber und die Niere, und nicht das Plasma, die hdchsten Quercetinkonzentrationen.
Die methylierten Derivate von Quercetin, Isorhamnetin und Tamarixetin wurden weder in
Gehirn noch in Milz oder in Herz detektiert (Boer et al. 2005). Bieger et al. (2008) unter-
suchten ebenbfalls die postabsorptive Gewebeverteilung von Quercetin beim Schwein (Bie-
ger et al 2008) nach oraler Aufnahme von 50 mg Quercetin/kg KGW/Tag fur 4 Wochen.
Auch in dieser Studie zeigten sich die niedrigsten Gesamtflavonolkonzentrationen im Ge-
hirn. Die hdchsten Gesamtflavonol-Konzentrationen wurden in Organen, die in die Elimi-
nierung von Quercetin involviert sind (Colon, Jejunum, Leber, Niere) detektiert. Im Gegen-
satz zur Ratte machten hier Quercetinkonjugate (67-98%) den Hauptanteil der Gesamt-
flavonole in allen untersuchten Geweben aus. In den untersuchten Geweben konnten im Ge-
gensatz zum Plasma Gehalte von dekonjugiertem Quercetin (30-100% der Gesamtflavonol-
konzentration) nachgewiesen werden. Allerdings konnten die Autoren keinen direkten Zu-
sammenhang zwischen der Konzentration an Aglyka und der spezifischen Aktivitit der -
Glucronidase in den jeweiligen Geweben feststellen. Des Weiteren erfolgte keine nennens-
werte Akkumulation von Quercetin/Quercetinmetaboliten in allen untersuchten Geweben
uber den gesamten Versuchszeitraum von 4 Wochen (Bieger et al, 2008).

Bislang gibt es nur sehr wenige Studien zur Bioverfligbarkeit und Gewebeverteilung von
Quercetin und dessen Metaboliten bei Fischen. In einer Studie von Park et al. (2008) an Nil
Tilapien (Oreochromis Niloticus) wurden nach oraler Aufnahme einer quercetinhaltigen
Diéat (1% Quercetin im Futter) tber 1 bzw. 15 Wochen nur Quercetin und sein methyliertes
Derivat Isorhamnetin im Plasma, in der Leber und im Ganzkoérperhomogenat detektiert. Im
Unterschied zu Ratte und Schwein lagen hier Quercetin und Isorhamnetin in den untersuch-
ten Geweben ausschliel3lich in nicht-konjugierter Form vor. Wie beim Schwein machte den
Hauptanteil an Gesamtflavonol das Quercetin im Plasma bzw. den Geweben aus (Park et al.
2008).
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2.1.1.3  Quercetin als Antioxidans

Zahlreiche in vitro- und in vivo-Versuche weisen darauf hin, dass eine flavonolreiche Ernah-
rung gesundheitsfordernd ist und préventiv gegen verschiedene Krankheiten wirkt. Das
Flavonol Quercetin besitzt bei Sdugetieren mehrere positive Eigenschaften, so weist es zum
Beispiel antibakterielle (Ramos et al. 2006; Cushnie und Lamb 2005), antiinflammatorische
(Serafini et al. 2010; Comalada et al. 2005) und anticarcinogene (Dajas 2012; Boots et al.
2008) Effekte auf. Viele wenn nicht alle dieser Effekte von Quercetin beruhen wahrschein-
lich letzendlich auf seinen antioxidativen Eigenschaften (Boots et al. 2008; Williams et al.
2004; Middleton et al. 2000). Flavonoide kénnen durch diverse Mechanismen vor Zellscha-
den, welche durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) verursacht werden, schiitzen. Sie
konnen entweder als direkter Radikalfanger freie Radikale abfangen und neutralisieren oder
durch Bindung von pro-oxidativen Metallionen die ROS-Produktion verhindern (Baccan et
al. 2012; Prochazkova et al. 2011; Mira et al. 2002; Fraga et al. 2010; Pietta 2000). Da ins-
besondere ungeséttigte Fettsauren in Membranphospholipiden durch ROS geschéadigt wer-
den kdnnen (Halliwell und Gutteridge 1999; Tichivangana und Morrissey 1985; Allen und
Foegeding 1981), ist von Interesse, dass in einer in vitro-Studie gezeigt wurde, dass
Flavonoide und ihre Derivate in Lipiddoppelmembranen integriert werden kénnen und so
lokal ungeséttigte Fettsduren von oxidativen Verinderungen schiitzen kénnen (Kosinova et
al. 2012; Abb .6 ). In Untersuchungen von Bonarska-Kujawa et al. (2014) fihrten Flavonole

zur Stabilisierung der Membranstruktur und schiitzten sie vor Lipidperoxidation.
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Abb. 6: Die Position des Quercetin und seine Metaboliten in den artifiziellen Phospholipid-
Doppelmembranen (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine; DOPC), modifiziert
nach KosSinova et al. (2012). (A) Quercetin, (B) 3"-O-Methylquercetin, (C) Quercetin-3-
O-Sulfate, (D) Quercetin-3-O Glucuronide. Die orange Kugeln und Linien beschreiben
die Phosphoratome

Wie schon erwahnt (Abschnitt 2.1.1.1), wird Quercetin nach oraler Aufnahme intensiv durch
Biotransformationsenzyme umgesetzt. Im Blut zirkulieren deshalb v.a. Konjugate von Quer-
cetin und seinen Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur. Zahlreiche Studien belegen, dass
methylierte bzw. konjugierte Metabolite von Quercetin aufgrund der Blockierung der freien
phenolischen Hydroxylgruppen weniger effizient bezlglich der antioxidativen Wirkungen
gegen freie Radikale sind (Prochazkova et al. 2011; Angeloni et al. 2007; Lemanska et al.
2004; Justino et al. 2004; Manach et al. 1998).

Flavonoide konnen auch Uber die Aktivierung endogener antioxidativer Schutzenzyme
antioxidativ wirken (Carrasco-Pozo et al. 2016; Braun et al. 2011; Rodrigo et al. 2011;

Kimura et al. 2009). Die Studien belegen, dass das Flavonol Quercetin seine antioxidative
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und entziindungshemmende Wirkung durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nu-
clear factor erythroid related factor 2 (Nrf2) und die Hemmung des NF-kB Signalwegs wirkt
(Carrasco-Pozo et al. 2016; Hur und Gray 2011; Chirumbolo 2010; Tanigawa et al. 2007)
und so die Nrf2/Antioxidant responsive elements (ARE) - abhangige Gene induzieren kann
(Lee et al. 2015; Ramyaa et al. 2014; Tanigawa et al. 2007; Shen et al. 2005). Nrf2 ist ein
redoxsensitiver Transkriptionsfaktor, der fir die Expression von mehreren antioxidativen
Enzymen verantwortlich ist (Nguyen et al. 2009). In diesem Zusammenhang zeigten
Tanigawa et al. (2007) in einer in vitro-Studie, dass nicht nur die relative Konzentration der
MRNA von Nrf2 in HepG2-Zellen nach Inkubation mit Quercetin (5-40 uM) anstieg, son-
dern auch die Konzentration des Nrf2-Proteins in der posttranskriptionalen Phase durch
Verhinderung proteasomaler Abbau stabilisiert wurde. Braun et al. (2011) konnten anhand
eines Zellkultur-Modells (primdre humane Osteoblasten) zeigen, dass Quercetin (100uM)
die Genexpression antioxidativer Schutzenzyme wie den Superoxid-Dismutasen (SOD) und
H&moxygenase-1 (HO-1) induziert (Braun et al. 2011). In einr in vitro Zellkultur-Studie von
Martin et al. (2010) konnte gezeigt werden, dass die Kakao-Polyphenolextrakte, bestehend
aus Epicatechin (383,5 mg/100g), Catechin (116mg/100g) und Procyanidine
(254,5mg/100g), die Glutathionperoxidase- (GPx) sowie Glutathionreduktase (GR)-
Aktivitat Uber die extrazellulare regulierte Kinase (ERK) in HepG2-Zellen erhéht (Martin et
al. 2010).

2.2  Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Aufgrund der Relevanz fiir die vorliegende Arbeit wird hier auf die wichtigsten Aspekte der
Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen und deren Wirkungen im Organismus sowie
auf die zentralen anti-oxidativen Schutzenzyme des Organismus eingegangen.

Alle aeroben Lebensformen kdnnen ohne Sauerstoff nicht tiberleben. Dennoch ist der Um-
satz von Sauerstoff mit gewissen Risiken fiir die Integritat bestimmter Molekile, von Zellen
und unter Umstanden fur den gesamten Organismus verbunden. Unter bestimmten physiolo-
gischen und pathologischen Bedingungen kdnnen hoch reaktive Sauerstoffverbindungen,
sog. reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (Halliwell und Gutteridge 199). Dazu zéh-
len neben freien Sauerstoffradikalen auch nicht-radikalische Verbindungen wie Wasser-
stoffperoxid (H,O,) oder Ozon (O3) oder auch die sog. reaktiven Stickstoffspezies (RNS)
(Halliwell und Gutteridge 1999). Als freie Radikale bezeichnet man grundséatzlich Atome,
lonen, oder auch Molekiile, die mindestens ein oder mehrere ungepaarte Elektronen aufwei-

sen (Halliwell und Gutteridge 1999). Diese reaktiven Substanzen werden im Organismus in
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bestimmten Umfang unter physiologischen Bedingungen, z.B. als Nebenprodukte der mito-
chondrialen Atmungskette oder auch durch exogene Faktoren wie z.B. UV-Strahlung gebil-
det (Thannickal und Fanburg 2000).

Im biologischen System spielen das Superoxidradikalanion und das Hydroxylradikal eine
zentrale Rolle. Molekularer Sauerstoff wird in der Atmungskette Uber Zwischenprodukte zu
Wasser reduziert. Die Reduktion von Sauerstoffmolekiilen durch ein, zwei und drei Elektro-
nen fihrt zur Bildung des Superoxidradikals (02° °), des Wasserstoffperoxids (H,0;), des
Hydroxylradikals (OH®) und letztendlich des Wassers (H,0) (Sies, 1997; Proctor und Rey-
nolds 1984; Abb. 7).

- - + .+ -+
302 ¢ o e”/2H HO, e/H o £ /H HO
-HO '

Abb. 7: Reduktion von Sauerstoffmolekiilen (modifiziert nach Proctor und Reynolds 1984)

Das Superoxidradikal (02° *) wird hauptsachlich durch den Elektronentransport in der inne-
ren Mitochondrienmembran gebildet. Es wird angenommen, dass 2% des eingeatmeten Sau-
erstoffs in der mitochondrialen Atmungskette zum Superoxidradikal umgesetzt werden (A-
bele und Puntarulo 2004; Halliwell und Gutteridge 1999). Der sog. respiratorische Burst,
welcher mit der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, z. B. bei bakteriellen Infektio-
nen verbunden ist, ist eine andere wichtige Quelle fur die Bildung des Superoxidradikals
(02*") (Thannickal und Fanburg 2000).

NADPH-Oxidase ¥ + o-
NADPH + 20, ———  NADP "+ H" + 20,

Sharp und Secomber (1993) zeigten in einer Studie an Regenbogenforellen (Oncorhynchus
mykiss), dass Makrophagen, aufgrund steigender Produktion von ROS, einen starken bakte-
riziden Mechanismus besitzen und eine Hemmung der NADPH-Oxidase die bakteriziden
Eigenschaften der Makrophagen beim Fisch, &hnlich wie beim Sdugetier, verschlechtert
(Sharp und Secombes 1993).

Auch beim Fisch werden dahnlich wie beim S&ugetier in der mitochondrialen Atmungskette
grolle Mengen an ROS gebildet. Fische besitzen ebenfalls entsprechende antioxidative
Schutzmechanismen, um die schadigende Wirkung von ROS zu verhindern (Mortelette et al.

2010). Des Weiteren wurde gezeigt, dass es eine positive Korrelation zwischen der Menge
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an rotem Muskelanteil und der ROS-Produktion gibt. Rote Muskelfasern verbrauchen mehr
Sauerstoff als weil3e Fasern und weisen eine hohere mitochondriale Aktivitat auf, welche zu
einer erhohten ROS-Bildung beim Saugetier sowie beim Fisch fiihrt (Mortelette et al. 2010).
Der wichtigste Lieferant fir das Hydroxylradikal (OH®) ist das stabile, nichtradikalische
Wasserstoffperoxid (H,0,), das durch Interaktion mit Ubergangsmetallionen in der sog.
Fenton-Reaktion, in der Haber-Weiss-Reaktion (Reaktion zwischen H,O, und O5°® ") oder
durch Reaktion mit andere Verbindungen, z. B. Stickstoffmonoxid (NO), aus dem Ozon
(Og3) in der Atmosphére oder auch durch Einwirkung elektromagnetischer Gammastrahlung
im Wasser gebildet werden kann (Kehrer 2000; Halliwell und Gutteridge 1999).

0, +Fe¥ 5 Fe? +0,
H,O, + Fe®* — Fe** + OH + OH (Fenton-Reaktion)

H,0, + 0 - O,+0OH + OH (Haber-Weiss-Reaktion)

Im biologischen System stellt das Hydroxylradikal mit einer Halbwertszeit von 10 Sekun-
den das reaktivste Sauerstoffradikal dar und es reagiert sehr schnell mit fast jeder Art von in
der Zelle befindlichen Molekilen, wie Zuckern, Aminoséauren, Phospholipiden, DNA-Basen
und organischen Sauren (Halliwell und Gutteridge 1999; Pryor 1986). Das Hydroperoxylra-
dikal (HO,®), die protonierte Form des Superoxidradikals, ist viel reaktiver als das Super-
oxidradikal selbst. Das Hydroperoxylradikal, das in der N&he der Membranoberfléche ent-
steht (eventuell auf Grund des niedrigeren PH-Werts in diesem Bereich), kann so die Zell-
membran beschéadigen (Halliwell und Gutteridge 1999).

Oxidativer Stress liegt vor, wenn die Produktion von Oxidantien (z.B. ROS/RNS) die Kapa-
zitat der antioxidativen Schutzmechanismen der Zielzelle Gberschreitet (Halliwell und Gut-
teridge 1999). Oxidativer Stress korreliert mit einem erhéhten Risiko fur zahlreiche Erkran-
kungen beim Menschen, wie z. B. Tumorerkrankungen, chronische Darmerkrankungen, Di-
abetes mellitus, Parkinson, Alzheimer und Herz-Kreislauferkrankungen (Alfadda und
Sallam 2012; Halliwell und Gutteridge 1999). Aber auch bei Nutztieren wird oxidativer
Stress mit zahlreichen Erkrankungen wie z. B. Enteritis, Sepsis, Pneumonie, Mastitis und
Gelenkerkrankung in Verbindung gebracht (Lykkesfeldt und Svendsen 2007).
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2.2.1 Oxidativer Stress und Lipidperoxidation

Bei der Interaktion von ROS mit Phospholipiden werden die Strukturen der Zellmembran
geschadigt, was schliel}lich zum Funktionsverlust der Biomembran fiihrt. Das Ausmal} der
Lipid-Oxidation ist abhdngig von einer Reihe von Faktoren. Der wichtigste Faktor ist die
Konzentration der mehrfach ungesattigten Fettsauren in den jeweiligen Lipidsystemen (Al-
len und Foegeding 1981). Aufgrund des hohen Gehaltes an mehrfach ungeséttigten Fettséu-
ren (PUFA), ist Fisch bei der Verarbeitung und Lagerung im Vergleich zu Fleisch anderer
Nutztiere wie Gefligel, Schwein, Rind, und Lamm, viel anfélliger fir Lipidoxidation
(Tichivangana und Morrissey 1985). Lipidoxidation ist eine der Hauptursachen von Quali-
tatsverlusten beztglich Geschmack, Geruch, Farbe und Textur bei tierischen Fleischproduk-
ten (Min and Ahn 2005).

Lipidperoxidation ist eine freie Radikal-Kettenreaktion, die sich aus den folgenden drei
wichtigen Schritten zusammensetzt: Initiation, Propagation und Termination. Initiation der
Lipidperoxidation erfolgt durch den Angriff reaktiver Radikalen (ROS/RNS) auf ein labiles
Wasserstoffatom einer Methylengruppe (-CH;) einer ungesattigten Fettsdure und der Bil-
dung eines Lipidradikals (L"). Unter Anwesenheit von O, reagiert das Fettsaureradikal mit
Sauerstoff (O;), wodurch ein Lipidperoxylradikal (LOQO") entsteht. Das gebildete Peroxylra-
dikal ist in der Lage, erneut mit einer Abstraktion eines weiteren Wasserstoffatoms aus
einem anderen Lipid-Molekil, wie z.B. aus benachbarten Fettsduren, Hydroperoxid (LOOH)
und ein weiteres Lipidradikal zu bilden (Propagation-Phase). Lipidhydroperoxide sind sehr
instabil und reagieren deshalb rasch weiter. In dieser Phase laufen eine Reihe von Kettenre-
aktionen ab, die schliefflich zu stabilen und toxischen Produkten, wie Aldehyden (Malondi-
aldehyd), zyklische Endoperoxiden und Ketonen fiihren (Termination-Phase) (Halliwell und
Gutteridge 1999). Dieser Prozess kann auch in der post mortem-Phase ablaufen (z. B. bei
der Bearbeitung und Lagerung von Lebens- und Futtermitteln). In Abbildung 8 sind die drei
Reaktionsphasen der Lipidperoxidation sowie die Entstehung von Malondialdehyd aus Ara-

chidonsdure dargestellt.
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Abb. 8:  Peroxidation der Arachidonséure (Halliwell und Gutteridge 1999). Die ROS-initiierte
Abstraktion eines Wasserstoffatoms erfolgt hierbei am C-13 (initiation). Das dabei ent-
standene Lipidradikal reagiert mit Sauerstoff zum Lipidperoxylradikal, welches in weite-
ren Schritten zu einem zyklischen Peroxid stabilisiert wird. Hieraus wird das Endoper-
oxid gebildet, welches aus dem Malondialdehyd (MDA) freigesetzt wird.

Malondialdehyd ist letzendlich ein Haupt-Abbauprodukt der Lipidperoxidation (Abb. 8).
Seine Plasmakonzentration wird als ein MaR flr den oxidativen Stress bei Mensch und Tier
verwendet (Lykkesfeldt 2007; Halliwell und Gutteridge 1999; Nielsen et al. 1997). MDA
kann mit unterschiedlichen Aminoséuren in Proteinen, wie Lysyl-, Histidyl-, Tyrosyl-,
Arginyl- und Methionyl-Resten, reagieren. Dies kann zur Inaktivierung von Enzymen fuh-
ren. Reaktionen von MDA mit DNA-Basen kénnen auch Mutationen und eine Vielzahl von
mutagenen Verbindungen (Pyrimido(1,2-a)purin-10(3H)-one, 1N?-Ethenodeoxyguanosin)
verursachen (Halliwell und Gutteridge 1999).
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2.3  Antioxidantien und Antioxidatives Schutzsystem

Fische besitzen wie alle anderen aeroben Organismen ein antioxidatives Schutzsystem, das
in drei Subsysteme unterteilt werden kann: antioxidative Enzymsystme, nicht enzymatische
Antioxidantien und spezifische Metall-bindende-Proteine. Viele Faktoren kénnen die oben
genannten Schutzsystem beim Organismus induzieren und werden insbesondere durch die
biotischen und abiotischen Umweltfaktoren wie Ernahrungszustand, Qualitidt und Quantitat
der Nahrung, Temperatur, Salinitdt, intensive Schwimmverhalten, Strahlung, Wasserver-
schmutzung, Stressreaktionen und pathophysiologische Prozesse beeinflusst (Rahal et al.
2014: Pizzorno und Murray 2012; Tiwari 2012; Martinez-Alvarez et al. 2005).

2.3.1 Antioxidantive Enzymsysteme

Zur Kontrolle der Konzentration von ROS besitzen lebende Zellen von Sdugern und Fischen
ein sehr aktives enzymatisches Schutzsystem. Die wichtigsten Vertreter dieser Enzyme sind
Superoxid-Dismutasen (SOD), die Katalase (CAT) und Glutathionperoxidasen (GPx). Diese
Enzyme sind wirkungs- und substratspezifisch (Rahal et al. 2014; Pizzorno und Murray
2012; Rodrigo et al. 2011; Pamplona und Costantini 2011; Davies 2001; Halliwell und Gut-
teridge 1999; Michiels et al. 1994). Die verschiedenen Enyzmsysteme bilden im Organismus

ein Netzwerk, dessen wesentliche Komponenten in Abb. 9 schematisch dargestellt sind.

2e
202 k\ -9 +
202 2 H20 GSSG NADPH + H G-6-P
[SOD | GPx
+
0, H,0, 2GSH NADP 6-PG
CAT
12 0;+H,0

Abb. 9: Enzymatischer Abbau reaktiver Sauerstoffspezies (Jensen und Clausen 1984 , Weydert und
Cullen 2009). Das Superoxid-Anion (O*") wird durch das Enzym Superoxid-Dismutase
(SOD) entscharft und in Wasserstoffperoxid (H,O,) tberfuhrt. Das entstandene Wasser-
stoffperoxid wird durch die Katalase (CAT) und Glutathion-Peroxidase (GPx) zu Sauer-
stoff (O,) und Wasser (H,O) gespalten. Die GPx erfordert mehrere sekunddre Enzyme wie
Glutathionreduktase (GR), Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PD) sowie Gluta-
thion (GSH), um seine Funktion auszufihren.
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Superoxid-Dismutase (SOD)

Die SOD katalysiert die Reaktion von reaktiven Superoxid-Anionen zu weniger reaktivem
Wasserstoffperoxid unter Bildung von Wasser und Sauerstoff und ist das erste Enzym, das
auf ROS reagiert (Rahal et al. 2014; Pamplona und Costantini 2011; Marikovsky et al. 2003;
Weydert und Cullen 2009; Michiels et al. 1994; McCord und Fridovich 1969).

20, +2H" 3P H,0,+0,

Je nach Lokalisationsort und dem Metallion im aktiven Zentrum des Enzyms unterscheidet
man drei Formen: Die zytosolische Kupfer-Zink-SOD die mitochondriale Mangan-SOD und
die eisenhaltige Form (Fe-SOD), die man nur in Bakterien und im Chloroplast der héheren
Pflanzen, aber nicht in den tierischen Geweben findet (Halliwell und Gutteridge 1999).

Die Kupfer-Zink-SOD spielt sowohl bei der Immunantwort, neuronalen Apoptose und An-
giogenese als auch bei Krebserkrankungen eine wichtige Rolle (Marikovsky et al. 2003;
Marikovsky et al. 2002; Greenlund et al. 1995; Oberley und Buettner 1979). Die Spezifische
Aktivitdt von Cu-Zn-Superoxid-Dismutase-Isoformen wurde auch als Biomarker des oxida-
tiven Stresses beim Fisch empfohlen (Pedrajas et al. 1995). Entscheidend fiir die optimale
Aktivitat der SOD ist also das Metallion (Zink, Kupfer und Mangan) im aktiven Zentrum. In
vivo-Studien belegen, dass Kupfer- und Zinkmangel einen negativen Einfluss auf die Cu-Zn-
SOD Aktivitat beim Organismus haben (Kleczkowski et al. 2003; Hidalgo et al. 2002). Als
Beispiel wurde bei Regenbogenforellen gezeigt, dass in Folge eines Zinkmangels unter an-
derem der oxidative Stress begunstigt wird (Hidalgo et al. 2002). Veranderungen im Stoff-
wechsel der Spurenelemente, wie Zink (Zn), Kupfer (Cu) und Selenium (Se), kdnnen gene-
rell die endogenen antioxidativen Schutzenzyme stark beeinflussen (Fontagné-Dicharry et
al. 2015; Jurczuk et al. 2004; Noaman et al. 2002; Hidalgo et al. 2002). Dartiber hinaus
wurde von einer Erhohung der Aktivitat der SOD durch Nahrungsentzug bei der Goldbrasse

(Sparus aurata) berichtet (Pascual et al. 2003).

26



2 Literaturtibersicht

Katalase (CAT)

Das Enzym Katalase befindet sich vor allem in den Peroxisomen und katalysiert die Um-
wandlung von Wasserstoffperoxid (H,O,) zu Sauerstoff (O,) und Wasser (H,O) (Halliwell
und Gutteridge 1999; Forman und Torres 2002).

CAT
2H202 — 02 + 2H20

Akatalasdmie oder Morbus Takahara ist eine seltene Krankheit beim Menschen, welche
durch eine Mutation des Katalasegens verursacht wird und zu starken Schleimhautnekrosen
in der Mundhohle flhrt (Halliwell und Gutteridge 1999).

Beim Fisch findet man eine hohe Katalaseaktivitat in Leber und Erythrozyten (Filho et al.
1993). In einer Studie mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) konnte gezeigt wer-
den, dass das Alter des Fisches die Aktivitat der enzymatischen Antioxidantien beeinflussen
kann (Otto und Moon 1996). In der genannten Studie wurde eine Abnahme der Aktivitat von
SOD und Glutathion-Reduktase (GR) in der Leber und dem extrahepatischen Gewebe mit
steigendem Alter beobachtet, wéhrend die Aktivitat der Glutathion-Peroxidase (GPx) und
der CAT unverandert blieben (Otto und Moon 1996).

Glutathion-Peroxidase (GPX)

Glutathion-Peroxidasen (GPX) katalysieren die Reduktion von H,O, und organischen Hyd-
roperoxiden zu Wasser bzw. Alkoholen. Zellulares, in reduzierter Form vorliegendes, Gluta-
thion dient hierbei als Cosubstrat. Das Enzym enthélt Selen in Form von Selenocystein im
aktiven Zentrum (Halliwell und Gutteridge 1999; Michiels et al. 1994).

GPX
2GSH + H202 — GSSG + 2H:20

Bis jetzt sind beim Séduger vier verschiedene Isoformen in der Familie der selenabhangigen
Glutathion-Peroxidasen (Gpx) bekannt: Phospholipidhydroperoxid-GPx (PHGPx), Plasma-
GPx (pGPx), gastrointestinale GPx (GI-GPx) und cytosolische GPx (cGPx).

27



2 Literaturtibersicht

2.3.2 Nicht enzymatische Antioxidantien

Nach Halliwell et al. (1999) ist ein Antioxidans jede Substanz, die in niedrigerer Konzentra-
tion im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat vorliegt und dessen Oxidation signifikant
verzogert oder verhindert (Halliwell und Gutteridge 1999). Bei den nicht enzymatischen
Antioxidantien handelt es sich um niedermolekulare Substanzen, die entweder von endoge-
nem oder exogenem Ursprung sind. Weiterhin wird zwischen wasser- und fettléslichen Sub-
stanzen unterschieden.

Zu den niedermolekularen endogenen Antioxidantien gehoren v.a. Glutathion (GSH), Harn-
séure, Bilirubin, Coenzym Q und a-Liponséure (Gomez-zubeldia et al. 2000; Halliwell und
Gutteridge 1999). Als exogene Antioxidantien, die Uber die Nahrung zugefihrt werden,
kann man Tocopherole (Vitamin E), 3-Carotin und sekundare Pflanzenstoffe mit phenoli-
schen Strukturen, wie z.B. Flavonoide, nennen. Viele Knochenfische, darunter auch die Re-
genbogenforelle, kénnen dhnlich wie der Mensch und das Meerschweinchen Vitamin C auf-
grund eines Mangels an L-Gulono-y-lacton-Oxidase nicht selbst synthetisieren (Krasnov et

al. 1998). Damit gehort Vit C bei diesen Spezies zu den exogenen Antioxidantien.

Vitamin E

Vitamin E ist ein Oberbegriff fur zwei Gruppen von fettloslichen Verbindungen - Toco-
pherole und Tocotrienole - die qualitativ die gleiche biologische Wirksamkeit wie R, R, R-a-
Tocopherol aufweisen und zum ersten Mal im Jahr 1922 durch Evans und Bishop als ein fir
Fortpflanzung und Reproduktion von Ratten essenzieller Faktor beschrieben wurden (Evans
und Bishop 1922). In der Natur findet man acht Formen von Vitamin E: a-, -, v, und &-
Tocopherol, sowie a-, B-, v, und 3-Tocotrienol, wobei die Derivate des Tocotrienols im Ver-

gleich zu Tocopherol nur eine geringe Vit. E-Wirkung aufweisen (McDowell 2000).

Chemische Struktur und biologische Wirkung

Strukturell gesehen bestehen alle acht natirlichen Verbindungen von Vit E aus einem
Chromanolring, der an Position C2 mit einer langen (C16) isoprenoiden Seitenkette ver-
knupft ist (Abb. 10). Derivate des Tocopherols (TOC) haben eine geséttigte Seitenkette,
wohingegen Tocotrienole eine dreifach ungesattigte isoprenoide Seitenkette haben. Je nach
Anzahl der Methylgruppen und deren Position am Chromanolring unterscheiden sich die
Tocopherol und Tocotrienol-Derivate untereinander, wobei d-a-Tocopherol mit drei Me-

thylgruppen am Chromanring die hochste biologische Aktivitat aufweist (NRC 2011; Packer

28



2 Literaturtibersicht

und Obermdller-Jevic 2002). Die biologische Aktivitat der natirlich vorkommenden Toco-
pherol-Derivate ist in Tab. 3 zusammengefasst.

Abb. 10: Grundstruktur der Tocopherole (nach Azzi und Stocker, 2000; Packer und Obermuller-
Jevic 2002). Diese bestehen aus einem Chromanolring mit einer isoprenoiden Seitenkette;
R1-R3 sind Methylgruppen (s.a. Tab. 3).

Tab. 3: Biologische Aktivitat der Tocopherol-Derivate

Derivat des Tocopherols R1 R2 R3 Biologische Wirk-

samkeit*
a-Tocopherol CH3 CH3 CH3 1
3 -Tocopherol CH3 H CH3 0,5
y-Tocopherol H CH3 CH3 0,1
& -Tocopherol H H CHS3 0,03

* Ausgedriickt als d-a-Tocopherol-Aquivalente, wurden dann die folgenden Werte fiir
die verschiedenen Isoformen zugeordnet (Ng 2004)

In der Tiererndhrung wird vor allem das synthetisch hergestellte a-Tocopherol verwendet.
Synthetische a-Tocopherol enthélt gleiche Mengen aller 8 moglichen Stereoisomere (RRR,
RRS-, RSR-, RSS-, SRR-, SRS-, SSR-, SSS-) und wird auch als all-rac-a-Tocopherol be-
zeichnet (Vagni et al. 2011). Fiur die Stabilitdt der Chromanstruktur werden vor allem
Acetat- und Succinatester- verwendet (z. B. all-rac-a-Tocopherylacetat). Alpha-
Tocopherylacetat liegt bei Raumtemperatur in Olform, der Succinylester als Pulver vor (Jen-
sen et al. 1997). Die Ester werden nach Aufnahme im Gastrointestinaltrakt zu den freien
Formen hydrolysiert und erst dann im Organismus biologisch aktiv (Weiser und Vecchi
1982). Die relative biologische Wirkung von all-rac-a-Tocopherol und seines Acetylesters
betragen 74% bzw. 67% des RRR-a-Tocopherols (Packer und Obermiller-Jevic 2002).

Als wichtigstes lipophiles Antioxidans kann Vitamin E nur lber die Nahrung zugefiihrt

werden. Hierbei gibt es eine positive Korrelation zwischen Fettgehalt und Vitamin-E-Gehalt

29



2 Literaturtibersicht

des Fisches. Die Organe eines Fisches, die normalerweise nicht gegessen werden, wie Leber
und Darm, enthalten viel grofiere Mengen an fettlgslichen Vitaminen als das Fleisch selbst
(Murray und Burt 2001). In einer Studie mit Regenbogenforellen konnte gezeigt werden,
dass das Alter des Fisches, nicht aber das Geschlecht, den Vitamin-E-Gehalt beeinflusst. In
dieser Studie wiesen die jungsten Fische den hdchsten Tocopherolgehalt auf (Lopez et al.
1995).

Vitamin E werden unterschiedliche physiologische Eigenschaften zugeschrieben. Als das
wichtigste lipophile Antioxidans Ubernimmt das Vitamin E eine Schutzfunktion der Zell-
membran gegeniiber oxidativem Stress. Die Mesomeriestabilisierung des Tocopherol-
Radikals schitzt die mehrfach ungeséttigten Fettsauren vor Angriffen durch Radikale, indem
die radikalische Kettenreaktion durch Abgabe eines Wasserstoffatoms der phenolischen
Hydroxylgruppe abgebrochen wird. Vitamin E stimuliert die Darmphagozytenfunktion bei
der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und starkt so das Immunsystem der Fische
(Clerton et al. 2001). In einer Studie mit Atlantischem Lachs (Salmo salar) konnte durch
eine tagliche Supplementierung des Futters mit Vitamin E (400 mg/kg vitamin E als all-rac-
a-Tocopherylacetat) Uber einen Zeitraum von 14 Wochen eine signifikante Abnahme der
Malondialdehyd-Konzentrationen im Lachsfilet beobachtet werden, wahrend die Aktivitat
antioxidativer Enzyme in der Leber (GPx und SOD) weitgehend unverandert blieb (Faizan
et al. 2013).

2.4  Effekte von Quercetin beim Fisch

In verschiedene in vivo- und in vitro-Studien wurden bisher die postabsorptiven Wirkungen
von Flavonoiden bei Fischen untersucht. Plakas et al. (1985) zeigten in einer in vivo-Studie
mit Regenbogenforellen (Salmo gairdneri), dass eine sehr hohe orale Quercetinaufnahme
(500mg/kg KGW/Tag) uber eine lange Zeit (8 Monate) keine toxischen Wirkungen bei oben
erwéhnter Fischart hatte (Plakas et al. 1985). Untersuchungen von Tsuji und Walle (2008)
zur Toxizitat von einigen Flavonoiden bei der Fischleberzelllinie (Oncorhynchus mykiss)
konnten den Befund von Plakas et al. (1985) in vitro bestatigen, laut welchem das Quercetin
zwischen den untersuchten Flavonoiden die niedrigste Toxizitat aufwies (Tsuji und Walle
2008). Quercetin wies in vitro eine potente inhibitorische Wirkung (ICsp 139 uM) auf die
ovariale Aromataseaktivitat bei Regenbogenforellen auf (Pelissero et al. 1996). In der Aqua-
kultur werden Aromatase-Inhibitoren fir die Erzeugung von Monosex-Populationen genutzt.
Zum Beispiel flhrte der ovariale Aromatase-Inhibitor 1,4,6- androstatriene-3—17-dione

(ATD) bei Regenbogenforellen zur Maskulinisierung von weiblichen Monosex-
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Populationen (Guiguen et al. 1999). Quercetin ist in der Lage, den lonentransport im Diinn-
und Dickdarm von Fischen dhnlich wie beim Sduger zu beeinflussen (Cermak et al.1998,
2001 und 2002; Trischitta und Faggio 2006). Eine in vitro-Studie am isolierten Aaldarm
(Anguilla anguilla) zeigte, dass Quercetin (400 pmol/l) den lonentransport im Darm durch
die Stimulierung der cAMP-unabhdngigen Anionen bzw. der Chlorid-Sekretionzu beein-
flusst. Die Sekretion von Chlorid spielt auch im Zusammenhang mit osmoregulatorischen
Funktionen bei Salzwasserfischen eine Rolle, wobei Trischitta und Faggio (2006) vermuten,
dass insbesondere Quercetin diese Prozesse beeinflussen konnte. Am Rattendarm konnte in
vitro gezeigt werden, dass das Flavonol Quercetin (100 pmol/l als Aglykon) die Sekretion
von Chlorid-lonen im Diinn- und Dickdarm induziert (Cermak et al.1998 und 2001).
Bezuglich der antioxidativen Wirkungen des Flavonols Quercetin beim Fisch zeigten Yang
et al. (2012), dass Rutin (50 pmol/l) beim Zebrafisch die durch UV-B-Strahlung ausgeldste
ROS-Produktion und den Zelltod inhibiert (Yang et al. 2012). Shin et al. (2010a) untersuch-
ten den Einfluss von Quercetin auf das Wachstum sowie seine antioxidative Wirkung bei
Flundern (Paralichthys olivaceus), die hypoosmotischem Stress ausgesetzt waren. Den Tie-
ren wurde eine quercetinhaltige Diat mit zwei Dosierungen (0,25% bzw. 0,5 % Quercetin/kg
Futter/Tag) Uber einen Zeitraum von 30-60 Tagen verabreicht. Die Fltterungsgruppe mit der
hdchsten Quercetin-Supplementierung zeigte im Vergleich zu Kontrollgruppe eine hohere
Gewichtszunahme. Zudem hatten die Tiere mit Quercetin-Supplementierung im Vergleich
zur Kontrollgruppe niedrigere Cholesterinkonzentrationen im Blut. Des Weiteren beobachte-
ten die Autoren eine gesteigerte Stressresistenz und Immunfunktion durch Zusatz von Quer-
cetin bei den untersuchten Fischen (Shin et al. 2010a). Quercetin erhohte die Lysozymakti-
vitat und die Immunfunktion bei Flundern. Dartiber hinaus waren die mMRNA-Konzentration
und die Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und CAT, die H,O,-Konzentrationen in
Serum sowie Plasmacortisolspiegel bei Fischen mit Quercetinzusatz deutlich niedriger (Shin
et al. 2010a). Die in vitro Studie von Higson und Jones (1984) zeigte, dass das Flavonol
Quercetin unter anderem in der Lage ist, das im Blut der Regenbogenforelle nach Stimulati-
on durch Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA; 1ug/ml) produzierte Superoxidradikal
(02*) und Wasserstoffperoxid (H,0;) zu neutralisieren (Higson und Jones 1984).

Dariiber hinaus zeigt Quercetin auch bei Fischen antibakterielle und antiinflammatorische
(Serafini et al. 2010; Ramos et al. 2006; Cushnie und Lamb 2005; Comalada et al. 2005)
sowie immunmodulatorische Effekt (Awad et al. 2013). Bei Regenbogenforellen (On-
corhynchus mykiss), fuhrte die Fitterung von Quercetin (1% Quercetinaglykon im Futter)

fur eine Zeit von zwei Wochen zu einem erhéhten Immunglobulin-M-Spiegel (IgM), einer
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erhdhten Myeloperoxidasemenge (MPO), sowie einer gesteigerten Lysozymaktivitat (Awad
et al. 2013).

Der Einfluss von Quercetin auf das Wachstum und die Lipidkonzentration im Serum von
Tilapia (Oreochromis niloticus) wurde von Zhai und Liu (2013) untersucht. Die Tiere hatten
Quercetin in verschiedenen Dosierungen (0, 200, 400, 800, und1600 mg/kg KGW) oral ber
sieben Woche erhalten. Sowohl die spezifische Wachstumsrate (SGR, specific growth rate)
als auch der Korpulenzfaktor (K-Wert) der Quercetin-Gruppen war unabhéngig von der
Dosierungshéhe am Ende des Versuchs deutlich besser bzw. hoher als in der
Kontrollgruppe. Des Weiteren wurde die Triglyceridkonzentration im Serum dosisabhangig
verringert, wahrend sich die HDL-Cholesterin-Konzentration signifikant anstieg. In der
genannten Studie wurde auch die Gesamtkdrperzusammensetzung der Tiere durch Querce-
tin-Supplementierung beeinflusst. Der Rohfett- und Wassergehalt lag bei den Quercetin-
Gruppen unahdngig von der Dosierungshohe bzw. ab einer Konzentration von 400 mg
Quercetin/kg KGW signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe, wéahrend der Gehalt an
Rohprotein in der Kontrollgruppe am niedrigsten war (Zhai und Liu 2013). Die Autoren
folgerten aus den beobachteten Ergebnissen, dass Quercetin verschiedene Wachstumspara-
meter verbessert und gleichzeitig die Lipidkonzentration im Serum und Gesamtkorper der
untersuchten Fische verringert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in vivo- und vor allem in vitro-Studien gezeigt
haben, dass auch beim Fisch vielerlei Effekte von Quercetin, vergleichbar mit denen beim
Saugetier, auftreten. Anzumerken ist hierbei allerdings, dass die verwendeten Quercetin-
Konzentrationen in den oben genannten Studien h&ufig deutlich hoher waren als die nach

oraler Aufnahme biologisch vorkommenden Konzentrationen.
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3. Material und Methoden

Samtliche Versuche mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) und Spiegelkarfen
(Cyprinus carpio) wurden in den Versuchsanlagen der Gesellschaft fir Marine Aquakultur
mbH (GMA) in Bisum durchgefiihrt und waren durch das Ministerium flr Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein genehmigt (Genehmigungs-
nummer V244-7224.123-34). Im ersten Versuchsdurchgang (Forellen- bzw. Karpfenversuch
I) wurde v. a. die Retention und Akkumulation von Quercetin in ausgewahlten Geweben
(Blut, Muskel, Leber) gemessen. Zur Erfassung von oxidativem Stress wurde ferner die
Konzentration von Vitamin E und Malondialdeyd im Blut der Fische ermittelt. Der zweite
Versuchsdurchgang (Forellen- bzw. Karpfenversuch I1) hatte zum Ziel, neben mdglichen
Effekten von Quercetin auf Wachstum und Koérperzusammensetzung auch die Aktivitaten
ausgewadhlter antioxidativer Enzyme (Superoxiddismutase, Katalase) in Leber und Muskula-
tur von Forellen und Karpfen nach unterschiedlicher Quercetin-Supplementierung zu

messen.

3.1.  Forellenversuch I

3.1.1. Versuchstiere, Versuchsdesign und Versuchsdiaten

Regenbogenforellen mit einem Anfangsgewicht von 196,7 g £ 0,5 g (Mittelwert £ SEM)
wurden von der Firma Forellenzucht Trostadt GbR (Trostadt, Deutschland) bezogen. Die
insgesamt 272 Fische wurden so auf 16 Tanks (je 150 I) verteilt, dass ein mdglichst ahnli-
ches Durchschnittsgewicht/Becken erzielt wurde (Abb. 11). Jeweils 68 Tiere (4 Tanks mit
jeweils 17 Fischen) erhielten dabei eine der vier Versuchsdidaten mit unterschiedlichem
Quercetingehalt (Dosierung 0, 10, 30 bzw. 50 mg Quercetin/kg KGW). Die Fische wurden
in einem Kreislaufsystem bei einer Wassertemperatur von 14,2 + 0,04 C* (Mittelwert +
SEM; n =28) und einer Licht- bzw. Dunkelperiode von jeweils 12 h gehalten. Die Wasser-
qualitat wurde anhand der Sauerstoff-, Nitrit- - und Ammoniumkonzentration taglich tber-
wacht (Sauerstoff 8,4 + 0,11 mg/l (Mittelwert £ SEM; n =28), Handy Polaris, OXYGUARD
International A/S, Birkerod, Danemark; Nitrit 1.4 £ 0.09 mg/l und Ammonium 0.7 = 0.05
mg/l (Mittelwert + SEM n=28), Microquant test kit, Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land). Wahrend einer den eigentlichen Versuchen vorausgehenden Adaptationsphase von
zwei Wochen erhielten die Fische die Versuchsdidten ohne Zusatz von Quercetin (= Kon-
trolldiat). Danach wurden die jeweiligen Versuchsdidten tber einen Zeitraum von vier Wo-
chen geflttert. Flr die Versuche wurde ein pelletiertes (4 mm) Trockenfutter fir die oben

genannte Fischarten mit vier Dosierungen von Quercetin (Forelle: 0, 0,83, 2,5 und 4,2 g/kg
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TM; Karpfen: 0, 1,1, 3,4 und 5,6 g/kg TM) konzipiert. Dies entspricht bei einem Futte-
rungsniveau von 1,2 % (Forelle) bzw. 1 % (Karpfen) der Korpermasse einer Quercetinaufn-
hame von 0, 10, 30 bzw. 50 mg/ kg KGW. Beziglich der Nahrstoffgehalte entsprechen die
Diaten den aktuellen Versorgungsempfehlungen des NRC (National Research Council).
Samtliche Di&ten werden von der Firma Altromin (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,

Lage, Deutschland) hergestellt. Die Zusammensetzung der Versuchsdiéten ist in Tab. 4 dar-
gestellt.

Da die Besatzdichte Verhalten und Futteraufnahme von Fischen beeinflusst (Ashley 2007;
Alanara and Brannas 1996), wurden nach jeder Beprobung (s. u.) Fische aus den Reserve-

tanks genommen, markiert (wurden nicht fir Beprobung entnommen) und wieder in die Be-
cken eingesetzt.

Fiitterungsgruppen
Kontrollgruppe m = m w
) 17 17 17 i/
QUercetln: 0 @ Kre Tiere Tiere
T%re L Tg'e L Tgre Tg_re
Quercetin: 10 mg/kg KGW 17 17 17 17
Tiere Tiere Tiere Tiere

Quercetin: 30 mg/kg KGW 17 17 17 17
Tiere Tiere Tiere Tiere

Quercetin: 50 mg/kg KGW 17 17 17

Tiere
T|egre L T'2 2 L TZ

7 Beprobungs-Zeitpunkte (Entnahme von jeweils 2 Fischen)

Tag: 0 1 3 7 14 21 28

Abb. 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus und -ablaufs
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3.2 Karpfenversuch |

Spiegelkarpfen mit einem Anfangsgewicht von 181,2 g £ 4,5 g (Mittelwert + SEM) wurden
von der kommerziellen Fischzucht Kortmann GbR (Hohenwestedt, Deutschland) bezogen.
Die erste Versuchsreihe mit Spiegelkarpfen wurde im Wesentlichen analog zu dem oben
beschriebenen Versuch mit Forellen durchgefiihrt. Unterschiede bestanden jedoch hinsicht-
lich der Wasserparameter sowie der Nahrstoffzusammensetzung des Futters (Tab. 4). Die
wichtigsten Wasserparameter fur diesen Karpfenversuch waren: 21,74 + 0,12 °C Wasser-
temperatur (Mittelwert + SEM; n = 28), 10,39 + 0,17 mg / | Sauerstoff (Mittelwert £ SEM,;
n=28), Handy Polaris, OXYGUARD International A/S, Birkerod, Danemark; 0,4 + 0,02
mg/l Nitrit und 0,02 + 0,009 mg/l Ammonium (Mittelwert + SEM; n=28), Microquant test
Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; pH-Wert 7,66 + 0,028).

3.3 Probengewinnung Forellen- und Karpfenversuch I

Wahrend des 4-wochigen Futterungsversuchs wurden nach 16-stiindigem Futterentzug an 7
Zeitpunkten (Tag 0, 1 und 3 sowie nach 1, 2, 3 und 4 Wochen) jeweils 2 Fische/Becken ent-
nommen (Abb. 11), mit einem Schlag auf den Kopf getotet und Gewebeproben (Blut, Mus-
kel, Leber) flr die Bestimmung der Quercetinkonzentationen sowie der Konzentrationen
von Vitamin E und Malondialdeyd entnommen.

Die Blutproben wurden aus der kaudalen Vene mit einer 4,5-ml Lithium-Heparinat-haltigen
Spritze (45 I.E. Heparin /ml Blut Monovette®, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) gesam-
melt und sofort zur Plasmagewinnung 10 min bei 10.000 x g (Mikrozentrifuge 5415 CW,
Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Die individuellen biometrischen Daten, wie Gewicht
und Lange der einzelnen Fische sowie das Lebergewicht, wurden auch zu jedem Bepro-
bungszeitpunkt erfasst. Die Muskelproben stammten aus dem proximalen Teil des epaxialen
Muskels, die Leber wurde in toto entnommen. Alle Gewebeproben wurden sofort einzeln in
Plastikbeutel mit Verschluss verpackt und bis zur Analyse bei einer Temperatur von -80°C
gelagert.
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Tab 4. Komponenten und N&hrstoffzusammensetzung der Versuchsdiaten

Komponente [%0] Karpfen Forelle
Fischmehl (64% Rohprotein) 39,1 30,0
Fischol 2,9 7,5
Soja-Protein-Isolat © - 15,5
Maiskleber (62% Rohprotein) - 15,5
Weizenmehl 550 19,5 27
Weizenkleie 35 -
Kaliumhydrogenphosphat 1 1
Natriumhydrogenphosphat 0,5 0,5
Vitamin mix 2 2
Mineral mix ° - 1

Néahrstoffe [g kg™' Trockensubstanz]

Trockensubstanz 90,1 92,3
Rohprotein 32,36 46,1
Rohfett 7 11,3
Rohasche 11,46 8,8

Rohfaser 5 1,3

Umsetzbare Energie (MJ kg ™) 13,8 15,2
Lysin 22,2 23,76
Methionin 8,49 10,75
Cystin 3,57 6,27
Calcium 1,92 1,48
Phosphor 1,83 1,36

2 Vitamin-Pramix; resultierende Konzentrationen im Futter (mg/kg ', Angaben laut Hersteller): A 10.000 U
kg"; Vitamin D3 2.000 IU kg*; Vitamin E (als a-Tocopherolacetat) 300; Vitamin K3 (als Menadion) 10;
Vitamin B; 20; Vitamin B,, 40; Vitamin Bg 20; Vitamin B4, 0,5; Vitamin C 300; Pantothensaure 60; Nico-
tinsaure 200; Folsaure, 10; Biotin, 3; Inositol 100; ® Mineral-Pramix; resultierende Konzentrationen im
Futter fir Forelle (F) bzw. Karpfen (K), (mg/kg™, Angaben laut Hersteller): Kobalt (F) 0,112 (K) 0,102;
Mangan (F) 23,603 (K) 53,797; Jod (F) 1.381 (K) 1,455; Kupfer (F) 13,243 (K) 8,457; Selen (F) 0,288 (K)
0,458; Zink (F) 73,197 (K) 75,013; Eisen (F) 366,837 (K) 443,712; * VEGACON90 , EUROSOY GmbH,
Deutschland
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3.4  Forellenversuch 11

3.2.1. Versuchstiere, Versuchsdesign und Versuchsdiaten

Fur diesen Versuch wurden insgesamt 200 Regenbogenforellen mit einem Anfangsgewicht
von 164,7 £ 3,9 g (Mittelwert £ SEM) von der kommerziellen Fischzucht Kortmann GbR
(Hohenwestedt, Deutschland) bezogen. Die Fische wurden so auf insgesamt 20 Tanks (je
150 1) verteilt, dass ein mdglichst &hnliches Durchschnittsgewicht/Becken erzielt wurde. Fur
die vier Futterungsgruppen (s. u.) wurden dabei jeweils funf Tanks verwendet. Die Wasser-
temperatur betrug 14,3 + 0,1 C™ (Mittelwert + SEM; n=42) und die Hell- bzw. Dunkelphase
betrug jeweils 12 h. Die Wasserqualitat wurde taglich ermittelt. Der Sauerstoffgehalt betrug
wéhrend des gesamten Versuchs 8,7 = 0,09 mg/l (Handy Polaris; OXYGUARD Internatio-
nal A/S, Birkerod, Danemark), der Nitritgehalt 4,9 + 0,25 mg/l und der Ammoniumgehalt
0,7 £ 0,06 mg/l (Mittelwert + SEM; n=42); Microquant test kit; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland).

Wahrend der zweiwoéchigen Adaptationsphase, die der Versuchsperiode vorausging, erhiel-
ten die Fische die Diat ohne Zusatz von Quercetin (= Kontrolldiat) und im Anschluss wah-
rend der sechswochigen Versuchsphase quercetinhaltige Didten (Quercetin in 4 Dosierun-
gen: 0, 2,5, 5,0 und 7,0 g Quercetin/kg Futter). Die Zusammensetzungen der Diéten entspra-
chen denen des ersten Versuchs (Tab. 4). Im Unterschied zur ersten Versuchsreihe wurde
hier das Futter allerdings zweimal taglich zur ad lib. Aufnahme bzw. bis zur scheinbaren
Sattigung angeboten. Zur Erfassung der tatséchlichen Futteraufnahme wurden die Fische
wéhrend der Fltterung genau beobachtet und nicht gefressene Pellets innerhalb von 10
Minuten nach der Futterung aus den Tanks abgesaugt und deren Gewicht ermittelt. Dazu
wurden zuvor 600 Pellets eingewogen und das mittlere Gewicht eines Pellets bestimmt. Aus
der Differenz zwischen eingesetzter und zurlickgewonnener Futtermenge wurden die

entsprechenden Futteraufnahmen kalkuliert.

3.5  Karpfenversuch Il

Die zweite Versuchsreihe mit Spiegelkarpfen wurde analog zur zweiten Versuchsreihe mit
Forellen durchgefuhrt. Im Unterschied zum zweiten Versuch mit Forellen dauerte der
entsprechende Versuch mit Karpfen allerdings nur 5 Wochen.

37



3 Material und Methoden

3.6 Probengewinnung Forellen- und Karpfenversuch Il

Die Beprobung erfolgte zu Beginn und nach Abschluss der sechs- bzw. flinfwochigen Ver-
suchsperiode. Zur Erfassung der verschiedenen Wachstumsparametern (Futteraufnahme,
tagliche Gewichtszunahme, Futterverwertung, spezifische Wachstumsrate und Koérpermas-
se) wurde alle 2 Wochen eine Zwischenwiegung durchgefiihrt. Zur Bestimmung der chemi-
schen Kdrperzusammensetzung (Rohprotein, Rohfett, Rohasche, Wassergehalt) wurden zu
Beginn und zum Ende des Versuchs 2 Tiere/Becken entnommen und getotet. Die Tiere wur-
den dann bis zur weiteren Analyse bei -20° C gelagert. Dariiber hinaus wurden zusatzlich
am Ende des Versuchs 2 Tiere/Becken fur die Bestimmung der Aktivitat ausgewahlter anti-
oxidativer Enzyme (Katalase und Superoxid-Dismutase) beprobt. Die gewonnen Gewebe-
proben (Leber und Muskel) wurden sofort einzeln in Plastikbeutel mit Verschluss verpackt

und bis zur Analyse bei einer Temperatur von - 80°C gelagert.

3.7 Analytische Methoden

3.7.1 Bestimmung von Flavonole

Sowohl in den eingesetzten Versuchsdiaten als auch in den aus den Versuchen gewonnen
Plasma- und Gewebeproben wurden neben Quercetin auch Quercetinmetabolite mit intakter
Flavonolsturktur (Kampferol, Isorhamnetin, Tamarixetin) erfasst. Zur sprachlichen Verein-

fachung wird im weiteren Verlauf von der Bestimmung von Flavonolen gesprochen.

Extraktion der Flavonole aus dem Plasma und Gewebe

Die Flavonolbestimmung aus Muskel und Leber erfolgte aus lyophylisiertem Material. Dazu
wurden die Gewebeproben lyophilisiert (Christ Beta 1-8 LD, Newtown, GroRbritannien)
und anschliefend unter flussigen Stickstoff zu einem feinen Pulver homogenisiert (MIC-
CRA D-1 Homogenisator, Miillheim, Deutschland). Da das von einzelnen Tieren gewonne-
ne Material fur die Untersuchungen nicht ausreichend war, wurde lyophylisiertes Gewebe
von jeweils zwei Tieren aus demselben Becken zu jedem Zeitpunkt gepoolt.

Zu 980 ul Plasma bzw. 100 mg lyophilisiertes Gewebe, welches in 980 ul einer 0,9 %-igen
NaCl-Losung, die 1 % Albumin (Rinderalbumin, Albumin Fraktion V, proteasefrei. >98 %
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Germany) enthielt suspendiert wurde, wurden 20 pl
einer methanolischen Rhamnetinlésung (50 pg /ml; Rhamnetin: Carl Roth GmbH & Co KG;
Methanol: J.T. Baker, Deventer, Niederlande) als interner Standard zugegeben. Anschlie-
Rend wurde eine genau definierte Menge (Plasma: 55ul; Leber: 35ul; Muskel: 60pul) Essig-
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sdure (0,583 mol/l) zu jedem Ansatz zugegeben, um den optimal pH-Wert fir die Wirkung
der B-Glucronidase/Sulfatase (4,5-6) einzustellen. Den eingeséuerten Proben wurden dann
jeweils 75 pl einer Enzymmischung (B-Glucuronidase/Sulfatase, Type H-1, Sigma—Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) zugesetzt und die Ansétze gut gemischt (Vortex
Genius 3; IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland). AnschlieBend wurden die
Ansatze in einem Schittelwasserbad fir 60 min bei 37 °C inkubiert, um die konjugierten
Formen der Flavonole in den Proben mdglichst vollstdndig zu spalten. Um den Anteil an
konjugierten bzw. nichtkonjugierten Flavonolen im Plasma zu erfassen, wurden die Plasma-
proben von 2 Forellen pro Zeitpunkt mit der hochsten Dosierung (50 mg Quercetindquiva-
lenten/Kg KGW) je einmal mit und ohne enzymatische Behandlung analysiert. Da bei den
Karpfen nach enzymatischer Behandlung der Proben weder Quercetin noch dessen Metabo-
lite mit intakter Flavonolstruktur nachweisbar waren, wurde bei dieser Spezies auf eine Ana-
lyse ohne enzymatische Behandlung verzichtet.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 3ml Aceton (Rotisolv® HPLC, Carl Roth GmbH
& Co KG, Karlsruhe, Germany) den Proben zugesetzt und diese 20 min auf einem Horizon-
talschuttler geschittelt um die Flavonole zu extrahieren. Im weiteren Verlauf wurden die
Proben 45 min bei 4000 U/min und 4°C zentrifugiert (Zentrifuge 5810 R; Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) und der Uberstand unter Vakuum bei 45°C bis zur vollstandigen
Trockene eingedampft (Speed-Vac AES 1010, Savant Instruments Inc., Farmindale, NY,
USA). Die so erhaltenen Rickstdnde wurden in 200 pul Methanol aufgenommen, grindlich
gemischt und 15 Minuten im Ultraschallbad vollstindig geldst. Danach wurden 77,5 ul aqua
bidest und 22,5 ul Salzsdure (10 mol/l) dazugegeben und anschlie3end mit einer Tischzentri-
fuge (Zentrifuge MiniSpin®, mit Rotor F-45-12-11, Eppendorf, Hamburg, Germany) 10 min
bei 14.500 rpm zentrifugiert und 30 pl des Uberstandes fiir HPLC-Analysen verwendet.

Bestimmung der Flavonole mittels HPLC

Die Identifikation und Messung der Konzentration der in den Diéten und Blut- und Gewe-
beproben enthaltenen Flavonole erfolgte mittels einer modifizierten Methode von Hollman
(Hollman et al 1996, Beyer et al. 2015) mit Nachsdulenderivatisierung, bei welcher die
Flavonole mit dreiwertigen Aluminiumionen (AI"™®) fluoreszierende Komplexe bilden. Mit
Hilfe eines gekihlten Autosamplers (950-AS; Jasco GmbH; Gross-Umstadt, Germany, 4°C)
wurden 30 pl der aufgearbeiteten Proben injiziert. Die stationdre Phase bestand aus einer
sog. ,,Reversed-Phase® C-18 Kromasil 100 Trennsdule (250 x 4 mm, Partikelgrofle: 5 pum,
Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland), welche mit einer Vorséule (C-18 Inertsil ODS-2, 10 x
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4mm, PartikelgroBe: 5 um, Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) geschuitzt wurde. Zur Erho-
hung der Effizienz der Trennung sowie zur Verringerung der Viskositat des Losungsmittels
im Lauf der Messung wurden die Trennsédulen zusammen mit dem Reaktor in einem Saulen-
ofen (Jetstream 11 Plus) bei konstanter Temperatur von 30° C verbracht.

Die mobile Phase bestand aus einer Mischung von Phosphatpuffer (25mmol/l Natrium-
dihydrogenphosphat, pH=2,4; Merck KGaA), Acetonitril (Chromasolv®, Sigma Aldrich
Chemie GmbH) und Methanol (J.T.Baker®, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland)
im Verhéltnis von 68:27:5 (v/v/v) mit einer pH-Wert von 2,9 und wurde mit einer konstan-
ten Flussrate von 1ml/min verwendet (Jasco PU-1580, Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland).
Als Derivatisierungsreagenz wurde Aluminiumnitrat, gelost in 7,2%iger Essigsaure (Fluka,
Taufkirchen, Deutschland), als methanolische Losung (1mol/l Aluminiumnitrat) verwendet,
welche mit einer Flurate von 0,4 ml/l {iber ein T-Mischstiick der mobilen Phase nach der

I** fand in einem

Trennsdule beigemischt wurde. Die Komplexierung der Flavonole mit A
3m langen Kapillarreaktor (geflochtener Teflonschlauch, Innendurchmesser 0,5 mm) statt.
Die Detektion der Komplexe erfolgte bei einer Anregungswellenldange von 422 nm und einer
Emissionswellenlange von 485 nm flureszenzphotometrisch (Fluoreszenzdetektor 920-FP,
Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland). Die Flavonole wurden anhand der Retentionszeiten
einer analog zu den Proben hergestellten Standardlésung, die sdmtliche relevanten Flavonole
(Quercetin, Kampereol, Isorhamnetin, Tamarixetin) enthielt, identifiziert. Die Auswertung
der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der Software Borwin Chromatography (Jasco-

Borwin, version 1.50).

Kalibrierung und Quantifizierung

Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe von Standardlésungen, die alle untersuchten Flavonole
(Quercetin, Isorhamnetin, Kaempferol und Tamarixetin) in Konzentrationen von 1,22 bis
312,50 ng/ml enthielten und identisch wie die Proben behandelt wurden, wurden Eichgera-
den zur Quantifizierung von Quercetin, Isorhamnetin, Tamarixetin und Kampferol (Rotich-
rom® HPLC; Carl Roth GmbH & Co KG) in den Proben erstellt (Abb. 12). Zur Erstellung
der Eichgeraden wurden zuerst 20 pl von Standardstammldsungen sowie 20 ul einer metha-
nolischen Rhamnetinlésung (Rhamnetin:50 pg/ml; Carl Roth GmbH & Co KG; Metha-
nol:J.T. Baker, Deventer, Niederlande interner Standard) zu 960 ul Leerplasma bzw. 100 mg
flavonolfreiem Leber- oder Muskelgewebe in physiologischer Kochsalzlésung geldstem
Bovinen Serum-Albumin (1% BSA in 0,9%NaCl, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,

Deutschland) gegeben. Die weiteren Aufbereitungsschritte sind identisch mit jenen bei der
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Extraktion von Flavonolen aus Plasma und Geweben und wurden bereits in dem vorherge-
henden Abschnitt detailliert beschrieben. Die Quantifizierung von Quercetin und Isorhamne-
tin in den Proben erfolgte anhand der relativen Peakflachen (Q/R bzw. I/R). Aufgrund der
hoheren Stabilitat von Kaempferol und Tamarixetin im Vergleich zum internen Standard

(Rhamnetin) erfolgte hier die Quantifizierung anhand der absoluten Peakflachen.
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Abb. 12:  Eichgeraden zur quantitativen Bestimmung von Quercetin (Q), Kaempferol (K),
Isorhamnetin (1) und Tamarixetin (T) im Plasma von Forellen. R = Rhamnetin; Mittel-
werte + SEM, n = 3; R? = BestimmtheitsmaR
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3.7.2 Korrektur der Residualblutvolumen gefriergetrockneter Fischgewebe

Im Korper besitzen verschiedene Organe unterschiedliche Kapillarisierung und Durchblu-
tung Somit ist nach der Blutentnahme ein Restblutanteil in den Gewebeproben zu erwarten.
Das Blutvolumen bei Knochenfischen entspricht in der Regel 5 Prozent (3-7 %) des Korper-
gewichtes (Roberts, 2012). Den dominierenden Anteil der festen Blutbestandteile machen
Erythrozyten aus (0.8-3.5 Millionen pL™) (Olsen 2011). Die Erythrozyten der meisten
Fischarten besitzen einen Zellkern und ihr Hauptbestandteil ist das Protein Hamoglobin. Der
Fisch ist in der Lage, die Anzahl der Erythrozyten im Blut zu kontrollieren. Zum Beispiel
wird im Fall von Sauerstoffmangel, sofern das Herzzeitvolumen unveréndert bleibt, der
Sauerstofftransport im Organismus Uber einen Anstieg der Erythrozytenanzahl erleichtert
(Souza und Bonilla-Rodriguez, 2007).

Um die tatséchliche Flavonolkonzentration in den Gewebeproben zu bestimmen, musste
diese Konzentration an das Residualblut in den entnommenen Organen korrigiert werden.
Hierzu wurde ein Teil der Gewebeproben lyophilisiert und deren H&moglobingehalt mit dem
Hamoglobingehalt des lyophilisierten Vollbluts verglichen.

Zur Bestimmung des Restblutes wurde eine spektrophotometrische Methode nach de Boer et
al. (2005) verwendet. Zuerst wurden 10 ml Tris (hydroxymethyl)-aminomethanol-HCL (0,2
mol/l, pH 7,4; mit 50 mmol/l EDTA; merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) zu 0,1 g lyo-
philisiertem Gewebe bzw. Vollblut hinzugefugt und homogenisiert (Doppelbestimmungen).
AnschlieBend wurden die Proben 10 min lang bei 14000 U/min und 10°C zentrifugiert
(Zentrifuge 5810 R; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland), sowie 500 pl des Uberstandes
im Verhaltnis 1:1 mit Tris-Hcl vermischt und das Peakmaximum des Hamoglobins bei einer
Wellenldnge von 540 nm photometrsich gemessen (UV-1602, Shimadzu Deutschland
GmbH, Deutschland). Anhand der ermittelten Peakmaxima des Hamoglobins in Gewebe
und Vollblut (Hbtissue/Hbbl) wurde fir jede einzelne Probe die sog. Restidualblutfraktion
(fbl) berechnet. SchlieBlich wurde die korrigierte Flavonolkonzentration (Ccorr) durch Sub-
traktion der Restblutfraktion (fbl) und Gesamtplasmakonzentration (Cpl) von der totalen
Gewebekonzentration (Ctot) berechnet.

(Ceorr = Ciot - fuixCp)
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3.7.3 Bestimmung von a-Tocopherol im Fischplasma

Die a-Tocopherol Konzentration wurde im Plasma mittels HPLC nach einer modifizierten
Methode von Podda et al. (1996) bestimmt.

Zur Probenvorbereitung wurden 10 pl Forellenplasma bzw. 50 pl Karpfenplasma in einem
Zentrifugenrohrchen (Polypropylen, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) mit 2 ml einer
1%igen ethanolischen Ascorbinsdureldsung (w/v, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) versetzt (Proteinfallung). Als nachstes wurden 800 pl Bidest und, um die Sta-
bilitat der Proben zu erhdhen, 50 pl einer 1%-igen ethanolischen BHT-Ldsung (w/v, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) als Antioxidationsmittel zu den Proben gegeben. Danach
wurden die Ansétze zur Extraktion des a-Tocopherols mit 2 ml Hexan (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) versetzt und fiir 2 min ausgeschiittelt (Reagenzglas-Rotator GFL
3025, GFL mbH, Burgwedel, Deutschland) und 10 min bei 4000 U/min und 4 °C (5810 R,
Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde 1 ml der Hexanphase
unter Vakuum bei Raumtemperatur bis zur Trockene eingedampft (Savant Speed Vac® Sys-
tem AES 1010, Global Medical Instrumentation, Minnesota, USA) und der Rickstand in
250 pul eines Methanol/aqua. bidest-Gemisches (98:2, v/v) fir die HPLC-Analytik verwen-
det.

Uber einen Autosampler (AS-2057 Plus; Jasco GmbH; Gross-Umstadt, Germany, 4°C)
wurden 40 pl der aufgearbeiteten Proben auf eine reversed-phase Trennsdule (SUPELCO-
SIL™ LC-18, 15cm x 4,6 mm, 3 um PrtikelgroRe, Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) injiziert. Als mobile Phase wurde eine Ldsung aus einem Methanol/aqua.
Bidest-Gemisch (98:2, v/v) mit einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die S&ule wurde in
einem 25°C warmen Sdulenofen untergebracht. Die a-Tocopherol-Messung erfolgte bei
einer Anregungswellenldange von 296 nm und einer Emissionswellenlange von 325 nm in
einem Fluoreszenzdetektor (Fluoreszenzdetektor FP.2020 Plus, Jasco, Gross-Umstadt,
Deutschland).

Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe einer Standardreihe, die durch Vorlage von definierten
Mengen von in Ethanol (Ethanol ROTISOLV®, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Germany) gelostem DL-a-Tocopherol (All-rac-a-Tocopherol, No 613424 Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) durch Verdiinnung mit 0,005%-iger methanolischer BHT-L6sung
(w/v) erstellt wurden. Die weiteren Aufbereitungsschritte (Extraktion mit Hexan) waren
identisch wie bei der Extraktion von a-Tocopherol aus den Plasmapoben (s. 0.). Die Aus-

wertung erfolgte anhand der relativen Peakflachen.

43



3 Material und Methoden

901

80+

70

Y = 3,1969x; R? = 0,9988
60

50+

mV/min

40

304

20+

10+

0 5 10 15 20 25 30
a-Tocopherol [ pug/ml]

Abb. 13: Eichgeraden zur quantitativen Bestimmung von a-Tocopherol im Plasma; Mittelwerte £
SEM, n = 3; R? = BestimmtheitsmaR.
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Abb. 14: Beispiel eines Chromatogramms eines methanolischen a-Tocopherol-Standards
(20 pg/ml), RT = Retention time
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3.7.4 Bestimmung von Malondialdehyd im Plasma

Die Bestimmung von Malondialdehyd (MDA) im Plasma erfolgte mittels einer HPLC-
Methode mit Fluoreszenzdetektion. Daftir wurde ein HPLC-Komplettkit der Firma RE-
CIPE® verwendet (ClinRep®, Chemicals and Instruments GmbH, Miinchen, Deutschland).
Dieses Testverfahren basierte auf drei Schritten: Derivatisierung, Neutralisation / Fallung
und HPLC-Analyse. Fur diese Bestimmungsverfahren wurden 100 pl Plasma verwendet.
Die MDA Quantifizierung im Plasma erfolgte (ber einen Plasma-Kalibrator entsprechend
dem Protokoll des Herstellers. Die Auswertungen erfolgten mit der Externen Standard-
Methode anhand der Peak-Flachen (Nachweisgrenze:0,02 pmol/l; Linearitat: 0,04-20
pmol/l).
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Abb. 15: Beispielchromatogramm eines aufgearbeiteten Forellenplasmas nach oraler Aufnahme

von 50mg Quercetin/ Kg KGW (ber einen Zeitraum von 4 Wochen; MDA = Malondial-
dehyd; RT = Retention time
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3.7.5 Aktivitat ausgewahlter antioxidativer Schutzenzyme

Superoxid-Dismutase (SOD)

Die Aktivitat der Cu/Zn SOD in den Geweben wurde mit einem kommerziellen Kit der
Firma Sigma-Aldrich (19160 SODAssay Kit-WST, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH,
Hamburg, Deutschland) bestimmt. Dabei werden die Superoxidanionen zunéchst durch ein
Xanthin/Xanthinoxidase(XOD)-System erzeugt. Die so entstehenden Superoxidanionen
Uberfuhren das Tetrazoliumsalz (WST-1 (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)- 2H-Tetrazolium, Mononatriumsalz) in Formazan-Farbstoff, dessen Konzent-
ration bei einer Wellenldnge von 450 nm photometrsich (UV-1602, Shimadzu Deutschland
GmbH, Deutschland) quantifiziert wird. In Abhangigkeit der SOD-Aktivitat in den Proben
kommt es dann zu einer Hemmung der Farbstoffbildung (Abb. 16). Die SOD-Aktivitat wird
in Units angegeben, wobei 1 U einer 50 %-Hemmung der maximalen Farbstoffbildung
entspricht. Die Werte wurden anschlielend auf mg Protein bezogen. Die quantitative
Proteinbestimmung der Proben erfolgte mittels der Bicinchonininsdure-Methode (Thermo
Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay, Rockford, IL USA).

Xanthin

0, \ / 20, WST-1 Formazan
H,0, 4/\* WST-1

Harnsaure |
SOD

!

O, + H,0,

Abb. 16:  Xanthinoxidase (XOD) und SOD-Antagonismus in der Generation von Formazan-
Farbstoff; WST-1: water soluble tetrazolium (Tetrazoliumsalz).
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Katalase (CAT)

Zur Bestimmung der Katalaseaktivitat in den Geweben wurde ein kommerzielles Kit der
Firma Sigma-Aldrich verwendet (CAT100, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,
Deutschland). Diese Test-Methode basiert auf der Messung des Wasserstoffperoxidver-
brauchs nach katalytischer Wirkung der Katalase. Zur Probenvorbereitung wurden 20 mg
der Probe in 1ml 0,9% NaCl aufgenommen und mit einem Homogenisator (MICCRA D-1
Homogenisator, Millheim, Deutschland) suspendiert. Die weiteren Aufbereitungsschritte
wurden geméR der Testanleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Ka-
talaseaktivitat in den Proben erfolgte Gber eine Kalibrierungskurve entsprechend dem Proto-
koll des Herstellers (Abb. 17). Die Werte wurden wie bei der SOD-Bestimmung auf mg

Protein bezogen.
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Abb. 17: Reprasentative Kalibrierungskurve von gereinigter Katalase; R* = Bestimmtheitsmaf
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3.7.6 Ganzkorperanalyse

Zur Bestimmung der chemischen Korperzusammensetzung wurden die Fische zunachst tiber
168 h lyophilisiert und anschlieBend jeweils zwei Tiere aus demselben Becken zu jedem
Zeitpunkt gepoolt und mittels einer elektrischen Mihle (Retsch ZM100 Ultra-
Zentrifugalmihle; SiebgroRe 0,1 mm; Haan, Deutschland) fein gemahlen und homogeni-
siert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der TS nach Erhitzen der Proben im Trocken-
schrank (Memmert 100-800, Schwabach, Deutschland) bei 103 °C bis zur Gewichtskonstanz
(12h). Durch vollstandige Verbrennung der Probe bei 550 °C tber 15 h in einem Hochtem-
peraturofen (Thermo Scientific Heraeus® K1253, Thermo Fisher Scientific Inc, USA),
wurde der Rohaschegehalt ermittelt. Die Rohproteinbestimmung erfolgte nach der quantita-
tiven Stickstoffbestimmung bzw. Kjeldahl-Methode (N x 6,25). Die drei Hauptschritte, Auf-
schluss, Destillation und Titration, wurden mit Apparaten der Firma Buchi (Digestion Unit
K-435, Destillation Unit B-324, BUCHI Labortechnik GmbH, Flawil, Schweiz) durchge-
fuhrt. Die Bestimmung von Rohfett erfolgte nach Extraktion mit Petrolather (Petroleumben-
zin 40-60°C reinst Ph. Eur, Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel, Deutschland) in einem
Soxhlet-Apparat, in Anlehnung an die Methode von VDLUFA (Methodenbuch. Band I11lI.),
ohne Salzsdure-Behandlung. Bruttoenergiegehalte wurden mittels eines Bombenkalorime-
ters (IKA® Kalorimeter C 200, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland)

bestimmt.

3.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels einer zweifaktoriellen Vari-
anzanalyse (ANOVA= Analysis of Variance) nach einem Repeated Measurement-Modell
mit Hilfe des Programms SAS (SAS Institute, Inc., Version 9,2). Dabei wurden die Querce-
tin-Supplementierung und die Zeitpunkte sowie die Interaktion zwischen den Beprobung-

Zeitpunkte und Didten als fixe Effekte festgelegt.

Yij = p+Bi+ 1 + (B+o)ij +e

Y = Beobachtungswert

v = Gesamtmittelwert
= fixer Effekt der Futtergruppe, i = Quercetinkonzentration, 0, 10, 30
Bi und 50 mg/kg KGW

Tj = fixer Effekt der Zeit, j=Tag0, 1, 3, 7, 14, 21, 28
(Bx t)ij = Interaktion Futter ; & Zeit;
Eij = Reststreuung
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Als Post-hoc-Test wurde der Tukey-Test verwendet und das Signifikanzniveau wurde
immer bei p < 0,05 festgelegt. Wenn nicht anders beschrieben sind die Ergebnisse in Form
von Mittelwerten + SEM (Standardfehler) dargestellt. Die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte mittels des Programms GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego. California, USA).
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4.  Ergebnisse

41  Versuch (1)

4.1.1 Gewebeverteilung von Quercetin nach Aufnahme von Quercetin-haltigem Futter

bei wachsenden Forellen

Plasmakonzentration der Gesamtflavonole

In dieser Studie wurden nach enzymatischer Spaltung der Konjugate Quercetin, Kdémpferol
und Isorhamnetion im Plasma und Geweben nachgewiesen; Tamarixetin war dagegen nicht
nachweisbar bzw. die Konzentrationen lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Beziiglich der
Retention von Quercetin und seinen Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur (Kéampferol,
Isorhamnetin) (Werte nicht gezeigt) sowie der Konzentration an Gesamtflavonolen konnte
eine dosisabhangige Retention im Blut festgestellt werden (Abb. 18). Aus der Tatsache, dass
vor Futterung der Quercetin-haltigen Diaten keine nachweisbaren Konzentrationen von
Quercetin oder dessen Metaboliten im Blut auftraten, kann geschlossen werden, dass die zu
spateren Zeitpunkten gemessenen Konzentrationen von Flavonolen zum Einen auf der Auf-
nahme des Quercetin-haltigen Futters beruhen, zum Anderen, dass es sich bei Isorhamnetin
und Kampferol um Metabolite von Quercetin handelt. Obwohl Uber den vierwdchigen
Verlauf des Versuchs ein voriibergehender Anstieg der Blutkonzentration von Gesamt-
flavonolen auftrat, lag am Ende des Versuchs gegeniiber der Ausgangssituation (Tag 1)
keine deutliche Akkumulation von Gesamtflavonolen im Blut von Forellen vor (Abb. 18).

50



4 Ergebnisse

[A] 1304 c
120+
110+
100+
90

80+

}—lo

Plasmakonzentrationen der Gesamtflavonole [ pmol/ml]

704
60+ b

I c b
50 b

b
b I
40+ bc ab
30+
20 ab
A ab ab a
104
[ - : : ]
c L] L) T L] L] L] L] L] L] L]

L L) L L] Ll L) L] L)
Fiitterungsgruppen : © O D ¢§ Q0 AP P NI ‘,Q NI
[mg Quercetin/ kg KGW]

Zeit [d]: El

[B] 1301

120+

O ® S0P P O OHP

[ P

1104

100+

904

30+

Plasmakonzentrationen der Gesamtflavonole [ pmol/ml]

204

104

o

L L |
'b'\,\,b\q?,

7 -
7 -

Zeit [d]: N

Fiitterungsgruppen :
[mg Quercetin/ kg KGW]

Abb. 18: Konzentrationsabhangigkeit pro Versuchstag [A] und Zeitabhangigkeit pro Dosis [B] der
Gesamtflavonolkonzentrationen im Plasma von Forellen nach oraler Applikation von
Quercetin; Mittelwerte =+ SEM, n = 4 (gepoolte Plasmaproben von jeweils 2
Fischen/Becken); Mittelwerte ohne gemeinsamen Buchstaben zwischen Dosierung inner-
halb eines Tages [A] bzw. den Tagen bei einer bestimmten Dosierung [B] unterscheiden
sich signifikant (P < 0,05).
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Metabolitenmuster der Flavonole und deren Anteile an der Gesamtflavonolkonzentration

In Abbildung 19 ist der prozentuale Anteil von Quercetin und seinen Metaboliten an der
Gesamtflavonolkonzentration bei einer Dosierung von 50 mg/kg KGW fur Plasma, Leber
und Muskel dargestellt. Den Hauptanteil an Gesamtflavonol in allen untersuchten Geweben
machte dabei das Quercetin mit 70 bis 95 % aus. Der Isorhamnetinanteil lag bei 3 bis 27 %
und Kaempferol tauchte nur in sehr geringen Konzentrationen (1-3%) auf. Tamarixetin war
in keinem der untersuchten Gewebe nachweisbar. Die bei den niedrigeren Dosierungen von
Quercetin (10 bzw. 30 mg Quercetin/kg KGW) ermittelten Daten (nicht gezeigt) entsprechen
im Wesentlichen den dargestellten Werten.
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20+

10-
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Abb. 19: Anteil der einzelnen Flavonole an der Gesamtflavonolkonzentration in Plasma, Leber und
Muskel von Forellen nach oraler Applikation von 50 mg Quercetin/kg KGW (Uber einen
Zeitraum von 4 Wochen. Mittelwerte, n = 28 (da keine zeitabhdngigen Unterschiede vor-
lagen, wurden die Werte als Mittelwert aller 6 Zeitpunkten und 4 Becken berechnet).

Konjugationsmuster der Flavonole im Plasma von Forellen

Der Anteil an konjugiertem bzw. nicht konjugiertem Quercetin bzw. dessen Metaboliten mit
intakter Flavonolstruktur wurde nur bei den Fischen mit der héchsten Quercetindosierung
(50 mg Quercetindquivalenten/Kg KGW) bestimmt (Abb. 20). Der Anteil an nicht konju-
gierten Flavonolen lag bei der Forelle bei fast 50 %. Der freie Isorhamnetinanteil betrug

66.54 %. Die Konzentration an freiem Kaempferol lag unter der Nachweisgrenze. Fir die
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Gesamtflavonole ergab sich ein Wert von ca. 49 %, der im Plasma in freier, nicht konjugier-
ter Form vorlag (Abb. 20).

100+
90-
80+ 66.54
70-

60-
44.30
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404

30+

20-

Anteil an nicht konjugierten Flavonolen [%]

104

Quercetin Isorhamnetin Gesamtflavonole

Abb. 20: Der nicht konjugiert vorliegende Anteil von Quercetin und sein methyliertes Derivat
Isorhamnetin sowie die Gesamtflavonole im Plasma von Forellen nach oraler Aufnahme
von 50 mg Quercetindquivalenten/kg KGW, Mittelwerte + SEM, n=7

Gesamtkonzentration der Flavonole in Muskel und Leber von Forellen

Wie im Plasma zeigten die Konzentrationen der Gesamtflavonole (Quercetin + Isorhamnetin
+ Kaempferol) zwar eine klare Dosisabhangigkeit, jedoch keine Akkumulation Uber die
Versuchsdauer von 4 Wochen. Die Flavonolkonzentrationen in der Leber bzw. im Muskel
von Forellen waren ca. 40 bis 50-Fach héher als im Plasma (Abb. 21 vergl. Abb. 18).
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Abb. 21: Zeitverlauf und Konzentrationsabhdngigkeit der Gesamtflavonolkonzentrationen in Leber
[A] und Muskel [B] von Forellen nach oraler Applikation von Quercetin. Mittelwerte £
SEM, n = 4 (gepoolte Plasmaproben von jeweils 2 Fischen/Becken); Mittelwerte ohne
gemeinsamen Buchstaben zwischen Dosierung innerhalb eines Tages unterscheiden sich
signifikant (P < 0,05).
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4.1.2 Gewebeverteilung von Quercetin nach oraler Aufnahme von Quercetin-
haltigem Futter bei wachsenden Karpfen

Plasmakonzentration der Gesamtflavonole bei Karpfen

Die Gesamtkonzentration der Flavonole im Plasma von Karpfen zeigte, dass im Blut zum
Zeitpunkt der Entnahme nach ca. 16-stiindigem Futterentzug weder Quercetin noch dessen
Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur (Isorhamnetin, Tamarixetin, Kampferol) nach-
weisbar waren (sowohl mit als auch ohne enzymatische Behandlung der Proben). Zur Kla-
rung der Frage, warum im Blut von Karpfen keine Flavonole nachweisbar waren, wurde bei
2 Reservetieren der Zeitverlauf der Flavonolkonzentrationen (Quercetin, Isorhamnetin, Ta-
marixetin und Kaempferol) bzw. der Gesamtflavonolkonzentration im Plasma nach Applika-
tion von 70 mg Quercetin/kg KGW mit dem Futter erfasst (Abb: 22).
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Zeit[h]
Abb. 22: Konzentrations-Zeitverlauf der Plasmakonzentration an Gesamtflavonolen beim Karpfen

nach oraler Applikation von 70mg Quercetin/kg KGW (Inset: Verldufe von Quercetin,
Isorhamnetin, Tamarixetin und Kaempferol); Mittelwerte von 2 Tieren pro Zeitpunkt.
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Nach raschem Anstieg der Plasmakonzentration wurde das Peakmaximum sowohl der ein-
zelnen Flavonole als auch der Gesamtflavonolkonzentration nach spétestens 2 Stunden
erreicht und fiel danach rasch ab (Abb. 22). Bereits nach 12 h lag die Flavonolkonzentration
im Bereich der Nachweisgrenze. Dieser Befund erklért, dass bei Karpfen aufgrund der sehr
schnellen Elimination 16 Stunden nach der letzten Fitterung keine nachweisbaren Konzent-

rationen von Flavonolen vorlagen.

Gesamtkonzentration der Flavonole in Muskel und Leber von Karpfen

Die Analyse der Flavonolkonzentrationen in Leber und Muskel von Karpfen mittels der
unter Material und Methoden beschriebenen Extraktions- und Analysemethoden ergab bei
keiner der verwendeten Konzentrationen von Quercetin im Futter bzw. bei keinem der un-
tersuchten Zeitpunkte (Ausnahme Tag 1, Spuren von Quercetin in der Muskulatur nach-
weisbar) messhare Konzentrationen von Flavonolen in diesen Geweben. Um diese Phano-
mene zu kldren, wurde in einer Versuchsreihe gepruft, ob in den lyophylisierten Muskel-
bzw. Leberproben von Karpfen mdglicherweise Substanzen enthalten sind, die zu einer star-
ken Dampfung des Signals in der HPLC-Analyse flihren kénnten.

Die in Tab. 5 gezeigten Werte belegen, dass der Zusatz von lyophylisierten Muskel bzw.
Lebergewebe von Karpfen zu einer starken Ddmpfung der Signale von Quercetin und insbe-
sondere von Rhamnetin fiihrte. Da fur die Berechnung der Gewebekonzentrationen die
relativen Peakflachen (Fo/Fgr) verwendet werden, fuhrt dies zu einer massiven Verschiebung
der Nachweisgrenze nach oben. Damit war der Nachweis niedriger Konzentrationen in den

Geweben von Karpfen mit der vorliegenden Methode nicht mehr zuverlassig moglich.
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Tab. 5: Einfluss des Zusatzes (70 bzw. 100 mg/ml) verschiedener Proteine bzw. lyophylisierter
Gewebe auf ausgewahlte Parameter der HPLC-Peaks von Standardsubstanzen.

Flavonole
Probe* Peak Quercetin Kaempferol Isorhamnetin Tamarixetin Rhamnetin*
H | 31751 116695 116340 25632 127155
Albumin? | E | 809189 4044548 1935642 537242 7346579
7z | 115 21,4 23,4 24,4 434
H | 37873 130148 128987 28592 137923
Kasein® | E | 994829 4545055 2170907 629655 8141754
z | 115 21,3 23,4 24,3 433
H | 35542 101872 110090 35677 91622
'\g‘frm?;“r E | 911732 3461636 1768432 525807 6015144
Zz | 115 21,3 23,3 24,3 433
H | 29913 97918 103368 22840 63176
M‘;Z‘:gl'fg“r F | 788750 3466362 1771895 523958 3791356
z | 115 21,4 23,4 24.4 43,4
H | 1651 14695 10727 5446 2782
Mlnggf'g‘;“r F | 34808 524705 183998 117355 161142
z | 115 21,3 23,4 24,3 43,4
H | 19686 83234 66950 19120 37803
Leber Forelle| £ | 469971 2874788 1114773 397645 2230016
Zz | 115 21,3 23,4 24,3 433
H | 1502 13784 6367 4812 3251
K';fr?fzrn E | 31560 483373 120039 87942 82544
z | 114 21,3 23,4 245 43,2

H= Peakho6he [uv]; F= Peakflache [pv.sec]; Z= Zeit [min]; * interner Standard (50 pg/ml);

Y100 mg/ml; 70 mg/ml
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4.1.3 Parameter des oxidativen/antioxidativen Status

Malondialdehyd-Konzentration im Plasma

In Abbildung 23 sind die Zeitverlaufe der Malondialdehyd-Konzentrationen in Plasma von
Forellen und Karpfen nach oraler Applikation von Quercetin-haltigem Futter (4 Dosierun-
gen) Uber einen Zeitraum von 4 Wochen dargestellt. Die gemessen MDA-Konzentrationen
im Plasma von Forellen bzw. Karpfen unterschieden sich nicht signifikant zwischen den
Futterungsgruppen sowie den Beprobungstagen.
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Abb. 23: Zeitverlauf
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(gepoolte Plasmaproben von jeweils 2 Fischen/Becken).
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a-Tocopherol (a-TOC)-Konzentration im Plasma

Da a-TOC das wichtigste lipophile Antioxidans im tierischen Organismus ist, wurde der
Einfluss unterschiedlicher Quercetindosierungen auf den Zeitverlauf der a-TOC-
Konzentration im Plasma von Forellen und Karpfen bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass
trotz gleicher a-TOC-Gehalte in den Didten beider Fischarten die a-TOC-Konzentrationen
im Plasma von Forellen (Abb. 24A) deutlich hoher waren als bei Karpfen (Abb. 24B). Des
Weiteren zeigte sich, dass sowohl bei der Forelle als auch beim Karpfen bei allen Dosierun-
gen von Quercetin ein signifikanter Anstieg der o-TOC-Konzentration mit zunehmender
Versuchsdauer auftrat. Dieser Effekt war allerdings bei der Forelle deutlicher ausgepragt als
beim Karpfen. Dagegen ergab sich weder bei Forellen noch bei Karpfen eine deutliche Ab-
héangigkeit der a-TOC-Konzentration von der Hohe der Quercetinaufnahme (Abb 24A,
24B).
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Abb. 24A: Zeitverldufe der a-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma von Forellen nach oraler
Applikation verschiedener Dosen von Quercetin. Mittelwerte £ SEM, n = 4; Mittelwerte
ohne gemeinsamen Buchstaben zwischen den Tagen bei einer bestimmten Dosierung
unterscheiden sich signifikant (P<0,05).
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Abb. 24B: Zeitverldufe der a-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma von Karpfen nach oraler
Applikation verschiedener Dosen von Quercetin. Mittelwerte + SEM, n = 4; Mittelwerte
ohne gemeinsamen Buchstaben zwischen den Tagen bei einer bestimmten Dosierung
unterscheiden sich signifikant (P<0,05).

4.2 Einfluss von Quercetin auf die Aktivitdt ausgewahlter antioxidativer

Schutzenzyme

Aktivitat der Katalase (KAT)
Weder in den Muskelproben von Forellen noch von Karpfen konnte eine Katalase-Aktivitat
nachgewiesen werden. Bezuglich der Katalase- Aktivitat in den Leberproben von Forellen

bzw. Karpfen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ftterungsgrup-
pen (Abb. 25).

Aktivitat der Superoxid-Dismutase (SOD)

Abbildung 26 zeigt die Aktivitat der cytosolischen SOD in der Muskulatur und Leber von
Forellen (Abb. 26A) und Karpfen (Abb. 27B). Bei beiden Spezies zeigte sich eine deutlich
hohere Aktivitat des Enzyms in der Leber im Vergleich zur Muskulatur. Des Weiteren erga-
ben sich signifikant hohere Werte in der Muskulatur bei der Forelle (Abb. 26A) sowie in der
Leber von Karpfen (Abb. 26B) bei einer Quercetin-Konzentration von 0,5 % Quercetin/kg

Futter im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Quercetin-Supplementierung.
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Abb. 25: Aktivitat der Katalase in der Leber von Forellen und Karpfen nach oraler Applikation
unterschiedlicher Quercetin-Dosen nach Abschluss der sechs- bzw. flinfwochigen
Versuchsperiode bei Forellen bzw. Karpfen. Mittelwerte £ SEM, n = 10.

4.3  Wachstumsparameter und Korperzusammensetzung

Wachstumsparameter

Am Ende des 6 (Forellen) bzw. 5 (Karpfen)-wochigen Futterungsversuchs hatte sich das
Korpergewicht sowohl bei Forellen als auch bei Karpfen fast verdoppelt. Die tdgliche
Aufnahme unterschiedlicher Dosen von Quercetin mit dem Futter zeigte jedoch keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf die Wachstumsparameter der Forellen (Tab. 6). Mit
Ausnahme der taglichen Gewichtszunahme trat allerdings bei allen erfassten Wachstumspa-
rametern wie Korpergewicht, Futteraufnahme, Futterverwertung und spezifische Wachs-
tumsrate ein Zeiteffekt auf. Wahrend die Werte fir Futteraufnahme, Futterverwertung und
Korpergewicht mit zunehmender Versuchsdauer anstiegen, wurde die spezifische Wachs-

tumsrate bei allen Dosierungen von Quercetin reduziert.
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Abb. 26: Aktivitdt der Superoxid-Dismutase (SOD) in Leber und Muskel von Forellen [A] und
Karpfen [B] nach oraler Applikation unterschiedlicher Quercetin-Dosen nach Abschluss
der sechs- bzw. finfwoéchigen Versuchsperiode bei Forellen bzw. Karpfen. Mittelwerte +
SEM, n = 10; Mittelwerte ohne gemeinsamen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(P<0,05).
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Tab. 6: Wachstumsparameter von Forellen nach 6-wdchiger Fitterung mit Quercetin-
angereicherten Diaten.
Quercetin, g/kg Futter P-Wert
. . Dosis
Parameter Woche 0 2,5 5 7 +SEM  Zeit Dosis %7 eit
KGW! 0 160,8 1616 1615 161,55
(9) 2 201,3 197,1 2019 199,6
4 2440 2338 2382 2363 565 <0001 0,689 0,405
6 283,2 2916 2689 2773
FA? 0-2 2,7 2,2 2,7 2,4
(9) 2-4 41 3,7 3,7 3,6 0,32
46 5 43 44 41 <.0001 0,530 0,541
0-6 3,2 3,4 3,6 3,4 0,29
TZ® 0-2 2,9 2,5 2,9 2,7
Q) 2-4 3,1 2,6 2,6 2,6 0,45
4-6 3.4 3.4 23 2.9 0,628 0,596 0,824
0-6 2,9 2,9 2,6 2,8 0,26
FCR* 0-2 0,92 0,87 0,93 0,89
2-4 1,34 1,41 1,46 1,39 0,35
4-6 2,14 1,65 2,40 1,79 0,001 0,756 0,941
0-6 1,43 1,18 1,44 1,27 0,15
SGR® 02 160 141 159 151
(%/Tag) 2-4 1,37 1,21 1,17 1,20 0,16
4-6 1,25 1,59 0,92 1,13 0039 0,165 0411
0-6 1,34 1,40 1,21 1,28 0,08

Mittelwerte + SEM, n = 50/Futterungsgruppen. Mittelwerte, die keinen gemeinsamen Buchstaben tragen,
unterscheiden sich signifikant (P<0,05).
'KGW=Kaérpergewicht; FA=Futteraufnahme (g/Fisch/Tag); *TZ= tagliche Gewichtszunahme (g/Fisch/Tag);
*FCR= Futterverwertung, feed conversion rate= Futter (g) / Zuwachs ();
® SGR= spezifische Wachstumsrate, specific growth rate = (InW; - InW; x100) / t; [W; = Masse Tag x, W;=
Masse zu Tag 0, t = Versuchsdauer (d)]
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Tab. 7: Wachstumsparameter von Karpfen nach 5-woéchiger Fitterung mit  Quercetin-
angereicherten Diaten.
Quercetin, g/kg Futter P-Wert
. . Dosis
Parameter Woche 0 2,5 5 7 +SEM  Zeit  Dosis xZeit
KGW! 0 176,0 176,8 176,7 176,7
(@) 2 2357 2410 2419 2450
3,17 <0001 0,143 0,180
4 319,7 326,7 3259 3317
5 3905 3969 3978  405,2
FA2 0-2 7,5 7,5 7,3 7,2
©) 2-4 9,1 9,1 8,8 8,9 0,21
<.0001 0,355 0,964
4-5 12,1 11,9 11,8 11,6
0-5 9,1 9,0 8,8 8,8 0,13
773 0-2 4,2 4,6 4,6 4,9
©) 2-4 6,0 6,1 6,0 6,2 0,24
<.0001 0,191 0,940
4-5 10,1 10,1 10,3 10,5
0-5 6,1 6,1 6,3 6,5 0,14
FCR* 0-2 1,83 163° 158" 149
2-4 1,53 1,49 1,47 1,44 0,054
<.0001 0,004 0,342
4-5 1,20 1,18 1,15 1,11
05 1,49 148 140" 134" 0,033
SGR® 0-2 2,04 2,22 2,24 2,33
0 2-4 2,18 2,17 2,13 2,16 0,08
(%/Tag) <0001 0,199 0,547
4-5 2,86 2,78 2,85 2,86
0-5 2,26 2,31 2,32 2,37 0,03

Mittelwerte £ SEM, n = 50/Ftterungsgruppen. Mittelwerte, die keinen gemeinsamen Buchstaben tragen,
unterscheiden sich signifikant (P<0,05).
'KGW=Kdrpergewicht; *FA=Futteraufnahme (g/Fisch/Tag); *TZ= tagliche Gewichtszunahme (g/Fisch/Tag);

*FCR= Futterverwertung, feed conversion rate= Futter (g) / Zuwachs (g);

®> SGR= spezifische Wachstumsrate, specific growth rate = (InW; - InW; x100) / t; [W; = Masse Tag x, W;=
Masse zu Tag 0, t = Versuchsdauer (d)]
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Trotzt kiirzerer Versuchsdauer bei dem Versuch mit Karpfen im Vergleich zu Forellen war
das mittlere Endgewicht der Tiere in allen Fltterunggruppen nach finf Wochen mehr als
doppelt so hoch wie zu Versuchsbeginn. Die Quercetindosierung hatte allerdings auf die
Entwicklung des Kdrpergewichts keinen Effekt. Bei den Karpfen trat bei allen erfassten
Wachstumsparametern ein signifikanter Zeiteffekt auf (Tab. 7). Des Weiteren fiihrte die
Quercetinsupplementierung nach 2 Wochen zu einer Verbesserung der Futterverwertung bei
Karpfen. Uber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet, zeigte die Hochste Quercetinsup-
plementierun (Quercetin 7g/kg Futter), die héchste Wirksamkeit in Bezug auf die Futter-

verwertung.

KoOrperzusammensetzung

In den Tabellen 8 und 9 sind die Ergebnisse der Ganzkorperanalysen von Forellen bzw.
Karpfen zu Beginn sowie 6 (Forellen) bzw. 5 (Karpfen) Wochen nach Futterung Quercetin-
haltiger Diaten (0, 2,5 5 und 7 g /kg Futter) zusammengefasst. Quercetin hatte unabhangig
von der applizierten Dosis keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Korperzusam-
mensetzung und den Bruttoenergiegehalt der Forellen. Ein signifikanter Zeiteffekt zeigte
sich in allen Futterungsgruppen fiir den Aschegehalt, wobei sich nach 6 Wochen eine Ab-
nahme ergab.

Ebenso wie bei Forellen hat Quercetin unabhangig von den Dosierungen keinen signifikan-
ten Effekt auf Kérperzusammensetzung von Karpfen. Allerdings ergaben sich fiir alle erfass-
ten Parameter signifikante Unterschiede zwischen Beginn und Ende des Fltterungsversuchs
(Tab. 9). Wéhrend der Rohprotein- und Aschegehalt Uber die Dauer des Versuchs abnah-
men, kam es zu einem signifikanten Anstieg des Rohfett-, Trockensubstanz- und Brutto-

energiegehalts.
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Tab. 8: Korperzusammensetzung von Forellen nach Futterung von Quercetin-angereicherten Dié-
ten uber einen Zeitraum von 6 Wochen.

Quercetin, g/kg Futter P-Wert

Nahrstoffe  Zeitpunkt 0 2,5 5 7 +SEM Zeit Dosis Dosis xZeit

Rohprotein ZP0 55,5 56,9 56,22 54,92
092 0,011 0401 0,716

(%TS) ZP6 545 536 53,18 53,26
Rohfett ZPO 36,3 349 3654 36,96

1,48 0,249 0,282 0,729
(%TS) ZP6 336 333 36,18 37,06
Asche ZPO  80* 7,9* 8,02* 805

0,22 <,0001 0953 0,974
(%TS) ZP6 73 72 723" 726"
TS ZPO 291 292 29,17 29,08

0,65 0,921 0,983 0,927
(% FM) ZP6 295 289 29,03 29,05
Energie ZPO 264 268 26,79 26,23

026 0,384 0412 0,746
(MIkg'TS) ZP6 26,6 26,7 26,84 26,73

Mittelwerte + SEM, n = 10. TS = Trockensubstanz; FM = Frischmasse; Zeitpunkten: ZP0O= Versuchsbeginn,
ZP6 = Versuchsende nach 6 Wochen. Mittelwerte, die keinen gemeinsamen Buchstaben tragen, unterscheiden
sich signifikant (P<0,05).
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Tab. 9: Korperzusammensetzung von Karpfen nach Fitterung von Quercetin-angereicherten Dia-

ten Uber einen Zeitraum von 5 Wochen.

Quercetin, g/kg Futter P-Wert

Né&hrstoffe ~ Zeitpunkt 0 2,5 5 7 *SEM Zeit Dosis Dosis xZeit
Rohprotein ZPO  64,7* 655* 64,0 65,0°

1,22 <0001 0856 0,877
(%TS)* ZP5 572" 56,7° 56,4° 559"
Rohfett ZPO  17,2* 17,0* 18,9* 21,0°

1,58 <,0001 0,468 0,649
(%TS) ZP5 283" 292° 288" 29,7
Asche ZPO  14,7* 150* 14,6* 13,9

0,39 <,0001 0,445 0,422
(%TS) ZP5  11,1° 11,0° 105° 11,1°
TS ZPO  21.4* 216* 21,8 22,3

0,48 <0001 0,793 0,787
(%FM) ZP5 254" 251° 253" 254°
Energie ZPO  22,2* 21,9* 224% 22,9

0,38 <,0001 0577 0,586
(MIkg'TS) zP5 245" 244° 248" 244°

Mittelwerte + SEM, n = 10. TS = Trockensubstanz; FM = Frischmasse; Zeitpunkten: ZP0= Versuchsbeginn,
ZP5 = Versuchsende nach 5 Wochen. Mittelwerte, die keinen gemeinsamen Buchstaben tragen, unterscheiden
sich signifikant (P<0,05).
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5.  Diskussion

Fisch ist essentieller Bestandteil einer ausgewogenen Erndhrung und gehdrt zu den wert-
vollsten Lebensmitteln in der Humanerndhrung. Er liefert nicht nur hochwertiges Eiweil3
und wertvolle Fettsduren sondern auch essenzielle Mineralstoffe und Vitamine (FAO/WHO,
2011). In letzter Zeit gewinnen pflanzliche Produkte in Fischfutter-Formulierungen zuneh-
mend an Bedeutung, um den Bedarf an Fischmehl und -6l in der Fischproduktion zu redu-
zieren. Die Pflanzen liefern aber nicht nur Makro- und Mikron&hrstoffe, sondern enthalten
auch bestimmte chemische Verbindungen, die sogenannten ,,sekundédren Pflanzenstoffe®.
Das Flavonol Quercetin gehort zu den sekundéaren Pflanzenstoffen und ist aufgrund seiner
starken antioxidativen Eigenschaften und seines sonstigen vielseitigen Wirkungspotenzials
eines der am meisten untersuchten Polyphenole (Lesser und Wolffram, 2006). Um die
Bioaktivitat der Flavonole in vivo beurteilen zu kénnen, muss man ihre Absorption, ihren
Metabolismus und letztendlich die Bioverfligbarkeit nach oraler Aufnahme im Organismus
verstehen. Diesbeziglich gibt es beim Fisch, im Gegensatz zu terrestrischen Organismen,
bisher nur sehr wenige wissenschaftliche Studien. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,
die mogliche Anreicherung und Gewebeverteilung von Quercetin nach mehrwochiger Ftte-
rungsdauer bei der carnivoren Regenbogenforelle und dem omnivoren Spiegelkarpfen zu
untersuchen. Des Weiteren wurde in Anbetracht des antioxidativen Potenzials von Quercetin
die Aktivitat ausgewéhlte Parameter der Lipidperoxidation sowie die Aktivitéat antioxidativer
Enzyme bei den oben genannten Fischarten untersucht. SchlieBlich wurden auch mdgliche
Auswirkungen unterschiedlicher hoher Quercetinsupplementierungen auf Wachstumsleis-

tung und Kdrperzusammensetzung der Fische untersucht.

68



5 Diskussion

Gewebeverteilung und Retention von Quercetin

Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen (Forellen- und Karpfenversuch I) konnte bei
der Forelle nach Applikation Quercetin-haltiger Diaten im Vergleich zu einer Quercetin-
freien Kontrolldiat bei allen untersuchten Dosierungen (10, 30 und 50 mg Quercetin/kg
KGW) sowohl im Plasma als auch in der Leber und Muskulatur Quercetin und Quercetin-
Metabolite nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu lagen die Konzentrationen beim
Karpfen in allen untersuchten Geweben unterhalb der Nachweisgrenze.

Mehrere in vivo Studien an monogastrischen Spezies wie Mensch, Schwein, Ratte, Huhn
und Hund zeigen, dass Quercetin nach oraler Aufnahme im Plasma hauptséchlich in konju-
gierter Form zirkuliert (Reinboth et al. 2010; Rupasinghe et al. 2010; Bieger et al. 2008;
Graf et al. 2006; De Boer et al. 2005; Cermak et al. 2003; Ader et al. 2000). In der vorlie-
genden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Regenbogenforellen, &hnlich wie beim Pferd
(Wein und Wolffram 2013), nur ca. die Hélfte des Quercetin im Plasma nach oraler Auf-
nahme in konjugierter Form vorliegt. Im Vergleich zu S&ugetieren zeichnet sich der Stoff-
wechsel von Fischen durch eine geringe Aktivitdt von Biotransformationsenzymen bzw.
Phase I- und Phase I1- Enzymkomplexen aus (Williams et al. 2000). Fur eine geringe Kon-
jugationsaktivitat bei Fischen sprechen auch die Befunde von Park et al. (2008), die bei Nil
Tilapien (Oreochromis Niloticus) nach Fltterung Quercetin-haltiger Didten Quercetin und
Isorhamnetin in den untersuchten Geweben (Plasma, Leber sowie Ganzkérperhomogenat)
ausschlieBlich in nicht-konjugierter Form vorfanden (Park et al. 2008).

Wie im Literaturteil beschrieben (Abschnitt 2.1.1.), kann das postabsorptive Muster von
Quercetinderivaten mit intakter Flavonolstruktur (Kaemperol, Isorhamnetin, Tamarixetin)
von Spezies zu Spezies sehr variieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf
hin, dass bei Regenbogenforellen das Flavonol Quercetin ausschlieflich bzw. stark bevor-
zugt an der 3°-Position zu Isorhamnetin methyliert wird, da in der vorliegenden Studie bei
Regenbogenforellen kein Tamarixetin (4‘-Methylderivat von Quercetin) detektiert werden
konnte. Dies steht in weitgehender Ubereinstimmung mit Befunden bei den meisten bisher
untersuchten terrestrischen Spezies bei denen ebenfalls ausschlieRlich oder berwiegend
Isorhamnetin als methylierter Quercetinmetabolit nachweisbar war (Wein und Wolffram
2013; Reinboth et al. 2010; Park et al. 2008; De Boer et al. 2005; Manach et al. 2005;
Cermak et al. 2003; Ader et al. 2000). Tamarixetin wurde bei den bisher untersuchten Nutz-
tierarten lediglich im Plasma vom Schwein nachgewiesen (Bieger et al. 2008; Cermak et al.
2003).
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Wahrend bei Ratten Isorhamnetin mit 62% den Hauptanteil an den Gesamtflavonolen im
Plasma ausmacht (De Boer et al. 2005), stellt Quercetin bei Regenbogenforellen mit 70%
den Hauptanteil. Bei anderen untersuchten Nutztierspezies konnte ebenso gezeigt werden,
dass Quercetin den Hauptmetabolit nach oraler Aufnahme im Blut ausmachte. So stellte
Quercetin in Plasmaproben von Schweinen, Pferden und Hunden mit 88% und von Nil Tila-
pien mit 94% den Hauptmetabolit nach oraler Aufnahme von Quercetin dar (De Boer et al.
2005; Wein und Wolffram 2013; Reinboth et al; 2010, Park et al; 2008). Diesbeziglich
wurde auch bei Wiederkduern dhnliche Ergebnisse berichtet. In einer Studie an Rindern
nach oraler Aufnahme von Quercetin (50 mg Quercetin/kg KGW) machte das Quercetin
selbst mit 83,8 % den Hauptmetabolit im Blut aus, gefolgt von Kaempferol und Isorhamne-
tin mit 8,9% bzw. 7,3 %. In der genannte Studie konnte kein Tamarixetin nachgewiesen
werden (Beyer et al. 2015).

Im Vergleich zum Plasma lagen in der Leber bzw. Muskulatur sehr hohe Gesamtflavonol-
konzentrationen bei den Forellen vor. Allerdings kam es auch in diesen Geweben, &hnlich
wie im Plasma, zu keiner Akkumultion Uber die Dauer des Versuchs. Dies deutet einerseits
auf eine rasche Aufnahme von Quercetin und oder Quercetinmetaboliten in die Gewebe,
andererseits aber auch auf eine rasche anschlielende Elimination hin. Zu der Frage, ob und
inwieweit beim Fisch die renale Elimination mit dem Urin und die bilidre Ausscheidung
Uber die Fasces an der Elimination von Quercetin und seiner Metaboliten beteiligt sind, lie-
gen keine Daten in der Literatur vor.

Im Hinblick auf die Anreicherung von essbaren Fischprodukten mit Quercetin (,,functional
food*) ist die realtiv starke, voriibergehende Akkumulation von Quercetin und Gesamt-
flavonolen in der Muskultur von Forellen (2,05 bzw. 2,12 nmol/g) interessant. In enstpre-
chenden Untersuchungen bei Mastschweinen wurden deutlich niedrigere Konzentrationen
von Quercetin bzw. Gesamtflavonolen in der Muskulatur (0,12 und 0,14 nmol/g) gefunden
(Bieger et al., 2008). Allerdings lasst sich aus den Befunden der vorliegenden Arbeit fol-
gern, dass dazu eine einmalige Fitterung kurz vor der Schlachtung wahrscheinlich ausrei-
chend ware. Ein Uberraschender Befund war, dass auch in der Versuchsgruppe, die die Dié-
ten ohne Quercetinzusatz Uber die gesamte Versuchsdauer erhielt, in der Muskulatur und
Leber geringe Konzentrationen von Quercetin bzw. Gesamtflavonolen nachweisbar waren,
wahrend die Konzentrationen in den entsprechenden Plasmaproben unter der Nachweisgren-
ze lagen. Eine &hnliche Beobachtung wurde auch in der Studie von Park et al. (2008) bei
Nil-Tilapien (Oreochromis Niloticus) gemacht. Die Autoren vermuteten, dass eine Querce-

tin-Aufnahme tber Algen die mogliche Ursache dafir sein konnte. Auch in der vorliegenden
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Studie kann eine Quercetin-Aufnahme tiber Algen nicht ausgeschlossen werden. Allerdings
wurde in den Haltungsbecken kein nennenswertes Algenwachstum beobachtet. Eine andere
mdgliche Ursache kénnte im ,,Leaching*“-Effekt (Ubergang von Quercetin aus dem Futter in
das Wasser) und einer Absorption ber Kiemen und/oder Haut liegen. Allerdings ist Querce-
tin sehr schlecht wasserloslich. Eine wahrscheilichere Erkldrung koénnte sein, dass in der
vorliegenden Studie die Becken durch Zwischenwande unterteilt waren. Dabei kann nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, dass quercetin-haltige Pellets (Futterungsgruppen mit
Quercetinsupplementierung) aufgrund eines unvollstandigen Schlusses der Zwischenwande
in die Becken der Kontrollgruppe gelangten und von den Fischen konsumiert wurden.

Wie bereits eingangs der Diskussion erwahnt, zeigten die Untersuchungen bei Karpfen, dass
im Blut zum Zeitpunkt der Entnahme im Gegensatz zu Forellen weder Quercetin noch des-
sen Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur (Isorhamnetin, Tamarixetin, Kampferol)
nachweisbar waren. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich durchgefuhrten
,Kinetik-Studie® beim Karpfen, bei der auch frithere Zeitpunkte nach der Aufnahme von
Quercetin erfasst wurden, zeigten, dass bereits nach 30 min Quercetin und seine Metaboliten
mit intakter Flavonolstruktur im Plasma von Karpfen nachweisbar waren. Der maximale
Plasmaspiegel wurde schon nach 2 Stunden erreicht. Bereits nach 4 Stunden war die Kon-
zentration wieder um 50 % (ausgehend von der Maximalkonzentration) gesunken. Diese
Ergebnisse weisen auf eine sehr rasche Elimination von Quercetin und seiner Metaboliten
bei Karpfen hin. Auch der gastrointestinalen Passagerate bzw. der Magenentleerung spielt
zumindest im Zuammenhang mit der Absorptionsgeschwindigkeit von Quercetin eine wich-
tige Rolle. Aufgrund des Fehlens eines Magens beim Karpfen gelangt die Nahrung und da-
mit das applizierte Quercetin unverziglich in den Darm, so dass im Vergleich zur Forelle
eine raschere Absorption wahrscheinlich ist. Moglicherweise spielt auch die Anséuerung des
Chymus im Magen eine Rolle fur die Loslichkeit und v.a. Stasbilitdt von Quercetin und
Quercetinderivaten. Dazu ist lediglich bekannt, dass Quercetin (Aglykon) in Lésungen mit
niedrigen pH-Werten stabiler ist als bei neutralem oder alkalischem pH (Hatcher und Bryan
1985; Hu et al. 2012). Ob dies fur die Verfugbarkeit bzw. Absorption unter unseren Bedin-
gungen von Relevanz ist, kann anhand der vorliegenden Untersuchungen nicht beantwortet
werden.

Die Gewebeverteilung von Flavonolen beim Karpfen konnte nicht ermittelt werden, da der
Zusatz von lyophylisierten Leber- bzw. Muskelgewebe von Karpfen zu Standardproben zu
einer starken Dampfung des Signals in der HPLC-Analyse fihrte. Dies fuhrte zu einer mas-

siven Verschiebung der Nachweisgrenze nach oben. Damit lagen die Konzentrationen un-
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terhalb der Nachweisgrenze und der Nachweis niedrigere Konzentartionen in den Geweben
von Karpfen waren so nicht mehr moglich. Ein denkbarer Grund dafiir konnte die Komplex-
bildung der Flavonole mit Proteinen, insbesondere Prolin-reichen Proteinen (PRPS), sein. In
vielen Studien wurde die Bildung von Protein-Flavonoid-Komplexen belegt (Bohin et al.
2012; Andersen und Markham 2006; Kaldas et al. 2005; Papadopoulou et al. 2005; Zsila et
al. 2003; Sengupta und Sengupta 2002). Ob tatséchlich die Bindung von Quercetin und sei-
nen Metaboliten mit intakter Flavonolstruktur letztendlich der Grund fiir die schlechte
Nachweisbarkeit von Flavonolen beim Karpfen war, muss in weiterfihrenden Studien ge-

nauer untersucht werden.

Wachstumsparameter und Korperzusammensetzung

Im Unterschied zur Studie von Zhai und Liu (2013) mit Tilapien (Oreochromis niloticus),
hatte Quercetin in den verabreichten Dosierungen, mit Ausnahme der Futterverwertung
beim Karpfen, keinen Effekt auf Wachstumsparameter sowie die Kérperzusammensetzung
von Forellen und Karpfen. In den vorliegenden Untersuchungen konnte lediglich ein Effekt
der Fltterungsdauer ermittelt werden, was den Erwartungen entspricht. Dabei wurde eine
Reduktion des Rohprotein- und Aschegehalts bei den Forellen und Karpfen mit zunehmen-
dem Alter bzw. Korpergewicht beobachtet. Dieser Rickgang war beim Karpfen deutlich
auffalliger, besonders beim Aschegehalt. Mit zunehmender FischgrélRe nimmt die Knochen-
substanz bezogen auf die Fischmasse ab und damit auch der Aschegehalt. Bedingt durch den
ziemlich starken Anstieg des Fettgehaltes beim Karpfen am Ende des Versuches und die
Tatsache, dass das Fett fast aschefrei ist, war dieser Unterschied im Aschegehalt beim Karp-
fen zwischen Anfang und Ende des Versuchs markanter als bei der Forelle. Des Weiteren ist
bekannt, dass Karpfenknochen stérker als Forellenknochen mineralisiert sind (Macesic und
Summers 2012). Die Hohe der taglichen Futteraufnahme beeinflusst insbesondere den Roh-
fettgehalt beim Fisch (Breck 2014). In dieser Studie wurde das Futter zur ad lib. Aufnahme
(2x taglich bis zur scheinbaren Sattigung) angeboten. Die tagliche Futteraufnahme bei Karp-
fen war wesentlich héher als bei Forellen. Wahrend der Rohfett- und Bruttoenergiegehalt bei
den Forellen im Laufe der Zeit nicht nennenswert schwankten, ist der Rohfettgehalt beim
Karpfen bis zum Versuchsende deutlich gestiegen. Aufgrund des bekannten Antagonismus
zwischen Fett- und Wassergehalt des Organismus kam es dabei beim Karpfen auch zu einer
Zunahme des Trockensubstanzgehaltes bzw. einer Abnahme des Wassergehaltes des Kor-

pers.
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Wie bereits oben erwéhnt, trat eine signifikant verbesserte Futterverwertung am Ende der 5.
Woche bei Karpfen bei einer Dosierung von Quercetin 7 g/kg Futter auf. Zhai und Liu
(2013) beobachteten bei Tilapien (Oreochromis niloticus) ebenso eine Verbesserung der
Futterverwertung im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Zusatz von Quercetin in verschie-
denen Dosierungen (0, 200, 400, 800, und1600 mg/kg KGW) Uber einen Zeitraum von sie-
ben Wochen. Des Weiteren war die spezifische Wachstumsrate der Quercetin-Gruppe bei
allen Dosierungen am Ende des Versuchs deutlich besser als in der Kontrollgruppe. Die Au-
toren konnten ebenfals einen signifikanten Effekt von Quercetin auf Wachstum feststellen
(Zhai und Liu 2013). Die Grinde flr eine verbesserte Futterverwertung bei der hochsten
Dosierung von Quercetin in unserem Karpfenversuch sind nicht klar. Eine verbesserte Ver-
daulichkeit des Futters oder ein vermehrter Protein- anstelle von Fettansatz kénnte die ver-
besserte Futterverwertung theoretisch erklaren. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
keine Messung der Verdaulichkeit vorgenommen. Die Analyse der Korperzusammensetzung
zeigt, dass Quercetin, unabhangig von der Dosierung, keinen signifikanten Effekt auf die

Kdrperzusammensetzung der Versuchstiere hatte.

Parameter des oxidativen/antioxidativen Status

Einfluss von Quercetin auf die Aktivitat von Katalse und Superoxiddismutase

Die SOD ist ein antioxidatives Enzym der ,,vordersten Linie® (Rahal et al. 2014; Pamplona
und Costantini 2011; Marikovsky et al. 2003; Weydert und Cullen 2009; Halliwell und Gut-
teridge 1999), dass auch beim Fisch, wie beim S&uger, v.a. in der Leber und Niere expri-
miert wird (Vélez-Alavez et al. 2015; Vasylkiv et al. 2011; Radovanovic et al. 2010; Hidal-
go et al. 2002; Halliwell und Gutteridge 1999; Pérez-Campo et al. 1993; Kobayashi und Yu-
ki 1954a &b ). Es dient der ,,Entschiarfung* des hochreaktiven Superoxidradikals, wobei
Wasserstoffperoxid generiert wird. Das im antioxidativen Netzwerk des Organismus (Abb.
9) folgende Enzym ist die Katalase, die Wasserstoffperoxid zu Wasser und molekularem
Sauerstoff umsetzt. Beim Fisch findet sich die Katalase vor allem in den Peroxisomen der
Leber und den Erythrozyten (Filho et al. 1993). Zusammen mit weiteren Enzymen (z.B.
Glutathionperoxidasen) schiitzt die konzertierte Aktion von SOD und Katalase die Zelle vor
oxidativen Schaden (Halliwell und Gutteridge 1999). Des Weiteren spielen dabei auch
nicht-enzymatische Mechanismen, wie z. B. die Funktion bestimmter VVerbindungen als di-
rekte Radikalfanger, eine wichtige Rolle. In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden,

dass das Flavonol Quercetin zumindest unter in vitro-Bedingungen durchaus in der Lage ist,
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freie Radikale zu quenchen (Fraga et al. 2010; Pietta 2000; Adewole et al. 2006; Coskun et
al. 2005; Molina et al. 2003; Formica und Regelson 1995; Rice-Evans et al. 1997).

In der vorliegenden Studie lagen die Katalaseaktivitit in den Muskelproben von Forellen
und Karpfen alle unter der Nachweisgrenze. Aus unterschiedlichen Studien an verschiede-
nen Fischarten ist bekannt, dass die Leber, &hnlich wie bei terrestrischen Spezies, die héchs-
te Katalaseaktivitdt im Vergleich zu anderen Geweben aufweist, gefolgt von Niere, Herz,
Gehirn. Die niedrigste Aktivitdt wurde in der Muskulatur gemessen (Vélez-Alavez et al.
2015; VasylKkiv et al. 2011; Radovanovic et al. 2010; Hidalgo et al. 2002; Pérez-Campo et al.
1993; Kobayashi und Yuki 1954a &b). Des Weiteren scheint die Aktivitat der antioxidativen
Schutzenzyme im Muskel von Fischen hauptsachlich von ihrer korperlichen Aktivitat bzw.
Schwimmfahigkeit abzuhéngen (Vélez-Alavez et al. 2015; Filho et al. 1993). Den Hauptan-
teil der Fischmuskulatur machen bei den meisten Fischarten weil3e Muskelfasern aus. In der
chemischen Zusammensetzung gibt es viele Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Fischmuskelfasern. Die weillen Muskelfasern sind anaerob und schnell. Sie bendtigen viel
mehr Energie im Vergleich zu roten Muskelfasern. Sie benutzen vor allem Glykogen fur
ihre Energieversorgung. Die roten Muskelfasern sind hingegen aerob und langsam und be-
ziehen ihre Energie nicht nur aus Glykogen sondern auch aus Lipiden (Huss 1995). Die ro-
ten Muskelfasern haben in der Regel einen hoheren Gehalt an H&mpigmenten (Myoglobin
und Hamoglobin), Mitochondrien, Fett und Glykogen im Vergleich zu weiflen Muskelfasern
(Evans et al. 2013; Haard 1992). Die Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und
Sauerstoff durch das Enzym Katalase lauft aerob. Wie bereits erwéhnt besitzen die weil3en
Muskelfasern einen anaeroben Stoffwechsel und sind relativ mitochondrienarm und wahr-
scheinlich auch arm an Peroxsisomen. So konnte keine Katalaseaktivitat in den Muskelpro-
ben festgestellt werden. Im Unterschied zu den Muskelproben konnte die Aktivitit von Ka-
talase in den Leberproben von Forellen und Karpfen gemessen werden. Allerdings hatte die
Quercetinsupplementierung in unterschiedlicher Konzentration mit dem Futter keinen signi-
fikanten Einfluss. Bei Flundern (Paralichthys olivaceus), die zur Stressprovokation unter
hypoosmotischen Bedingungen gehalten wurden konnte gezeigt werden, dass Quercetin die
Expression und Aktivitat der antioxidativen Enzyme CAT und SOD in der Leber sowie die
H,0,-Konzentration im Plasma erhohte. Die Autoren folgerten aus diesem Ergebnis, dass
Quercetin die beim osmotischen Stress vermehrt gebildeten freien Radikale direkt neutralie-
siert (Shin et al. 2010a).
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In Bezug auf die Interpretation der antioxidativen Eigenschaften von Flavonoiden sollte man
berucksichtigen, dass das Flavonol Quercetin nicht nur antioxidative Eigenschaften hat,
sondern auch nach Reduktion prooxidativer Verbindungenen selbst zum Radikal wird und
uber die Bildung von Verbindungen wie z. B. Quercetin-Quinon (QQ) auch prooxidativ
wirken kann (Boots et al, 2008; Metodiewa et al. 1999; Boots et al. 2007). Prooxidative
Verbindungen sind in der Lage, die endogenen antioxidativen Schutzenzyme zu aktivieren
bzw. zu induzieren (Varela-Valencia et al. 2014; Prochazkova et al. 2011; Lee-Hilz et al.
2006; Hermes-Lima 2004; Halliwell und Gutteridge 1999). Hinsichtlich der Aktivitét der
SOD wurde beobachtet, dass die Diat mit einem Quercetingehalt von 0,5% im Vergleich zu
den Diaten mit 0, 0,25 und 0,7 % in der Muskulatur von Forellen und in der Leber von
Karpfen signifikant hoher war. Eine Steigerung der Aktivitat der SOD wird Uberlicherweise
mit einem vermehrten oxidativen Stress und einem Anstieg der Bildung von Supoxidanio-
nen gesehen (Panet al. 2011; Pavlovi¢ et al. 2010; Halliwell und Gutteridge 1999). Deshalb
sprechen diese Ergebnisse fur einen erhohten oxidativen Stress. Die Dosisabhangigkeit anti-
bzw. prooxidativer Effekte von Quercetin wurde auch in anderen Studien beobachtet (Pro-
chazkova et al. 2011; Watjen et al. 2005).

Im Vergleich zum Karpfen ergaben sich in unseren Versuchen fur die SOD- und CAT-
Aktivitat in der Leber bei der Forelle hohere Werte. In diesem Zusammenhang ist erwéh-
nenswert, dass gezeigt wurde, dass schnell schwimmende Fischarten eine héhere SOD- und
CAT-AKktivitat im Blut aufweisen (Rudneva, 1997). In der Regel besitzen carnivore Fischar-
ten im Vergleich zu den omnivoren bzw. herbivoren Fischarten eine hohere Stoffwechselra-
te (Halver und Ashley, 1972). Im Vergleich zum Karpfen ist die Regenbogenforelle viel
aktiver. Sie besitzt eine hohere Stoffwechselrate und somit einen um das 2-3-fache hdheren
Sauerstoffverbrauch (Bertram et al. 1928). Aus diesem Grund bildet die Forelle im Ver-
gleich zum Karpfen vermutlich vermehrt Superoxidanionen in der Atmungskette. Der nied-
rige Sauerstoffverbrauch der Karpfen kann die geringere Aktivitdt der antioxidativen
Schutzenzyme im Vergleich zur Forelle erklaren.

Vitamin E und MDA

In der Literatur gibt es kontroverse Befunde Uber die Interaktionseffekte zwischen Flavono-
len und Vitamin E bei Sdugetieren. Wahrend in einigen Studien die positive Wirkung von
Flavonolen auf den Vitamin E-Status gezeigt werden konnte (Luehring et al. 2011; Becker
et al. 2007; Frank et al. 2006; Frank 2005; Choi et al. 2003; Jovanovic et al. 1996), wurden
in anderen Studien keine aTOC-sparende Effekte beobachtet (Wiegand et al. 2009; Augustin
et al. 2008; Ameho et al. 2008). Ein Vit E-sparender Effekt von Quercetin und damit eine
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Erhohung von Plasma- bzw. Gewebekonzentrationen von Vit E wird in der Regel damit er-
klart, dass Quercetin an Stelle von Vit E als direkter Radikalfanger fungiert (Luehring et al.
2011; Becker et al. 2007; Frank et al. 2006; Choi et al. 2003; Pedrielli und Skibsted 2002;
Van Acker et al. 2000). Ob die Falvonole eine geeignete Alternative zur Regeneration des
oxidierten a-TOCs in vivo sind, und so moglicherweise die Vit E-Konzentration erhthen
konnen, ist dagegen noch immer nicht klar (Luehring et al. 2011; Ameho et al. 2008; Frank
et al. 2006; Choi et al. 2003). Diesbeztglich gibt es keine vergleichbaren Studien bei Fi-
schen.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein a-TOC-sparender Effekt von Quercetin weder bei
Forellen noch bei Karpfen beobachtet werden. Erwahnenswert dabei ist, dass die gemesse-
nen o-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma von Forellen deutlich hoher als bei Karpfen
waren.

In der systemischen Zirkulation wird a-Tocopherol mit unterschiedlichen Klassen von Lipo-
proteinen transportiert. Deswegen konnen der Lipoproteinstoffwechsel und vor allem die
relative Plasmakonzentration der Lipoproteine, die Vitamin E-Konzentration im Plasma be-
einflussen. In einer Studie mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) konnte gezeigt
werden, dass mehr als 80% des radioaktiv markierten a-Tocopherol nach Gabe von DL-a-
[3'4'*C]-Tocopherylacetat nach 32 h in LDL lokalisiert war, was somit das wichtigste
Transportvehikel fur Vitamin E im Blut von Regenbogenforellen darstellt (Hung et al.
1982). Im Unterschied zu Fischen wird a-Tocopherol bei S&ugetieren vor allem durch
VLDL transportiert (Perugini et al. 2000, Reboul et al. 2005, Anwar 2006). Zum Beispiel
wird nach Vitamin E-Supplementierung beim Menschen ein Drittel des Gesamt-a-
Tocopherols durch VLDLs transportiert (Perugini et al. 2000). Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die Plasmakonzentrationen der unterschiedlichen Klassen der Lipoproteine, insbeson-
dere die LDL-Konzentration, bei der Regenbogenforelle deutlich héher als bei Karpfen lie-
gen (Babin und Vernier 1989). Diese Befunde konnen die hdheren o-Tocopherol-
Konzentrationen im Plasma von Forellen im Vergleich zu Karpfen bei gleicher a-
Tocopherol-Zufuhr mit dem Futter erklaren.

In der Vorliegenden Studie konnte gezeigte werden, dass sowohl bei der Forelle als auch
beim Karpfen bei allen Dosierungen von Quercetin ein signifikanter Anstieg der a-TOC-
Konzentration mit zunehmender Versuchsdauer auftrat. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf
eine gesteigerte Futteraufnahme und damit einhergehende hohere a-TOC-Aufnahme bei

zunehmender Kérpermasse zurtickzufuhren.
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Malondialdehyd gilt als sog. sekundéres Lipidperoxidationsprodukt und seine Plasmakon-
zentration wird als zuverlassiger Marker fir oxidativen Stress verwendet (Ayala et al. 2014;
Lykkesfeldt 2007; Halliwell und Gutteridge 1999; Esterbauer et al. 1991; Nielsen et al.
1997). Die Bestimmung der MDA-Konzentrationen im Plasma von Forellen und Karpfen
zeigten, dass in der vorliegenden Studie unabhéngig von der applizierten Quercetindosis bei
Forellen und Karpfen keine signifikanten Unterschiede auftraten. Dies deutet darauf hin,
dass Quercetin in den verabreichten Dosierungen keinen signifikanten Einfluss auf die Lip-
idperoxidation in vivo bei oben genannten Fischen hatte. Im Gegensatz dazu zeigten ver-
schiedene Studien, dass eine Quercetin-Supplementierung die Lipidperoxidation vermindert
und so eine Erhéhung der MDA-Werte verhindert. In einer Studie an Flundern (Paralichthys
olivaceus), die einem ,,Cadmiumstress” ausgesetzt waren, senkte diec Gabe von Quercetin
(0,25% bzw. 0,5 % Quercetin/kg Futter/Tag) die MDA-Konzentrationen im Lebergewebe
(Shin et al. 2010b). Eine Quercetinsupplementierungen (10 bzw.50 mg/ kg KGW) (iber ei-
nen Zeitraum von 48 Stunden fiihrte im experimentellen Rattenmodel ebenfalls zu einer Ab-
senkung der MDA-Konzentration in der Hirnrinde (cerebral cortex) (Dong et al. 2014). Eine
in vivo-Studie an spontan hypertensiven Ratten (SHR) zeigte, dass Quercetin (10 mg/kg
KGW) die Malondialdehyd-Konzentrationen im Plasma reduziert (Romero et al. 2010). Ob-
wohl letztendlich die Grinde fur diese Unterschied im Vergleich zur vorliegenden Studie
nicht bekannt sind, liegt eine mogliche Erklarung darin, dass im Unterschied zu den geann-
ten Versuchen, bei denen Quercetin positive Effekte zeigte, in unseren Versuchen weitest-

gehend stressfreie Haltungsbedingungen vorlagen.
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6 Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die Absorption und post-absorptive Verteilung des Flavonols Quercetin wurde bei Saugetie-
ren wie Schwein und Ratte umfangreich untersucht. In der Literatur liegen zahlreiche Hin-
weise vor, dass das Flavonol Quercetin aufgrund seiner ausgepréagten anti-oxidativen Eigen-
schaften ,,oxidativen Stress* und damit verbundene Prozesse, wie z. B. Entziindungen und
Krankheitsanfalligkeit, bei Mensch und Tier beeinflusst. Dartber hinaus gibt es etliche Be-
lege, dass Quercetin sowohl das Wachstum als auch die Kérperzusammensetzung terrestri-
scher Nutztiere positiv beeinflusst. Diesbeztiglich existieren fir Fische kaum Informationen.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zundchst die mogliche Akkumulation sowie
Gewebeverteilung von Quercetin nach vierwdchiger Futterungsdauer bei der carnivoren
Regenbogenforelle und dem omnivoren Spiegelkarpfen zu untersuchen. Des Weiteren wur-
de die postabsorptive Wirkung von Quercetin beztiglich des oxidativen/antioxidativen Status
sowie dessen Einfluss auf Wachstumsleistung und Koérperzusammensetzung bei den oben
genannten Fischarten untersucht.

Die Ergebnisse zur Retention von Quercetin zeigten, dass zwar Quercetin bzw. Gesamt-
flavonole nach oraler Aufnahme bei beiden Spezies systemisch verfugbar waren, allerdings
findet eine rasche Elimination des Flavonols und seiner Metaboliten mit intakter Flavonolst-
ruktur statt, die eine Akkumulation in den Geweben verhindert. Ein interessanter Befund
war, dass bei Forellen, &hnlich wie beim Pferd (Wein und Wolffram 2013), nur ca. die Half-
te des Quercetin im Plasma nach oraler Aufnahme in konjugierter Form vorlag. Erwéhnens-
wert ist ferner, dass die Flavonolkonzentrationen in der Leber bzw. im Muskel von Forellen
ca. 40 bis 50-Fach hoher als im Plasma waren.Weitgehend ungeklart bleibt die Gewebever-
teilung der Flavonole in Leber und Muskulatur von Karpfen, da die Flavonolanalyse aus
bisher nicht geklarten Grinden in diesen Geweben nicht zuverlassig moglich war. Dieser
Befund kdnnte mit einer Bindung an Proteine zusammenhangen, die nur beim Karpfen in
Muskulatur und Leber vorliegen. Hinsichtlich mdglicher antioxidativer Wirkungen der
Quercetinsupplementierung ergab sich, dass Quercetin in den verabreichten Dosierungen
keinen signifikanten Einfluss auf den oxidativen/antioxidativen Status der Versuchstiere
hatte. Die vorliegende Arbeit zeigt dariiber hinaus, dass Quercetin zumindest in den verab-
reichten Dosierungen zu keiner signifikanten Beeinflussung von Wachstum und Kérperzu-

sammensetzung bei Forellen bzw. Karpfen fihrte.
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7 Summary

/. Summary

The absorption and post-absorptive distribution of the flavonol quercetin has been extensive-
ly studied in mammals such as pigs and rats. Scientific research indicates that due to its
highly anti-oxidative properties, the flavonol quercetin might ameliorate “oxidative stress”
and related processes, like inflammation and the susceptibility for various diseases in
humans and animals. In addition, there is a significant amount of evidence that points to a
positive influence of quercetin on growth and body composition in terrestrial species.
However, concerning those effects of quercetin, there is hardly any information in fishes.
For this reason, one aim of the present study was to examine the possible accumulation as
well as tissue distribution of quercetin in the carnivorous rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) and the omnivorous carp (Cyprinus carpio) after a four-week feeding period.
Furthermore, the post-absorptive effect of quercetin in relation to oxidative/anti-oxidative
status, as well as its influence on growth performance and body composition was studied in
the above mentioned fish species.

With respect to the retention of quercetin in both species the results clearly demonstrate, that
quercetin is systemically availabel after oral ingestion. However, there was a rapid elimina-
tion of quercetin and its metabolites with an intact flavonol structure, thus hindering an
accumulation over time in body tissues. In trouts an interesting finding was, that similar as
in horses (Wein and Wolffram 2013), approx. only 50 % of the quercetin contained in
plasma was present in conjugated forms after oral ingestion. It is also noteworthy that the
concentration of total flavonols was approx. 40 to 50-times higher in the liver and muscle
tissues of the trout than in plasma. In contrast, the tissue distribution of the flavonols in the
liver and muscle of the carp could not be measured reliably because due to unknown reasons
the analytical method for determination of flavonols used in the present study did not work.
One possible reason therefore could be a binding of flavonols to proteins only present in
carp muscle and liver. Regarding the possible anti-oxidative effect of quercetin, the findings
show, that, in the doses administered, quercetin had no significant effect on the parameters
of oxidative/anti-oxidative status in both fish species. Furthermore, the results show, that
quercetin at least in the doses administered, did not lead to any significant impact on the

growth and body composition of trouts or carps.
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