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EinfGhrung und Zielsetzung 1

1 Einfihrung und Zielsetzung der Untersuchungen

Flavonoide sind pflanzliche Polyphenole, die ubiquitar in héheren Pflanzen verbreitet und
somit ein Bestandteil unserer taglichen Nahrung sind. Das Flavonoidgrundgerist, ein 2-
Phenylbenzo-y-pyron, wird durch verschiedene Substitutionsmuster modifiziert (Abb. 1.1).

OH O

Abb. 1.1 Struktur von Flavonolen und Flavonen: Flavonole: R,=OH (Quercetin: R{=OH, R,=0H;
Kaempferol: Ry=H, R,=0H; Isorhamnetin: R{=OCHs;, R,=OH; Rutin: R;=OH, R,=0-rutinosid); Flavone:
Ro=H (Apigenin: Ri=H).

Mehr als 4000 Flavonoidglykoside sind bislang beschrieben worden, die sich von einer
geringen Zahl verschiedener Aglykone ableiten und durch vielfaltige Kombinations-
moglichkeiten der Zuckerkomponente entstehen. Glykoside des Flavonols Quercetin
(5, 7, 3, 4'-Hydroxyflavonol) sind die haufigsten Nahrungsflavonoide mit hohen Gehalten in
Zwiebeln, Apfeln und Tee (de Vries et al. 1998, Hertog et al. 1992, Justesen et al. 1997). Die
tagliche Flavonoidaufnahme wurde in verschiedenen Landern auf etwa 3 mg bis 70 mg
(berechnet als Aglykon) geschétzt, und kann diese Werte in Regionen mit hohem Tee- und
Gemiuseverzehr weit Ubersteigen (de Vries et al. 1998, Hertog et al. 1993b, Justesen et al.
1997).

In den letzten Jahren stieg das wissenschaftliche Interesse an Flavonoiden und
insbesondere an Quercetin stark an, da diese Substanzen aufgrund ihrer potentiell
gesundheitsférdernden Wirkung die Aufmerksamkeit der Medizin erregten. In verschiedenen,
wenn auch nicht allen epidemiologischen Studien zeigte sich eine negative Korrelation
zwischen Flavonoidaufnahme und der Inzidenz koronarer Herzerkrankungen (Hertog et al.
1993a, Keli et al. 1996, Knekt et al. 2000, Knekt et al. 1996, Le Marchand et al. 2000, Rimm
et al. 1996, Yochum et al. 1999). Antikarzinogene und antiproliferative Effekte wurden
vermutet, konnten allerdings nicht immer bestatigt werden (Ames und Gold 1995, Block et al.
1992, Hertog 1996, Hertog und Hollman 1996, Hertog et al. 1995, Hollman et al. 1996a,
Steinmetz und Potter 1991). In der Phytomedizin werden dartber hinaus in einigen Landern
quercetinhaltige  Teezubereitungen und Pflanzenextrakte (z.B. Buchweizenkraut)
therapeutisch zur Behandlung von chronischer Veneninsuffizienz eingesetzt (lhme et al.
1996, Kiesewetter et al. 2000). Flavonoidglykoside werden auch als wirksamkeits-
bestimmende Inhaltsstoffe in verschiedenen Phytotherapeutika angesehen, welche in
westeuropdischen L&ndern haufig zur Behandlung von Harnwegsinfektionen eingesetzt
werden (De Smet und Brouwers 1997). In der Phytotherapie gewinnen die Flavonoide
zunehmend an Bedeutung und werden bereits auch in anderen Arzneidrogen wie
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Johanniskraut (Hypericum perforatum) als potentielle Wirkstoffe intensiv untersucht
(Butterweck et al. 2000).

Basierend auf den Ergebnissen der epidemiologischen Untersuchungen und klinischen
Studien mit flavonoidhaltigen Phytopharmaka setzten intensive BemuUhungen ein, die
zugrunde liegenden Wirkmechanismen zu klaren. Dabei wurde vor allem das Flavonol
Quercetin in unterschiedlichen In-vitro-Testsystemen untersucht. Neben anderen In-vitro-
Wirkungen zeigte Quercetin dabei starke antioxidative und Radikalfanger-Eigenschaften,
was als Grund fir die mdgliche Verhinderung von Atherosklerose angesehen wurde
(Formica und Regelson 1995, Keli et al. 1996, Knekt et al. 1996, Middleton und Kandaswami
1993, Pace-Asciak et al. 1995, Rice-Evans et al. 1997). Verschiedene weitere
Wirkungsmechanismen fur die potentiellen Effekte der Flavonoide auf die Etiologie
vaskulérer Erkrankungen wurden diskutiert (Schramm und German 1998).

Um die vorbeugenden und moglicherweise kurativen Eigenschaften von Quercetin und
seinen Glykosiden zu erklaren, werden haufig In-vitro-Wirkungen auf Wirksamkeiten in vivo
extrapoliert. So werden Quercetintabletten und -kapseln in den USA und im Internet
aufgrund ihrer antioxidativen In-vitro-Wirkung bereits als Antioxidans angeboten und sind
dort als Nahrungsergénzungsmittel (,dietary supplements®) erhéltlich. Antimutagene und
antiproliferative Eigenschaften gegen verschiedene Krebszelllinien wurden beschrieben, was
Quercetin  zu einem vielversprechenden Kandidaten fur eine Phase-I-Studie in
Krebspatienten machte (Ferry et al. 1996). Eine solche Extrapolation von In-vitro-Daten ist
aber erst dann zuldssig, wenn sichergestellt werden kann, dass die in vitro getesteten
Substanzen auch in vivo unveréndert an das Zielorgan oder das getestete Enzymsystem
gelangen. Die Bioverfligbarkeit der Testsubstanzen stellt daher den zentralen ,missing link*
zwischen In-vitro-Experimenten und ihrer In-vivo-Bedeutung dar.

Trotz des steigenden Interesses an der Thematik sind nur wenige Daten zur
Bioverfligbarkeit, Pharmakokinetik und Metabolismus von Quercetin im Menschen verfligbar.
Dies ist teilweise dadurch begriindet, dass Humanstudien nicht leicht durchzufihren sind, da
die Probanden sich einer strengen flavonoidfreien Diat zu unterziehen haben, um
Interferenzen mit Nahrungsflavonoiden zu vermeiden. Im Folgenden soll der Kenntnisstand
zu Resorption, Bioverfligbarkeit, Metabolismus, Elimination und Pharmakokinetik von
Quercetin und Quercetinglykosiden zu Beginn der vorliegenden Untersuchungen dargelegt
werden.

Die zahlreichen Tierexperimente zum Metabolismus von Quercetin sollen an dieser Stelle
nicht berucksichtigt werden. Da die Zusammensetzung der Mikroflora des Darmes eine
entscheidende Rolle im intestinalen Abbauprozess hat, kénnen Ergebnisse aus Tier-
experimenten nicht ohne weiteres auf den Menschen Ubertragen werden. Die verschiedenen
Daten zu Tierexperimenten wurden in einem Ubersichtsartikel zusammengefasst (Scheline
1991).
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1.1 Pharmakokinetik von Quercetin nach intravendser Applikation

Grundlegende  pharmakokinetische Parameter (Halbwertszeit, Verteilungsvolumen,
Clearance) lassen sich am Besten aus den Plasmakonzentrations-Zeit-Profilen nach
intravendser Applikation bestimmen. Bezlglich Quercetin wurden zwei Humanstudien mit
intravendser Applikation zur Ermittlung der pharmakokinetischen Eigenschaften durch-
gefuhrt. Diese zwei Studien kommen in Bezug auf Halbwertszeit und Verteilungsvolumen zu
sehr unterschiedlichen Ergebnissen.

In der ersten Studie untersuchten GUGLER et al. die Verfugbarkeit von Quercetin im
Menschen nach einmaliger oraler und intravendser Applikation (Gugler et al. 1975). Sechs
gesunde Probanden erhielten 100 mg Quercetin intravends, und vier von ihnen zu einem
anderen Zeitpunkt 1 g oral nach néchtlichem Fasten. Blutproben wurden vor und bis zu 24 h
nach Applikation genommen, Urin wurde fraktioniert bis 24 h nach Applikation gesammelt.
Zusétzlich wurden Faezesproben bis zu 72 h gesammelt. Die Quercetinkonzentrationen
wurden fluorimetrisch nach chemischer Reaktion mit Tetraphenyldiboroxid bestimmt, die
Nachweisgrenze in biologischer Matrix lag bei 0,1 ug mL" (0,3 uM). Quercetinkonjugate im
Plasma wurden nicht gespalten, so dass nur freies Quercetin gemessen wurde.
Quercetinglucuronide und —sulfate im Urin wurden dagegen enzymatisch gespalten, und
sowohl der freie als auch der konjugierte Anteil wurden bestimmt. Aufgrund der mangelnden
Empfindlichkeit der verwendeten analytischen Methode konnten die Konzentrations-Zeit-
Profile teilweise nur bis zu 160 min verfolgt werden. Die Daten jedes Probanden wurden an
ein Zweikompartimentmodell zur Bestimmung der daraus resultierenden pharmako-
kinetischen Parameter angepasst.

Tab. 1.1 Pharmakokinetische Parameter zur Verflgbarkeit von Quercetin nach intravendser
Applikation von 100 mg Quercetin. Die Daten von 6 Probanden wurden an ein Zweikompartiment-
modell angepasst. A=y-Achsenabschnitt der Verteilungsphase, o=Makrokonstante der Verteilungs-
rate, B=y-Achsenabschnitt der Eliminationsphase, B=Makrokonstante der Eliminationsrate,
kso=Eliminationsratenkonstante vom zentralen Kompartiment (im Originalartikel als ke bezeichnet),
tioo=Verteilungshalbwertszeit, t;,pf=Eliminationshalbwertszeit, V.=Volumen des zentralen Komparti-
ments, Cliy=Gesamtkdrperclearance, Cl,=renale Clearance. Originaldaten von GUGLER et al. 1975.

A o B B K1o ti00 t12B Ve Cliot Clen
[ug-mL'] [h"]  [ugmLT] [0"] [  [h] [h] [ [Lh'] [L-hT]

MW 3,66 519 0,79 0,307 1,469 0,147 2,4 24,4 34,6 0,276
SD 1,45 1,66 0,48 0,096 0,511 0,052 0,6 8,1 13,4 0,186

Die renale Clearance war niedrig mit 4,6+3,1 mL-min”". Innerhalb der ersten 9 Stunden
wurden 7,44+1,20 % der applizierten Dosis in Form von Quercetinkonjugaten eliminiert und
0,65+0,14 % unverandert als freies Quercetin. Bei der renalen Elimination zeigten sich gro3e
interindividuelle Schwankungen. Die Plasmaproteinbindung wurde mittels Gelfiltration
bestimmt und Uberstieg 98 %. Diese starke Bindung wurde kirzlich in einer anderen Studie
bestatigt, in der mittels Ultrazentrifugationstechnik eine Plasmaproteinbindung von Quercetin
von 99,4+0,1 % ermittelt wurde (Boulton et al. 1998). Die publizierten Plasmadaten wurden
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mittels nichtkompartimenteller Analyse im Rahmen der vorliegenden Arbeit reanalysiert, um
zusatzliche Informationen zur Pharmakokinetik zu erhalten (Tab. 1.2).

Tab. 1.2 Reanalyse der von GUGLER et al. (1975) publizierten Daten mittels nichtkompartimenteller
Analyse. ti,=Halbwertszeit, Vds;=Verteilungsvolumen im Steady-State, Vd,.,=Verteilungsvolumen
wahrend der Eliminationsphase, Cly=Gesamtkdrperclearance, Cl=intrinsische Clearance,
E=Extraktionsrate.

t1/2 Vdss Vdarea Cltot CIin'f E
(hl L] L] [L-hT]  [LhT]

MW 25 926 127,3 34,6 9202 0,38
SD 08 374 668 13,5 2477 0,14

Die Werte fir die Halbwertszeit und Gesamtkdrperclearance der Nichtkompartiment-Analyse
entsprechen den publizierten Daten im Zweikompartimentmodell. Mit nichtkompartimenteller
Analyse wird jedoch generell eher das Verteilungsvolumen im Steady-State Vdss sowie
wahrend der Eliminationsphase Vd,e, als das Verteilungsvolumen im zentralen
Kompartiment V. bestimmt, wobei die Beziehung V. < Vdss < Vdaeea gilt (Gibaldi und Perrier
1982). In dem vorliegenden Fall konnte die intrinsische Clearance Cliy mit Hilfe der
Wilkinson-Shand Gleichung bestimmt werden, da die Gesamtkdrperclearance sowie der
nichtgebundene Anteil im Plasma f, bekannt waren und der Leber-Blutfluss Qy auf 1,5
mL-min™ festgesetzt werden konnte (Derendorf und Garrett 1987):

fu- Clint-QH

Cltot=————
° fu- Clint + QH

Die Werte, die so fir die intrinsische Clearance jedes einzelnen Probanden erhalten wurden,
reichten von etwa 4000 bis fast 20000 L-h™ mit Mittelwerten von 9202+2477 L-h" (MW=SD).
Diese Werte deuteten auf die groBe Kapazitat der Leber hin, Quercetin zu eliminieren.
Offenbar schutzte die hohe Proteinbindung die Substanz jedoch vor der raschen
Metabolisierung bei der Leberpassage, da nur der frei vorliegende Anteil metabolisiert
werden konnte. Die Extraktionsrate E, berechnet aus E = Cl,/QH, lag bei 0,38+0,14
(MW=SD). Die Verteilungsvolumina Vdss und Vd,e, im Vergleich zu V. deuteten darauf hin,
dass trotz der hohen Plasmaeiwei3bindung aufgrund einer hohen Gewebsbindung auch eine
intensive Verteilung in die Gewebe stattfand. Diese Tatsache ist vor allem dann von
Bedeutung, wenn der Zielort der pharmakodynamischen Wirkung im Gewebe lokalisiert ist.
Die Studie war sehr gut konzipiert. Unglicklicherweise erlaubten die analytischen
Méglichkeiten zum damaligen Zeitpunkt keine Bestimmung der Plasmakonzentrationen tber
die ersten sechs bis neun Stunden hinaus. Deshalb wurden die Daten kritisiert und
spekuliert, dass die Autoren die Verteilungsphase irrtimlicherweise fur die Eliminationsphase
gehalten hatten (Hollman et al. 1997a). Darlber hinaus wurde die verwendete
Analysenmethode als nicht-spezifisch fir Quercetin angesehen und vermutet, dass auch
andere Komponenten zu den gemessenen Plasma- und Urinkonzentrationen beigetragen
haben kénnten (Hollman et al. 1996c¢).
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In der zweiten Studie wurde Quercetin aufgrund seiner antiproliferativen In-vitro-Wirkungen
im Rahmen einer klinischen Phase-I-Studie an 51 Krebspatienten getestet (Ferry et al.
1996). Die intravends applizierten Dosen reichten von 60 mg-m® (etwa 100 mg) bis zu
2000 mg-m® (etwa 3340 mg), bis dosislimitierende Nephrotoxizitdt beobachtet wurde.
Plasmaproben wurden in regelmaBigen Abstdnden nach Applikation entnommen (Zeitpunkte
sowie Gesamtprobenzeitraum nicht angegeben). Quercetin wurde aus Plasma unter
Verwendung einer Festphasenextraktionsmethode extrahiert und anschlieBend mittels
HPLC-PDA analysiert. Die Nachweisgrenze lag bei 0,1 ug-mL" (0,3 uM). Die Daten von
11 Patienten wurden an ein Zweikompartimentmodell angepasst. AUC, ti,q, tiB,
Gesamtkorperclearance und Steady-State Verteilungsvolumen (Einheiten fur Clearance und
Vd,, sollten L-min”"-m® und L-m™ heiBen statt der angegebenen mL-min™ und L) wurden fur
14 Patienten angegeben (Tab. 1.3).

Tab. 1.3 Pharmakokinetische Parameter von Quercetin erhalten nach Anpassung der Plasma-
konzentrations-Zeit-Profile an ein Zweikompartimentmodell. Die Werte setzen sich aus den Daten von
11 Patienten zusammen, die verschiedene Quercetindosen intravends erhalten hatten. Legende siehe
Tab. 1.2. Daten entnommen von FERRY et al. 1996.

t1/2 (0 t1/2[3 Cltot Cltot Vdss Vdss

[h] [h] [L-min"m?]  [L-h7] [Lm?]  [L]
Median 0,1 0,7 0,28 28,1 3,7 6,2
Range 0,01-0,13 0,06-1,43 0,23-0,84 23,1-84,2

Die Quercetinkonzentrationen wurden bei 8 Patienten auch im 24h-Urin in 14 Urinproben
bestimmt. Sieben Patienten erhielten eine Dosis von 945 mgm® und ein Patient
1400 mgm? einmalig und in weiteren vier Durchgidngen ebenfalls 945 mg-m?.
Durchschnittlich wurden 1,97+0,66 % unverandert renal eliminiert mit einem Range von 0,03-
7,6 %, was groBe interindividuelle Variabilitdt aufzeigt. Konjugate im Urin wurden vor
Analyse nicht gespalten. Betrachtete man den renal eliminierten Anteil an freiem Quercetin,
so entsprachen diese Ergebnisse denen der ersten Studie. Die Verteilungshalbwertszeit
sowie die Gesamtkérperclearance lagen in beiden Studien in einer vergleichbaren
GroBenordnung. Die Werte fir t1,8 und das Verteilungsvolumen variierten jedoch um das
3fache bzw. 15fache zwischen den beiden Studien. Bewertete man die Daten der zweiten
Studie, so deutete das kleine Verteilungsvolumen von 3,7 L-m? darauf hin, dass Quercetin
hauptséchlich im Plasma vorzufinden war, und dass fast kein Quercetin ins Gewebe
gelangte. Das wurde bedeuten, dass nur wenig Quercetin ins Gewebe gelangt, selbst wenn
betrachtliche Quercetin-Plasmakonzentrationen erreicht wiurden. Damit lieBen sich keine
pharmakodynamischen Effekte in tieferen Kompartimenten erklaren.

Auch zu dieser Studie sind die gleichen Kritikpunkte bezuglich der Dauer der
Plasmamessungen angebracht. Die bei FERRY et al. (1996) abgebildeten Graphen zeigen
den Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf nur bis 200 min. Dabei wird nicht deutlich, ob zu
einem spateren Zeitpunkt noch Blutenthahmen stattfanden. Es wurde zwar eine
spezifischere Analysenmethode zur Bestimmung der Quercetinkonzentrationen verwendet,
die Empfindlichkeit der Detektionsmethode konnte jedoch nicht verbessert werden. Dies
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durfte der Grund dafir gewesen sein, dass wieder keine Plasmakonzentrationen Uber
200 min hinaus bestimmt wurden.

1.2 Resorption, Metabolismus und Bioverfiigbarkeit nach oraler Applikation

Eine grundlegende Voraussetzung flir die Extrapolation von In-vitro-Wirkungen auf
Wirksamkeiten in vivo ist die Kenntnis der Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit der
betreffenden Substanzen nach oraler Applikation. Das AusmafB der Resorption und die
systemische Verflugbarkeit von Quercetin ist abh&ngig von seiner chemischen Stabilitdt vom
Zeitpunkt der Einnahme bis zum Ort der Resorption, seinem Abbau durch die intestinale
Mikroflora, dem Resorptionsmechanismus sowie dem first-pass Effekt.

Da Katechole wie Quercetin bekanntermafen in alkalischen Medien instabil sind, kann es im
Dunndarm bei pH-Werten von bis zu 8,2 unter Umstédnden zu einem chemischen Abbau
und/oder Oxidationen kommen (Hatcher und Bryan 1985). Da hoher Verzehr von Gemiuse
den pH-Wert der verdauten Nahrung erhdht, kdnnte auch dies einen negativen Einfluss auf
die Stabilitdt von Quercetin haben.

1.2.1 Intestinaler Metabolismus

Die Resorption von Quercetin nach oraler Applikation wurde lange Zeit als vernachlassigbar
betrachtet. Dabei war allgemein akzeptiert, dass nur Aglykone die Darmwand passieren
konnten, was eine Spaltung der Glykoside vor der Resorption erforderlich machte. Bis vor
kurzem wurde angenommen, dass es keine kdrpereigenen Enzyme gab, die B-glykosidische
Bindungen spalten konnten. Verschiedene Mikroorganismen im Kolon waren jedoch bekannt
daflr, dass sie Flavonoidglykoside hydrolysierten (Bokkenheuser et al. 1987, Kim et al.
1998, Schneider und Blaut 2000). Daher wurde eine Resorption ausschlieBlich im Kolon
vermutet, wo allerdings ein weiterer Abbau durch intestinale Mikroorganismen ebenfalls
wahrscheinlich war. Der mikrobielle, intestinale Metabolismus von Substanzen mit freien
Hydroxygruppen in Position 4‘, 5 und 7 fand unter Spaltung des C-Rings statt, wobei
verschiedene Phenylessigsédure- und Phenylpropionsaurederivate entstanden (Heilmann und
Merfort 1998, Scheline 1991). Diese Metabolite konnten anschlieBend resorbiert und im
menschlichen Koérper weitergehend metabolisiert werden (Booth und Williams 1963,
Scheline 1968, Winter et al. 1989). Uber das Schicksal des A-Rings im Menschen war wenig
bekannt, aber Daten aus Tierexperimenten lieBen vermuten, dass es zur Bildung von
Phloroglucinol, Phloroglucinol-Carboxylsaure oder vollstandigem Abbau zu CO, kam (Ueno
et al. 1983). Im Menschen wurden nach oraler Applikation von Rutin als Hauptmetabolite
Homovanillinsdure  (HVA),  3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure  (DHPAA),  3-Hydroxy-
phenylessigsdure (mHPAA), Dihydroxytoluol (DHT) und B-m-Hydroxyphenylhydracrylsdure
neben einem komplexen Spektrum anderer polyphenolischer Komponenten im Plasma und
Urin beschrieben (Baba et al. 1981, Sawai et al. 1987, Scheline 1991) (Abb. 1.2).

Diese Abbauprozesse wurden in einigen neueren Untersuchungen bericksichtigt, in denen
statt Quercetin die Metabolite in In-vitro-Assays auf ihre pharmakodynamische Aktivitat hin
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getestet wurden (Kim et al. 1998, Merfort et al. 1996). Es konnte gezeigt werden, dass die
Abbauprodukte DHPAA sowie 4-Hydroxyphenylessigsdure (pHPAA) die Blutplatichen-
aggregation in vitro effektiver hemmten als Quercetin und Rutin (Kim et al. 1998). Aus diesen
Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die beobachteten /n-vivo-Wirkungen auch
von Quercetinmetaboliten verursacht werden konnten. Auch wenn Quercetin in vivo nicht
vollstdndig abgebaut wurde, so musste doch der Einfluss der intestinalen Metabolisierung
auf das Ausmal3 der Quercetinresorption mit bertcksichtigt werden.

OH
OH intest. OH
—
OH
HOOC
Quercetin 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
intest. endogen yeroxyphenylessig
. i intest.
intest.
OH
OH OCH, OH
HOOC HOOC
HOOC
m-Hydroxyphenylpropionsaur Homovanillinséure m-Hydroxyphenylessigséure
OH HOOC OCH, HOOC OH
HOOC
m-Cumarséure Vanillinsaure m-Hydroxybenzoesaure
/©:OH
HO
OH H,C OH
HOOC
B-m-Hydroxyphenylhydracrylsaure 3,4-Dihydroxytoluol

Abb. 1.2 Mikrobielle (intestinale) und endogene (mucosale und/oder hepatische) Metabolite von
Quercetin. Die Pfeile deuten mégliche Abbauwege an. Fiur Komponenten ohne Pfeile ist der
Abbauweg und —ort noch ungeklért.

Einige dieser Metabolite, darunter auch DHPAA und HVA, entstehen auch endogen im
Verlauf des Katecholaminstoffwechsels wie z.B. beim Abbau von Dopamin (Forth et al.
1992). Die endogenen Konzentrationen dieser Metabolite variieren in Abh&ngigkeit von der
Katecholaminkonzentration. Daher muss bei Untersuchungen der Quercetinmetabolite
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besonders darauf geachtet werden, dass die endogenen Konzentrationen dieser Metabolite
von denen unterschieden werden kdénnen, die aufgrund der Applikation von Quercetin
entstehen.

1.2.2 In-vitro- und In-situ-Versuche zur Resorption von Quercetin(glykosiden)

Die zunéchst als einzigen Resorptionsweg erkannte Spaltung der Glykoside im Kolon mit
anschlieBender Resorption des Aglykons hétte zwangslaufig zur Folge, dass die
Quercetinkonjugate zeitverzégert im Blut anfluteten. Untersuchungen von HOLLMAN et al.
(1996b) (siehe Absatz 1.2.4) zur Resorption von Quercetinglykosiden aus Zwiebeln, in denen
ein sehr schnelles Anfluten von Quercetinkonjugaten im Plasma beobachtet wurde, lieBen
erste Zweifel an diesem Resorptionsmechanismus aufkommen. Die Bedeutung des
Dinndarms bei der Resorption der intakten Flavonoide stieg. Zur Klarung von
Resorptionsmechanismen an der Darmwand konnten In-vitro- und In-situ-Studien wertvolle
Informationen liefern.

Der Transport durch die menschliche Epithelzelllinie Caco-2 (colon adenocarcinoma cells)
stellte ein gut etabliertes Modell fur die menschliche Resorption im Darm dar. In diesem
Modell wurde Quercetin in zwei Studien gut resorbiert (Noteborn et al. 1997, Walgren et al.
1998). Quercetin war jedoch ebenfalls ein Substrat fir eine Efflux-Pumpe. Die Autoren
vermuteten, dass ein Teil des in die Zellen aufgenommenen Quercetins wieder in das
Darmlumen abgegeben wirde und somit erneut chemischen und mikrobiellen
Abbauprozessen ausgesetzt ware (Walgren et al. 1998). Caco-2 Zelllinien schienen
Quercetin nicht zu metabolisieren. Die Resorption von Quercetin-4‘-O-glucosid, -3,4-O-
diglucosid, -3-O-glucosid und -3-O-rhamnosid war sehr gering, was die Hypothese einer
Resorption von Quercetin in Form seiner Glykoside nicht unterstitzte (Noteborn et al. 1997,
Walgren et al. 1998).

In einem In-situ-Experiment wurden die Quercetinkonzentrationen an der serosalen Seite
von lebenden Jejunumsegmenten der Ratte nach zweistindiger Perfusion mit 10 pM
Quercetin bzw. verschiedenen Glykosiden gemessen. Fir Quercetin konnten nur 0,3-0,4 %
der Dosis im Resorbat detektiert werden, bei den Glykosiden war der Prozentsatz noch
geringer. Uberraschenderweise trat nur Rutin besser ins Resorbat (iber als das Aglykon (1,3-
2,3 % der Dosis). Ein ausgepragter, schneller Metabolismus zeigte sich nur im Falle der
Quercetinperfusion (Noteborn et al. 1997). Diese Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit
neueren [n-situ-Untersuchungen in Ratten. In diesen Untersuchungen wurde der Dinndarm
fir 30 min mit einem physiologischen Puffer und darin enthaltenem Quercetin oder Rutin
(15 pM) bei einer Flussrate von 1 mL-min™' perfundiert. Die Rutinkonzentrationen zu Beginn
des Jejunums und am Ende des lleums waren nicht signifikant verschieden. Im Gegensatz
dazu wurden etwa 2/3 des Quercetins resorbiert und im Enterocyten an Glucuronsaure
konjugiert. Die Halfte des konjugierten Quercetins wurde allerdings anschlielBend wieder ins
Darmlumen sekretiert. Diese Sekretion kdnnte erklaren, warum die Netto-Resorption von
Quercetin durch die Darmwand nur etwa 30 % betrug. Quercetin konnte im Plasma nach
Hydrolyse der Konjugate detektiert werden (Crespy et al. 1999).
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Seit Beginn der vorliegenden Arbeit wurden von verschiedenen Arbeitskreisen parallel zu
den eigenen In-vivo-Studien weitere [In-vitro-Versuche zur Klarung der Resorptions-
mechanismen in oberen Diinndarmabschnitten durchgefiihrt. Die in den letzten drei Jahren
erzielten Ergebnisse lieferten erste Hinweise auf die zugrunde liegenden Vorgange. Da diese
Erkenntnisse aber zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht vorlagen, sollen diese
Untersuchungen hier nur kurz erwdhnt werden. Sie werden aufgrund der zeitgleichen und
wechselseitigen Entwicklung mit den eigenen Untersuchungen ausfuhrlich unter Absatz 4.1
und 4.2 vorgestellt und diskutiert.

DAY et al. konnten zeigen, dass die Fahigkeit zur enzymatischen Spaltung der B-glykosid-
ischen Bindung nicht auf bakterielle Enzymsysteme beschrénkt war. Vor kurzem wurde eine
cytosolische B-Glucosidase in der Leber, Niere und auch im Dinndarm des Menschen
gefunden (Day et al. 1998). Dies fiihrte zu der Uberlegung, ob Quercetinglykoside
moglicherweise erst in den Enterocyten der oberen Darmabschnitte gespalten wirden. Der
Transport der Quercetinglykoside Uber die Darmwand in die Enterocyten blieb aber unklar.
Mdoglicherweise war an der Aufnahme ein Hexose-Transporter beteiligt (Gee et al.
1998)(Abb. 1.3). Hinweise daflr lieferten Interaktionen von Quercetin mit Natrium-
abhangigen sowie Natrium-unabhangigen Glucosetransportern (Park 1999, Park und Levine
2000). DAY et al. (2000) gaben allerdings zu bedenken, dass eine Interaktion mit diesen
Glucosetransportern nicht zwangslaufig mit einem Transport der Quercetinglykoside
gekoppelt sein miuisste. Aufgrund der GrdéBe und Struktur der untersuchten
Quercetinglykoside erschien ein Transport Uber die Membran sogar eher unwahrscheinlich
(Day et al. 2000). Die Autoren vermuteten, dass Quercetinglykoside von der
membranstédndigen Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) bereits an der luminalen Seite der
Darmwand hydrolysiert wurden und anschlieBend das freiwerdende Aglykon resorbiert
wurde (Day et al. 2000) (Abb. 1.3).

1.2.3 Mucosaler und hepatischer First-Pass Effekt

Beziglich des hepatischen First-Pass-Effektes gab es deutliche Hinweise darauf, dass
Quercetin in der Leber weitgehend metabolisiert wurde. Menschliche Hepatocyten der
Zellinie HepG2 metabolisierten Quercetin  unter Bildung von Isorhamnetin (3-O-
Methylquercetin, siehe Abb. 1.1) als einzigen Metaboliten (Boulton et al. 1998, Walle et al.
1998). In Ratten wurde Isorhamnetin zuvor bereits als bilidrer und renaler Metabolit nach
oraler Applikation von Quercetin detektiert (Brown und Griffiths 1983, Peter et al. 1966, Ueno
et al. 1983). Kirzlich zeigten Plasmaanalysen von Ratten, dass etwa 80 % des resorbierten
Quercetins nach Applikation hoher Dosen an Ratten zu Isorhamnetin umgesetzt wurden
(Manach et al. 1997). Im Menschen war der methylierte Anteil deutlich geringer. Es wurde
vermutet, dass der Methylierungsprozess nur dann eine tragende Rolle spielte, wenn relativ
hohe Quercetinkonzentrationen im Plasma zirkulierten (Manach et al. 1998). Sowohl
Quercetin als auch Isorhamnetin waren im Plasma vollstandig konjugiert, was auf einen sehr
hohen First-Pass-Effekt des Aglykons hinwies.
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Die Bedeutung der Darmwand als metabolisierendes Organ wurde erst in spéateren
Untersuchungen erkannt. Die Metabolisierung von Quercetin zu Quercetinkonjugaten schien
in Tierexperimenten bereits weitgehend im Enterocyten statt zu finden. Fir das Isoflavon
Genistein konnte gezeigt werden, dass die Glucuronidierung hauptséchlich in der
Dinndarmwand und nicht in der Leber stattfand (Sfakianos et al. 1997). Dieses Ergebnis
wurde durch Perfusionsexperimente mit Rattendiinndarm unterstitzt. In diesen Versuchen
wurden Quercetin und Quercetinglucoside rasch in den Enterocyten aufgenommen und dort
konjugiert (Crespy et al. 1999, Spencer et al. 1999) (Abb. 1.3). Die entstandenen
Glucuronide und Sulfate wurden teilweise wieder ins Darmlumen abgegeben. In vivo wirden
diese Konjugate hdchstwahrscheinlich einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen.
Ergebnisse aus In-vivo-Versuchen mit Schweinen wiesen ebenfalls auf einen Uberwiegenden
Metabolismus in der Darmwand hin. Nach intravendser und oraler Applikation von Quercetin
an Schweine zeigte sich ein unterschiedliches Metabolitenmuster, was wahrscheinlich
machte, dass eine Konjugation vorzugsweise bereits im Enterocyten stattfand (Ader et al.
2000).

System. Kreislauf Enterocyt g Darmlumen
| kQ kIl +— 3
Q-g < Q-g | Hexosecarrier ?
! 4 N
Q v L. LPH ?
kK-Q<+<— k-Q g
X \

a Q Q +q

Endothel? - g Q-g = Quercetin-glycosid
Pfortader § k-Q = konj. Quercetin
k-1 = konj. Isorhamnetin

Abb. 1.3 Hypothetischer Resorptionsmechanismus und Metabolismus von Quercetinglykosiden vom
Darmlumen bis zum systemischen Kreislauf. Die im Blut zirkulierenden Quercetinkonjugate kénnten
moglicherweise am Endothel = Wirkort aufgrund der dort nachweisbaren Glucuronidase-Aktivitat
wieder hydrolysiert werden und so Quercetin freisetzen. LPH=Lactase-Phlorizin-Hydrolase. Modifiziert
nach CRESPY et al. (1999).
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1.2.4 Bioverfligbarkeit nach oraler Applikation im Menschen

Ebenso wie die In-vitro-Daten und tierexperimentellen Untersuchungen zum Resorptions-
mechanismus kamen auch die In-vivo-Studien zur Bioverflgbarkeit von Quercetin im
Menschen zu &uBerst widerspriichlichen Ergebnissen. Eine Ubersicht Uber die
durchgefuhrten Studien und den Kenntnisstand zu Beginn der vorliegenden Arbeit liefert
Tab. 1.4. Die in den letzten drei Jahren zeitgleich zu den eigenen Untersuchungen
durchgefuhrten Studien sind in Tab. 1.5 aufgefiihrt und stellen den aktuellen Kenntnisstand
dar.

HOLLMAN et al. fuhrten verschiedene Humanstudien zur Resorption und Bioverfigbarkeit von
Quercetin aus verschiedenen Nahrungsmitteln durch. Neun Probanden erhielten gebratene
Zwiebeln entsprechend 225+43 pmol (69+13 mg) (MW=+SD) berechnet als Aglykon, eine
Apfelzubereitung entsprechend 325+7 ymol (98+2 mg) oder Kapseln mit 331 pmol (200 mg)
Quercetin-3-O-rutinosid in einer randomisierten Cross-over-Studie (Hollman et al. 1997a). In
Zwiebeln lag Quercetin als Quercetin-4-O-glucosid vor, wogegen Quercetin-3-O-glucosid in
Apfeln vorkam. Kochmethoden (z.B. Erwéarmen der Zwiebeln) fiihrten zu keiner signifikanten
Anderung der Quercetinglykoside (Price et al. 1997). Blutproben wurden in Intervallen bis zu
36 h nach Einnahme genommen und der 24 h-Urin gesammelt. In einer vorangehenden
Pilotstudie erhielten 2 Probanden gebratene Zwiebeln entsprechend 64,2 mg (212 pmol)
Quercetin Aglykon, und Blutentnahmen fanden bis zu 48 h nach Einnahme statt (Hollman et
al. 1996b). Quercetin, Quercetinglykoside, -glucuronide und -sulfate wurden gleichzeitig
extrahiert und durch saure Hydrolyse zum Aglykon hydrolysiert. Die Proben wurden mittels
HPLC analysiert. Quercetin wurde nach Nachsaulenderivatisierung mit Aluminiumnitrat als
Aluminiumkomplex mittels Fluoreszenzdetektion bestimmt. Die Nachweisgrenze fir
Quercetin lag bei 2 ng-mL" (7 nM). Die Gesamtquercetinkonzentrationen wurden an ein
Zweikompartimentmodell angepasst und damit Absorptions-, Verteilungs- und Eliminations-
parameter bestimmt. Der héchste cno-Wert (224+44 ng-mL'1 (MW=SD) und kirzeste tnax-
Wert (0,7+1,08 h) wurde nach Einnahme der Zwiebelzubereitung beobachtet, gefolgt von der
Apfelzubereitung (Cmax 92+19 ng-mL'1 bei tnax 2,51+0,72 h) und den Rutin-Kapseln (Cpmax
90+93 ng-mL'1 bei tmax 9,3+1,8 h). Die Halbwertszeit in der Verteilungsphase wurde far
Zwiebeln mit 4,4+4,3 h und fir Apfel mit 2,4+3,7 h angegeben. Die Eliminationshalbwertszeit
war 28+92 h fiir Zwiebeln und 23+32 h fiir Apfel. Aufgrund der Resorptionsverzégerungszeit
im Falle von Rutin waren zu wenige Datenpunkte fir eine kompartimentelle Analyse
vorhanden. Innerhalb von 24 h wurden nur 1,39+0,49 % der Dosis nach Einnahme der
Zwiebeln renal eliminiert, 0,44+0,22 % nach Einnahme der Apfel und 0,35%0,41 % bei Rutin.
Fir eine pharmakokinetische Auswertung der Daten war eine vorangehende Hydrolyse der
Plasmaproben allerdings nicht ganz unproblematisch, da sowohl der (Leber-) Metabolismus
als auch die Exkretion zur Elimination eines Arzneistoffes aus dem Kérper beitrugen. Daher
zahlten die Phase-lI-Metabolite, Quercetinglucuronide und -—sulfate, bereits zu den
Eliminationsprodukten der resorbierten Ausgangssubstanz Quercetin. Wie von den Autoren
erwahnt wurde, setzten sich die Daten daher sowohl aus den Geschwindigkeitskonstanten
der Absorptions-, Verteilungs- und Eliminationsprozesse des Ausgangsstoffes als auch den
Entstehungs-, Verteilungs- und Eliminationsprozessen der Metabolite zusammen. Folglich
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waren die Verteilungs- und Eliminationshalbwertszeiten, die in dieser Studie ermittelt
wurden, deutlich langer als bei der reinen Bestimmung des Ausgangsstoffes (Ferry et al.
1996, Gugler et al. 1975). Dies musste bedacht werden, wenn im Folgenden die Daten von
den Autoren als ,pharmakokinetische Parameter von Quercetin“ bezeichnet wurden.

Die Autoren schlussfolgerten, dass die verschiedenen Zuckerkomponenten in den drei
Zubereitungen moglicherweise fur die beobachteten Unterschiede verantwortlich waren.
Daher hatte entweder die Position der Bindung oder die Art des Zuckers einen grofB3en
Einfluss auf die Resorption in vivo. Die vorliegende Arbeit sollte einen wesentlichen Beitrag
zur Klarung dieser Fragen leisten.

Die gleiche Arbeitsgruppe bestimmte ebenfalls die Absorption von Quercetinglykosiden aus
Zwiebeln, Rutin und Quercetin Aglykon an gesunden lleostomiepatienten (Hollman et al.
1995). Die Absorption wurde als der Unterschied zwischen eingenommener Menge und
Wiederfindung in Darmfllissigkeit sowie Urin definiert. Aufgrund des fehlenden Kolons konnte
eine Absorption nur im Dinndarm stattfinden. Im Urin wurden innerhalb von 13 h nach
Einnahme des jeweiligen Praparates 0,31+0,14 % bei Zwiebeln, 0,07+0,19 % bei Rutin und
0,12+0,08 % bei Quercetin wiedergefunden. Diese Werte umfassten bereits eliminiertes
Quercetin, Glykoside sowie Konjugate. Plasmakonzentrationen wurden in dieser Studie nicht
bestimmt, um eine zuséatzliche Belastung der Patienten zu vermeiden. Die Quercetin-
resorption reichte auf der Grundlage dieser Berechnungen von 52+15 %, 17+15 % sowie
24+9 % fur Zwiebel, Rutin und Quercetin. Die Urindaten lieBen eine intensive biliare
Ausscheidung oder Metabolismus von Quercetin im Kérper nach Absorption vermuten, unter
Bildung von anderen Metaboliten als Quercetinderivaten, die somit nicht detektiert werden
konnten. Die Definition von Absorption als Differenz von Einnahme und Wiederfindung bei
dieser Studie wurde jedoch sehr kontrovers diskutiert.

Methylierte und konjugierte Quercetinderivate wurden kdirzlich in  Humanplasma
nachgewiesen und bestatigten die zuvor in Rattenexperimenten erhaltenen Ergebnisse
(Manach et al. 1998, Manach et al. 1997, Manach et al. 1995). Zehn Probanden erhielten
eine flavonoidreiche Diat entsprechend 87 mg (288 mol) Quercetin nach 24 h flavonoidfreier
Erndhrung. Blutproben wurden 2 h vor und 3, 7 und 20 h nach Einnahme der Mahlzeit
abgenommen. Nach enzymatischer Hydrolyse wurden Quercetin und Quercetinderivate
mittels HPLC und elektrochemischer Detektion bestimmt. Die Nachweisgrenze fir Quercetin
und Isorhamnetin betrug 1,5 ng-mL" (5 nM) beziehungsweise 3 ng-mL" (10 nM). Vor der
Mahlzeit lagen die Quercetinkonzentrationen im hydrolysierten Plasma bei 8,5 bis 43 ng-mL"
(28 bis 142 nM) und stiegen signifikant auf Durchschnittswerte von 104 ng-mL™ (344 nM) an.
Die Quercetinkonzentrationen sanken nach 7 h und erreichten die Ausgangswerte nach
20 h.

In einer Humanstudie zur Untersuchung des Metabolismus der Ginkgo biloba-Flavonole -
hauptséachlich Quercetin, Kampferol und Isorhamnetin — konnte ebenfalls Quercetin in
Plasma und Urin nach oraler Applikation von 400 mg eines standardisierten Ginkgo biloba
Extraktes detektiert werden (Drieu et al. 1985). Mittels HPLC und elektrochemischer
Detektion wurden die Aglykone im Blut und Urin mit einer Nachweisgrenze von 0,5 pg-mL"
(1,6 uM) detektiert. Plasmakonzentrationen an Kampferol, Quercetin und Isorhamnetin
konnten im Plasma nachgewiesen werden, die erreichten Konzentrationen wurden allerdings
nicht angegeben. Das renale Eliminationsprofil von Quercetin erreichte bei etwa 5 h ein
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Maximum, nach 20 h war die Ausscheidung nahezu abgeschlossen. Ahnliche Ergebnisse
wurden nach Applikation von 50, 100 und 300 mg Ginkgo biloba-Extrakt an zwei Probanden
erhalten (Nieder 1991). Quercetin wurde im Plasma mittels HPLC-UV detektiert, und geringe
Konzentrationen bis zu 0,6 ng-mL" (2 nM) wurden fluorimetrisch nach Derivatisierung mit
Aluminiumsalzen wie zuvor beschrieben bestimmt (Hollman et al. 1996c). Maximale
Plasmakonzentrationen von etwa 150 ng-mL™" (0,5 pM) Gesamtflavonole wurden 2 bis 3 h
nach Applikation erreicht, die Halbwertszeiten reichten von 2 bis 4 h, und die Elimination war
dosisunabhéngig nach 24 h abgeschlossen.

Kirzlich wurde eine GC/MS und LC/MS Methode zur Bestimmung von Quercetin und
Ké&mpferol mit Nachweisgrenzen von 20 pg bzw. 10 pg auf der Saule entwickelt. Mit dieser
Methode konnten Quercetin und Kampferol in einer Urinprobe nach Einnahme von 16
Ginkgo biloba-Tabletten (je 12,5 mg Flavonoide), eingenommen Uber einen Zeitraum von
48 h, bestimmt werden (Watson und Pitt 1998).

Eine Bioverfugbarkeitsstudie mit verschiedenen Rutinformulierungen wurde von MURGU et al.
durchgefuhrt (Murgu et al. 1978). Nach methanolischer Extraktion aus dem Plasma wurde
Rutin photometrisch als Aluminiumchlorid-Komplex bei 480 nm ohne vorhergehende
Trennung bestimmt. Diese Methode war jedoch nicht spezifisch fir Rutin, was sich in den
hohen Serumkonzentrationen widerspiegelte (20,3 pg-mL™" - 33 pM - nach einer oralen Dosis
von 200 mg Rutin). Die Autoren hatten anschlieBend Schwierigkeiten, die pharmako-
kinetischen und pharmakodynamischen Resultate zu interpretieren. Dies kdnnte auf der
Tatsache beruhen, dass der verwendete Assay nicht zwischen Flavonoiden, ihren
Metaboliten und Matrixkomponenten differenzieren konnte, also wenig selektiv war.

Die Identifizierung von Flavonoiden als Glykoside in Humanplasma wurde von PAGANGA et
al. berichtet (Paganga und Rice Evans 1997). Plasmaproben wurden mittels HPLC-PDA bei
Detektionswellenlangen von 280 nm und 350 nm analysiert. Peaks wurden anhand ihrer
relativen Retentionszeiten, bezogen auf einen Internen Standard und ihrer Spektren im
Vergleich zu Referenzstandards, identifiziert. Rutin wurde in Konzentrationen von etwa
0,74 uM detektiert, weitere Quercetinglykoside in Konzentrationen von 0,4 bis 1,34 yM
(berechnet als Quercetin-3-O-glucosid). Diese Ergebnisse wurden kdirzlich in einer Studie
bestétigt, in der verschiedene Quercetin- und Isorhamnetinglucoside in Humanplasma und
Urin nach Einnahme von Zwiebeln detektiert wurden (Aziz et al. 1998). Aufgrund der
verwendeten analytischen Messmethoden sind allerdings beide Studien sehr kritisch zu
bewerten (siehe Absatz 4.1).

Im Gegensatz zu den bisher erwéhnten Studien konnte in verschiedenen anderen
Untersuchungen kein Quercetin Aglykon oder Glykosid in Plasma und Urin nach oraler
Applikation quercetinhaltiger Formulierungen detektiert werden. GUGLER et al. (1975)
verabreichten 4 g Quercetin oral an vier Probanden und konnten kein freies Quercetin im
Plasma nachweisen. Unglicklicherweise wurden Konjugate nicht zusatzlich gespalten, so
dass der Gesamtquercetingehalt nicht bestimmt wurde. Im Urin wurde sowohl der freie als
auch konjugierte Anteil nach enzymatischer Hydrolyse bestimmt, aber es konnte weder
freies noch konjugiertes Quercetin bestimmt werden. Hingegen wurden 53+5 % der Dosis im
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Faezes wiedergefunden. Die Autoren folgerten daher, dass die Resorption des Quercetins
weniger als 1 % betrug, da die Sensitivitdt der Methode eine Mengenbestimmung von mehr
als 1 % der oralen Dosis im Urin zugelassen hétte. Jedoch werden Quercetinkonjugate
aufgrund des gréBeren Molekulargewichtes vermutlich bevorzugt bilidr eliminiert, was bei
Ratten bereits gezeigt werden konnte (Griffiths 1982). Daher ist die Bestimmung des freien
Anteils im Plasma unzureichend, und es ist davon auszugehen, dass die Bestimmung des
Gesamtquercetingehalts nach Hydrolyse eine héhere Resorption vermuten lie3e.

Baba et al. fuhrten die ersten Untersuchungen zur Identifizierung der intestinalen Metabolite
von Rutin im Menschen durch (Baba et al. 1981). In dieser Studie wurden DHPAA, mHPAA,
DHT, HVA und B-m-Hydroxyphenylhydracrylsdure mittels GC/MS als Rutinmetabolite
identifiziert, nachdem zwei Probanden jeweils 10 mg deuterium-markiertes Rutin-d/kg KG
oral eingenommen hatten. Alle 5 Komponenten waren im Urin auch als endogene Metabolite
vorhanden. Quercetin konnte im Urin nicht nachgewiesen werden. Die Rutinausscheidung im
Urin nach oraler Applikation von 50 mg/kg nichtmarkierten Rutins wurde mittels TLC
analysiert und war unterhalb der Nachweisgrenze (20 pg-mL™).

In einer anderen Studie wurden ebenfalls DHPAA, mHPAA, DHT und HVA in Humanplasma
und Urin nach oraler Applikation von 75 mg Rutin an zehn Probanden nachgewiesen (Sawai
et al. 1987). Die Analysen wurden mit GC/MS unter Verwendung der entsprechenden
deuterium-markierten Substanzen als Interne Standards durchgefihrt. Maximale
Konzentrationen wurden im Blut 8 bis 12 h nach Einnahme beobachtet und fielen innerhalb
von 20 bis 35 h langsam wieder auf die endogenen Ausgangsspiegel ab. Eliminations-
halbwertszeiten betrugen fir DHPAA und HVA 3,2 h bzw. 4,4 h, fir DHT und mHPAA 14,5 h
bzw. 8,0 h. Die renal eliminierte Gesamtmenge aller 4 Komponenten betrug 50,5 % der
Dosis.

Gross et al. berichteten von der Entwicklung einer HPLC-PDA Analysenmethode fir die
Quantifizierung von Flavonol-Metaboliten in Humanurin (Gross et al. 1996). Bei zwei
normalernéhrten Probanden lagen die durchschnittlichen Konzentrationen fir DHPAA,
mHPAA und HVA etwa bei 0,7, 4,8 sowie 2,8 ug-mL™". Die Peakidentitat wurde durch LC/MS
und GC/MS Messungen bestétigt. Es wurde jedoch nicht geklart, inwieweit diese
Konzentrationen dem endogenen Katecholamin-Stoffwechsel zuzuordnen waren oder aus
dem Flavonolmetabolismus hervorgingen.

Interessanterweise war der Gesamtgehalt an renal eliminietem DHPAA und HVA nach
oraler Applikation von 100 mg Rutin-Tabletten 3xtaglich Uber einen Zeitraum von 3 Tagen
geringer verglichen mit der gleichen Rutinmenge als Buchweizenkrauttee-Zubereitung
(Schilcher und Hagels 1996). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Rutin eine 40fach bessere
Loslichkeit in einer wassrigen Buchweizenkrauttee-Zubereitung hatte als in Wasser. Dies
deutete darauf hin, dass die Formulierung im Hinblick auf 16sliche Pflanzeninhaltsstoffe einen
gro3en Einfluss auf den Metabolismus und die Resorption von Quercetin und/oder seinen
Metaboliten haben kann. Auch im aufkonzentrierten Urin konnte allerdings selbst nach Gabe
von 300 mg Rutin 3xtaglich in Form der Teezubereitung kein Quercetin nachgewiesen
werden (LOD fir Quercetin: 45 pg-mL™" = 150 uM, entsprechend 1,9 ug-mL" Urin). Diese
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Ergebnisse wurden in einer neueren Studie zur Resorption und Exkretion von Flavonoiden
nach Einnahme einer Broccoli-Mahlzeit bestéatigt (Nielsen et al. 1997). Broccoli enthalt hohe
Gehalte an den Flavonoiden Kampferol (2,5 mg/100 g Frischgewicht) und Quercetin
(1,8 mg/100 g Frischgewicht). Hydrolysierte Urinproben wurden mittels HPLC-UV und LC/MS
analysiert, doch konnte nur Kdmpferol und kein Quercetin detektiert werden.

Unterschiede im Flavonoidmetabolismus zwischen Mensch und Ratte wurden von PIETTA et
al. beobachtet (Pietta et al. 1997). Sechs Probanden erhielten eine orale Dosis von 4 g
Ginkgo biloba-Extrakt (standardisiert auf 24 % Flavonolglykoside). Im Gegensatz zu den
bereits erwahnten Untersuchungen bezuglich des Metabolismus der Ginkgo-Flavonoide
wurden in dieser Studie keine Flavonoide detektiert. Die Summe der im Urin gefundenen
Metabolite kam fir weniger als 30 % der Dosis auf. DHPAA, mHPAA und HVA sowie
Propionsaure und Benzoeséaure konnte bei Ratten detektiert werden. Im Humanurin konnten
jedoch keine Phenylessigsaure- oder Phenylpropionsédure-Derivate mittels HPLC-PDA
Detektion nachgewiesen werden. Stattdessen konnten Benzoeséure-Derivate detektiert
werden, was darauf hinwies, dass im Menschen ein weitergehender Metabolismus stattfand.
Anhnliche Beobachtungen wurden auch in einer Studie zum Metabolismus der Equisetum
arvense-Flavonoide gemacht. Im Urin von elf Probanden wurde nach Einnahme von 5 g/Tag
einer Schachtelhalmtee-Zubereitung ein komplexes Metabolitenspektrum phenolischer
Sauren nachgewiesen (Graefe und Veit 1999). Neben Quercetin und anderen Flavonolen
enthalt Schachtelhalmkraut auch Hydroxyzimtsauren, deren Metabolismus im Menschen
bislang kaum untersucht wurde. Unverédnderte oder konjugierte Flavonole konnten nach
HPLC-PDA Analyse bei einer Nachweisgrenze von 50 ng-mL" nicht gefunden werden.
Benzoeséure-Derivate wie z.B. Hippursaure waren die Hauptmetaboliten, wohingegen die
endogenen HVA-Konzentrationen im Laufe der Einnahme Uber mehrere Tage nicht
signifikant anstiegen. Aus den zur Verfigung stehenden Daten ging nicht klar hervor,
inwieweit das abweichende Metabolitenspektrum auf Inhaltsstoffe der Pflanzenextrakte
zurlickzufihren war, oder ob andere Faktoren den Metabolismus von Quercetin im
Menschen im Vergleich zu Ratten beeinflussten.

Diese Studien legten eine sehr geringe Verflugbarkeit von Quercetin und/oder seinen
Glykosiden nach oraler Applikation nahe und konzentrierten sich stattdessen auf die
Metabolite als potentiell aktives Prinzip.

Ein weiterer Faktor, der h&ufig vernachléassigt wurde, war die Ldslichkeit der verabreichten
Substanzen. Quercetin und Rutin waren beide schlecht 16slich in wéassrigen Medien, wurden
aber in Humanstudien oft in Tabletten- oder Kapselform verabreicht. In Ratten wurde
gezeigt, dass das AusmafB und die Geschwindigkeit der Resorption teilweise von der
Léslichkeit in der verwendeten Formulierung abhingen. Je 50 mg-kg” der Substanz wurden
in Propylenglycol, Propylenglycol/Wasser oder Wasser gelést. In den Glycol und
Glycol/Wasser-Gruppen wurden maximale Gesamtquercetinkonzentrationen von 70,3 yM
und 15,5 pM innerhalb von 0,5 h nach Applikation gemessen. In der Wasser-Gruppe stiegen
dagegen die Quercetinkonzentrationen im Plasma wéhrend des Experiments kontinuierlich
an und erreichten 5,5 yM am Ende des Versuches nach 8 h (Piskula und Terao 1998b).
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Daher kénnte die verzégerte Resorption, die in Humanstudien nach Applikation von
Rutinkapseln beobachtet wurde, auch auf eine geringe Lslichkeit zurlickzufiihren sein. Der
Einfluss der Loéslichkeit wurde auch in einer Humanstudie deutlich nach Applikation von Rutin
als Kapseln oder Tee (siehe oben) (Schilcher und Hagels 1996). Quercetinglykoside in
Nahrungsmitteln kénnten moglicherweise generell besser resorbierbar sein aufgrund von
I6slichkeitsvermitteinden Faktoren in komplexen Pflanzenmatrices. Dartber hinaus
unterstutzte die Tatsache, dass reine Lésungen von Quercetin-4‘-O-glucosid und Quercetin-
3-O-glucosid gleichermaBBen resorbiert wurden unabhéngig von der Position der
Zuckerkomponente die Bedeutung der Loslichkeit (Olthof et al. 2000). Daher wird die
Verwendung gleicher Formulierungen und Zubereitungen bei zuklnftigen Untersuchungen
verschiedener Komponenten empfohlen, um durch eine unterschiedliche Biopharmazie der
Arzneiformen hervorgerufene Effekte auszuschlieBen.

Die zu Beginn der vorliegenden Arbeit publizierten Untersuchungen kamen somit bezUglich
der Resorption von Quercetin und seinen Glykosiden sowohl in In-vitro- und In-situ-
Resorptionsversuchen als auch nach oraler Applikation im Menschen zu widersprichlichen
Ergebnissen. Dies konnte nur zum Teil mit der Verwendung von unterschiedlichen
analytischen Methoden begrindet werden. Die Ursachen flir das unterschiedliche
Resorptionsverhalten verschiedener Quercetinglykoside waren nicht bekannt. Unter
anderem war unklar, welchen Einfluss die verschiedenen Zuckerkomponenten der Glykoside
auf die Resorption hatten. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollten daher
Erkenntnisse Uber Geschwindigkeit und AusmafB der Resorption verschiedener
Quercetinglykoside nach oraler Applikation im Menschen gewonnen werden. Die erhaltenen
pharmakokinetischen Parameter sollten wiederum Riickschlisse auf die zugrunde liegenden
Resorptionsmechanismen zulassen.
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1.3 Pharmakokinetisch-pharmakodynamische Beziehungen

In einer kirzlich durchgefuhrten Untersuchung wurden die Plasmakonzentrationen von
Quercetin und Apigenin sowie ihr Einfluss auf die Hamostase in gesunden Probanden
gemessen (Janssen et al. 1998). 18 Probanden nahmen an einer randomisierten,
placebokontrollierten, dreifach Cross-over Studie teil und erhielten flavonoidreiche
Nahrungsergénzungszubereitungen (Zwiebeln, Petersilie) oder eine flavonoidarme
Zubereitung (als ,Placebo®) jeweils fur eine Woche. Die tagliche Zwiebelzubereitung enthielt
1143 mg (377+10 pmol) berechnet als Quercetin Aglykon, die Petersilienzubereitung
84+6 mg (31122 pmol) und das Placebo 0,015+0,004 mg (0,05+0,01 pmol). Blutproben
wurden am Ende jeder Untersuchungswoche abgenommen. Die Quercetinkonzentrationen
wurden nach Hydrolyse der Konjugate fluorimetrisch nach Nachsé&ulenderivatisierung
bestimmt. In einem parallelen In-vitro-Experiment wurden die Wirkungen von Quercetin,
Quercetin-3-O-glucosid, Catechin und Apigenin auf die Plattchenaggregation gemessen.
Obwohl maximale Quercetinkonzentrationen von 447+117 ng-mL'1 (1,5+0,4 uM, MW=SD)
90 min nach Einnahme der Zwiebeln beobachtet wurden, zeigten sich keine Effekte auf
kollageninduzierte Aggregation in Vollblut und Plasma, auf die Thromboxanproduktion oder
auf andere Hamostasefaktoren. In einer ahnlichen Studie erhielten 27 Probanden hohe
Flavonoiddosen (1,0 g Quercetin/Tag, auBerdem 1,0 g Bioflavonoide/Tag, 200 mg Rutin/Tag
und 200 mg Bromelain/Tag) Uber einen Zeitraum von 28 Tagen (Conquer et al. 1998).
Plasmaproben wurden an Tag 28 nach 10stindigem Fasten entnommen. Die Proben
wurden enzymatisch und durch saure Hydrolyse gespalten und mittels HPLC-UV analysiert.
Die Gesamtplasmakonzentrationen stiegen 14fach an (von 0,10+0,09 auf 1,5+0,3 yM, bzw.
von 27,7+25,7 auf 427,1+89,2 ng-mL"), aber es wurden keine Anderungen verschiedener
Risikofaktoren fir kardiovaskuldre Erkrankungen (unter anderem Cholesterol, Triglyceride,
Blutdruck, Plattchenaggregation und Thromboxan B2-Produktion) beobachtet. In beiden
Studien wurde jedoch der Gesamtquercetingehalt nach Hydrolyse der Konjugate bestimmt.
Wenn allerdings in den entsprechenden In-vitro-Tests Quercetin Aglykon als der potentielle
Wirkstoff getestet wird, so sollte folglich auch die freie Quercetinkonzentration in vivo
bestimmt werden. Ohne die Bestimmung des Verhéltnisses von freiem zu konjugiertem
Anteil koénnen keine Aussagen zu den tatséchlichen freien Quercetinkonzentrationen
gemacht werden. Das erschwert eine Korrelation der in vitro effektiven
Quercetinkonzentrationen zu den Gesamtquercetinkonzentrationen im Plasma, da die
korrespondierenden freien Quercetinkonzentrationen héchstwahrscheinlich sehr viel geringer
sein werden. In anderen Studien waren die freien Quercetinkonzentrationen zu gering far
einen Nachweis, obwohl sehr empfindliche Messmethoden eingesetzt wurden (Manach et al.
1998). Das antioxidative Potential der Konjugate ist auBerdem deutlich geringer als das des
Aglykons (Manach et al. 1998). Bedenkt man daruber hinaus die hohe Plasmaeiwei3bindung
des freien Quercetins, so erscheint es kaum wahrscheinlich, dass die verbleibende
ungebundene, freie Quercetinkonzentration in vivo einen pharmakodynamischen Effekt
auslost.
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1.4 Methoden und Analytik

Hinsichtlich der Probenvorbereitung wurden in allen bisher veroéffentlichten Arbeiten zur
Bestimmung von pflanzlichen Phenolen (Flavonoide oder Catechine) in Plasma und Urin die
Konjugate vor Analyse gespalten. Dies hatte zunéchst Uberwiegend analytische Grinde, da

die verschiedenen Konjugate (Uberwiegend Gilucuronide) gar nicht oder nicht in
ausreichender Menge und Reinheit als Referenzsubstanzen zur Verfigung standen.

die Konjugate sowohl bei UV- als auch elektrochemischer Detektion einen schlechteren
Responsefaktor als die freien Phenole hatten und somit die Empfindlichkeit geringer war.
Dies war besonders bei der Analytik von Plasma- und Urinproben nach Applikation von
Phytopharmaka von entscheidender Bedeutung, da die zu erwartenden Konzentrationen
aufgrund der geringen Dosis im unteren Nanogramm pro Milliliter -Bereich lagen.

nach Applikation von quercetinhaltigen Zubereitungen sowohl verschiedene Quercetin-
als auch Isorhamnetinglucuronide gebildet wurden, und diese voneinander mittels UV-
oder elektrochemischer Detektion nicht differenzierbar waren.

die Konjugate abhangig von ihrer Bindungsstelle nicht zugénglich waren fir eine
Derivatisierung mit Aluminiumchlorid und anschlieBender Fluoreszenzdetektion - eine
Methode, die aufgrund ihrer hohen Sensitivitat haufig eingesetzt wurde.

Der im Plasma und Urin frei vorliegende Anteil an Flavonoiden oder Catechinen wurde
hingegen nur in wenigen Arbeiten gleichzeitig bestimmt. Trotz empfindlicher Nachweis-
methoden konnte kein freies Quercetin im Plasma gefunden werden, so dass gefolgert
wurde, dass Quercetin nur in Form seiner Glucuronide im Plasma zirkuliert (Manach et al.
1998). Unter Verwendung eines Glucuronyltransferase-Assays konnten bislang in vitro 4
verschiedene Quercetinglucuronide synthetisiert werden (Manach et al. 1998, Oliveira und
Watson 2000).

Bei der Interpretation der publizierten Daten auf Grundlage des nach Hydrolyse bestimmten
Gesamtquercetingehaltes war aber bislang Vorsicht geboten. Der Zusammenhang zwischen
den tatséchlich vorliegenden Quercetinkonjugaten und dem Gesamtquercetingehalt war zu
Beginn der vorliegenden Untersuchungen noch nicht geklart und sollte unter anderem
Gegenstand dieser Arbeit sein (siehe Absatz 3.1). Daruber hinaus wurde haufig in der
Interpretation und Diskussion der Ergebnisse nicht mehr erwahnt, dass sich die Daten nicht
auf freies Quercetin bezogen, sondern auf der Grundlage der Quercetinkonjugate erhoben
wurden. Dadurch wurde oft der Eindruck vermittelt, dass freies Quercetin im Menschen
nachweisbar war und es sich um die pharmakokinetischen Daten von freiem Quercetin
handelte. Dies spiegelte sich auch in der Tatsache wider, dass nach wie vor versucht wurde,
die in vitro effektiven Quercetinkonzentrationen mit dem in vivo bestimmten Gesamt-
quercetingehalt hinsichtlich einer pharmakodynamischen Wirkung zu korrelieren.

Bezuglich der Analytik und Detektion fiel bei den meisten bisher veréffentlichen Studien der
fehlende Nachweis der Methodenspezifitdit besonders ins Gewicht. Durch Spiken von
Plasmaproben mit Referenzstandards und Verwendung von Leerproben lie3 sich in der
Regel die Selektivitat einer Methode gut bestimmen. Die Applikation von Quercetin und
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seinen Glykosiden brachte jedoch auch mdglicherweise interferierende Metabolite hervor,
die einer hohen intra- und interindividuellen Variabilitdt unterlagen. Da diese Bedingungen
wahrend der Methodenentwicklung nicht simuliert werden konnten, konnte die Spezifitat der
Methode im Experiment nicht vorhergesehen werden. Dies galt im Besonderen fir die
Analytik von Urinproben. Daher ist die Verwendung von selektiven Detektionsmethoden bei
zukinftigen pharmakokinetischen Studien von zentraler Bedeutung.

Die selektivste bisher verwendete Detektionsmethode in Verbindung mit HPLC war die
Massenspektrometrie. Sie wurde jedoch bislang nicht zur quantitativen Analyse von
Quercetin in pharmakokinetischen Studien eingesetzt. Bei der Verwendung von HPLC/MS
waren mit stabilen Isotopen markierte Referenzstandards zur Quantifizierung vonnéten.
Aufgrund des H/D-Austausches im Flavonoidmolekil konnte Deuterium kaum zur
Markierung verwendet werden. C13-markierte Substanzen kénnten synthetisiert werden,
was allerdings als ein schwieriger Ansatz angesehen wurde (Deprez et al. 1997). Die
Methode der Wahl ist heutzutage die Verwendung von Tandemmassenspektirometrie
(HPLC/MS-MS) zur Detektion, was durch Verwendung von ,Multiple Reaction Monitoring“
Techniken eine Quantifizierung im pg-mL™ Konzentrationsbereich erméglicht.

Beziglich der Sensitivitdt mussten Konzentrationen im oberen Pikogramm- oder unterem
Nanogramm-Bereich noch bestimmbar sein. Die meisten verwendeten Methoden waren
jedoch weniger sensitiv oder arbeiteten nahe an der Nachweisgrenze. Bei der Analyse von
Plasmaproben hinsichtlich Quercetin und seinen mdglichen Metaboliten mittels HPLC-PDA
konnten nur Konzentrationen bis maximal 20 ng-mL™" noch bestimmt werden (Graefe und
Veit 1999). Die On-line UV-Spektren konnten zur Uberpriifung der Peakidentitat verwendet
werden. Man musste jedoch beachten, dass die Spekiren von Quercetinglykosiden und —
glucuroniden nicht unterscheidbar waren.

Eine betrachtliche Erhéhung der Sensitivitdt konnte durch Nachsdulenderivatisierung mit
Borsaurederivaten oder Aluminiumsalzen und anschlieBender fluorimetrischer Detektion
erzielt werden. Solche Methoden hatten Nachweisgrenzen im unteren ng-mL’
Konzentrationsbereich (Hollman et al. 1996c¢). Unglicklicherweise waren die Methoden, die
zur Erhéhung der Sensitivitdt eine Nachsaulenderivatisierung verwendeten, haufig nicht
zuganglich fur eine nachfolgende massenselektive Detektion.

Ein Schwerpunkt bei der Methodenentwicklung im Rahmen der vorliegenden Arbeit lag auf
der simultanen Extraktion und Detektion von Quercetinderivaten und intestinalen
Metaboliten. Die bereits publizierten Methoden konzentrierten sich diesbezlglich entweder
auf die intestinalen Metabolite oder ausschlieB3lich auf Quercetinderivate.

Ein zentraler Punkt bei den bisherigen Untersuchungen war das Fehlen einer validierten
Analytik mit ausreichend sensitiven und selektiven Detektionsmethoden. Ein weiterer
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag daher auf der Entwicklung und Validierung einer
ausreichend selektiven und sensitiven Detektionsmethode fir sowohl intestinale als auch
endogene Quercetinmetabolite. Daflr boten sich elektrochemische Detektionsmethoden an,
die bezuglich ihrer Sensitivitdt vergleichbar mit der Nachs&ulenderivatisierung waren
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(Manach et al. 1998). Erst seit wenigen Jahren steht ein elektrochemisches Mehrkanal-
detektionsverfahren (haufig auch als ,coulometrische Arraydetektion“ bezeichnet) zur
Verfugung. Dieses neue Detektionsverfahren eignet sich aufgrund der hohen Sensitivitat und
auch Selektivitdt besonders fur die Plasmaanalytik und wird in Zukunft noch stark an
Bedeutung zunehmen.

1.5 In-vitro-Resorptionsversuche am Schweinedarmmodell

Die orale Bioverflgbarkeit wird am besten in vivo im Tierversuch oder am Menschen selbst
ermittelt. Das Bestreben, die orale Resorption von Substanzen ex vivo vorhersagen und
gezielt beeinflussen zu kénnen, fihrte zur Entwicklung verschiedener Resorptionsmodelle.
Bei den In-vitro-Resorptionsmodellen mit Darmsegmenten fanden verschiedene Techniken
wie Perfusion, ,everted sacs®, Inkubation oder die Ussing-Kammer Anwendung. Einen
Uberblick tber die Vor- und Nachteile der verschiedenen Modelle verschafften HILLGREN et
al. (Hillgren et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Resorption von verschiedenen Flavonolen und ihren
Glykosiden in einem Inkubationsmodell (Franz-Diffusionszelle) unter Verwendung von
Schweinedarmsegmenten untersucht werden. Bei der modifizierten Franz-Zelle handelte es
sich um ein statisches Resorptionsmodell, in dem die serosale Darmseite nicht standig mit
frischem Medium umspllt wurde, wie dies in vivo und in Perfusionsmodellen der Fall war.
Folglich wurden resorbierte Substanzen nicht sofort abtransportiert, sondern reicherten sich
an der basalen Seite an.

Charakteristisch fir dieses Modell war eine geringe Permeabilitédt von Testsubstanzen in das
Resorbat. Selbst Substanzen wie Testosteron, das aufgrund seiner guten Permeabilitat
haufig als Markersubstanz in anderen Resorptionsmodellen (z.B. Caco-2 Zellen) eingesetzt
wurde, wurde in einem vergleichbaren Resorptionsmodell (Boehringer Mannheim-—
Ringmodell) nur mittelmaBig resorbiert (Nolte 1998). Ursache hierfir war einerseits der
hydrophile Schleim, der eine Permeation durch den Mucus behinderte (Larhed et al. 1998).
Zusatzlich hemmte die Muskelschicht, die nicht vollstdndig entfernt werden konnte, die
Transportrate durch die Darmwand (Wolfe et al. 1973). Dadurch bedingt war die gemessene
In-vitro-Resorption in der Franz-Zelle und in vergleichbaren Resorptionsmodellen generell
haufig geringer als die in vivo ermittelte (Nolte 1998). Fir eine In-vitro / In-vivo Korrelation
eignete sich daher der Vergleich absoluter Resorptionswerte nur bedingt. Klassifizierte man
die untersuchten Substanzen hingegen in ,gut®, ,mittelmaBig“ und ,schlecht“ resorbierbar, so
konnte im Boehringer Mannheim-Ringmodell flr verschiedene Substanzen gezeigt werden,
dass eine gute In-vitro / In-vivo Korrelation bestand (Nolte 1998).

Die Charakterisierung eines mit der Franz-Zelle vergleichbaren statischen
Resorptionsmodells (des Boehringer Mannheim—Ringmodells) wurde im Rahmen einer
Dissertation anhand von verschiedenen Arzneistoffen durchgefiihrt (Nolte 1998). Zu den
Vorteilen dieses Modells gehdrten unter anderem die leichte Handhabbarkeit und gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
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1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung der vorliegenden Untersuchungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bioverfigbarkeit, Pharmakokinetik und den
Metabolismus von Quercetin und verschiedenen Quercetinglykosiden im Menschen zu
untersuchen. Insbesondere sollte der Einfluss der Glykoside im Vergleich zum Aglykon
sowie der Pflanzenmatrix auf Resorption, Metabolismus und Elimination charakterisiert
werden. Dabei sollten erstmals sowohl intestinale als auch endogene Quercetinmetabolite in
Plasma und Urin erfasst werden.

Als Voraussetzung flir eine pharmakokinetische Analyse auf der Basis des
Gesamtquercetingehalts sollte dariiber hinaus der Zusammenhang zwischen den in Plasma
und Urin vorliegenden Quercetinkonjugaten und dem nach Hydrolyse der Konjugate
bestimmten Gesamtquercetingehalt geklart werden.

Fir diese Untersuchungen war zunéchst die Entwicklung einer Probenvorbereitungsmethode
zur gleichzeitigen Extraktion der intestinalen wie endogenen Quercetinmetabolite aus
Plasma und Urin erforderlich. Zur quantitativen Bestimmung dieser Metabolite musste des
Weiteren eine ausreichend selektive und sensitive analytische Messmethode erarbeitet
werden.

Die in den Humanstudien verwendeten pflanzlichen Zubereitungen sollten bezlglich ihrer
Zusammensetzung und des Gehaltes an Quercetinglykosiden charakterisiert werden. Fir die
Applikation von Reinsubstanzen war die Isolierung des Quercetin-4'-O-glucosids aus
Zwiebeln erforderlich. Zur Applikation der Prifpraparate sollte eine einheitliche
Prifformulierung entwickelt werden, mit der ein resorptionsférdernder Effekt durch
Lésungsvermittler weitgehend vermieden werden sollte.

Parallel zu der Humanstudie sollte der Einfluss der Zuckerkomponente und der
Pflanzenmatrix auf die Resorption der Flavonolglykoside in einem In-vitro-Resorptionsmodell
(Franz-Diffusionszelle) unter Verwendung von Schweinedarmsegmenten untersucht werden.
AbschlieBend sollte festgestellt werden, inwieweit sich die Ergebnisse der In-vivo-Versuche
mit den erhaltenen In-vitro-Resultaten korrelieren lie3en.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien

3,4-Dihydroxyphenylessigsédure (DHPAA)
3,4-Dihydroxytoluol (4-Methylcatechol) (DHT)
4-Hydroxyphenylessigsaure (pHPAA)
3-Hydroxyphenylessigsdure (mHPAA)
Hippursaure (HA)

Homovanillinsaure (HVA)

Isorhamnetin (Isorh.)

Kampferol

Kémpferol-3-O-glucosid
Kémpferol-7-O-glucosid
Kéampferol-3,7-O-diglucosid

Naringenin (Nar.)

Quercetin x 2H,0 (Qu.)
Quercetin-3-O-rhamnosid
Quercetin-3-O-rhamnosid-7-O-glucosid
Rutin 3 x H-O (Rut.)

Spiraeosid (Spir.)

Aceton, LiChroSolv, flr die Chromatographie
3-Hydroxypropylcyclodextrin
Calciumchlorid-Dihydrat

Carbogengas (95% O,/ 5% CO,)
Diethylether

Dimethylformamid flr die Spektroskopie
Dimethylsulfoxid

Essigsaure (96%)

Ethanol 96%

Ethylacetat

Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz
Kaliumchlorid

Lactatdehydrogenase-L Reagenz
L(+)-Ascorbinsaure p.a.

L-Glutamin

Magnesiumchlorid

Methanol, LiChroSolv, fir die Chromatographie

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natrium-di-hydrogenphosphat-Dihydrat

Fluka 37860

Fluka 53480

Fluka 56140

Fluka 56130

Fluka 53280

Sigma H 1252
Extrasynthese 1120 S
Fluka 60010
GEIGER"
GEIGER"
GEIGER"

Sigma N 5893

Fluka 83370
GEIGER"
GEIGER"

Roth 7176
Grafe/Schneider/Veit

Merck, 100020

Wacker-Chemie GmbH 71P004

Merck, 2382315
Messer-Griesheim
Merck, 100921
Merck, 102937
Merck, 102952
Merck, 56
Apotheke
Merck, 109623
Sigma E 1644
Merck, 104936
Sigma, 228-20
Merck, 127
Merck, 289
Merck, 105833
Merck, 6018
Merck, 6400
Merck, 106329
Merck, 106345
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Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
Natriumhydroxidplatzchen p.a.
ortho-Phosphorséaure (85%)
3-Glucuronidase/Arylsulfatase Typ HP-2S
Wasser, entmineralisiert

Merck, 106579

Merck, 6495

Merck, 573.

Sigma, G-7017

sNanopur* aus Reinstwasser-
anlage

" Diese Substanzen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Hans Geiger, Universitat

Saarbriicken, zur Verfligung gestellt.

2.2 Weitere Materialien und Geréte

SepPak-C18-Kartuschen
Membranfilter, Spartan 30 / B; 0,45um
pH-Meter Typ 646

Waagen

Ultraschallbad
Vakuum Rotavapor
Vakuumzentrifuge
Zentrifugen

Laborschuttler
Laborinkubator
Wasserbad mit Pumpe
Magnetrihrer
Ultraturrax

HPLC-Apparatur:
Pumpen
Sé&ulenofen

Injektion

Steuerung

Detektor

Waters

Chromatographie Service
Knick

Mettler AT200

Mettler P1600

Sartorius Micro MC 5
Bransonic, 221

Blchi, 461

Savant, Speed Vac SC 110
Minifuge GL

Heraeus Christ

Gerhardt

Liebisch, Typ 2099-DA
Haake

variomag, multipoint HP
IKA Wek Janke&Kunkel KG,
Typ TP18-10, 20000U/min

Beckman Pumpenmodul 126, 116
Gynkotek S&aulenthermostat

Beckman Autosampler 502, 20uL-
Probenschleife

Hochdruckseitige Gradienten-

Steuerung (Beckman Gold Software
Supports Version 7.0)

Beckman Photodiodenarraydetektor

168
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a) fur die Pflanzenextraktanalyse:

Séule Merck Superspher RP 18 (ec), 4 ym,
120 x 4 mm
Vorsaule Lichrochart RP 18, 4 x 4 mm

b) fir die Urinanalyse und die In-vitro-Resorptionsversuche:

Saule Knauer Eurospher 100 C RP 18, 5 pm,
250 x 4mm, mit integrierter Vorséule

c) fur die Plasmaanalytik (durchgefiihrt am Deutschen Institut fir Erndhrungsforschung,
Bergholz-Rehbricke)

Saule Macherey-Nagel Nucleosil RP 18, 5 um,
250 x 4,6mm

Pumpen Merck Hitachi L6200A

Degaser Merck Hitachi ERC 3114

Injektion Merck Hitachi AS 2000A, 100 puL
Injektionsvolumen

Steuerung Hochdruckseitige Gradienten-
Steuerung (Interface Modul D 6000)

Detektor ESA Inc., Elektrochemischer 12 Kanal

CoulArray Detektor,

d) fur die massenspektrometrischen Messungen (durchgefiihrt am Lehrstuhl far Lebens-
mittelchemie der Universitat Wirzburg in Kooperation mit PD Dr. M. Herderich), Methode bei
WITTIG et al. (2000).

Saule Macherey-Nagel Nucleosil RP 18, 5 pm,
125 x 2mm

Pumpe Applied Biosystems, bai, Model 140B

Massenspektrometer Finnigan MAT, TSQ 7000 (triple stage

quadrupole mass spectrometer
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2.3 Pilotstudie @ zur  systemischen Verfiigbarkeit von  Quercetin
Quercetinglykosiden

2.3.1 Studienplan (Kurziibersicht)

Anzahl der Prifzentren: 1
Anzahl der Probanden: 3 weibliche gesunde Probandinnen
Anzahl der Prifpréaparate: 4

Quercetin entspr. 200mg Quercetin als Suspension

a.)

b.) Buchweizenkraut entspr.200mg Quercetin als Suspension
c.) Zwiebeln gehackt und angebraten entspr. 200mg Quercetin
d.)

.) Quercetin entspr. 1000mg Quercetin als Suspension

und

Studiendesign: vierarmiges Cross-over design
Studiendauer: 8 Tage
Studienablauf: Flavonoidfreie Erndhrung mit 3tagiger Run-in-

phase und eintdgiger wash-out Phase, am Tag 3

Eingangsuntersuchung, Applikation der
praparate an den Tagen 4, 5, 6, 7

Blutentnahmen: t=0,05,1,2,3,5h

Urinsammlung: 24h Sammelurin

Faecesproben: 1x téglich

Praf-
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2.3.2 Ergénzung l. zur Pilotstudie

Um einen durch die Verwendung von Butter zum Anbraten der Zwiebeln hervorgerufenen,
resorptionsférdernden Effekt auszuschlieBen, wurde dieser Versuch von einer der
Probandinnen wiederholt. Dafir wurden 850 g rohe Zwiebeln in einem geschlossenen Topf
in etwas Wasser schonend gedinstet und anschlieBend puriert. Nach einer 3téagigen
flavonoidfreien run-in-Phase erfolgte analog zum Studiendesign der Pilotstudie morgens
nichtern die Einnahme der Zwiebelzubereitung. Die Blutentnahmen erfolgten zu den
Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4 und 5 h. Der Urin wurde fraktioniert gesammelt in den Intervallen Oh,
0-3h, 3-6h und 6-12h. Im Folgenden werden die Proben, die in diesem Ergdnzungsversuch
erhalten wurden, als Proband 1 oF bezeichnet (Proband 1 Zwiebelzubereitung ohne Fett).

2.3.3 Ergédnzung ll. zur Pilotstudie

In einem weiteren Erganzungsversuch sollte der Einfluss der Zwiebelmatrix auf die
Resorption von Quercetin untersucht werden. Dafur wurde eine Formulierung mit 200 mg
Quercetin wie unter Absatz 2.4.2 beschrieben hergestellt und unter die Zwiebelzubereitung
(wie unter Absatz 2.3.2 beschrieben zubereitet) untergerihrt. Nach einer 3tégigen
flavonoidfreien run-in-Phase nahmen analog zum Studiendesign der Pilotstudie 3 Probanden
morgens nulchtern die Zwiebel-Quercetin-Zubereitung ein. Die Blutentnahmen erfolgten
entsprechend dem Studiendesign der Pilotstudie zu den Zeitpunkten 0, 0,5, 1, 2, 3 und 5 h.
Es wurde der 0-Wert Urin sowie der 24 h Urin nach Einnahme der Zwiebelzubereitung
gesammelt. Im Folgenden werden die Proben, die in diesem Ergé&nzungsversuch erhalten
wurden, als Proband X ZQ bezeichnet (Proband X Zwiebelzubereitung mit Quercetin).

2.3.4 Klinische Priifung

Die klinische Prufung der Pilot- und der Hauptstudie wurde monozentrisch am Institut fur
Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Abteilung Klinische
Pharmakologie, der Universitadt Rostock unter Leitung von Prof. Dr. med. Bernd Drewelow
und Dozentin Dr. med Anne-Kathrin Riethling durchgefiihrt. Die Pilotstudie wurde unter
Anlegen der gleichen Kriterien wie bei der Hauptstudie durchgefihrt. Nahere Einzelheiten
zur Probandenwahl sowie zu den Erndhrungsvorschriften sind unter den Abséatzen 2.6.2 bis
2.6.4 gegeben.
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2.4 Priifprdparate der Pilotstudie
2.4.1 Herstellung der Prifformulierung

Die Formulierung fur die sowohl in der Pilot- als auch der Hauptstudie verwendeten
Prufpréaparate (ausgenommenen der Zwiebelzubereitungen) wurde von Herrn Apotheker
Jorg Wittig am Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie der Universitat Wirzburg entwickelt.
Das Prifpraparat entsprechend 100 bzw. 200 mg Quercetin wurde in einem 200 mL
Becherglas mit geeignetem Ruhrfisch vorgelegt, Ethanol 96 % wurde zugewogen, und unter
Rihren zu einer homogenen Masse verriihrt. AnschlieBend wurde Methocel°K4M — Schleim
(0,5 % in Aqua purificata, keimfiltriert) zugewogen. Die Suspension lie83 man 5 min zu einer
homogenen Masse rihren. Der Ethanolgehalt der Formulierung betrug 15,4 % (m/m). Die
Herstellung der Formulierung erfolgte unter Reinluftbedingungen. Die mikrobiologische
Stabilitdt der Formulierung wurde entsprechend dem Européaischen Arzneibuch geprift und
entsprechend GCP freigegeben (siehe Anhang 8.25). Um einen Volumeneffekt bei der
Resorption auszuschlieBen, wurde die Menge der verabreichten Formulierung, in der das
jeweilige Prufpraparat suspendiert war, konstant gehalten (52 g entsprechend etwa 50 mL).
Die Formulierungen wurden innerhalb von 48 Stunden vor Applikation hergestellt und im
Kuhlschrank gelagert. Kurz vor Einnahme wurde die Suspension mehrere Minuten kréaftig
aufgeschittelt und dann getrunken. Zum Nachspillen der Flaschen wurden ca. 10 mL
Wasser verwendet und getrunken.

2.4.2 Applikation von Quercetin

224 mg bzw. 1119 mg Quercetin-Dihydrat (Fluka) entsprechend 200 mg bzw. 1000 mg
Aglykon wurde in einem 200 mL Becherglas mit geeignetem Ruhrfisch vorgelegt, Ethanol
96% zugewogen (Endkonzentration der Suspension jeweils 15,4 % (m/m)) und unter Rihren
zu einer homogenen Masse verriihrt. AnschlieBend wurde Methocel?’K4M — Schleim
(0,5 % (m/m) in Aqua purificata, keimfiltriert) zugewogen (Endkonzentration der Suspension
82,9 % bzw. 76,0 % (m/m)). Die Suspension lieB man ca. 5 min bis zur homogenen Masse
rihren. Es entstand eine optisch homogene Suspension ohne Entmischung.

2.4.3 Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid in Form von Buchweizenkraut-
teepulver

Das in der Pilot- sowie der Hauptstudie verwendete Buchweizenkrautpulver (CH 98 08 000
10) wurde freundlicherweise von der Firma SmithKline Beecham, Herrenberg, zur Verfigung
gestellt. Der Rutingehalt betrug laut Hersteller 5,6 % und konnte durch eigene
Gehaltsbestimmungen bestétigt werden. Fir die Pilotstudie sowie die Hauptstudie wurde
jeweils 7,14 g Buchweizenkrautteepulver entsprechend 200 mg Quercetin verwendet.

Die Herstellung und Applikation der Formulierung erfolgte analog zu Absatz 2.4.2 und 2.4.2.
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2.4.4 Applikation von Quercetinglucosiden in Form von gebratenen Zwiebeln

Im Rahmen der Vorbereitungen der Pilotstudie wurden verschiedene Zwiebelsorten auf ihren
Quercetinglykosid-Gehalt und —Zusammensetzung untersucht. Der Quercetingehalt in den
handelsiiblichen braunen Speisezwiebeln war mit durchschnittlich 527 mg-kg" FG deutlich
héher als der in der roten Varietdt (88 mg-kg' FG), weshalb in der anschlieBenden
Pilotstudie die erstgenannte Sorte verwendet wurde (Teltscher 1999). Zur Herstellung der in
der Pilotstudie verwendeten Zwiebelzubereitung wurden 10 kg Zwiebeln gekauft und der
durchschnittliche Gehalt ermittelt. Die Extraktion und Detektion erfolgte analog zu Absatz
2.7.1.1 bzw. 2.7.1.2. Da Spiraeosid zu diesem Zeitpunkt als Referenzsubstanz noch nicht zur
Verfligung stand, wurden die anhand ihrer UV-On-line-Spektren identifizierten Quercetin-
glykoside als Rutin berechnet (Tab. 2.1) (Teltscher 1999).

Tab. 2.1 Gehalt an Quercetinglykosiden in Zwiebeln (n=8). Angegeben ist der durchschnittliche Gehalt
in mg und mmol mit der jeweiligen Standardabweichung.

Gehalt Quercetinglykoside Gehalt Quercetin
berechnet als Rutin
[mg-kg” FG] [mmol-kg™" FG] [mg-kg” FG] [mmol-kg™ FG]
471,76+119,11 0,7727+0,195 233,54+58,96 0,7727+0,195

Da der durchschnittliche Gehalt an Quercetin in einem Kilogramm frischem eBbarem
Pflanzenmaterial dieser Charge 233,54 mg (berechnet als Rutin) ausmachte, sollten in der
anschlieBenden Pilotstudie 860 g Zwiebeln (entspricht 200,84 mg bzw. 0,6645 mmol
Quercetin) pro Proband verabreicht werden.

In der Pilotstudie wurden zur Uberpriifung des Quercetingehaltes aus jeder 860 g -Portion
als Stichprobe jeweils 10 g der kleingeschnittenen, gut durchmischten frischen Zwiebeln
entnommen, bei -80°C eingefroren und anschlieBend mittels HPLC analysiert. Die
verbleibenden 850 g Zwiebeln wurden anschlieBend mit etwas Butter angebraten und
innerhalb von 20 min verzehrt. Die Menge an Quercetin, welche jeder Proband in Form von
850 g Zwiebeln konsumierte, ist in Tab. 2.2 angegeben.

Tab. 2.2 Konsumierte Menge an Quercetin in der Pilotstudie sowie in den Erganzungen.

Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 1 oF | Proband X ZQ
Pilotstudie Pilotstudie Pilotstudie Ergénzung I. Erganzung II.
248,01 mg 193,48 mg 221,07 mg 206,47 mg 204,58 mg
bzw. bzw. bzw. bzw. bzw.
0,825 mmol 0,64 mmol 0,731 mmol 0,683 mmol 0,677 mmol

Die ermittelten Quercetingehalte der konsumierten Zwiebeln lagen — mit Ausnahme von
Charge 1 (Abweichung 0,1979 mmol vom Mittelwert) — innerhalb der zuvor ermittelten
Standardabweichung von 0,195 mmol (s. Tab. 2.1).
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2.5 Probenvorbereitung und Analytik der Plasma- und Urinproben in der Pilotstudie

2.5.1 Extraktion von Quercetin und Quercetinmetaboliten aus Humanplasma der
Pilotstudie

Im Rahmen einer Diplomarbeit, die am Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie der
Universitdt Wurzburg durchgefihrt wurde, wurden verschiedene in der Literatur
beschriebene Extraktionsmethoden verglichen und weiterentwickelt (Teltscher 1999). In den
Methodenvergleich einbezogen wurden unterschiedliche Festphasenextraktionsmethoden
mit speziell fir die Plasmamatrix entwickelten, stationdren Phasen sowie Fllssig-Fllssig-
Extraktionsmethoden. Die Ergebnisse wurden auf verschiedenen Tagungen préasentiert
(Teltscher et al. 1999a, Teltscher et al. 1999b). In Anlehnung an eine Extraktionsmethode
von Manach et al. (1998) wurde eine Fllssigextraktionsmethode mit gleichzeitiger
Proteinfallung entwickelt und validiert (Manach et al. 1998). Diese Methode entspricht im
Wesentlichen dem 1. Teil der unter Absatz 2.9.1 beschriebenen Methode. Nach Aceton-
fallung und Abzentrifugieren der Proteine wurde der Uberstand zur HPLC-PDA-Analyse
verwendet. Nach Abschluss der Diplomarbeit zeigte sich in weiterfihrenden Untersuchungen
und den vorlaufigen Analysen der Plasmaproben der Pilotstudie, dass eine
Aufkonzentrierung der Proben sowie empfindlichere Detektionsmethoden zur Verringerung
der Nachweisgrenze vonnéten waren. Die Plasmaproben der Pilotstudie wurden daraufhin
erneut mit der unter Absatz 2.9.1 beschriebenen Methode extrahiert und in Kooperation mit
dem Deutschen Institut for Erndhrungsforschung, Bergholz-Rehbricke, mittels
coulometrischer Arraydetektion analysiert (s. Absatz 0).

2.5.2 Bestimmung von Quercetin und seinen Metaboliten in Humanplasma mittels
HPLC-PDA

Trennung und Detektion

FlieBmittel: A: o-Phosphorséure (pH 2,0), 0,15%ig
B: Methanol

Flussrate: imL- min™

Saulenofentemperatur: 23°C

Detektionswellenlangen: 254nm; 280nm
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Tab. 2.3 Gradient zur Trennung von Flavonoiden und Metaboliten aus Humanplasma.

zum Zeitpunkt [min] FlieBmittel A [%]
0,00 100 linear bis
1,21 77 isokratisch bis
3,60 77 linear bis
5,60 65 isokratisch bis
10,00 65 linear bis
12,00 50 isokratisch bis
20,00 50 linear bis
21,20 40 isokratisch bis
30,00 40 linear bis
35,00 15 isokratisch bis
38,00 15 linear bis
39,20 0 isokratisch bis
55,00 0 linear bis
56,20 100 isokratisch bis
65,00 100 Ende
Peakidentifizierung

Die Peakidentifizierung erfolgte durch einen Vergleich von UV-Spektren und
Retentionszeiten mit Referenzchromatogrammen.

Kalibrierung und Quantifizierung

Die Flachenberechnung erfolgte Uber die Beckmann-Software (System Gold, Version 7,0).
Nicht basisliniengetrennte Peaks wurden automatisch durch Féllen des Lots zur Basislinie
getrennt.

Die Kalibrierlosungen wurden durch Zugabe von 8 verschiedenen Konzentrationen der
Referenzstandards zu zum Zeitpunkt 0 h gewonnenem Plasma (,blank®) und anschlieBender
Extraktion des Plasmas hergestellt.
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Tab. 2.4 Kalibrierfunktionen fur Flavonoide und Metabolite im Plasma. y=Flachenquotient des
Referen1zstandards und des Internen Standards Naringenin, x=Konzentration des Referenzstandards
[mg-mL"].

Substanz Retentions- Kalibrierung Kalibrierfunktion Korrelations-
zeit [min] bei [nm] koeffizient

3,4-DHPAA 9,3 280 y= 9,424x+0,0002 0,9992
Hippursaure 10,8 254 y= 6,469x+0,0016 0,9993
Homovanillinsaure 11,5 280 y=5,186x-0,0018 0,9996
4-HPAA 12,4 280 y=9,135x-0,0031 0,9995
3,4-DHT 14,1 280 y= 12,674x-0,0038 0,9996
Rutin 21,0 254 y=21,567x-0,0014 0,9996
Naringenin 26,0 280 Interner Standard

Quercetin 28,2 254 y=41,972x-0,0025 0,9996
Isorhamnetin 35,2 254 y= 39,917x+0,0009 0,999

2.5.3 Extraktion von Quercetin und Quercetinmetaboliten aus Humanurin der
Pilotstudie

Analog zur Entwicklung und Validierung einer Plasmaextraktionsmethode wurde ebenfalls im
Rahmen einer Diplomarbeit eine Methode zur Extraktion von Quercetin und dessen
Metaboliten aus Urin entwickelt und validiert (Andrew 1999). Es wurden einerseits
unterschiedliche Festphasenextraktionsmethoden mit speziell fir die Urinmatrix entwickelten,
stationdren Phasen sowie Fllssig-Flussig-Extraktionsmethoden verglichen. Die Ergebnisse
wurden auf verschiedenen Tagungen prasentiert (Andrew et al. 1999, Teltscher et al.
1999b). Am besten geeignet erwies sich in diesen Untersuchungen folgende Flussig-Flissig-
Extraktionsmethode:

Die zu untersuchende Urinprobe wurde in Zentrifugenglaser Uberfiihrt und 15 min bei
7826 x g zentrifugiert. Es wurden zweimal je 10,0 mL des Urinlberstandes abgenommen
und diese Proben parallel aufgearbeitet. Ein Aliquot (Enzymassay-Probe) wurde einer
enzymatischen Konjugatspaltung unter Verwendung von B-Glucuronidase/Arylsulfatase
unterworfen. Dem anderen Aliquot (Blindwert-Probe) wurde kein Enzym zupipettiert. Die
Blindwert-Probe diente zur Bestimmung des unkonjugiert vorliegenden Anteils an Quercetin
und seinen Metaboliten.

Um im pH-Optimum des Enzyms zu arbeiten, wurden die Urinproben zunachst mit 1 M
Natronlauge auf pH 5,0 eingestellt. AnschlieBend wurde der Enzymassay-Probe 120 pL
Enzymldsung (entspricht 1200 Units pro mL Urinlésung) zupipettiert. Beide Proben wurden
nun fir 30 Minuten im 37°C Wasserbad inkubiert. Die Enzymreaktion wurde nach der
Inkubationszeit in beiden Ansatzen mit je 5,0 mL 100% Methanol gestoppt. Nach Zugabe
von 200 pL Internen Standardlésung [Kampferol 0,08912 mg-mL"] wurden die Proben 20
Minuten bei 7826 x g zentrifugiert. Hierbei konnten die geféllten Proteine abgetrennt und
anschlieBend der Uberstand vollstandig in ein 50 mL Glasréhrchen (mit Schraubverschluf)
Uberfihrt werden.
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Nach Zugabe von 2,5 g NaCl wurde 30 min gegen 15,0 mL Ethylacetat ausgeschuttelt. Nach
Abnehmen der organischen Phase wurde ein weiteres Mal gegen 15,0 mL Diethylether
ausgeschuttelt. Die in einem Spitzkolben vereinigten organischen Phasen wurden
anschlieBend am Rotationsverdampfer (35°c, 50-320 mbar) bis zur Trockne eingeengt und
der Ruckstand in 1,0 mL DMSO aufgenommen. Die Lésung wurde membranfiltriert (0,45 pym)
und bis zur HPLC-Analyse bei —80 C aufbewahrt. Die Trennung, Detektion und
Quantifizierung erfolgte des Weiteren wie unter Absatz 2.8 beschrieben.

Im Laufe der nachfolgenden Untersuchungen erwies sich diese Methode auch angesichts
des groBen Probenaufkommens in der Hauptstudie als wenig praktikabel und wurde daher
entsprechend Absatz 2.8.1 weiterentwickelt.

2.6 Hauptstudie zur systemischen Verfligbarkeit und Pharmakokinetik von
Quercetin-4‘-0-glucosid und Quercetin-3-O-rhamnoglucosid

2.6.1 Studienplan (Kurziibersicht)

Anzahl der Prifzentren: 1
Anzahl der Probanden: 12 gesunde Probanden
Anzahl der Prifpraparate: 4

a.) Rutin entspr. 200mg Quercetin

b.) Buchweizenkraut entspr. 200mg Quercetin

c.) Quercetin-4’-glucosid isoliert aus Zwiebeln entspr. 100mg Quercetin
d.) Zwiebeln gedunstet u. pariert entspr. 100mg Quercetin

Studiendesign: vierarmiges randomisiertes Cross-over design
Studiendauer: 11 Tage
Studienablauf: Flavonoidfreie Ernédhrung mit 3tagiger run-in-

phase und eintagiger wash-out Phase, am Tag 3
Eingangsuntersuchung, Applikation der Prif-
préparate an den Tagen 4, 6, 8 und 10

Blutentnahmen: t=0", 15", 30", 457, 60", 90, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h,
10h, 12h, 16h, 24 h

Urinsammlung: 0-3h, 3-6h, 6-9h, 9-12h, 12-24h, 24-36h, 36-48h
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2.6.2 Klinische Priifung

Die klinische Prufung der Pilot- und der Hauptstudie wurde monozentrisch am Institut fur
Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Abteilung Klinische
Pharmakologie, der Universitadt Rostock unter Leitung von Prof. Dr. med. Bernd Drewelow
und Dozentin Dr. med Anne-Kathrin Riethling durchgefuhrt. Als Prifarzte waren Dr. med
Silke Miller, Ines Brackmann sowie Yvonne Wukasch, Abteilung Klinische Pharmakologie,
an der Studie beteiligt.

Die Antrdge zur Durchfuhrung der Pilot- sowie der Hauptstudie wurden bei der
Ethikkommission der Universitat Rostock eingereicht und genehmigt. Die Probanden wurden
im Rahmen einer Probandeninformation ausfihrlich tGber Nutzen und mégliche Risiken der
Untersuchungen aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstéandnis.

Die Durchfuhrung der Untersuchungen erfolgte in Anlehnung der Good Clinical Practice. Es
wurden die Deklaration von Helsinki sowie die Forderungen des Arzneimittelgesetzes
eingehalten.

2.6.3 Probandenauswahl

Uber die Einbeziehung der Probanden wurde anhand einer Aufnahmeuntersuchung
entschieden. Sie umfasste:
Anamnese
Klinische Untersuchung (Ganzkérperuntersuchung, EKG, Messung von Blutdruck und
Herzfrequenz, Kérpergré3e, Kérpergewicht)
Routinelabor (Blutbild, Elektrolyte, Kreatinin, Harnstoff, Transaminasen, Bilirubin, Y-GT,
Glucose, Triglyceride, Cholesterin, LDH, Urinstatus, Hb, Eisen).

Die Einschlusskriterien umfassten weiterhin:
Alter zwischen 18 und 40 Jahre,
Klinische Untersuchung und Routinelabor ohne pathologische Befunde,
Kérpergewicht zwischen 40 und 80 kg, Body Mass Index > 15 und < 30 kg/m?,
Schriftliche Einverstandniserklarung des Probanden.

Als Ausschlusskriterien galten:
Nichterfillen der Einschlusskriterien,
Akute Infektionen innerhalb der letzten 2 Wochen vor Studienbeginn,
Anamnese mit: einer akuten oder chronischen gastrointestinalen Erkrankung, schweren
Stoffwechselerkrankung, malignen  Grunderkrankung, kardialen, renalen oder
hepatischen Funktionsstérung oder Erkrankung, psychischen Stérungen oder schweren
allergischen Diathese,
Schwangerschaft, Laktation,
Teilnahme an einer klinischen Studie innerhalb der letzten 30 Tage oder gleichzeitige
Teilnahme an einer anderen klinischen Prifung,
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Alkoholiker, Medikamenten- oder Drogenabhangigkeit,

Blutspende oder Blutverlust (einschlieBlich Plasmapherese) von mehr als 500 mL in den
letzten 3 Monaten vor Studienbeginn,

Hamoglobinwerte unter 13 g-dL™" und Eisenwerte unter 100 pg-L™,

Regelmafige Einnahme anderer Medikamente innerhalb 8 Wochen vor Studienbeginn,
Raucher.

An der Studie nahmen 12 freiwillige gesunde Probanden (9 Manner und 3 Frauen) im Alter
von 23 bis 27 Jahren teil. Das Durchschnittsalter lag bei 24,3+1,4 Jahren (MW+SD) und der
durchschnittliche Body Mass Index bei 21,7+2,4 kg-m'z. Alle Probanden unterzeichneten
entsprechend den Richtlinien von Helsinki und Good Clinical Practice eine schriftliche
Einwilligungserklarung. Bei den Probanden handelte es sich um Medizinstudenten der
Universitat Rostock, die sehr interessiert und engagiert mitgewirkt haben. Das war bei dieser
Humanstudie von besonderer Bedeutung, da die Ergebnisse wesentlich vom Einhalten der
sehr restriktiven flavonoidfreien Diat wahrend der 11tagigen Studiendauer abhingen. Alle 12
Probanden beendeten die Versuche, so dass die Studie ohne ,drop outs“ abgeschlossen
werden konnte.

2.6.4 Diatplan

Um Interferenzen mit Nahrungsflavonoiden weitgehend zu vermeiden, wurden die
Probanden wahrend der Studiendauer von 11 Tagen flavonoidfrei erndhrt. Es wurde daher
auf pflanzliche Produkte und Zubereitungen weitgehend verzichtet, unter anderem auf
Getranke wie Tee, Kaffee, Bier, Wein und Séafte. Weiterhin wurde jegliches Gemiise und
Obst, Krauter, Gewurze etc. vom Erndhrungsplan ausgeschlossen. An den Studientagen 4,
6, 8 und 10, an denen die Probanden die Prifmedikationen erhielten, befanden sie sich fir
24 h unter stationarer Aufsicht und wurden mit einheitlicher flavonoidfreier Nahrung versorgt.
An den anderen Tagen erhielten sie eine Liste mit zugelassenen Nahrungsmitteln. Dazu
zahlten:

Getranke: Wasser, Milch, Buttermilch
Nahrungsmittel: WeiBbrot, Brétchen, Baguette
Milchprodukte: Milch, Joghurt, Quark, Sahne (ohne Frichte), Kése
(ohne Krauter)
Fleisch, Schinken etc. und Fisch (ungewdrzt)
Getreideprodukte: Reis (poliert), Nudeln
Salz, Vitamin C

Die Probanden fuhrten wahrend der Studiendauer von 11 Tagen einen detaillierten Diatplan
Uber Art und Menge der aufgenommenen Nahrung.
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2.6.5 Probenkodierung

Die in der Hauptstudie erhaltenen Plasmaproben wurden folgendermafen kodiert:
Probandennummer (1 bis 12)
Prufpréaparatebezeichnung (Z=Zwiebel, S=Spiraeosid, B=Buchweizenkraut, R=Rutin)
Blutentnahmezeitpunkt (O=Nullwert, 1=15 min, 2=30 min, 3=45 min, 4=60 min, 5=90 min,
6=2 h, 7=3 h, 8=4 h, 9=6 h, 10=8 h, 11=10 h, 12=12 h, 13=18 h, 14=24 h, 15=48 h)

Im Folgenden werden daher die Proben z.B. mit 05Z3 (Proband 5 nach Applikation von

Zwiebel, Blutentnahme bei 45 min) bezeichnet.

Bei den Urinproben folgte auf Probandennummer und Prifpréparatebezeichnung das
Zeitintervall der Sammelperiode (0, 0-3 h, 3-6 h, 6-9 h, 9-12 h, 12-24 h, 24-36 h, 36-48 h).

2.7 Priifprdparate der Hauptstudie

2.7.1 Applikation von Quercetinglucosiden in Form von gedinsteten Zwiebeln

Die Zusammensetzung der Flavonoidglykoside in Zwiebeln ist bereits in verschiedenen
Arbeiten gut untersucht worden (Aziz et al. 1998, Rhodes und Price 1996). Der héchste
Gehalt an Quercetinglucosiden befindet sich eigenen duinnschichtchromatographischen
Untersuchungen zufolge in den &uBeren braunen Schalen der Kichenzwiebel. Zur
Zubereitung des in der Humanstudie verwendeten Prifpraparates wurden 3 kg Kichen-
zwiebeln von den &auBersten braunen Schalen befreit, da diese ungenieBbar waren. Die
innerste, etwas weichere braune Schicht wurde aber zur Erhéhung des Quercetin-
glucosidgehaltes (und damit zur Verringerung der nétigen Gesamtzwiebelmenge zur
Aufnahme von 100 mg Quercetin) belassen. Die Zwiebeln wurden anschlieBend far 30 min
schonend in einem geschlossenen Kochtopf gedinstet und danach mit einem Purierstab
puriert. Somit konnte eine homogene Zubereitung sichergestellt werden. Die
Zusammensetzung und der Gehalt der Flavonoidglykoside wurde durch die Art der
Zubereitung nicht verandert (Price et al. 1997, Teltscher 1999). AnschlieBend wurde der
Quercetinglucosidgehalt der Zwiebelmasse bestimmit.

Im Vergleich zur Zwiebelzubereitung der Pilotstudie konnte somit das Prufpréparat in der
Hauptstudie entscheidend verbessert werden. Die Verwendung einer Zwiebelcharge mit
héherem Quercetinglykosid-Gehalt sowie das Belassen der inneren braunen Zwiebelschalen
ermoglichten eine deutliche Verringerung der nétigen Zwiebelportion. Durch Plrieren statt
Anbraten wurde eine homogene Zubereitung sichergestellt. AuBerdem wurde der
Quercetinglykosid-Gehalt der letztendlich verabreichten Studienzubereitung bestimmt, auf
deren Grundlage die Aliquotierung in die einzelnen Portionen stattfand. Somit konnte auch
bei diesem Prifprédparat eine fir alle Probanden einheitliche Zubereitung sichergestellt
werden.
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2.7.1.1 Extraktion der Flavonoidglykoside aus Zwiebeln

5,09 Zwiebelmus wurden mit 10,0 mL Ldsung des Internen Standards (Naringenin
0,25 mg-mL™" in Methanol) und 25,0 mL Methanol versetzt und unter RiickfluBkihlung in
einem Rundkolben kurz zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde durch einen
Faltenfilter in einen weiteren Rundkolben filtriert. Der Faltenfilter wurde anschlieBend
kleingeschnitten und zusammen mit dem Rickstand noch zwei weitere Male mit je 25,0 mL
Methanol - ohne Zugabe von Internem Standard - in der oben beschriebenen Art extrahiert;
das Filtrat wurde zwischenzeitlich jeweils am Rotationsverdampfer (35°C, 50-150 mbar) fast
bis zur Trockne eingeengt. Nach dem letzten Arbeitsgang wurde der Rickstand in 2,5 mL
Methanol im Ultraschallbad wieder geldst und anschlieBend mit 0,5 mL Wasser versetzt. Die
so gewonnene Untersuchungslésung wurde membranfiltriert (0,45 pm) und Uber eine
vorkonditionierte (1. Schritt: 3,0 mL Methanol; 2. Schritt: 3,0 mL Wasser) Cis -SPE-Séaule
gegeben, wobei der Durchfluss aufgefangen wurde. Die Sdule wurde anschlieBend mit
3,0 mL 90%igem Methanol (V/V) eluiert. Der Probenauftragsdurchfluss sowie das Eluat
wurden vereinigt, gut durchmischt und anschlieBend mittels HPLC analysiert.

2.7.1.2 Trennung und Detektion der Flavonoide im Pflanzenextrakt

Far die Trennung und Detektion von Flavonoiden aus pflanzlichen Drogen wurde folgende
HPLC-Methode zur Analyse des Extraktes verwendet:

FlieBmittel: A: o-Phosphorséaure, 0,15%ig (pH 2,0)
B: Methanol

Flussrate: 1mL min™

Saulenofentemperatur: 15°C

Detektionswellenlangen: 330nm, 350nm

Tab. 2.5 Gradient zur Trennung von Flavonoiden aus Pflanzenmaterial.

t [min] FlieBmittel A [%]
0,00 77,0 isokratisch bis
3,60 77,0 linear bis
24,0 62,0 isokratisch bis
30,0 62,0 linear bis
60,0 40,0 isokratisch bis
66,0 40,0 linear bis
67,2 0,0 isokratisch bis
73,2 0,0 linear bis
74,4 77,0 isokratisch bis

99,0 77,0 Ende
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Abb. 2.1 HPLC-Chromatogramm des Zwiebelextraktes (350nm) mit Naringenin als Internem Standard
(IS). Markierte Substanzen wurden aufgrund der UV-Spektren und, wenn vorhanden, mit Hilfe von
Referenzsubstanzen als Flavonoidglykoside identifiziert.

2.7.1.3 Kalibrierung und Quantifizierung der Flavonoidglykoside aus Zwiebeln

Wie aus dem Chromatogramm (Abb. 2.1) ersichtlich wird, sind die Hauptglucoside
Quercetin-4‘-O-glucosid (Abb. 2.3) sowie Quercetin-3,4'-O-diglucosid etwa zu gleichen
Teilen enthalten. Zur Bestimmung des Quercetingehaltes wurden alle Peakflachen der
anhand der Spektren identifizierten Quercetinglucoside summiert und als Quercetin-4‘-O-
glucosid berechnet.

Die Kalibrierung erfolgte mit Quercetin-4‘-O-glucosid, als Interner Standard wurde Naringenin
verwendet.
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Tab. 2.6 Kalibrierdaten fiir Quercetin-4‘-O-glucosid zur Quantifizierung des Quercetinglucosid-

Gehaltes der Zwiebeln. Legende s. folgende Seite.

C(S)E F(SE | FUST)E | COUSTE | sSAST
[mg mL™] 350nm 330nm [mg mL™]

Qu-4’-glc1 1,224 1140,1 78,5 0,25 14,52
Qu-4’-glc2 0,827 755,3 771 0,25 9,80
Qu-4’-glc3 0,236 226,5 80,2 0,25 2,83
Qu-4’-glc4 0,176 162,7 78,2 0,25 2,08
Qu-4’-glc5 0,174 150,3 78,3 0,25 1,92
Qu-4’-glc6 0,118 113,7 78,4 0,25 1,45
Qu-4’-glc7 0,088 82,1 77,9 0,25 1,05
Qu-4’-glc8 0,087 75,4 78,5 0,25 0,96
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Abb. 2.2 Kalibrierfunktion fiir Quercetin-4-O-glucosid, als Interner Standard wurde Naringenin
verwendet.
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Der Gehalt wurde anschlieBend nach folgender Formel berechnet (Veit 1990):

Gehalt [% FG]= F(S)A- F(IST)E- M- ¢(S)E- c(IST)A
F(IST)A- F(S)E- EW- ¢(IST)E- 10000

F(S)A =gesamte Peakflache Quercetinglykoside bei 350nm im
Analysenchromatogramm

F(IST)E =Peakflache des Internen Standards in der Eichung bei 330nm

M =Menge der zugesetzten Internen Standardlésung [mL]

c (S)E =Konzentration Qu-4‘-glc. in der Eichlésung [ug-mL™]

c (IST)A =Konzentration des Internen Standards in der zugegebenen
Internen Standardlésung [ug-mL™]

F(IST)A =Peakflache des Internen Standards im Analysen-
chromatogramm bei 330nm

F(S)E =Peakflache Qu-4‘-glc. in der Eichung bei 330nm

EW =Einwaage des Pflanzenmaterials [g]

c (IST)E =Konzentration des Internen Standards in der Eichung [mg-mL"]

Das Zwiebelmus hatte einen Quercetinglucosid-Gehalt von 0,127+0,0013 %, berechnet als
Quercetin-4‘-O-glucosid (n=6). Umgerechnet auf Quercetin entspricht das einem Gehalt von
823,868,767 mg Quercetin/KG Zwiebelmus. Zur Aufnahme von 100 mg Quercetin in Form
von Zwiebelmus waren daher etwa 121 g Zwiebelmus notwendig. Das Zwiebelmus wurde
anschlieBend in Portionen zu 121 g bis zur Applikation bei —80°C tiefgefroren. Vor der
Applikation taute es Uber Nacht im Kuhlschrank auf und wurde am nachsten Morgen
eingenommen.

2.7.2 Applikation von aus Zwiebeln isoliertem Quercetin-4‘-O-glucosid (Spiraeosid)

Das in der Hauptstudie als Prufpraparat verwendete Quercetin-4‘-O-glucosid wurde aus
Zwiebelschalen der braunen Sorte der Kichenzwiebel im Rahmen der Vorbereitungen der
Humanstudie nach einer modifizierten Vorschrift von Prof. Dr. H. Geiger, Universitat
Saarbriicken, isoliert. Die Identitdt und Reinheit der Substanz wurden anschlieBend im
Zentralinstitut Arzneimittelforschung GmbH im Rahmen einer Zertifizierung der Substanz als
Primérstandard bestimmt und validiert. Die Identitatsprifung wurde anhand von
Rontgenstrukturanalyse sowie 'H-NMR-, *C-NMR-, Massen-, Infrarot- und Ultraviolett-
spektren und Schmelzpunktbestimmung durchgefihrt. Die Reinheit wurde mittels
quantitativer NMR-Spektroskopie und HPLC (100 %-Peakflachenmethode) bestimmt und
ergab einen Spiraeosidgehalt von mind. 94,3 %. Als Verunreinigung trat Uberwiegend ein
weiteres Glykosid auf. Die durch L&sungsmittelrickstdnde hervorgerufenen Verun-
reinigungen lagen insgesamt bei 0,7 %. Die vollstdndige Dokumentation liegt im Zentral-
institut Arzneimittelforschung GmbH, Sinzig, vor.
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2.7.2.1 Isolierung von Quercetin-4-0O-glucosid (Spiraeosid) aus den Schalen der
Ktichenzwiebel (Allium cepa L., c.v.)

O-Glucose

HO O
OH

OH
OH O

Abb. 2.3 Strukturformel von Quercetin-4‘-O-glucosid (Spiraeosid). Molekulargewicht=464,39 g-Mol™

|. DUnnschichtchromatographie

Schicht: Kieselgel 60, Fa. Merck

FlieBmittel: Ethylacetat : Wasser : Ameisenséure, 8:1:1, (V/V/V)

Sichtbarmachen: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Sprihreagenz DAB 10. Spiraeosid erscheint
als rétlich-brauner Fleck und besitzt den R; - Wert 0,57.

Il. Vorbereitung der Polyamidsédule

1400 mL (Schattvolumen) MN Polyamid SC 6 Pulver fir Saulen-Chromatographie wurden
Uber Nacht in ca. 2,4 Liter Wasser eingeweicht. Eine Chomatographieséule von ca. 1500 mL
Inhalt (ca. 8 x 150 cm) wurde unten mit einem Bausch Perlonwatte abgeschlossen.
AnschlieBend wurde ein Flissigkeitsspiegel aus Nanopur-Wasser bis ca. 10 cm Uber die
Watte gesetzt. In der Watte sollten nun keine gré3eren Luftblasen mehr vorhanden sein. Die
Polyamidsuspension wurde gut durchgertuhrt und in einem Guss bei gedffnetem Hahn auf
die Séule gegeben. Hierauf wurde die Sdule mehrmals mit Nanopur-Wasser gespult, wobei
das Wasser klar abtropfen sollte. Sobald sich das Polyamid abgesetzt hatte und sich der
Flussigkeitsspiegel bis auf ca. 5 cm Uber dem Polyamid gesenkt hatte, war die Saule
gebrauchsfertig.

I1l. Vorbereitung der Sephadex LH 20 - Saule

60 g trockenes Sephadex LH 20 (quervernetztes und mit Hydroxypropylgruppen verathertes
Dextran) wurden Uber Nacht in 500 mL eines Gemisches von Aceton : Methanol : Wasser,
2:1:1, (W/V/V) eingeweicht. Eine Chromatographiesaule von 250 mL Inhalt (ca. 2,5 x 50 cm),
die unten mit einer Glasfritte abschliet, wurde wie oben beschrieben mit der Gelsuspension
beschickt.
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V. Ausfiihrung

720 g getrocknete, in einem elektrischen Mixer zerkleinerte Zwiebelschalen wurden in einer
Soxhlet-Apparatur in Chargen zu je 120 g extrahiert. Dazu waren pro Charge zwei
Extraktionen nétig. Die erste Extraktion erfolgte mit 1,5 Litern Dichlormethan fir ca.
6 Stunden, um lipophile Elemente abzutrennen. Nachdem die Zwiebelschalen Gber Nacht in
der Soxhlethiilse getrocknet worden waren, wurde am nédchsten Tag mit 2 Litern Methanol
ca. 8 Stunden in der Soxhlet-Apparatur zum zweitenmal extrahiert.

Die Methanol-Extrakte von 2 Chargen wurden anschlieBend vereinigt, im Vakuum am
Rotationsverdampfer zur Sirupkonsistenz eingedampft und Uber Nacht im Kihlschrank
gelagert. Der Eindampfrickstand wurde in einem Gemisch aus je 50 mL Aceton und Wasser
geldst. Diese Lésung wurde unter dauerndem Umschwenken mit 300 mL Wasser versetzt
und filtriert. Die filtrierte Lésung gab man unverzuglich auf die mit ca. 5cm Seesand
Uberschichtete vorbereitete Polyamidséule. Sowie sich der Flussigkeitsspiegel bis auf die
Packung abgesenkt hatte, begann man mit dem Eluieren. Zunachst eluierte man mit 2 Litern
Aceton:Wasser-Mischung von 1:9 (V/V). Das weitere Eluieren erfolgte nacheinander mit je
einem Liter Aceton:Wasser-Mischungen in den Verhaltnissen 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3 und
8:2, (WV). Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 50mL aufgefangen und
dunnschichtchromatographisch untersucht.

Das Spiraeosid erscheint in den Fraktionen 80 - 100. Diese wurden vereinigt und im Vakuum
am Rotationsverdampfer eingedampft. Der Ruickstand wurde in 60 mL eines
Aceton:Methanol:Wasser Gemisches 2:1:1 (V/V/V) geldst.

Die weitere Trennung erfolgte mit Hilfe von Sephadex LH-20. Der FliUssigkeitsspiegel tber
der Sephadexsdule wurde bis auf das Gelbett gesenkt und mit Hilfe einer Tropfpipette
wurden 20 mL des Extraktes vorsichtig an der Glaswand der S&ule entlang aufgetragen.
Jedes Aufwirbeln der Saulenpackung sollte vermieden werden. Der Kolben wurde mit 5 mL
desselben Ldsungsmittelgemisches nachgespllt, wobei diese Ldsung erst auf die Saule
gegeben wurde, wenn die erste Portion eingesickert war. SchlieB3lich wurde mit demselben
Lésungsmittelgemisch eluiert.

Der Gang der Trennung lief3 sich visuell verfolgen: Am schnellsten wanderte eine Zone von
braunen, polymeren Verunreinigungen, unmittelbar danach folgte eine hellgelbe Zone von
Spiraeosid. Kurz bevor dieses die Saule verlie3, begann man das Eluat in Fraktionen von ca.
10 mL aufzufangen. Die einzelnen Fraktionen wurden dunnschichtchromatographisch
untersucht.

Die Spiraeosid enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und im Vakuum am
Rotationsverdampfer eingedampft. Der Rlckstand wurde in 5 mL Ethanol hei3 gelést und
filtriert. Zum Nachspulen verwendete man 2-3 mL Ethanol. Das Filtrat wurde mit 10 mL
Wasser versetzt und zur Kristallisation im Kihlschrank aufbewahrt. Wenn nach 1 -2 Tagen
die Kristallisation vollstédndig war, wurde Uber einen Glasfiltertiegel (Porositat 4) abfiltriert, mit
2-3 mL 30 % Ethanol (V/V) gewaschen und im Exsiccator getrocknet.

Die Ausbeute von 900 g Zwiebelschalen betrug ca. 3,0 g feine hellgelbe Nadelchen.
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2.7.2.2 Herstellung der Priifformulierung

154 mg Spiraeosid entsprechend 100 mg Quercetin wurde in einem 200 mL Becherglas mit
geeignetem Rduhrfisch vorgelegt, die weitere Herstellung der Prufformulierung wurde
entsprechend Absatz 2.4.1 durchgefihrt.

2.7.3 Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid (Rutin) in Form von Buchweizen-
krautteepulver

Das in der Pilot- sowie der Hauptstudie verwendete Buchweizenkrautpulver (CH 98 08 000
10) wurde freundlicherweise von der Firma SmithKline Beecham zur Verfligung gestellt. Der
Rutingehalt betrug 5,6 %. Fir die Pilotstudie sowie die Hauptstudie wurde jeweils 7,1 g
Buchweizenkrautteepulver entsprechend 200 mg Quercetin verwendet.

Die Herstellung und Applikation der Formulierung erfolgte analog zu Absatz 2.4.1.

2.7.4 Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid (Rutin)

Fur die Herstellung der Rutin-Formulierung wurden Rutinion®-forte Tabletten der Firma
biomo (CH 990809) mit einem Rutingehalt von 100 mg/Tablette verwendet. Als weitere
Bestandteile werden Maisstarke, hochdisperses Siliciumdioxid, Carmellose-Calcium, Talkum
und Magnesiumstearat angegeben. Die Tabletten wurden verrieben und zur Herstellung der
Formulierung eine Pulvermenge entsprechend 200 mg Quercetin eingewogen. Die
Herstellung und Applikation der Formulierung erfolgte des Weiteren analog zu Absatz 2.4.1.

2.8 Probenvorbereitung und Analytik der Urinproben mittels HPLC und
Photodiodenarraydetektion

2.8.1 Extraktion von Quercetin und seinen Metaboliten aus Urin

Zur Stabilisierung der Phenole wurde dem Urin vor dem Einfrieren 1 g Ascorbinsaure auf
50 mL Urin als Antioxidans zugegeben. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Urinproben
bei —20°C gelagert.

500 pL des aufgetauten Urins wurden in ein Eppendorf Reaktionsgefal3 tUberfuhrt und 10 pL
einer 1% wassrigen Vitamin C-Lésung (m/V) zugegeben. AnschlieBend wurde der pH-Wert
mit 0,58 M Essigsaure auf pH 5,0 eingestellt. Nach Zugabe von 30 pL B-Glucuronidase und
Vortexen far 1 min inkubierte der Enzymassay bei 37°C fir 60 min. Die Reaktion wurde
gestoppt durch Zugabe von 600 pL Aceton sowie 50 pL Interner Standardlésung Naringenin
(0,146 mgmL" in Aceton). Der Ansatz wurde 1 min gevortext, 10 min geschiittelt, und
anschlieBend fiir 10 min bei 7826 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf
Reaktionsgefa3 Gberfuhrt und nach Zugabe von 10 pL einer 1% Vitamin C-Lésung (m/V) in
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der Vakuumzentrifuge bis fast zur Trockne einrotiert. Der Rickstand wurde in 150 pL
Dimethylformamid/ Wasser 2:1 (V/V) durch vortexen vollsténdig resuspendiert, fir 10 min bei
7826 g zentrifugiert und der Uberstand bis zur HPLC-Analytik bei —=80°C aufbewahrt.

2.8.2 Wiederholprazision und Vergleichsprazision

Zur Bestimmung der Prazision der Extraktionsmethode aus Urin wurde der Interne Standard
herangezogen. Dafir wurden 6 Aliquots einer beliebigen Urinprobe nach Vorschrift mit
Internem Standard Naringenin versetzt und aufgearbeitet.

Tab. 2.7 Bestimmung der Wiederholprazision der Extraktionsmethode aus Urin anhand des Internen
Standards Naringenin. Die angegebenen Werte entsprechen den Peakflachen bei 280 nm.

Versuchs-Nr. Naringenin (IST)
WU_60_1 50,7
WU_60_2 51,23
WU_60_3 49,3
WU_60_4 51,16
WU_60_5 50,51
WU_60_6 52,53
MW 50,91

SD 1,06
relSD 0,02

95 % Cl 50,06-51,75

Die Wiederholprazision der Extraktion der Referenzstandards ergibt sich aus der Linearitat
der Kalibrierfunktionen, da diese nach Extraktion der entsprechenden Standards aus Urin
bzw. Wasser erstellt wurden (s. Absatz 2.8.4).

Zur Bestimmung der Vergleichsprazision wurden der Tag der Durchfihrung und der
Bearbeiter variiert, der Variationskoeffizient lag dabei unter 3 %. Die gute Wiederholprazision
der Extraktionsmethode bestatigte sich auch nach Analyse der Urinproben der Hauptstudie.
Die absoluten Peakflachen des Internen Standards lagen in allen Urinproben sehr konstant
bei 51,36+2,47 bei n=320 Extraktionen von Urinproben. Der Variationskoeffizient betrug
dabei 4,81 %.

2.8.3 Trennung und Detektion von Quercetin und seinen Metaboliten im Urin

FlieBmittel: A: o-Phosphorséure, 0,15%ig (pH 2,0)

B: Methanol
Flussrate: 0,8 mL bzw. 1mL min™, siche Gradient Tab. 2.8
Saulenofentemperatur: 20°C

Detektionswellenlangen: 280nm, 370nm
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Tab. 2.8 Trennung von Quercetin und seinen Metaboliten im Urin. Der vergleichsweise lange Gradient
ermdglichte eine gleichzeitige Detektion von Quercetin sowie seinen renalen Metaboliten.

Zeit [min] FluBrate [mL min™] % B Gradient
0,0 1,0 100 linear bis
39,0 1,0 86 hyperbolisch (Kurve 4) bis
74,0 1,0 70 isokratisch bis
75,0 1,0 70 linear bis
78,0 0,8 65 linear bis
88,0 0,8 60 isokratisch bis
96,0 1,0 60 linear bis
98,0 1,0 50 isokratisch bis
106,0 1,0 50 linear bis
108,5 1,0 40 isokratisch bis
114,0 1,0 40 linear bis
124,0 1,0 30 isokratisch bis
128,0 1,0 30 linear bis
130,0 1,0 0 isokratisch bis
145,0 1,0 0 linear bis
147,0 1,0 100 isokratisch bis
155,0 1,0 100 Ende

Tab. 2.9 Retentionszeiten und Absorptionsmaxima der Referenzstandards bei der Urinanalytik.

Substanz Retentionszeit [min] Absorptions-
maxima [nm]
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DHPAA) 35,99 280
Hippursaure (HA) 43,44 228
3,4-Dihydroxytoluol (DHT) 48,69 281
4-Hydroxyphenylessigsaure (pHPAA) 49,55 222; 275
3-Hydroxyphenylessigsdure (mHPAA) 52,60 273
Homovanillinsaure (HVA) 63,73 279
Naringenin (IST) 110,0 289
Quercetin 112,5 254; 369
Isorhamnetin 120,0 255; 368

Quercetin und Isorhamnetin wurden bei 370 nm detektiert, der Interne Standard Naringenin
sowie alle Metabolite bei 280 nm.
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2.8.4 Kalibrierung und Quantifizierung von Quercetin und seinen Metaboliten im Urin

Zur Erstellung der Kalibrierfunktionen wurden jeweils 500 pL einer Urinprobe von Tag O der
Studie mit 8 verschiedenen Konzentrationen der Referenzstandards versetzt und analog zu
den Urinproben wie unter Absatz 2.8.1 beschrieben aufgearbeitet. Auf diese Weise wurde
ein Substanzverlust bei der Aufarbeitung auch in der Kalibrierung mitbertcksichtigt und
wirkte sich somit nicht auf die Quantifizierung der Analyten in den Proben aus.

Der verwendete Urin wurde zur Bestimmung der eventuell endogen vorhandenen
Metabolitenkonzentrationen dariber hinaus ohne Zugabe von Referenzsubstanzen
aufgearbeitet. Zur Bestimmung des Einflusses der Urinmatrix auf die Extraktion wurde die
Aufarbeitung und Kalibrierung auBerdem nach Zugabe derselben Konzentrationen an
Referenzstandards zu 500 pL Wasser durchgefihrt. Von jeder Konzentration wurden
Doppelbestimmungen gemacht. Es zeigte sich, dass die Urinmatrix keinen Einfluss auf das
Extraktionsverhalten der Analyten im Vergleich zu Wasser als Matrix hatte. Da allerdings in
dem verwendeten Urin die Metaboliten 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, 3-Hydroxy-
phenylessigsdure und Homovanillinsdure bereits endogen vorhanden waren — sie stellen
gleichzeitig Metabolite des Dopaminstoffwechsels dar — wurde der untere Messbereich aus
der Extraktion mit Wasser als Matrix bestimmt (Tab. 2.10). FUr Quercetin (Abb. 2.4) und
Isorhamnetin war der Messbereich in beiden Fallen (Urin bzw. Wasser als Matrix) identisch.

Tab. 2.10 Bestimmung der Linearitdt und des Arbeitsbereiches sowie der Kalibrierfunktionen fir die
verwendeten Referenzstandards. y=Flachenquotient des Referenzstandards und des Internen
Standards Naringenin, x=Konzentration des Referenzstandards [pg-mL’1]. Die mit * markierten
Konzentrationen wurden mit Wasser als Matrix bestimmt.

Referenzstandard linearer Konzentrations-  Kalibrierfunktion
bereich [ug-mL™]
DHPAA 0,19* - 37,46 y=0,021x-0,0022
mHPAA 0,15* - 29,43 y=0,014x-0,0012
HVA 0,15* - 29,23 y=0,019x-0,0015
Quercetin 0,023 - 30,01 y=0,093x-0,0031
Isorhamnetin 0,023 -17,86 y=0,094x-0,008
3 -

y = 0,093x - 0,0029
R? = 0,9996

Flachenquotient
Quercetin/IST

0 10 20 30 40

Konz. Quercetin im Urin [ug mL™]

Abb. 2.4 Kalibrierfunktion von Quercetin nach Zusatz von 8 verschiedenen Konzentrationen zu Urin
und anschlieBender Extraktion.
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2.9 Probenvorbereitung und Analytik der Plasmaproben mittels HPLC und
coulometrischer Arraydetektion

2.9.1 Extraktion von Quercetin und seinen Metaboliten aus Humanplasma

Im Rahmen der Humanstudie wurden pro Blutentnahmezeitpunkt etwa 9 mL Blut in EDTA-
enthaltende Blutréhrchen (S-Monovetten der Firma Sarstedt, Art. Nr. 02.1066.001)
entnommen und das Plasma durch Zentrifugieren bei 4696 g fir 10 min von den Blutzellen
getrennt. Das erhaltene Plasma wurde sofort in Eppendorf ReaktionsgefaBe zu 500 pL
aliquotiert, wobei jedem Aliquot 20 pL 0,58 M Essigsaure zur Stabilisierung der Phenole
zugesetzt wurden. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Plasmaproben bei —20°C
gelagert.

Zu 500 pL Plasma wurden 10 pL einer 0,5% wassrigen Vitamin C-Lésung (m/V) zugegeben.
AnschlieBend wurde der pH-Wert mit 50 pL 0,58 M Essigsaure auf pH 5,0 eingestellt. Nach
Zugabe von 30 pL B-Glucuronidase und vortexen fir 1 Minute inkubierte der Enzymassay
bei 37°C fir 60 min. Die Reaktion wurde gestoppt durch Zugabe von 600 yL Aceton sowie
50 pL Interner Standardldsung Naringenin (0,0342 mg-mL™" in Aceton). Der Ansatz wurde
1 min gevortext, 10 min geschuttelt, und anschlieBend fir 10 min bei 7826 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein Eppendorf ReaktionsgefdB iberfilhrt und nach Zugabe von
10 pyL einer 0,5% Vitamin C-Lésung (m/V) in der Vakuumzentrifuge bis fast zur Trockne
einrotiert. Der Rickstand wurde in 150 pyL Dimethylformamid/ Wasser 2:1 (V/V) durch
vortexen vollstindig resuspendiert, fiir 10 min bei 7826 g zentrifugiert und der Uberstand bis
zur HPLC-Analytik bei —80°C aufbewahrt.

2.9.2 Wiederholprazision und Vergleichsprazision

Bei der Bestimmung der Wiederholprazision und Vergleichsprazision wurden verschiedene
Uberlegungen angestellt. Ublicherweise wird die Wiederholprézision durch Zusatz von
Referenzsubstanzen zur entsprechenden Matrix und anschlieBender Extraktion bestimmt. Im
vorliegenden Fall ist allerdings zu bedenken, dass es sich im Plasma nicht um das frei
vorliegende Quercetin, sondern um dessen Konjugate — etwa 4 verschiedene Glucuronide —
handelt (siehe Absatz 3.1.1). Diese stehen aber als Referenzsubstanzen fiir eine Validierung
nicht zur Verfigung. Weiterhin hat die PlasmaeiweiBbindung von Quercetin, die laut
Literaturangaben >99% betrdgt (Boulton et al. 1998), einen groBen EinfluB auf das
Extraktionsverhalten, besonders beim Féllen der Plasmaproteine. Eigene Erfahrungen, die in
der Diskussion mit anderen Arbeitsgruppen bestétigt wurden, lassen vermuten, dass sich
das Proteinbindungsverhalten von extern zu Plasma zugegebenem Quercetin von dem
endogen vorhandenen unterscheidet. Eine Validierung durch Zusetzen der freien Aglykone
zu Plasma- bzw. Urinproben entsprédche daher nur anndherungsweise dem tatséachlich mit
den Humanproben durchgefiuhrten Extraktionsprozess. Es erschien daher am Sinnvollsten,
die Wiederhol- und Vergleichspréazision der Methode mit jeweils 6 Aliquots einer
Plasmaprobe durchzufihren, die nach Aufnahme von 850g gedlnsteten Zwiebeln erhalten
wurde. Die in diesen Proben enthaltenen Quercetin- und Isorhamnetinkonzentrationen



Material und Methoden 49

konnten mittels Photodiodenarraydetektion bestimmt werden, so daB die Validierung der
Extraktionsmethode sowohl fir die Plasma- als auch die Urinaufarbeitung mittels HPLC-PDA
durchgefihrt werden konnte.

Tab. 2.11 Wiederholprazision nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe (n=6). Die Werte entsprechen
den Peakflachen gemessen bei 280 nm (Naringenin, Interner Standard) bzw. 370 nm (Quercetin und
Isorhamnetin). Angegeben sind Mittelwerte, Standardabweichungen, relative Standardabweichungen
sowie 95 % Konfidenzintervalle der einzelnen Substanzen.

Versuchs-Nr. Naringenin (IST) Quercetin Isorhamnetin
43_1 13,30 18,13 2,47
43 2 13,26 18,25 2,48
43_3 14,14 18,53 2,51
43_4 13,29 18,03 2,47
43_5 13,28 17,52 2,37
43_6 13,89 18,18 2,47
MW 13,53 18,11 2,46
SD 0,387 0,333 0,048
relSD 0,029 0,018 0,019
95 % Cl 13,22-13,84 17,84-18,38 2,42-2,50

Zur Bestimmung der Vergleichsprazision wurde die Extraktion mit 6 Aliquots derselben
Plasmaprobe an einem anderen Tag von einer wissenschaftlichen Hilfskraft durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Analysen dieser 6 Proben sind in Tab. 2.12 aufgefihrt.

Tab. 2.12 Bestimmung der Vergleichsprazision nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe (n=6). Die
Werte entsprechen den Peakflachen gemessen bei 280 nm (Naringenin, Interner Standard) bzw. 370
nm (Quercetin und Isorhamnetin). Angegeben sind Mittelwerte, Standardabweichungen, relative
Standardabweichungen sowie 95 % Konfidenzintervalle der einzelnen Substanzen.

Versuchs-Nr. Naringenin (IST) Quercetin Isorhamnetin
46_1 12,80 16,28 2,35
46_2 13,18 16,56 2,34
46_3 13,42 16,20 2,38
46_4 13,18 16,86 2,41
46_5 12,92 16,90 2,37
46_6 12,90 16,94 2,39
MW 13,07 16,62 2,37
SD 0,233 0,327 0,026
relSD 0,018 0,020 0,011
95 % Cl 12,88-13,25 16,36-16,88 2,35-2,39

Betrachtet man die Ergebnisse beider Aufarbeitungen zusammen, so liegt der
Variationskoeffizient flr alle drei Komponenten unterhalb von 5 %.
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2.9.3 Trennung und Detektion von Quercetin und seinen Metaboliten im Plasma
mittels coulometrischer Arraydetektion

Die aufgearbeiteten Plasmaproben der Humanstudie wurden am Deutschen Institut fur
Erndhrungsforschung, Bergholz-Rehbriicke, analysiert. Die Entwicklung und Validierung der
HPLC-Methode waren Bestandteil der Dissertationsarbeit von Herrn Holger Pforte am
Deutschen Institut fir Ern&hrungsforschung und kdénnen daher in dieser Arbeit nicht
ausfihrlich dargestellt werden.

FlieBmittel A: 0,1 M Natrium-Dihydrogenphosphatlsg.: Wasser im
Volumenverhéltnis 1:4 ansetzen, mit o-Phosphorsaure
auf pH 3,4 einstellen, steril filtrieren

FlieBmittel B: 0,1 M Dihydrogenphosphatlsg mit o-Phosphorsaure auf
pH 1,4 einstellen, mit 4 Teilen Methanol auffiillen, steril
filtrieren

Flussrate: 0,8 mL-min™

Saulenofentemperatur: 22°C

Detektionsspannung: von 0 mV bis 1825 mV in 75 mV Inkrementen

Tab. 2.13 Gradient zur Trennung von Quercetin und seinen Metaboliten im Plasma.

t [min] FlieBmittel A [%]

0,0 70,0 linear bis
40,0 20,0 linear bis
45,0 0,0 isokratisch bis
50,0 0,0 linear bis
52,0 70,0 isokratisch bis

65,0 70,0 Ende
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Tab. 2.14 Retentionszeiten der Referenzstandards fir die Plasmaanalytik

Substanz Retentionszeit [min] Detektions-
spannung [mV]
3,4-Dihydroxyphenylessigsédure (DHPAA) 8,80 225
Hippursaure (HA) 9,30 675
3-Hydroxyphenylessigsdure (mHPAA) 10,20 525
4- Hydroxyphenylessigséure (pHPAA) 11,20 225
Dihydroxytoluol (DHT) 13,00 150
Homovanillinsdure (HVA) 13,50 525
Epicatechin 16,60 150
Naringenin (IST) 36 675
Quercetin 38 150
Isorhamnetin 44 150

2.9.3.1 Spezifitit

Entsprechend den Richtlinien Q2A und Q2B der International Conference on Harmonisation

(ICH) ist die Spezifitat eines analytischen Verfahrens gegeben, wenn weder das verwendete
Lésungsmittel, noch die mobile Phase, noch Bestandteile der Matrix oder Verunreinigungen
das Ergebnis im Rahmen der gewlnschten Genauigkeit verfélschen. Bei der Verwendung
der coulometrischen Arraydetektion ermdglicht die Software einen permanenten Nullabgleich
des durch die Gradientenelution hervorgerufenen Basisliniendrifts. Die Trennung der im
Plasma detektierten Substanzen wurde dahingehend optimiert, dass Matrixbestandteile die

Detektion und Quantifizierung von Quercetin und Isorhamnetin nicht verfalschten.
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Abb. 2.5 Reprasentative HPLC-Chromatogramme von Plasmaproben, entnommen vor (,blank
plasma“ 09Z0) und 0,75 h nach (09Z03) Einnahme der Zwiebelzubereitung. Die Detektion von

Quercetin und Isorhamnetin wurde durch Matrixbestandteile nicht verfalscht.
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2.9.4 Kalibrierung und Quantifizierung von Quercetin und seinen Metaboliten im
Plasma

2.9.4.1 Linearitdt und Arbeitsbereich

Zur Erstellung der Kalibrierfunktionen wurden jeweils 500 pyL einer zum Zeitpunkt t=0
gewonnenen Plasmaprobe mit 10 verschiedenen Konzentrationen der Referenzstandards
versetzt und analog zu den Plasmaproben wie unter Absatz 2.9.1 beschrieben aufgearbeitet.
Ein eventueller Substanzverlust wahrend der Aufarbeitung ist daher bereits in der
Kalibrierung berlcksichtigt und hat keine Auswirkungen auf die Quantifizierung der
Substanzgehalte in den Proben der Humanstudie.

Das verwendete Plasma wurde zur Bestimmung der eventuell endogen vorhandenen
Metabolitenkonzentrationen darlber hinaus ohne Zugabe von Referenzsubstanzen
aufgearbeitet. Zur Bestimmung des Einflusses der Plasmamatrix auf die Extraktion wurde die
Aufarbeitung und Kalibrierung auBerdem nach Zugabe derselben Konzentrationen an
Referenzstandards zu 500 yL Wasser durchgefihrt. Von jeder Konzentration wurden
Doppelbestimmungen gemacht. Es zeigte sich, dass die Plasmamatrix keinen Einfluss auf
das Extraktionsverhalten der Analyten im Vergleich zu Wasser als Matrix hatte. Da allerdings
in dem verwendeten Plasma die Phenylessigsaure-Derivate und Homovanillinsdure als
endogene Metabolite des Dopaminstoffwechsels bereits vorhanden waren, wurde der untere
Messbereich aus der Extraktion mit Wasser als Matrix bestimmt (Tab. 2.15). Fir Quercetin
(Abb. 2.6) und Isorhamnetin war der Messbereich in beiden Féallen (Plasma bzw. Wasser als
Matrix) identisch. Dies ist vor allem dadurch bedingt, dass diese Substanzen bei geringen
Detektionsspannungen (150 mV) bestimmbar waren (bei denen sich nur wenige Substanzen
detektieren lassen) und nicht endogen im Plasma vorhanden sind.

Tab. 2.15 Bestimmung der Linearitdt und des Arbeitsbereiches sowie der Kalibrierfunktionen fir die
verwendeten Referenzstandards. y=Flachenquotient des Referenzstandards und des Internen
Standards Naringenin, x=Konzentration des Referenzstandards [pg-mL’1]. Die mit * markierten
Konzentrationen wurden mit Wasser als Matrix bestimmt.

Referenzstandard linearer Konzentrations- Kalibrierfunktion
(Detektionsspannung) bereich [ug-mL™]

DHT (150 mV) 0,003* - 2,988 y=1,5634+0,044
MHPAA (525 mV) 0,038* - 3,768 y=0,201x-0,001
HVA (150 mV) 0,038* - 3,768 y=1,085x-0,016
Quercetin (150 mV) 0,002 - 23,141 y=0,497x-0,002
Isorhamnetin (150 mV) 0,002 - 1,786 y=0,338x-0,001
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Abb. 2.6 Kalibrierfunktion von Quercetin nach Zusatz von 10 verschiedenen Konzentrationen zu
Plasma und anschlieBender Extraktion.

2.9.5 Richtigkeit und Prézision

Die Richtigkeit und Prazision des analytischen Verfahrens wurde am Zentralinstitut fir
Arzneimittelforschung GmbH im Rahmen von Methodenentwicklungen und —validierungen
an verschiedenen Modellsubstanzen belegt und dokumentiert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher die Anlage nicht erneut validiert. Die Wiederhol- und Vergleichsprézision der
Extraktionsmethode wurde bereits unter Absatz 2.8.2 dargelegt. Die Wiederholprazision
sowie die Vergleichsprazision der in dieser Arbeit untersuchten Analyten sind allerdings
Voraussetzung fir reproduzierbar lineare Kalibrierkurven, da diese nach Extraktion der
Referenzstandards aus Plasma und anschlie3ender Trennung und Detektion erstellt wurden.
Die sich im Korrelationskoeffizient der Kalibrierfunktionen &uBernde Prazision umfasst
folglich bereits sowohl die Reproduzierbarkeit des Extraktionsverfahrens als auch des
analytischen Verfahrens. Der Korrelationskoeffizient aller Kalibrierkurven betrug mindestens
0,99 (s. Abb. 2.6).

2.10 Stabilitdt der Plasmaproben

Zur Uberpriifung der Stabilitdt der Plasmaproben wurden Aliquots von zum Zeitpunkt O h
gewonnenen Plasma mit einer Stammlésung der Referenzsubstanzen versetzt und bei
—20°C sowie bei —80°C eingefroren. Die Stabilitdt der untersuchten Referenzsubstanzen
wurde Uber einen Zeitraum von 18 Wochen untersucht. Eine Lagerung bei —80°C limitierte
den Substanzverlust bei allen Verbindungen auf weniger als 10 % (Tab. 2.17). Bei —20°C
erwiesen sich die Referenzsubstanzen als dhnlich stabil, mit Ausnahme von DHPAA (10 %
Verlust) und DHT (18 % Verlust) (Tab. 2.16). Somit war eine Lagerung der Plasmaproben
bei —80°C empfehlenswert, bei Aufarbeitung innerhalb von 2-3 Wochen jedoch nicht
zwingend erforderlich. Darlber hinaus liegen die Referenzsubstanzen im Plasma der
Humanstudien teilweise bis vollstédndig konjugiert vor, was die Stabilitdt im Vergleich zu den
unkonjugierten Testsubstanzen erhéhen durfte.
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Tab. 2.16 Stabilitit der Referenzsubstanzen in Plasma bei -20°C. Die angegebenen Werte
entsprechen den Mittelwerten aus je zwei Proben, Gehalt in [%)].

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 18
DHPAA 100,00 100,35 101,42 89,78 90,94
Hippurséaure 100,00 106,22 109,57 104,05 110,81
4-HPAA 100,00 99,34 99,91 96,19 100,54
HVA 100,00 99,94 101,04 95,30 99,67
DHT 100,00 98,27 97,43 90,48 82,00
Rutin 100,00 96,63 104,62 102,25 103,75
Quercetin 100,00 101,12 99,42 95,77 106,19
Isorhamnetin 100,00 98,63 96,60 92,80 94,92

Tab. 2.17 Stabilititt der Referenzsubstanzen in Plasma bei -80°C. Die angegebenen Werte
entsprechen den Mittelwerten aus je zwei Proben, Gehalt in [%].

Woche 0 Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 18
DHPAA 100,00 101,61 101,60 95,18 95,61
Hippurséaure 100,00 105,60 107,72 108,12 110,67
4-HPAA 100,00 99,96 99,72 100,80 100,94
HVA 100,00 100,54 100,26 99,91 99,47
DHT 100,00 99,27 99,38 98,53 98,17
Rutin 100,00 96,30 100,25 100,72 98,65
Quercetin 100,00 100,09 101,04 100,62 109,40
Isorhamnetin 100,00 97,14 104,63 98,09 92,68

Da die Plasmaproben direkt nach Blutenthahme zu 500 pL aliquotiert wurden und pro
Extraktion je ein Aliquot verwendet wurde, ertbrigte sich eine Bestimmung der Stabilitat in
freeze-and-thaw Zyklen.

2.11 Untersuchungen zur In-vitro-Resorption am Schweinedarmmodell

Die In-vitro-Resorptionsversuche wurden an  Schweinedarmsegmenten in  der
Diffusionsapparatur nach Franz vorgenommen. Hinsichtlich seines Durchmessers, Struktur,
Schleimzusammensetzung und Enzymausstattung ist Schweinedarm dem menschlichen
Darm sehr &hnlich. AuBerdem steht er in ausreichender Menge beim Schlachthof zur
Verfligung, so dass fur die Versuche keine Tiere zusatzlich getétet werden mussen. Die In-
vitro-Resorptionsversuche am Schweinedarmmodell wurden mit verschiedenen Quercetin-
und Kémpferolglykosiden sowie den in der Humanstudie verabreichten Pflanzenextrakten
durchgefuhrt.
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2.11.1 Herstellung der Untersuchungsiésungen

Fur die In-vitro-Versuche wurde ein isotoner Krebs Bicarbonatpuffer verwendet (HCOj:
21 mM; Ca®*: 1,2mM; CI: 121,4 mM; K*: 54 mM; Mg®: 1,2 mM, Na*: 113,6 mM; HPO,*:
2,4 mM; H,PO,: 0,6 mM). Dem Puffer wurde zuséatzlich 10 mM L-Glutamin zugesetzt, um
das Darmgewebe mit Néhstoffen zu versorgen. Der Puffer wurde mit Carbogengas begast
und auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt.

Die zu untersuchenden Substanzen und Extrakte wurden in Puffer im Ultraschallbad geldst
und die Lésung anschlieBend mittels HPLC analysiert. Bei in wéssriger Lésung schwer
I6slichen Reinsubstanzen wie z.B. Quercetin wurde dem Puffer als Lésungsvermittler
B-Hydroxypropylcyclodextrin 2% (m/m) zugesetzt.

10,3 mg Buchweizenkrautpulver (s. Absatz 2.7.3) mit einem Rutingehalt von 5,6 % wurde
in 25 mL Puffer suspendiert und 20 min im Ultraschallbad extrahiert. Der Uberstand wurde
nach Zentrifugation (5 min 7826 x g) mittels HPLC analysiert und fur die Versuche
eingesetzt.

Zur Untersuchung der Resorption von Quercetinglucosiden aus Zwiebelextrakt wurde eine
Kichenzwiebel (80,0 g) mit 50 mL Puffer versetzt, puriert, filtriert und zentrifugiert (5 min
7826 x g). Der Uberstand wurde mittels HPLC analysiert und fiir die Versuche eingesetzt.

2.11.2 Praparation des Schweinedarms

Der Darm fir die Resorptionsuntersuchungen wurde frisch, 20-30 min nach Tod der Tiere,
vom Schlachthof geholt und in sauerstoffgeséattigtem Krebscarbonatpuffer auf Eis
transportiert. Flr die Versuche wurden nur Darmsticke eingesetzt, die reichlich gelbe
Schleimproduktion und deutliche rote Blutgefédsse aufwiesen. Zu lange gelagerter Darm
verkrampft, die Mucosa erscheint fahlgrau, die Blutgefasse sind violett bis blaulich und somit
fur die beschriebenen Experimente unbrauchbar.

Der Darm wird l&dngs seiner mesenchymalen Naht aufgeschnitten und das Bindegewebe
mittels zweier Pinzetten abgezogen. Bei Duodenum, Jejunum und llleum wurde noch
zusétzlich die Muscularis mucosae entfernt, um planare Darmstiicke zu erhalten, die
Voraussetzung fir reproduzierbare Ergebnisse sind. Es wurden ausschlieBlich Darmstiicke
ohne Peyersche Platten verwendet, um morphologisch und funktionell weitgehend identische
Stlcke zu erhalten.
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2.11.3 In-vitro-Resorptionsmodell

Als Modell wurde eine modifizierte Franz-Zelle gewéhlt (Abb. 2.7).

Carbogen (95% O, / 5% CO,)

/ mucosaler Uberstand

F— Darm

Resorbat

Wasserzirkulation bei 37°C

Ruhrfisch

Abb. 2.7 Schematischer Aufbau der Franz-Zelle

Die Franzzelle besteht aus zwei Teilen, einem Donor- und einem Akzeptorkompartiment,
zwischen die ein ca. 9 cm? groBes Stiick Darm (in der Regel Jejunum) mit nach oben
gerichteter Mucosa eingespannt wurde. Die beiden Teile der Franzzelle wurden mit Hilfe
einer Klammer zusammengehalten. Um anndhernd eine Temperatur von 37°C zu
gewahrleisten, wurde das Akzeptorkompartiment mit erwdrmten Wasser einer Wasserbad-
pumpe umspult. In das Donorkompartiment wurden 2 mL der jweiligen Untersuchungsldsung
gegeben, im unteren Kompartiment befanden sich ca. 8 mL Krebscarbonatpuffer. Des
weiteren enthielten die Akzeptorzellen einen RduUhrfisch, der die Ausbildung einer
unphysiologischen ungerihrten Wasserschicht (UWL) verhindern sollte (Hidalgo et al. 1992).
Diese behindert Diffusionsvorgdnge auf beiden Seiten von Epithel bzw. Membran. In vivo
wird diese UWL durch den sténdigen Abtransport mit dem Blut minimiert. Um in vitro die
statischen Bedingungen zu minimieren, wurde das Resorbat durch den Magnetrihrer in
Bewegung gehalten.
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2.11.4 Versuchsdurchfihrung

Die Inkubationszeit betrug 45 min. Wéhrend der gesamten Versuchsdauer wurde der Darm
zur Sauerstoff-Versorgung der Enterocyten mit Carbogengas (95 % O, / 5 % CO,) begast.
Danach wurde der mucosale Uberstand im Donorkompartiment quantitativ abpipettiert und
das Volumen genau bestimmt. Der Darm wurde jeweils in 5 Waschgldschen mit je 2 mL
Krebscarbonatpuffer geschwenkt und weiter aufgearbeitet. Das Resorbat wurde ebenfalls
dem Akzeptorkompartiment entnommen und weiter verarbeitet.

Parallel zu jedem Resorptionsversuch befand sich in einer Franzzelle im Donorkompartiment
nur Krebscarbonatpuffer. Diese Kontrollzelle diente zum einen der Bestimmung endogener
Substanzen im HPLC-Chromatogramm, die nicht auf den Metabolismus der Testsubstanzen
zurlckzufihren waren. Andererseits wurde die Vitalitdt des Darmgewebes anhand eines
LDH-Aktivitatstests Uberprift (siehe Absatz 2.11.4.1).

Als Kontrolle wurden parallel zu jedem Darmversuch 5 mL der jeweiligen Untersuchungs-
I6sung im Wasserbad (37°C) 45 min inkubiert und mit Carbogengas begast. Bei der
Instabilitdt der Testsubstanzen ist dies essentiell, um eine Aussage dariber machen zu
kénnen, ob der Metabolismus in der Franzzelle durch den Darm oder durch Faktoren wie
Licht, Temperatur und Sauerstoff zustande kam .

2.11.4.1 Vitalitdtstberprifungen des Darmgewebes

Die Vitalitdt des Darmgewebes wéhrend des Versuchs wurde anhand des intrazellularen
Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) als Marker fur die Zellschadigung Gberpruft. Die Hohe
der LDH-Aktivitdit steht dabei in direktem Zusammenhang =zur Schédigung des
Zellverbandes. LDH katalysiert die Oxidation von Lactat zu Pyruvat bei gleichzeitiger
Reduktion von Nicotinamidadenindinucleotid (NAD). Die Bildung von reduzietem NAD
(NADH) fuhrt zu einem Absorptionsanstieg bei 340 nm. Der Grad des Absorptionsanstiegs
bei 340 nm ist der LDH-AKktivitat in der Probe direkt proportional.

LDH

Lactat + NAD ’

Pyruvat + NADH

Die LDH-Aktivitdt wurde direkt nach Erhalt des Darmes am Schlachthof sowie vor jeder
Versuchsdurchfiihrung bestimmt. Dafiir wurde ein etwa 9 cm? groBes Darmsegment in 2 mL
Krebscarbonatpuffer (entsprechend der Versuchsdurchfiihrung, siehe Absatz 2.11.3)
geschwenkt und ein Aliquot von 50 pL zur Bestimmung der Enzymaktivitat verwendet. Nach
Beendigung der Versuchsdauer der Resorptionsversuche von 45 min wurde die LDH-
Aktivitat im mucosalen Uberstand der Kontrollzelle bestimmt. Zur Durchfihrung des
Enzymtests mussten die Proben 1:1 (V/V) mit Krebscarbonatpuffer verdiinnt werden.
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1 mL LDH-L Reagenz (50 mM Lactat, 7 mM NAD, 0,05% Natriumazid) wurde in einer
Kivette auf 30°C erwarmt. 50 yL der verdinnten Probe wurden vorsichtig zugegeben und
die Absorption bei 340 nm in 30 sec- Intervallen fur 90 sec registriert.
Die Berechnung der LDH-AKktivitat erfolgte anhand folgender Formel:

A Aprominx TV x 1000 x 2

LDH-Aktivitat [U/L] =
6,22 x SV x LP

A A promin = Absorptionsdnderung pro Minute bei 340 nm

TV = Gesamtvolumen des Reaktionsgemisches (1,05 mL)
1000 = Umrechnung der Einheiten pro mL in Einheiten pro Liter
2 = Verdunnungsfaktor

6,22 = millimolare Absorptionsfahigkeit von NADH bei 340 nm
SV = Probenvolumen (0,05 mL)

LP = Schichtdicke (1 cm)

An zwei Versuchstagen wurden parallel zur Bestimmung der Enzymaktivitat histologische
Schnitte des Darmgewebes angefertigt. Daflr wurden Darmproben direkt am Schlachthof,
vor und nach dem Versuch sowie eine Stunde nach Beendigung des Versuches in Formalin
eingelegt. Die weitere Aufarbeitung der Proben wurde freundlicherweise von Dr. V. Krenn,
Pathologisches Institut der Universitat Wirzburg, durchgefiihrt.

Die Gewebeproben wurden in Paraffin eingebettet, mit dem Mikrotom in 8 mm dicke Schnitte
geschnitten und in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Die Schnitte wurden dann
10 min mit Ha&malaun nach Mayer inkubiert, mit Leitungswasser 10 min gespult und
anschlieBend mit 0,1 % wassrigem Eosin flr 10 min geféarbt. Danach wurden die Schnitte mit
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert, der Alkohol Uber eine Xylolreihe entfernt und
die Schnitte mit Entellan eingedeckt. Bei dieser sog. HE-Farbung werden die Zellkerne blau
und das Cytoplasma rot geféarbt.

Die Untersuchungen zur Vitalitdt des Darmgewebes anhand des Lactatdehydrogenase-
Aktivitatstests und der Histologie ergaben, dass das Darmgewebe bis zu einer
Versuchsdauer von 45 min noch intakt war. Danach stiegen die LDH-Werte exponentiell an.
Aus Erfahrungswerten anderer Arbeitsgruppen sowie in Einklang mit den histologischen
Befunden wurde als Grenzwert fur ein intaktes Darmgewebe nach Versuchsende eine 3fach
erhdhte LDH-Aktivitdt gegentiber den direkt am Schlachthof ermittelten Werten angesetzt.
Die Ergebnisse der Resorptionsversuche bestéatigten zudem die Funktionsfahigkeit des
Gewebes, da bei Zellschadigung des Darmgewebes mit einem vermehrten Substanz-
durchtritt in das Resorbat gerechnet werden musste. Dies war aber nicht der Fall. Diese
Untersuchungen waren Bestandteil einer Diplomarbeit, die von Frau Andrea Ruf am
Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie der Universitat Wirzburg durchgefihrt wurde.
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2.11.5 Probenaufarbeitung

2.11.5.1 Mucosaler Uberstand

0,6 mL des mucosalen Uberstandes wurden mit 0,6 mL Methanol versetzt, 10 min
geschiittelt und bei 7826 x g 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels HPLC und
Photodiodenarray-Detektion analysiert.

2.11.5.2 Darm und Resorbat

Der gewaschene Darm wurde in 4 mL Methanol mit dem Ultraturrax zerkleinert, 7 min im
Ultraschallbad extrahiert und zentrifugiert (4000 x g, 10 min).

1,2 mL des Resorbats bzw. des Uberstandes der Darmextraktion wurden mit 20 pL 10 %
Vitamin C (m/V), 100 pL Internen Standard Naringenin (50,46 ug-mL™") und 180 pL Aceton
versetzt. Der Ansatz wurde 10 min geschuttelt, zentrifugiert (7826 x g, 1 min) und der
Uberstand im Vakuumrotationsverdampfer (Speedvac) bis zur Trockne einrotiert. Der
Trocknungsrickstand wurde in 120 pL Dimethylsulfoxid im Ultraschallbad 5 min geldst, kurz
zentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC analysiert.

2.11.6 Trennung und Detektion

Die Testsubstanzen wurden mittels HPLC getrennt und Photodiodenarraydetektor analysiert.
Die Identifikation der Flavonole sowie deren Glykosiden und Metaboliten in den
Untersuchungslésungen erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten und On-line-UV-
Spektren mit Referenzsubstanzen.

FlieBmittel: A: o-Phosphorséaure, 0,15%ig (pH 2,0)
B: Methanol

Flussrate: 1mL min™

Saulenofentemperatur: 20°C

Detektionswellenlangen: 254 nm, 346 nm

Tab. 2.18 Gradient zur Trennung von Flavonol(glykosiden) und deren Metaboliten im mucosalen
Uberstand, Darm und Resorbat der In-vitro-Resorptionsversuche.

Zeit [min] % B Gradient
0,0 30 linear bis
20,0 100 isokratisch bis
24,0 100 linear bis
25,0 30 isokratisch bis
30,0 30 Ende
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Tab. 2.19 Retentionszeiten und Detektionswellenlangen der untersuchten Flavonole und deren
Metaboliten im mucosalen Uberstand, Darm und Resorbat der In-vitro-Resorptionsversuche.

Substanz Retentionszeit [min] Detektionswellenlange [nm]
Quercetin 12,9 254
Quercetin-3-rha 11,1 254
Quercetin-3-rha-7-glc 9,2 254
Quercetin-3-rhaglc (Rutin) 10,4 254
Quercetin-4‘-glc (Spiraeosid) 11,1 254
Kampferol 13,9 346
Ké&mpferol-3-glc 11,2 346
Ké&mpferol-7-glc 10,5 346
Ké&mpferol-3,7-diglc 7,3 346
Naringenin (IST) 12,2 254

2.11.7 Kalibrierung und Quantifizierung

Zur Bestimmung der Linearitat und des Arbeitsbereiches wurden mindestens 5 verschiedene
Konzentrationen jedes Referenzstandards hergestellt und vermessen. Die Kalibrier-
funktionen ergeben sich jeweils unter Einbeziehung des Internen Standards (Tab. 2.20).

Tab. 2.20 Bestimmung der Linearitdt und des Arbeitsbereiches sowie der Kalibrierfunktionen fir die
verwendeten Referenzstandards. y=Flachenquotient des Referenzstandards und des Internen
Standards Naringenin, x=Konzentration des Referenzstandards [pg'mL'1].

Referenzstandard Arbeitsbereich Kalibrierfunktion Korrelations-
[ug mL™] koeffizient

Quercetin 0,059 - 59,33 y=0,127x-0,0004 1
Quercetin-3-rha 0,077 - 76,90 y=0,087x-0,0192 0,9994
Quercetin-3-rha-7-glc 0,073 -72,60 y=0,059x-0,0134 0,9994
Quercetin-3-rhaglc 0,075 - 75,50 y=0,060x-0,0095 0,9994
Quercetin-4‘-glc 0,119-119,0 y=0,071x+0,0021 1
Kampferol 0,079 - 79,20 y=0,079x+0,0063 1
Kémpferol-3-glc 0,052 - 52,20 y=0,055x-0,0037 0,9999
Kémpferol-7-glc 0,048 — 48,40 y=0,075x-0,0103 0,9998

Ké&mpferol-3,7-diglc 0,071 -71,0 y=0,050x-0,0090 0,9999
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Die Berechnung der Gehalte erfolgte nach folgender Formel (Graefe 1997, Veit 1990):

Gehalt [ug mL"] = __F(S)A- M- c(IST)A
FIST)A- V- ¢(IST)E- a

F(S)E

Dabei entspricht
F(IST)E-c(S)E

= a der Steigung der Kalibrierfunktion.

F(S)A Flache der Substanz in der Analyse bei der jeweiligen Detektionswellenldnge

F(IST)E Flache des Internen Standards (IST) in der Kalibrierung bei 254 nm

M Menge zugesetzter Interner Standardiésung [mL]

c(S)E Konzentration der Substanz in der Kalibrierlésung [ug mL™]

c(IST)A Konzentration des IST in der zugegebenen Standardlésung [ug mL™"]

F(IST)A Flache des IST in der Analyse bei 254 nm

F(S)E Flache der Substanz in der Kalibrierung bei der jeweiligen
Detektionswellenlange

\Y eingesetzte Flussigkeitsmenge [mL]

c(IST)E Konzentration des Internen Standards in der Kalibrierung [ug mL™]

Die Flachenberechnung erfolgte tber die Beckmann-Software (System Gold, Version 7.0).
Nicht basisliniengetrennte Peaks wurden automatisch durch Fallen des Lots zur Basislinie
getrennt.
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2.12 Pharmakokinetische und statistische Analysen

2.12.1 Nichtkompartiment-Analyse

Die nichtkompartimentelle Analyse wurde unter Verwendung von Microsoft® Excel 97
durchgefuhrt. Die erhaltenen pharmakokinetischen Parameter wurden wie folgt berechnet
(Derendorf und Garrett 1987):

Die terminale Eliminationskonstante ,ke“ wurde in der Regel aus einem semilogarithmischen
Graph der Quercetin-Plasmakonzentrationen gegen die Zeit ermittelt. Durch lineare
Regression durch die letzten 3 bis 5 Datenpunkte (siehe individuelle Graphen in Abb. 8.1 bis
Abb. 8.8) ergibt sich ke aus der Beziehung ke = — Steigung - 2,303.

T (Eliminationshalbwertszeit)=In2/ke

AUC.um (area under the curve) wurde aus dem Konzentrations-Zeit-Verlauf mit Hilfe der
Trapezregel ermittelt von t=0 bis t=t,;.

AUC 5 (terminale Flachenabschnitt) wurde berechnet aus C,s/ke

AUC, ist die Summe von AUC,,,, und AUC

%AUC 56t prozentuale Anteil des terminalen Flachenabschnitts an der Gesamtflache

AUMC.inm (area under the first moment curve) wurde aus dem Graph aus Produkt von
Plasmakonzentration und Zeit gegen die Zeit mit Hilfe der Trapezregel ermittelt.

AUMC 46t berechnet aus (Cjug - tiast)/ke + Crs/ke?

AUMC, ist die Summe von AUMC,,» und AUMC, 4

MRT aps (mean residence time after extravascular administration) ergibt sich aus
AUMC,,/AUC,

Ka wurde erhalten aus der Beziehung tna.x=In(ka/ke)/(ka-ke) unter Verwendung der
Excel Solver Funktion

MAT (mean absorption time) ergibt sich durch 1/ka

MRT,, (mean residence time after intravenous administration) ergibt sich aus
MRT,=MRT ,,s — MAT — lag time (Resorptionsverzégerungszeit)

CLuf (Clearance/bioverfugbarer Anteil) berechnet aus CL/f=Dosis/AUCy

Vdgof (Verteilungsvolumen im Steady-State-Zustand/ bioverfigbarer Anteil) berechnet
aus Vdsy/f=(Dosis - AUMC,)/AUC? — Dosis/(AUC,; - ka)

Vdgrea!f (Verteilungsvolumen im Pseudo- Steady-State-Zustand/ bioverfugbarer Anteil)

berechnet aus CL/f / ke

2.12.2 Kompartiment-Analyse

Die kompartimentelle Analyse wurde unter Verwendung von Kinetica 2000® Version 3.0
(InnaPhase Corporation, Philadelphia, USA) durchgefihrt. Die von der verwendeten
Software vorgegebenen pharmakokinetischen Parameter sind wie folgt definiert (fur die
zugrunde liegenden Berechnungen siehe Tab. 8.20):
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Ccalc berechnete Konzentrationen

Residuals Residuale

Weight Wichtung

Weighted Res. gewichtete Residuale

ka Absorptionskonstante

Tlag Resorptionsverzégerungszeit

Vc Volumen im zentralen Kompartiment

ke Eliminationskonstante vom zentralen Kompartiment

K1z Transferkonstante vom zentralen ins periphere Kompartiment
Ko Transferkonstante vom peripheren ins zentrale Kompartiment
AUC Partielle Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve

AUMC Partielle Flache unter der Momentkurve

MRT Mittlere Verweildauer

Lz Kleinste (langsamste) Eliminationskonstante

Cmax calc berechnete maximale Plasmakonzentration

tmax calc Zeitpunkt der berechneten maximale Plasmakonzentration

A Koeffizient

Alpha Exponent

B Koeffizient

Beta Exponent

Tabs Absorptionsdauer

ti2 ka Absorptionshalbwertszeit

ti2 alpha Eliminationshalbwertszeit von Alpha

ti» beta Eliminationshalbwertszeit von Beta

tip Lz Eliminationshalbwertszeit assoziiert mit der terminalen Steigung
ti2 Ke Eliminationshalbwertszeit von Ke

Vss Apparentes Verteilungsvolumen im steady state

Vz Apparentes Verteilungsvolumen wéahrend der terminalen Phase (Lz)
Cl Gesamtclearance

2.12.3 Statistik

Fir die statistische Analyse der Daten wurde SigmaStat® fiir Windows Version 2.0
verwendet. Entsprechend dem randomisierten Cross-over-Studiendesign wurden die Daten
mittels Two-Way Analysis of Variance (ANOVA) ausgewertet. Als Faktoren galten Proband
sowie Studienmedikation, als abhéngige Variable wurden verschiedene pharmakokinetische
Parameter der Nichtkompartiment-Analyse gewahlt. Ergab sich in der ANOVA ein
signifikanter Unterschied zwischen den vier Studienmedikationen, so wurde als post-hoc test
ein Tukey-Test durchgefihrt. Das Signifikanzniveau betrug o=0,05.




Ergebnisse 64

3 Ergebnisse

3.1 Analytik der Plasmaproben vor und nach enzymatischer Spaltung der Konjugate

Wie unter Absatz 1.4 dargelegt, wird aus analytischen Grinden der Gesamtquercetingehalt
nach Hydrolyse der Konjugate bestimmt. Dies ist aber nur dann gerechtfertigt, wenn die
Beziehung zwischen tatsachlich im Plasma vorliegenden Konjugaten und gemessenen
Gesamtquercetinkonzentrationen bekannt ist. Ein Schwerpunkt der Untersuchungen lag
daher auf dem Zusammenhang zwischen Quercetinkonjugaten und dem Gesamtquercetin-
gehalt nach Hydrolyse. Dieser Bezug liefert die Basis fir alle weiteren Aussagen, die auf der
Grundlage des Gesamtquercetingehaltes erstellt werden.

In eigenen Untersuchungen wurde Humanplasma nach Einnahme von 850 g gedunsteten
Zwiebeln auf das Vorhandensein von Quercetinglucuroniden und freiem Quercetin vor und
nach enzymatischer Spaltung der Konjugate untersucht.

3.1.1 Detektion mittels LC-MS/MS

Die im Rahmen der Pilotstudie nach Einnahme von 850 g gediinsteten Zwiebeln erhaltenen
Plasmaproben enthielten die hdéchsten Konzentrationen an Quercetinkonjugaten und wurden
somit fir die weiteren LC-MS/MS Analysen verwendet. Diese wurden von J. Wittig in
Zusammenarbeit mit PD Dr. Markus Herderich am Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie,
Universitat Warzburg, durchgefihrt. Nach enzymatischer Spaltung der Konjugate wurde im
1h-Wert von Proband 1 eine freie Quercetinkonzentration von 3,00 pg-mL" mittels HPLC-
PDA gemessen. Trotz dieser hohen Plasmakonzentrationen konnte freies Quercetin in
nichthydrolysierten Plasmaproben weder mittels HPLC-PDA noch LC-MS/MS nachgewiesen
werden. Die LC-MS/MS Analyse zeigte jedoch das Vorhandensein von 5 verschiedenen
Quercetinglucuroniden (Wittig et al. 2000).

3.1.2 Detektion mittels coulometrischer Arraydetektion

Um im HPLC-Chromatogramm die Peaks zu identifizieren, die Quercetinkonjugaten
zuzuordnen waren, wurden exemplarisch Plasmaproben (Proband 05) mit hohen
Konzentrationen an Analyten nach Applikation des jeweiligen Prifpréparates parallel mit
bzw. ohne Zusatz von B-Glucuronidase/Arylsulfatase aufgearbeitet und analysiert. Nach
enzymatischer Hydrolyse verschwanden einige Substanzen im Chromatogramm, die somit
Konjugaten zugeordnet werden konnten, wéahrend freies Quercetin und Isorhamnetin
entstanden (Abb. 3.1). Freies Quercetin vor enzymatischer Spaltung der Konjugate konnte
selbst in Proben mit hohen freien Quercetinkonzentrationen nach Konjugatspaltung nicht
detektiert werden.
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Abb. 3.1 HPLC-Voltamogramm von Plasmaproben vor und nach enzymatischer Konjugatspaltung.
Zur Retentionszeit des freien Quercetins bei 39,0 min eluiert vor Konjugatspaltung keine Substanz.
05S02=nach enzymatischer Spaltung (griin), 056S02k= vor enzymatischer Spaltung (blau).

Bei den Konjugaten konnte es sich sowohl um stellungsisomere Glucuronide als auch
Sulfate handeln, wenngleich das Auftreten von Sulfaten eigenen massenspektrometrischen
Untersuchungen nach sehr unwahrscheinlich war. Neben den Quercetinkonjugaten traten
auch Isorhamnetinkonjugate auf. Eine eindeutige Peakzuordnung der Glucuronide war nicht
mdglich, da Referenzsubstanzen fehlten. Es wurden daher nur die Peaks als Quercetin-
konjugate betrachtet, die von ihrer Peakflache und dem kinetischen Verlauf mit dem nach
Hydrolyse entstehenden Quercetinpeak korrelierten. Beim Anlegen dieser Kriterien kamen 3
bzw. 4 Substanzen in Betracht. Es zeigte sich, dass das Verhdltnis dieser Konjugate
zueinander, unabhéngig von der Priufmedikation, gleich war (Abb. 3.2).

Die genuinen Glykoside der Prifmedikationen — Rutin und Spiraeosid — wurden in keiner
Probe detektiert. Dies widerspricht einigen bisherigen Arbeiten, in denen ein Nachweis von
Quercetinglykosiden im Plasma vorgestellt wurde, und unterstltzt die Theorie von Crespy et
al., dass Quercetin méglicherweise bereits im Enterocyten glucuronidiert wird (Aziz et al.
1998, Crespy et al. 1999, Paganga und Rice Evans 1997).

Weiterhin wurde deutlich, dass Uberwiegend ein Hauptmetabolit gebildet wird. Die LC-
MS/MS-Untersuchungen zeigten, dass es sich dabei um ein Quercetinglucuronid handelt
(Wittig et al. 2000). Die verschiedenen Konjugate zeigten untereinander einen parallelen
kinetischen Verlauf. Betrachtete man den Hauptmetaboliten (Retentionszeit 35,2 min) im
Vergleich zum Gesamtquercetin nach Hydrolyse, so zeigte sich erwartungsgeman ebenfalls
ein anndhernd paralleler kinetischer Verlauf (Abb. 3.3). Dies war besonders fir die
pharmakokinetische Auswertung unter Verwendung des Gesamtquercetingehalts von
Bedeutung (s. Kapitel 3.4).
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Abb. 3.2 HPLC-Voltamogramm von Plasmaproben vor enzymatischer Spaltung der Konjugate.
Méogliche Quercetinkonjugate mit den Retentionszeiten 29,7 min, 35,2 min und 36,4 min zeigten sich
in anndhernd gleichen Verhaltnissen zueinander nach Applikation aller vier Prifpréparate.

Die in Abb. 3.3 dargestellten Abweichungen kdnnten u.a. dadurch bedingt sein, dass die
Konjugate nicht im selben Kanal wie das freie Quercetin detektiert werden konnten (300 mV
und 150 mV respektive). Die Daten sind daher nur als Flachenverhaltnisse bezogen auf den
Internen Standard Naringenin widergegeben. Ein Vergleich der Mengenverhéltnisse von
freiem Quercetin zu dem Hauptmetaboliten vor Hydrolyse ist daher nicht mdglich,
entscheidend ist allein der parallele kinetische Verlauf beider Substanzen.
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Abb. 3.3 Kinetischer Verlauf von Quercetin im Vergleich zum Hauptmetaboliten Quercetinglucuronid
(sek. Achse) vor und nach enzymatischer Hydrolyse der gleichen Plasmaproben. Analysiert wurden
ausgewahlte Proben des Probanden 05.

3.2 Ergebnisse der Pilotstudie

Die Plasmaproben wurden zundchst mit der hierflr entwickelten und validierten Methode
extrahiert und mittels HPLC-PDA Detektion analysiert (s. Absatz 2.5 und 2.5.2). Im Hinblick
auf die Zielsetzung der Pilotstudie lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der
Applikation von Quercetin als Reinsubstanz in zwei verschiedenen Dosierungen.

Wider Erwarten zeigte sich, dass weder nach Applikation beider Quercetindosen noch der
Buchweizenkrautformulierung Quercetin nach Hydrolyse im Plasma nachgewiesen werden
konnte. Nach Aufnahme der Zwiebelzubereitung konnte hingegen Quercetin bei allen
Probanden mit maximalen Plasmaspiegeln bis zu 3,0 pg-mL™" bestimmt werden.

Die Plasmaproben der Pilotstudie wurden daraufhin mit der weiterentwickelten
Extraktionsmethode (s. Absatz 2.9.1) sowie empfindlicheren Detektionsmethoden (s. Absatz
2.8.3) erneut aufgearbeitet und analysiert. Dies ermdglichte eine Bestimmung der
Quercetinkonzentrationen und seinen Metaboliten in allen Proben (s. Abb. 3.4).
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3.2.1 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetinglucosiden in Form von Zwiebeln

Die Resorption von Quercetin(konjugaten) erfolgte sehr schnell, bereits nach 30 min waren
Quercetinkonjugate im Plasma nachweisbar und nach 60 min waren maximale
Plasmaspiegel von 1,4 bis 3,0 ug-mL™ erreicht (Tab. 3.1, Tab. 3.2 sowie Tab. 8.1). Wie in der
halblogarithmischen Darstellung (linke Spalte in Abb. 3.4) gut zu erkennen ist, verlaufen die
Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven der drei Probandinnen nahezu parallel zueinander. Die
sich aus den letzten drei Datenpunkten des terminalen, linearen Abschnitts der Kurve
ergebende Halbwertszeit betragt 2,3 h (Prob 3), 2,6 h (Prob 1) und 3,8 h (Prob 2). Aufgrund
des kurzen Probenentnahmezeitraumes von 5 Stunden I&sst sich allerdings nicht sagen, ob
es sich bei diesem Wert um die Verteilungs- oder Eliminationshalbwertszeit handelt.

3.2.2 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin als Reinsubstanz in den Dosierungen 200 mg
und 1000 mg

Obwohl bezogen auf Quercetin die gleiche bzw. finffache Dosis appliziert wurde, waren die
Plasmakonzentrationen etwa um zwei Zehnerpotenzen niedriger (Abb. 3.4 und Tab. 8.2).
Maximale Plasmakonzentrationen lagen im Bereich von 0,03 bis 0,06 pg-mL'1 und wurden
zumeist bereits nach 30 min erreicht (Tab. 3.1 und Tab. 3.2). Die Resorption von Quercetin
zeigte keine Dosisabhangigkeit, da die Konzentrationen nach Gabe von 1000 mg nur etwa
doppelt so hoch waren wie nach Gabe von 200 mg.

3.2.3 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid in Form von Buchweizenkrauttee

Der Plasmakonzentrationsverlauf von Quercetin nach Konjugatspaltung zeigte wieder
innerhalb der ersten 30 min einen leichten Anstieg (Abb. 3.4 und Tab. 8.2). Bis etwa 3 h
fallen die Plasmakonzentrationen leicht ab. Maximale Plasmaspiegel in diesem ersten
Resorptionsabschnitt liegen zwischen 0,06 und 0,08 pg-mL™" und somit etwas héher als nach
Gabe beider Quecetindosen (Tab. 3.1 und Tab. 3.2). Der 5 h-Wert ist aber bei zwei
Probandinnen stark erhéht. In Zusammenhang mit der renalen Elimination von Quercetin, die
nach Applikation von Buchweizenkraut deutlich héher war als nach Quercetingabe, deuten
die 5 h-Werte auf eine zweite Resorptionsphase hin (s. Abschnitt 3.2.6).
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Abb. 3.4 Quercetin-Plasmakonzentrationen [ug-mL"] nach Applikation der in der Pilotstudie
untersuchten 4 Prufpraparate. In der linken Spalte ist jeweils die halblogarithmische Darstellung der
rechts nebenstehend abgebildeten Quercetin-Plasmakonzentrationen.



Ergebnisse 70

3.2.4 Einfluss von Fett auf die Resorption von Quercetinglucosiden aus der
Zwiebelzubereitung (Erganzung l. zur Pilotstudie)

Bei der Interpretation der Ergebnisse der Pilotstudie stellte sich die Frage, ob das
verwendete Fett zum Anbraten der Zwiebeln einen entscheidenden Effekt auf die Resorption
der Quercetinglucoside haben kénnte. Daher wurde der Versuch mit der gleichen Menge
Zwiebeln wiederholt, diese jedoch gedinstet und anschlieBend puriert. Wie in Abb. 3.5 zu
erkennen ist, wurden anndhernd gleiche Plasmaspiegel erreicht (Tab. 8.1). Das Fett war
somit nicht ausschlaggebend fir die nach Aufnahme von Zwiebeln beobachtete vergleichs-
weise gute Resorption.
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Abb. 3.5 Quercetin-Plasmakonzentrationen [pg-mL’1] des Probanden 1 nach Applikation der Zwiebeln
zubereitet mit (Prob 1) und ohne Fett (Prob 1 oF) sowie zusammen mit 100 mg Quercetin (Prob 1 ZQ).

3.2.5 Einfluss der Zwiebelmatrix auf die Resorption von Quercetin als Reinsubstanz
(Ergénzung Il. zur Pilotstudie)

Aus den Resultaten der Pilotstudie ergab sich weiterhin die Uberlegung, ob die
Zwiebelmatrix die Resorption von Quercetin entscheidend positiv beeinflusste. Es wurde
daher von drei Probanden eine Kombination der bisherigen Zwiebelmenge (gedunstet und
puriert) mit 200 mg Quercetin Aglykon (suspendiert in der Prifformulierung) eingenommen.
In Abb. 3.5 ist als 3. Kurve der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf nach Einnahme dieser
Kombination dargestellt. Wie deutlich zu erkennen ist, Uberstiegen die Plasmakonz-
entrationen nicht die nach Einnahme von Zwiebeln erreichten. Die Resorption von Quercetin
lie3 sich daher durch gleichzeitige Einnahme von Zwiebeln nicht férdern. In Abb. 3.6 sind die
Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe der 3 Probanden, die an dem Versuch teilnahmen,
dargestellt. Auch hier zeigten sich wieder maximale Plasmakonzentrationen nach 0,5 und 1 h
(siehe Tab. 8.1).
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Abb. 3.6 Quercetin-Plasmakonzentrationen [pg-mL'1] der Probanden 1, 4 und 5 nach Applikation der
Zwiebelzubereitung mit zusétzlich 100 mg Quercetin (Ergdnzung Il. der Pilotstudie).

Tab. 3.1 Ubersicht tber die maximalen Plasmakonzentrationen Cpax [Hg-mI™'] von Quercetin (detektiert
und berechnet als Aglykon nach Hydrolyse der Phase-Il.-Konjugate) in der Pilotstudie sowie
Ergénzung I. und Il. Die Werte in Klammern entsprechen einem ersten Maximum (siehe Abb. 3.4).

Pilotstudie Erg. I. Erg. Il.
Zwiebel Buchweizen  Qu. 200 Qu. 1000 Zwiebel Zwiebel+
gedinstet Qu. 200
Prob1 3,00 (0,059) 0,29 0,028 (0,058) 0,097 2,08 2,9
Prob2 1,43 (0,064) 0,098 0,047 0,061
Prob3 1,51 (0,085) 0,109 0,038 0,044
Prob4 3,9
Prob5 3,0

Tab. 3.2 Ubersicht tber die Zeitpunkte t,ax [h], an denen die maximalen Plasmakonzentrationen Cpax
von Quercetin in der Pilotstudie sowie Erganzung I. und Il erreicht wurden. Die Werte in Klammern
entsprechen dem Zeitpunkt des ersten Konzentrationsmaximums (siehe Abb. 3.4).

Pilotstudie Erg. I. Erg. Il
Zwiebel Buchweizen Qu. 200 Qu. 1000 Zwiebel Zwiebel+
geduinstet Qu. 200

Prob1 1 (0,5)5 1 (2)5 1 1
Prob2 0,5 (0,5)5 0,5 0,5
Prob3 0,5 (0,5) 3 0,5 0,5
Prob4 0,5
Prob5 1

3.2.6 Renale Elimination von Quercetin und seinen Metaboliten

Alle im folgenden angegebenen Substanzgehalte wurden nach enzymatischer Spaltung der
Konjugate ermittelt.

Im Urin wurde nach Applikation der Zwiebelprifpréparation und des Buchweizenkrautpulvers
sowohl Quercetin als auch Isorhamnetin detektiert (siehe Tab. 3.3 und Tab. 3.4). Die renal
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eliminierte Substanzmenge mit intaktem Flavonoidgrundgerist betrug hierbei nach
Applikation der Zwiebeln 7,23t+1,55% der Dosis und nach Applikation des
Buchweizenkrautpulvers 0,09+0,03% der Dosis. Diese Flavonoide mit intaktem Grundgerust
konnten weder im 0-Wert noch nach Applikation der suspendierten Reinsubstanz (200 mg
Quercetin) nachgewiesen werden. Nach oraler Gabe von 1000 mg suspendiertem Quercetin
wurde nur Quercetin (0,03+0,01% der applizierten Dosis) aber nicht dessen methylierter
Metabolit Isorhamnetin im Urin nach Hydrolyse der Konjugate gefunden. Da aber bereits die
Quercetinkonzentrationen sehr gering waren, ist davon auszugehen, dass die Isorhamnetin-
konzentrationen ausserhalb des Messbereichs der Methode lagen.

Tab. 3.3 Renal eliminierte Quercetinmenge [mg] bzw [% Tagesdosis] nach Applikation der jeweiligen
Prifpraparate der Pilotstudie sowie Ergdnzungen I. und Il. Im Nullwert und an Studientag 1 (200 mg
Quercetin) konnte kein Quercetin nachgewiesen werden.

renal eliminierte Quercetinmenge [mg/Tag] bzw. [% der Tagesdosis]

Buchweizenkraut| Zwiebeln 1000 mg Erg. I. Erg. Il
Quercetin  |gediinstete Zw.| Zw. + Qu.
Prob 1 0,17 (0,08%) | 11,4 (5,7%) | 0,04 (0,004%) | 15,1 (7,6%) 14,0 (3,5%)
Prob 2 0,08 (0,04%) 8,7 (4,3%) | 0,07 (0,007%)
Prob 3 0,14 (0,07%) | 12,1 (6,1%) | 0,05 (0,005%)
Prob 4 11,6 (2,9%)
Prob 5 24,4 (3,6)

Tab. 3.4 Renal eliminierte Isorhamnetinmenge [mg] bzw. [% Tagesdosis] nach Applikation der
jeweiligen Priufpraparate der Pilotstudie sowie Erganzungen I. und Il. Im Nullwert, an Studientag 1
(200 mg Quercetin) und 4 (1000 mg Quercetin) konnte kein Quercetin nachgewiesen werden.

renal eliminierte Isorhamnetinmenge [mg/Tag] bzw. [% der Tagesdosis]

Buchweizenkraut Zwiebeln 1000 mg Erg. I. Erg. Il
Quercetin |gedlnstete Zw.| Zw. + Qu.
Prob 1 0,07 (0,03%) 4,3 (2,1%) - 5,04 (3,1%) 4,7 (1,1%)

Prob 2 0,03 (0,02%) 2,4 (1,1%) -
Prob 3 0,06 (0,03%) 5,0 (2,4%) -
Prob 4 3,7 (0,9%)
Prob 5 6,2 (1,5%)

In der eliminierten Menge an Flavonoiden mit intaktem Grundkérper ergaben sich
interindividuelle Unterschiede zwischen den drei Probandinnen in der Pilotstudie (Abb. 3.7).
Im Verhéltnis zur insgesamt ausgeschiedenen Flavonoidmenge liegt der Isorhamnetinanteil
aber bei allen drei Personen sowohl nach Verabreichung der Zwiebeln als auch nach
Applikation des Buchweizenkrautpulvers etwa bei 30 %. Zwischen den Probandinnen ist also
kein quantitativer Unterschied in der Metabolisierung von Quercetin zu Isorhamnetin
festzustellen.
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Abb. 3.7 Renal eliminierte Quercetin-und Isorhamnetinmengen [mg/Tag] nach Applikation von
Zwiebeln und Buchweizenkrauttee.

Die potentiellen intestinalen Metabolite Hippursdure, m-Hydroxyphenylessigsaure, p-
Hydroxyphenylessigsdure, Homovanillinsdure und 3,4-Dihydroxytoluol wurden nach jeder
der verschiedenen Applikationen detektiert. Da diese Metabolite auch endogen gebildet
werden, wurde zunédchst die eliminierte Substanzmenge von Tag 0 am Ende der Run-in-
Phase vor Applikation der Prifpraparate bestimmt.

Tab. 3.5 Im Sammelurin der run-in Phase (0-Wert) eliminierte Substanzmengen.

Im 0-Wert renal eliminierte Substanzmengen [mg/Tag]

HA DHT p-HPAA m-HPAA HVA
Prob 1 267,7 6,5 18,7 2,1 6,7
Prob 2 265,2 3,8 18,8 1,6 7,4
Prob 3 162,4 10,6 14,1 1,9 6,4

Legt man diese endogenen Substanzmengen als Basiswerte den an den folgenden
Studientagen eliminierten Substanzmengen zugrunde, so lésst sich auch fir diese
Metabolite eine quantitative Berechnung bezogen auf die Dosis durchfihren. Dabei wird
vereinfachend davon ausgegangen, dass die individuellen Basiswerte wahrend der
Studientage konstant blieben, da eine Differenzierung zwischen endogen entstandenen und
als Folge der Flavonoidaufnahme gebildeten Metaboliten in diesem Versuch nicht méglich
war. Die im Folgenden angegebenen Werte beziehen sich darlber hinaus lediglich auf
Quercetin als Ausgangssubstanz. Es wurde nicht berlcksichtigt, dass bei den Pflanzen-
praparaten mdglicherweise auch andere Substanzen zu diesen Metaboliten umgesetzt
werden kénnen. Die berechneten Werte kénnen daher nur Anhaltspunkte darstellen (Tab.
3.6).

Eine verstarkte Ausscheidung von Homovanillinsdure konnte bei allen Probanden nach
Applikation aller Prifpraparationen beobachtet werden. Dabei wurde nach Verabreichung
der pflanzlichen Prifpraparationen (Zwiebeln bzw. Buchweizenkrautpulver) 12-17 % bzw. 9-
20 % der Dosis renal als Homovanillinsaure eliminiert, nach Applikation der suspendierten
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Reinsubstanzen aber nur jeweils ca. 6,5% der entsprechenden Dosis (Tab. 3.6). Eine
erhohte m-HPAA Ausscheidung war bei den drei Probanden nur nach Verabreichung der
Zwiebel- und Buchweizenprufpréparation zu beobachten. So wurde nach Applikation der
Zwiebeln 5-31% der Dosis, nach Applikation des suspendierten Buchweizenkrautpulvers 13-
21% der Dosis renal als m-HPAA ausgeschieden. Im Sammelurin der Probanden nach
1000 mg Quercetingabe wurden fiir m-HPAA Substanzgehalte von 0,5-12% der Dosis
bestimmt. Die hohen Abweichungen ergaben sich durch die verminderte Ausscheidung der
Substanz bei Proband 3 an allen vier Tagen im Vergleich zu den beiden anderen Probanden
(Tab. 3.6). 3,4-Dihydroxytoluol wurde im Besonderen nach der Buchweizenprifpraparation
als Metabolit im Urin aller drei Probanden nachgewiesen. 20-36% der im Buchweizen als
Quercetin-3-O-glykosid vorhandenen Quercetindosis wurden hierbei als 3,4-Dihydroxytoluol
ausgeschieden. Nach Verabreichung des Quercetin-4'-glucosid in den Zwiebeln konnte 3,4-
Dihydroxytoluol nur bei Proband 2 BA als verstarkt eliminierte Substanz (15,9% der Dosis)
ausgemacht werden. Hingegen wurden von Proband 1 und Proband 3 nur 2,51% bzw.
1,45% der Dosis im Urin als 3,4-Dihydroxytoluol eliminiert (Tab. 3.6). Die renal eliminierten
Hippursdure- und p-HPAA-Mengen wurden nicht berlcksichtigt, da sich die individuell
ausgeschiedenen Substanzmengen bei diesen Metaboliten teilweise um mehr als das
Doppelte unterschieden bzw. die endogen ausgeschiedenen Mengen deutlich hdher als
nach Applikation der Prufpréparationen lagen.

Tab. 3.6 Renal eliminierte Substanzmengen im 24 h-Urin in % der applizierten Quercetindosis an den
jeweiligen Studientagen der Pilotstudie.

Prob. HVA m-HPAA DHT
[mg/Tag] [% Dosis] | [mg/Tag] [% Dosis] | [mg/Tag] [% Dosis]
Studientag 1: 1 15,5 12,9 1,6 1,6 0 0
200 mg Quercetin 2 6,6 5,5 1,6 1,6 10,1 12,3
3 5,9 4,9 0 0 1,5 1,8
Studientag 2: 1 18,4 15,3 21,3 21,2 17,3 21,1
Buchweizenkraut 2 10,6 8,7 17,9 17,8 16,52 20,1
3 24,5 20,3 12,8 12,7 30,0 36,4
Studientag 3: 1 16,5 13,7 27,1 27,0 2,1 2,5
Zwiebel 2 14,5 12,1 30,9 30,8 13,0 15,9
3 20,9 17,4 5,2 5,2 1,2 1,4
Studientag 4: 1 35,1 5,8 53,6 10,7 11,0 2,7
1000 mg Quercetin 2 33,6 5,6 57,6 11,5 0,6 0,1
3 50,5 8,4 2,6 0,5 0 0
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3.3 Ergebnisse der Hauptstudie

3.3.1 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin-4‘-O-glucosid in Form von Zwiebeln

Nach Aufnahme der gediinsteten Zwiebeln als Prifmedikation wurde Quercetin bzw. dessen
Konjugate (Glykoside und/oder Glucuronide) sehr schnell resorbiert. Quercetinglucuronide
waren bereits nach 15 min im Plasma nachweisbar, maximale Plasmaspiegel (Cmax =
2,3+1,46pg-mL™") wurden bereits nach 30 bis 45 min erreicht (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 Reprasentative Voltamogramme des Verlaufs der Quercetin-Plasmakonzentrationen (nach
Hydrolyse der Konjugate) nach Aufnahme von Zwiebeln. Dargestellt sind die Plasmaproben von
Proband 05 gemessen in Kanal 3 (150 mV), beginnend vorne bei t=0h (blau) bis t=24h (grau).

Eine Ubersicht tiber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt
ist in Tab. 3.7 gegeben. Die individuellen Daten jedes Probanden finden sich im Anhang in
Tab. 8.3. Der kinetische Verlauf der Quercetinplasmakonzentrationen nach Hydrolyse der
Konjugate war deutlich biphasisch, unterteilt in eine schnelle Verteilungs- und eine
langsamere Eliminationsphase (Abb. 3.9).
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Tab. 3.7 Quercetin-Plasmakonzentrationen aller Probanden nach Applikation von Zwiebeln (Z).
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung, Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Z MW ZSD Z Min Z Median Z Max

T[h] | CplugmL™] CplugmL’ CplpugmL’] CplugmL’] Cp[ugmL™]
0 0,023 0,031 0,000 0,012 0,110
0,25 1,328 1,800 0,015 0,677 5,669
0,5 1,684 1,317 0,291 1,111 4,440
0,75 1,900 0,916 0,683 1,867 3,436
1 1,440 0,722 0,264 1,350 2,569
15 1,178 0,858 0,484 1,003 3,630
2 0,880 0,799 0,274 0,664 3,297
3 0,775 0,455 0,208 0,593 1,648
4 0,700 0,459 0,168 0,629 1,597
6 0,536 0,416 0,118 0,403 1,379
8 0,413 0,287 0,070 0,366 1,074
10 0,325 0,280 0,076 0,334 1,064
12 0,245 0,241 0,039 0,209 0,853
16 0,177 0,164 0,008 0,132 0,599
24 0,129 0,148 0,006 0,093 0,548

—o— MW
10 o Median
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Abb. 3.9 Graphische Darstellung der mittleren und medianen Quercetin-Plasmakonzentrationen nach
Einnahme von Zwiebeln. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen vom Mittelwert dar.
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3.3.2 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin-4‘-O-glucosid

Der kinetische Verlauf der Quercetinplasmakonzentrationen nach Hydrolyse der
Quercetinkonjugate verlief dhnlich wie nach Applikation von Zwiebeln. Die Resorption war
teilweise etwas verzdgerter, d.h. nach 15 min war noch nicht so viel resorbiert wie nach
Aufnahme von Zwiebeln. Maximale Plasmaspiegel (Cmax = 2,111,69pg-mL") wurden aber
ebenfalls zwischen 30 min und 45 min erreicht und lagen im Durchschnitt etwas niedriger als
nach Applikation von Zwiebeln (Abb. 3.10). Eine Ubersicht Uber die einzelnen
Plasmakonzentrationen zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.8 gegeben. Die
individuellen Daten jedes Probanden finden sich im Anhang in Tab. 8.4.
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Abb. 3.10 Reprasentative Voltamogramme des Verlaufs der Quercetin-Plasmakonzentrationen nach
Hydrolyse der Konjugate nach Aufnahme von Spiraeosid. Dargestellt sind die Plasmaproben von
Proband 05 gemessen in Kanal 3 (150 mV), beginnend bei t=0h bis t=24h.
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Tab. 3.8 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach Applikation von Spiraeosid (S). MW=Mittelwert,
SD=Standardabweichung, Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

S MW S SD S Min S Median S Max

T[] | CplugmL™ CplugmL™] CplugmL™] CplugmL’] Cp[ugmL]
0 0,028 0,028 0,000 0,024 0,072
0,25 0,694 0,519 0,049 0,627 1,552
0,5 1,612 0,956 0,553 1,387 3,602
0,75 1,757 1,554 0,305 1,174 5,875
1 1,528 1,777 0,421 0,770 6,597
1,5 1,064 1,139 0,311 0,596 4,465
2 0,804 0,888 0,238 0,471 3,467
3 0,707 0,587 0,110 0,434 1,887
4 0,523 0,569 0,140 0,388 2,183
6 0,366 0,473 0,049 0,228 1,669
8 0,308 0,391 0,040 0,187 1,453
10 0,239 0,356 0,071 0,099 1,293
12 0,195 0,317 0,027 0,101 1,124
16 0,186 0,261 0,022 0,077 0,800
24 0,109 0,183 0,018 0,057 0,677
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Abb. 3.11 Graphische Darstellung der mittleren und medianen Quercetin-Plasmakonzentrationen
nach Einnahme von Spiraeosid. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen vom Mittelwert
dar.
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3.3.3 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid in Form von Buchweizenkrauttee

Generell erfolgte die Resorption von Quercetin(konjugaten) aus Buchweizenkraut langsamer
im Vergleich zu Zwiebeln und Spiraeosid. Maximale Plasmaspiegel (Cnax = 0,6+0,67ug-mL™")
wurden erst nach 4 h erreicht und lagen im Durchschnitt etwa ein Drittel niedriger. Dabei
muss beachtet werden, dass Quercetin nicht in gleichen Mengen verabreicht wurde, sondern
im Falle von Rutin und Buchweizenkrauttee die doppelte Quercetindosis gegeben wurde
(siehe Absatz 2.6.1). Innerhalb der ersten 120 min war allerdings oft ein leichter Anstieg und
Abfall der Plasmakonzentrationen zu beobachten, der in den nachstehenden
Voltamogrammen gut zu verfolgen ist (Abb. 3.12). Diese Absorptionsphase war aber so
schwach ausgepréagt, dass sie sich pharmakokinetisch nicht erfassen lieB. Eine Ubersicht
Uber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.9
gegeben. Die individuellen Daten jedes Probanden finden sich im Anhang in Tab. 8.5.
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Abb. 3.12 Repréasentative Voltamogramme des Verlaufs der Quercetin-Plasmakonzentrationen nach
Hydrolyse der Konjugate nach Aufnahme von Buchweizenkrauttee. Dargestellt sind die Plasmaproben
von Proband 06 gemessen in Kanal 3 (150 mV), beginnend bei t=0h bis t=24h.
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Tab. 3.9 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach Applikation von Buchweizenkraut (B).
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung, Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

B MW B SD B Min B Median B Max
Tl | CplugmL™] CplugmL™ CplugmL™] CplugmL™] Cp[ugmL"]

0 0,027 0,034 0,000 0,013 0,101
0,25 0,059 0,060 0,000 0,026 0,179
0,5 0,089 0,076 0,016 0,060 0,266
0,75 0,109 0,102 0,023 0,102 0,378

1 0,138 0,131 0,016 0,099 0,396
1,5 0,132 0,113 0,024 0,113 0,401

2 0,125 0,125 0,006 0,087 0,414

3 0,299 0,459 0,027 0,075 1,395

4 0,506 0,631 0,015 0,312 2,237

6 0,342 0,277 0,022 0,299 0,788

8 0,211 0,262 0,014 0,122 0,900
10 0,165 0,207 0,014 0,088 0,694
12 0,126 0,159 0,016 0,058 0,475
16 0,090 0,143 0,008 0,026 0,454
24 0,075 0,122 0,006 0,016 0,393
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Abb. 3.13 Graphische Darstellung der mittleren und medianen Quercetin-Plasmakonzentrationen
nach Einnahme von Buchweizenkrauttee. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen vom
Mittelwert dar.
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3.3.4 AQuercetin-Plasmakonzentrationen nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate
nach Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid

Nach Applikation von Rutin zeigte sich eine ausgepragte Resorptionsverzégerungszeit (lag
time) von teilweise bis zu 6h. Maximale Plasmaspiegel wurden nach 7h erreicht und lagen im
Durchschnitt mit cpax = O,3J_r0,34pg-mL'1 um die Halfte niedriger als nach Applikation von
Buchweizenkrauttee. Nach Applikation von Rutin war die interindividuelle Variabilitdt am
Starksten ausgepragt, bei drei Probanden konnte fast berhaupt kein Quercetinglucuronid im
Plasma nachgewiesen werden. Die bei Buchweizenkraut beobachtete frihe
Absorptionsphase konnte bei Rutin nicht in gleichem MafRe beobachtet werden. Grund daflr
kénnten aber auch die insgesamt geringeren Plasmakonzentrationen sein, so dass diese
Absorptionsphase analytisch nicht mehr erfasst werden konnte. Eine Ubersicht iiber die
einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.10
gegeben. Die individuellen Daten jedes Probanden finden sich im Anhang in Tab. 8.6.
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Abb. 3.14 Reprasentative Voltamogramme des Verlaufs der Quercetin-Plasmakonzentrationen nach
Hydrolyse der Konjugate nach Aufnahme von Buchweizenkrauttee. Dargestellt sind die Plasmaproben
von Proband 02 gemessen in Kanal 3 (150 mV), beginnend bei t=0h bis t=24h.
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Tab. 3.10 Quercetin-Plasmakonzentrationen nach Applikation von Rutin (R). MW=Mittelwert,
SD=Standardabweichung, Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

R MW R SD R Min R Median R Max
T[] | CplugmL™ CplugmL™] CplugmL™] CplugmL’] Cp[ugmL]
0 0,021 0,023 0,000 0,014 0,079
0,25 0,027 0,020 0,003 0,023 0,071
0,5 0,031 0,030 0,003 0,018 0,103
0,75 0,026 0,021 0,003 0,022 0,071
1 0,028 0,025 0,003 0,020 0,090
15 0,027 0,023 0,003 0,021 0,084
2 0,033 0,032 0,003 0,022 0,111
3 0,125 0,228 0,004 0,049 0,828
4 0,180 0,302 0,007 0,077 1,043
6 0,126 0,115 0,004 0,076 0,329
8 0,153 0,169 0,005 0,115 0,584
10 0,157 0,249 0,007 0,072 0,905
12 0,140 0,180 0,010 0,078 0,586
16 0,088 0,099 0,008 0,064 0,343
24 0,057 0,064 0,004 0,040 0,238
—e— MW
1 o Median
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Abb. 3.15 Graphische Darstellung der mittleren und medianen Quercetin-Plasmakonzentrationen
nach Einnahme von Rutin. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen vom Mittelwert dar.
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3.3.5 Plasmakonzentrationen des Metaboliten 3‘-O-Methylquercetin (Isorhamnetin)

Isorhamnetin ist insofern wichtig, da es der einzige detektierbare Metabolit mit intaktem
Flavonoidgrundgerust ist. Isorhamnetin konnte wie auch Quercetin nicht in freier Form im
Plasma nachgewiesen werden. Bei den angegebenen Plasmakonzentrationen handelt es
sich daher ebenfalls um die nach enzymatischer Spaltung der Konjugate (héchst-
wahrscheinlich ebenfalls Glucuronide) erhaltenen Gesamtkonzentrationen.

Die Plasmakonzentrationen von Isorhamnetin waren etwa 10fach geringer als von Quercetin.
Aufgrund dessen lagen die Isorhamnetinkonzentrationen nach Applikation von
Buchweizenkrauttee bei Proband 04, nach Applikation von Rutin bei den Probanden 01, 04
und 06 unterhalb der Bestimmungsgrenze. Die Ergebnisse (Mittelwerte und Mediane) der
quantitativen Bestimmung sind im Anhang zusammengefasst (Tab. 8.7, Tab. 8.8, Tab. 8.9,
Tab. 8.10).

Der Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Isorhamnetin verlief sowohl in der Absorptions-
als auch in der Eliminationsphase parallel zu dem des Quercetins, und zwar unabhéngig von
dem Prifpraparat (Abb. 3.16, Abb. 3.17, Abb. 3.18, Abb. 3.19).
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3.3.6 Weitere Metabolite im Plasma

Zu den fur den intestinalen Abbau des Quercetins und seinen Glykosiden beschriebenen
Metaboliten zahlen vor allem 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, Homovanillinsdure, m-
Hydroxyphenylessigsdure und 3,4-Dihydroxytoluol. Diese zeigten im Konzentrations-Zeit-
Verlauf der einzelnen Tageslédufe allerdings entweder keine Veranderungen oder konnten
aufgrund sehr geringer Konzentrationen nicht eindeutig zugeordnet werden. Eine bislang
nicht identifizierte Substanz zeigte allerdings eine deutliche Kinetik. Das Voltamogramm
dieses Metaboliten entspricht dem des Quercetins mit einem Maximum bei 150 mV. Die
Retentionszeit von 14 min deutet darauf hin, dass es sich um einen intestinalen Metaboliten
handelt, da die Substanz im Bereich der anderen phenolischen Sauren eluiert (Tab. 2.14).
Die Kinetik dieser Substanz war bei allen 4 Prifpréparaten sehr &hnlich und zeigte ein
Maximum bei 10 bis 12 Stunden (Abb. 3.20).

o7

0.7 | AB

Flachenquotient

0 4 8 12 16 20 24
t[h]

Abb. 3.20 Kinetik des unbekannten Metaboliten (Retentionszeit 14 min) nach Applikation von
Zwiebeln (Z), Spiraeosid (S), Buchweizenkraut (B) und Rutin (R). Die Werte sind dargestellt
als Flachenquotienten des Metaboliten und des Internen Standards.

Die Resorptionsverzégerungszeit von etwa 4 Stunden kdnnte ein weiterer Hinweis auf einen
intestinal gebildeten Metaboliten sein. Darlber hinaus sind die Konzentrationen nach
Aufnahme von Buchweizenkraut und Rutin héher als nach Aufnahme von Zwiebeln und
Spiraeosid. Dies entspricht den Erwartungen, wenn man die doppelte Quercetindosis im
Falle von Buchweizenkraut und Rutin berlcksichtigt. Zur Zeit wird versucht, die Identitat des
Metaboliten mittels Massenspektrometrie ndher zu bestimmen.
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3.3.7 Renale Elimination von Quercetin und seinen Metaboliten

Zur Bestimmung des unkonjugierten Anteils an Quercetin wurden verschiedene Urinproben
parallel mit und ohne enzymatischer Hydrolyse bestimmt. Dabei konnte nach Einnahme aller
4 Prifpraparate jeweils nur in dem Urinsammelintervall mit dem hochsten Gesamt-
Quercetingehalt (nach enzymatischer Hydrolyse) freies Quercetin nachgewiesen werden.
Der freie Anteil betrug durchschnittlich 5,2% (3,3% - 8,5%). Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass im Verlauf der Probenaufarbeitung (z.B. durch den Einfluss
von Warme in der Vakuumzentrifuge) eine Konjugatspaltung eintritt. Ob es sich daher bei
dem freien Quercetinanteil um ein Artefakt handelt, kann erst mit Gewissheit gesagt werden,
wenn die verschiedenen Quercetinkonjugate als Referenzsubstanzen flr eine Validierung
zur Verflgung stehen.

In dem Uberwiegenden Teil der Urinproben konnte Quercetin nur in konjugierter Form
nachgewiesen werden. Die Detektion erfolgte daher wie unter Absatz 2.8 beschrieben nach
enzymatischer Hydrolyse der Quercetinkonjugate und anschlieBender UV-Detektion des
Quercetins bei 370nm. Bereits nach 24 h konnte Quercetin nicht mehr im Urin nachgewiesen
werden. Nach Applikation von Zwiebeln und Spiraeosid wurde ein GrofBteil der renal
eliminierten Menge bereits innerhalb der ersten 6 Stunden ausgeschieden (Abb. 3.21,
Abb. 3.22). Nach Aufnahme von Buchweizenkrauttee und Rutin setzte die renale Elimination
— entsprechend den Plasmaspiegeln — etwas verzdgert ein, so dass der Hauptteil des renal
eliminierten Quercetins in dem Intervall von 3 bis 9 Stunden ausgeschieden wurde (Abb.
3.23, Abb. 3.24).

6000 6000
= 4000 { { { { J } — 4000 { { { { {
3 2000 { 5 2000 { {
om 0
0 3 6 9 12 24 36 48 0 3 6 9 12 24 36 48
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Abb. 3.21 Kumulative  Urinausscheidung Abb. 3.22 Kumulative Urinausscheidung von

(MW=SD) von Quercetin nach Applikation von
Zwiebeln (Tab. 8.11).
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Abb. 3.23 Kumulative Urinausscheidung von Abb. 3.24 Kumulative Urinausscheidung von

Quercetin  (MW+SD) nach Applikation
Buchweizenkrauttee (Tab. 8.13).

(Tab. 8.14).
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Da die renale Elimination von Quercetin in Form seiner Konjugate in allen Fallen innerhalb
der Urinsammelperiode von 48h abgeschlossen war, konnte der renal eliminierte
prozentuale Anteil der applizierten Dosis ermittelt werden. Wie bereits in der Pilotstudie
und in anderen Arbeiten zu sehen war, ist der renal eliminierte prozentuale Anteil der Dosis
mit unverandertem Quercetingrundgerist vergleichsweise gering (Tab. 3.11). Es lasst sich
aber ein signifikanter Unterschied (p<0,05) feststellen zwischen der Applikation des
Glucosids (in Form von Zwiebeln und Spiraeosid) im Vergleich zu der des Rutinosids (in
Form von Buchweizenkrauttee oder Rutin) (siehe Absatz 3.6.6). Die Variabilitat innerhalb
einer Gruppe war nach Applikation des Rutinosids bei beiden Prufpréparaten deutlich gréBer
als nach Applikation des Glucosids (Tab. 8.35).

Tab. 3.11 Renale Elimination von Quercetin in Prozent der applizierten Dosis. Diese betrug im Falle
von Zwiebeln (Z) und Spiraeosid (S) 100 mg Quercetin (331 pMol) in Form des Glucosids, im Falle
von Buchweizenkrauttee (B) und Rutin (R) 200 mg Quercetin (662 pMol) in Form des Rutinosids.

Proband Z S B R

1 3,07 2,81 0,15 0,18

2 4,35 6,26 0,38 1,49

3 3,83 2,26 1,24 1,21

4 4,30 2,95 0,09 0,01

5 4,48 3,27 0,88 1,35

6 4,83 5,34 1,08 0,13

7 6,42 2,22 0,61 0,09

8 5,59 3,22 2,24 1,67

9 3,03 3,93 0,36 0,29
10 4,91 2,98 0,80 0,96
11 0,97 2,57 0,85 0,28
12 6,71 2,19 0,41 0,31
MW 4,37 3,33 0,76 0,66
SD 1,57 1,27 0,59 0,62
Min 0,97 2,19 0,09 0,01
Median 4,41 2,97 0,71 0,30
Max 6,71 6,26 2,24 1,67
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Abb. 3.25 Renale Elimination von Quercetin (bestimmt nach Hydrolyse der Konjugate) in Prozent der
applizierten Quercetinmenge in dem jeweiligen Prufpréparat Zwiebeln (Z), Spiraeosid (S), Buch-
weizenkrauttee (B) und Rutin (R). Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Isorhamnetin (3‘-O-Methylquercetin) konnte im Urin nicht in freier Form nachgewiesen
werden. Die folgenden Angaben beziehen sich daher ebenfalls stets auf den Gesamt-
Isorhamnetingehalt nach enzymatischer Spaltung der Isorhamnetinkonjugate.

Die kumulative renale Elimination von Isorhamnetin zeigte entsprechend den parallelen
Konzentrations-Zeit-Verlaufen im Plasma einen parallelen Verlauf zu der des Quercetins.
Wie aus Tab. 3.12 ersichtlich wird, war die renale Elimination zum Grof3teil bereits nach 6 bis
9 Stunden abgeschlossen.

Tab. 3.12 Kumulative renale Elimination von Isorhamnetin (U, in [pug]) nach Applikation von Zwiebeln
(2), Spiraeosid (S), Buchweizenkraut (B) und Rutin (R). Angegeben sind die Mittelwerte (MW) und die
entsprechenden Standardabweichungen (SD).

t [h] Z MW ZSD S MW S SD B MW B SD RMW RSD
0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 766 530 0 1 40 41 65 220
6 1318 666 467 134 196 152 142 260
9 1526 730 903 440 303 219 216 306
12 1652 836 1076 451 322 230 286 346
24 1762 939 1149 486 411 413 393 452
36 1773 940 1179 509 421 443 404 473
48 1774 939 1181 510 421 443 407 479

Die renal eliminierte Isorhamnetinmenge berechnet als Prozent der applizierten Dosis ist in
Tab. 3.13 angegeben. Die Summe aus Quercetin und Isorhamnetin (bestimmt nach
Hydrolyse der Konjugate) entspricht dem renal eliminierten Anteil aller Metabolite mit
intaktem Flavonoid-Grundgerlst. Nach Applikation der Zwiebeln wurden etwa 6,4 % der
Dosis in Form von Quercetin- und Isorhamnetinkonjugaten eliminiert, bei Spiraeosid betrug
der Anteil etwa 4,6 %, bei Buchweizenkraut etwa 1 % und bei Rutin etwa 0,9 % der Dosis
(Tab. 3.13). Das Verhaltnis von Quercetin- zu Isorhamnetinkonjugaten ist graphisch in Abb.
3.26 dargestellt.
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Tab. 3.13 Renale Elimination von Isorhamnetin (Iso) sowie der Summe aus Quercetin und
Isorhamnetin (Qu+lso) in Prozent der applizierten Dosis. Diese betrug im Falle von Zwiebeln (Z) und
Spiraeosid (S) 100 mg Quercetin (331 pMol) in Form des Glucosids, im Falle von Buchweizenkrauttee
(B) und Rutin (R) 200 mg Quercetin (662 pMol) in Form des Rutinosids.

Proband Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin
Iso Qu+lso Iso Qu+lso Iso Qu+lso Iso Qu+lso

1 0,96 4,03 0,71 3,52 0,01 0,16 0,03 0,21
2 1,81 6,16 2,40 8,67 0,09 0,47 0,49 1,98
3 1,49 5,31 0,68 2,93 0,37 1,60 0,34 1,55
4 1,78 6,08 1,37 4,32 0,01 0,11 0,00 0,01
5 1,94 6,42 1,16 4,44 0,21 1,09 0,51 1,86
6 1,42 6,25 1,44 6,78 0,26 1,34 0,00 0,13
7 3,47 9,89 0,82 3,04 0,19 0,80 0,02 0,11
8 3,30 8,89 1,18 4,40 0,78 3,03 0,62 2,29
9 1,04 4,06 1,09 5,02 0,07 0,43 0,07 0,36
10 4,91 9,82 0,75 3,73 0,10 0,90 0,15 1,11
11 0,38 1,35 0,70 3,26 0,22 1,07 0,04 0,32
12 1,22 7,93 1,27 3,45 0,10 0,51 0,07 0,38
MW 1,98 6,35 1,13 4,46 0,20 0,96 0,19 0,86
SD 1,29 2,53 0,49 1,70 0,21 0,80 0,23 0,85
Min 0,38 1,35 0,68 2,93 0,01 0,11 0,00 0,01
Median 1,63 6,21 1,13 4,03 0,15 0,85 0,07 0,37
Max 4,91 9,89 2,40 8,67 0,78 3,03 0,62 2,29

10 - O lsorhamnetin
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Abb. 3.26 Renale Elimination von Quercetin und Isorhamnetin (bestimmt nach Hydrolyse der
Konjugate) in Prozent der applizierten Quercetinmenge in dem jeweiligen Prifpraparat Zwiebeln (Z),
Spiraeosid (S), Buchweizenkrauttee (B) und Rutin (R). Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Von den beschriebenen intestinalen Metaboliten des Quercetins (siehe Absatz 1.2) zeigte
nur Homovanillinsédure bei allen Probanden einen deutlichen Verlauf nach Applikation der
vier Prufprgparate. In Abb. 3.27 sind die eliminierten Mengen an Homovanillinsdure pro
Urinsammelintervall dargestellt. Aus den Abbildungen wird ersichtlich, dass nach Gabe aller
vier Prufpraparate am meisten HVA im Intervall 12 bis 24 Stunden ausgeschieden wurde.
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Zumindest nach Applikation von Zwiebeln und Spiraeosid scheint auch nach 6 bis 9 Stunden
vermehrt HVA eliminiert worden zu sein. Die Elimination von HVA nach Applikation von

Zwiebel und Spiraeosid verlief dartber hinaus sehr &hnlich.

Zwiebel Spiraeosid
35 30
S 5 %
3 20 3z 2
< 1
< 15 < 5
I 10 T 10
S5 5 > 5
0 0

0 0-3 3-6 6-9 9-12 12-24 24-36 36-48 0 0-3 3-6 69 912 12-24 24-36 36-48
dt [h] dt [h]
Buchweizenkraut Rutin
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S 40 = 40
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0 0-3 3-6 6-9 9-12 12-24 24-36 36-48 0 0-3 36 69 9-12 12-24 24-36 36-48
dt [h] dt[h]

Abb. 3.27 Renale Elimination von Homovanillinsaure [pMol] pro Urinsammelintervall dt [h] nach
Applikation der vier Prifpraparate. Daten sind angegeben als Mittelwerte + SD.

Entsprechend der doppelten Quercetindosis im Falle von Buchweizenkraut und Rutin sind
die renal eliminierten Mengen an HVA insgesamt deutlich héher im Vergleich zu Zwiebel und
Spiraeosid (siehe auch Tab. 8.15). Der Verlauf der renalen Elimination von HVA lasst
eindeutig den Schluss zu, dass es sich bei HVA um einen renalen Metaboliten von Quercetin
handelt. Auch wenn, wie der Basiswert zu erkennen lasst, HVA endogen bereits im Urin
vorhanden ist, so zeigt ein Vergleich des 12-24 h-Intervalls mit demselben Intervall 24 h
spater doch deutlich, dass es sich bei der beobachteten vermehrten Elimination von HVA
nicht um endogene Prozesse gehandelt hat. Eine Quantifizierung von HVA bezogen auf
Prozent der applizierten Dosis ist aber insofern schwierig, da zwischen endogenem und
intestinal aus Quercetin hervorgegangenem HVA im Tagesverlauf nicht unterschieden
werden kann. Da nicht grundsétzlich davon ausgegangen werden kann, dass der endogene
0-Wert im Verlauf des Tages konstant bleibt, ist eine Berechnung zu fehlerbehaftet. Eine
Quantifizierung ist daher, wie bereits in Absatz 1.2 beschrieben, eindeutig nur mit markierten
Ausgangssubstanzen durchfuhrbar. Betrachtete man den Basiswert fur eine grobe
Abschéatzung als konstant und zieht ihn von der pro Zeitintervall eliminierten HVA-Menge ab,
so ergdben sich maximale Werte von etwa 15 % der Dosis im Falle von Zwiebeln und Rutin
bis etwa 19 % der Dosis im Falle von Spiraeosid und Buchweizenkraut.
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3.4 Pharmakokinetische Auswertung der Quercetinkonzentrationen im Plasma nach
Hydrolyse der Quercetinkonjugate

Basierend auf der Annahme, dass

- Quercetin im systemischen Kreislauf nur in Form von Konjugaten zirkuliert,

- ein Quercetinglucuronid den Hauptmetaboliten darstellt,

- die Konjugate untereinander denselben Konzentrations-Zeit-Verlauf zeigen,

wurde der Gesamt-Quercetingehalt im Plasma zur pharmakokinetischen Auswertung
benutzt.

In der Regel konnten Quercetin Plasmakonzentrationen bei allen Probanden Uber einen
Zeitraum von 24h bestimmt werden. Wéhrend dieser Zeit befanden sich die Probanden unter
Aufsicht, so dass das Einhalten der strikten Diat gesichert werden konnte. Die 48h Werte
wurden generell von der pharmakokinetischen Analyse ausgeschlossen, da sie h&ufig
unterhalb der Bestimmungsgrenze lagen oder im Vergleich zum 24h Wert teilweise wieder
leicht anstiegen. Dies wurde auf das Essverhalten der Probanden zurlckgefihrt, das in der
Zeit von 24h bis 48h nur durch ein von den Probanden geflihrtes Erndhrungsprotokoll
kontrolliert werden konnte. Im Falle von Buchweizenkrauttee und Rutin konnte die terminale
Eliminationskonstante ,ke“ nicht in allen Féllen aus dem Graphen ermittelt werden. Dies
beruhte auf einer verzogert einsetzenden Absorptionsphase, woraus zu wenige Datenpunkte
zur Ermittlung von ,ke“ resultierten. Da sich die terminale Eliminationskonstante zwischen
den 4 verabreichten Formulierungen nicht signifikant voneinander unterschied, wurde in
diesen Fallen der Mittelwert der drei anderen Formulierungen herangezogen.

Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Analysen sind zur Publikation angenommen
(Graefe et al. 2000).

3.4.1 Pharmakokinetik in Nichtkompartiment-Modellen

Die pharmakokinetischen Parameter der Nichtkompartiment-Analyse sind fir die Applikation
von Zwiebeln und Spiraeosid in Tab. 3.14 zusammengefasst, fir Buchweizenkrauttee sowie
Rutin in Tab. 3.15. Die individuellen Plasmakonzentrations-Zeit-Profile sind im Anhang in den
Abb. 8.1 bis Abb. 8.8, die Daten dazu sind in Tab. 8.16 bis Tab. 8.19 dargestellt.



€048 9'cle gey 8'evl gele 9'LeY LSy 6'cS 2'021 G (] jjearepp\
6867 8'c9l 1‘8€ L'6LL €181 L1¥2 1201 1‘8Y €99 G2l (1] }/SSPA
6'GE 8'/L1 0'c 8'6 A 9've 9L 9'c 6'8 el Clal M0
001 001 [Bu] asoQ

G've GlLL ) 7'S 811 9‘0e 601 L'y 2's 9'LL [u] MTHIN
o0 010 800 010 910 0€0 GL'0 G0'0 200 GL'0 [u] 1VIN
L'eh 9'6 G v'e 18 102 G‘9 e'e L'y 2’8 [u/1] ey
8l 2s'o 8t'0 10 020 00} v2'0 0€‘0 2zo 890 (U] XeW) JaA|0S
9've L1 €9 7'S 6°L1 202 0'LL 2y LG 811 [u] SEIHIN
1'926 gL 2'oe L'2Se 0'9G1 2'90. 0'LLL 6'61 1202 g'esl | [w/br- .yl “onNvy
2'.€9 o'ey G‘9 VA 166 €16V 0'9S 9'c G'IGI 6'901L | [w/Br-u]l  *FonNy
G'68¢ 8‘0e z'el 2'8. 6'9S 0'602 G'0S 121 6'7S 2'99 [w/br-,yl  “onNY
6'LE gel L'y 6'6 L'SlL L‘oe g‘cl 6't 2ot 2'Sl DNV %
0'6¥ 9'g 8 62l 901 £'8e 9'8 6°C 00l L'elt [qw/6r-y] Ny
L'y 0L 2o 6'C 2'c 011 vl 60°0 12 v’ [Qw/br-y]  *¥ony
6'vE 8'y 9'c 1'6 ¥'8 0'Ze 9'9 LC 6'9 L'6 [Qw/br-y]  “ony
761 801 v o't 6'LL €‘0e 00l 0's L'y 601 [u] il
600 #90°0 #0'0 20’0 900 710 0200 €00 0€0°0 €200 [u/1] o
8l 2so 80 €0 0.0 00l v.'0 00 ze'o 890 [u] e
09‘9 8l 020 €9l 2L'e 19'G 18} X! oL le‘e [qu/6r] i)
Xe|\ S UBIPBIN S UIN S ass MIN S XeN Z Uelpsiy Z UliN Z asz MW Z

‘uspueqold g1 Jap (xe ‘mzq uipy) abuey pun ueipsiy ‘(Qs) uebunydsiemgepiepuels ‘(MIN) UsemjenIN uap usydaidsius
auUaN uauaqgebabue aiq ‘(S) pisoseaids pun (Z) ujggaimz uoA uoneyddy yoeu asAjeuy-juswipedwodydlN Jap Jsjdweled ayosiaunioyeuwleyd vi'€ "qel

c6

assiugebig




298zl /'8/2t 1'50€ G169  .L'68/2 179G 0€8 v1e G902 1G61} (] Jjearepp
2'8geel  S'9ovl 1862 L'S¥/€  8'¥062 0005 719 061 /881 €591 (] }/SSPA
0'€SS 9'89 €'0e 2'v81 9'8G1 7'0eP 7'6. G0l 2'vel g‘ocl Clal M0
002 002 [Bu] asoQ
L'Ge e'cl 9'8 6'S L'vL 9'02 €0l o't ¥'G 9'LL [u] MITHIN
29's 060 810 18°1 €81 16'C ve'l 9g0 2.0 'L [u] LVIN
LY'S AN 810 €Ll 191 18'2 18°0 ¥€0 69°0 160 [u/1] ey
G'g 9'c 6'0 L2 6'c 0'S L1'e G} o't v'e [u] Xel) JaA|0S
19 9 Gl o'l L'e 0'v 00 00 Gl o't [u] awn ben
e'le 0°LL el 7'S G'61 g'se 921 6'9 7'G o'yl [u] SEIHIN
£‘o6e ) G'9 L0 0'/9 6'c8Y 6'2¢ 0'9 8'ISI 2'c6 [quy/6r-,u] PONNY
€81 0'Ze v'e L'y o‘ov €'06¢ 8Ll o'l 2011 €'8S [w/br-,yl  *oANY
G‘G8 ‘02 ee €'/2 0'2e 9'cel 791 L' eey 6'ce [w/br-,yl  “™onNvY
9'oy g'ce L2 ge v'8e 6ty 9'l 6't ! G'gl SIDNVY%
6'6 6'C 70 ‘e a3 0'61 G'c G'0 29 2's [qw/6r-y] Ny
ey L0 10 1l o't 0'8 €0 10 Ge A [qw/6r-y] sEonNy
g/ 6t 2'0 2 G'c Okt v'e ¥'0 6'c 8'c [qw/6r-y] “eoNy
G'gl 801 ¥'8 L'e 811 g9l £'6 o't G'e €0l [u] il
800 #90°0 #0°0 100 900 L1'0 G/0°0 #0°0 €00 800 [u/1] o
012l 20°. 00‘c ¥6'C 869 00'8 86 2s'l €81 ce'y [u] e
701 810 200 ¥€0 2e0 ve'e 10 900 290 ¥9°0 [qu/6r] e
XeN H UelpsiN Y UIN Y asd MIN H XeN 9 ueipsiN d Uin g asd MW 9

‘uspueqold g1 Jap (xe ‘mzq uipy) abuey pun ueipsiy ‘(Qs) uebunyosiemgepiepuels ‘(M) UsemjeiIN uap usydaidsius
sl usuagebebue aig *(Y) unny pun (g) esunenjuaziemyong uoA uoneyiddy yoeu asAjeuy-juswiedwonydiN Jep Jejoweled ayosiisupoyewleyd 1€ "qel

€6

assiugebig




Ergebnisse 94

3.4.2 Pharmakokinetik in Kompartiment-Modellen

Die Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven von Quercetin nach Applikation von Zwiebeln und
Spiraeosid wurden an ein Zweikompartiment-Modell angepasst. Aufgrund der verzogerten
Resorption von Quercetin(konjugaten) nach Aufnahme von Buchweizenkraut und Rutin
wurde eine Resorptionsverzdégerungszeit (lag time) eingefuhrt. Die Quercetinkonzentrationen
nach Aufnahme von Buchweizenkraut und Rutin lieBen sich nicht immer mit
Zweikompartiment-Modellen beschreiben, vor allem in Fallen von sehr geringer Resorption.
Die individuellen fits sind im Anhang in den Abb. 8.9 bis Abb. 8.12 dargestellt, die Ergebnisse
dazu sind in Tab. 8.21 bis Tab. 8.24 zusammengefasst. Darlber hinaus wurden die
medianen Plasmakonzentrationen innerhalb einer Applikationsgruppe an ein Kompartiment-
Modell angepasst. Da nicht zu jedem Blutentnahmezeitpunkt Daten aller Probanden fir alle
Applikationen vorlagen, wurden fur das fitting nicht die gemittelten, sondern die medianen
Plasmakonzentrationen einer Applikation verwendet.
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Abb. 3.28 Graphische Darstellung des fittings der medianen Quercetin Plasmakonzentrationen nach
Applikation von Zwiebeln (Z), Spiraeosid (S), Buchweizenkraut (B) und Rutin (R).
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Tab. 3.16 Pharmakokinetische Parameter der Kompartiment-Analyse nach Anpassung der Mediane
an ein Zwei- bzw. Einkompartimentmodell.

Study Unit 4 S B R
Conc. Unit pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
dose mg 100 100 200 200
Ka [1/h] 1,53 2,17 0,26 0,12
Tlag [h] 0,10 0,00
Ve [L] 29,8 37,0 403,8 915,3
Ke [1/h] 0,352 0,552 0,217 0,107
Kiz [1/h] 0,919 1,283
Ko [1/h] 0,329 0,483
AUC [h-pg/mL] 9,54 4,90 2,28 2,04
AUMC [h®.pg/mL] 109,0 34,7 19,3 36,4
MRT [h] 10,78 6,63 4,50 9,36
Lz [1/h] 0,076 0,121 0,217 0,107
Cmax calc [ug/mL] 1,40 1,12 0,20 0,08
tmax Calc [h] 0,78 0,54 4,31 8,88
A [ug/mL] 2,77 2,23 0,50 0,22
Alpha [1/h] 1,524 2,197 0,217 0,107
B [ug/mL] 0,59 0,47
Beta [1/h] 0,076 0,121
t12 Ka [h] 0,45 0,32 2,67 5,84
tabs [h] 2,26 1,59 13,37 29,22
t12 alpha [h] 0,45 0,32 3,19 6,48
ti2 beta [h] 9,12 5,71
tio Lz [h] 9,12 5,71 3,19 6,48
tio Ke [h] 1,97 1,26 3,19 6,48
Vz [L] 138, 168 404 915
Cl [L/h] 10,5 20,4 87,8 97,8
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3.5 Pharmakokinetische Auswertung der Quercetinkonzentrationen im Urin nach
Hydrolyse der Quercetinkonjugate

Die Auswertung der Urinproben hat - wie unter Absatz 3.3.7 gezeigt - ergeben, dass der
gesamte Urin so lange gesammelt wurde, bis kein Quercetin mehr im Urin nachgewiesen
werden konnte. Dies ermoglicht die Berechnung verschiedener pharmakokinetischer
Parameter aus den Urindaten. Da U.. bekannt ist, erhdlt man aus der Beziehung
Ut=Ue-(1 —e‘ke't) durch Umformen die folgende Gleichung (Derendorf und Garrett 1987):

ke
log(U e —Ut) =logU e —
g( ) =log 5303

t

Die graphische Darstellung dieser Beziehung wird als , Sigma-Minus-Plot* bezeichnet und ist
in Abb. 8.13 bis Abb. 8.16 fir die renale Elimination von Quercetin dargestellt. Der
biphasische Verlauf der Plasmakonzentrationen spiegelt sich auch in der renalen Elimination
wider. Die terminale Halbwertszeit wird daher analog zu den Plasmakonzentrations-Zeit-
Plots aus der Steigung der Geraden wéahrend der terminalen Eliminationsphase ermittelt.
Wie aus den Plots ersichtlich, I&sst sich diese Phase aufgrund der zeitlich verzogert
einsetzenden renalen Elimination nur dann ermitteln, wenn die Elimination Gber mindestens
24h verfolgt werden konnte. Konnte bereits nach 12 h oder weniger kein Quercetin mehr
nachgewiesen werden (z.B. weil aufgrund groBer Urinvolumina der Verdinnungseffekt zu
grof3 war), so entspricht die ermittelte Halbwertszeit nicht der terminalen Halbwertszeit und
wurde daher nicht in die statistischen Berechnungen mit einbezogen (Tab. 3.17).
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Tab. 3.17 Bestimmung der Halbwertszeit von Quercetin aus den dazugehdérigen Sigma-Minus-Plots.
Bei den mit * gekennzeichneten Daten handelt es sich nicht um die terminale Halbwertszeit, da
aufgrund der geringen Konzentrationen nicht genligend Datenpunkte in der terminalen
Eliminationsphase erhalten werden konnten. Diese Daten wurden daher nicht in die statistischen
Berechnungen einbezogen.

Proband tie Proband tie Proband tie Proband tie

[h] [h] [h] [h]

01z 9,79 01S* 1,61 01B 4,45 01R* 2,76
02Z 9,99 02S 9,12 02B* 2,02 02R 9,59
03Z 9,12 03S 7,09 03B 4,00 03R 5,59
04z 6,61 04S 7,85 04B* 2,32 04R* 3,26
05Z 5,51 05S 9,82 05B 5,87 05R 3,25
06Z 10,44 06S 6,92 06B 7,41 06R 4,64
07z 8,56 07S 9,24 07B 4,53 07R 4,59
08Z 7,37 08S* 3,18 08B 4,56 08R 5,17
09z 5,37 09S* 2,28 09B 7,88 09R 3,57
10Z* 2,18 10S* 2,77 10B* 2,64 10R* 1,44
11Z 9,76 11S 8,45 11B* 5,34 11R* 1,80
12Z 8,36 12S 11,09 12B* 1,23 12R 11,38

Z MW 7,00 S MW 8,70 B MW 5,53 R MW 5,97
ZSD 2,46 S SD 1,41 B SD 1,56 R SD 2,93
Z Min 2,18 S Min 6,92 B Min 4,00 R Min 3,25
Z Median 8,46 S Median 8,79 B Median 4,56 R Median 4,91
Z Max 10,44 S Max 11,09 B Max 7,88 R Max 11,38

Zur Bestimmung der renalen Clearance wurde die kumulative Quercetinmenge im Urin
(Ui cum) gegen die kumulative Flache unter der Plasmaspiegelkurve bis zu demselben
Zeitpunkt (AUC; cum) aufgetragen. Die renale Clearance entspricht der Steigung der
Geraden. Die individuellen Plots finden sich im Anhang in den Abb. 8.17 bis Abb. 8.20. Die
Ergebnisse sind in Tab. 3.18 sowie in Abb. 3.29 zusammengefasst. Da es sich bei den renal
eliminierten Substanzen unabhéngig von der Art des applizierten Glykosids um
Quercetinglucuronide handelt, ist die renale Clearance fur alle 4 Prlufpraparate erwartungs-
geman sehr &hnlich.
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Tab. 3.18 Bestimmung der renalen Clearance aus den Clearance-Plots (U; cum vs. AUC,; cum) (siehe
Abb. 8.17 bis Abb. 8.20).

Proband Clren Proband Clren Proband Clren Proband Clren
[L/h] [L/h] [L/h] [L/h]
01z 0,84 01S 1,29 01B 0,91 01R 1,01
02z 0,15 02S 0,57 02B 1,11 02R 1,36
03z 0,40 03S 0,54 03B 0,66 03R 0,62
04z 0,76 04S 0,53 04B 0,34 04R 0,16
052 0,32 05S 0,33 05B 0,24 05R 0,39
06z 0,22 06S 0,19 06B 0,24 06R 0,16
072 0,68 07S 0,44 07B 0,37 07R 0,16
08z 1,01 08S 1,14 08B 0,41 08R 0,52
09z 1,20 09s 1,39 09B 1,70 09R 1,89
10Z 1,09 10S 0,83 10B 1,05 10R 0,99
11Z 0,19 11S 0,63 11B 0,67 11R 0,59
12Z 1,28 12S 0,51 12B 0,46 12R 0,28
Z MW 0,68 S MW 0,70 B MW 0,68 R MW 0,68
ZSD 0,41 SSD 0,38 B SD 0,44 R SD 0,54
Z Min 0,15 S Min 0,19 B Min 0,24 R Min 0,16
Z Median 0,72 S Median 0,55 B Median 0,56 R Median 0,56
Z Max 1,28 S Max 1,39 B Max 1,70 R Max 1,89
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Abb. 3.29 Renale Clearance [L-h™'] von Quercetinkonjugaten (bestimmt als Quercetin nach Hydrolyse)
nach Applikation von Zwiebeln (Z), Spiraeosid (S), Buchweizenkrauttee (B) und Rutin (R). Daten sind
angegeben als Mittelwerte + SD.
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3.6 Biostatistische Betrachtung der Ergebnisse

3.6.1 Vergleich von t;.«

Wie aus Abb. 3.30 ersichtlich wird, unterscheiden sich die mittleren t,..-Werte nach
Applikation von Zwiebeln und Spiraeosid nicht voneinander. Sie unterscheiden sich jedoch
deutlich von den beiden anderen Applikationen. Die statistische Auswertung ergab, dass
auch die nach Applikation von Buchweizenkrauttee und Rutin erhaltenen mittleren t,.-Werte
signifikant voneinander verschieden waren (Tab. 8.29).

12

10

t[h]
(o]
—
>
w

21 0,7 0,7
0 ﬂ T T T
Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin

Abb. 3.30 Vergleich von t... Dargestellt sind die Mittelwerte mit den entsprechenden Standard-
abweichungen.

Fir die Betrachtung von tmax ergab sich ein signifikanter Unterschied in der ANOVA (Tab.
8.26). In Tab. 8.27 sind die Ergebnisse des Tukey-Tests dargestellt. Bis auf Zwiebel im
Vergleich zu Spiraeosid unterschieden sich alle Prifpraparate signifikant voneinander.

3.6.2 Vergleich von Cpax

In Abb. 3.31 ist fir cnx mit Zwiebeln>Spiraeosid>>Buchweizen>Rutin ein Trend zu
erkennen. Aufgrund der groBBen interindividuellen Schwankungen ist der Unterschied
zwischen Zwiebel und Spiraeosid sowie zwischen Buchweizenkraut und Rutin allerdings
nicht statistisch signifikant.
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Abb. 3.31 Vergleich von ¢, (MW+SD).

Die maximalen Plasmakonzentrationen nach Applikationen von Zwiebeln waren sowohl im
Vergleich zu cnax Nach Applikation von Buchweizenkraut wie auch Rutin signifikant héher.
Gleiches gilt auch fir Spiraeosid (s. Tab. 8.28 und Tab. 8.29).

3.6.3 Vergleichvon t,

Unabhangig von der Art des applizierten Quercetinglycosids ergab sich bei allen vier
Applikationen eine anndhernd gleiche Eliminationshalbwertszeit der gebildeten
Quercetinglucuronide im Plasma (Abb. 3.32 und Tab. 8.30).

16 -
[11,9

12 1 10,9 10,3

< 8- l l

Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin

Abb. 3.32 Vergleich der terminalen Halbwertszeit der Quercetin-Plasmakonzentrationen (MW+SD).
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3.6.4 Vergleich von AUC

Zur Bestimmung der gesamten AUC;; musste der terminale Abschnitt vom letzten
gemessenen Datenpunkt t.¢ bis ti; extrapoliert werden. Da dieser extrapolierte Abschnitt vor
allem im Falle von Buchweizen und Rutin prozentual einen erheblichen Anteil an der
Gesamt-AUC ausmachte (siehe Tab. 8.16 bis Tab. 8.19), wird zum Vergleich die AUCO-t
herangezogen, da diese den tats&chlich erhaltenen Werten entspricht. In Abb. 3.33 ist
ahnlich wie bei cnax €in Trend zu erkennen mit Zwiebeln>Spiraeosid>>Buchweizen>Rutin.
Aufgrund der groBen interindividuellen Schwankungen ist der Unterschied zwischen Zwiebel
und Spiraeosid sowie zwischen Buchweizenkraut und Rutin allerdings nicht statistisch
signifikant. Berlcksichtigt man allerdings, dass bei Applikation von Buchweizenkraut und
Rutin die doppelte Quercetindosis im Vergleich zu Zwiebel und Spiraeosid gegeben wurde,
so ist der beobachtete Unterschied doch als deutlich zu bewerten.

20
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9,7

8,4
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Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin

AUC [h*pg/ml]

Abb. 3.33 Vergleich von AUC,; (MW+SD). Hierbei muss die doppelte Quercetindosis bei Applikation
von Buchweizenkraut und Rutin bertcksichtigt werden.
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3.6.5 Vergleich von MRT

Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin

Abb. 3.34 Vergleich der mittleren Verweildauer (MRT), angegeben als Mittelwerte + SD.

Ein signifikanter Unterschied ergab sich nur zwischen Rutin gegenlber den drei anderen
Applikationen (Tab. 8.33 und Tab. 8.34).

3.6.6 Vergleich der renal eliminierten Quercetinmenge in % der applizierten Dosis

S 7 4,4

3,3

% Dosis

w

|
—

Zwiebel Spiraeosid Buchweizen Rutin

Abb. 3.35 Vergleich der prozentualen renalen Elimination von Quercetin [% der applizierten Dosis],
angegeben als Mittelwerte + SD.

Wie aus Tab. 8.35 und Tab. 8.36 ersichtlich wird, ergab sich ein signifikanter Unterschied nur
jeweils zwischen den verschiedenen Glykosiden. Aufgrund der groBen interindividuellen
Variabilitat ist der Unterschied der renal eliminierten Quercetinmenge nach Applikation von
Zwiebeln bzw. Spiraeosid nicht statistisch signifikant.
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3.7 Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen am Schweinedarmmodell

3.7.1 Resorption und Metabolismus von Quercetin und Quercetinglykosiden

Analysiert wurden jeweils die Substanzmengen in der Stammldsung, die zu Versuchsbeginn
in das Donorkompartiment der Franz-Zellen eingefullt wurde. In einem parallelen
Kontrollansatz wurde die Stabilitdt der Substanzen unter Versuchsbedingungen, d.h. 45 min
bei 37°C und Begasen mit Carbogengas (95 O, / 5% CO,) aber ohne Kontakt zu
Darmgewebe, ermittelt. Nach Versuchsende wurden die im mucosalen Uberstand
verbleibenden Substanzmengen, die ins Darmgewebe aufgenommenen sowie die ins
Resorbat abgegebenen Substanzmengen bestimmt und auf die Ausgangsmenge zu
Versuchsbeginn bezogen.

Quercetin

Quercetin wurde in Krebscarbonatpuffer unter Zusatz von 3-Hydroxypropylcyclodextrin 2 %
(m/m) in Lbésung gebracht. Die Konzentration der Untersuchungslésung entsprach
42,6 ug-mL" (140,9 uM). Erwartungsgeman erfolgte im Falle von Quercetin aufgrund der
hohen Oxidationsempfindlichkeit bereits in der Kontrolllésung (37°C und begasen mit
Carbogengas) ein chemischer Abbau (Tab. 3.19). Dieser war im Durchschnitt im mucosalen
Uberstand in den Versuchszellen mit einem ca. 50 %igem Substanzverlust noch deutlich
héher als in der Kontrollldsung, zeigte aber auch eine hohe Variabilitdt innerhalb der
Versuchsreihe (siehe minimale und maximale Werte in Tab. 3.19). Weder im Darm noch im
Resorbat konnte Quercetin nachgewiesen werden (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36 Wiederfindung von Quercetin in % der applizierten Quercetinmenge im Vergleich zur
Stammlésung (Stlsg.). Angegeben sind die Quercetinmengen in der Kontrolllésung (K.), dem
mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.).n=5.
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Tab. 3.19 Wiederfindung von Quercetin in % der applizierten Quercetinmenge. Angegeben sind der
Mittelwert mit Standardabweichung, sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale
Wert. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(140,9 pM) Uberstand
Quercetin 100 74,3 50,6+27,7 0 0
(17,8/64,1/78,5)

Quercetin-3-O-rhamnosid

Die Quercetinglykoside waren ohne Zusatz von Cyclodextrin in Puffer I6slich. Die
Stammlésung von Quercetin-3-O-rhamnosid hatte eine Konzentration von 123,6 ug-mL™
(247,1 yM). Der Substanzverlust von etwa 30 % in der Kontrolllésung ist vergleichbar dem
des freien Quercetins (Tab. 3.20). Der Abbau im mucosalen Uberstand der Versuchszellen
betrug ca. 45 % bei geringer Variabilitdt innerhalb der 5 Ansatze. 1,2 % konnten im Darm
nachgewiesen werden, im Resorbat dagegen konnte kein Quercetin-3-rhamnosid detektiert
werden. Freies Quercetin war nicht nachweisbar.

Tab. 3.20 Wiederfindung von Quercetin-3-rhamnosid in % der applizierten Menge. Angegeben sind

der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie in Klammern darunter der minimale
Wert/Median/maximale Wert. n=5.
Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(247,1 pM) Uberstand
Querc-3- 100 72,0 55,8+2,7 1,2+0,3 0
rhamnosid (51,5/56,4/58,6) (0,8/1,2/1,4)
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Abb. 3.37 Wiederfindung von Quercetin-3-O-rhamnosid in % der applizierten Menge im Vergleich zur
Stammlésung (Stlsg.). Angegeben sind die Quercetin-3-rhamnosidmengen in der Kontrolllésung (K.),
dem mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.).n=5.
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Quercetin-3-O-rhamnosid-7-O-glucosid

Bei Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid (123,6 ug-mL™" bzw. 140,9 pM gelést in Krebs-
carbonatpuffer) zeigte sich unter Versuchsbedingungen in der Kontrolllésung ein &hnlicher
chemischer Abbau von etwa 30 % wie bei den zuvor untersuchten Substanzen (Tab. 3.21).
Im mucosalen Uberstand konnte eine bisher nicht n&her identifizierte Substanz
nachgewiesen werden, deren UV-Spektrum dem des Quercetin Aglykons entsprach (Maxima
bei 254 und 369 nm) und die daher als Flavonol angesehen wurde. Diese Substanz eluierte
bei 12,0 min spater als alle untersuchten Quercetinglykoside, aber eher als das Aglykon
(Tab. 2.19). Sie wird im folgenden als Flavonol 1 bezeichnet und wurde mit den
Kalibrierdaten fur Quercetin-3-glucosid berechnet. Durchschnittlich wurden 6,4 % der
applizierten Quercetinmenge zu dieser Substanz im mucosalen Uberstand umgesetzt.
Quercetin-3-O-rhamnosid konnte nicht nachgewiesen werden. Flavonol 1 wurde - im
Verhaltnis zu Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid gesehen - bevorzugt in den Darm
aufgenommen. Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid konnte nur in einem von funf Ansétzen
im Darm nachgewiesen werden (Tab. 3.21). Im Resorbat wurde keine der beiden
Substanzen detektiert.

Tab. 3.21 Wiederfindung und Metabolisierung von Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid in % der
applizierten Menge. Angegeben sind der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie in Klammern
darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid konnte nur in
einem Ansatz im Darm nachgewiesen werden, daher entféllt die Bildung eines Mittelwertes. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(140,9 pM) Uberstand
Qu-3-rha- 100 67,8 42,3+3,6 - 0
7-glucosid (39,1/42,4/48,0) (0/0/0,17)
Flavonol 1 0 0 6,4+2,6 0,43+0,31 0
(3,8/5,4/10,0)  (0,31/0,38/1,07)
100 - O Qu-3-rha-7-glc
O Flavonol 1
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Abb. 3.38 Wiederfindung und Metabolisierung von Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid in % der
applizierten Menge im Vergleich zur Stammldsung (Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen in
der Kontrolllésung (K.), dem mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem
Resorbat (Res.).n=>5.
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Rutin

Quercetin-3-0-(6-O-rhamnosyl)-glucosid (35,8 pg-mL”" bzw. 58,6 yM gelést in  Krebs-
carbonatpuffer) wurde auf Segmenten von lleum (n=6) und Jejunum (n=6) getestet. Da mit
den verschiedenen Darmsegmenten gleiche Resultate erzielt wurden, wurden die
Ergebnisse zusammengefasst. Nur geringe Mengen Rutin (4-10 %) wurden unter
Versuchsbedingungen, aber auch im mucosalen Uberstand in den Zellen abgebaut (Tab.
3.22 und Abb. 3.39). Durchschnittlich etwa 0,6 % der Ausgangsmenge wurden sowohl im
Darm als auch im Resorbat nachgewiesen, wobei in beiden Féllen die Variabilitat innerhalb
der 12 Ansétze relativ hoch war und nicht in allen Versuchsansatzen Rutin in Darm oder
Resorbat detektiert werden konnte. Quercetin oder Quercetin-3-O-rhamnosid wurde nicht
detektiert.

Tab. 3.22 Wiederfindung von Rutin in % der applizierten Menge. Angegeben sind der Mittelwert mit
Standardabweichung, sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. n=12.

Stammisg.  Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(58,6 pM) Uberstand
Rutin 100 96,8 89,5+6,2 0,60+0,66 0,60+0,48
(78,6/90,1/96,3) (0/0,41/1,73) (0/0,75/1,28)
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Abb. 3.39 Wiederfindung von Rutin in % der applizieten Menge im Vergleich zur Stammlésung
(Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der Kontrolllésung (K.), dem mucosalen Uberstand
der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.).n=12.

Buchweizenkrautpulver

Das verwendete Buchweizenkrautpulver wies einen Rutingehalt von 5,6 % auf (siehe Absatz
2.7.3). Die Rutinkonzentration im eingesetzten Extrakt betrug 32,0 uyg-mL™" (48,2 uM) (Tab.
3.23). Im Extrakt war bereits freies Quercetin enthalten. Die eingesetzte Menge an
Quercetinaquivalenten in der Stammldsung ergab sich daher aus der Summe von Rutin und
Quercetin. Wie auch bei der Reinsubstanz erwies sich Rutin unter Versuchsbedingungen als
relativ stabil. Im Darm und auch im Resorbat wurde aber bei der Untersuchung des
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Pflanzenextraktes mehr Rutin nachgewiesen als bei der Untersuchung der Reinsubstanz
(Abb. 3.40). Quercetin wurde ebenfalls sowohl im Darm als auch im Resorbat detektiert. Da
Quercetin bereits in der Stammlésung vorhanden war, lasst sich nicht feststellen, ob das
bereits frei vorliegende Quercetin oder das durch Spaltung von Rutin entstandene Quercetin
in den Darm aufgenommen wurde.

Tab. 3.23 Wiederfindung von Rutin und Quercetin in % der applizierten Gesamtmenge
Quercetindquivalente. Angegeben sind der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie in Klammern
darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. n=5.

Stammisg. Kontrolle = mucosaler Darm Resorbat
Uberstand
Rutin 93,5 80,5 91,1+6,8 1,9+0,8 0,9+0,7
(48,2 uM) (82,6/91,0/100,7) (1,0/2,3/2,7) (0,4/0,5/2,0)
Quercetin 6,5 4,4 1,0+0,2 0,5+0,4 0,3+0,2
(3,4 uM) (0,8/0,9/1,3) (0,1/0,4/1,0) (0/0,2/0,5)
Gesamt 100 84,9 92,0+7,0 2,4+1,1 1,1+0,7
(51,6 uM) (83,4/91,8/102,1) (1,1/2,6/3,8) (0,5/1,1/2,2)
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Abb. 3.40 Wiederfindung von Rutin und Quercetin in % der applizierten Gesamtmenge
Quercetinaquivalente im Vergleich zur Stammlésung (Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen
in der Kontrolllésung (K.), dem mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und
dem Resorbat (Res.).n=5.

Quercetin-4‘-O-glucosid (Spiraeosid)

Da die In-vivo-Versuche ergaben, dass eine Resorption von Quercetin-4‘-O-glucosid in
oberen Darmabschnitten stattfinden muss, wurde die Resorption auf unterschiedlichen
Darmsegmenten (Jejunum und lleum) getestet. Die Ergebnisse sind in den Tab. 3.24 und
Tab. 3.25 angegeben sowie graphisch in Abb. 3.41 dargestellt. Im mucosalen Uberstand war
nach Versuchsende in keinem Ansatz (n=11) noch Quercetin-4‘-O-glucosid nachweisbar.
Dies ist eindeutig auf Einwirkungen des Darmgewebes zurlckzufuhren, da unter
Versuchsbedingungen ohne Darm in der Kontrollldsung nur ein etwa 10 %iger Abbau
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stattfand. Im Durchschnitt wurden etwa 60 % des Quercetin-4‘-O-glucosids zu Quercetin
metabolisiert. Ein deutlicher Unterschied ergab sich im Vergleich der beiden Darmsegmente
nur in dem in Darmgeweben nachgewiesenen Anteil Quercetins: wéhrend sich im Jejunum
durchschnittlich 6,7 % der Ausgangsmenge in Form von Quercetin befanden, lag der Anteil
bei lleumsegmenten nur bei 1,6 %. Geringe Mengen Quercetin-4‘-O-glucosid konnten auch
im Darmgewebe der lleumsegmente detektiert werden, was unter Umstanden auf die héhere
Ausgangskonzentration zurlckzufiihren sein kénnte. Im Resorbat konnte in 10 von 11
Versuchsdurchfihrungen weder Quercetin-4'-O-glucosid noch Quercetin nachgewiesen
werden.

Tab. 3.24 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Quercetin-4-O-glucosid (Spiraeosid)
unter Verwendung von Jejunumsegmenten. Angegeben sind der Mittelwert mit Standardabweichung,
sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. Im Resorbat konnte in 5 von 6
Ansatzen kein Quercetin nachgewiesen werden, daher entféllt der Mittelwert sowie Standard-
abweichung. n=6.

Stammlsg.  Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(48,1 pM) Uberstand
Qu-4*-glc. 100 88,6 0 0 0
Quercetin 0 0 65,4+22,0 6,7+1,3 -
(39,7/58,8/94,8) (5,2/7,0/8,0) (0/0/2)

Tab. 3.25 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Quercetin-4-O-glucosid (Spiraeosid)
unter Verwendung von lleumsegmenten. Angegeben sind der Mittelwert mit Standardabweichung,
sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(89,3 uM) Uberstand
Qu-4‘-glc. 100 90,1 2,5+2,0 0,6+0,1 0
(1,4/1,6/6,1) (0,3/0,4/0,6)
Quercetin 0 0 56,3+4,6 1,6+0,5 0
(49,8/56,2/62,7)  (1,0/1,8/2,2)
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Abb. 3.41 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Quercetin-4'-O-glucosid (Spiraeosid)
unter Verwendung von Jejunum- und lleumsegmenten im Vergleich zur Stammldsung (Stlsg.).
Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der Kontrollldsung (K.), dem mucosalen Uberstand der
Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.).

Zwiebel

Der aus einer frischen Zwiebel hergestellte Extrakt (siehe Absatz 2.11.4) wurde mittels
HPLC-PDA analysiert und der Gehalt der einzelnen Flavonole bestimmt (siehe Absatz
2.7.1.3). Quercetin-3,4-O-diglucosid stellte das Hauptglucosid dar (Tab. 3.26). Daneben
konnte Quercetin-4‘-O-glucosid, Quercetin sowie zwei weitere Substanzen bestimmt werden,
die aufgrund von Literaturdaten, Retentionszeiten und ihren On-line-UV Spektren als
Quercetinkonjugate 1 und 2 betrachtet wurden (Rhodes und Price 1996). Die Summe der im
Extrakt vorhandenen Quercetindquivalente stellte die BezugsgrdBe fiir die anschlieBenden
Berechnungen dar, da mit einer Metabolisierung und mdéglichen Umwandlung von einer
Substanz in eine andere zu rechnen war. Die Resorptionsversuche wurden mit Jejunum-
segmenten durchgefihrt. Im Vergleich zur Kontrollldsung zeigte sich im mucosalen
Uberstand vor allem ein deutlicher Abbau von Quercetin-4‘-glucosid und ein Anstieg von
Quercetinkonjugat 1 (Abb. 3.42). Diese Substanz war nach Applikation der Reinsubstanz
Quercetin-4‘-glucosid nicht nachweisbar. Im Darm und auch im Resorbat konnten geringe
Mengen der applizierten Substanzen nachgewiesen werden. Im Vergleich mit den
Resorptionsversuchen der Reinsubstanz ist jedoch der Konzentrationsunterschied in den
jeweiligen Ausgangslésungen zu berticksichtigen, so dass der Unterschied in der Resorption
nicht unbedingt auf die Zwiebelmatrix zurtckzufihren ist. Der im Darm und Resorbat
detektierte Anteil der Gesamtmenge an Quercetindquivalenten ist wie auch schon in den
bereits beschriebenen Untersuchungen sehr gering.
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Tab. 3.26 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Quercetin(glucosiden) im Zwiebelextrakt
(Stlsg.) unter Verwendung von Jejunumsegmenten. Angegeben sind der Mittelwert mit Standard-
abweichung, sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
Uberstand
Qu-4‘-glc. 25,5 20,5 1,9+1,0 0,1+0,1 0
(134,0 pM) (0,5/1,9/3,3) (0/0,1/0,3)
Qu-3,4*-diglc. 61,3 38,2 35,3+7,2 0,08+0,07 0,07+0,09
(321,5 pM) (25,3/34,6/45,3)  (0,02/0,07/0,20) (0/0,04/0,21)
Quercetin 7,3 12,2 10,7+4,1 1,4+0,7 0,09+0,07
(38,4 uM) (5,4/10,2/14,9) (0,5/1,5/2,4) (0/0,09/0,20)
Qu-konj.1 1,2 4,2 35,8+17,3 0,8+0,4 0,24+0,16
(6,47 uM) (11,7/36,3/52,7) (0,4/0,7/1,4) (0,07/0,22/0,41)
Qu-kon;j.2 4,6 2,6 2,0+0,8 0,3+0,1 0,02+0,03
(24,3 pM) (0,9/2,3/2,8) (0,1/0,4/0,4) (0/0/0,06)
Gesamt 100 77,7 85,8+18,8 2,7+1,2 0,4+0,3
(524,7 pM) (55,6/86,7/106,2)  (1,4/2,6/4,0) (0,1/0,4/0,8)
100 m Gesamt
O Spiraosid
80 - # Quercetin
£1 Qu-3,4 -diglucosid
w 60 :' w O Qu-gluc.1
2 ‘ m Qu-gluc. 2
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Abb. 3.42 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Quercetin(glucosiden) im Zwiebelextrakt
(Stlsg.) unter Verwendung von Jejunumsegmenten. Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der
Kontrollldsung (K.), dem mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem
Resorbat (Res.). n=5.
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3.7.2 Resorption und Metabolismus von Kampferol und Kampferolglucosiden

Neben Quercetin und dessen Glykosiden wurden ebenfalls Kémpferol und Kampferol-
glucoside im In-vitro-Resorptionsmodell getestet. Kampferol unterscheidet sich von
Quercetin nur durch das Fehlen der Hydroxylgruppe in Position C-3 am B-Ring des
Flavonolgrundkérpers.

Kampferol

Kampferol wurde in Krebscarbonatpuffer unter Zusatz von 2 % B-Hydroxypropylcyclodextrin
geldst (Konzentration der Untersuchungslésung 38,6 pg-mL"' bzw. 134,9 pM). Die im
mucosalen Uberstand detektierten Mengen Kampferol waren etwa vergleichbar mit denen
der Kontrolllésung (Tab. 3.27). Durchschnittlich 0,80 % der applizierten Menge konnten im
Darm detektiert werden, im Resorbat hingegen wurde Kampferol in keinem Versuchsansatz
(n=6) nachgewiesen (Abb. 3.43).

Tab. 3.27 Wiederfindung [% Dosis] von Kampferol. Angegeben sind der Mittelwert mit
Standardabweichung, sowie in Klammern darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert. n=6.

Stammisg.  Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(134,9 pM) Uberstand
Kéampferol 100 69,1 63,3+4,9 0,80+0,82 0
(58,5/62,6/71,1)  (0,16/0,57/2,40)
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Abb. 3.43 Wiederfindung [% Dosis] von Kampferol bezogen auf die Stammldsung (Stlsg.). Angegeben
sind die jeweiligen Mengen in der Kontrollldsung (K.), dem mucosalen Uberstand der Versuchszellen
(muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.). n=6.
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Kéampferol-3-O-glucosid

Die Kdmpferolglucoside wurden ohne Zusatz von Lésungsvermittlern in Krebscarbonatpuffer
im Ultraschallbad gel6st. Die Konzentration der Untersuchungslésung von Kampferol-3-O-
glucosid entsprach 69,0 ug-mL™" bzw. 153,8 pM. Erwartungsgeman war das Glucosid unter
Versuchsbedingungen stabiler als das Aglykon, so dass ein Substanzverlust von nur etwa
10 % beobachtet wurde (Tab. 3.28). Im mucosalen Uberstand wurden durchschnittlich etwa
20 % der Dosis zu Kédmpferol gespalten (Abb. 3.44). Sowohl Kédmpferol-3-glucosid als auch
Kéampferol konnten im Darm detektiert werden, wobei die Kampferolmenge die des
Glucosids etwa um ein Drittel Uberstieg. Im Resorbat konnten in vier Ansatzen beide
Substanzen nachgewiesen werden, die Variabilitédt innerhalb der Versuchsreihe war jedoch
besonders fur Kdmpferol-3-glucosid hoch.

Tab. 3.28 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Kédmpferol-3-O-glucosid. Angegeben sind
der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert in
Klammern. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(153,8 pM) Uberstand
Ké&-3-glc 100 92,1 43,1+11,7 2,3+0,7 1,6+£2,2
(28,7/50,9/52,6) (1,5/2,2/3,2) (0/0,9/5,5)
Kampferol 0 0 22,1+12,4 3,7+0,9 1,1+0,9
(8,0/15,3/36,4) (2,7/4,0/4,9) (0/1,2/2,0)
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Abb. 3.44 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Kémpferol-3-O-glucosid bezogen auf die
Stammldsung (Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der Kontrolllésung (K.), dem
mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.). n=5.
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Kéampferol-3,7-O-diglucosid

Das verwendete Kampferol-3,7-O-diglucosid enthielt geringe Mengen Kampferol-3-O-
glucosid und Kampferol-7-O-glucosid, die bei der Bestimmung der Ausgangsmenge an
Kéampferolaquivalenten mit berlcksichtigt wurden (Tab. 3.29). Bei Kédmpferol-3,7-diglucosid
wurde bevorzugt die Glucose an Position 7 gespalten. Unter Abspaltung der zweiten
Glucose an Position 3 entstand des weiteren das Aglykon Kampferol (ca. 30 % der
urspringlichen Menge)(Abb. 3.45). Wahrend etwa 20 % als Kéampferol-3-O-glucosid
nachweisbar waren, konnte Ké&mpferol-7-O-glucosid nicht detektiert werden. Insgesamt
wurden durchschnittlich 3,5 % in das Darmgewebe aufgenommen, davon waren zwei Drittel
als Kampferol und ein Drittel als Kadmpferol-3-glucosid nachweisbar. Im Resorbat konnten
hingegen nur geringe Mengen des Glucosids detektiert werden.

Tab. 3.29 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Kampferol-3,7-O-diglucosid. Angegeben
sind der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie darunter der minimale Wert/Median/maximale
Wert in Klammern. n=5.

Stammisg. Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
Uberstand
K&-3,7-diglc 95,5 83,3 0 0 0
(122,3 pM)
Ké&-7-glc 2,5 1,5 0 0 0
(1,6 uM)
K&-3-glc 2,1 1,2 21,3+22,2 1,2+0,8 0,5+0,3
(1,5 pM) (0,1/18,5/58,5) (0/1,5/1,9) (0,3/0,4/1,0)
Kémpferol 0 0 28,2+11,3 2,3+1,6 0
(11,2/28,4/42,4) (1,0/1,5/4,7)
Gesamt 100 86 49,6+12,4 3,5+1,7 0,5+0,3
(125,4 uM) (38,1/44,9/69,7) (2,3/2,9/6,4) (0,3/0,4/1,0)
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Abb. 3.45 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Kampferol-3,7-O-diglucosid bezogen auf
die Stammlésung (Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der Kontrolllésung (K.), dem
mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.). n=5.
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Kéampferol-7-O-glucosid

Kampferol-7-O-glucosid (44,4 pg-mL" bzw. 99,1 uM) war unter Kontrollbedingungen mit
einem Substanzverlust von etwa 8 % relativ stabil und wurde vom Darmgewebe fast
vollstandig metabolisiert (Tab. 3.30). Uberwiegend fand eine Spaltung zu Kémpferol statt
(etwa 60-70 %) (Abb. 3.46). Im Vergleich zu den Resorptionsversuchen mit den bereits
erwahnten Testsubstanzen wurde relativ viel Substanz (6-22 %) im Darmgewebe
nachgewiesen, Uberwiegend als Kampferol. Im Resorbat wurden insgesamt maximal 5 %,
durchschnittlich etwa 2 % der Ausgangsmenge detektiert, Uberwiegend vorliegend als
Kampferol.

Tab. 3.30 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von K&mpferol-7-O-glucosid. Angegeben sind
der Mittelwert mit Standardabweichung, sowie darunter der minimale Wert/Median/maximale Wert in
Klammern. Kédmpferol-7-glucosid konnte in Darm und Resorbat nur in einem Ansatz nachgewiesen
werden, daher entfallt die Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung. n=5.

Stammlsg.  Kontrolle mucosaler Darm Resorbat
(99,1 pM) Uberstand
K&-7-glc 100 92,5 0,8+0,2 - -
(0,5/0,8/0,9) (0/0/6,8) (0/0/2,3)
Kémpferol 0 0 57,7+30,5 9,1+4,4 1,4+1,0
(21,5/70/89,8) (4,1/7,7/15,1) (0/1,5/2,8)
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T O Kampferol
80 -
@ 60 4 1
8
o
* 40 4
20 |
0.8 ¥ 14
0 . . . . e e E
Stisg. K. muc. U. Darm Res.

Abb. 3.46 Wiederfindung [% Dosis] und Metabolisierung von Kémpferol-7-O-glucosid bezogen auf die
Stammldsung (Stlsg.). Angegeben sind die jeweiligen Mengen in der Kontrolllésung (K.), dem
mucosalen Uberstand der Versuchszellen (muc. U.), dem Darm und dem Resorbat (Res.). n=5.
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4 Diskussion

4.1 Humanstudien zur Pharmakokinetik und Bioverfiigbarkeit von Quercetin und
Quercetinglykosiden im Menschen

Seit Anfang der Neunziger Jahre sind Polyphenole und insbesondere das Flavonol Quercetin
ins Zentrum des medizinischen und o&ffentlichen Interesses gerickt. Die In-vitro-Wirkungen
von Quercetin in verschiedensten Testsystemen wurden seitdem intensiv erforscht. Die
Datenlage zur Bioverflgbarkeit von Quercetin hingegen war zu Beginn der vorliegenden
Untersuchungen sehr widersprichlich, und die Angaben reichten von O bis tUber 50 % der
applizierten Dosis. Dieses uneinheitliche Bild ergab sich einerseits aus methodischen,
andererseits aus analytischen Unterschieden zwischen den publizierten Studien. Da bis vor
wenigen Jahren davon ausgegangen wurde, dass die in Pflanzen vorkommenden
Quercetinglykoside vor ihrer Resorption zu dem Aglykon gespalten werden mussen, wurde
Quercetin in unterschiedlichsten Zubereitungen verabreicht. Als Priufmedikationen dienten
z.B. Quercetin als Reinsubstanz in Tabletten oder Kapseln, Rutintabletten oder -kapseln
oder aber pflanzliche quercetinreiche Zubereitungen wie Apfelmus oder Zwiebeln (siehe
Absatz 1.2.4). Die Ergebnisse wurden jeweils nur auf die aufgenommene Quercetinmenge
bezogen, ohne Berucksichtigung der Zuckerkomponente oder der Darreichungsform.
Verschiedene seitdem verdéffentlichte Untersuchungen deuteten aber darauf hin, dass die
Resorption von Quercetin entscheidend von diesen beiden Faktoren abhangig ist, so dass
die erhaltenen pharmakokinetischen Daten zunachst kritisch zu bewerten waren.

Zu Diskrepanzen aufgrund der analytischen Methoden fuhrte vor allem die Tatsache, dass in
einem Grof3teil der durchgefihrten Studien die Extraktion von Quercetin an eine gleichzeitige
Spaltung der eventuell vorliegenden Phase-ll-Metabolite gekoppelt war. Die verwendete
Fluoreszenzdetektionsmethode erlaubte nur die Bestimmung des Quercetin Aglykons, nicht
aber von dessen Konjugaten, so dass eine Bestimmung des Gesamtquercetingehaltes im
hydrolysierten Plasma vorgenommen wurde. Der im Plasma urspringlich frei vorliegende
Anteil des Aglykons wurde dabei zumeist nicht bestimmt. Die aus der Bestimmung des
Gesamtquercetingehaltes resultierenden hohen Bioverflgbarkeiten wurden anschlieBend
falschlicherweise als kinetische Daten des freien Aglykons bezeichnet (Hollman et al. 1995).
In Studien, in denen allerdings nur der im Plasma frei vorliegende Anteil des Quercetins
bestimmt wurde, ergab sich dabei selbst nach Einnahme hoher Dosen von Quercetin eine
Bioverfligbarkeit von 0 % (Gugler et al. 1975). Eine Studie, in der sowohl der frei vorliegende
als auch der gebundene Anteil an Quercetin im Plasma untersucht wurde, lag zu Beginn der
vorliegenden Untersuchungen nicht vor. Ebenso wenig war bekannt, in Form welcher
Metabolite Quercetin tatsachlich im Plasma vorliegt.

Um die Widerspriiche der bisher durchgeflhrten Untersuchungen zu klaren, wurde im
Rahmen der vorgestellten Untersuchungen eine Studie zur absoluten Bioverflgbarkeit von
Quercetin geplant. In dieser Studie sollte im Cross-over Design das Aglykon Quercetin als
Reinsubstanz intravends und oral appliziert werden. Im Rahmen der Vorbereitungen dieser
Studie wurde zunéchst eine Pilotstudie durchgefuhrt.
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Prifformulierung

Besonderer Wert wurde hierbei auf die Entwicklung einer geeigneten Prufformulierung
gelegt. Tabletten oder Kapseln erschienen wenig geeignet, da die Resorption des in Wasser
sehr schwer l6slichen Quercetins dann zu stark von der Biopharmazie der Arzneiform und
der Loslichkeit der Substanz im Magen-Darm-Trakt beeinflusst werden kdénnte.
Optimalerweise sollte Quercetin in geléster Form appliziert werden. Der Einsatz vieler
Lésungsvermittler schied aber wegen ihrer potentiell resorptionsférdernden Wirkung aus
(Piskula und Terao 1998b). Aufgrund der schlechten Wasserldslichkeit der Prifsubstanzen
erwies sich in Vorversuchen selbst 3-Hydroxypropylcyclodextrin als Lésungsvermittler,
welches diese resorptionsférdernde Wirkung nicht aufweisen soll, als ungeeignet. Die
Verwendung einer Suspension in Celluloseschleim mit 15 % Alkohol erschien daher ein
optimaler Kompromiss zu sein. Die Ergebnisse der Pilot- und der Hauptstudie (z.B. im
Vergleich Zwiebelzubereitung gegen Spiraeosid) belegten anschlieBend, dass die
Prufformulierung keinen erkennbaren resorptionsbeeinflussenden Effekt hatte und somit als
Darreichungsform sehr gut geeignet war.

Analytische Methoden

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Entwicklung geeigneter analytischer Extraktions- und
Detektionsverfahren. Anders als bei den bisher durchgefihrten Untersuchungen sollte der
freie und der gebunden vorliegende Quercetinanteil im Plasma und Urin parallel bestimmt
werden und die auftretenden Metabolite detektierbar sein. Dafiur waren ausreichend
empfindliche und selektive Verfahren nétig, die auch eine Detektion der Phase-1l-Konjugate
erlaubten. In den meisten bisher publizierten Arbeiten wurde Quercetin in Plasma und Urin
(vor und) nach Hydrolyse der Konjugate als Aluminiumkomplex fluoreszenzspektroskopisch
bestimmt (Aziz et al. 1998, Hollman et al. 1996¢). Diese Detektionsmethode war bisherigen
UV-spektroskopischen Verfahren aufgrund der hohen Sensitivitdt Uberlegen, ermdglichte
aber aufgrund der nétigen Komplexbildung keine direkte Bestimmung von konjugierten
Substanzen. Durch die neuartige Entwicklung eines gradientenféhigen, elektrochemischen
Mehrkanaldetektors wurden neue Médglichkeiten zur sensitiven und selektiven Detektion
geschaffen. Neben einer mit der Fluoreszenzdetektion vergleichbaren Empfindlichkeit konnte
nun anhand von Voltamogrammen — etwa vergleichbar mit UV-Spektren - eine Zuordnung
der Substanzen erfolgen. Diese Detektionsmethode ermdéglichte gekoppelt an HPLC die
Trennung und Bestimmung der Phase-I- und Phase-ll- Metabolite sowie eventuell
auftretender weiterer Spaltprodukte. In Kooperation mit dem Deutschen Institut far
Erndhrungsforschung in Bergholz-Rehbricke konnten somit die Anforderungen an die
Analytik erfullt werden.
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Pilotstudie

Die Pilotstudie diente hauptséchlich der Dosisfindung (Quercetin als Reinsubstanz), der
Uberpriifung der ausgewahlten Formulierung (Suspension in Celluloseschleim) und der fiir
die Studie entwickelten Plasma- und Urinanalytik. Zusatzlich wurde Quercetin in Form von
Buchweizenkraut und Zwiebeln appliziert, um zu Uberprifen, inwieweit sich die von diesen
Zubereitungen publizierten Ergebnisse in eigenen Untersuchungen reproduzieren lieen.

Die entwickelte Probenaufarbeitung erlaubte sowohl eine Bestimmung des frei vorliegenden
Quercetinanteils als auch der Phase-ll-Konjugate (lber die Bestimmung des
Gesamtgehaltes nach Konjugatspaltung). In der Pilotstudie zeigte sich, dass die
Bioverfligbarkeit des freien Quercetins 0 % betrug. Damit war die Durchfiihrung einer
Humanstudie zur absoluten Bioverflgbarkeit hinféllig. Weiterhin war, basierend auf diesen
Ergebnissen, eine direkte Ubertragung von In-vitro-Effekten auf die Bedingungen in vivo sehr
fraglich geworden.

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen des Gesamtquercetingehalts nach Konjugat-
spaltung ergab aber interessanterweise, dass nach Einnahme von Zwiebeln etwa 20 bis
100fach hdéhere Plasmaspiegel erreicht wurden als nach Einnahme derselben Menge
Quercetins in Reinform. Damit stellte sich zundchst die Frage nach der Identitat der im
Plasma vorliegenden Quercetinmetabolite. Dazu wurden mit nicht hydrolysierten
Plasmaproben HPLC-Analysen gekoppelt an eine Photodiodenarray-, elektrochemische und
massenselektive Detektion durchgefuhrt. Die aus diesen drei Detektionsmethoden
resultierenden Chromatogramme bzw. Voltamogramme und Spektiren ergaben Uberein-
stimmend, dass Quercetin im Plasma in glucuronidierter Form zirkuliert. Es konnten vier bis
funf verschiedene Monoglucuronide identifiziert werden (Wittig et al. 2000). Einen Hinweis
auf das Vorhandensein von Diglucuroniden oder Sulfaten gab es nicht. Dies entspricht den
Ergebnissen von WATSON et al., die ebenfalls ausschlieBlich glucuronidiertes Quercetin
nachweisen konnten (Watson und Oliveira 1999, Watson und Pitt 1998).

Als weiterer Phase-l-Metabolit trat an Position C 3 methyliertes Quercetin (Isorhamnetin) —
ebenfalls ausschlieBlich konjugiert — im Plasma auf. Diese Ergebnisse wurden durch eine
gleichzeitige Veroffentlichung einer anderen Arbeitsgruppe bestétigt (Manach et al. 1998). In
den vorliegenden Untersuchungen konnte allerdings erstmals gezeigt werden, dass
unabhéngig von der verabreichten Quercetinzubereitung und der Zuckerkomponente die
gleichen Gilucuronide in ahnlicher Zusammensetzung entstanden. Nach Applikation der
verschiedenen Prifpréparate der im Rahmen dieser Untersuchungen durchgefiihrten
Studien entstand jeweils ein Quercetinglucuronid als Hauptmetabolit, daneben traten in sehr
viel geringeren Konzentrationen drei bis vier weitere Glucuronide auf. Die Plasma-
konzentrationen der Isorhamnetinkonjugate lagen etwa 10fach unterhalb der
Quercetinkonjugat-Konzentrationen. Eine potentielle Wirksamkeit bei vaskuldren Erkrank-
ungen kénnte daher eher von den im Plasma tatsachlich vorliegenden Quercetinmetaboliten
als vom Aglykon ausgehen. Tatsachlich zeigten die Quercetinglucuronide in In-vitro-Tests
ebenfalls eine antioxidative Wirkung, diese war jedoch nur etwa halb so ausgepragt wie die
des freien Aglykons (Manach et al. 1998).
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Die erreichten Plasmakonzentrationen dieser Quercetinmetabolite unterschieden sich
allerdings sehr stark nach Applikation von Quercetin als Agykon bzw. als Glykosid in Form
von Zwiebeln und Buchweizenkraut. Die in der Pilotstudie erhaltenen Ergebnisse gaben
erste Hinweise auf unterschiedliche Resorptionsmechanismen flr das Aglykon und die
verabreichten Quercetinglykoside. Der bisher vermutete Resorptionsmechanismus -
intestinale Glykosidspaltung durch Bakterien in unteren Darmabschnitten und anschlieBende
Aufnahme des Aglykons - erschien damit zunehmend unwahrscheinlich (Scheline 1991).
Nach Einnahme von Zwiebeln, in denen Quercetin Gberwiegend als Quercetin-4‘-O-glucosid
und Quercetin-3,4‘-O-diglucosid vorliegt (s. Absatz 2.7.1), waren maximale Plasmaspiegel
der Quercetinmetabolite von bis zu 3 ug-mL™" (detektiert als freies Quercetin nach Hydrolyse
der Konjugate) bereits nach 1 h erreicht. In den obersten Diinndarmabschnitten, in denen die
Resorption stattgefunden haben musste, ist aber der Einfluss der Mikroflora zu
vernachldssigen (Hollman et al. 1995). Die Resorption von Quercetin-3-O-rutinosid aus
Buchweizenkraut zeigte einen biphasischen Verlauf. Nach etwa 1 h war ein relatives
Maximum der Plasmakonzentrationen zu beobachten. Innerhalb von 3 h fielen die
Konzentrationen bis fast auf die Ausgangswerte ab und stiegen nach 5 h stark an. Dieser
Verlauf deutete bereits auf eine zweite, spéater einsetzende Resorptionsphase hin, die
aufgrund der kurzen Blutabnahmezeitspanne von 5 h nicht vollstdndig erfasst wurde. Die
nachfolgenden Untersuchungen bestatigten anschlieBend diese Vermutung. Nach
Applikation der gleichen Menge des Aglykons als Reinsubstanz lagen die maximalen
Plasmakonzentrationen etwa um 50 % niedriger. Die Resorption war darUber hinaus nicht
dosisabhéngig. Es kénnte vermutet werden, dass auch im Falle von Quercetin eine zweite
Resorptionsphase im Anschluss an die erfasste Zeitspanne von 5 h stattgefunden haben
kénnte. Die Analyse der Urinproben unterstitzte eine solche Theorie allerdings nicht, denn
die renale Elimination der Quercetinkonjugate stand in engem Zusammenhang zu den
Plasmakonzentrationen.

Die renal eliminierten Mengen waren Ubereinstimmend mit publizierten Daten insgesamt
sehr niedrig. So wurde nach Aufnahme von 225 bis 330 pmol Quercetin in Form von
Zwiebeln, Apfeln oder Rutin ebenfalls nur 0,4 bis 1,4% der aufgenommenen
Quercetinmenge renal eliminiert (Hollman et al. 1997a). Zur Bioverflugbarkeit lassen sich
allerdings basierend auf den renal eliminierten Mengen nur sehr unzureichende Aussagen
machen, da nicht bekannt ist, in welchem Umfang Quercetinglucuronide auch biliar eliminiert
werden. Bei einer biliaren Exkretion ist darlber hinaus ein enterohepatischer Kreislauf
wahrscheinlich.

Im Urin konnten dariiber hinaus verschiedene intestinale Spaltprodukte - Gberwiegend durch
Spaltung des C-Rings entstandene Phenylessigsduren - detektiert werden. Vor allem die
renal eliminierten Mengen an Homovanillinsdure stiegen nach Gabe aller vier Prlfpraparate
an und waren somit tatsachlich auf die Einnahme von Quercetin zuriickzufiihren. Nach
Applikation der pflanzlichen Zubereitungen wurden etwa 10 bis 20 % der eingenommenen
Quercetinmenge in Form von Homovanillinsdure eliminiert, nach Einnahme der Rein-
substanzen nur jeweils etwa 6 %. Eine Bilanzierung bezogen auf die aufgenommene
Quercetinmenge ist aber nur bedingt aussagekraftig, da diese Substanzen auch endogen
gebildet werden (Baba et al. 1981). Daher kann ohne Markierung der Substanzen nicht
zwischen endogen gebildeten und aus Quercetin entstandenen Metaboliten differenziert
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werden. Durch die Bestimmung eines Urin-Nullwertes am Tag vor der Einnahme der
Prifpraparate konnten nur Anhaltspunkte fir die renale Elimination endogen gebildeter
Substanzen erhalten werden. An den Studientagen selbst konnte nicht Gberprift werden, ob
diese Mengen konstant blieben. An der deutlichen Zunahme der renal eliminierten
Substanzmengen lie3 sich zwar erkennen, dass es sich um Metabolite des Quercetins
handelte, Angaben in Prozent der Dosis kdnnen aber nur grobe Anhaltspunkte darstellen.

Ergédnzungen zur Pilotstudie

Die Ergebnisse der Pilotstudie fihrten zu der Frage, welche Faktoren firr die etwa 100fach
héheren Plasmakonzentrationen der Quercetinglucuronide nach Aufnahme gleicher Mengen
Quercetin in Form von Zwiebeln im Vergleich zu Buchweizenkraut und dem Aglykon
verantwortlich waren. Zunachst wurden Faktoren untersucht, die nicht direkt mit den
Flavonolglykosiden in Zusammenhang standen. Methodische Ursachen durch die
Verwendung von Fett beim Anbraten der Zwiebeln wurden in Betracht gezogen. Die gut
lipidléslichen Flavonolglykoside kénnten dadurch moglicherweise in geléster Form am
Resorptionsort vorliegen und somit besser resorbiert worden sein. In der 1. Ergdnzung zur
Pilotstudie wurde dieser Versuch von einer Probandin wiederholt. Auch wenn dieser Versuch
wenig reprasentativ war, so reichte er jedoch aus, um zu zeigen, dass die Resorption nicht
durch die Verwendung von Fett so stark geférdert wurde. Weiterhin wurden eventuell
resorptionsférdernde Begleitstoffe in der Zwiebelmatrix untersucht. In der 2. Ergadnzung
wurde daher die bisherige Zwiebelzubereitung zusammen mit 200 mg Quercetin als
Reinsubstanz eingenommen. Die Plasma- und Urinanalysen gaben aber keinen
Anhaltspunkt flr eine verbesserte Aufnahme des Aglykons im Vergleich zu Studientag 1 der
Pilotstudie (Applikation von 200 mg Quercetin Aglykon). Bemerkenswert war die gute
individuelle Reproduzierbarkeit der Plasmakonzentrationen nach Aufnahme der gleichen
Zwiebelzubereitung von Probandin 1 in den drei Versuchsreihen (Studientag 3 der
Pilotstudie, Ergdnzungen |. und Il). Dies konnte als Hinweis darauf gewertet werden, dass
zwar die interindividuelle Variabilitdt hoch ist, die intraindividuelle Variabilitat aber sehr gering
zu sein schien.

Nachdem diese &uBeren Faktoren weitgehend ausgeschlossen werden konnten,
konzentrierten sich die Uberlegungen auf die Quercetinglykoside selbst. In Betracht kamen
dabei sowohl die Art der Zuckerkomponente (z.B. Glucosid oder andere Glykoside) als auch
die Position der Bindungsstelle am Flavonoidgrundgerlst. Weiterhin war es maoglich, dass
andere Inhaltsstoffe der pflanzlichen Zubereitungen die Resorption der Glykoside férderten,
z.B. durch eine Erhéhung der Lslichkeit (Hagels 1996), Verminderung des chemischen oder
mikrobiellen Abbaus des Quercetinglykosids im Magen-Darm-Trakt oder durch Aktivierung
von Resorptionsmechanismen.
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Hauptstudie

Gegenstand der nachfolgenden Untersuchungen war folglich die vergleichende
Bioverfligbarkeit von Quercetinmetaboliten im Plasma und Urin nach Applikation von
verschiedenen Quercetinglykosiden. Ausgewahlt wurden flir diese Untersuchungen
Quercetin-3-O-rutinosid und Quercetin-4‘-O-glucosid als Reinsubstanzen sowie die
entsprechenden pflanzlichen Zubereitungen, die hohe Gehalte an diesen Quercetin-
glykosiden aufweisen, namlich Buchweizenkraut und Zwiebeln. So konnte einerseits der
Einfluss und die Stellung der Zuckerkomponente im Vergleich der beiden Reinsubstanzen
zueinander untersucht werden und andererseits der Einfluss der Pflanzenmatrix auf die
Resorption der Glykoside abgeschéatzt werden. Da sich bei den bisher veréffentlichten
Untersuchungen zur Bioverflgbarkeit pflanzlicher Phenole stets eine hohe interindividuelle
Variabilitdt ergab, wurde besonderer Wert auf das Studiendesign gelegt. Obwohl die
Durchfihrung der Untersuchungen im Vierfach-Cross-over-Design aufgrund der strikten
flavonoidfreien Diat eine groBe Belastung flur die Probanden darstellte, konnte besonders
angesichts der geringen Probandenzahl nicht darauf verzichtet werden. Die Ergebnisse der
Pilotstudie zeigten darlber hinaus, dass eine 24stindige wash-out Phase nach jedem
Studientag vonnéten war, um einen Carry-over-Effekt der Substanzen in Blut und Urin zu
vermeiden. So ergab sich eine Mindeststudiendauer von 11 Tagen.

Nach Applikation aller 4 Prufpraparate konnte Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate im
Plasma und Urin in der Regel Uber einen Zeitraum von 24 bis 36 h nachgewiesen werden.
Die eintdgige wash-out-Phase war ausreichend, um einen Carry-over-Effekt sowohl im
Plasma als auch im Urin zu vermeiden. Das Studiendesign war somit fir die Untersuchung
der zugrunde liegenden Fragestellungen geeignet.

Die Analysen des nicht-hydrolysierten Plasmas ergaben, dass die urspringlich verabreichten
Quercetinglykoside Spiraeosid und Rutin nicht unverandert im Plasma nachweisbar waren.
Dies steht im Widerspruch zu zwei Untersuchungen, in denen Quercetinglykoside - unter
anderem Quercetin-4‘-O-glucosid nach Aufnahme von Zwiebeln - im Plasma nachweisbar
waren (Aziz et al. 1998, Paganga und Rice Evans 1997). Es ist wahrscheinlich, dass dieser
Widerspruch auf unzureichende Selektivitdt der bei diesen Untersuchungen verwendeten
Analytik zurtckzufuhren ist. Beide Arbeiten wurden entweder mit HPLC-PDA oder
Fluoreszenzdetektion nach Komplexierung mit Aluminiumnitrat durchgefihrt. Nach den
Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit sowie anderer Untersuchungen mit selektiveren
Messmethoden handelt es sich bei den im Plasma vorliegenden Konjugaten nicht um die
applizierten Glykoside, sondern um verschiedene Glucuronide (Manach et al. 1998). In einer
karzlich veréffentlichten Untersuchung wurde ebenfalls der Frage nachgegangen, ob
Quercetinglucoside nach Aufnahme von Zwiebeln in Humanplasma nachweisbar waren
(Moon et al. 2000). Auch diese Autoren konnten ausschlieBlich an Glucuronsaure und/oder
Sulfat konjugiertes Quercetin nachweisen, nicht jedoch die aufgenommenen Glucoside. Eine
Differenzierung zwischen Quercetinglykosiden und -glucuroniden ist haufig problematisch,
da beide Konjugate ein sehr dhnliches Retentionsverhalten und fast identische UV-Spektren
aufweisen. Beim Einsatz weniger selektiver Detektionsmethoden ist daher zumindest die
Verwendung von sowohl Glykosiden als auch Glucuroniden als Referenzstandards zur
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Uberpriifung der Differenzierbarkeit zwischen beiden Konjugatgruppen unverzichtbar. Dies
war allerdings bei beiden Arbeiten nicht der Fall. Daher wird das Vorhandensein von
Quercetinglykosiden im Plasma bis zum Nachweis mit (vorzugsweise massen-)selektiven
Detektionsmethoden weiterhin in Frage gestellt.

Auch in den Plasmaproben der Hauptstudie konnte kein freies Quercetin nachgewiesen
werden, was die Ergebnisse der Pilotstudie bestatigte. Wiederum wurden unabhéngig vom
Prifpraparat die bereits bekannten verschiedenen Quercetinglucuronide detektiert. Aufgrund
der langeren Probenentnahmen zeigte sich nun, dass der Hauptmetabolit einen parallelen
kinetischen Verlauf zum Gesamtquercetingehalt aufwies. Dies war besonders im Hinblick auf
die Verwendung des Gesamtquercetingehalts fir die anschlieBenden pharmakokinetischen
Auswertungen von Bedeutung. Auch in den bereits publizierten Untersuchungen wurden die
pharmakokinetischen Analysen stets auf Grundlage des Gesamtquercetingehalts nach
Konjugatspaltung durchgefuhrt. Bislang fehlte aber die Legitimation fur dieses Vorgehen, da
Uber die tatséchlich vorhandenen Metabolite und deren kinetischen Verlauf im Plasma nichts
bekannt war. Durch die Bestimmung des Quercetins nach Hydrolyse der Konjugate gehen
Informationen zur Resorptionsgeschwindigkeit, Verteilung und Eliminationsgeschwindigkeit
der einzelnen Phase-ll-Konjugate sowie auch mdglicherweise deren Umwandlung ineinander
verloren. Eine pharmakokinetische Analyse dieser Summe von verschiedenen Substanzen
ware daher moglicherweise wenig aussagekraftig bzw. unzuldssig geworden. Die Analyse
der Phase-ll-Konjugate zeigte jedoch erstens, dass unabhé&ngig vom Prifpréparat
Uberwiegend ein Hauptglucuronid gebildet wurde und zweitens, dass der kinetische Verlauf
aller Quercetinglucuronide parallel zueinander und somit auch parallel zum Gesamt-
quercetingehalt verlief. Die angegebenen pharmakokinetischen Parameter spiegelten somit
hauptséchlich die des Hauptmetaboliten wider. Unter diesen Voraussetzungen war eine
kinetische Analyse unter Verwendung des Gesamtquercetingehaltes mdglich. Es muss
allerdings stets darauf hingewiesen werden, dass es sich nicht um die Daten von im Plasma
frei vorliegendem Quercetin handelt. Da dieser Hinweis in der Vergangenheit (absichtlich?)
oft fehlte, kam es immer wieder zu der falschlichen Annahme, dass Quercetin in freier Form
im Plasma nachgewiesen wurde (Hollman und Katan 1997, Hollman et al. 1996b, Hollman et
al. 1997a, Hollman et al. 1997b). Somit wurden wiederholt Quercetin-Plasmakonzentrationen
(detektiert nach Hydrolyse der Konjugate) aus Humanstudien in direkten Bezug zu den in In-
vitro-Tests eingesetzten freien Quercetinkonzentrationen gestellt (Janssen et al. 1998).

Die Tatsache, dass unabhangig von den applizierten Quercetinglykosiden die gleichen
Quercetinglucuronide im Plasma zirkulierten, ist eine der zentralen Aussagen der
vorliegenden Untersuchungen. Somit unterschied sich die Applikation von Quercetin-
glucosiden und —rutinosid nur in der Geschwindigkeit und im Ausmaf der Resorption und
den sich daraus ergebenden pharmakokinetischen Parametern. Die potentiellen Wirkstoffe
im Koérper waren aber offensichtlich identisch. Die diesbezlglichen kinetischen Daten
unterstutzten diese Annahme. So war die Eliminationshalbwertszeit nach Applikation aller
vier Prufprgparate trotz der erheblichen Unterschiede der Absorptions- und
Verteilungshalbwertszeiten gleich. Ebenso war die renale Clearance &uBerst konstant.
Beides legt nahe, dass es sich jeweils um die gleichen Substanzen handelte.
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Die Resorption erfolgte nach Einnahme von Zwiebeln (Z) und Spiraeosid (S) sehr schnell,
bereits nach 15 min war Quercetin im hydrolysierten Plasma nachweisbar. Diese Daten
korrespondierten sehr gut mit den Ergebnissen einer kirzlich veréffentlichten Humanstudie,
in der nach Einnahme von 100 mg Spiraeosid maximale Plasmakonzentrationen von
durchschnittlich 1,3 pg-mL'1 nach etwa 0,5 h beobachtet wurden (Olthof et al. 2000). In den
vorliegenden Untersuchungen ergab sich zwischen der Einnahme von Quercetinglucosiden
aus Zwiebeln oder als Reinsubstanz kein signifikanter Unterschied beziglich Ausmaf und
Geschwindigkeit der Resorption. Dies zeigte zum einen, dass die verwendete Formulierung
keine die Resorption erkennbar beeinflussenden Eigenschaften hatte. Zum anderen wurde
deutlich, dass die Zwiebelmatrix auch auf die Resorption der Quercetinglucoside offenbar
keinen entscheidenden resorptionsférdernden Einfluss hatte (vgl. dazu Ergénzung Il. der
Pilotstudie). Es bleibt weiterhin zu bedenken, dass in der Zwiebel Quercetin-4‘-O-glucosid
und Quercetin-3,4‘-O-diglucosid zu etwa gleichen Teilen vorlagen und daher das Diglucosid
fur etwa 50 % der applizierten Quercetinmenge aufkam. Die Plasmakonzentrationen lassen
darauf schlieBen, dass die Resorption des Diglucosids vergleichbar mit der des
Monoglucosids war. Das bedeutete, dass die Bindung einer Zuckerkomponente an der C-3-
Position des Flavonoidgrundgerists nicht prinzipiell resorptionshemmend wirkte. Diese
Erkenntnisse wurden anschlieBend durch die Veréffentlichung der bereits erwahnten
Humanstudie einer anderen Arbeitsgruppe bestatigt, in der die relative Bioverfugbarkeit von
Quercetin-4‘-glucosid und Quercetin-3-glucosid untersucht wurde (Olthof et al. 2000). In
keinem der untersuchten pharmakokinetischen Parameter ergab sich zwischen den beiden
Applikationen ein statistisch signifikanter Unterschied. Dies konnte als deutlicher Hinweis
darauf gewertet werden, dass nicht die Position der Zuckerkomponente, sondern die Art des
Glykosids entscheidend fur Geschwindigkeit und AusmafB3 der Resorption war, und
unterstitzte die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen.

Die Bioverfugbarkeit der Quercetinkonjugate war nach Aufnahme von Zwiebeln im Vergleich
zu Spiraeosid etwas héher. So lagen die Werte fir cmax und AUC etwas héher, wie auch der
renal eliminierte Anteil von Quercetin und Isorhamnetin in % der aufgenommenen Quercetin-
menge. Die Gesamtkdrperclearance war unter Berlcksichtigung des bioverfligbaren Anteils
(Chot/f) nach Zwiebelaufnahme etwas geringer (13,3 gegeniber 17,4 L-h'1). Da es sich bei
den zu eliminierenden Substanzen stets um die gleichen Quercetinglucuronide handelte,
kann aus den Werten gefolgert werden, dass die Bioverfugbarkeit im Falle von Spiraeosid
geringer war. Aufgrund der hohen interindividuellen Variabilitdt waren diese Unterschiede bei
der relativ geringen StichprobengréBe aber nicht statistisch signifikant.

Nach Applikation des Quercetin-3-O-rutinosids in Form von Buchweizenkraut oder Rutin
waren die Gesamtkdrperclearance und das Verteilungsvolumen unter Berlcksichtigung des
bioverfigbaren Anteils etwa 10mal hdéher im Vergleich zur Applikation der Quercetin-
glucoside. Da im Kérper die gleichen Quercetinglucuronide vorliegen, kann dies als Hinweis
darauf gewertet werden, dass sich die Bioverfligbarkeit der Quercetinglucoside etwa um
diesen Faktor von der des Rutins unterscheidet. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen
HOLLMAN et al. (1999). In ihren Untersuchungen lag die relative Bioverfligbarkeit von
Quercetin-3-O-rutinosid im Vergleich zu Quercetin-4‘-O-glucosid bei 20 %.
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Nach Applikation von Quercetin-3-O-rutinosid setzte die Resorption signifikant spéater ein,
und maximale Plasmaspiegel wurden erst etwa 4 h nach Einnahme von Buchweizenkraut
bzw. 7 h nach Applikation von Rutin als Reinsubstanz erreicht. Diese Werte entsprachen den
fur Rutin zuvor ermittelten Werten von 9,3 h (Hollman et al. 1997a) (Tab. 1.4). Gebunden an
Rutinose schien Quercetin daher den Resorptionsmechanismen in den obersten
Darmabschnitten kaum zugénglich zu sein. Wie in den dargestellten Voltamogrammen nach
Einnahme von Buchweizenkraut (Abb. 3.12) gut zu erkennen ist, fand innerhalb der ersten 3
bis 5 h eine erste Resorptions- und Eliminationsphase statt, die der entsprach, die bereits in
der Pilotstudie beobachtet werden konnte. Wie der Anstieg der Plasmakonzentrationen in
den 5 h-Werten in der Pilotstudie bereits vermuten lie3, setzte erst nach etwa 5 h die
eigentliche Resorption ein. Der kinetische Verlauf der ersten, schwach ausgepragten Phase
entsprach in etwa dem nach Applikation der Quercetinglucoside. Daher konnte vermutet
werden, dass an den Resorptionsorten der Quercetinglucoside nur sehr geringe Mengen des
Rutinosids aufgenommen werden konnten. Wahrend dieser erste Anstieg und Abfall der
Plasmakonzentrationen nach Applikation von Buchweizenkraut bei fast allen Probanden
beobachtet werden konnte, zeigte sich dieser Verlauf nach Einnahme der Reinsubstanz
Rutin kaum. Hier musste von einer echten Resorptionsverzégerungszeit (lag time) von
durchschnittlich 3 h ausgegangen werden.

Diese spater einsetzende Resorption von Rutin ist auch Grund fur die insgesamt niedrigeren
Plasmakonzentrationen der Quercetinkonjugate. Die erreichten maximalen Quercetinplasma-
spiegel nach Applikation von Rutin liegen durchschnittlich um die Halfte niedriger als nach
Applikation von Buchweizenkraut. Der Unterschied ist allerdings aufgrund hoher
interindividueller Variabilitéat nicht statistisch signifikant. Die Bioverflgbarkeit der Quercetin-
konjugate ist folglich héher nach Applikation von Rutin in Form von Buchweizenkraut als der
Reinsubstanz. Daflir sprechen auch die hdhere Gesamtkdrperclearance und das
Verteilungsvolumen unter Bericksichtigung des bioverfugbaren Anteils nach Einnahme von
Rutin im Vergleich zu Buchweizenkraut.

Offenbar erhéhen Co-Faktoren in der Pflanzenmatrix die Absorption von Rutin, méglicher-
weise durch Veranderung seiner Léslichkeit oder Stimulation von Resorptionsmechanismen.
Solange aber nicht gekléart ist, in welcher Form Rutin resorbiert wird — ob als Glykosid oder
nach intestinaler Glykosidspaltung als Aglykon — kann Uber den Einfluss der Pflanzenmatrix
nur spekuliert werden.

Entsprechend den Ergebnissen der Pilotstudie war der renal eliminierte Anteil mit intaktem
Quercetingrundgertst sehr gering. Die in den vorliegenden Untersuchungen erzielten
Ergebnisse wurden durch die Arbeiten von HOLLMAN et al. bestatigt. So wurden nach
Aufnahme von etwa 100 mg Quercetin in Form von Quercetin-4'-O-glucosid oder Zwiebeln
1,4 bis 3,0 % der Dosis renal eliminiert (Hollman et al. 1997a, Olthof et al. 2000). Die
Eliminationshalbwertszeiten im Plasma waren mit durchschnittlich 18 h vergleichbar (Olthof
et al. 2000) (Tab. 1.5). Die zuvor angegebenen Werte von 28+92 h nach Aufnahme von
Zwiebeln waren hingegen aufgrund der sehr groBen interindividuellen Schwankungen als
kritisch zu bewerten (Hollman et al. 1997a) (Tab. 1.4).
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Interindividuelle Variabilitat

Die groR3e interindividuelle Variabilitdt wurde bereits Ubereinstimmend in bisher publizierten
Arbeiten festgestellt (Aziz et al. 1998, Hollman et al. 1995, Hollman et al. 1997a, Janssen et
al. 1998, Olthof et al. 2000). In vielen Studien lagen die Standardabweichungen bei der
Berechnung der pharmakokinetischen Parameter in der GréBenordnung der Mittelwerte oder
Uberstiegen diese noch um ein Vielfaches (Tab. 1.4 und Tab. 1.5). Diese Variabilitdt konnte
trotz einheitlicher Erndhrung und stationdrer Aufnahme der Probanden auch in den
vorliegenden Untersuchungen nicht verringert werden und war - bezogen auf die
Prifpréaparate — sehr hoch. Da &uBere Faktoren wie unterschiedliche Erndhrung oder
Bewegung in der vorliegenden Studie weitgehend ausgeschlossen werden konnten, war
diese Variabilitdt offenbar auf individuelle Unterschiede in der Beschaffenheit der
mikrobiellen und/oder kérpereigenen (Enzym-)Systeme zurlickzufihren. Betrachtete man
jedoch jeden Probanden einzeln, so zeigte sich zumeist die gleiche Rangfolge der
pharmakokinetischen Parameter der 4 Prifpréparate. Ein Proband mit sehr hohen Cpa-
Werten nach Aufnahme von Zwiebeln hatte demnach in der Reihenfolge Zwiebel >
Spiraeosid >> Buchweizenkraut > Rutin auch vergleichsweise hohe Plasmakonzentrationen
nach Aufnahme von Rutin. Dieses Verhaltnis der Prifpraparate zueinander zeigte sich auch
bei Probanden mit insgesamt sehr viel niedrigeren Plasmakonzentrationen nach Gabe aller 4
Prifpréaparate. Aus diesen unterschiedlichen GréBenordnungen resultiert die hohe
interindividuelle Variabilitdt. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse machen zukinftig ein
Cross-over-Design bei der Untersuchung pflanzlicher Phenole im Menschen unerlasslich.

Resorptionsmechanismus

Der Resorptionsmechanismus schien fir Quercetinglucoside und Quercetinrutinosid
unterschiedlich zu sein. Der schnelle Anstieg der Quercetinglucuronid-Plasmakonzentra-
tionen nach Applikation des Glucosids lasst auf eine Resorption in den obersten Darm-
abschnitten schlieBen. Zum Resorptionsmechanismus selbst gibt es zwei verschiedene
Erklarungsanséatze.

Ein aktiver Transportmechanismus der intakten Quercetinglucoside in den Enterocyten
wurde aufgrund von Perfusionsexperimenten vermutet, konnte bislang aber nicht bewiesen
werden (Spencer et al. 1999). In diesem Zusammenhang wurde bereits die Rolle eines
Natrium-abhangigen Glucosetransporters (SGLT1) diskutiert (Gee et al. 1998, Hollman et al.
1995, Wright et al. 1996). In In-vitro-Versuchen zeigten Quercetinglucoside einen stérker
hemmenden EinfluB auf den Zuckertransport des Carriers als Rutin. Diese Interaktionen
bedeuten aber nicht zwangsléaufig, dass ein Transport der glucosidierten Phenole stattfand.
So hemmte beispielsweise Phlorizin ebenfalls den SGLT1, ohne jedoch aufgrund seiner
MolekulgréBe und —struktur selbst transportiert zu werden (Hirayama et al. 1996). Da die
Flavonoidglykoside eine &hnliche GréBe aufweisen, ist ein Transport ebenfalls eher
unwahrscheinlich.
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Selbst die Aufnahme von Quercetinglucosiden in den Enterocyten unterstutzt aber nicht
zwangslaufig die Annahme, dass Quercetinglucoside im Plasma vorhanden sein missen. Im
Enterocyten wurden B-Glucosidasen nachgewiesen, die Quercetinglucoside spalten und so
das Aglykon freisetzen kénnen (Day et al. 1998). Das freie Aglykon kann anschlieBend direkt
im Enterocyten an Glucuronsaure konjugiert werden. In der Darmmucosa wurde sowohl bei
Menschen als auch bei Ratten das Enzym Uridine-5-diphosphoglucuronosyltransferase
(UDP-GT) gefunden (Piskula und Terao 1998a, Radominska-Pandya et al. 1998). Die
Glucuronidierung von Quercetin in Caco-2 Zellen wurde ebenfalls bereits nachgewiesen
(Ikeno et al. 1999). Daher ist es durchaus mdglich, dass zwar Quercetinglucoside resorbiert
werden, aber nur Glucuronide in den systemischen Kreislauf gelangen.

Ein zweiter in der Literatur diskutierter Erklarungsansatz geht von einer in einem ersten
Schritt stattfindenden Spaltung und anschlieBender Resorption des Aglykons aus. In den
obersten Darmabschnitten ist eine Glucosidspaltung durch intestinale Bakterien
unwahrscheinlich. Kurzlich wurde aber gezeigt, dass die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH;
EC 3.2.1.62), eine membranstandige B-Glycosidase im Dunndarm von S&ugetieren,
Quercetin-3-O-glucosid und Quercetin-4‘-O-glucosid effektiv zum Aglykon hydrolysierte (Day
et al. 2000). Die Spaltung fand also an der luminalen Seite der Darmwand statt. Die
freiwerdende Glucose wurde schnell in den Enterocyten transportiert, was durch die
rAumliche Néhe des SGLT1 in der Darmwand erméglicht wurde. Die Autoren vermuteten,
dass die Freisetzung des nun stédrker hydrophoben Aglykons zu erhdhten lokalen
Quercetinkonzentrationen fuhrte, welche eine Diffusion durch die Darmwand begunstigten.
Da das Aglykon im Enterocyten schnell konjugiert wiirde, wirde das Konzentrationsgefalle
Uber die Darmwand erhalten bleiben. Anhaltspunkte fir einen aktiven Cotransport von
Glucose und Aglykon gibt es zur Zeit noch nicht. Dieser zweite Ansatz wurde kurzlich auf
einer Fachtagung (XXth International Conference on Polyphenols, Freising-Weihenstephan,
Sept. 2000) favorisiert. Falls es sich aber um reine Diffusionsprozesse handelt, ist es nicht
einfach, zu erklaren, warum das als Aglykon applizierte Quercetin so schlecht resorbiert
wurde. Auch in diesem Fall wirden bei einer hohen Dosis von 1000 mg lokal erhdhte
Quercetinkonzentrationen an der Darmwand zu vermuten sein, die eine Diffusion in den
Enterocyten zur Folge haben sollten.

Rutin hingegen schien in den unteren Dinndarmabschnitten und/oder dem Kolon resorbiert
zu werden. Falls eine Resorption stattdessen auch in oberen Darmabschnitten stattfand, so
kann das stark verzogerte Erscheinen der Quercetinglucuronide im systemischen Kreislauf
nur durch sehr stark ausgepragte Affinitatsunterschiede der beteiligten Enzyme erklart
werden. Der Resorptionsmechanismus ist allerdings ebenfalls unklar. Es wurde vermutet,
dass Rutin vor der Resorption erst durch den Einfluss intestinaler Bakterien zum Aglykon
hydrolysiert werden muss (Hollman et al. 1999). Falls tatsachlich nur das Aglykon in den
Enterocyten gelangt (durch aktiven Transport oder Diffusion), so wéare denkbar, dass
aufgrund der mangelnden Affinitdt der LPH gegenlber Rutin auf die Spaltung durch
Darmbakterien in unteren Darmabschnitten ,gewartet® werden muss. Wiederum stellt sich
aber die Frage, warum in diesem Falle ein deutlicher Unterschied zwischen der Applikation
von Rutin oder dem Aglykon Quercetin zu beobachten war. Mdglichweise sind weitere aktive
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Resorptionsmechanismen fir Rutin involviert. Es wére allerdings ebenfalls denkbar, dass die
Rutinose das Aglykon vor chemischem und/oder bakteriellem Abbau auf seiner
Darmpassage schitzt, und so die Verfigbarkeit von Quercetin am Resorptionsort erhéht
wird.

Ein Aspekt, der bislang in keiner Untersuchung in Betracht gezogen wurde, ist der Einfluss
der Mucusschicht auf die Resorption. Als Mucus bezeichnet man das von den Becherzellen
im gesamten Gastrointestinaltrakt produzierte und sezernierte viskoelastische,
wasserunldsliche Gel an der Mucosaoberflache sowie die viskdse, mobile Lésung im Lumen
(Nolte 1998). An Mucusmodellen zur Untersuchung von intestinalen Absorptions-
mechansimen konnte gezeigt werden, dass der Massenfluss einer Substanz durch den
Schleim in Richtung Darmepithel von deren Lipophilie, Molmasse und ihrer Retention durch
den Mucus abhangig war (Matthes et al. 1992). Dabei korrelierten hohe Lipophilie und
Retention einer Substanz mit niedriger Mucusdiffusion. Daruber hinaus konnte der
Intestinalmucus als Molekularfilter mit einer Ausschlussgrenze der Moleklilmasse (MM) von
ca. 600-700 g-mol" aufgefasst werden.

FUhrt man die in der Literatur beschriebenen und die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse zusammen, so ergibt sich folgende Hypothese zum Resorptionsmechanismus
von Quercetin und seinen Glykosiden:

In oberen Duinndarmabschnitten werden Quercetin-Monoglucoside aufgrund ihrer
Hydrophilie und MolekiilgréBe von <500 g-mol™ offenbar gut durch den Mucus in Richtung
Darmepithel transportiert. Das Aglykon Quercetin wird mdglicherweise aufgrund seiner
Lipophilie, Rutin aufgrund seiner MolekiilgréBe von >600 g-mol’ deutlich schlechter
transportiert. Am Darmepithel angelangt, werden die Glykoside enzymatisch gespalten,
wobei die beteiligten luminalen Enzyme (z.B. die Lactase-Phlorizin-Hydrolase) offenbar eine
deutlich héhere Affinitdt zu den Monoglucosiden haben als zu Rutin. Das frei werdende
Aglykon diffundiert dann wahrscheinlich passiv in die Enterocyten und wird dort sogleich
konjugiert, so dass ein Konzentrationsgefélle Gber die Membran bestehen bleibt. Die
Resorption von Rutin in diesen oberen Dinndarmabschnitten ist also aufgrund der
Mucusbarriere und der Enzymaktivitdt benachteiligt. Erstere kénnte durch den Einsatz von
Buchweizenkraut  verringert werden, da l6sungsvermittelnde  Co-Faktoren im
Buchweizenkraut mdéglicherweise die Mucusviskositat herabsetzen. Dies wirde die erste
Resorptionsphase nach Applikation von Buchweizenkraut erkldren, die bei Gabe der
Reinsubstanz nicht zu beobachten ist.

In tieferen Darmabschnitten wird die Rutinose durch Einfluss von Darmbakterien gespalten.
Méglicherweise wird zunéchst nur die endstdndige Rhamnose gespalten, und das
entstehende Quercetin-3-O-glucosid kénnte somit wie zuvor beschrieben leichter den Mucus
passieren, gespalten und anschlieBend als Quercetin resorbiert werden. Bei vollstandiger
Spaltung zum Aglykon im Dickdarm liegen dort lokal hohe Konzentrationen an freiem
Quercetin vor, die einen passiven Transport durch Mucus und Darmepithel beginstigen
wirden. Die schlechte Resorption nach Applikation des Aglykons Quercetin kdnnte zudem in
seiner chemischen Instabilitdt begriindet liegen. Der Unterschied zwischen der Applikation
des Aglykons zu der des Rutins bestinde darin, dass nach Applikation von Rutin erst im
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Dickdarm freies Quercetin entstehen wirde, wohingegen das applizierte Aglykon bereits in
der Passage von Magen und Dinndarm verschiedenen unginstigen Einflissen wie
neutralen bis alkalischen pH-Werten, kombiniert mit einer Temperatur von 37°C ausgesetzt
waére. Im Dickdarm hingegen ist der pH-Wert aufgrund der bakteriellen Stoffwechselprodukte
bereits wieder saurer und wirde so die chemische Stabilitdt des nach Spaltung freigesetzten
Aglykons erhéhen. Der aufgrund seiner Lipophilie schlechtere Transport des freien
Quercetins durch den Mucus im Dickdarm gegentber dem der Glucoside im Dinndarm
kénnte wiederum erklaren, warum bei der Applikation vergleichbarer Mengen Aglykon die
Resorption nach Applikation von Quercetin oder Rutin deutlich geringer war. Dieser
hypothetische Resorptionsmechanismus unter Bericksichtigung von Mucusbarriere,
Enzymaktivitdt und Stabilitdt kénnte die Ergebnisse der Humanstudien weitestgehend
erklaren. In Zukunft sollten Versuche zur Klarung der Resorptionsmechanismen vor allem
den bislang wenig beachteten Einfluss des Mucus stérker mitbericksichtigen.

Metabolismus

Nach der Resorption des intakten Flavonols in oberen Dinndarmabschnitten unterlag
Quercetin einer endogenen Metabolisierung. Dabei schien die Glucuronidierung beim
Menschen den bevorzugten Metabolismusweg darzustellen. Quercetinsulfate wurden zwar
von MANACH et al. (1998) ebenfalls beschrieben, konnten aber weder von WATSON et al.
(1998 und 1999) noch in den vorliegenden Untersuchungen nachgewiesen werden. In den
letzten Jahren wurde bereits die Rolle der Darmwand als metabolisierendes Organ
verschiedenster Arzneistoffe immer deutlicher. Im Falle von Quercetin deuten sowohl das
vollstadndige Fehlen von freiem Quercetin als auch die parallelen Konzentrations-Zeit-Profile
der verschiedenen Metabolite darauf hin, dass ein Grofteil des Metabolismus bereits im
Enterocyten stattfindet. Diese Vermutung wird durch [In-Situ-Perfusionsexperimente am
Rattenjejunum und —ileum unterstitzt, in denen Quercetin im Enterocyten schnell und
umfassend an Glucuronséure und Sulfat konjugiert wurde (Crespy et al. 1999).

Auch die Methylierung zu Isorhamnetin findet moglicherweise bereits im Enterocyten statt.
Darauf deuten Untersuchungen an Schweinen mit vergleichender intravendser und oraler
Applikation von Quercetin hin, in denen nach intravendser Applikation (und somit Umgehung
der Darmwand, nicht jedoch der Leber) ein sehr viel geringerer Isorhamnetinanteil
beobachtet wurde (Ader et al. 2000). Bezuglich des Methylierungsgrades zeigen sich
moglicherweise deutliche Unterschiede zwischen Mensch und Tier. In der vorliegenden
Humanstudie betrifft das Verhéltnis von Quercetin zu Isorhamnetin im Plasma etwa 10:1.
Nach Gabe von hohen Quercetindosen an Ratten hingegen wurden etwa 80% des
resorbierten Quercetins zu Isorhamnetin metabolisiert (Manach et al. 1997). In einer weiteren
Humanstudie war der Prozentsatz dagegen ebenfalls deutlich geringer (Manach et al. 1998).
Die Autoren dieser Studien fuhrten diese Unterschiede auch teilweise auf die im
Tierexperiment eingesetzten, sehr hohen Quercetindosen zurick.

Der in oberen Dinndarmabschnitten nicht resorbierte Anteil der Dosis gelangte in tiefere
Darmabschnitte und unterlag dort mikrobiellen Abbauprozessen. Neben den Metaboliten mit
intaktem Flavonoidgrundgerist (Quercetin- und Isorhamnetinkonjugate) wurden auch
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intestinale Metabolite in Plasma und Urin detektiert. Zu den als intestinale Abbauprodukte
des Quercetins beschriebenen Metaboliten zéhlen vor allem 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure,
Homovanillinsaure, 3-Hydroxyphenylessigsédure und 3,4-Dihydroxytoluol. Im Plasma konnten
diese Substanzen, die teilweise durch den Abbau von Dopamin auch endogen entstehen,
nicht eindeutig als Quercetinmetabolite nachgewiesen werden, da sie keine der Applikation
der Prifpréparate entsprechende Kinetik zeigten oder nicht eindeutig zugeordnet werden
konnten. Teilweise war das mit der Selektivitat der verwendeten Analysenmethode flr diese
Substanzen zu begrinden. Der Schwerpunkt der Plasmaanalysen lag auf der Detektion von
Quercetin und seinen Phase-l und -II Metaboliten. Der HPLC-Gradient wurde folglich im
Hinblick auf die Trennung von Flavonolen im Plasma und nicht von den sehr polaren,
intestinalen Metaboliten optimiert. Eine bisher nicht identifizierte Substanz zeigte allerdings
eine deutliche, nach Applikation aller Prifpraparate gleiche Kinetik. Maximale Plasmaspiegel
wurden nach 10-12 h erreicht. Fir den intestinalen Ursprung dieser Substanz gab es
verschiedene Anhaltspunkte. Zum einen entsprach die Retentionszeit und das
Voltamogramm anderen bekannten intestinalen Metaboliten. Zum anderen deuteten die
Resorptionsverzégerungszeit von 4 h und t,.x von etwa 12 h auf eine Resorption in unteren
Darmabschnitten hin, in denen die verabreichten Préaparate bereits dem Einfluss der
intestinalen Mikroflora ausgesetzt waren. Darlber hinaus waren die Plasmakonzentrationen
nach Einnahme von Buchweizenkraut und Rutin entsprechend der doppelten Quercetindosis
hoéher als nach Applikation von Zwiebeln und Spiraeosid. Im Rahmen der in Kooperation
durchgefuhrten Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit von Quercetin am Deutschen Institut
far Erndhrungsforschung (DIFE) wurde diese Substanz ebenfalls in Humanplasma nach
Einnahme quercetinhaltiger Zubereitungen detektiert. Die ndhere Charakterisierung und
mogliche ldentifizierung der Substanz ist ein Bestandteil der Dissertationsarbeit von Holger
Pforte vom Deutschen Institut fur Erndhrungsforschung.

In den Urinproben konnten prinzipiell alle bekannten intestinalen Metabolite selektiv
nachgewiesen werden, da die Methodenentwicklung auf eine gleichzeitige Detektion von
intestinalen und endogenen Phase-I- und -Il Metaboliten ausgerichtet war. In den meisten
Urinproben waren die beschriebenen intestinalen Metabolite auch nachweisbar. Aufgrund
der Datenmenge beschrankte sich die Auswertung aber auf die Substanzen, die aufgrund
ihrer Eliminationskinetik eindeutig als Quercetinmetabolite zugeordnet werden konnten. Wie
schon in der Pilotstudie zeigte Uberwiegend Homovanillinsdure eine deutliche
Eliminationskinetik. Die Exkretionsrate (uMol Homovanillinsdure im Urin pro Stunde) war in
dem Intervall von 6-9 h nach Applikation von Zwiebeln, Spiraeosid und Buchweizen am
héchsten. Nach Einnahme von Rutin verzdgerte sich die Exkretion allerdings geringfigig und
zeigte im Intervall 9-12 h die starkste Ausscheidung pro Zeit. Obwohl von den einzelnen
Probanden keine Leerwertsammlungen in Intervallen bis 48 h ohne Einnahme eines
Prifpréaparates vorlagen, lieB sich trotzdem zeigen, dass es sich bei der erhdhten
Ausscheidung nicht um endogene, circadiane Prozesse handelte. Verglich man etwa die
Elimination im Intervall 12-24 h mit dem gleichen Intervall 24 h spéater (36-48 h), so zeigte
sich deutlich, dass die Ausscheidungsmenge mit der Zeit sank. Wie unter Absatz 3.3.7
bereits dargestellt, entsprachen die renal eliminierten Mengen an Homovanillinsaure trotz der
unterschiedlichen Dosierungen jeweils etwa maximal 15-20 % der applizierten
Quercetinmenge. Selbst wenn von der renal eliminierten Homovanillinsduremenge mehr
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endogenen Ursprungs war, als mit Hilfe des Leerwerts berechnet wurde, so lag damit im Urin
ein gréBerer Prozentsatz der Quercetindosis als Homovanillinsdure vor als als Quercetin-
und Isorhamnetinkonjugate zusammengenommen. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen
auch SAWAI et al. (1987) bei der Untersuchung der intestinalen Metabolite von Rutin. Etwa
19 % der oral verabreichten Rutindosis wurden renal als Homovanillinsgure eliminiert
(Tab. 1.4). Anders als bei Quercetin und Isorhamnetin, welche beide ausschlielich in
konjugierter Form eliminiert wurden, lagen 85 % der Homovanillinsdure unkonjugiert vor.
Insgesamt wurden etwa 50 % der Dosis in Form von intestinalen Metaboliten renal eliminiert
(Sawai et al. 1987). Diese Ergebnisse unterstreichen die potentielle Bedeutung der
intestinalen Metabolite im Hinblick auf einen pharmakologischen Effekt.

Beurteilung der potentiellen Wirksamkeit der Metabolite

Als Metabolite von Quercetin und Quercetinglykosiden sind bisher die Phase-l- und -l
Metabolite des Quercetins (Uberwiegend Glucuronide von Quercetin und 3‘-O-Methyl-
quercetin) sowie intestinale Abbauprodukte im Plasma nachgewiesen worden. Nach dem
bisherigen Kenntnisstand muisste also eine pharmakologische Wirkung in vivo nach
Einnahme von quercetinhaltigen Zubereitungen auf diese Substanzen zurlickzufihren sein.
Die Eliminationshalbwertszeiten der Quercetinglucuronide von 11 h wirden bei regelméaBiger
Einnahme von quercetinhaltigen Zubereitungen zunéchst zu einer Akkumulation und dann zu
steady-state-Konzentrationen fihren, die eine Wirksamkeit erklaren kénnten.

Bislang liegen nur wenige Untersuchungen zu den pharmakologischen Wirkungen dieser
Metabolite vor. Obwohl gerade im Bereich der Phytopharmaka andere Wirkungen als die
antioxidativen von gréBerer Bedeutung sind (z.B. der Beitrag zur antidepressiven Wirkung
des Johanniskrauts, s. Butterweck et al. 2000), wurden bislang nur die antioxidativen
Wirkungen untersucht. So wurde in verschiedenen Studien ein Anstieg der gesamten
antioxidativen Kapazitdt des Plasmas nach Einnahme von flavonoidhaltigen Speisen
beobachtet (McAnlis et al. 1997, McAnlis et al. 1999, Serafini et al. 1996, Serafini et al.
1998). Die Quercetinglucuronide als Reinsubstanzen zeigten in vitro einen antioxidativen
Effekt auf die Kupferionen-induzierte LDL-Oxidation, der allerdings nur etwa halb so grof3
war wie der des Aglykons Quercetin (Manach et al. 1998). Die biologische Aktivitat der
Glucuronide war abhéngig von der Bindungsstelle des Glucuronids, wobei die Quercetin-3*-
und —4‘-glucuronide die hdchste Aktivitat zeigten (Day et al. 2000). Dieser Effekt konnte
allerdings mit Plasma, in dem nach Aufnahme von Zwiebeln hohe Glucuronid-
konzentrationen nachgewiesen wurden, von verschiedenen Arbeitsgruppen nicht bestatigt
werden (McAnlis et al. 1999, Moon et al. 2000). Gleiches ergaben auch In-vivo-Studien nach
Einnahme von Tee, in denen entgegen den Ergebnissen von /n-vitro-Untersuchungen kein
Oxidationsschutz von LDL beobachtet werden konnte (McAnlis et al. 1998, van het Hof et al.
1999). Grund dafur ist hdéchstwahrscheinlich die hohe Proteinbindung der Metabolite im
Plasma. Flr das Aglykon wurde eine Proteinbindung von Uber 99 % nachgewiesen (Boulton
et al. 1998). Auch wenn die Bindungsrate der Glucuronide nicht bekannt ist, so ist demnach
davon auszugehen, dass auch die Glucuronide weitgehend an Plasmaproteine gebunden
vorliegen. Unterstitzt wird diese Annahme auch durch die in dieser Studie ermittelten Daten
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zur Kinetik der Quercetinglucuronide. Die renale Clearance von 0,7 L-h™ (12 mL-min™) deutet
auf eine hohe Proteinbindung hin. Bei einer Bindungsrate von 90 % wiuirde die renale
Clearance etwa der glomeruléren Filtrationsrate von 125 mL-min™ entsprechen. Ob unter
diesen Voraussetzungen mit einer nachweisbaren pharmakologischen Wirkung der
Quercetinglucuronide gerechnet werden kann, ist fraglich.

Zu den Wirkungen der intestinalen Quercetinmetabolite gibt es bisher nur sehr wenige
Untersuchungen (Merfort et al. 1996). In Kooperation mit Prof. Dr. R. Gebhardt, Universitat
Leipzig, wurden daher Untersuchungen zur In-vitro-Wirkung von intestinalen Quercetin-
metaboliten durchgefihrt. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch die intestinalen
Metabolite starke antioxidative Eigenschaften zeigen. Die Bedeutung von Homovanillinsédure
als potentielle wirksamkeitsmitbestimmende Komponente ist somit angesichts der hohen
renalen Elimination nicht zu vernachlassigen.

Auf der Basis des aktuellen Kenntnisstandes kann die in epidemiologischen Untersuchungen
und klinischen Studien (siehe lhme et al. 1996, Kiesewetter et al. 2000) beobachtete
Wirksamkeit nicht auf einzelne Substanzen oder Substanzgruppen der im Plasma
nachweisbaren Metabolite zurickgefuhrt werden. Mdéglicherweise wirken die einzelnen
Komponenten, dem phytotherapeutischen Wirkprinzip entsprechend, synergistisch. Ein
anderer Ansatz, der zur Zeit im Rahmen einer Doktorarbeit am Zentralinstitut
Arzneimittelforschung GmbH verfolgt wird, untersucht einen méglichen Turn-over der
Glucuronide zu den Aglykonen am Venenendothel (siehe Abb. 1.3). Die dafiir notwendige 13-
Glucuronidase-Aktivitat wurde bereits in verschiedenen Geweben nachgewiesen (O'Leary et
al. 2000, Shimoi et al. 2000, Wittig et al. 2000). Das frei werdende Quercetin kdnnte
moglicherweise in die Zellen aufgenommen werden oder im Rahmen seiner antioxidativen
Wirkung zu anderen Substanzen umgesetzt werden. Folglich wére kein freies Quercetin im
Plasma nachweisbar, die protektive Wirkung auf das Venenendothel aber trotzdem gegeben.
Sollten sich die ersten Ergebnisse mit Modellsubstanzen auch fir Quercetin bestéatigen
lassen, so ware damit ein bedeutender ,missing link“ zwischen Wirkungs- und
Wirksamkeitsforschung hergestellt.

4.2 In-vitro Resorptionsversuche am Schweinedarmmodell

In den vorgestellten Untersuchungen sollte ermittelt werden, in wieweit ein In-vitro-
Resorptionsmodell zur Charakterisierung von Resorptions- und Metabolismusvorgéngen von
Flavonoiden geeignet ist. Dafir wurden die Resorption und der Metabolismus von Quercetin
und Quercetinglykosiden sowie Kémpferol und verschiedenen Kémpferolglucosiden
untersucht. Darlber hinaus sollte anhand der in den Humanstudien applizierten Prif-
praparate Uberpruft werden, ob fir diese Substanzen eine Korrelation zwischen der In-vivo-
und In-vitro-Resorption besteht.

Die fir die Resorptionsversuche verwendete modifizierte Franz-Zelle erwies sich in den
eigenen Untersuchungen als ein schnelles, aussagekréftiges, wirtschaftliches und gut
reproduzierbares Resorptionsmodell. Die Verwendung von frischem Schweinedarm vom
Schlachthof wurde hinsichtlich Lebens- und Funktionsfahigkeit charakterisiert und erwies
sich Uber eine Versuchsdauer von 45 min als geeignet.
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Metabolismus

Bei der Versuchsdurchfihrung erwies sich besonders die Durchfihrung paralleler
Kontrollansétze als unverzichtbar. Die h&ufig sehr oxidationsempfindlichen Phenole sind
unter den Versuchsbedingungen bei 37°C und Begasen mit Carbogen (95 % O, / 5 % CO,)
teilweise chemisch nicht stabil. Ein Einfluss des Darmgewebes auf den Metabolismus der
Testsubstanzen kann aber nur eingeschétzt werden, wenn der Einfluss externer Faktoren
wie Licht, Sauerstoff, Temperatur und Medium bekannt ist. Angaben dazu fehlten allerdings
in bisher durchgefihrten Untersuchungen (Spencer et al. 1999).

Bei den vorgestellten Resorptionsversuchen mit Quercetin und Kampferol sowie den
jeweiligen Glykosiden war besonders die metabolisierende Kapazitdt des Darmes
Uberraschend grof3. Dabei spielten sowohl Art als auch Position des gebundenen Zuckers
eine Rolle. Eine in Position C4‘ und C7 gebundene Glucose wurde nahezu vollstédndig
abgespalten. Eine in Position C3 gebundene Glucose wurde hingegen nur zu etwa zwei
Dritteln gespalten, und eine Rhamnose oder Rutinose in Position C3 schien gar nicht
gespalten zu werden.

Beim Vergleich der Diglykoside ergab sich kein einheitliches Bild. Nach Applikation von
Kémpferol-3,7-O-diglucosid auf den Darm wurde zwar, den Ergebnissen der Monoglucoside
entsprechend, die Glucose an Position C7, nicht aber die an Position C3 gespalten. Bei zwei
weiteren Versuchssubstanzen schien der Zucker in Position C3 allerdings die Spaltung
anderer Zucker zu behindern. So wurde im Zwiebelextrakt zwar Quercetin-4‘-glucosid fast
vollstandig gespalten, der Gehalt an Quercetin-3,4‘-diglucosid anderte sich allerdings im
Vergleich zum Kontrollansatz nicht. Bei Quercetin-3-O-rhamno-7-O-glucosid wurde die
Glucose in Position C7 offenbar nicht vollstdndig abgespalten.

Die Versuche machten deutlich, dass vom Darmgewebe eine ausgepragte Enzymaktivitat
ausging, die nicht auf die Versuchsbedingungen zurtckzufihren war. Aufgrund der
untersuchten Darmabschnitte (unter anderem oberste Dinndarmsegmente) und der
Behandlung des Darmgewebes konnte davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um
bakterielle Enzyme handelte. Uber korpereigene B-Glykosidasen in der Darmwand ist
bislang wenig bekannt. Die kirzlich vorgestellten Untersuchungen zur Lactase-Phlorizin-
Hydrolase wirden den eigenen Beobachtungen gut entsprechen (Day et al. 2000). Das
Enzym spaltete an der mucosalen Darmwand Quercetinglucoside mit einer héheren Affinitat
zu Quercetin-4‘-O-glucosid als Quercetin-3-O-glucosid. Zu anderen Quercetinglykosiden
lagen noch keine Ergebnisse vor (Day et al. 2000). Weitere Kenntnisse beschréanken sich auf
intrazellulare B-Glykosidasen im Enterocyten. Untersuchungen mit Rattendinndarm
ergaben, dass die B-Glucosidase-Aktivitit gegenuber Quercetinglykosiden in der
Reihenfolge Quercetin-4-glucosid >> Quercetin-3-glucosid > Quercetin-7-glucosid >
Quercetin-3-rutinosid abnahm (loku et al. 1998). In einer weiteren Studie wurden Quercetin-
4‘-glucosid und verschiedene (Iso)flavonoid-7-glucoside schnell von menschlichen B3-
Glucosidasen des Dunndarms gespalten. Quercetin-3,4‘-diglucosid, Quercetin-3-glucosid,
Kémpferol-3-glucosid und Quercetin-3-rutinosid wurden hingegen nicht gespalten (Day et al.
1998). Bezlglich einzelner Substanzen, z.B. Quercetin-3-glucosid, kommen diese Studien
zwar zu unterschiedlichen Ergebnissen, die moglicherweise auf Speziesunterschiede
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zuriickzufiihren sind. Dennoch sind deutliche Ubereinstimmungen festzustellen. Quercetin-
4‘-glucosid wurde in allen untersuchten Enzymsystemen am schnellsten und intensivsten
gespalten, Quercetin-3-rutinosid hingegen Ulberhaupt nicht. Dies entsprach vollkommen den
Ergebnissen der eigenen Untersuchungen.

In einem anderen Resorptionsmodell wurde an ,everted rat gut sacs“ die Aufnahme und
Metabolisierung von Quercetinglykosiden untersucht (Plumb et al. 2000). In diesem Modell
wurden Quercetin-3-glucosid und —4‘-glucosid von der mucosalen zur serosalen Seite
transportiert. Der Transport erfolgte signifikant schneller als der des Aglykons Quercetin.
Besonders die Tatsache, dass auch in diesem Modell Quercetin-3,4‘-diglucosid schlechter
transportiert wurde als die entsprechenden Monoglucoside, stimmte gut mit den eigenen
Ergebnissen unter Verwendung der Franz-Zelle Uberein. In der serosalen Flussigkeit
konnten Quercetinglucuronide, nicht jedoch die getesteten Glucoside nachgewiesen werden,
was deutlich auf die schnelle Deglykosidierung hinwies.

Die bestehenden Ubereinstimmungen verschiedenster Untersuchungen filhrten zu der
Frage, wo eine Spaltung der Glykoside stattgefunden haben kénnte. Obwohl die
Beobachtungen im mucosalen Uberstand nahe legten, dass eine Spaltung an der luminalen
Seite der Darmwand stattfand, gibt es dafir noch keine Belege. Es wére ebenso denkbar,
dass die Glykoside in den Enterocyten transportiert, dort von intrazellularen 3-Glucosidasen
gespalten und wieder sekretiert wurden. Fur solche Sekretionsvorgénge in das Lumen gab
es bereits verschiedene Anhaltspunkte. Im In-Situ-Perfusionsmodell mit Rattendiinndarm
wurden in der Zelle gebildete Quercetinglucuronide teilweise ins Lumen sezerniert (Crespy et
al. 1999).

Untersuchungen mit Caco-2 Zellen fuhrten zu widersprichlichen Ergebnissen. Ein Transport
von Quercetin oder Quercetinglykosiden zur basolateralen Seite wurde nicht beobachtet
(Plumb et al. 2000, Walgren und Walle 1999). Allerdings wurden an der apikalen Seite
verschiedene Quercetinglucuronide nachgewiesen, die auf eine Resorption und
Metabolismus mit anschlieBender Sekretion an der apikalen Seite hindeuteten (Plumb et al.
2000). In einer anderen Untersuchung wurde Quercetin — und nicht die Glucuronide - mit
Hilfe einer Efflux-Pumpe wieder aus den Zellen an der apikalen Seite an das Medium
abgegeben. Dieser Effekt konnte allerdings unterbunden werden, wenn an der basolateralen
Seite durch Verwendung von Blutplasma die Plasmaproteinbindung mit berlcksichtigt wurde,
so dass der Efflux in vivo offenbar keine Rolle spielt (Walgren und Walle 1999). In isolierten
Zellsystemen und Modellen wie der Franz-Zelle sind solche Vorgadnge aber offenbar zu
beobachten.

Die Aussagekraft von diesen Untersuchungen mit Caco-2 Zellen fur die /n-vivo-Verhéltnisse
ist allerdings kritisch zu bewerten. Caco-2 Zellen fehlen héaufig verschiedenste
Enzymsysteme der intakten Gewebe. Die vorhandenen Daten legen aber die Beteiligung von
luminalen Enzymen bei der Spaltung und Resorption von Quercetinglykosiden nahe.
Solange diese Enzyme aber unbekannt sind (und damit auch unklar ist, ob die verwendeten
Zelllinien diese Enzyme aufwiesen), scheint die Verwendung von Caco-2 Zelllinien wenig
aussagekraftig zu sein. Die unterschiedliche Enzymausstattung der Caco-2 Zelllinien im
Vergleich zu intakten Geweben sowie der Zelllinien untereinander kénnte die
widerspruchlichen Ergebnisse erklaren.
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Die Klarung der Lokalisation der Glucosidasen - intrazelluldr oder membranstandig an der
luminalen Seite - ist eng verbunden mit der Frage, ob Quercetinglykoside oder nur das
Aglykon Uber die Darmwand in den Enterocyten transportiert werden kdénnen. In den
vorliegenden Untersuchungen wurden offensichtlich Flavonolglykoside teilweise sowohl im
Darmgewebe als auch im Resorbat nachgewiesen, was flr eine Aufnahme von Glykosiden
sprechen wirde. Zu einem &hnlichen Ergebnis fluhrten Untersuchungen mit perfundiertem
Rattendinndarm, in denen ein bedeutender Teil des untersuchten Quercetin-3-glucosids
unverandert in den Zellen nachgewiesen wurde (Spencer et al. 1999). Es muss allerdings
kritisch angemerkt werden, dass die Identifikation der Flavonolglykoside im Darm und
Resorbat der eigenen Untersuchungen nur auf der Basis der Retentionszeiten und UV-
Spektren erfolgte. Aufgrund des kurzen HPLC-Gradienten lagen dabei die Retentionszeiten
ahnlicher Substanzen eng beieinander (Tab. 2.5). Da die entsprechenden Glucuronide als
Referenzsubstanzen nicht zur Verfugung standen, kann nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden, dass es sich mdglicherweise ebenfalls um Glucuronide anstelle der Glykoside
handelte.

Resorption

In den verschiedenen Versuchsreihen konnten teilweise sowohl die applizierten
Referenzsubstanzen als auch deren Metabolite im Darm und Resorbat nachgewiesen
werden. Entsprachen die detektierten Substanzen in ihrer Retentionszeit und Spektren den
eingesetzten Referenzsubstanzen, so wurden sie als identisch angesehen. Es wurde bereits
darauf hingewiesen, dass eine Identifikation von Flavonolglykosiden anhand der
Retentionszeiten und UV-Spektren zu Fehlinterpretationen fihren kann. Der Schwerpunkt
dieser Untersuchungen lag daher nicht darauf, zu entscheiden, ob Flavonolglykoside
unverandert im Darm oder Resorbat nachgewiesen werden kénnen. Vielmehr sollte gezeigt
werden, welcher molare Anteil der Ausgangsmenge mit intaktem Flavonolgrundkérper in den
einzelnen Kompartimenten nachweisbar war.

Die vorliegenden Ergebnisse lieferten einige Anhaltspunkte bezlglich eines moglichen
Resorptionsmechanismus. So wurde Quercetin-4‘-glucosid (Spiraeosid) nahezu vollstandig
gespalten, und 6,7 % der Dosis wurden als Quercetin im Darm nachgewiesen. Die
Resorptionsversuche mit Kdmpferol und Kampferolglucosiden zeigten ahnliche Resultate wie
die Versuche mit Quercetin(glykosiden). Die geringste Resorption zeigte sich wiederum bei
dem Aglykon Kémpferol in der Untersuchungslésung. Uberdurchschnittlich viel Substanz
(Uber 9 %) wurde nach Applikation von Kadmpferol-7-glucosid resorbiert, das vollstandig zu
Kampferol gespalten wurde. Diese Resorptionsquoten waren in dem verwendeten statischen
Modell als sehr hoch einzustufen (Nolte 1998).

Bei der Interpretation der beobachteten Resorptionsvorgdnge musste allerdings beachtet
werden, dass eine vollstdndige Entfernung der Mucusschicht bei der Praparation des
Dinndarms nicht méglich war (Nolte 1998). Es wéare daher méglich, dass die unter Absatz
4.1 erwahnten Eigenschaften des Mucus die Resorption der Glykoside im /n-vitro-Modell
gleichermaBen beeinflussten. Demnach wirde der verbliebene Mucus aufgrund ihrer
Lipophilie eine Barriere fur die Aglykone darstellen. Seine Ausschlussgrenze von 600-
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700 g-mol” wiirde den Diglykosiden mit ihren MolekiilgréBen von >600 g-mol™ den Transport
zum Darmepithel erschweren. Am Darmepithel wirden die untersuchten Glykoside dann mit
unterschiedlicher Affinitdt zu den einzelnen Bindungsstellen gespalten.

Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass eine Spaltung der Quercetin- und Kampferol-
glykoside an ihre Aufnahme in den Darm gekoppelt zu sein schien. Die in Position C4‘ und
C7 gebundenen Glucoside, die nahezu vollstdndig gespalten wurden, wurden auch am
besten resorbiert. Méglicherweise liegt ein Cotransport von Glucose und dem freiwerdenden
Aglykon vor. Dem verwendeten Krebs-Carbonat-Puffer wurde absichtlich keine Glucose
zugesetzt, um einen moglichen Einfluss der nach Spaltung freiwerdenden Glucose auf den
Transport von Flavonoiden erkennen zu kénnen. In zuklnftigen Versuchen sollte deshalb
gezielt Glucose zugesetzt werden, um zu Uberprifen, ob sich dadurch die Resorption der
Aglykone steigern lasst.

Analog zu den Ergebnissen der Humanstudie war auch im /n-vitro-Modell ein deutlicher
resorptionsférdernder Einfluss der Pflanzenmatrix des Buchweizenkrauts zu beobachten. In
den Resorptionsversuchen mit Rutin und Buchweizenkraut wurde darauf geachtet, dass
etwa &quimolare Mengen Rutin in beiden Versuchsreihen eingesetzt wurden. Nach
Versuchsende unterschied sich die Rutinmenge im mucosalen Uberstand nicht und betrug in
beiden Versuchsreihen etwa 90 % der urspringlich eingesetzten Menge. Aus
Buchweizenkraut wurden jedoch insgesamt etwa dreimal so viele Quercetindquivalente wie
aus der vergleichbaren Menge Rutin resorbiert. Méglicherweise war die Ursache fir eine
erhdhte Resorption eine verbesserte Ldslichkeit des Rutins im Buchweizenkrautextrakt im
Vergleich zur Reinsubstanz Rutin in Pufferlésung (Hagels 1996). Diese |6sungsvermittelnden
Faktoren der Pflanzenmatrix kdnnten gleichzeitig durch Herabsetzen der Mucusviskositat
den Transport von Rutin durch den Mucus erleichtern und so die Resorption erhéhen.

In-vitro / In-vivo Korrelation

Zwischen den Resorptionsversuchen in vitro und den Humanstudien zur relativen
systemischen Verfligbarkeit von Quercetin und Quercetinglykosiden gab es verschiedene
Ubereinstimmungen:

¢ In beiden Untersuchungen wurde das Aglykon Quercetin am Schlechtesten resorbiert.

e Die Resorption konnte durch Applikation von Glykosiden anstelle des Aglykons deutlich
erhoéht werden.

e Von den applizierten Glykosiden wurde Quercetin-4‘-O-glucosid am Besten resorbiert,
Quercetin-3-O-rutinosid (Rutin) dagegen am Schlechtesten.

e Im Vergleich von Reinsubstanz mit Pflanzenextrakt zeigte sich im Falle von Rutin eine
(etwa dreifach) héhere Resorption aus dem Extrakt.

Unterteilte man also die im Humanversuch applizierten Prifpraparate auf der Basis ihrer
relativen Bioverfligbarkeit in vivo in schlecht resorbierbar (= Quercetin), maBig resorbierbar
(= Rutin und Buchweizenkraut) und gut resorbierbar (= Spiraeosid), so lieferten die In-vitro-
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Resorptionsversuche am Schweinedarmmodell die gleichen Resultate. Basierend auf diesen
Ergebnissen zeigte sich flr die untersuchten Quercetinglykoside eine gute In-vitro / In-vivo
Korrelation. Das Modell schien daher fiir die Einschatzung der Resorption von Flavonolen
und deren Glykosiden geeignet zu sein. Das Resorptionsverhalten anderer Flavonoide und
Phenole wird zur Zeit im In-vitro-Resorptionsmodell Uberprift. Bisher liegen aber zu wenige
Daten zur systemischen Verfugbarkeit anderer Flavonoid-Aglykone und deren Glykoside im
Menschen vor, die weitere Vergleiche mit dem In-vitro-Resorptionsmodell erméglichen
warden.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde eine Extraktionsmethode fir Plasma und Urin
erarbeitet. Damit gelang erstmals die simultane Extraktion der intestinalen sowie der Phase-
I- und Phase-Il-Metabolite des Quercetins.

Zur Analytik von Quercetin sowie seiner Metabolite wurde eine HPLC-Methode mit einem
neuartigen analytischen Detektionsverfahren entwickelt. Die coulometrische Array-Detektion
ermoglichte erstmals eine ausreichend sensitive und selektive Detektion der systemisch
verfigbaren Quercetinmetabolite in Plasma und Urin.

Die systemische Verfugbarkeit und Pharmakokinetik von Quercetin sowie der
Quercetinglykoside Quercetin-3-0-(6-O-rhamnosyl)-glucosid (Rutin) und Quercetin-4‘-O-
glucosid (Spiraeosid) wurde im Rahmen von zwei klinischen Single-dose Studien in
gesunden Probanden untersucht.

In einer ersten Pilotstudie wurde das Aglykon Quercetin in den Dosierungen 200 mg und
1000 mg verabreicht. Weiterhin wurden Rutin und Spiraeosid (entsprechend 200 mg
Quercetin) in Form von pflanzlichen Zubereitungen aus Buchweizenkraut und Zwiebeln, die
groBe Mengen der jeweiligen Glykoside enthielten, eingenommen.

In der Hauptstudie wurde die Bioverfugbarkeit der Glykoside aus der Pflanzenmatrix mit der
von Reinsubstanzen verglichen. Fir die Hauptstudie wurde ein Vierfach-Cross-over Design
mit 2-tagiger run-in Phase bei flavonoidfreier Diat einem 24 h-wash-out Intervall nach jedem
Studientag gewahlt. An der Studie nahmen 12 gesunde Probanden teil. Als Prifpraparate
wurden Rutin und Buchweizenkraut (jeweils entsprechend 200 mg Quercetin) sowie
Spiraeosid und eine Zwiebelzubereitung (jeweils entsprechend 100 mg Quercetin)
verabreicht.

Die systemische Verfiligbarkeit von Quercetin lag bei 0 %. Freies Quercetin konnte weder
im Plasma noch im Urin oberhalb einer Bestimmungsgrenze von 2 ng-mL" bzw. 23 ng-mL"
nachgewiesen werden.

Die systemische Verfligbarkeit der applizierten Quercetinglykoside war ebenfalls 0 %.
Mittels HPLC-MS/MS konnte gezeigt werden, dass es sich bei den detektierten
Quercetinkonjugaten im Plasma nicht um die genuinen Glykoside handelte.

Bei den bioverfiigbaren Quercetinmetaboliten handelte es sich um Quercetinkonjugate.
Der Metabolismus zu den verschiedenen Quercetinkonjugaten schien - unabhangig von der
Art des applizierten Quercetinglykosids - identisch zu sein. Mittels HPLC-MS/MS wurden 4
bis 5 verschiedene Quercetin-Monoglucuronide identifiziert. Darunter befand sich ein
Quercetinglucuronid als Hauptmetabolit mit parallelem kinetischem Verlauf zum
Gesamtquercetingehalt. Die Quantifizierung des Quercetins fand nach enzymatischer
Hydrolyse und Bestimmung des Gesamtquercetingehaltes statt. Aufgrund der parallelen
Plasmakonzentrations-Zeit-Profile des Hauptmetaboliten und des Gesamtquercetingehalts
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nach Hydrolyse konnte die pharmakokinetische Auswertung der Konjugate anhand des
Gesamtquercetingehalt durchgefiihrt werden.

Als einziger Phase-lI-Metabolit mit intaktem Flavonoidgerist konnte nach Hydrolyse
Isorhamnetin (3-O-Methylquercetin) nachgewiesen werden, dessen Plasmakonzentrations-
Zeit-Verlaufe sowohl in der Absorptions- als auch der Eliminationsphase parallel zu denen
des Quercetins verliefen, wobei die Isorhamnetinkonzentrationen etwa 10fach geringer
waren.

In der Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik der Quercetinmetabolite ergaben sich
deutliche Unterschiede nach Applikation der Reinsubstanzen bzw. der pflanzlichen
Zubereitungen. Nach Applikation des Aglykons Quercetin war die Resorption von Quercetin
auBerst gering. Die systemische Verfligbarkeit der Quercetinglucuronide lag, gemessen an
den maximalen Plasmaspiegeln und der renalen Elimination, etwa um das 10fache niedriger
im Vergleich zur Applikation von Buchweizenkraut und etwa um das 100fache niedriger im
Vergleich zur Applikation von Zwiebeln. Die Resorption von Quercetin nach Applikation von
200 mg und 1000 mg des Aglykons zeigte dartber hinaus keine Dosislinearitat.

Nach Applikation von Quercetin-4'-O-glucosid in Form von Spiraeosid (S) und Zwiebeln (Z2)
erfolgte die Resorption sehr schnell. So war Quercetin bereits nach 15 min im hydrolysierten
Plasma nachweisbar. Nach Einnahme von Zwiebeln waren maximale Plasmaspiegel [Cmax]
von 2,3+1,5ug-mL" nach 0,7+0,2 h [tna(MW=SD) erreicht, nach Spiraeosidapplikation
entsprach Cpax 2,1+1,6 ug-mL'1 zum Zeitpunkt tna 0,720,3 h. In keinem der untersuchten
pharmakokinetischen Parameter ergab sich zwischen den beiden Applikationen ein
statistisch signifikanter Unterschied.

Die Quercetinkonzentrationen im Plasma zeigten nach Aufnahme von Zwiebeln und
Spiraeosid einen deutlich biphasischen Verlauf, die terminale Eliminationsphase erfolgte erst
in dem Zeitraum von 9h bzw. 12 h bis 24 h. Dies unterstreicht die Bedeutung von
ausreichend langen Blutenthnahmezeitrdumen kombiniert mit einer hochempfindlichen
Analytik und erklart die in der Literatur angegebenen, teilweise sehr kurzen Halbwertszeiten
fr Quercetin im Plasma.

Nach Applikation des Quercetin-3-O-rutinosids in Form von Buchweizenkraut (B) und Rutin
(R) lagen die Werte fur cnax trotz doppelter Quercetindosis signifikant niedriger im Vergleich
zum Quercetin-4‘-O-glucosid (B: 0,6+0,7 pg-mL", R: 0,3+0,3 pg-mL'1). Gleiches qilt fur die
AUCq,: (MW firr Z: 9,7 h-pg-mL™", S: 8,4 h-pg-mL", B: 3,8 h-ug-mL”, R: 2,5 h-pg-mL™). Tax
wurde im Falle von Buchweizenkraut erst nach 4,3+1,8 h erreicht, bei Rutin nach 7,0+2,9 h.
Im Vergleich von Buchweizenkraut zur Reinsubstanz Rutin zeigte sich nach Applikation von
Rutin eine ausgepragtere Resorptionsverzégerungszeit (lag time), verbunden mit einem
spateren Erreichen maximaler Plasmaspiegel. Die erreichten maximalen Quercetin-
plasmaspiegel nach Applikation von Rutin lagen durchschnittlich um die Hélfte niedriger als
nach Applikation von Buchweizenkraut. Der Unterschied war allerdings aufgrund hoher
interindividueller Variabilitat nicht statistisch signifikant.
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Die terminale Halbwertszeit betrug nach Aufnahme aller 4 Prifpraparate in der Hauptstudie
etwa 11 h. Unterschiede ergaben sich demnach nur in Geschwindigkeit und Ausmaf der
Resorption.

Ebenso war die renale Elimination der verschiedenen Quercetinkonjugate sehr ahnlich. Die
renale Clearance betrug nach Applikation aller 4 Priifpréparate etwa 0,7 L-h". Da es sich
unabhéangig vom Prifpraparat um die Elimination der gleichen Quercetinkonjugate handelte,
ergaben sich hierbei erwartungsgemaB keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Prifpraparaten. Im Urin waren ebenfalls verschiedene Konjugate von Quercetin und
Isorhamnetin nachweisbar. Bezogen auf die aufgenommene Quercetindosis (100 bzw.
200 mgq) betrug die renal eliminierte Quercetinmenge in der Hauptstudie nach Aufnahme von
Zwiebeln 4,4+1,6 % der Dosis, von Spiraeosid 3,3+1,3 %, von Buchweizenkraut 0,8+0,6 %
und von Rutin 0,7+0,6 %.

Bezogen auf die Prifpraparate war die interindividuelle Variabilitdt trotz einheitlicher
Erndhrung und stationdrer Aufnahme der Probanden in der Hauptstudie sehr hoch.
Betrachtete man jedoch jeden Probanden einzeln, so zeigte sich zumeist die gleiche Abfolge
der pharmakokinetischen Parameter der 4 Prifpraparate. Ein Proband mit sehr hohen Cpax-
Werten nach Aufnahme von Zwiebeln hatte demnach in der Reihenfolge
Zwiebel > Spiraeosid >> Buchweizenkraut > Rutin auch vergleichsweise hohe Plasma-
konzentrationen nach Aufnahme von Rutin. Dieses Verhdaltnis der Prufpraparate zueinander
zeigte sich auch bei Probanden mit insgesamt sehr viel niedrigeren Plasmakonzentrationen
nach Gabe aller 4 Prifpraparate. Aus diesen unterschiedlichen GréBenordnungen resultierte
die hohe interindividuelle Variabilitat. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass ein
Cross-over-Design bei der Untersuchung pflanzlicher Phenole im Menschen unerlasslich ist.

Die Ergebnisse der In-vitro-Resorptionsversuche an Dinndarmsegmenten des Schweins
in einer modifizierten Franz-Zelle zeigten groBe Ubereinstimmungen mit den Resultaten der
Humanstudien. Die Resorption der untersuchten Prifpraparate nahm in der Reihenfolge
Spiraeosid > Zwiebel > Buchweizenkraut > Rutin >> Quercetin ab.

Quercetin- und Ké&mpferol-Monoglucoside mit in Position C4‘ oder C7 gebundener Glucose
wurden vom Darmgewebe vollstdndig zum Aglykon gespalten. Bei in Position C3
gebundener Glucose fand eine teilweise Spaltung statt, Rhamnose oder Rutinose wurden
nicht gespalten. Dies entspricht weitgehend den aus Literaturangaben bekannten Ergeb-
nissen, die mit intrazellularen und membrangebundenen B-Glucosidasen des Dinndarms
von Ratten und Menschen erzielt wurden.

Die Ergebnisse der Humanstudien und der In-vitro-Versuche zeigten fur die untersuchten
Prufpréaparate eine gute In-vitro / In-vivo Korrelation. Die verwendete modifizierte Franz-
Zelle stellte somit ein schnelles, aussagekréaftiges, wirtschaftliches und gut reproduzierbares
In-vitro-Resorptionsmodell dar. Die Aussagekraft des Modells fur die Einschatzung der
Resorption anderer Flavonoide und Phenole muss in weiteren Untersuchungen Uberprift
werden.
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Weitgehend ungeklart ist der Resorptionsmechanismus von Quercetin bzw. seinen
Glykosiden. Der im Rahmen dieser Arbeit postulierte Erklarungsansatz geht davon aus, dass
die Spaltung der Quercetinglykoside an der luminalen Seite erfolgt, wobei die beteiligten
Enzyme eine héhere Affinitdt zu Glucosiden als zu Rutinosid zu haben scheinen. Das
freiwerdende Quercetin diffundiert offenbar passiv in den Enterocyten. Die Resorption des
Rutins sowie des applizierten Aglykons wird mdglicherweise durch den Mucus behindert, der
den Transport des im Vergleich zu den Glykosiden lipophileren Quercetins durch die
Mucusschicht zum Darmepithel und den von Rutin aufgrund seiner MolekiilgréB3e erschwert.
Das applizierte Aglykon ist zudem bei den im Dunndarm vorherrschenden pH- und
Temperaturbedingungen chemisch instabil. In unteren Darmabschnitten wird die Rutinose
unter Mitwirkung der Mikroflora gespalten. Durch die lokal erhéhten Konzentrationen und die
gunstigeren pH-Bedingungen im Dickdarm kdénnte das entstehende Quercetin teilweise
resorbiert werden. Die Resorption aus Buchweizenkraut wird moglicherweise durch
I6sungsvermittelnde Co-Faktoren in der Pflanzenmatrix erhéht, die einerseits die Loslichkeit
des Rutins verbessern und andererseits die Viskositat des Mucusschleims herabsetzen
kénnten.

Ebenso ungeklart ist die pharmakodynamische Wirkung der nachgewiesenen Quercetin-
metabolite. Aufgrund der hohen Plasmaproteinbindung scheinen die Quercetinglucuronide
ihre Wirkungen, die sie in Enzymassays zeigten, in vivo nicht ausiben zu kénnen. Auch die
intestinal entstehenden Quercetinmetabolite zeigten in vitro eine antioxidative Wirkung, Uber
ihr Wirkungspotential im Plasma ist aber noch sehr wenig bekannt. Die beobachtete klinische
Wirksamkeit lasst sich daher auf der Basis des aktuellen Kenntnisstands nicht auf bestimmte
Substanzgruppen zurlckfihren. Mdglicherweise muss aber die pharmakodynamische
Wirkung nicht allein von den im Plasma zirkulierenden Quercetinmetaboliten ausgehen. Zur
Zeit wird untersucht, ob die zirkulierenden Glucuronide am Wirkort (z.B. dem Endothel)
wieder zum Aglykon gespalten werden. Eine B-Glucuronidaseaktivitdt wurde bereits in
verschiedenen Geweben nachgewiesen. Der Nachweis eines turnovers vom Glucuronid zum
Aglykon am Wirkort wirde einen bedeutenden ,missing link“ zwischen Wirkungsforschung
invitro und invivo herstellen. Zukiinftige Untersuchungen zur Bioverfugbarkeit und
Pharmakokinetik pflanzlicher Phenole sollten daher Versuche zur Klarung der
Resorptionsmechanismen und der Wirkungsmechanismen miteinbeziehen.
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6 Summary

In the course of method development a sample preparation procedure for both plasma and
urine samples was developed. For the first time this method enabled the simultaneous
extraction of intestinal as well as phase-1 and phase-Il metabolites of quercetin.

For the analysis of quercetin and its metabolites an HPLC method combined with a new
analytical detection method was developed. The coulometric array detection provided a
sensitive and selective determination of systemically available metabolites in plasma and
urine.

The systemic availability and pharmacokinetics of quercetin and its glycosides
quercetin-3-O-rutinoside (rutin) and quercetin-4’-O-glucoside (spiraeoside) was investigated
in two clinical single dose studies in healthy volunteers. In the pilot study the aglycone
quercetin was administered at 200 mg and 1000 mg. Furthermore, rutin and spiraeoside
were administered (both equivalent to 200 mg quercetin aglycone) in form of herbal
preparations of buckwheat tea (Fagopyrum esculentum) and an onion supplement (Allium
cepa), which contained large amounts of the corresponding glycosides.

In order to compare the bioavailability of the glycosides, the two glycosides were then
administered both as pure compounds and in form of the equivalent herbal preparations. The
design of the study was a randomized, four-way cross-over design with a 2day run-in phase
on a flavonoid-free diet and a 24 h wash-out period between each application. 12 healthy
volunteers participated in the study. Rutin and buckwheat tea were both administered at
doses equivalent to 200 mg quercetin aglycone, spiraeoside and the onion supplement
equivalent to 100 mg quercetin aglycone.

The systemic availability of quercetin was 0 %. No free quercetin could be detected in
plasma above 2 ng-mL™ or urine above 23 ng-mL", respectively.

The systemic availability of quercetin glycosides was also 0 %. It could be shown by
means of HPLC-MS/MS analysis that the genuine quercetin glycosides were not present in
plasma.

The bioavailable quercetin metabolites were identified as quercetin conjugates. The
metabolic pathways to various quercetin conjugates seemed to be identical and were
independent of the administered glycoside. Four to five different quercetin monoglucuronides
could be identified by HPLC-MS/MS. One of these glucuronides represented the main
metabolite which showed a parallel concentration-time-profile compared to total quercetin
concentrations. The quantification of quercetin was based on the total quercetin
concentrations determined after hydrolysis of quercetin conjugates. Due to the parallel
plasma concentration - time profiles of the main metabolite and the total quercetin content
after hydrolysis, the pharmacokinetic analysis of quercetin glucuronides could be performed
on the basis of the total quercetin concentrations. Isorhamnetin (3’-O-methylquercetin) was
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the only phase-l metabolite with an intact flavonoid structure detectable after hydrolysis of
plasma and urine samples. The plasma concentration-time profiles were parallel to those of
quercetin  both in the absorption and the elimination phase. Total isorhamnetin
concentrations in plasma were about 10fold lower than the corresponding total quercetin
concentrations.

The bioavailability and pharmacokinetics of quercetin metabolites were distinctly
different after application of the isolated compounds and herbal preparations, respectively.
The absorption of quercetin after administration of quercetin aglycone was extremely poor.
Considering maximum plasma concentrations and renal elimination of quercetin
glucuronides, the systemic availability of quercetin glucuronides was 10fold lower compared
to buckwheat tea intake and 100fold lower compared to onions. Furthermore, the absorption
of quercetin aglycone did not show any dose linearity after intake of 200 mg and 1000 mg
quercetin.

The absorption of quercetin-4’-O-glucoside after administration of spiraeoside (S) and the
onion supplement (Z) was extremely fast. Quercetin could already be detected in hydrolyzed
plasma 15 min after administration. After intake of onions maximum plasma concentrations
[Cmax] Of 2.3+1.5 pg-mL" were reached after 0.7+0.2 h [tn.](mean+SD), after intake of
spiraeoside Cmax Was 2.1+1.6 pg-mL'1 at time tnx 0.7+20.3 h. There was no statistically
significant difference in any of the pharmacokinetic parameters between the two applications.
After intake of onions and spiraeoside quercetin concentrations showed a biphasic profile,
and the terminal elimination phase set in after 9 to 12 h. This emphasized the significance of
long blood sampling periods combined with a highly sensitive detection method and explains
short elimination half lives of quercetin in plasma as previously published.

Despite the double quercetin intake maximum plasma concentrations were significantly lower
after administration of quercetin-3-O-rutinoside in form of buckwheat tea (B) and rutin (R)
compared to quercetin-4-O-glucoside (B: 0.6+0.7 ug-mL™", R: 0.3+0.3 pg-mL™"). The same
accounts for the AUC,, (mean for Z: 9.7 h-ug-mL", S: 8.4 h.ug-mL", B: 3.8 h-ug-mL", R:
2.5 h-ug-mL'1). After intake of buckwheat tea t,.x was reached after 4.3+1.8 h, and at
7.0+2.9 h after intake of rutin.

When comparing the buckwheat tea preparation to the pure compound rutin, a profound lag
time was only observed after rutin administration which resulted in later time points for tmax.
Maximum plasma concentrations reached in average only about half of the values obtained
after intake of buckwheat tea. However, due to high interindividual variability the difference
was not statistically significant.

The terminal elimination half life was about 11 h after intake of all four preparations. Thus,
differences could only be observed with regard to the rate and extent of absorption.
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Furthermore, the renal elimination was similar for all 4 preparations and thus independent
of the administered glycoside. Consequently, the renal clearance was very constant with
0.7 L-h™" for all four preparations. Different conjugates of quercetin and isorhamnetin were
also detected in urine. With regard to quercetin intake (100 mg and 200 mg, respectively) the
renally eliminated amount of the dose was 4.4+1.6 % of the onion supplement, 3.3+1.3 % of
spiraeoside, 0.8+0.6 % of buckwheat tea, and 0.7+0.6 % of rutin.

Despite the controlled diet of the hospitalized subjects the interindividual variability was
considerably high. However, when regarding each subject individually, the pharmacokinetic
parameters of the four treatments were often ranked alike. Thus, a subject with a high Cmax
concentration after intake of onions also had considerably high maximum plasma
concentrations after intake of rutin, in the order of onions = spiraeoside >> buckwheat
tea > rutin. This ranking among the four preparations was also evident in subjects with
overall very low plasma concentrations after intake of each of the four preparations. These
differences in magnitude led to high interindividual variability. Consequently, a cross-over
design is a prerequisite for further investigations of plant phenolics in humans.

The results from the in-vitro model using porcine small intestine in a modified Franz cell
agreed well with the results from the human studies. The absorption of the investigated
preparations in this model also decreased in the order of spiraeoside = onions > buckwheat
tea > rutin >> quercetin.

Quercetin- and kaempferol monoglucosides with a glucose in position C4’ or C7 were
completely cleaved to the aglycone by the intestine. The cleavage of a glucose bound at the
C3-position was incomplete, a rhamnose or rutinose was not cleaved. This corresponded
well with published results carried out with intracellular or membrane bound B3-glucosidases
in rat or human intestine.

The results from the human and in-vitro studies showed a good in-vitro/in-vivo correlation
for the investigated preparations. Thus, the modified Franz cell represented a fast,
meaningful, economical, and reproducible in-vitro absorption model. The significance of the
model for the absorption of other flavonoids and phenolics has to be further evaluated.

The mechanism of absorption of quercetin or its glycosides is still unclear. A possible
approach that has been postulated in the course of these investigations assumes that the
cleavage of glycosides occurs at the luminal side. The enzymes involved seem to have a
higher affinity for the glucosides than rutinoside. Apparently, the released quercetin aglycone
diffuses passively across the brush border. The absorption of rutin as well as the
administered aglycone is possibly hindered by the intestinal mucus layer. The transport
through the mucus towards the intestinal wall is thus more difficult for the lipophilic quercetin
and also for rutin (due to its molecular weight) than for quercetin monoglucosides.
Furthermore, the administered aglycone is chemically unstable in the pH- and temperature
conditions of the small intestine. In the lower intestine, the rutinose is cleaved under the
influence of bacterial microflora. This may result in increased local concentrations which
stimulate diffusion through the mucus and across the brush border. The fact that the
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released quercetin is more stable in the pH-environment of lower parts of the intestine may
contribute to increased absorption. The absorption from a buckwheat tea preparation
compared to the pure compound may be increased due to co-factors in the plant matrix
which do not only increase the solubility of rutin but also decrease the viscosity of the mucus
layer.

The pharmacodynamic effect of the detected quercetin metabolites is also still unclear.
Whereas quercetin glucuronides retained about half of the antioxidant activity compared to
quercetin in in-vitro assays, this capacity was no longer observed in vivo, most likely due to
high plasma protein binding. The intestinal metabolites also showed considerable antioxidant
effects. Yet little is known about their potential effectiveness in vivo. Based on our knowledge
today, the observed clinical efficacy can not be related to specific (groups of) compounds.
However, the pharmacodynamic effect is not necessarily exerted by those metabolites that
can be detected in plasma. It is presently under investigation whether quercetin glucuronides
are deglucuronidated at the site of action (e.g. the endothelium). Various tissues are known
for having profound B-glucuronidase activity. A turnover of the glucuronide to the aglycone at
the site of action would provide a significant link between in-vitro effects and in-vivo studies.
Further studies on the bioavailability and pharmacokinetics of plant phenolics should thus
also include investigations on the mechanisms of absorption and pharmacodynamic effects.
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8 Anhang

Tab. 8.1 Plasmakonzentrationen [ug mL'1] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach
Applikation von Zwiebeln (entsprechend 100 mg Quercetin) (Pilotstudie und Erganzung l.) bzw.

Zwiebeln und Quercetin (Erganzung Il.)

Pilotstudie Ergénzung I. Erganzung II.

tinh|Prob1 Prob2 Prob3| Prob1oF |Prob1ZQ Prob4ZQ Prob5ZQ

0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,0 0,0 0,0
0,5 | 1,93 0,45 0,91 2,3 3,9 1,8

1 3,00 1,43 1,51 2,08 2,9 2,4 3,0

2 2,51 1,23 1,30 2,03 2,6 2,3 2,0

3 1,66 0,91 0,86 1,18 1,2 1,5 0,8

4 1,08

5 1,11 0,69 0,51 1,04 1,2 1,8 0,5

Tab. 8.2 Plasmakonzentrationen [ug mL"] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach
Applikation von Buchweizenkrauttee (entsprechend 200 mg Quercetin) sowie 200 mg und 1000 mg
Quercetin jeweils als Suspension.

Buchweizenkraut Quercetin 200 mg Quercetin 1000 mg

tinh| Prob1 Prob2 Prob3| Prob1 Prob2 Prob3 | Prob1 Prob2 Prob3
0 0,000 0,009 0,000 | 0,000 0,000 0,010 | 0,000 0,023 0,022
0,5 | 0,069 0,064 0,085 | 0,025 0,047 0,038 | 0,046 0,061 0,044
1 0,043 0,041 0,052 | 0,028 0,035 0,025 | 0,046 0,037 0,043
2 0,027 0,034 0,044 | 0,011 0,023 0,017 | 0,058 0,034 0,034

3 0,027 0,021 0,109 | 0,018 0,017 0,012 | 0,044 0,029 0,026
5 0,290 0,098 0,075 | 0,017 0,014 0,012 | 0,097 0,025 0,023
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Tab. 8.3 Plasmakonzentrationen [ug mL-1] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach

Applikation von Zwiebeln (entsprechend 100 mg Quercetin)

t[h] Soll | 01Z 02Z 03Z 04Z 05Z 06Z

t[h] Cp [t[h] Cp [t[h] Cp [t[h] CP |t[h] Cp [t[h] Cp
0 0 0,01 |0 0,05 |0 0,02 |0 0,01 |0 0,02 [0 0,11
0,25 023 076 027 047 [025 068 025 329 [03 567
0,5 05 1,21 [045 282 053 029 [05 1,61 (055 444 (0,62 344
0,75 075 1,53 [078 2,35 (0,83 2,20 [075 2,38 [0,78 3,00 [0,82 3,44
1 1 0,95 [1,03 1,90 [1,08 2,09 |1 0,26 1,03 2,25 [1,07 257
1,5 15 067 153 123|157 143 |15 122 |1,47 156 |1,58 3,63
2 2 0,43 [2,03 083 [207 083 [2 0,62 205 1,21 208 3,30
3 292 056 303 1,57 |3 0,45 |3 074 |3,03 1,20 3,08 1,65
4 4 0,28 |4,03 1,60 4,07 058 |4 0,58 |4,05 1,07 4,08 1,40
6 597 0,14 607 077 |6 1,38 |6 0,29 6,03 087 6,07 1,17
8 8 0,15 (8,03 0,55 |8,07 059 |8 0,28 803 073 807 1,07
10 10,02 0,08 9,95 0,46 |9,98 0,40 |9,98 0,17 |10,02 0,54 |10,05 1,06
12 11,97 0,04 |12 0,32 (12,05 0,27 |12 0,14 [12,02 0,43 (12,12 0,85
16 16 0,04 |15,83 0,26 |16,05 0,19 |15,67 0,12 |157 0,30 |15,75 0,60
24 2342 0,05 235 0,21 [235 0,11 [2342 0,08 [23,52 0,19 23,38 0,55
t [h] Soll 072 0872 097 10Z 11Z 127

tth Cp |tth Cp |tfh Cp [tlh Cp |tthh Cp |tlh] Cp
0 0 0,01 [0 0,01 |0 0,00 |0 0,00 | 0,00 0,01/0,00 0,00
0,25 023 264 (027 072 [025 004 025 029 | 025 003028 0,02
0,5 05 249 [053 1,01 [052 074 [048 1,01 [048 045 0,50 0,70
0,75 073 280 (077 098 [075 1,08 [0,75 068 [0,75 091 (0,78 1,45
1 0,98 2,00 [1,02 063 |1 1,15 |1 077 1,00 1,25 [1,03 1,45
1,5 15 103|155 051|153 048 |15 058 |1,50 0,64 [1,42 1,15
2 2,02 080 [2,05 046 [2,03 0,27 |2 0,61 2,00 049 [2,03 0,70
3 303 076 [3,07 044 305 021 [297 053 (3,00 059 |3,05 0,60
4 428 0,78 |4 0,28 3,98 0,17 3,97 024 400 0,67 |403 074
6 6,05 043 [603 039 |6 0,12 |597 041 6,00 023 6,07 0,23
8 828 037 |8 0,38 8,02 0,07 795 028 798 0,36 |8,05 0,11
10 10,17 0,37 |10,08 0,33 |10 0,08 |10 0,18 |10,03 0,24 |10,07
12 12 032 12,08 12,22 0,04 |12 0,15 |12,05 0,14 |12,05
16 16 0,26 |16,15 0,14 |16,05 0,03 |16 0,08 16,05 0,10 16,12 0,01
24 2357 0,13 23,78 0,15 23,58 0,02 23,57 0,04 [23,47 0,0323,52 0,01
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Tab. 8.4 Plasmakonzentrationen [ug mL-1] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach
Applikation von Spiraeosid (entsprechend 100 mg Quercetin)

t[h]Soll | 01S 02S 03S 04S 05S 06S
t[h] Cp |t[h] Cp [tlh] Cp |tthh Cp |t[h Cp [|t[h] ©Cp
0 0 0,004 |0 0,037 |0 0,072 |0 0,001 |0 0,071 |0 0,063
0,25 0,25 0,049 (025 0,395 [0,28 0,750 0,23 0,525 |0,23 1,200 (0,25 1,451
0,5 05 0553 |05 2,981 |0,53 1,314 [048 0,574 [0,48 3,602 |0,5 2,413
0,75 0,75 1,045 |0,75 2,566 |0,78 0,962 |0,72 0,305 0,72 2,642 |0,75 5,875
1 1 0,750 |1 2,197 [1,07 0,765 (0,97 0,665 |0,97 2,078 |1 6,597
1,5 1,5 0606 [1,5 1,153 [1,58 0475 |1,48 1,392 (1,48 1,379 [1,5 4,465
2 2 0,376 |2 0,790 |2,08 0,402 1,98 1,223 |2 0,945 |2,02 3,467
3 3 0,246 (3,05 1,887 |3 1,023 [2,98 0,615 |3 0,826 (3,03 1,807
4 3,98 0,198 |4,02 3,98 0,447 (395 0,381 |3,98 0611 4,03 2,183
6 6 0,049 [6,02 6,03 0,101 597 0,365 |6 0,385 6,03 1,669
8 8 0,040 (7,97 0,305 [8,08 0,171 7,97 0,300 |8 0,331 (8,03 1,453
10 9,97 0,082 |10 0,223 [10,08 0,096 [10 0,202 |10,08 0,273 10,17 1,293
12 12 0,039 [12,03 12,08 0,104 |12 0,152 [12,03 0,292 (12,07 1,124
16 16 0,039 |16,05 0,230 16,08 0,046 [16 0,107 |16,03 0,656 |16,07 0,800
24 23,92 0,018 |23,92 0,137 |24 0,063 (24,33 0,073 [24,42 0,118 (24,35 0,677
t[h]Soll | 07S 08S 09S 10S 118 128
th] Cp jtfh] Cp jt[h] Cp jt[h] Cp |t[h] Cp tlh] Cp

0 0 0,000 |0 0,005 |0 0,002 |0 0,021 |0 0,027 [0 0,035
0,25 0,23 1,059 (0,23 0,264 025 0,236 (0,28 0,119 |0,25 1,552 [0,25 0,729
0,5 0,48 1,460 (0,48 0,702 [0,52 1,224 (0,52 1,130 |0,48 1,823 [0,48 1,562
0,75 0,73 1,931 |0,73 0,675 |0,77 0,936 (0,98 1,217 (0,80 0,75 1,174
1 1 0,879 [1,05 0,421 [1,08 0,770 1,02 0,953 [1,00 0,733
1,5 1,5 1,051 1,5 0,335 [1,55 0527 [1,52 0,311 |1,50 0,491 [1,50 0,587
2 2,03 0,600 |2 0,238 |2,03 0,283 [2,02 0,381 [2,05 0,540 [2,02 0,401
3 2,97 0,356 |3 0,110 (3,03 0,343 |3 0,402 (3,02 0,437 (3,02 0,431
4 3,98 0512 (4,02 0,190 |4,07 0,140 (3,98 0,410 |400 0,293 [4,02 0,388
6 6 0,257 |6,03 6,07 0,168 |6 0,198 |6,03 0,111 [6,05 0,357
8 7,97 0218 |8 8,03 0,144 (8,03 0,115 |802 0,120 7,98 0,187
10 10 0,076 |9,97 10,02 0,099 (10 0,071 [10,17 0,086 [10,00 0,134
12 12,02 0,068 (12,05 0,101 [12 0,027 [12 0,047 |12,32 0,108 |11,92 0,078
16 15,88 0,028 (15,83 0,086 [14,2 0,022 |1592 0,069 |15,83 0,088 [16,00 0,061
24 23,25 0,028 |23,5 0,067 |23,58 0,022 235 0,018 [23,57 0,050 |23,40 0,037
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Tab. 8.5 Plasmakonzentrationen [ug mL"] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach
Applikation von Buchweizenkrauttee (entsprechend 200 mg Quercetin)

t[h]Soll | 01B 02B 03B 04B 05B 06B

t[h] Cp |t Cp |t Cp |t Cp |t Cp |t Cp
0 0 0,004 |0 0,015 |0 0,013 |0 0,022 |0 0,034 |0 0,012
0,25 0,25 0,013 (0,28 0,051 |0,23 0,022 |0,25 0,015 042 0,092 0,25 0,179
0,5 05 0016 (053 0,067 |05 0,040 [0,5 0,059 05 0,266
0,75 0,75 0,023 (0,78 0,92 0,044 0,75 0,055 |0,75 0,107 |0,75 0,378
1 1 1 0,035 (1,2 0,115 |1 0,088 |1 0,099 (1,03 0,396
1,5 1,48 0024 (1,52 0,071 |1,58 0,109 |1,5 0,080 [1,58 0,301 [1,5 0,157
2 2,28 0,006 [2,03 0,040 1,98 0,414 |2 0,080 |2,03 0,133 |2 0,337
3 3,17 0,058 (3,17 0,039 [3,08 1,106 |3 0,121 (3,05 0,323 3,02 1,395
4 4 0,026 4,03 3,98 0,778 3,92 0,048 |3,93 2237 |4 0,719
6 6,03 0,022 6,17 6,03 0,191 |6 0,029 |6 0,528 |6,03 0,783
8 8 0,014 (8,08 0,049 |8,03 0,121 |8 0,023 (8,03 0,309 |8 0,510
10 10 0,014 10,02 0,069 |10,05 0,104 [10,95 0,017 10,03 0,208 9,98 0,461
12 12,07 0,027 |12,03 0,041 [12,12 0,082 [12 0,021 |11,97 0,188 [12,03 0,475
16 16,03 0,012 (1598 0,017 |16 0,044 [16 0,008 |1588 0,111 1592 0,315
24 23,67 0,006 |23,75 0,014 |23,75 0,042 [23,25 0,010 |23,3 0,069 [2325 0,255
t[h]Soll | 07B 08B 09B 10B 11B 12B

t [h] Cp |t[h] Cp jt[h] Cp |t[h] Cp |t[h] Cp |t[h] Cp
0 0 0,101 |0 0,092 |0 0,010 |0 0,011 | 0 0 0010
0,25 0,25 0,124 (0,27 0,141 |0,25 0,018 |0,22 0,029 | 0,25 0,019 | 0,28
0,5 05 0,78 [0,53 0,144 |0,52 0,029 (0,47 0,060 | 0,50 0,063 | 0,55 0,054
0,75 0,75 0,160 |0,78 0,129 |0,77 0,023 0,72 0,032 | 0,75 0,102 | 0,78 0,146
1 1,03 0,393 1,03 0,127 [1,02 0,016 [0,97 0,048 | 1,00 0,107 | 1,03 0,093
1,5 1,5 0401 1,53 0,133 [1,52 0,031 [1,47 0,030 | 1,52 0,116 | 1,55 0,136
2 1,98 0,135 2,02 0,113 |2 0,027 [1,97 0,040 | 2,00 0,092 | 2,07 0,082
3 3,07 0,066 (3,02 0,083 [3,05 0,027 [2,97 0,044 | 3,13 0,288 | 3,00 0,042
4 3,93 0,348 (4,02 0,297 |4 0,015 (3,97 0,224 | 402 0,563 | 4,05 0,312
6 6,08 0510 [6,08 0,788 |6,02 0,068 |597 0,305 | 6,02 0,241 | 6,07 0,299
8 7,97 0258 |8 0,900 (8,07 0,028 |8 0,046 | 8,03 0,152 | 8,07 0,123
10 9,95 0,162 (9,98 0,694 [10,02 0,019 (9,8 0,056 | 9,80 0,106 | 9,83 0,073
12 11,97 0,076 [12 0,429 |12,05 0,016 |12,17 0,039 |12,33 0,069 | 12,25 0,047
16 15,92 0,030 (1597 0,454 |16 0,012 [16 0,024 |16,05 0,023 | 16,00 0,029
24 23,55 0,059 23,7 0,393 |23,77 0,008 235 0,015 |23,38 0,009 | 23,67 0,018
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Tab. 8.6 Plasmakonzentrationen [ug mL"] von Quercetin nach Hydrolyse der Konjugate nach
Applikation von Rutin (entsprechend 200 mg Quercetin)

t[h]Soll | O1R 02R 03R 04R 05R 06R
t[h] Cp |t[h] Cp [tlh] Cp |tthh Cp |t[h Cp [|t[h] ©Cp
0 0 0,001 |0 0,012 |0 0,023 |0 0 0,016 |0 0,014
0,25 0,3 0,005 (025 0,020 0,45 0,025 0,25 0,007 |0,25 0,017 |0,25 0,021
0,5 05 0013 [05 0,018 0,58 0,009 05 0,019 |05 0,018
0,75 0,75 0,010 |0,75 0,014 |0,78 0,023 [0,8 0,010 [0,75 0,023 |0,75 0,023
1 1 0,008 |1 0,018 (1,08 0,025 [1,03 0,007 |1,1 0,017 |1 0,021
1,5 1,5 0012 1,5 0,019 [1,83 1,5 0,007 [1,55 0,026 [1,5 0,021
2 2 0,005 |2 0,012 |2,25 0,037 2,03 0,008 |2 0,027 |2 0,017
3 3 0,005 (3,13 0,160 [3,08 0,828 |3 0,012 (3,03 0,046 |3 0,109
4 4 0,029 |4 0,486 |4,03 1,043 |4,08 0,007 4,17 0,112 |4 0,082
6 6 0,033 6,08 0,329 6,17 0,283 |6,03 0,021 |6,08 0,279 |6,25 0,060
8 7,92 0,017 (8,03 0,145 |8 0,170 (8,03 0,014 |8,08 0,584 |8 0,054
10 10 0,020 [10,17 0,074 |10,03 0,122 |10 0,007 |10,42 0,905 |10,08 0,061
12 12,22 0,017 (12,17 0,088 12,25 0,101 [12 0,010 |12,13 0,586 |12,07 0,071
16 16 0,020 (16,17 0,065 |16,05 0,076 [16 0,008 |16,07 0,227 |16,13 0,082
24 24,08 0,022 |24,17 0,038 |242 0,045 [23,58 0,006 |23,72 0,118 |23,63 0,067
t[h]Soll | O7R 08R 09R 10R 11R 12R
th] Cp jtfh] Cp jtfh] Cp jt[h] Cp |t[h] Cp tih] Cp

0 0 0,036 |0 0,079 |0 0,003 |0 0,009 | 0 0 0,040
0,25 0,23 0,034 (027 0,071 |0,3 0,003 |0,23 0,029 | 0,25 0,033 | 0,27 0,058
0,5 05 0,038 [052 0,073 |0,55 0,003 |0,5 0,017 | 0,52 0,033 | 0,53 0,103
0,75 0,72 0,042 0,75 0,071 |0,78 0,003 [0,73 0,011 | 0,75 0,021 | 0,77 0,058
1 0,97 0,041 [1,02 0,061 |1,05 0,003 |1 0,015 | 1,02 0,032 | 1,03 0,090
1,5 1,47 0044 1,5 0,084 [1,53 0,003 [1,5 0,014 | 1,52 0,045 | 1,53 0,026
2 1,97 0,050 |2 0,073 |2,03 0,003 |2 0,013 | 2,02 0,039 [ 2,03 0,111
3 2,97 0,052 |3,03 0,089 |3 0,004 (3,05 0,017 | 3,10 0,037 | 3,02 0,140
4 4 0,039 (4,03 0,072 [3,97 0,007 |4 0,016 | 4,02 0,166 | 4,03 0,093
6 598 0,035 (6,02 0,053 |6,05 0,004 |6 0,156 | 6,02 0,091 | 6,03 0,171
8 8 0,085 (8,22 0,165 |8,27 0,005 |8 0,361 | 8,05 0,053 |8,08 0,184
10 10 0,071 |10,18 0,328 10,1 0,045 [10 0,106 |10,03 0,056 |10,08 0,094
12 12 0,055 [121 0,436 |12,27 0,036 |12 0,149 [12,03 0,049 [12,08 0,085
16 16,02 0,036 (16,1 0,343 |16,18 0,015 [15,92 0,084 |16,03 0,039 |16,08 0,063
24 23,38 0,021 [23,4 0,238 |23,45 0,004 22,92 0,050 23,12 0,034 |23,50 0,043




Anhang

158

Tab. 8.7 Isorhamnetin-Plasmakonzentrationen (nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate) nach
Applikation von Zwiebeln (2).
Min/Max=Minimal-/Maximalwert.

n=12 Probanden.

MW =Mittelwert,

SD=Standardabweichung,

Z MW Z SD Z Min Z Median Z Max
T[] | CplugmL™ CplugmL™] CplugmL™] CplugmL™] Cp[ugmL]

0 0,007 0,001 0,006 0,007 0,008
0,25 0,138 0,124 0,004 0,083 0,389
0,5 0,146 0,100 0,011 0,141 0,345
0,75 0,184 0,075 0,067 0,178 0,327

1 0,139 0,061 0,086 0,123 0,298
1,5 0,123 0,071 0,029 0,105 0,290

2 0,105 0,083 0,028 0,082 0,345

3 0,114 0,064 0,031 0,095 0,228

4 0,103 0,068 0,030 0,083 0,229

6 0,075 0,053 0,016 0,060 0,179

8 0,061 0,040 0,009 0,053 0,149

10 0,058 0,036 0,009 0,068 0,127

12 0,041 0,028 0,009 0,041 0,104

16 0,033 0,024 0,005 0,026 0,078
24 0,022 0,015 0,00 0,021 0,049

Tab. 8.8 Isorhamnetin-Plasmakonzentrationen (nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate) nach
Applikation von Spiraeosid (S).
Min/Max=Minimal-/Maximalwert.

n=12 Probanden.

MW=Mittelwert,

SD=Standardabweichung,

S MW S SD S Min S Median S Max

Tih] | CplugmL™] CplugmL’] CplugmL’] CplugmL™] Cp[ugmL]
0 0,006 0,008 0,000 0,004 0,023
0,25 0,047 0,032 0,017 0,038 0,100
0,5 0,113 0,080 0,030 0,085 0,271
0,75 0,129 0,102 0,027 0,091 0,328
1 0,114 0,092 0,034 0,072 0,323
1,5 0,099 0,085 0,019 0,064 0,328
2 0,086 0,066 0,018 0,059 0,239
3 0,092 0,076 0,025 0,063 0,246
4 0,063 0,049 0,024 0,045 0,194
6 0,041 0,034 0,017 0,029 0,129
8 0,044 0,031 0,018 0,032 0,114
10 0,036 0,035 0,011 0,022 0,127
12 0,026 0,033 0,004 0,015 0,110
16 0,021 0,019 0,003 0,015 0,054
24 0,015 0,012 0,002 0,011 0,035
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Tab. 8.9 Isorhamnetin-Plasmakonzentrationen (nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate) nach
Applikation von Buchweizenkraut (B). n=11 Probanden. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min/Max=Minimal-/Maximalwert.

B MW B SD B Min B Median B Max
Tih] | CplugmL™] CplugmL’] CplugmL’] CplugmL™] Cp[ugmL"]

0 0,017 0,004 0,013 0,019 0,020
0,25 0,012 0,011 0,002 0,011 0,025
0,5 0,010 0,007 0,002 0,009 0,019
0,75 0,011 0,008 0,002 0,010 0,022

1 0,013 0,010 0,002 0,013 0,030
1,5 0,012 0,006 0,003 0,013 0,020

2 0,012 0,007 0,003 0,015 0,020

3 0,028 0,025 0,003 0,017 0,072

4 0,041 0,041 0,000 0,035 0,144

6 0,052 0,036 0,008 0,049 0,104

8 0,042 0,040 0,007 0,021 0,120

10 0,033 0,031 0,005 0,018 0,089

12 0,033 0,025 0,004 0,024 0,084

16 0,020 0,022 0,004 0,010 0,070
24 0,022 0,017 0,009 0,013 0,051

Tab. 8.10 Isorhamnetin-Plasmakonzentrationen (nach hydrolytischer Spaltung der Konjugate) nach

Applikation von Buchweizenkraut (B). n=9 Probanden

R MW R SD R Min R Median R Max
Tl | CplugmL™] CplugmL™ CplugmL"] CplugmL™ Cp[ugmL"]

0 0,009 0,007 0,004 0,007 0,020
0,25 0,006 0,003 0,004 0,006 0,009
0,5 0,011 0,006 0,007 0,010 0,018
0,75 0,008 0,005 0,003 0,008 0,013

1 0,009 0,006 0,002 0,012 0,015
1,5 0,010 0,007 0,003 0,010 0,016

2 0,009 0,006 0,004 0,008 0,016

3 0,015 0,016 0,002 0,008 0,051

4 0,025 0,028 0,008 0,015 0,088

6 0,026 0,023 0,007 0,012 0,065

8 0,029 0,022 0,006 0,029 0,075

10 0,031 0,044 0,004 0,018 0,144

12 0,032 0,036 0,004 0,021 0,112

16 0,027 0,022 0,006 0,017 0,064
24 0,017 0,018 0,003 0,010 0,046
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Anhang 162
Tab. 8.15 Renale Elimination von Homovanillinsdure [uMol] pro Urinsammelintervall dt [h]
dt [h] ZMW Z SD S MW S SD B MW B SD R MW R SD
0 2,9 3,2 1,3 2,3 1,1 1,6 1,0 2,3
0-3 3,5 2,0 3,9 3,0 3,5 2,2 4.0 2,1
3-6 6,1 4,8 5,8 4,3 20,0 12,2 7,9 4,3
6-9 11,4 12,5 11,3 8,8 26,3 15,4 12,3 9,0
9-12 9,1 7,3 9,2 6,0 21,0 9,8 15,7 11,5
12-24 19,7 11,9 19,9 9,3 35,8 15,9 33,2 21,1
24-36 13,1 14,2 13,5 8,4 11,9 8,1 21,8 15,0
36-48 6,3 5,1 10,7 8,5 9,3 11,2 9,1 8,2
Summe 72,0 31,9 75,6 34,2 127,9 48,0 105,1 41,7
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Anhang 167

Abb. 8.1 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Zwiebeln: Probanden 1 bis 6
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Abb. 8.2 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Zwiebeln: Probanden 7 bis 12
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Abb. 8.3 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Spiraeosid: Probanden 1 bis 6
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Abb. 8.4 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Spiraeosid: Probanden 7 bis 12
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Abb. 8.5 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin
nach Applikation von Buchweizenkrauttee: Probanden 1 bis 6
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Abb. 8.6 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Buchweizenkrauttee: Probanden 7 bis 12

DtName: 0/7B

C(ug/ml)

01 2 3 45 6 7 8 910 12 13 15

T(h)

17 18 20 22 23 25

ke von 07B wurde nicht aus diesem Graph,
sondern aus dem Mittelwert der 3 anderen
Applikationen ermittelt.

DtName: 09B

01

. 2% o o L
E %o o
E) 0,01-2
=
O
0,001
01 2 3 45 6 7 8 9 10 12 13 15 17 19 21 23 25
T(h)
DtName: 11B
1
(o]
© o
O
~ o1 (Qoo (o] o
(o]
S
O
= o]
O oo

0,001

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 15 17 19 21 28

T(h)

DtName: 08B

C(pg/ml)

01 2 3 45 6 7 8 9 10 12 13 15

T(h)

17 18 20 22 23 25

ke von 08B wurde nicht aus diesem Graph,
sondern aus dem Mittelwert der 3 anderen
Applikationen ermittelt.

DtName: 10B

— o
£
S o1
2 o
(@) o o © o 9
P \
0‘01D
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 15 17 18 20 22 23 25
T(h)
DtName: 12B
1
O o
=
E o !
D o= o
2 ? °
o
O Q Q\U\
0,01-2

01 2 3 45 6 7 8 910 12 13 15

T(h)

17 18 20 2 2



Anhang 173

Abb. 8.7 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Rutin: Probanden 1 bis 6
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Abb. 8.8 Graphische Darstellung der individuellen Quercetin Plasmakonzentrations-Zeit-Verlaufe
nach Applikation von Rutin: Probanden 7 bis 12
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Anhang 177

Abb. 8.9 Graphische Darstellung des fittings der Quercetin-Plasmakonzentrationen an ein
Zweikompartimentmodell nach Applikation von Zwiebeln. In den Abbildungen sind die erhaltenen
(Punkte) und die berechneten (Linie) Plasmakonzentrationen dargestellt.
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Anhang 180

Abb. 8.10 Graphische Darstellung des fittings der Quercetin-Plasmakonzentrationen an ein

Zweikompartimentmodell nach Applikation von Spiraeosid. In den Abbildungen sind die erhaltenen
(Punkte) und die berechneten (Linie) Plasmakonzentrationen dargestellt.
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Anhang 183

Abb. 8.11 Graphische Darstellung des fittings der Quercetin-Plasmakonzentrationen an ein Zwei-
bzw. Einkompartimentmodell nach Applikation von Buchweizenkraut. In den Abbildungen sind die
erhaltenen (Punkte) und die berechneten (Linie) Plasmakonzentrationen dargestellt.
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Anhang 186

Abb. 8.12 Graphische Darstellung des fittings der Quercetin-Plasmakonzentrationen an ein Zwei-
bzw. Einkompartimentmodell nach Applikation von Rutin. In den Abbildungen sind die erhaltenen
(Punkte) und die berechneten (Linie) Plasmakonzentrationen dargestellt.
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Abb. 8.13 Sigma-Minus-Plot von Quercetin nach Applikation von Zwiebeln zur Ermittlung der
Eliminationskonstante ke.
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Abb. 8.14 Sigma-Minus-Plot von Quercetin nach

Eliminationskonstante ke.
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Abb. 8.15 Sigma-Minus-Plot von Quercetin nach Applikation von Buchweizenkrauttee zur Ermittlung
der Eliminationskonstante ke.

018 028
1000 :
> y = 283,0e70 1% 5" ¢ Y = 886,007
= 100 =
5 2 100
£ 10 5
> 10 ‘ ‘ ‘ ‘
| ‘ | | | o 3 6 9 12
o 6 12 18 24 th]
t{h]
03B 04B
10000 o175 1000
2 1000% ¢ y = 547,8e7 2 y = 251,8¢"%%
= . = 100 .
5 100 ‘\.\‘ 5
2 T 10
5 10 5 '\’\0
14 ‘ ‘ ‘ ‘ 11 ‘ ‘ ‘ ‘
o 6 12 18 24 o 3 6 9 12
t[h] t[h]
058 06B
10000 10000
—= -0,118 S -
T 1000%*, y = 634,061 2 . y = 829,66 %%
= o = 1000 o
5 100 0\ 5 0\*\‘
2 T 100
£ 10 5
14 T T T T T 1 10 4 ; | . )
0 6 12 18 24 30 36 o 6 12 18 24
t[h] t[h]




190

Anhang
07B 08B
10000 0,153 10000 0,152
=2 = 716,0e™ > =) * = 8631,4e0 152
= 1000 ¢ y 3 y
5 5 1000
€ 100 =
5 5
10 1 ‘ ‘ ‘ 100 - ; ; ; ‘
0 12 18 24 0 6 12 18 24
th] t[h]
09B 10B
1000 0,068 10000
g y = 185,39 »UB5X g y = 3498’7e-0,263x
5 100 5 1000 *
€ ’\v\‘ <z
5 5
10 | : : : 100 - : : :
0 12 18 24 0 3 6 9 12
t[h] t[h]
11B 12B
10000 1000
= = * y = 5039’29-0,5651x
= y = 910,97¢0-12%8x = 100
5 1000 -
€ € 10
5 ‘&1\, 5
100 : : : ‘ 14 | ‘ : ‘
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
t[h] t[h]

Abb. 8.16 Sigma-Minus-Plot von Quercetin nach Applikation von Rutin zur Ermittlung der
Eliminationskonstante ke.
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Abb. 8.17 Renale Clearance-Plots
Administration von Zwiebeln.
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Abb. 8.18 Renale Clearance-Plots
Administration von Spiraeosid.
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Abb. 8.19 Renale Clearance-Plots (U; gegen AUC,) fir die Quercetinausscheidung nach
Administration von Buchweizenkrauttee.
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8.25 Freigabe-Protokoll der Prifformulierung am Beispiel von Quercetin 1000 mg

d

Priifpriiparat - Freigabe

Das Préparat: Q 1 0 00

mit der Zusammensetzung (Herstellungsprotokoll siehe Anhang):

Pos.| Chargen- Rohstoffe m/m | EW
Nummer [%o] [g] |
1 | JW/Schw.08 Methocel® K4M — Schleim | 76,01| 76,03
1098/01 1 0,5% in Aqua purificata

| (keimfiltriert) i Lty Sl
Ethanol 96% - 15,38 15,39
365657/1 | Quercetin - dihydrat (Fluka) = 8,61 8,61

12098

wurde gepriift auf:
1) Gehalt an Quercetin mittels HPLC (Methode Firma Schwabe intern).
2) Mikrobiologische Stabilit4t nach Europédischem Arzneibuch.

Ergebnis der Priifungen:
1) Der Gehalt der oben angefithrten Formulierung an Quercetindihydrat betragt 8,7701 %o.
2) Die Priifung auf mikrobiologische Stabilitit entspricht dem Européischem Arzneibuch.

Die Formulierung entspricht hinsichtlich Quercetin-Gehalt wund
mikrobiologischer Stabilitit den geforderten Spezifikationen.

Die Formulierung wurde im Produktionsbereich Hygienezone (Raumklasse D) hergestellt bei

Abteilung Galenische Entwicklung
Dr. Willmar Schwabe Arzneimittel

Willmar-Schwabe-Stralle 4
Postfach 41 09 25 E xﬂ5
76209 Karlsruhe ettt rnees
Dr. Oschmann
(Abteilungsleiter)
Pr. Willmar Schwabe GrbH & Co.
Die oben erwihnten Priifungen wurden durchgefiihrt bei o scnyane-str. 4, 76227 Karlsruhe

\, Postfach 4109 25, 76209 Karlsruhe

|
/

Abteilung fiir analytische Entwicklung
Dr. Willmar Schwabe Arzneimittel
Willmar-Schwabe-Stralle 4

Postfach 41 09 25

76209 Karlsruhe

Dr. Lang
(Kontroll-Leiter firklinische Muster)
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Tab. 8.26 ANOVA-Tabelle fur tyax

Source of Variation DF SS MS F P
treatment 3 337,874 112,625 47,432 <0,001
subject 11 55,066 5,006 2,108 0,048
Residual 33 78,357 2,374
Total 47 471,296 10,028

Die Power des durchgefuhrten Tests mit alpha =

medikationen entsprach 1,0.

Tab. 8.27 Ergebnisse des Tukey-Tests flr den Vergleich von tpax

Comparison Diff of p q P<0.05
Means

rvs. z 6,302 4 14,168 Yes

rvs.s 6,281 4 14,120 Yes

rvs.b 2,660 4 5,980 Yes

bvs. z 3,642 4 8,189 Yes

bvs.s 3,621 4 8,140 Yes

SVS.z 0,0217 4 0,0487 No
Tab. 8.28 Anova-Tabelle fir den Vergleich von Cnax
Source of Variation DF SS MS F P
treatment 3 36,801 12,267 16,891 <0,001
subject 11 35,250 3,205 4,412 <0,001
Residual 33 23,966 0,726
Total 47 96,017 2,043
Die Power des durchgefihrten Tests mit alpha = 0,05 fir

0,05 far den Vergleich der Studien-

den Vergleich der

Studienmedikationen entsprach 1,0. In Tab. 8.29 sind die Ergebnisse des Tukey-Tests

dargestellt.

Tab. 8.29 Ergebnisse des Tukey-Tests flr den Vergleich von Cpax

Comparison Diff of p q P<0.05
Means
ZVSs.r 1,986 4 8,074 Yes
zZvs.b 1,671 4 6,794 Yes
ZVS. S 0,195 4 0,791 No
SVs.r 1,792 4 7,283 Yes
svs. b 1,477 4 6,002 Yes
bvs.r 0,315 4 1,280 No
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Tab. 8.30 ANOVA-Tabelle fir den Vergleich der terminalen Halbwertszeit

Source of Variation DF SS MS F P
treatment 3 20,571 6,857 0,835 0,484
subject 11 334,166 30,379 3,699 0,002
Residual 33 271,046 8,214

Total 47 625,783 13,315

Tab. 8.31 ANOVA-Tabelle fir den Vergleich von AUC

Source of Variation DF SS MS F P
treatment 3 433,691 144,564 7,158 <0,001
subject 11 994,109 90,374 4,475 <0,001
Residual 33 666,446 20,195

Total 47 2094,245 44,558

Die Power des durchgefihrten Tests mit alpha = 0,05 fir den Vergleich der
Studienmedikationen betrug 0,948. In Tab. 8.32 sind die Ergebnisse des Tukey-Tests
dargestellt.

Tab. 8.32 Ergebnisse des Tukey-Tests fur den Vergleich der AUC,

Comparison | Diff of Means p q P<0.05

ZVS. r 7,189 4 5,542 Yes

zvs. b 5,839 4 4,501 Yes

ZVS. S 1,301 4 1,003 No

sSvs.r 5,888 4 4,539 Yes

svs. b 4,538 4 3,498 No

bvs.r 1,350 4 1,041 No
Tab. 8.33 ANOVA-Tabelle fur den Vergleich von MRT
Source of Variation DF SS MS F P
subject 11 845,557 76,869 6,045 <0,001
treatment 3 472,942 157,647 12,397 <0,001
Residual 33 419,633 12,716
Total 47 1738,132 36,982

Die Power des durchgefihrten Tests mit alpha = 0,05 fir den Vergleich der
Studienmedikationen entsprach 0,999. In Tab. 8.34 sind die Ergebnisse des Tukey-Tests
dargestellt.
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Tab. 8.34 Ergebnisse des Tukey-Tests fur den Vergleich von MRT

Comparison | Diff of Means p q P<0.05
rvs. z 7,750 4 7,529 Yes
rvs.s 7,600 4 7,383 Yes
rvs, b 5,533 4 5,375 Yes
bvs.z 2,217 4 2,153 No
bvs.s 2,067 4 2,008 No
SVS.z 0,150 4 0,146 No

Tab. 8.35 ANOVA-Tabelle fir den Vergleich der renal eliminierten Menge [% der Dosis]

Source of |DF SS MS F P

Variation

treatment |3 125,087 41,696 37,492 <0,001

subject 11 16,174 1,470 1,322 0,256

Residual 33 36,700 1,112

Total 47 177,961 3,786

Die Power des durchgefihrten Tests mit alpha = 0,05 fir den Vergleich der

Studienmedikationen entsprach 1,0. In Tab. 8.36 sind die Ergebnisse des Tukey-Tests

dargestellt.

Tab. 8.36 Ergebnisse des Tukey Tests fur den Vergleich von der renal eliminierten Quercetinmenge
berechnet als Prozent der applizierten Quercetindosis.

Comparison | Diff of p q P<0.05
Means
ZVS. I 3,710 4 12,187 Yes
zvs. b 3,617 4 11,880 Yes
ZVS. S 1,041 4 3,419 No
SVs.r 2,669 4 8,768 Yes
svs. b 2,576 4 8,461 Yes
bvs.r 0,0933 4 0,307 No
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