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1. Einleitung

1.1 Arzneimittelinteraktionen mit Grap  efruitsaft

Arzneimittelinteraktionen mit Grapefruitsaft wurden zum ersten Mal 1991 von Bailey
beschrieben (Bailey et al., 1991):

Damals war es Ziel seiner Untersuchungen Interaktionen zwischen Alkohol und
Felodipin (Plendila), einem Calciumkanalblocker zu untersuchen. Da Bailey als eine
ausgepragte Abneigung gegen den Alkoholgeschmack hatte, wollte er diesen bei den
Versuchen Uberdecken und probierte so einige Mischungen von medizinischem
Alkohol und verschiedenen Fruchtsaften aus. Am besten kam seinen Erfordernissen
eine Mischung aus Alkohol und einem Grapefruitsaftkonzentrat entgegen. Obwohl in
dieser Versuchsserie keinerlei Interaktion mit Alkohol festgestellt wurde, zeigte sich
damals jedoch eine deutliche Wechselwirkung des Felodipin mit Grapefruitsaft (The
People’s Pharmacy 1997).

Spatere Untersuchungen ergaben, daf3 vielfaltige Arten von Arzneimittelinteraktionen
des Grapefruitsafts festgestellt werden konnten:

Die Plasmaspiegel von Cyclosporin, einem Immunsuppressivum, waren nach
gleichzeitiger Einnahme von Grapefruitsaft erh6ht. Durch Ausnutzen dieser Interaktion,
wurde eine maogliche Kosteneinsparung von ca. 50% der Arzneimittelkosten, durch
niedrigere Dosierungen des Pharmakons bedingt, errechnet (Yee et al.,1995).

Schimmelpilze der Gattung Aspergillus produzieren Aflatoxin B1, welches bei
chronischem Kontakt zu Leberzellkarzinomen fuhrt, bedingt durch eine Aktivierung der
Substanz im Organismus. Diese ist durch Flavonoide, die im Grapefruitsaft enthalten
sind, unter ihnen Naringenin, zu hemmen (Guengerich et al., 1990).

Seit 1982 sind nach Angaben des britischen Committee on Safety of Medicines 14
Patienten nach der Einnahme von Terfenadin-haltigen Antihistaminika gestorben. Dies
wurde unter anderem auf die Wechselwirkung mit Grapefruitsaft zurtickgefuihrt. Als
Konsequenz wurden Terfenadin-haltige Medikamente in England wieder als
verschreibungspflichtig ausgewiesen (Thomas, 1997).
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Zu den weiteren Medikamenten, die Wechselwirkungen mit Grapefruitsaft zeigen,
gehdren Benzodizepine wie Midazolam (Kupferschmidt et al.,1995) und Triazolam
(Hukkinen et al., 1995), verschiedene Calciumkanalblocker vom Dihydropyridintyp wie
Felodipin (Bailey et al., 1990), Nitrendipin (Soons et al., 1991), aber auch Cumarin
(Runkel et al., 1996) und Coffein (Fuhr et al., 1993).

Ducharme et al. (1995) und Kupferschmidt et al. (1995) zeigten, dal3 diese Hemmung
nur nach oraler Einnahme des Medikaments, jedoch nicht nach intravendser Gabe in
Verbindung mit dem Grapefruitsaft zu beobachten war. Dies deutet auf den Magen-
Darm-Trakt als wichtigen Ort der Interaktionen hin (Kolars et al., 1992).

Die Interaktionen werden durch Hemmungen von Monoxygenasen vom P450-Typ
erklart (Guengerich et al., 1990). Ein Isoenzym des P450, das fur die Interaktionen
verantwortlich ist, CYP3A4, wurde von Kolars et al. (1992) auch in den Enterozyten
des Darms nachgewiesen. Uber dieses und die Isoenzyme CYP2D6 und CYP2C9/19
werden nach Shah et al. (1997) 80- 90% aller Pharmaka metabolisiert.

Als mdgliche Bestandteile des Saftes, die fur diese Interaktionen verantwortlich sind,
werden Flavonoide (Fuhr et al.,1993), und Cumarine (Edwards et al., 1996)
vorgeschlagen.

1.2 Elimination von Fremdstoffen im Organismus

Elimination von Fremdstoffen aus einem Organismus (auch als Biotransformation
bezeichnet) verfolgt das Ziel, Substanzen von einem lipophilen Zustand in eine

wasserldsliche, und damit nierengangige Form zu tberfuhren.

Die Biotransformation wird in zwei Phasen unterteilt, die als Phase-I- und Phase-lII-
Reaktion bezeichnet werden.
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1.2.1 Phase-I-Reaktionen

Zu diesen Reaktionen, die der Bildung neuer funktioneller Gruppen (z.B. OH) oder der
Transformation vorhandener (z.B. O-oder N-Dealkylierung) dienen, zé&hlen
Oxigenierungs-, Epoxidierungs-, Dealkylierungs-, Reduktions- und
Hydrolysierungsreaktionen. Dadurch wird die Zahl freier Elektronenpaare erhéht und
die Hydrophilie der auszuscheidenden Substanz verbessert (Forth et al., 1992).

Von dem Aglykon des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Flavonoids Naringin,
dem Naringenin, ist eine Hemmwirkung auf CYP3A4 einem Isoenzym  der
Monoxygenase bekannt (Guengerich et al., 1990).

1.2.1.1 P450-Monoxygenasen

Diese Enzyme besitzen die Eigenschaft nach Substratbindung durch unterschiedliche
Affinitaten der Konfomere des Enzymkomplexes zu Kohlenmonoxid Differenzspektren
zu bilden. Nach Einleitung von Kohlenmonoxid in eine enzymhaltige LOsung
beobachteten Klingenberg et al. (1958) ein solches Differenzspektrum mit einem
Maximum bei 450 nm. Da die damals bekannten Cytochrom-CO-Komplexe andere
Spektren besalRen, wurde postuliert, dal3 es sich um das gesuchte Enzym der
Fremdstoffoxidation handelt. Es wurde ,P-450“ (Pigment 450) genannt und durch
nachfolgende Untersuchungen als der Hauptbestandteil der mikrosomalen
Monoxygenasen identifiziert. Omura et al. beschrieben es 1964 als Gruppe
eisenhaltiger Himoproteine mit einem Molekulargewicht von 45-60 kDa.

Schon Axelrod et al. postulierten 1955 aufgrund der geringen Substratspezifitat des
mikrosomalen Monoxygenasesystems mehrere Enzymformen. Dies konnte spater

durch molekularbiologische Untersuchungen bestatigt werden.

1993 wurden bereits 221 Cytochrom P450-Isoenzyme aufgelistet (Nelson et al., 1993),
deren Sequenz und enzymatische Aktivitat bestimmt ist. Sie werden 36 Genfamilien
zugeordnet. Bei den Saugern sind 12 Genfamilien und 22 Subfamilien bekannt. Der
Genlocus des Isoenzyms CYP3A4 liegt auf Chromosom 7 (79g21- p22.1) (Brooks et al.,
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1988). Von den P450 Isoenzymen sind bis heute 17 bestimmten Chromosomen
zugeordnet (D’Arcy et al., 1996).

Mitglieder einer Familie sind durch eine mindestens 40%ige Sequenzidentitat und
Mitglieder einer Subfamilie durch eine 59%ige Sequenzidentitdt gekennzeichnet
(Pfeiffer et al., 1995).

1.2.1.2 Nomenklatur der P450-Monoxygenasen

Durch die mdoglich gewordene Gliederung in Familien und Subfamilien ist eine
vereinheitlichte Nomenklatur festgelegt worden (Nelson et al.,, 1993). Danach
bezeichnet CYP ein Cytochrom-P450-abhangiges Enzym, die folgende arabische Zahl
die Familie, der folgende GroR3buchstabe die Subfamilie und eine zweite arabische
Ziffer das individuelle Enzym (z.B. CYP3A4 usw.).

1.2.1.3 Eigenschaften der P450-Monoxygenasen

Die maRRgeblich am Metabolismus zahlreicher endogener Stoffwechselprodukte (z.B.
Steroide, Fettsauren, biogene Amine, Prostaglandine, Leukotriene) beteiligten
Isoenzyme sind relativ substratspezifisch. Dagegen zeigen die durch Fremdstoffe
induzierbaren Formen insgesamt eine geringere Substratspezifitat, jedoch bestehen
zwischen einzelnen Isoenzymen teilweise beachtliche Unterschiede in dem

Umsatzraten, in der Regio- und Stereoselektivitat (Pfeifer et al., 1995).

1.2.2 Phase-llI-Reaktionen

Durch Ubertragung korpereigener Stoffe auf die Substrate mit geeigneten funktionellen
Gruppen enstehen hydrophile Konjugate.
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Sie werden durch Ubertragung korpereigener Verbindungen auf ein Substrat bei
Vorhandensein von Hydroxy-, Amino-, Thiol-, oder Carboxygruppen bzw. bei
Anwesenheit von C=C Doppelbindungen oder Epoxidstrukturen (Verknipfung mit
Glutathion) gebildet; bei vielen Pharmaka mufd daher erst eine Phase-I-Reaktion

stattfinden, damit diese Voraussetzungen gegeben sind.

Konjugierung mit Beispiel

Essigsaure oder Hippursaure Hydralazin

langkettige Fettsauren Tetrahydrocannabinol
Schwefelsédure Steroide

Kohlenhydrate (z.B. Glucuronsaure, Riboside) Salicylsdure, Phenytoin
Glycin, Glutamin, Taurin Mescalin

Glutathion Etacrynséure, Phenytoin
Methylierung Methyldopa, Norepinephrin

Tabelle 1: Verschiedene Typen von Konjugationsreaktionen (Phase-II-Reaktionen mit
Beispielen)

1.3 Flavonoide

1.3.1 Vorkommen von Flavonoiden

Flavanderivate werden bei Mikroorganismen und Algen nur sporadisch gefunden. Pilze
enthalten sie wahrscheinlich nicht. Im Pflanzenreich treten sie bei Moorpflanzen
(Bryophyta) und Farnpflanzen (Pteridophyta) haufig auf, bei den Samenpflanzen
(Spermatophyta) sind sie vermutlich ubiquitar verbreitet. Der tierische und menschliche
Organismus kann sie nicht bilden.

Durch ihre weite Verbreitung bei den Spermatophyta kommt ihnen hier bei der

chemotaxonomischen Einordnung eine herausragende Rolle zu.

Flavanderivate konnen in allen Teilen von Samenpflanzen vorhanden sein. In grinen
Teilen scheinen sie immer vorzukommen. Die Glykoside, Sulfate und die freien
hydrophilen Vertreter sind im Zellsaft der Vakuole geldst. Lipophile Vertreter werden
auch in atherischen Olen, z.B. bei Citrusfriichten, in Knospenexkreten, z.B. bei der
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Kastanie, und als mehlartige Uberziige auf Laubblattern, z.B. bei Primeln, gefunden
(Teuscher 1997).

1.3.2 Nomenklatur der Flavonoide

Nach Teuscher (1997) sind Flavonoide die 4-Oxo-flavanderivate (Flavanone, Flavone,
Flavonole). Allerdings kénnen zu dieser Substanzgruppe auch Flavandervate oder alle
Phenylchromanderivate gerechnet werden.

1.3.3 Struktur der Flavonoide

Hypothetischer  Grundkorper der wichtigsten biogenetisch eng verwandten
Phenylchromanderivate (Abbildung 1 ) sind:

Flavan (2-Phenyl-chroman)
Isoflavan (3-Phenyl-chroman)
Neoflavan (4-Phenyl-chroman)

Je nach Oxidationszustand der C-Atome 2, 3, und 4 des Chromanrings werden die
Flavanderivate eingeteilt in:

- Flavanole (3-Hydroxyflavane, Catechine)
- Flavandiole (3,4-Dihydroxyflavane, Leukoanthocyanidine)

- Flavanone (4-Oxo-flavane)
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1
@ / Isoflavar
O
I
il
Flavan
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Abbildung 1: Grundkdrper von Phenylchromanderivaten und
ihre biogenetische Verwandtschaft ( nach Teuscher 1997)

- Flavone (3-Oxo-flav-2-ene)

- Flavonole (3-Hydroxy-4-oxo-flav-2-ene) und

- Flavyliumsalze (Anthocyanidine)

Viele Flavonoide kommen auch als Glykoside vor. Als Zuckerkomponenten dienen
hierbei meistens Hexosen: D-Glucose, D-Galaktose und L-Rhamnose, die Pentosen
L-Arabinose und D-Xylose sowie die Uronsauren D-Glucuronsaure und
D-Galakturonsaure. Auch C-Alkyl-Derivate (z.B. C-Methyl- oder C-Prenyl-Derivate),
C-Glycosylverbindungen und dimere Flavonoide treten auf. Zur Zeit sind tber 2000
Glykoside und tber 500 Aglyka dieser Gruppe bekannt.

Das Naringin ist z.B. das 7-O-(2-O-rhamnosyl)glykosid seines Aglykons Naringenin.
Dieser Zuckerrest wird auch als Neohesperidose bezeichnet (Teuscher 1997).

1.3.4 Synthese von Flavonoiden bei Pflanzen

Flavonoide werden durch stufenweise Kondensation einer aktivierten
Hydroxyzimtsaure mit drei aktivierten Malonsauren. Das entstehende Chalkon steht im

Gleichgewicht mit den Flavanonen. Diese Kondensation kann mittels einer
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Flavanonsynthase auch unmittelbar zum Flavanon fiihren, so dal3 das Chalkon keine
obligatorische Zwischenstufe darstellt. Vom Flavanon aus sind einerseits die Flavone,
andererseits, nach Hydroxylierung mittels einer Flavanonoxidase, die Flavanole
zuganglich. Von den Flavanolen schlieBlich fiuhren Wege zu den Flavan-3-olen

(Catechinen) und den Anthocyanidinen (Hansel 1996).
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Abbildung 2: Ubersicht tiber die Flavonoidsynthese (nach
Hénsel 1996)

1.3.5 Funktion der Flavonoide

Obwohl die Bedeutung der Flavonoide unklar ist, werden doch einige mdgliche

Funktionen diskutiert:

Als Bestandteile von Thylakoidmembranen der Chloroplasten nehmen sie
maoglicherweise am Elektronentransport der Photosynthese teil. Auch kénnte ihnen
eine Aufgabe bei der UV-Protektion der Pflanze zukommen. Viele Pflanzen nutzen die
gelben oder im UV-Bereich bei 330 bis 350 nm absorbierenden, fir Insekten

sichtbaren Vertreter, auch als Signalsubstanzen, um so die als Bestauber in Betracht
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kommenden Insekten auf die Nektarquelle aufmerksam zu machen. Eingriffe in den
Stoffwechsel von pflanzlichen Wachstumshormonen schreibt man Flavanderivaten
ebenfalls zu. Eine weitere Funktion im Okosystem konnte der virostatischen,
antibakteriellen, fungistatischen und insektiziden Wirkung einiger ihrer Vertreter
zukommen (Teuscher 1997).

1.3.6 Eigenschaften von Flavonoiden

Viele Flavonoide tben auf isolierte Enzyme, Mikroorganismen, kultivierte normale oder

virusinfizierte eukaryontische Zellen betimmte Effekte aus:

Eine Enzymhemmung ist von der Aldolreduktase, der alkalischen Phosphatase, der
ATPase, der cAMP- Phosphodiesterase, den Arylhydroxylasen, den Arylsulfatasen,
der Catechol-O-methyltransferase, der Cyclooxygenase, den DNS-Topoisomerasen,
der DOPA-Decarboxylase, den Hyaluronidasen, den Lipasen, der Lipooxygenase, der
Proteinkinase C, der Phospholipase A, und der reversen Transkriptase bekannt.

Einige Flavonoide sind in der Lage die Histaminfreisetzung aus isolierten Mastzellen
zu beeintrachtigen sowie die Reaktionen von Lymphozyten.

Auf Bakterien und Pilze wirken eine Vielzahl von Flavonoiden wachstumshemmend.

Diese in vitro erlangten Ergebnisse sind im lebenden Organismus jedoch nicht so stark
ausgepragt nachweisbar. Ursachlich sollen dafir der partielle Abbau durch die
Darmflora, die geringe Resorptionsrate im Gastrointestinaltrakt sowie die
Entgiftungsmechanismen verantwortlich sein, die sich im bereits ,Milliarden Jahre
dauernden, taglichen Kontakt mit diesen Stoffen als Nahrungsbestandteilen* ausbilden
konnten (Teuscher 1997).

Von den therapeutisch genutzten Effekten der Flavonoide ist ihr stabilisierender Effekt
auf Blutgefalle hervorzuheben. Pathologisch erhdhte Fragilitat von Kapillaren kann
durch sie herabgesetzt werden. Einer Veneninsuffizienz kann vorgebeugt werden.
Dies beruht vermutlich auf ihrer antiphlogistischen, radioprotektiven Wirkung sowie den
unterstitzenden Effekten bei der Chemotherapie von Infektionen.
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Man subsummiert diese Eigenschaften als Vitamin-P-Effekt. Diese Bezeichnung
beruht auf einer friheren Vermutung, Flavonoide und einige Cumarine hatten fir den
Organismus Vitamincharakter. Begriindet wurde dies durch die in vitro beobachtete
Hemmung der Eicosanoidsynthese, des vermehrten Hyaluronsaureabbaus, der
Histaminausschittung, der Leukozytenfunktion, dem  Abfangen reaktiver
Sauerstoffradikale sowie der Stimulation der Kollagenbiosynthese. Als Bezeichnung
fur die Flavonoide und deren Wirkungen hat er sich jedoch nicht durchgesetzt.

Ein zweiter therapeutisch genutzter Effekt ist durch die milde Relaxationswirkung auf
die glatte Muskulatur bedingt. Diese Wirkung kommt durch eine Hemmung der cAMP-
Phosphodiesterase und die Komplexbildung mit Ca®*-lonen zustande. Beide Effekte
fihren zu einer Erniedrigung der intrazellularen Calciumkonzentration und damit zur

Erschlaffung der glatten Muskulatur. Daraus folgt:

- Erweiterung der Koronarien und peripherer Blutgefal3e, hieraus resultiert eine
bessere Versorgung des Herzens mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie eine
geringe Blutdrucksenkung und eine gesteigerte Diurese

- eine erhohte Gallensaftausscheidung
- Spasmolyse im Verdauungstrakt

Der daraus resultierende Einsatz der Flavonoide als milde Herz-Kreislaufmittel, bei
peripheren Durchblutungstérungen, als Diuretika, Cholagoga und Carminativa ist
jedoch nicht endguiltig in seiner Wirkung bestétigt, da die therapeutisch zugefiihrte
Substanzmenge in ihrer Potenz schwer von der mit der Nahrung taglich zugefuhrten
Flavonoidmenge zu trennen ist (Teuscher 1997).

1.3.7 Naringin - ein Flavanonglykosid

Naringin ist das 7’-Neohesperidosid des Naringenins, welches die Grundstruktur der
Flavanone besitzt. Es hat ein Molekulargewicht von 555,8 und kommt nach Wagner
(1992) bei einigen Citrus-Arten in den Friichten mit einem Anteil von bis zu 75% vor
(Citrus grandis).
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Der Grapefruitsaft, der aus den Frichten von Citrus paradisi Macfad. gewonnen wird,
besitzt einen Naringingehalt, der von verschiedenen Autoren mit 250-900 mg pro Liter
Saft angegeben wird. Da das Naringin neben dem Hesperidin den bitteren Geschmack
des Grapefruitsaftes bestimmt, setzen manche Hersteller dem Saft die sogenannte
Naringinase zu, die aus Pilzen der Gattung Penicillium gewonnen wird. So laf3t sich

der bittere Geschmack des Saftes regulieren.

Als nichtterpenoider Bitterstoff verfligt das Naringin tUber die Eigenschaft die Gastrin-,
Dunndarm- und Pankreassaftproduktion zu steigern und dartber hinaus tber den N.

vagus die Magensaftsekretion zu erhdhen (Wagner et al., 1992).

Neohesperidose

Abbildung 3. Struktur des Naringin (Naringenin-7-O-
Neohesperidosid)

Naringin wird beim Menschen nach oraler Aufnahme nur als Naringenin und dessen
Glucuronid im Urin wiedergefunden. Dies weicht von Studien an der Ratte ab, bei der
im Urin p-Cumarsaure und ein sulfatierter Ether der p-Benzoesaure ausgeschieden
werden (Booth et al., 1958).
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1.4 Resorptionssprozesse im Gastrointestinaltrakt

1.4.1 Vergleich verschiedener Resorptionsorte des Gastrointestinaltraktes

Im Magen-Darm-Trakt sind aus verschiedenen Grinden (Keimabwehr,
Nahrungsverdauung und Resorptionserleichtung) sehr unterschiedliche
physiologische Gegebenheiten zu finden. Stricker (1987) beschreibt die
physiologischen Bedingungen des Magen-Darm-Traktes beim Menschen wie folgt:

- Magen: pH 1-3 (niichtern), pH bis zu 6 (nach Nahrungsaufnahme), Flache 0,15 m?
- Duodenum: pH 6-6,5; Lange ca. 25 cm

- Jejunum: pH 6,0-7,5 (Schleimschicht ca. pH 5,3); Lange ca. 150 cm

- lleum: pH 7-7,8; Lange ca. 150 cm

- Colon: pH wie lleum

Die gesamte Resorptionsfléache des Diinndarms wird mit 120-300 m? angegeben.

Leer — o L
Oimncagm:

{Dudanke
Gialiankdpae -
Parkreas —

Dicldnrm
(Kodon) =
Cdnndamm
[T
Dichidarm
(Zakum)

Abbildung 4: Passagezeiten der Nahrung im Magen-Darm-Trakt
des Menschen (nach Klinke & Silbernagl 1994)
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1.4.2 Allgemeines zur Wirkstoffresorption

Resorption bedeutet Aufnahme eines Stoffes an einer Korpergrenzflache, wie z.B. der
Haut, den Schleimhauten des Magen-Darm-Traktes oder einem Gewebe (z.B.
Muskelgewebe) in die Blutbahn oder das Lymphsystem mit anschlieRender Verteilung
im ganzen Organismus (Moll 1994). Abbildung 5 gibt die Barrieren wieder, die von
einem Arzneistoff, der nicht durch aktive Transportprozesse aufgenommen wird, bei

der Resorption im Darmtrakt tberwunden werden muassen.

Lumen Membran Intcel

Abbildung 5: Dargestellt sind die Barrieren, die eine zu
resorbierende Substanz im Darmtrakt zu Gberwinden hat. Nahere
Erlauterung im Text. (hach Moll 1994) (Intcel) Bezeichnet den
Intracellularraum.

Mechanismen, welche die Lésung und die Verteilung des zu resorbierenden Stoffes im
Gastrointestinaltrakt beeinflussen, sind die Diffussion der Wirkstoffmolekile, die
Motilitdt des Magen-Darm-Traktes sowie die Loslichkeit des Stoffes im wassrigen
Medium.



Kapitel 1 - Einleitung 17

Abbildung  6: Elektronenmikrospkopische Aufnahme eines
Enterozyten der Ratte. Rechts oben sind die Mikrovilli mit ihren
Aktinfilamenten im Querschnitt dargestellt (hach Junqueira 1991).

Vor dem Ubertritt in die Lipidschicht des Enterozyten miissen die zu resorbierenden
Substanzen durch den sogenannten ,unstirred layer”, eine Wasserschicht diffundieren,
dessen Dicke von der Motilitdt, dem Konzentrationsgradienten zum Interzelluléarspalt
des Epithels und verschiedenen anderen Transportvorgéangen an der Oberflaches des
Darmlumens abhangig ist. Ihre Dicke betragt im Rattenjeunum 140- 200 mm (Wilson et
al., 1974).

Die Glykokalix und der Mucus des Epithelverbandes stellten nach Lukie (1974) keine
Diffusionsbarriere dar.
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Abbildung 7. Glykokalix an der Oberflache einer
Darmepithelzelle. Zu erkennen sind die als Antenulae
microvillares bezeichneten Polysaccharidketten von
Glykoproteinen und Glykolipiden der Zellmembran. Vergr.
200.000fach (nach Junqueira 1991).

1.4.2 Resorptionsmechanismen

Moll (1994) beschreibt folgende Mechanismen der Resorption geldster Substanzen:
Die Diffusion durch die Epithelzellschicht, die Konvektion durch den Parazellularspalt,
die durch aktiven Carriertransport vemittelte Resorption sowie die Pinozytose.

Abbildung 8: Aufbau der Membran der Zelle (nach Hirsch-
Kaufmann 1992)

Beim Durchtreten einer Lipidmembran ist auRerdem der Ladungszustand des Molekiils
von Bedeutung, da Molekile im ungeladenen Zustand besser durch die Membran
wechseln konnen (Forth et al., 1992). Abbildung 8 und Abbildung 9 stellen den
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Aufbau einer biologischen Membran, sowie die dort stattfindenden Transportprozesse
grafisch dar.

Abbildung 9:  Verschiedene Durchtrittsmdglichkeiten  fir
Pharmaka durch Membranen (nach Forth et al., 1992)

1.5 Modelle zur Untersuchung von Resorptionsproze  ssen

Durch die kritische Beschreibung verschiedener in-vitro Apparaturen zum Studien der
Resorption im Darm soll verdeutlicht werden, weshalb in dieser Arbeit mit der
Apparatur nach Norta et al. (1996) gearbeitet wurde.
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1.5.1 Verteilungsmodelle mit kiinstlichen Membranen

Diese Modelle bieten die Moglichkeit die Diffusion von Stoffen durch eine kinstliche
Membran zu studieren. Hierzu sind verschieden Apparaturen (z.B. Dibbern et al.,1966)
beschrieben worden. Sie besitzen den Nachteil, daf3 nur passive, nicht jedoch aktive

Prozesse untersucht werden kdnnen.

1.5.2 Exkretionsmessung eines Fremdstoffes zur Beurteilung seiner Verfugbarkeit

Als Uberblick tiber die Verfuigbarkeit und den Metabolismus einer Substanz kann man
seine Ausscheidung im Urin beobachten (Runkel et al., 1996). Dies bietet den Vorteil,
mit relativ geringen Aufwand, Informationen Uber den Stoffwechsel einer
nierengangigen Substanz zu erhalten. Dies ist jedoch nur bei Substanzen sinnvoll, bei
denen nicht von einer Kumulation im Organismus oder einer extrarenalen Elimination

auszugehen ist.

1.5.3 Resorptionsstudien am isolierten Tierdarm

Diese Methoden zeichnen sich dadurch aus, daf} einem Tier der Darm enthommen
und dann mit physiologischen Ldsungen perfundiert wird (Fisher et al., 1949). Die
Zirkulation der Donor- und Akteptorlésungen wird durch einstromendes Gas erreicht.

Der Vorteil der Methode liegt in der relativ einfachen Herstellung des Préparates,
sowie der Untersuchungmdglichkeit der Resorptionsvorgange an einem kompletten
Organ.
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D

Abbildung 10: Resorptionsapparatur nach Fisher et al. (1949);
(D) Darmstiick; Die Perfusion wird durch das einstromende Gas
gewabhrleistet

Das von Norta et al. (1996) vorgeschlagene Modell orientiert sich an dieser Methode.
Norta’'s Apparatur besitzt jedoch den Vorteil mit kleineren Volumina arbeiten zu
konnen, was fur das Arbeiten mit einer Substanz, die schlecht resorbiert wird, von

Vorteil ist.

Von Nachteil ist, wie bei allen isolierten Tierpraparaten, die relativ geringe
Uberlebensdauer des Préparats, sowie die fehlende Durchblutung des Organs. Dieser
Umstand wird durch Perfusion des Darmes einer anasthesierten Ratte, der noch mit
der korporalen Blutversorgung verbunden bleibt, verbessert (Delusio et al., 1969).

Abbildung 11: Perfusion des Darmes der anasthesierten Ratte
nach Delusio (1969a); die Perfusion wird durch Bewegen der
Spritzenkolben gewébhrleistet (Pendelperfusion)

Durch Punktion der V. porta kann die resorbierte Stoffmenge aus dem Blut bestimmt

werden. Uber dauerhaft implantierte Katheter ist diese Technik auch am nicht
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anasthesierten Tier demonstriert worden (Diamond 1995). Der Nachteil dieser
Methode liegt im mdglichen Einflufd der verwendeten Narkotika auf dem Metabolismus,
sowie den operativen Mafinahmen, die fir das Tier mit einer Stérung seiner Integritat

(durch Stress) verbunden sind.

1.5.4 Resorptionsstudien mit der ,everted sac“-Methode

Bei dieser von Wilson und Wiseman (1954) beschriebenen Methode wird die Mucosa
des Darmes, nachdem der Darm vorsichtig von innen nach auf3en gewendet wurde,
von den anderen Wandschichten getrennt (sog. ,stripping“). Der Vorteil der Methode
besteht darin, die Resorptionsprozesse an den auch in vivo relevanten Wandschichten

ZUu untersuchen.

Nachteile dieser Methode liegen in der schwierigen Herstellung der Praparate und
deren nur sehr kurzer Uberlebensdauer. Schon nach 30 Minuten Versuchsdauer sind
nach Levine (1970) 50-75% des Epithels des nicht gestrippten Darmes verschwunden.
Fur Versuche, die die Resorption von Substanzen, die schlecht resorbiert werden,

untersuchen sollen, ist diese Methode daher ungeeignet.

Abbildung 12: Schema des Versuchsaufbaus nach der everted-
sac- Methode (nach Wilson 1954)
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1.5.5 Resorptionstudien mit der Kammer nach Lauterbach

Lauterbach (1975) beschreibt eine Methode, die mit sehr kleinem Probenvolumina (0,2
ml) und PréparatgroRen (5 mm Flachendurchmesser) die Untersuchung der
Resorption am gestrippten Darm erlaubt. Diese Methode stellt somit eine
Weiterentwicklung der everted-sac-Methode dar. Die geringe Resorptionsflache, die
benutzt wird, schrankt dieses Modell jedoch bei der Untersuchung schlecht

resorbierbarer Substanzen ein.

Abbildung 13: Methode zur Resorptionsuntersuchung nach
Lauterbach (1970); Das Paparat wird auf eine Gaze aufgelegt
und zwischen den Folien in die Kammer eingesetzt

1.5.6 Resorptionsstudien an Zellkulturen

Zellkulturen zur Untersuchung von Resorptionsprozessen bieten den Vorteil die
Studien an einer einzigen Zellschicht (Monolayer) durchfihren zu koénnen. Die
Préparation des Organs entfallt somit.

Eingesetzte Zellinien sind die Caco-2 Zellinie (Neef et al., 1996), die sich von einem
Coloncarzinom ableitet, und die Tgas-Zellinie (Dharmasathaphorn et al., 1984), die eine

Epithelzellinie des Dunndarms darstellt.
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Nachteile der Zellkultur liegen in der unsicheren Vergleichbarkeit Resorptionsprozesse

an Tumorzellen mit den an normalen Darmepithelzellen.

1.6 Aufgabenstellung

Grapefruitsaft zeigt seine Wirkung im Sinne einer Blutspiegelerhbhung bestimmter
Pharmaka nur, wenn die Substanzen gleichzeitig mit Saft per os eingenommen
worden waren. Nach intravendser Gabe bleibt dieser Effekt jedoch aus. Da derzeit
Uberwiegend deskriptive Arbeiten zu den pharmakologischen Wirkungen des
Grapefuitsaftes existieren, sollten diese Untersuchungen dazu dienen, die fur die
Interaktionen in Frage kommenden Einflussfaktoren besser zu verstehen. Durch
Untersuchung der intestinalen Resorption und renalen Elimination des Naringins, einer
Substanz, die verantwortlich fiir die Arzneimittelinteraktionen des Saftes gemacht wird,
soll ein tiefergreifendes Verstandnis fur die Interaktionen erlangt werden.

Die renale Elimination von Naringin, bzw. der seines Glukuronids, sollte am Probanden
unter verschiedenen Bedingungen am Menschen untersucht werden, um die
Wirkungsqualitat des Saftes auf die Resorption und Elimination des Flavonoids
beurteilen zu konnen. Das Beobachtungsintervall der Ausscheidung war auf den

relevanten Zeitraum zu beschranken.

Durch Versuche am isolierten Rattenjejunum sollten die Beobachtungen aus den
Eliminationsstudien am Probanden analysiert werden. Hierbei sollten die
EinfluRfaktoren des Alters der Versuchstiere (Einfluld des Darmmetabolismus) und des
pH-Wertes der Donorlosung (Einflu3 der passiven Resorption) exemplarisch fur
andere mogliche Einflul3faktoren miteinander verglichen werden.

Diese in vivo Experimente sollten durch verschiedene in vitro Versuche zur Hydrolyse
und zur Verteilung in organische Phasen, als Modell fiir die Membrangangigkeit sowie
der Pufferkapazitat des Saftes erganzt werden, um weitere Einflul3faktoren auf
anderen Ebenen (hier Resorption) aufzudecken um damit die Ablaufe, die zu einer

Interaktion fuhren besser zu verstehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuche zur renalen Elimination von Naringin beim Me  nschen

2.1.1 Versuchsperson

Um eine moglichst grol3e Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten zu gewahrleisten,
wurden die folgenden Experimente mit einer Versuchsperson durchgefuhrt. Es hatte
sich in der Vergangenheit bei &hnlichen Studien gezeigt, dal3 dies notig ist, da die
Ausscheidungskinetiken im Zusammenhang mit Grapefruitsaft von Person zu Person

stark schwanken konnen (Fuhr et al., 1995).

2.1.2 Zusatz von Cumarin zu den eingenommenen Substanzen

Der Proband erhielt zusammen mit den Saften und Naringin jeweils 10 mg Cumarin (2
Kapseln Venalot?). Dies diente dazu, Interaktionen mit Grapefruitsaft in einer anderen

Studie zu vergleichen (Runkel et al. 1996).

2.1.3 Einnahme der Substanzen

Die Safte wurden in vier Portionen zu je 250 ml eingenommen. Fur den Fall, dal3 die
Menge des Saftes kleiner als 1000 ml war, wurde mit Leitungswasser auf 1000ml
erganzt. Eine Ausnahme stellte dasjenige Experiment dar, in dem 300 ml Grapefruit
saft allein getrunken wurden. Tabelle 2 veranschaulicht die Einahmeschemata. Die
Experimente 3, 6, 7 wurden jeweils dreimal (n=3) wiederholt, um die Reliabilitdt der

ersten Versuchserie besser beurteilen zu kdnnen.
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Experiment Naringin Volumen des Menge des Volumen an Menge des
Nr. insgesamt zugegebenen zugegebenen Wasser (ml) gegebenen
(mg) Saftes (ml) Naringins (mg) Cumarins
(mg)
1 102 300 GP - - 10
2 340 300 GP 238 700 10
3 340 1000 GP - - 10
4 680 1000 GP 340 - 10
5 1020 1000 GP 680 - 10
6 340 1000 OJ 340 - 10
7 340 - 340 1000 10
8 680 - 680 1000 10
9 340 700 GP 102 300 10
10 711 700 GP 473 300 10

Tabelle 2: Einnahmeschemata der Exkretionsversuche von
Naringin im Urin des Menschen. (GP) Grapefruitsaft, (OJ)
Orangensaft

2.1.4 Zeitlicher Ablauf der Einnahme der Substanzen

Die Experimente begannen jeweils um 9.00 Uhr morgens. Die Safte wurden in vier
Portionen von 250 ml getrunken (jede halbe Stunde eine Portion).

Die Urinproben wurden folgendermaf3en gesammelt:

0-2 Stunden: alle 30 min.

2-4 Stunden:  sttndlich
4- 10 Stunden: alle 2 Stunden
und 13, 22 und 24 Stunden nach Beginn des Experimentes

In der sich anschlieRenden Versuchsreihe, in der die Experimente 3, 6, 7 dreimal
wiederholt wurden, sind die Proben (aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche) in den
Intervallen 3-4, 4-6, 6-8, 8-10, 10-13 und 13-22 Stunden ausgewertet worden.
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2.1.5 Behandlung der Urinproben

Nach Bestimmung des Volumens der Proben, wurden Aliquote von 20 ml bei -20°C bis

zur Aufarbeitung eingefroren.

2.1.6 Aufarbeitung der Proben zur Messung

Die aliquoten Urinproben wurden im Kuihlraum bei 6°C aufgetaut. Nach dem
Aufschutteln wurden 500 ml der Probe mit 4,5 ml Aqua dest. verdunnt (Verdinnung
1:10). Zu der Verdinnung wurden 100 ni eines 1 molaren Essigsaure/Acetat (pH 7.5)
Puffers gegeben. Nach Zugabe einer 1:10 verdiunnten Glucuronidase/Arylsulfatase-
Suspension wurden die so vorbereiteten Proben in einem Trockenschrank bei 37°C fur

1 % Stunden zur Spaltung der Konjugate inkubiert.

Mit Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben 15 min bei 2880 U/min
zentrifugiert. Die Zentrifuge stammte von der Firma Stock, Marburg.

2.1.7 Quantitative Analyse der Urinproben

Die Proben wurden mittels HPLC analysiert. Dies ist die Abkirzung fur High Pressure
Liquid Chromatograhy. Das Prinzip des MelRverfahrens beruht darauf eine
Saulenchromatografie mit hohem Druck durchzufiihren. Die Detektion erfolgt durch
ein UV- oder Fluoreszenzphotometer. Die Mel3apparatur fur die Vorversuche setzte
sich folgendermal3en zusammen:

Detektor: Waters Modell 440 Absorbance Detector

Pumpe: Waters Modell 6000A Solvent delivery System

Integrator: Waters 746 Data module

Saule: Merck LiChrospher 100 RP-8 (5 nm)
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Die anschliessenden Versuche 3, 6 und 7 wurden mit einer Apparatur ausgewertet,

die sich wie folgt zusammensetzte:

Detektor: Waters-Millipore Modell 440 Absorbance Detector
Pumpe: Merck-Hitachi L-6220 Intelligent Pump

Integrator: Shimadzu C-R6A

Autosampler: Merck-Hitachi AS2000A

Séaule: Merck LiChrospher 100 RP-8 (5 nm)

Die Bestimmng des Naringingehaltes der Proben erfolgte nach der Methode von Wulf
und Nagel (1976). Das Fliel3mittel bestand in Abwandlung zur geschilderten Methode
aus 65% Wasser, 30% Methanol und 5% Essigséaure. Die Fluf3rate betrug 1,6 ml/min.
Es wurde die Absorption von Naringin bei einer Wellenlange von | = 280 nm

gemessen. Das Einspritzvolumen betrug 10 m.

2.1.8 Auswertung der Mel3ergebnisse

Die Auswertung der Messungen erfolgte anhand einer Eichgeraden (Messbereich 10
—~107" M) mit Hilfe des Programmes GraphPad InPlot Ver. 4.03, der Firma GraphPad-
Software, San Diego, USA.

2.1.9 Errechnung der Naringeninkonzentration in den Proben

Nach oraler Gabe von Naringin, wird Naringenin wird beim Menschen nach Booth
(1958) vorwiegend in konjugierter (glukuronidierter) Form ausgeschieden. Deshalb
wurde nach Inkubation mit der b-Glukuronidase/Arylsulfatase und anschliel3ender
Messung die Menge des ausgeschiedenen Naringenins nach folgender Formel

errechnet;
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_ Cgemessen fVerd[]nnung VProbe Mm

Naringenin — 10 3

Naringenin

m

Mnaringenin = Menge des ausgeschieden Naringenins (mg)
Cgemessen = Konzentraion des Naringenins (mg/l)
fverdiinnung = Verdinnungsfaktor der Probe (10,03)

Vprobe = Volumen der Urinprobe (ml)

MmMnaringenin = Molmasse des Naringenins (g/mol)

2.2 Resorptionsstudien am isolierten Rattenjejunum

2.2.1 Herstellung der Lésung nach Krebs und Henseleit

In den Versuchen am isolierten Rattenjejunum wurde eine Lésung nach Krebs und
Henseleit verwendet. Diese LOsung zeichnet sich gegeniber anderen
physiologischen Losungen (z.B. Ringerlésung ) durch den héheren Kaliumgehalt und
dem Vorhandensein von Magnesium, Phosphat und Sulfat aus. Die
Chloridkonzentration ist héher als im Serum, weil ein Teil der Kationen im Serum an
organische Anionen (Eiweil3, Lactat ) gebunden ist. Diese werden durch Chloridionen
ersetzt. Tabelle 3 vergleicht Saugetierserum, Ringerldsung und die Lésung nach

Stoff Saugetierserum (Mittelwert) Ringerlésung Lésung nach Krebs und Henseleit

Na" ca. 320 mg-% 355 mg-% 327 mg-%
K 22 mg-% 10,5 mg-% 23 mg-%
ca™ 10 mg-% 8,8 mg-% 10 mg-%
Mg~ 2,5 mg-% 0 mg-% 2,9 mg-%
Ccr 370 mg-% 466 mg-% 454 mg-%
PO,” 10 mg-% 0 mg-% 11 mg-%
S0,” 11 mg-% 0 mg-% 11,4 mg-%
HCO3* 54 mg-% 56 mg-% 54 mg-%
CO, (38°C) 2,5 Vol.-% 2,5 mg-% 2,5 mg-%
pH 7,4 7,4 7,4

Tabelle 3: Vergleich von Ringerlésung und Lésung nach Krebs
und Henseleit mit Saugetierserum nach Krebs und Henseleit
(1932)

Krebs und Henseleit zu Veranschaulichung miteinander.
Die Losung wurde taglich frisch aus einer Stammldsung angesetzt, die sich aus
folgenden Bestandteilen (pro Liter) zusammensetzte:




Kapitel 2 — Material und Methoden 30

1. 172 g NaCl

2. 8,85 g KCl

3. 7,49 MgSO4 x 7 H,O
4. 4,1 g KHyPOy,

5. 69,5 mg Cholin

6. 9,59 CaCl, x 2 H,O

Die Positionen 1-5 wurden in der angegebenen Reihenfolge in 500 ml Aqua bidest.
geldst und dann mit dem Calciumchlorid, das ebenfalls in 500 ml Aqua bidest. gelost
wurde, vermengt und ergaben die Stammldsung. Dies geschah, um das Ausfallen von

Calcium- und Magnesiumsalzen zu vermeiden.

Die gebrauchsfertige Versuchslésung erhielt man, indem man 40 ml dieser
Stammlésung, 2 g Glucose und 2,138 g Natriumbikarbonat in 1000 ml Aqua dest.
|6ste. Die Losung wurde dann mit Carbogen (95% Sauerstoff 5% Kohlendioxid)

begast, wodurch sich bei 37°C ein pH-Wert von 7,4 einstellte.

2.2.2 Tiere und Tierhaltung

Alle Versuche wurden mit mannlichen Ratten des Auszuchtstammes Wistar aus der
Tierzucht des Instituts fur Pharmakologie und Toxikologie, Karl-von-Frisch Stral3e,
Marburg, durchgefuhrt. Alle Tiere, die fur eine Versuchsreihe benutzt wurden,

stammten aus demselben Wurf.

Es wurden 8 Tiere im Alter von 8 Wochen mit einem Gewicht von 230-250 Gramm
und 4 Tiere im Alter von 18 Wochen mit einem Gewicht von 320-350 Gramm

verwendet.

Handelsubliches Futter und Wasser wurde den Tieren bis zur To6tung ad libitum
angeboten, weil der Einflud von Nahrungskarenz auf die Resorptionsleistung des

Darmepithels gezeigt werden konnte (Delusio 1969b).
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Im klimatisierten Tierstall herrschte eine Raumtemperatur von konstant 22°C sowie
ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus. Die Periodik betrug 12 Stunden mit Beginn der

Hell-Phase um 6 Uhr morgens.

2.2.3 Totung der Tiere und Préparation des Jejunums

Die Tiere wurden durch Dekapitiation getétet und danach die Bauchdecke in

Richtung der Linea alba eroffnet.

Nach Aufsuchen des Caecums wurde der gesamte Dinndarm entlang des
Mesenteriums von caudal bis zum Beginn des Duodenums freiprapariert und
abgesetzt. Der caudale Anteil des Duodenums ergab sich per definitionem aus dem
Darmanteil, der sekundar retroperitoneal gelegen ist. Der orale Teil des Praparats
wurde mit einem Faden markiert, um spater eine orthograde Perfusion zu

gewahrleisten

Abbildung 14: Situs der Ratte nach Eréffnung durch den im Text
angegebenen Medianschnitt (nach Storch 1993)

Nach Organentnahme wurde das Préaparat sofort in vorher begaste Krebs-Henseleit-
Losung gelegt, um es feucht zu halten. Anschliel3end wurde vom oralen Anteil des
Darmpréparates ein 10 cm langes Stick abgemessen und mit Krebs-Henseleit-
Losung gespult. Pro Tier wurde jeweils ein Versuch durchgefuhrt, um mit dem

gleichen Darmanteil arbeiten zu kénnen.
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Abbildung 15: Anatomie des Gastrointestinaltraktes der Ratte:
Die Pfeile (A) zeigen die Peyer-Plaques, (B) Magen, (C)
Duodenum, (D) Jejunum, (E) lleum, (F) Caecum, (G) Colon, (H)
Pankreas. Nach Baker (1979)

2.2.4 Apparatur fur die Resorptionsversuche

Nach dem Spulen mit Krebs-Henseleit-Losung wurde das Darmstick in die
Resorptionsapparatur nach Norta et al. (1996) eingesetzt, die den Vorteil bietet mit
kleinen Volumina sowohl auf der Donor- als auch der Akzeptorseite arbeiten zu
kénnen. Der Darm wurde auf die Glaskapillaren mit zwei Pinzetten aufgezogen und
mit je zwei vierfach gedrillten Zwirnfaden an jeder Seite befestigt.

Die Apparatur wurde nach Planen, die von Herrn Martin Norta freundlicherweise zur
Verfugung gestellt wurden, in der Werkstatt des Institutes fir Pharmakologie und
Toxikologie angefertigt.

In Abbildung 16 ist der Aufbau der Apparatur erlautert.
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Abildung 16: Apparatur zur Untersuchung von
Resorptionsmechanismen im isolierten Rattendarm nach Norta
(1996) Erlauterung im Text

Das Grundprinzip, dieser Apparatur besteht darin, sowohl intraluminal (Donor) als
auch extraluminal (Akzeptor) physiologische Lésungen durch einstromendes
Carbogen zirkulieren zu lassen.

Der Akzeptorkreislauf (A) wurde tber den Zuflul3 (c1) mit Carbogen begast, wodurch
die Zirkulation hergestellt wurde.

Der Donorkreislauf (D) wurde tber den ZufluR (c2) ebenso mit Carbogen versorgt
und zum Zirkulieren angeregt.

Das System wurde Uber die mit (in) und (out) bezeichneten Anschlisse mit 37°C
warmen Wasser zur Temperaturregelung umspilt. Dazu diente ein Thermostat der
Firma Thermomix Modell 1441.

Verbunden wurden die einzelnen Glasteile durch Silikonschlauche bzw.
Silikonstopfen. Der Stopfen (d) war zur Vermeidung eines Uberdrucks im

Akzeptorkreislaufes nur locker eingesetzt.
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Die Offnungen (o) und (p) waren als Abfliisse wahrend des Versuches verschlossen
und dienten nach Beendigung des Versuches dem Entleeren der Apparatur.
Mit (I) ist in der Zeichnung der eingesetzte Darm bezeichnet, der nach der unter 2.2.3

beschriebenen Art prapariert und befestigt wurde.
2.2.5 Methoden zur Beurteilung des physiologischen Zustandes des Darmpraparates

Da wéahrend des Versuches eine direkte Beurteilung der Intaktheit des Préaparates
nicht moglich war, wurde entsprechend Heylings (1991) als Parameter fur
Veranderungen der Durchlassigkeit der tight-junctions die transmurale
Potentialdifferenz gemessen.

Ein zweiter Parameter, der zur Orientierung tUber die Durchléassigkeit der Darmwand
und den Zustand der Mucusschicht des Darmstickes diente, ist nach Lange (1994)
die Permeation von Evans Blue, welches nach Versuchsende der Donorlésung

zugesetzt wurde.

2.2.5.1 Ableitung der transmuralen Potentialdifferenz

Die transmurale Potentialdifferenz zwischen Donor- und Akzeptorseite wurde mittels
zweier in den Werkstatten des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie gefertigter
Silberelektroden ermittelt.

Anode und Kathode sind vor Versuchsbeginn durch Eintauchen in 5% KCI- Losung
und dem Anschlie3en der Elektoden an eine 9 V- Batterie festgelegt worden.

Die Ag/AgCI- Elektroden wurden dann in zwei Reagenzglasern mit 5% KCI befestigt
und zur Verfestigung der Kaliumchloridlosung 2% Agar-Agar zugesetzt. Die Glaser
sind mit Schraubverschlissen verschlossen worden, in die Bananenstecker zum
Anschluf3 an ein Voltmeter eingepasst waren.

Die transmurale Potentialdifferenz ist durch zwei Kupferdréahte von ca. 25 cm Lange
zwischen der Donor- und Akzeptorlosung abgeleitet worden (Abbildung 17 ).
Aufgezeichnet wurde die Potentialdifferenz mit einem Schreiber der Firma
BBC/Goerz Modell Servogor 220.
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Abbildung 17: Aufbau der Messapparatur zur Ableitung der
transmuralen Potentialdifferenz. (A) Ag/AgCIl- Elektrode, (B)
Kupferdraht in 5% KCI plus 2% Agar- Agar, (C) Voltmeter, (D)
Darmwand, (E) Intraluminale (Donormedium) Seite des
Darmstiickes

2.2.5.2 Zusatz von Evans Blue zur Beurteilung der Mucusschicht des Praparats

sowie seiner makroskopisch erkennbaren Durchlassigkeit

Evans Blue ist ein Azofarbstoff mit einem Molekulargewicht von 960,83. Nach Saria
(1983) wird es im allgemeinen zur Beurteilung der Kapillarpermeabilitdt genutzt. Es
wird nur in sehr geringem Male durch die Darmmukosa resorbiert. Evans Blue
besitzt die Eigenschaft nach i.v.-Injektion innnerhalb von Sekunden einen Komplex
mit Eiweil3 zu bilden (im Plasma vornehmlich mit Albumin). Infundiert man es in die
intraluminale Seite des Dinndarms so bildet es Komplexe mit der Mucusschicht des
Darmes, die durch Acetylcystein ablosbar sind. Somit ist Evans Blue als
makroskopischer Marker fir das Vorhandensein der Mucusschicht zu nutzen.
Daruberhinaus diente es zur Orientierung Uber die grobe Dichtigkeit des Préaparates
(z.B. Uber Locher, die bei der Praparation oder der Befestigung in der Apparatur
entstanden).

Am Ende jedes Versuches wurden 200 mi einer Evans Blue-L6sung der Donorseite

zugesetzt, die 5 mg Evans Blue in 50 ml Aqua dest. enthielt.
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2.2.6 Vorbereitung der Grapefruitsafte fir die Resorptionsversuche am Darm

2.2.6.1 Herkunft und Aufbewahrung der Grapefruitséfte

Die Grapefruitsafte, die bei den Versuchen eingesetzt wurden stammten von der
Firma WeserGold, 31735 Rinteln und wurden in Rinteln, Niedersachsen abgefiillt.

Die Safte wurden bis zum Versuchsbeginn bei 6°C gelagert.
2.2.6.2 Aufreinigung der Grapefruitsafte

Zu Abtrennung von Fruchtfleisch und anderen gréRReren Partikeln, die bei der
spateren Messung der Proben in der HPLC zu Verunreinigungen der Saule fihren
wirden, wurden die Safte 15 min lang bei 10000 U/min mit einer Zentrifuge der Firma
Sorval, Modell Superspeed RC2-B, zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann fiir die

Versuche verwendet.
2.2.6.3 Bestimmung und Einstellung des pH-Wertes der Grapefruitséafte

Der pH-Wert der Safte wurde mit einem pH-Meter der Firma Knick, Model Calimatic
761, bestimmt. Die Safte wurden danach gegebenenfalls mit einer 10 N NaOH auf
den gewinschten pH-Wert titriert. Die Natronlauge wurde in dieser Konzentration
gewahlt, um die Verdiinnung des Saftes moéglichst gering zu halten.

2.2.7 Versuchsablauf

2.2.7.1 Versuchsdauer

Der Beobachtungszeitraum betrug bei den Resorptionsstudien 1 Stunde. Vor
Versuchsbeginn wurde eine 2 minutige Vorlaufphase gesetzt, die dazu diente, nach
Beflllen der Apparatur mit der Donorlésung, gegebenenfalls vorhandene Luftblasen
aus dem System zu entfernen. Danach wurde die Losung im Akzeptorkreislauf

erneuert und der Versuch begonnen.
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2.2.7.2 Versuchsbedingungen

Es wurden 40 ml Grapefruitsaft auf der Donorseite angeboten. Die Akzeptorseite,
wurde abhangig vom Muskeltonus des Praparats mit 30-40 ml Krebs-Henseleit'scher
Losung beflllt. Das Volumen des Akzeptors wurde notiert und spater in die Formel
nach Norta et al. (1996) einbezogen.

Es wurden Versuche mit Darmen von 8 Wochen und 18 Wochen alten mannlichen
Ratten durchgefuhrt. Die Praparate der 8 Wochen alten Tiere wurden in zwei
Versuchsreihen bei einem pH von 3,2 und 6,2 mit Grapefruitsaft inkubiert. Die Darme
der 18 Wochen alten Tiere wurden mit Grapefruitsaft pH 3,2 in den Versuchen

eingesetzt.

2.2.7.3 Probenentnahme

Nach Beendigung der Vorlaufphase (5 min.) wurden extraluminal Proben nach 0, 5,
15, 30, 45 und 60 min genommen. Der Zeitpunkt O min bezieht sich auf den
eigentlichen Versuchsbeginn. Das Probenvolumen betrug 100 mi. Die Proben wurden

in 1 ml Eppendorf-Cups gefullt und bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert.
2.2.7.4 Probenaufbereitung

Nach Beendigung eines Versuches wurden die Proben 15 min in einer Beckman
Zentrifuge, Modell Microfuge E, zentrifugiert und danach 70 mi vom Uberstand

abgenommen. Bis zur Messung wurden die Proben bei 6°C aufbewabhrt.

2.2.7.5 Bestimmung des Naringingehaltes der Proben

Die Konzentrationsbestimmung von Naringin in den Proben erfolgte mittels HPLC mit
der unter 2.1.7 beschriebenen Methode.

2.2.7.6 Errechnung der Naringinkonzentration in der Akzeptorflussigkeit

Die Konzentrationen in der Akzeptorflissigkeit wurden ausgehend von den

Konzentrationen, die von GraphPad InPlot ermittelt wurden, um die jeweils vorher
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aus dem Donor entfernte Flissigkeitsmenge korrigiert. Dies geschah nach Norta et
al. (1996) mit folgender Formel:

2] . VProbe
a C.,
L m(l) \V

I=n-1
, VAkzeptor , IStandard
8 V

Standard gemessen

e
Cc = g:m(n) +
e

OO

| Akzeptor

Cc = korrigerte Konzentration (mg/l)

Vprope = Probenvolumen

V akzeptor = Volumen des Akzeptors

V standard = Standardvolumen des Akzeptors

I Standard = Standardlange des Darmsegmentes
|gemessen = gemessene Lange des Darmsegmentes

2.3 Bestimmung des Naringingehaltes der Fruchtsafte

Zur Bestimmung des Naringingehaltes der Safte wurde nach Arnao et al. (1990) eine
Extraktion mit Dimethylsulfoxid (DMSO) vorgenommen.

Dazu wurden 2 ml der Safte 1:1 mit DMSO uberschichtet und 2 Stunden in einem
Mischgerét der Firma Heidolph gemischt. Die Proben wurden danach 12 Stunden zur

Phasentrennung bei 6°C im Kihlraum gelagert.

Aus der wassrigen Phase wurde mit der unter 2.1.7.4 beschriebenen Methode der
Gehalt an Naringin bestimmt.

2.4 Bestimmung der Pufferkapazitat des Grapefruitsaftes

Um einen Eindruck Uber die Puffereigenschaften des Grapefruitsaftes festzustellen,
wurde der Saft mit einer 1 molaren Natronlauge titriert. Der Verdiinnungsfaktor der

Natronlauge wurde mit einer 1 molaren Standardldésung der Firma Merck bestimmt.

Die pH-Anderungen wurden mit einem pH-Meter der Firma Knick, Modell Calimetic
761 gemessen.
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2.5 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Oktanol/ Wasser fur Naringin und

Grapefruitsaft

Um die Resorbierbarkeit einer Substanz aus dem Magen-Darm-Trakt beurteilen zu
konnen, kann nach Hanisch et al. (1979) der Verteilungskoeffizient zwischen Oktanol

und Wasser bestimmt werden.

Nach Bestimmung des pH-Wertes der Proben wurden diese auf 5 verschiedene pH-
Werte von pH 3.2 bis 7.2 in Stufen von jeweils einer pH-Einheit eingestellt. Dies wurde
mit einer 10 molaren Natronlauge und einer 1 molaren Salzsaure per Birette und dem
oben beschriebenen pH-Meter der Firma Knick durchgefuhrt. Ebenso wurde mit einer
Naringinldsung, die das Flavanon in gleicher Konzentration wie der Saft in destilliertem
Wasser gelost enthielt, verfahren.

2 ml der Proben wurden 1:1 mit Oktanol Uberschichtet und 2 Stunden lang in einem
Uberkopfschiittler der Firma Heidolph gemischt. Danach wurden die Proben zur

Phasentrennung 2 Stunden lang im Kiihlraum bei 6°C stehengelassen.

Aus der wassrigen Phase wurde mit der unter 2.1.7.4 beschriebenen Methode der
Gehalt der Losung an Naringin bestimmt und die Differenz dieser Messung und der
Gesamtmenge im Verhaltnis zur eingesetzten Menge angegeben.

_ c(gesamy- c(wassrigePlase _ c(Oktanol)
c[wassrigePIase] c(wassrigePlase

VK

2.6 Hydrolyse von Naringin mit 0.1 N Salzsaure

Ameer et al. (1996) vermuteten die Glykosidspaltung unter Einflu der Salzsédure des
Magens. Um dies zu tberpriifen wurde eine 10 molare Naringinlésung (L6sungsmittel
Aqua dest.) mit demselben Volumen einer 0,1 N HCI gemischt und fir 30 min
inkubiert. Danach wurde das Inkubat 1:1 mit einer Standardldsung des Naringins und

des Naringenins, die eine Konzentration von 10 mol/ | besaRen, versetzt. 10 ni dieser
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Lésung wurden dann in der schon beschriebenen Weise (s. Kap. 2.1.7) per HPLC

analysiert.

2.7 Statistische Methoden

Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm Excel 2000, der Firma
Microsoft, Richmond, USA, auf einem IBM-kompatiblen Personalcomputer
durchgefihrt. Als statistische Methode wurde die Berechnung des Mittelwerts und der
Standardabweichung fir Gesamtpopulationen und der t-Test nach Student

angewandt.

2.7 Materialien

Die zur Durchfiihrung der Experimente der vorliegenden Arbeit benétigten Chemikalien
und Enzyme wurden von folgenden Herstellern in der jeweils hdchsten lieferbaren

Reinheitsstufe bezogen:

Boehringer-Mannhein, Mannheim, Deutschland:
b-Glucuronidase/Arylsulfatase

Fluka, Buchs, Schweiz:

Naringin

Roth, Karlsruhe, Deutschland:

Naringenin

Schaper & Brimmer, Salzgitter-Ringelheim, Deutschland:

Venalot® Kapseln (enthalten 10 mg Cumarin pro Kapsel)
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Alle anderen benutzten Chemikalien wurden von der Firma E. Merck, Darmstadt,
Deutsc hland in p.a.- Qualitat bezogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Lineariat bei der Messung von Naringin und Naringenin mit der HPLC

Um den Beobachtungsraum der HPLC-Messungen beurteilen zu kdnnen, wurden
ausgehend von einer 10 molaren Naringin- bzw. Naringeninlésung (als Lésungsmittel
diente Methanol), Verdiinnungen bis zur Stufe 10® in folgenden Konzentrationen

hergestellt:

1073, 5x10%, 10, 5x10°, 10°, 5x10°, 10, 5x107, 107, 5x10%, 108 M

10000000

y
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Konzentration in Mol

Abbildung 18: Messfenster von Naringin und Naringenin.
Die Pfeille geben die Nachweisgrenze wieder
(Korrelationskoeffizient r>0,95)

In Abbildung 18 sind die erhaltenen MelRRwerte grafisch dargestellt. Jede Messung
wurde dreimal durchgefuhrt und der Mittelwert in die Grafik eingetragen. In der
Zeichnung sind die Mel3werte verbunden, fur die mit Hilfe von GraphPad InPlot ein
Uber 0,95 liegender Korrelationskoeffizient berechnet werden konnte. Fur die
Naringinmessung wurden hierzu die MeRwerte von 107 bis 10° in die Berechnung
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einbezogen  (Korrelationskoeffizient r=0,95). Fur Naringenin  wurde der
Beobachtungsbereich von 5x107 bis 10° zur Auswertung herangezogen
(Korrelationskoeffizient r=0,98).

In niedrigeren Konzentrationen bestand keine lineare Beziehung zwischen

Konzentration und Peakflache.

Aus diesen Ergebnissen folgt, daR die Naringinbestimmung im Bereich von 10 bis 10"
’ zuverlassig durchfilhrbar ist. Die Naringeninbestimmung ist weniger sensitiv, denn
diese Substanz kann nur in einem Bereich von 10° bis 5x107 zuverlassig

nachgewiesen werden.

3.2 Die Resorption des Naringins beeinflussende Faktoren

3.2.1 Bestimmung der Pufferkapazitat des Grapefruitsaftes

Zur Bestimmung der Pufferkapazitat des Grapefruitsaftes (50 ml) wurde eine Titration

11

T10

pH

,}1

. . . . . . . . . . . . . . . . . Y . . . . [ 0
00 05 10 16 21 26 31 36 42 47 52 57 62 68 73 78 83 88 94 99 104 109 114 12,0
Verbrauch 1 N NaOH (ml)

Abbildung 19: Titrierung von 50 ml 100% Grapefruitsaft gegen 1 N NaOH
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gegen eine 1 N NaOH durchgefiihrt. Dies ist in Abbildung 19 dargestellit.

Der Neutralpunkt ist in einer Titration definiert als der Punkt, an dem die Lésung den
pH 7 erreicht. Zeichnerisch lie3 sich dieser Wert mit 9,04 ml 1 N NaOH-Verbrauch
bestimmen. Auf 1000 ml umgerechnet ergibt dies einen Gehalt von 180,8 val saurer
Valenzen im Grapefruitsaft.

Der Aquivalenzpunkt einer Losung, der von der Art der vorliegenden Saure abhangt,
ist der Punkt, ab dem der pH der Losung nur noch von der zugegebenen Lauge
bestimmt wird. Es sind also alle Saureaquivalente verbraucht (Wendepunkt). Dieser
Wert liel3 sich in der Zeichnung bei pH 8 und einem Laugenverbrauch von 9,4 ml
bestimmen. Auf 1000 ml Grapefruitsaft umgerechnet ergibt dies einen Gehalt von 188

val saurer Valenzen.

3.2.2 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Oktanol/Wasser von Naringin aus
Grapefruitsaft und Wasser

Um die L6slichkeit einer Substanz im Magen-Darm-Trakt beurteilen zu kénnen, wurde
der Verteilungskoeffizient des Naringins zwischen Oktanol und wassriger Phase
bestimmt (Abbildung 20 ). In einer Versuchsserie wurde die Verteilung unter Einsatz
von Grapefruitsaft, in einer anderen die von reinem Naringin, in Wasser gelost,

gemessen.
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Abbildung 20: Verteilungkoeffizient Oktanol/wassrige Phase von
Naringin aus Grapefruitsaft und Wasser

Fur die Verteilung von Naringin aus Wasser ergab sich ein Verteilungskoeffizient 0.25
bei pH 3.2. Der Verteilungskoeffizient nahm tber den pH-Bereich von 3.2 bis 7.2 auf
0.15 ab. Der Mittelwert betragt 0.21. Das Maximum der Verteilung wird bei pH 4.2 mit
einem Verteilungskoeffizienten von 0.27 erreicht.

Bei der Verteilung aus dem Grapefruitsaft ergaben sich unter sonst gleichen
Bedingungen Koeffizienten, die um dem Faktor 100 hoher liegen. Uber dem
beobachteten pH-Bereich blieben die Koeffizienten relativ konstant ( im Mittel 15.27).
Eine Ausnahme bildet der Mel3wert bei pH 7.2, der in diese Beobachtung nicht
miteinbezogen wurde. Der Saft verfarbte sich beim Puffern in diesem pH-Bereich
braun. Dies kann als Zeichen von verstarkter Phenolbildung aus den organischen
Bestandteilen des Saftes gewertet werden. Da hierzu auch das enthaltene Naringin
gehdrt, ist der relativ hohe Verteilungskoeffizient von 25 eventuell mit der Zersetzung
des Flavanons zu erklaren.
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3.2.3 Hydrolyse von Naringin durch Salzséure

Die Analyse einer 30 minutigen Hydrolyse ergab, daf3 sich ein Metabolit gebildet hatte
(Peak 1), der nicht mit dem internen Naringeninstandard identisch ist. Da mit einer
reversed-phase-Saule gemessen wurde, ist davon auszugehen, daf3 dieser Metabolit
hydrophiler ist als das Naringenin.

Abbildung 14: Hydrolyse von Naringin mit 0,1 N HCI. (Peakl )
ist der neu auf tretende Metabolit, (Standard) der interne
Naringeninstandard

3.2.4 Zusammenfassung

Der Grapefruitsaft besitzt Pufferkapazitaten, die erst nach Verbrauch von ca. 180.8 val
saurer Valenzen erschopft sind. Es konnte sein, dall nach Einnahme von
Grapefruitsaft, der pH-Wert im Magen-Darm-Trakt sich durch die S&urebelastung
zunéchst auf subphysiologische Werte verschiebt.

Das Verteilungsgleichgewicht von Naringin aus Wasser laf3t sich um den Faktor 100

steigern, wenn Grapefruitsaft als Losungsmatrix dient. Diese stellt einen wesentlichen,
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die Verfluigbarkeit des Flavonoids fur den Organismus beeinflussenden Faktor dar.
Beide Ph&nomene kdnnten von Einflul3 auf die Resorption sein.

3.3 Bestimmung des Naringingehaltes der verwendeten Séafte

In den in-vivo-Versuchen zur Elimination des Naringins wurde der Gehalt von 1000 ml
Grapefruitsaft, der verwendet wurde, in der benutzten Charge mit 340 mg Naringin

bestimmt. Im verwendeten Orangensaft konnte kein Naringin gemessen werden.

Der fur die in-vitro-Resorptionsversuche verwendete Grapefruitsaft enthielt 313.6 mg
Naringin in einem Liter Saft.

3.4 Versuche zur Exkretion von Naringin beim Menschen (n=1)

3.4.1 Kumulation von Naringin nach 24 Stunden

Abbildung 21 stellt das Wiederfinden von Naringin, gemessen als Naringenin
kumulativ fir 24 Stunden Versuchsdauer dar. Die Ausscheidung ist nach 13 Stunden
abgeschlossen. Die Ausscheidungsmenge erreicht den hochsten Wert (39.59 mg
Naringenin) in demjenigen Experiment, in dem 1000 ml Grapefruitsaft mit 680 mg
Naringin (340+680 mg Naringin) eingenommen wurden (s. Tabelle 4).

Die Elimination von Naringenin konnte durch Zusétze von Naringin zum Grapefruitsaft
gesteigert werden. In dem Experiment, in dem die einfache Dosis Naringin, die in
einem Liter Grapefruitsaft enthalten ist, der 1l Dosis aufgestockt wurde (340+340 mg

Naringin), konnte die Ausscheidungsmenge verglichen mit dem puren Saft von
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Abildung 21: Kumulation von Naringin im Urin gemessen als Naringenin

17.32 mg auf 31.42 mg gesteigert werden. Wenn man dem Saft die doppelte Menge
seines Naringingehaltes zusetzt, was der dreifachen Naringinkonzentratrion entspricht,
lant sich dieser Wert noch auf 39.59 mg steigern. Die Steigerung der Ausscheidung ist
jedoch nicht so grol3 wie im Experiment, in dem die einfache Dosis an Naringin dem
Saft zugesetzt wurde.

Nach Einnahme von 300 ml Grapefruitsaft findet man die geringste Ausscheidung von
0.61 mg Naringenin im Urin (in der Abbildung nicht aufgefuhrt).

In den Experimenten, in denen die verminderte Saftmenge durch eine entsprechende
Menge von Leitungswasser und Naringin ersetzt wurde, zeigt sich, daf die
Ausscheidung im Vergleich zum 1000 ml Grapefruitsaft-Experiment geringer ist (siehe
Tabelle 4). Die Ausscheidung scheint mehr von der eingesetzten Saftmenge als von
der Naringinmenge abhé&ngig zu sein. Nach Einnahme von Naringin ohne Saftzusatz
sind die kumulativen Ausscheidungen in einem &hnlichen Bereich (6.39 mg im
Experiment mit additiven 680 mg Naringin und 4.37 mg im Experiment mit Additiven
von 340 mg Naringin).
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Experiment ausgeschiedene
Naringeninmenge

10 mg Cumarin + 1 | Grapefruit Saft 17.32 mg

10 mg Cumarin + 700 ml Grapefruit Saft + 102 mg Naringin 4.84 mg

10 mg Cumarin + 700 ml Grapefruit Saft + 473 mg Naringin 5.39 mg

10 mg Cumarin + 680 mg Naringin 6.34 mg

10 mg Cumarin + 340 mg Naringin 4.38 mg

10 mg Cumarin + 11 Grapefruit Saft + 680 mg Naringin 39.59 mg

10 mg Cumarin + 1 | Grapefruit Saft + 340 mg Naringin 31.42 mg

10 mg Cumarin + 1 | Orangensaft + 340 mg Naringin 6.28 mg

10 mg Cumarin + 300 ml Grapefruit Saft 0.61 mg

10 mg Cumarin + 300 ml Grapefruit Saft + 237 mg Naringin 3.13 mg

Tabelle 4: Auflistung der durchgefiihrten
Ausscheidungsversuche mit der wiedergefundenen
Naringeninmenge in Milligramm

Zusammenfassend lasst sich feststellen, daf sich die Gesamtmenge des Naringin
durch Naringinzusatze zum Grapefruitsaft bis auf ca. das Doppelte steigern lasst.
Dagegen fuhrt der Einsatz von Orangensaft und Wasser als Lésungsmatrix zu einer

verminderten relativen Elimination im Vergleich mit Grapefruitsaft als Losungsmatrix.

3.4.2 Prozentuale Wiederfindung von Naringin, gemessen als Naringenin im Urin

Abbildung 22 zeigt, dal3 die prozentuale Wiederfindung von Naringin, gemessen als
Naringenin im Urin kleiner als 11 Prozent ist.

Der Hochstwert der prozentualen Wiederfindung wird erreicht, wenn 1000 ml
Grapefruitsaft ohne weitere Naringinzusatze eingenommen wurden. Hinzufligen
weiteren Naringins zu der in 1000 ml Grapefruitsaft enhaltenen Dosis kann die
Wiederfindung von Naringin im Urin nicht verbessern (9.3% im Experiment mit 2000 ml
Grapefruitsaft und additiven 340 mg Naringin und 7.81% im Experiment mit 2000 ml
Grapefruitsaft und additiven 680 mg Naringin).



Kapitel 3 — Ergebnisse 50

10 mg Cumarin + 300 ml Grapefruits]
10 mg Cumarin + 300 ml Grapefruitsaft
236,8 mg Naringin —

ft

10 mg Coumarin + 1l Grapefruits

10 mg Cumarin + 1| Grapefruitsaft + 3 ﬁ
mg Naringin ‘ ‘ ‘ ‘

10 mg Cumarin + 1| Grapefruitsaft + ﬁ
mg Naringin ‘ ‘

10 mg Cumarin + 1l Orangensaft + ﬁ
mg Naringin

10 mg Cumarin + 340 mg Narindin |ﬁ

10 mg Cumarin + 680 mg Narindin j

10 mg Cumarin + 700 ml Grapefruitsaft ﬁ

101,4 mg Naringin
10 mg Cumarin + 700 ml Grapefruitsaﬂ@ ‘
473,2 mg Naringin
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Abbildung 22: Prozentuale Wiederfindung von Naringin,
gemessen als Naringenin im Urin des Menschen

Die prozentuale Wiederfindung von Naringin scheint in erster Linie von der
eingesetzten Saftmenge abhangig zu sein. Dies ist daran zu erkennen, dafd durch
Ersatz von Grapefruitsaft durch Leitungswasser und Substitution des fehlenden
Naringins, die Wiederfindung nicht die Ausscheidung der vollstdndigen Safte erreicht
(2.87% im Experiment mit 700 ml Grapefruitsaft plus 101.4 mg Naringin und 1.85% im
Experiment mit 300 ml Grapefruitsaft plus 236.8 mg Naringin).

Auch Zusatze zu kleineren Saftmengen reduzieren die Wiederfindung von Naringin
(1.5% in dem Experiment, in dem 700 ml Grapefruitsaft 473.2 mg Naringin zugesetzt
wurden und 1.85% in dem Experiment mit 300 ml Grapefruitsaft plus 236.8 mg
Naringin).

Die Einnahme von Naringin als einzige Flavanonquelle zeigt, dal3 die Wiederfindung
kleiner ist verglichen zur Einnahme von 1000 ml Saft, in dem die gleiche
Naringinmenge enthalten ist (2.59% im 340 mg Naringin-Experiment und 1.88% im

Experiment, in dem 680 mg Naringin eingenommen wurden).
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Im Vergleich zur Wiederfindung nach der Einnahme der 340 mg Naringin-Dosis in
Wasser (2.59%) ist die Wiederfindung von 1000 ml Orangensaft zugesetztem Naringin
(340 mg) auf 3.71% erhoht.

3.4.3 Elimination von Naringenin mit Grapefruitsaft als alleiniger Flavanonquelle in

vivo (n=1)

Abbildung 23 stellt den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung von Naringenin nach

Einnahme von 1000 ml und 300 ml Grapefruitsaft dar.

Nach Einnahme von 1000 ml Grapefruitsaft zeigt die Ausscheidung von Naringenin
zwei Maxima, von denen das erste im Intervall von 4-8 Stunden mit einem Peak 6-8
Stunden nach Einnahme (222 mmol/min Naringenin) liegt. Ein zweites Maximum ist
10- 13 Stunden (Peak: 20.1 mmol/min) nach Beginn des Experimentes zu erkennen.
Im Bereich von 13-22 Stunden ist die Ausscheidung von Naringenin nur noch gering

Abbildung 23 : Auscheidung des Naringenins nach Einnahme
von 300 ml bzw. 1000 ml Grapefruitsaft

(0.52 mmol/min Naringenin). Nach Einahme von 300 ml Grapfruitsaft &Rt sich
Naringenin im Intervall von 3-10 Stunden nachweisen (Peak: 4-6 Stunden mit 10.2

mmol/min).

3.4.4 EImimation von Naringenin bei Gabe von Naringin als alleiniger Flavanonquelle

in vivo (n=1)

Abbildung 24 zeigt, da? nach Einnahme von purem Naringin alleine (gel6st in
1000 ml Leitungswasser) die Ausscheidung von 6 bis 22 Stunden nach Einnahme der
Substanzen erfolgt. Die maximale Naringeninelimination fand sich im Intervall von 10-
13 Stunden (56.1 mmol/min bei 340 mg Naringingabe bzw. 71.6 mmol/min nach Gabe
von 680 mg Naringin). Im Intervall zwischen 4-8 Stunden liegt kein friher

Ausscheidungspeak, wie er beim Experiment mit 1L Grapefruitsaft allein zu
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beobachten ist. Fur den unmitttelbaren Vergleich wurde das Experiment, bei dem 1L
Grapefruitsaft ohne Zusétze getrunken wurde, mit in die Abbildung aufgenommen.

Abbildung 24: Vergleich der zeitliche Ausscheidung von
Naringenin zwischen 1L Grapefruitsaft und Naringin als alleiniger
Naringinquelle

3.4.5 Ausscheidung von Naringenin nach Einnahme von 1l Grapefruitsaft mit

verschiedenen Naringinzusétzen in vivo (n=1)

In diesen Experimenten wurde einem Liter Grapefruitsaft (natirlicherweise 340 mg
Naringin ethaltend) die einfache (340 mg) und die doppelte Dosis Naringin (680mg)
zugesetzt, um zu sehen ob die Maxima der Naringeninelimination noch zu steigern

waren.

Abbildung 25: Zeitliche Ausscheidung von Naringenin mit 1000
ml Grapefruitsaft  als Basis  sowie  verschiedenen
Naringinzusatzen

Nach Gabe von 1l Grapefruit mit 340 mg Naringin fand sich ein Eliminationsmaximum
zwischen 6 und 10 Stunden (390 bzw. 393 mmol/min). Dies liel3 sich im Experiment,
bei dem 11 Grapefruitssaft mit 680 mg Naringin eingenommen wurden, nicht wesentlich
steigern (383 bzw. 401 mmol/min zwischen 6 und 10 Stunden). Im Vergleich zum 1l
Grapefruitsaftexperiment ohne Zusatz von Naringin, laf3t bei diesen Experimenten eine
vermehrte Exkretion in den spaten MeRintervallen feststellen. Nach Gabe von 1l
Grapefruitsaft plus 680 mg Naringinzusatz betragt die Elimination zwischen 10 und 13

Stunden noch 176 mmol/min Naringenin.

3.4.6 Elimination von Naringenin mit Orangensatt als Vehikel in vivo (n=1)

Durch den Ersatz von Grapefruitsaft durch Orangensaft als Losungsmatrix, |&R3t sich
festsellen, dal3 nun die maximale Naringeninelimination zwischen 6-10 Stunden zu

finden ist (max: 102 mmol/min).



Kapitel 3 — Ergebnisse 53

Abbildung 26: Ausscheidung von Naringenin nach Einnahme
von 1l Orangensaft plus 340 mg Naringin. Zum Vergleich sind die
Experimente, in denen 1| Grapefruitsaft ohne Zusatz und Wasser
mit 340 mg Naringin eingenommen wurde, ebenfalls abgebildet.

3.4.7 Zusammenfassung

In diesen Versuchen zeigte sich, dal3 der Beginn der Naringeninelimination von der
zugegebenen Grapefruitsaftmenge abhangig ist. Die Anwesenheit von Saft fordert vor
allem die Ausscheidung im Intervall von 3-10 Stunden. Nach alleiniger Einnahme von
Naringin findet sich die Hauptmenge der Eliminination erst nach 6-22 Stunden. Durch
Erhdhung der Naringindosis (mit Wasser als Solvens) erhohte sich die Gesamtmenge
des eliminierten Naringenins, eine Ausscheidung im Intervall zwischen 3-10 Stunden
lie3 sich jedoch nicht beobachten. Verwendet man anstatt Wasser Orangensaft als

Solvens, beginnt die Elimination schon nach 4 Stunden.

3.4.8 Elimination von Naringenin nach 1l Grapefruitsaft als alleiniger Flavanonquelle

in vivo (n=3)

In diesen Versuchen sollte die Wiederholbarkeit der in den ersten Versuchen
erhaltenen Ergebnisse geprift werden.
Abbildung 27: Dargestellt ist die Elimination von Naringenin

nach Einnahme von 1 | Grapefruitsaft ohne weitere Zusétze (n=3)
Auf der y-Achse ist die Naringinmenge in nmol/min aufgetragen

Abbildung 27 zeigt, dal3 die Experimente sich in der quantitativen Ausscheidung
voneinander unterscheiden. Bei allen Experimenten erfolgt jedoch die Elimination im

Intervall von 3-10 Stunden.

3.4.9 Elimimation von Naringenin nach Gabe von 340 mg Naringin als alleiniger

Flavanonquelle in vivo (n=3)

Auch diese Experimente unterschieden sich in der quantitativen Auscheidung
voneinander. Gemeinsam mit der ersten Versuchsreihe ist hier jedoch wieder die Lage

der
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Abbildung 28: Elimination von Naringenin nach Gabe von 340
mg Naringin in Wasser geldst (n=3). Auf der y-Achse ist die
Naringinelimination in nmol/min aufgetragen.

Elimination im Intervall von 6 -22 Stunden (Abbildung 28 ).

3.4.10 Elimination von Naringenin nach Gabe von 1l Orangensaft plus 340 mg
Naringin in vivo (n=3)
Abbildung 29 : Elimination von Naringenin nach Gabe von 1 |

Orangensaft plus 340 mg Naringin (n=3). Auf der y-Achse ist die
Naringinmenge in nmol/min aufgetragen.

Auch in den Wiederholungen dieses Experimentes fand sich die maximale
Naringeninelimination im Intervall von 4-13 Stunden (Abbildung 29 ). In Experiment
Nr. 1 war Naringenin schon nach 3 Stunden nachweisbar. Das Maximum war jedoch
erst im Intervall von 6-8 Stunden zu finden. In Experiment Nr. 2 erfolgte die Elimination
lediglich zwischen 4 und 10 Stunden, mit einem Maximum im Intervall 4-6 Stunden. In
Experiment Nr. 3 fand die Elimination von 4 bis 13 Stunden (Maximum im 4-6 Stunden
Intervall) statt.

3.4.11 Zusammenfassung

Die Wiederholung der Experimente zeigte, dal3 die Ergebnisse der Vorversuche in
Bezug auf die Eliminationsintervalle, mit einer frihen Ausscheidung in Anwesenheit
von Grapefruitsaft oder auch Orangensaft, reproduzierbar waren. Es fanden sich
jedoch Unterschiede in der Ausscheidungsintensitat.

3.5 Resorption von Grapefruitsaft aus dem Jejunum der Ratte am Beispiel von
Naringin

In der Versuchsreihe, in der Grapefruitsaft mit Rattenjejunum inkubiert wurde, konnte
in einigen Experimenten im extraluminalen Medium Naringenin als Peak in der HPLC

nachgwiesen werden (innerhalb des linearen Messbereiches war nur Naringin
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nachweisbar). Da die Ergebnisse der Messungen aul3erhalb der Beobachtungsgrenze
lagen und somit eine Auswertung nicht moglich war, sind sie hier nicht aufgefthrt.

3.5.1 Beurteilung des Jejunalpraparates wahrend der Messung

3.5.1.1 Makroskopische Beurteilung des Jejunalpréparats wahrend der Messung

Das frisch in die Apparatur eingesetzte Darmstick zeigte wahrend der
Versuchsdurchfiihrung deutlich eine Gefal3zeichnung. Erst nach ca. 2 Stunden in der
Apparatur verblasst diese Zeichnung. Dies gilt nach Norta et al. (1996) als Indiz fir die
Funktionstichtigkeit des Praparats. Ihr Verschwinden wird auf die einsetzende

Hamolyse zurtckgefunhrt.

Dieses Kriterium ist jedoch eingeschrankt aussagefahig, da in einem Préparat, in dem
die Gefal3e nicht mehr erkennbar sind, dies auch mit einer Verdiinnung des Inhalts der
Kapillaren zusammenhangen kann. In der von Norta verdffentlichten Arbeit wurde nicht
mit einer physiologischen Losung gearbeitet, sondern mit einem Tris-Puffer als Losung
fir Donor und Akzeptor. Daher kann dieses Kriterium der Vitalitdt des Préparats in

Frage gestellt werden.

3.5.1.2 Verédnderungen der transmuralen Potentialdifferenz wahrend der in vitro

Resorptionsmessung

Nach Norta (1996) ist die Stabilitat der transmuralen Potentialdifferenz Gber die Dauer
eines Versuches als Indikator flr die Stabilitat des Epithelverbandes unter besonderer
Berucksichtigung der Tight-junctions zu werten.
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Abbildung 30: Aufzeichnug der transmuralen Potentialdifferenz
Uber eine Stunde am Rattenjejunum. Sowohl Donor als auch
Akzeptor enhielten 40 ml physiologische Losung nach Krebs und
Henseleit. Auf der x-Achse ist die Zeit in 10 min Abschnitten, auf
der y-Achse die transluminale Potentialdifferenz in Millivolt
aufgetragen.

In Kontrollversuchen, bei denen sowohl die Donor- als auch Akzeptorldsung aus
physiologischer Ldsung nach Krebs-Henseleit bestand, blieb die transmurale
Potentialdifferenz Uber die Dauer des Versuches konstant. Abbildung 30 zeigt den

Verlauf der Potentialdifferenz tGber eine Stunde.

Um festzustellen, ob sich das Epithel am Ende des Versuches durch Grapefruitsaft als
Donorlésung (z.B. durch Nekrosen) verandert hat, wurde nach Beeendigung der
Versuche der Grapefruitsaft von der Donorseite entfernt und durch physiologische
Losung nach Krebs-Henseleit ersetzt. Die Potentialdifferenz stellte sich in allen
Versuchen wieder auf denjenigen Ausgangswert ein, der zu Versuchsbeginn ermittelt

wurde.

Nach Beendigung des Versuches wurde mit Krebs-Henseleit'scher Losung gespiilt.
Danach blieb die transmurale Potentialdiffernz Uber weitere zwei Stunden stabil, um
dann erst nach insgesamt drei Stunden Beobachtungsdauer zusammenzubrechen.
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Die Veréanderungen der transluminalen Potentialdifferenzen wahrend der Experimente
sind aus Tabelle 5 zu entnehmen. Wie zu dort zu sehen ist, fallt die Potentialdifferenz
bei den 8 Wochen alten Tieren in ahnlicher Weise ab (2.5 bzw. 2.25 mV ). In den

Versuchen, in denen die 18 Wochen alten Tiere verwendet wurden, ist der Abfall der

Potentialdifferenz mit 3.5 mV grof3er als bei den jingeren Tieren.

Versuchsart 0 min. 60 min. Differenz Mittelwert der Differenzen
8 Wochen pH 3,2

Versuch 1 8 mV 6 mV 2 mV 2.5mV
Versuch 2 8 mVv 4 mV 4 mV

Versuch 3 10 mv 8 mV 2mV

Versuch 4 8 mV 6 mV 2mV

18 Wochen pH 3,2

Versuch 1 14 mV 10 mVvV 4 mV 3.5mVvV
Versuch 2 12 mVvV 8 mVv 4 mV

Versuch 3 14 mv 10 mv 4 mV

Versuch 4 10 mVvV 8 mVv 2 mV

8 Wochen pH 6,2

Versuch 1 8 mV 6 mV 2 mV 2.25 mV
Versuch 2 10 mVvV 8 mVv 2 mV

Versuch 3 8 mV 6 mV 2mV

Versuch 4 8 mV 5mVv 3ImVv

Tabelle 5. Transmurale Potentialdifferenzen in den Versuchen
am isolierten Rattenjejunum

3.5.2 Resorption von Naringin

An Darmen von acht Wochen alten Tieren, die mit Grapefruitsaft pH 3.2 durchstromt
wurden, ist die Resorption von Naringin am grof3ten. Die extraluminale Konzentration
erreicht nach 30 Minuten einen Wert von 11.03 mg Naringin (GemafR der Formel von

Norta et al. bezogen auf 40 ml Akzeptormedium). Die kumulative Menge betragt nach

60 Minuten 11.20 mg Naringin.

Mannlich Mannlich Mannlich
18 Wochen 8 Wochen 8 Wochen
plus Grapefruitsaft plus Grapefruitsaft plus Grapefruitsaft
pH 3,2 pH 3,2 pH 6,2
Vorlaufzeit
0 min 0.41 mg 4.17 mg 0.40 mg
5 min 2.26 mg 6.48 mg 0.35mg
15 min 4.05 mg 8.27 mg 2.10 mg
30 min 4.86 mg 11.03 mg 2.65mg
45 min 6.46 mg 10.86 mg 2.63 mg
60 min 5.08 mg 11.20 mg 2.44mg
Gesamt(%) 40.49% 89.29% 19.45%
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Tabelle 6: Es sind die Mittelwerte der auf der Akzeptorseite
(extraluminal) gefundenen Mengen an Naringin aufgefuhrt. Jede
Messung wurde viermal ausgefuhrt. Der Mittelwert der
Messungen ist aufgefuhrt. Siehe dazu auch Abbildung 30

Durchstromt man Darme von Tieren des gleichen Alters (8 Wochen ) mit Grapefruitsaft
mit einem pH von 6.2, was den physiologischen Verhaltnissen im Jejunum entspricht,
so werden nach einer Stunde Inkubation nur noch 2.44 mg Naringin auf der
Akzeptorseite gefunden.

Die Jejunalabschnitte der 18 Wochen alten Tiere, die mit Grapefruitsaft pH 3.2
durchstromt werden, zeigen nach einer Stunde eine Resorptionsleistung von 5.08 mg
Naringin. Bei diesen Versuchen schien die Naringinmenge mit Dauer der
Inubationszeit wieder abzunehmen (5.08 mg). Der Hochstwert wurde mit 6.46 mg nach
45 Minuten bestimmt.

25

O Mannlich 8 Wochen plus Grapefruitsaft pH 6,2

201 | W Mannlich 18 Wochen plus Grapefruitsaft pH 3,2

O Mannlich 8 Wochen plus Grapefruitsaft pH 3,2

15

o " |

Naringin in Milligramm

Vorlaufzeit 0 5 15 30 45 60
Zeit in Minuten

Abbildung 31: Resorption von Naringin aus dem Grapefruitsaft
bei unterschiedlichen pH-Werten, in Abhangikeit vom Alter der
Tiere. Angegeben ist die mit der Formel nach Norta et al. (1996)
berechnete Naringinmenge im Akzeptormedium (extraluminal)
bezogen auf 40 ml Ausgangsvolumen. Dauer der Vorlaufphase:
5 min.
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3.5.3 Zusammenfassung

Naringin wird von den Darmen junger Tiere bei einem pH-Wert von 3.2 erheblich
besser resorbiert als bei pH 6.4 (p<0.002). Das Alter scheint einen Einflu auf die
Resorptionsleistung zu haben (p<0.01).

Die transmurale Potentialdifferenz verandert sich bei den jungen Tieren nach
Inkubation mit Grapefruitsaft pH 3.2 und 6.2 in ahnlicher Weise (Abfall um 2.25 bzw.
25mVv).

Den grof3ten Abfall der transmuralen Potentialdifferenz konnte man bei den 18
Wochen alten Tieren beobachten. Die Resorptionsleistung erreicht jedoch nicht die
von jungen Tieren bei pH 3.2.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf3 sich die Interaktionen
von Grapefruitsaft mit Arzneimitteln nicht durch alleinige Wirkung des Naringenins
(oder seiner Prodrug Naringin) erklaren lassen. Es konnten verschiedene
Einflul3faktoren aufgezeigt werden, die sowohl auf die Resorption als auch auf die

Elimination der Substanz EinfluR nehmen kdnnen.

4.1 Untersuchungen zur den Stoffeigenschaften des Grapefruitsaftes

4.1.1 Pufferwirkung des Saftes

Da der Grapefruitsaft einen starken Puffer darstellt, wird dies im Dinndarm
(insbesondere im Jejunum) dazu fuhren, dafd dort, nach Genul3 grof3erer Mengen
Grapefruitsaft (z.B 1 Liter), subphysiologische pH-Werte herrschen. Diese betragen,
laut Lentner (1977), im oberen bis mittleren Abschnitt des Dinndarms je nach

Lokalisation und Stimulationszustand zwischen pH 5 und pH 8.

Beim Gesunden (Lentner 1977) betragt die Bikarbonatsekretion des exokrinen
Pankreas nach Stimulation durch Secretin (2 I.E. i.v./kg KG) im Mittel bei 76 mmol/l
(1 h Sammelzeit). Die maximale Sekretionsrate ist ca. 140 mmol/l bei einer maximalen
Bikarbonatausschiuttung von 0.9-1.2 mmol/min. Die in einem Liter Grapefruitsaft
enthaltenen 180.8 mval Protonen zu neutralisieren, wirde also bei maximaler
Sekretionsrate des gesunden Pankreas ca. 1% Stunden dauern. Somit ist also
wahrend der Resorption des Naringins in Anwesenheit von Grapefruitsaft als

Losungsmatrix von einem pH-Wert deutlich unter 7 auszugehen.
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4.1.2 Verteilungskoeffizient des Naringins

Die Verteilung des Naringin andert sich je nach verwendetem Tragermedium: mit Saft
ist der Verteilungskoeffizient um den Faktor 100 hoher als mit Wasser (mit 1-Octanol
als Lipidphase). Grapefruitsaft als Trager fiihrt zu einer vermehrten Naringinresorption
in die Enterozyten des Darmes. Danach konnte sich eine enzymatische Spaltung in die
Wirkform des Naringins, den CYP3A4-Hemmstoff Naringenin oder einen &hnlich
wirkenden Metaboliten anschlie3en (s. 4.1.3 Hydrolyse im Magen).

Teuscher (1997) berichtet, dal3 sich die Interaktionen und anderen Wirkeigenschaften
der Flavonoide nicht allein mit ihrer Hemmwirkung auf den Xenobiotikastoffwechsel
(Cytochrom P450) erklaren lassen. Eine Hemmung des Metabolismus der Zelle kénnte
auch an anderen Stellen ansetzen, z. B. ATPase, cAMP-Phosphodiesterase oder der
Transkription (s. Abb. 31).

Abbildung 31: Dargestellt sind die moglichen Angriffspunkte des
Naringenins bzw. des bei der Hydrolyse im Magen enstehenden
Metaboliten  (MetX) auf die Stoffwechselprozesse des
Enterozyten im Dinndarm. DrugX steht fur ein gleichzeitig
gebenes, resorbierbares  Pharmakon; Pgp steht  fur
P-Glykoprotein, das eventuell am Auswartstransport von
Xenobiotika (DrugX) beteiligt ist; cAMP-PDE fur cAMP-
Phosphodiesterase

Bourian et al. (1999) vermuten, dal3 Naringenin auch das P-Glykoprotein, einen
unspezifischen Transporter der Darmzelle hemmen konnte, tber den der Organismus
verschiedenste Xenobiotika eliminiert. Durch einen l6sungsvermittelnden Faktor im
Saft konnten diese Wirkungen auf Basis der vemehrten Resorption des Flavonoids

verstarkt werden.

4.1.3 Hydrolyse des Naringins

Durch die Hydrolyseversuche konnte gezeigt werden, daf3 Naringin unter dem Einfluf3
von Salzsaure in einen Metaboliten gespalten wird, der in der HPLC dem Naringenin
ahnliche Elutionseigenschaften besitzt. Eine Reaktion dieser Art wird wahrscheinlich
im sauren Milieu des Magen ablaufen.
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Der dabei entstehende Metabolit kdnnte mit dem von Ameer et al. (1996)
nachgewiesenen identisch sein, obwohl er, verglichen mit Naringin, eine kirzere
Retentionszeit besitzt, da in vitro Stoffwechselprozesse fehlen (Glukuronidierung,
Sulfatierung), welche die renale Ausscheidung férdern. Ameer beschreibt vier
maogliche Metaboliten, die sich in vivo im Urin des Menschen finden lassen:
Isokuranetin,  Dihydroxy-Monomethoxyflavanon, = Monohydroxy-Dimethoxyflavanon
sowie das Dihydroxy-Dimethoxyflavanon. Diese Metaboliten kobnnen sowohl aus der
Metabolisierung von Naringin als auch der von Hesperidin enstammen, was beim
Menschen jedoch einen Methylierungsschritt in der Phase-l voraussetzt, der von den
Autoren mit einer niedrigen Umsetzungsrate charakterisiert wird. Wie grol3 die Menge
des in vivo methoxylierten Flavons ist und welche Bedeutung dieser
Stoffwechselschritt im Rahmen der in anderen Studien beobachteten
Arzneimittelinteraktionen ist, bleibt unklar. Erschwert wird die differenzierte Analyse
dieses Prozesses durch die Anwesenheit aller vier beschriebenen Metaboliten im
Grapefruitsaft, so dal® derzeit nur qualitative Aussagen Uuber mogliche
Stoffwechselwege getroffen werden kénnen.

4.2 Elimination des Naringin beim Menschen

Diese Versuche wurden mit einem Probanden durchgefiihrt, um interindividuelle
Variationen, die sich durch divergierende Enzymmuster verschiedener

Versuchspersonen ergeben, auszuschalten (Runkel 1996).

Naringin wird beim Menschen als Glukuronid des Naringenins ausgeschieden. Nach
Einnahme von 1 Liter Grapefruitsaft zeigt sich eine biphasische Elimination. Die erste
Phase im Zeitraum von 4-8 Stunden ist wahrscheinlich fur die in der Literatur
beschriebenen pharmakologischen Effekte von Bedeutung. Als Beispiel seien hier nur
die Erhéhung der Plasmaspiegel besonders in diesem Intervall genannt, die Bailey et
al. (1991) bei der gleichzeitigen Einnahme von Felodipin beobachteten.
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Nach Einnahme von Naringin in Wasser gelost, findet die Ausscheidung erst im
Intervall von 8-22 Stunden, der zweiten Phase, statt. Dies laf3t darauf schliel3en, dal3
das Flavonoid entweder langsamer vom Organismus resorbiert oder aber zu einem

spateren Zeitpunkt verstoffwechselt wird.

Die frihe Elimination konnte durch die oben (Kap. 4.1.1 und 4.1.2) beschriebenen
chemischen Eigenschaften des Saftes zustande kommen. Es liegt nahe, dal3 auch der
Orangensaft partiell solche Eigenschaften besitzt, denn durch Zusatz von Orangensatft
konnte ebenfalls die Elimination von Naringenin in ein friihes Intervall von 4-10
Stunden nach Einahme verschoben werden. Verantwortlich fir die Verbesserung der
Resorption des Naringins konnten z.B. Derivate sein, die sich von Terpenen oder
Saponinen ableiten (Teuscher 1997).

Fir das Zustandekommen der zweiten Eliminationsphase gibt es zwei Moglichkeiten:
Umverteilungsvorgédnge des  unkonjugierten  Naringenins in  verschiedene
Kompartimente des Organismus, konnten fur eine Verzdgerung der Elimination in
Form der zweiten Phase verantwortlich sein. Ameer et al. (1996) beschreiben die
Anwesenheit von unkonjugiertem Naringenin auf der Erythrozytenmembran in vivo,

eine Fraktion, die zundchst dem Metabolismus entzogen ware.

Die zweite Phase der Naringeninelimination, konnte aber auch, bei ausgebliebener
Resorption im Jejunum durch bakterielle Zersetzung des Flavanonglykosids wahrend
der Dickdarmarmpassage zustande kommen. Fuhr et al. (1995) beschreiben
verschiedene Stamme von Darmbakterien mit der Fahigkeit, die Glykosidbindung des
Naringins zu spalten. Der Einflu@ der Darmflora auf die Glykosidspaltung von
Flavonoiden wurde ebenfalls von Kim et al. (1998) beschrieben. Vor allem die alpha-
Rhamnosidase-Aktivitdt der Darmflora wirde hier fir eine erhthte Bioverfugbarkeit
des Naringenin sorgen.

Eine Kombination aus beiden Mdglichkeiten scheint ebenso denkbar.

4.3 Resorption von Grapefruitsaft im isolierten Rattenjejunum
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4.3.1 Nachweis von Naringin und Naringenin im Akzeptormedium

In den Versuchen wurde die Resorption des Naringin nach Inkubation im
Rattenjejunum Uber eine Stunde geprift. Bei der analytischen Auswertung konnte
hauptsachlich eine Resorption von Naringin beobachtet werden. Das in einigen
Versuchen im Akzeptormedium in winzigen Konzentrationen beobachtete Naringenin,
konnte aufgrund der zu erwartenden Meflungenauigkeit nicht zu Auswertung
herangezogen  werden. Die in den Versuchen ermittelten  hohen
Standardabweichungen kamen wahrscheinlich durch unterschiedliche Phanotypen des

Enzymmusters der Versuchstiere zustande.

Da Naringenin nur in Spuren nachweisbar war, konnte dies zu einen auf einen
glykosidischen Stoffwechselschritt mit geringer enzymatischer Umsetzungsrate in der
Darmwand hinweisen. Denkbar, aber unwahrscheinlich, ware auch ein sehr schneller
Abbau von Naringenin im Enterozyten der Ratte mit der Folge, dal3 kaum Substanz im
Akzeptormedium erscheint.

Am wahrscheinlichsten ist im Zusammenhang mit der (Booth et al., 1958) bei der Ratte
beschriebenen renalen Auscheidung (nach Gabe von Naringenin bzw. Naringin) von p-
Cumarsaure und sulfatierter p-Hydroxybenzoesaure, dal3 das Flavonoid schon im
Jejunum einer Phase-I-Metabolisierung unterliegt. Dal3 auch Ort der Glukuronidierung
und Sulfatierung (Phase II) im Jejunum zu finden ist, dafiir sprechen Daten tber den
Stoffwechsel des Quercetin von Crespy et al. (1999). In dieser Arbeit konnten die
Phase-I-Metaboliten des Quercetins sowohl nach in situ Perfusion als auch nach
Inkubation mit Mikrosomenfraktionen aus jejunalen Enterozyten nachgewiesen
werden. Daruber hinaus berichten die Autoren Uber einen erheblichen Efflux ins
Darmlumen der konjugierten Metabolite des Quercetins (64% der glukuronidierten und
36% der sulfatierten Formen). Dies wirde den fehlenden Nachweis von Naringenin im
Akzeptormedium erklaren.

Eine im Enterozyten stattfindende Phase-I-Metabolisierung wirde eine weitere
Erklarung, fur die bei der renalen Ausscheidung in vivo beobachtete (s. Kap. 4.2) frihe
Eliminationsphase darstellen.
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4.3.2 Faktoren, welche die Resorption des Naringin beeinflussen

Es mul3 bedacht werden, ob Erkenntnisse Uber die Elimination einer Substanz
Ruckschlisse auf seine Resorption zulassen. Sicherlich gilt das Postulat, daf’ die
eliminierte Substanzmenge auch resorbiert wurde. Eine geringe Resorptionsmenge
koénnte aber auch durch Verstoffwechselung des Naringin vorgetauscht werden. Dies
konnte eine Begriundung fur die stark voneinander  abweichenden
Wiederfindungsquoten von ca. 90% in vitro und <11% in vivo beim Menschen sein.

Diese Feststellung wird jedoch relativiert durch folgende Beobachtungen:

Die Auswertung der Naringinresorption am isolierten Darm ergab, daf3 die Resorption
um so grofRer war, je niedriger der pH-Wert im Donormedium war. Dies konnte, unter
anderem, an einer mukosaschadigenden Eigenschaft des Grapefruitsaftes liegen. Eine
Mukosaschadigung, aufgrund der im Saft enthaltenen Substanzen, kénnte auf einer
Chelatorwirkung beruhen. Substanzen aus dem Grapefruitsaft (z.B. Flavonoide) sind
offensichtlich in der Lage, den tight junctions der Epithelschicht Calciumionen zu
entziehen. Die Eigenschaft der Flavonoide Calciumionen binden zu konnen,
beschreiben Wagener et al. (1992). Der Abfall der transmuralen Potentialdifferenzen
ist nach Norta et al. (1996) ein wichtiges Indiz fur diese Vermutung, da diese nur bei
intakter Enterozytenwand aufrecht erhalten werden kann.

Da der Abfall der transmuralen Potentialdifferenzen jedoch bei den 8 Wochen alten
Tieren trotz unterschiedlicher Resorptionsleistungen &hnlich war, muf3 es noch ein
weiteres Prinzip der Resorptionsbeeinflussung im Grapefruitsaft geben.

Es kdnnte in einer Substanz bestehen, die abh&ngig vom pH-Wert im Darmlumen in
der Lage ist, dem Naringin eine gunstigere Konformation (Micellenbildung) zu geben,
so dald dieses, oder sein resorbierbarer Metabolit, die Mucosa des Darms leichter
Uberwinden kann. Nach Martin (2000) betragt der pKs-Wert des Naringenins 6.79. Im
sauren Millieu, welches sich durch die Anwesenheit von Grapefruitsaft als
Losungsmatrix ergibt, waren die Bedingungen fur die Resorption des nur in kleinen

Mengen im Grapefruitsaft enthaltenen Naringenins eingeschrankt.

Da der pKs-Wert des Naringins nach Martin (s.0.) aufgrund der alkoholischen

Funktionen der zuséatzlich im Molekil vorhandenen Rhamnoglukose niedriger als 6.79
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zu vermuten ist, dirfte dessen Resorptionbedingungen im Dinndarm gegentber dem

Naringenin gunstiger sein.

Eine weiterer, die parazellulare Resorption des Naringin beeinflussender Faktor ist das
Alter der Versuchstiere. In diesem Zusammenhang muld beachtet werden, dal3 in
Anbetracht der normalen Lebenserwartung einer Ratte von ca. 2 Jahren ein 8 Wochen
altes Tier unter Umstanden noch nicht die volle Kapazitat zur Metabolisierung von
Fremdstoffen erlangt hat. An Préparaten von 18 Wochen alten Tieren war trotz
starkerem Abfall der transmuralen Potentialdifferenz die Resorptionsmenge im
Vergleich zu der von 8 Wochen alten Tieren geringer, was mit einer stérkeren
Auspragung des Fremdstoffmetabolismus begriindet werden kénnte. Nach Booth et al.
(1958) ist der Organismus der Ratte in der Lage, Naringin zu den Metaboliten p-
Cumarséaure und zu sulfatierter p-Hydroxybenzoesaure abzubauen, was nicht weiter

verfolgt wurde.

4.4 Abschliel3ende Bemerkungen

Auch im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 die
Interaktionen von Grapefruitsaft mit Arzneimitteln nicht durch alleinige Wirkung des
Naringenins oder seines Prodrug Naringin erklart werden kénnen. Die Untersuchung
der Resorption des Flavonoids im Magen-Darm-Trakt in vitro sowie seine renale
Elimination in vivo zeigten Merkmale des Grapefruitsaftes, die bis jetzt noch nicht in
klinischen Studien bericksichtigt wurden. Diese, die Resorption des Flavonoids
vermittelnden Faktoren (Hydrolyse im Magen, pH-Wert der Losungsmatrix, Einflufd auf
die Permeabilitat in organische Phasen sowie Einflul3 der Matrix auf die Integritéat des
Darmepithels), missen jedoch zur Beschreibung einer geeigneten galenischen
Umgebung berlcksichtigt werden, damit sich die inhibitorische Potenz des Naringins
im Organismus (Leber) optimal nutzen laR3t. Die durchgefihrten Studien, welche die
Wirkpotenz von Naringin mit Grapefruitsaft als Loésungmatrix mit der von in Wasser
geldstem Naringin (Bailey et al., 1991) verglichen, vernachlassigen die Notwendigkeit
eines solchen galenischen Einflusses auf die Resorption des Flavonoids. Aber auch
die Verwendung Gelatinekapseln zur Verbesserung der Resorption (Bailey et al.,
1992), vernachlassigt die Zwangslaufigkeit der hydrolytischen Spaltung des Prodrugs
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Naringin im sauren Milieu des Magens. Durch die Untersuchungen zur Elimination des
Naringins in vivo zeigte sich, dal} die von manchen Autoren in vivo erwarteten
Interaktionen mit verschiedenen Pharmaka wahrscheinlich deshalb ausblieben, weil
das Flavonoid zum Zeitpunkt der erwarteten Wechselwirkung noch nicht im Koérper
verfugbar war. Dies konnte die Erklarung fur die aus der Literatur bekannten in-vitro-
Interaktion mit P450 (Guengerich et al., 1990) und der fehlenden Interaktion (Bailey
1998) in vivo sein.

Abbildung 32: Dargestellt sind die in der Diskussion erlauterten
Vorgange, die zu den Wechselwirkungen von Grapefruitsaft mit
Medikamenten fuhren konnten. Die metabolische Interaktion
ergibt sich, wenn das mit Drug bezeichnete Pharmakon sowie
Naringenin oder sein unbekannter Metabolit (MetX) gleichzeitig in
der Leberzelle vorliegen oder zusammentreffen. Dies verstarkt
nochmals die erhdhte Nettoaufnahme des Pharmakons (Drug)
infolge gerichteter Ausschleusung von Naringenin/MetX tber das
P-Glykoprotein (PGP). Dient statt Grapefruitsaft Wasser als
Lésungsmatrix werden Naringenin/MetX infolge fehlender
Bestandteile der resorptionsforden Matrix des Saftes (keine
Bindung von Ca*-lonen) langsamer resorbiert. Die spatere
Resorption bedingt die spatere Elimination des Flavonoids. Dies
und die maRige Nettoresorption bedingt das Ausbleiben der
metabolischen Interaktionen.
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5. Zusammenfassung

Das Flavonoid Naringin ist ein Bestandteil des Grapefruitsaftes, dessen biologische
Funktion nicht genau bekannt ist. Von seinem Aglykon, dem Naringenin, wurden
Hemmwirkungen auf die Enzyme der Phase-I-Reaktionen (insbesondere des
Isoenzym CYP4A4 ) beschrieben.

Vorkommen, Nomenklatur, Synthese und Funktion der Flavonoide werden unter
besonderer Berucksichtigung des Naringins erlautert. Des weiteren wird auf die, die
Resorptionsprozesse im Gastrointestinaltrakt beeinflussende Faktoren und deren
Mechanismen eingegangen. Da in der Vergangenheit publizierte Studien
hauptséchlich aus Berichten (Uber Interaktionen des Grapefruitsaftes mit
verschiedenen Pharmaka bestanden, sollte eine ndhere Betrachtung, der fir die
Interaktion in Betracht kommenden Aspekte, Aufschlul3 Gber den mdglichen
Mechanismus geben.

Die Aufgabenstellung der Arbeit deshalb bestand darin, die Resorption des
Grapefruitsaftes in vitro und seine renale Elimination in vivo zu untersuchen, um die
Diskrepanz zwischen den in-vitro beobachteten Interaktionen und deren Ausbleiben in

vivo zu klaren.

Aus den Untersuchungen lie3en sich verschiedene Faktoren ermitteln, die die
Bioverfugbarkeit des Naringins beeinflussen:

Der Grapefruitsaft besitzt Puffereigenschaften, die eine Einstellung eines
subphysiologischen pH-Wertes im Darmtrakt nach Einnahme gréRerer Mengen des
Saftes ermoglichen. Unter Berlcksichtigung des pKs-Wertes des des Naringins ist
dies der Resorption des Flavonoids forderlich.

Hinzu kommt eine l6sungsvermittelnde, pH-unabhéngige Eigenschaft des
Grapefruitsaftesaftes. Durch Ermittlung des Verteilungskoeffizienten zwischen
Grapefruitsaft bzw. Wasser in ein organisches Losungmittel (Oktanol) konnte dies

aufgezeigt werden.
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Naringin wird beim Menschen vorwiegend als Naringeninglukuronid ausgeschieden.
Nach Einnahme von purem Grapefruitsaft wird das Flavonon in zwei
Eliminationsphasen im Urin gefunden. Die erste Phase (>10 Stunden nach Einnahme)
die durch intrinsische Faktoren des Saftes zu entstehen scheint, ist nach solitarer
Einnahme von Naringin nicht zu beobachten und wahrscheinlich fur das Ausbleiben
der Interaktion zwischen den in verschiedenen Pharmaka und in Wasser geléstem
Naringin verantwortlich.

Durch Zuséatze von Naringin zum Grapefruitsaft, a3t sich zwar die quantitative
Flavanonausscheidung vergré3ern , die frihe Ausscheidungsphase jedoch nicht. Auch
sind niedrigere Saftmengen, denen das zur 1l Dosis fehlende Naringin zugesetzt
wurde, nicht dazu in der Lage die Elimination des Flavonoids in der frihen Phase zu

bewirken.

Durch Versuche am isolierten Rattenjejunum konnte gezeigt werden, dal3 der
Grapefruitsaft die Eigenschaft besitzt, die transmurale Potentialdifferenz zu senken,
was fur eine Wirkung an den tight-junctions und somit eine primar parazellulare

Resorption spricht. Dies mul3 jedoch nicht der einzige Resorptionsweg sein.

Ein weiterer Einflu3faktor fur die Naringinresorption war das Alter der Tiere, da die
alteren Tiere weniger Flavanon als die jungen Tiere resorbierten. Dies konnte mit der

weiteren Ausreifung des Fremdstoffmetabolismus der alten Tiere zusammenhangen.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit aufgezeigt werden, das die
Resorption ein wichtiger Faktor zu Beurteilung der pharmakologischen Potenz einer
Substanz ist, der in der vorklinischen Beurteilung durch geeignete
Untersuchungsmethoden mehr Rechnung getragen werden sollte.
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