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Literaturtbersicht

1 LITERATURUBERSICHT

1.1 Hypertriglyzeridamie

Ubergewicht und Adipositas resultieren aus einer langerfristigen Imbalance
zwischen Energiezufuhr und —verbrauch. Diese Imbalance geht meist mit einer
vermehrten Energieaufnahme und einem bewegungsarmen Lebensstil einher
[WHO, 2000]. In der europaischen Region sind bereits 58,3 % der erwachsenen
Manner, 51,2 % der Frauen und jedes dritte 11-jahrige Kind Gbergewichtig oder
adipos [WHO, 2014]. Ubergewicht tritt typischerweise gemeinsam mit einem
gestorten Fettstoffwechsel auf. Dieser und weitere Symptome sind zwei
wesentliche Faktoren fur das metabolische Syndrom. Letzteres wird nach
Definition des National Heart, Lung and Blood Institute durch das Vorliegen von
drei der folgenden finf Parameter bestimmt: abdominelle Adipositas
(Bauchumfang > 102 cm fir Manner, >88 cm fur Frauen), erhohte
Nuchterntriglyzeride (= 150 mg/dL), verringertes high density lipoprotein (HDL)-
Cholesterol (<40 mg/dL bei M&nnern bzw. < 50 mg/dL bei Frauen), erhohter
Blutdruck und erhdhter Nichternblutzucker (= 100 mg/dL) [FRITSCHE und
JOOST, 2010]. Die Diagnose des metabolischen Syndroms ist unter anderem
mit einem erhohten Risiko fur das Auftreten von kardiovaskularen Krankheiten
assoziiert. Daruber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen erhohter
Triglyzeridkonzentration im Blut und kardiovaskularen Erkrankungen [AUSTIN
et al., 1998], [SARWAR et al., 2007]. Die American Heart Association empfiehlt
die Aufrechterhaltung normaler Triglyzeridwerte (<150 mg/dL) im Blut, um
kardiovaskulare Erkrankungen zu vermeiden [MOSCA et al., 2011].

Allgemein betrachtet entsteht Hypertriglyzeridamie entweder durch eine
vermehrte Synthese von Lipoproteinen und Triglyzeriden in Leber und
peripheren Geweben und/oder durch einen verminderten Abbau
trigylzeridreicher Lipoproteine aus dem Blut. Hypertriglyzeriddmie hat viele
Ursachen. Zum einen resultiert diese Stoffwechselstérung aus genetischen
Defekten, wie z.B. Mutationen am Gen der Lipoproteinlipase (Enzym, zur
Spaltung von Triglyzeriden in Lipoproteinen im Plasma) oder dessen Mangel,

zum anderen fihren kalorienreiche Mahlzeiten ebenfalls zu erh6hten
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Plasmatriglyzeriden. Sekundare Hypertriglyzeridamie tritt als Nebenerscheinung
bei bestimmten Krankheiten, wie Diabetes mellitus Typ 2 auf oder nach
Einnahme einiger Medikamente [ZIMMERMANN und WEBER, 2010].

Pathophysiologie

Triglyzeride werden im Plasma in Form von Lipoproteinen transportiert. Zu den
triglyzeridreichen Lipoproteinen z&ahlen Chylomikronen und very low density
lipoproein (VLDL). Erstes wird in den intestinalen Zellen gebildet und enthalt
hauptsachlich  Nahrungsfett. Nach Hydrolyse der Triglyzeride durch
endothelstéandige Lipoproteinlipasen verbleiben sogenannte Chylomikronen
Remnants im Blut. Werden diese Partikel nicht aus dem Blut entfernt, kbnnen
sie zur Bildung von atherogenen Schaumzellen beitragen [BOTHAM et al.,
2007].

VLDL wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert und fiihrt endogene Lipide
durch das Blut. Aufgrund der Triglyzeridhydrolyse in diesen Transportpartikeln
werden VLDL zu kleineren und dichteren Lipoproteinen geformt. Dabei entsteht
unter anderem low density lipoprotein (LDL), welches anfalliger flur oxidative
Modifikationen ist und dadurch zur Entstehung von Schaumzellen fiihren kann
[MILLER et al., 2011].

Mechanismen zur Verringerung erhdhter Plasmatriglyzeride

Neben der alimentaren Einschrankung von gesattigten Fettséauren, Cholesterol,
niedermolekularen Kohlenhydraten und Alkohol gehort die kérperliche Aktivitét
ebenfalls zu den therapeutischen Mal3hahmen um Triglyzeride im Plasma zu
reduzieren. Durch Bewegung wird die p-Oxidation in Muskeln gesteigert und es
werden mehr Fettsduren als Energiesubstrat verbraucht. Hingegen bevorzugt
die Leber Glukose und Ethanol als Energiesubstrat, was dazu fihrt, dass
Fettsduren vermehrt zu Triglyzeriden verestert werden. Daher sollte bei
Hypertriglyzeridamie auf Alkohol und leicht resorbierbare Kohlenhydrate
verzichtet werden [ZIMMERMANN und WEBER, 2010] [MILLER et al., 2011].
Bestimmte Faktoren im Verdauungstrakt konnen dazu beitragen, dass die

Absorption von Lipiden erschwert wird. Dazu zahlen unter anderem die
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Inhibierung bestimmte Enzyme bei der Fettverdauung. So hemmt z.B. Orlistat
die gastrointestinale Lipase und reduziert dadurch die Lipolyse. Auf diese
Weise wird die intestinale Fettabsorption gehemmt und vermehrt Lipide mit dem
Fazes ausgeschieden [TAN et al., 2002].

Der direkte Transport von Fettsduren in Enterozyten und die Synthese von
Chylomikronen in diesen Zellen konnte ebenfalls dazu beitragen, die
Triglyzeridkonzentration im Plasma zu reduzieren.

Der Lipidmetabolismus in der Leber beeinflusst die Plasmalipide ebenfalls. So
konnte die Synthese von Triglyzeriden oder Lipoproteinen in diesem Organ
verringert werden. Die  Wirkstoffklasse der Fibrate kommt bei
Hypertriglyzeriddmie zum Einsatz und wirkt als Agonist von PPARa (Funktion
von PPARa ist detaillierter in Kap. 1.3.3 beschrieben). Durch Aktivierung von
PPARa wird die Fettsaureaufnahme in die Leber gesteigert und die p-Oxidation
zugleich gefdrdert. Die Expression der Lipoproteinlipase wird infolge einer
PPARa Aktivierung erhdht und der Triglyzeridabbau in Lipoproteinen dadurch
gesteigert [WANG et al., 2013], [SHAH et al., 2011].

1.2 Flavonoide

In den letzten Jahrzehnten riickten pflanzliche Sekundarstoffe immer mehr in
das oOffentliche Interesse, da bekannt wurde, dass diese Verbindungen
zahlreiche gesundheitsfordernde Wirkungen zeigen. Polyphenole sind eine
heterogene Gruppe innerhalb der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe und
kommen meist in Obst und Gemdise, aber auch im Kaffee, Tee und Nussen vor.
Flavonoide stellen die am haufigsten vorkommenden Polyphenole in der
Humanernahrung dar. Sie werden anhand der Anzahl und Stellung der
Hydroxylgruppen, der Oxidationsstufe am Flavan (2-Phenylchroman)-
Grundgerust und dem Polymerisierungsgrad in Unterklassen eingeteilt. Die
Gliederung der Verbindungsklassen der Flavonoide, sowie deren Vorkommen
sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Das Flavan, das Grundgerist der
Flavonoide, besteht aus drei Kohlenstoffringen. Zwei davon sind aromatisch (A
und B) und einer O-heterozyklisch (C) [WATZL und RECHKEMMER, 2001].

Die Strukturen, der wichtigsten Flavonoide sind in Abbildung 1 gezeigt.
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Tab. 1 Verbindungsklassen der Flavonoide und deren Vorkommen [mod nach. Watzl und
Rechkemmer, 2001]

Verbindung Beispiel Vorkommen
Flavanone Hesperetin Orange
Eriodictyol Zitrone
Naringenin Grapefruit
Flavone Apigenin, Sellerie,
Luteolin Paprika
Flavonole Quercetin Zwiebel, Apfel,
Grunkohl
Flavanole Catechin, Apfel,

Epigallocatechingallat (EGCG) griner Tee
Anthocyane Malvidin Weintrauben

Isoflavone Genistein, Daidzein Sojabohne

In der Natur kommen Flavonoide als Glykoside gebunden vor, mit Ausnahme
der Catechine, die als Aglykone, gebunden an Gallussaure, vorliegen.

Die tagliche Aufnahme von Flavonoiden liegt bei gemischter Kost bei etwa
50 bis 200 mg pro Tag [DGE, 2010]. Bei obst- und gemisereicher
Ernahrungsweise kann die tagliche Zufuhrmenge auf etwa ein Gramm pro Tag
erhoht werden [SCALBERT und WILLIAMSON, 2000].

Aus epidemiologischen und Fall-Kontroll Studien geht hervor, dass Flavonoide
das Risiko fur bestimmte Krebsarten und Herz-Kreislauferkrankungen senken.
Sie wirken antioxidativ, antithrombotisch, blutdrucksenkend, chemopraventiv
oder entziindungshemmend [WATZL und RECHKEMMER, 2001}, [DGE, 2010],
[HERTOG et al., 1993]. Neuere Studien zeigen dartber hinaus eine mdgliche
Wirkung beim Einsatz gegen das metabolische Syndrom [MEYDANI und
HASAN, 2010].
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a) Flavan Grundgerist b) Flavanone

o}
C
OH 0
Hesp R;=OH R,=OCHj; R3;=OH
ED R;=OH R,=OH R3;=OH
Ster R;=OH R,=OH R3;=OCHj;
HED R.=OCH- R»-=OH R-.=OH
¢) Dihydrochalkon d) Flavonole

OH 0o

Phloretin Querzetin R;=0OH, R,=0OH, R3;=0H,
R4=H, Rs=0OH, R¢=H

e) Flavanole f) Isoflavone

(-)-Epicatechin R;=H R,=0OH R;=OH Genistein
(-)-Epigallocatechin R;=0OH R,=0OH R,=H Daidzein
(-)-Epigallocatechingallat R.=0OH R,=Galloyl

Abb. 1 Strukturformeln wichtiger Flavonoidaglyka [mod. nach WILLITS et al., 2004, WATZL
und RECHKEMMER, 2001] Abkurzungen: Hesp (Hesperetin), ED (Eriodictyol), Ster (Sterubin),
HED (Homoeriodictyol)
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Wichtige Flavanone und deren Vorkommen

Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol sowie Homoeriodictyol und dessen
Natriumsalz gehoren zur Gruppe der Flavanone und unterscheiden sich durch
ihre Substituenten am A oder B Ring (siehe Abb. 1 b). Phloretin zahlt zu den
Dihydrochalkonen, die statt des C-Rings eine offene C-Brlicke tragen [EFSA,
2010].Eriodictyol (3,4°,5,7-Tetrahydroxyflavanon) ist das Aglykon von Eriocitrin
(Eriodictyol-7-O-Rutinosid) und kommt natirlich vor allem als Glykosid
gebunden in der Zitrone vor. Die Menge an Eriocitrin in der Zitronenschale
betragt etwa 30 % [MIYAKE et al., 2006].

Hesperetin (3°,5,7-Trihydroxy-4"-Methoxyflavanon), das Aglykon von Hesperidin
(Hesperetin-7-O-Rutinosid), ist das haufigste Flavanon in der Orange. Die
Konzentration von Hesperidin im Orangensaft liegt zwischen 36 und 528 mg /L
[EFSA, 2010].

Phloretin (2°,4,4°,6 -Tetrahydroxydihydrochalkon), das Aglykon von Phlorizin
(Phloretin-2"-O-Glukosid), ist hauptsachlich in Apfeln als Glukosid vorhanden. In
der Apfelschale liegt der Gehalt bei etwa 80-420 mg Phlorizin / kg Schale und
im Apfelsaft bei 3 bis 223 mg Phlorizin /L. In geringen Mengen ist Phlorizin
ebenso in Erdbeeren (2 bis 5 mg / kg Frischobst) enthalten [EFSA, 2010].
Homoeriodictyol  (4°,5,7-Trihydroxy-3 -Methoxyflavanon)  sowie  dessen
Natriumsalz und Sterubin (3°,4°,5-Trihydroxy-7-Methoxyflavanon) kommen in
der Pflanze Herba Santa (Eriodictyon californicum (H.&T.) Torr.,
Hydrophyllaceae) vor. Hesperetin und in geringem Ausmal3 auch Eriodictyol,
sind ebenfalls in Herba Santa enthalten [LEY et al., 2005]. Die Verbindungen,
Eriodictyol, Homoeriodictyol, Homoeriodictyol-Natriumsalz, Sterubin und
Phloretin zeigen bittermaskierende Eigenschaften. Hesperetin und Phloretin
verstarken daruber hinaus den sufen Geschmack [LEY et al., 2005], [LEY et
al., 2010], [LEY et al., 2007].
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1.2.1 Bioverfugbarkeit und Pharmakokinetik der Flavonoide

Um das bioaktive Potential der Flavanone im Organismus zu gewdhrleisten, ist
es wichtig zu wissen, wie diese Verbindungen absorbiert, metabolisiert, verteilt
und wieder ausgeschieden werden.

In Frichten kommen Flavanone hauptséchlich als Glykoside vor, in der Pflanze
Herba Santa jedoch auch als Aglykone [LEY et al., 2005].

Nach oraler Aufnahme kommen Flavonoide zundchst mit dem Speichel in
Kontakt. Flavonoidglykoside werden bereits dort in Abhangigkeit der
vorhandenen Bakterien und der Aufenthaltsdauer hydrolysiert [KAHLE et al.,
2011]. Die im Darm vorhandenen B-Glykosidasen spalten die Ubrigen
Flavonoidglykoside in deren Aglykone und Zuckerreste. Zu dieser Enzymklasse
gehort unter anderen die Laktase-Phlorizin-Hydrolase als membranstandiges
Enzym an der luminalen Seite der intestinalen Mukosa. Priméar ist dieses Enzym
in seiner Funktion als Laktase fur die Spaltung von Milchzucker verantwortlich,
tragt aber auch eine aktive Seite, um B-Glykoside zu hydrolysieren [DAY et al.,
2000]. Im Kolon leisten B-Glykosidasen der intestinalen Mikrobiota einen
grof3en Beitrag zur Deglykosylierung der Flavonoide [MIYAKE et al., 2006]. Die
Absorptionsgeschwindigkeit der Flavonoide wird durch den Zuckerrest
beeintrachtigt. So werden Aglykone im Vergleich zu Monosaccharidglykosiden
schneller resorbiert. Wiederum gelangen Monosaccharidglykoside fruher als
Disaccharidglykoside ins Plasma [MIYAKE et al., 2006], [NIELSEN et al., 2006].
Es ist noch nicht geklart, ob nur Aglykone oder auch Flavonoidglykoside
absorbiert werden [EFSA, 2010], [MIYAKE et al., 2006]. Flavonoidaglykone
gelangen Uber passive Diffusion in Enterozyten. Es gibt aber auch Hinweise
darauf, dass Phlorizin oder Quercetinglukoside Uber den natriumabhéngigen
Glukose-Cotransporter SGLT1 in die Zelle gelangen [WALLE und WALLE,
2003], [WATZL und RECHKEMMER, 2001]. Dabei konkurriert der Zuckerteil
der Flavonide um die Bindungsstelle am SGLT1 [WIMMER et al., 2007]. In den
Enterozyten spalten intrazellulare B-Glykosidasen Flavanonglykoside in
Aglykone, die Uber Phase Il Enzyme mit Glucuronsdure oder Sulfuronsaure
konjugiert werden. In dieser Form liegen sie ebenfalls im Plasma vor [MIYAKE

et al., 2006]. Eine Verminderung der Bioverfligbarkeit stellen die an der
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apikalen und basolateralen Membran der Enterozyten positionierten Adenosin-
Triposphat-(ATP)-bindende-Kassette (ABC) Transporter dar. Diese flhren
bestimmte Flavanonkonjugate wieder zurtick in das Darmlumen [BRAND et al.,
2003].

Nach Absorption finden einige Metabolisierungen in der Leber und im Darm
statt. Dazu gehoren neben Glucuronidierung und Sulfatierung auch De- und
Hydroxylierungen oder Methylierungen [EFSA, 2010]. Die ausgeschiedenen
Flavanone konnen Uber den Enterohepatischen-Kreislauf wieder absorbiert
werden. Die vorhandene Mikrobiota im Darm metabolisiert Flavanone, die nicht
resorbiert wurden, durch strukturelle Veranderungen, wie Spaltung des C-
Ringes, zu Zimtsaure- und Phenolsaurederivaten. Diese Abbauprodukte
kénnen wiederum ins Plasma gelangen [EFSA, 2010]. Die Konzentration der
Flavanone im Plasma ist dennoch relativ gering. Nach oraler Verabreichung von
Eriodictyol (7,67 mg/kg Korpergewicht (KG)) wurden als Plasmametabolite
Eriodictyol,  Homoeriodictyol und Hesperetin als  Glucuron-  und
Sulfuronkonjugate identifiziert. Die maximale Plasmakonzentration wurde
bereits nach einer Stunde gemessen und betrug fir Hesperetin sowie
Homoeriodictyol weniger als 5 uM und fur Eriodictyol zwischen 5 und 10 uM
[MIYAKE et al., 2006]. In einer anderen Humanstudie wurde nach oraler
Verabreichung von 135 mg Hesperetin (1,95 mg/ kg KG) in verkapselter Form
eine  durchschnittiche maximale Plasmakonzentration von 2,74 uM
(825,78 ng / mL) gemessen [KANAZE et al., 2007].

Die Ausscheidung der Flavanone erfolgt Uber Urin, Galle und Fazes. Im Urin
wurden sowohl Glucuron- und Sulfonsdurekonjugate als auch andere polare
Metabolite nachgewiesen. Nach oraler Verabreichung von
1,95 mg Hesperetin/ kg KG wurden 3,26 % davon im Urin als Konjugate
detektiert [EFSA, 2010], [KANAZE et al., 2007].
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1.2.2 Flavonoide und deren Wirkung auf den Lipidstoffwechsel

Epidemiologische Studien zeigen bei alteren Mannern eine inverse Korrelation
zwischen der Aufnahme von Flavonoiden und der Mortalitét an koronaren
Herzerkrankungen [HERTOG et al., 1993]. In der iranischen Bevolkerung sinkt
bei Konsum von flavonoidreichen Lebensmitteln das Risiko, Symptome des
metabolischen Syndroms zu entwickeln [SOHRAB et al., 2013].
Epigallocatechingallat (EGCG), das quantitativ wichtigste Flavonoid aus griinem
Tee, beeinflusst den Lipidmetabolismus Uber mehrere Mechanismen in vitro
sowie in vivo. In einer Studie konsumierten normalgewichtige Manner innerhalb
24 Stunden entweder Placebos, 150 mg Koffein oder Grinteeextrakt, der
270 mg Epigallocatechingallat und 150 mg Koffein enthielt. Im Vergleich zum
Placebo sank der respiratorische Quotient und der Substratverbrauch
veranderte sich in dieser Zeit zugunsten der Lipidoxidation (von 0,88 auf 0,85)
in der Griunteeextrakt-Gruppe [DULLOO et al.,, 1999]. Der respiratorische
Quotient liegt je nach oxidierter Substanz zwischen 1,00 (reine
Kohlenhydratoxidation) und 0,70 (reine Lipidoxidation) und wird zur Messung
veranderter  Substratoxidation  herangezogen. Ein  Absinken  des
respiratorischen Quotienten weist auf eine Verschiebung der Substratoxidation
zugunsten des Fettsaureverbrauchs. So konnte Epigallocatechingallat
gemeinsam mit Koffein zu vermehrter Fettoxidation beitragen. Anders als in der
Studie von Dulloo et al., 1999 zeigten Boschmann und Thielecke et al., 2007 in
einer Pilotstudie mit Ubergewichtigen Mannern, dass der respiratorische
Quotient in der postprandialen Phase zwei Tage nach Gabe von 300 mg
Epigallocatechingallat pro Tag, im Vergleich zur Placebogruppe von 0,91 auf
0,84 sank [BOSCHMANN und THIELECKE, 2007]. Das Resultat von
Boschmann und Thielecke zeigt, dass der Verzehr von Epigallocatechingallat
allein die postprandiale Lipidoxidation ebenfalls steigern konnte [BOSCHMANN
und THIELECKE, 2007]. In einem Tierversuch mit Mausen zeigten Friedrich et
al. 2012, dass 24 Stunden nach Zugabe von 1 % Epigallocatechingallat
(1,67 g/kg Korpergewicht) zu fettreichem Futter, oral verabreichte Lipide
vermehrt oxidiert wurden [FRIEDRICH et al. 2012].
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Epigallocatechingallat verhindert dartber hinaus die Absorption von Lipiden. So
zeigten Cha et al., 2012, dass Epigallocatechingallat (IC5=1,8 £ 0,57 uM) die
pankreatische Lipase wahrend einer kinstlichen Verdauung in vitro hemmt
[CHA et al.,, 2012]. In der Studie von Friedrich et al, 2012 wurde die
Lipidabsorption nach acht Tagen durch Zugabe von 0,5%
Epigallocatechingallat (0,83 g/kg Korpergewicht) zu fettreichem Futter im
Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls vermindert. Diese verminderte
Absorption aul3erte sich durch erhéhte Ausscheidung oral verabreichter Lipide
und wirkte sich ebenfalls positiv auf die Triglyzeridkonzentration im Plasma aus.
Denn nach viertagiger Verabreichung von 1 % Epigallocatechingallat (1,67 g/kg
KG) zu fettreichem Futter sank die Triglyzeridkonzentration im Plasma der
Mause signifikant zur Kontrollgruppe ohne Epigallocatechingallat. Ein weiterer
positiver Effekt der Zugabe von 0,83 g/kg KG Epigallocatechingallat zu
fettreichem Futter in der Studie von Friedrich et al., 2012 war eine verringerte
Einlagerung von Nahrungslipiden in viszerales Fettgewebe und anderen
peripheren Geweben [FRIEDRICH et al.,, 2012]. Diese Studien zeigen
wiederum, dass Epigallocatechingallat Uber mehrere Mechanismen die
Plasmalipide positiv beeinflussen kann.

Neben dem Flavanol Epigallocatechingallat zeigte auch das Flavanon
Hesperetin Verbesserungen auf die Blutlipidwerte. In einem Tierversuch an
Ratten sanken die Triglyzerid- und Cholesterollevel nach funfwoéchiger
Supplementierung mit 0,02 % (5 mg/kg Korpergewicht) Hesperetin zu
cholesterolreichen (1 %) Futter. Das high  density lipoprotein
(HDL)-Cholesterol / Gesamt-Cholesterol Verhaltnis wurde nach Verabreichung
von Hesperetin erhdht, was bedeutet, dass der Ricktransport von Cholesterol
und Triglyzeriden aus den peripheren Geweben zur Leber gesteigert wird.
Zugleich verringerte sich die Aktivitat der hepatischen
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase),
einem  Schlisselenzym bei der Cholesterolbiosynthese, und der
Acyl-Coenzym-A:Cholesterol-Acyltransferase (ACAT), welche Cholesterol oder
Fettsduren verestert. Die Inhibierung dieser Enzyme konnte eine Mdglichkeit

darstellen, Blutfettwerte zu reduzieren [KIM et al., 2003]. Denn bei verringerter
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Menge an Cholesterolester in Hepatozyten oder Enterozyten, wird der Aufbau
von Lipoproteinen beeintrachtigt und konnte so die Konzentration an
Triglyzeriden im Blut reduzieren [KIM et al., 2003]. In einer Humanstudie wurde
der Triglyzeridstatus nach 24-wéchiger oraler Verabreichung von 500 mg
a-Glykosylhesperidin (Hesperetin-7-Rutinoglukosid) pro Tag um 34 % in der
Hypertriglyzerid-Gruppe reduziert [MIWA et al., 2005]. Die Studien von Kim et
al., 2003 und Miwa et al., 2005 zeigen, dass auch das Flavanon Hesperetin den

Fettstoffwechsle positiv beeinflussen kann.
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1.3 Metabolismus der Fette und Kohlenhydrate
1.3.1 Das Diunndarmepithel

Den Hauptort fur die Absorption von Nahrstoffen stellt der sechs Meter lange
Dunndarm dar, wobei der grof3te Teil der Nahrstoffe im Duodenum und
Jejunum absorbiert wird. Durch die Ausbildung von Kerkringfalten und Zotten im
Gewebe des Dunndarms und Mikrovilli an den Enterozyten vergrof3ert sich die
Oberflache fiir die Stoffaufnahme auf etwa 200 m?. In den Krypten befinden
sich undifferenzierte pluripotente Stammzellen, die am Weg zur Zottenspitze zu
Enterozyten reifen. Sie entwickeln fir die Resorption wichtige Enzyme (z.B.
Disaccharidasen) und Transportsysteme. Die Lebensdauer der Enterozyten ist
auf etwa drei bis funf Tage begrenzt. Danach werden die Zellen an der
Zottenspitze wieder abgestofRen [VAUPEL, 2005].

Die Schleimhaut des Dunndarms besteht aus einer Epithelschicht, einer
Bindegewebsschicht, sowie einer dinnen Muskelschicht, wobei in den Zotten
nur die beiden erstgenannten Gewebsschichten vorkommen. Die
Uberwiegenden Zellen des Darmepithels stellen die Enterozyten dar, die mit
Mikrovilli an der apikalen Membranseite zur Resorption dienen. Weiters
kommen mukusbildende Becherzellen, Panethzellen und enteroendokrine
Zellen vor. Eine hohe Durchblutung der Schleimhaut sorgt fur eine rasche
Weiterleitung der resorbierten Stoffe, wahrend der Resorptionsphase [VAUPEL,
2005].

Das Darmepithel benétigt verschiedene Adhasionskomplexe, um benachbarte
Zellen miteinander zu verknipfen und die Polaritat aufrechtzuerhalten. Hierzu
dienen sogenannte tight junctions, adherence junctions und Desmosomen.
Tight junctions sind apikal an der lateralen Seite des Interstitiums lokalisiert und
regulieren den parazellularen Transport. Weiters stellen sie eine Barriere fur
Proteine und verschiedene Molekiile dar. Tight junctions kdnnen dennoch
Kanale fur Elektrolyte oder Wasser bilden, deren Durchlassigkeit mit Lange des
Verdauungskanals in Richtung distal abnimmt [VEREECKE et al., 2011].

12
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1.3.2 Fettstoffwechsel im Verdauungstrakt

Obwohl in der durchschnittlichen 6sterreichischen Kost eines Erwachsenen die
tagliche Gesamtenergieaufnahme den Richtwerten entspricht, liegt der Anteil an
Lipiden um etwa 6 % uber dem empfohlenen Anteil. Daruber hinaus ist der
Anteil der ungesattigten Fettsauren zu niedrig und jener der gesattigten zu hoch
[ELMADFA et al., 2012].

Essentielle Fettsduren spielen im gesamten Stoffwechsel eine wichtige Rolle.
Abgesehen von deren Bedeutung als Energiesubstrat, tragen sie als
Bestandteil von Plasmamembranen zur Aufrechterhaltung des Zellmilieus und
der Membranfluiditat bei und dienen als Vorlaufer fiir Gewebshormone. Weiters
sind Fettsauren an Prozessen der Signaltransduktion beteiligt. Die Transkription
bestimmter Proteine sowie posttranslationale Veradnderungen kann durch
Fettsauren ebenfalls beeinflusst werden [LOFFLER und MOSSNER, 2007],
[SANDOVAL et al., 2008].

Die mit der Nahrung zugefiihrten Lipide bestehen zu 95 % aus Triglyzeriden,
die hauptsachlich aus langkettigen Fettsauren (Uber 16 Kohlenstoffatome)
bestehen. Der Rest setzt sich aus etwa 4,5 % Phospholipiden (meist Lecithin)
und 0,5 % Sterolen (hauptséchlich Cholesterol) zusammen [WANG et al.,
2013].

Die Fettverdauung beginnt im Mund mit dem Enzym Zungengrundlipase und
setzt sich im Magen durch die gastrische Lipase fort. Beide Enzyme spalten
primar mittelkettige Triglyzeride. Im Magen werden Nahrungsfette zu kleinen
Lipidtropfchen (Durchmesser unter 500 nm) emulgiert und an das Duodenum
weitergegeben, wo der Nahrungsbrei mit Galle und Pankreassekreten verdinnt
wird [WANG et al., 2013]. Die Pankreaslipase ist zusammen mit der Colipase
im Wesentlichen fur die Fettspaltung verantwortlich. In Abh&angigkeit von
Gallensauren hydrolysiert dieses Enzym Triglyzeride zu Di- bzw.
Monoglyceriden und freien Fettsduren (FFS). Zusatzlich spalten verschiedene
Enzyme Fettsduren von Monoglyceriden, Phospholipiden und Cholesterolestern
ab. Dabei werden die Fettpartikel immer kleiner. Ein wichtiger Schritt fur den
Transport durch das wassrige Lumen des Gastrointestinaltrakts ist die Bildung

von Mizellen (Durchmesser zwischen vier und acht nm). Durch die Anwesenheit
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von Gallensauren dispergieren hydrophobe Verbindungen wie Fettsauren,
fettlosliche Vitamine, Acylglyceride und Cholesterol (Ch) gemeinsam mit
hydrophilen Substanzen wie Glycerin, Phospholipiden (PL) zu negativ
geladenen Mizellen. In dieser Form werden die Lipide bis zwischen die Mikrovilli
der Enterozyten transportiert LOFFLER und MOSSNER, 2007], [WANG et al.,
2013].

1.3.3 Intestinale Fettsaureaufnahme

Mizellen erleichtern den Transport durch die unstirred water layer und den
Mukus an der intestinalen Membran. Diese schaffen eine saure Umgebung,
was zur Dissoziation der Mizellen fihrt. Die Mizellen spalten sich in ihre
Komponenten auf und die Substrate werden einzeln resorbiert [NIOT et al.,
2009]. Der zellbiologische Aufnahmeprozess von Fettsauren ist bislang nicht
vollstandig geklart. Eine Zusammenfassung der Absorption von Fettsauren ist in
Abbildung 2 vereinfacht dargestellt. Aufgrund des hydrophoben Charakters
durfte der Durchtritt durch die Membran fur fettlésliche Verbindungen
problemlos funktionieren. Vielmehr erschwert der Weg zur Membran und durch
das wassrige Zytosol die Fettsaureaufnahme. Hierfir wurden einige Proteine
identifiziert, die diesen Transport erleichtern. In der wissenschaftlichen Literatur
werden zwei Transfermoglichkeiten durch die Zellmembran diskutiert:
erleichterter Transport mit Proteinen und passive Diffusion [NIOT et al., 2009].

Passive Diffusion

Fettsduren kdnnen entlang des Konzentrationsgradienten durch die amphiphile
Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran diffundieren. Der Prozess teilt
sich in drei aufeinander folgende Schritte: Zun&chst adsorbiert die Fettsaure an
die aullere Phospholipid-Doppelschicht. In protonierter Form dreht sich die
Fettséaure in einem als ,Flipflop“ bezeichneten ,Seitenwechsel“ um 180° auf die
innere Schicht der Membran. AnschlieBend gibt die Fettsdure das Proton
wieder ab, wodurch sie ins Zellinnere entlassen wird. Die Effizienz des
Wechsels wird durch die Krimmung der Zellmembran (an der Mikrovilli), die

lonisierung bzw. Protonierung der Carboxylgruppe (ionisierte Fettsauren
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diffundieren langsamer) und der Sattigung der Fettsdure (ungesattigte
Fettsauren transferieren schneller) beeinflusst. Die Permeabilitdt durch die
Phospholipid-Bilayer von langkettigen Fettsauren ist gréf3er als die von Wasser,
Glukose und anderen kleinen Nichtelektrolyten [HAMILTON, 2007], [NIOT et al.,
2009], [SCHWENK et al., 2010].

Eine weitere Mdglichkeit, Stoffe zu resorbieren, stellt der parazellulare
Transport dar. Uber diesen Mechanismus werden Nahrstoffe zwischen den
Zellen resorbiert und gelangen Uber den Interzellularraum ins Blut. Die
Proteinkomplexe der tight junctions und Desmosomen bilden einen
Schlussleistenkomplex, wodurch die Zellen aneinander haften und dabei die
Permeabilitit und die epitheliale Barrierefunktion regulieren. Diese
Permeabilitat ist fir Molekule unter 600 kDa begrenzt [MENARD et al., 2010].
Bisher wurden einige Verbindungen identifiziert, die die Barrierefunktion
verandern konnen. Zu diesen zahlen unter anderem das Flavanol Querzetin,
[AMASHEH et al., 2008], oder bestimmte Peptide und Cyclodextrine [DELI,
2009].

Aktiver Transport

Der aktive Transport ist durch einen Membranibergang entgegen des
Konzentrationsgefédlles gekennzeichnet und bendtigt Energie. Dazu sind
bestimmte Carrierproteine notig, die die Absorption spezifischer Verbindungen
ermoglichen. Einige Transportproteine beeinflussen auf diese Weise die
Fettsdureaufnahme. Nach ihrer Lokalisation werden diese Transporter in
membrangebundene oder -assoziierte und zytosolische Proteine eingeteilt. Zu
ersteren gehoren CD36 (cluster of differentiation 36 oder Fettsauretranslokase,
FAT), Plasmamembran-gebundene-Fettsaure-Bindungsproteine (FABPpy,) und
Caveoline. Zur Gruppe der zytosolischen Proteine zahlen die intrazellularen
FABP (FABP.) und die Familie der Fettsaure-Transportproteine (FATP 1-6)
[WANG et al., 2005], [SCHWENK et al., 2010].

Derzeit sind mehrere Theorien Uber den Mechanismus der Fettsaureaufnahme

Uber Fettsauretransporter bekannt:

15



Literaturtibersicht

a) Die Proteine gelten als Sensoren fiur Fettsauren (CD36 und/oder
FABPpm) und Fettsauren diffundieren anschlie3end ohne deren Hilfe
durch erleichterte Diffusion entlang des Konzentrationsgradienten in die
Zelle. Auf der inneren Domane der Transmembranproteine kénnen z.B.
zytosolische FABP fir den Transport durch das Zytosol oder Enzyme,
wie die Acyl-CoA Synthetase gebunden sein [SCHWENK et al., 2010],
[WANG et al., 2013].

b) Die Fettsauretransporter (FATP und / oder CD36) fihren Fettsauren
aktiv durch die Membran [SCHWENK et al., 2010].
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Abb. 2 Absorption der Fettsduren in Enterozyten [mod. nach NIOT et al., 2009]

Mizellen dissoziieren in saurer Umgebung und FS gelangen durch passive Diffusion oder aktiv
Uber Fettsauretransporter in die Enterozyten. Fir den Transport durch das Zellinnere binden FS
an |I-FABP oder L-FABP. ACS aktivieren FS bevor sie zu TG resynthetisiert werden. Vor der
Abgabe an die Lymphe werden FSCoA gemeinsam mit TG, PL und CE mithilfe bestimmter
Proteine (u.a. MTP) zu Chylomikronen oder VLDL verpackt. Einzelheiten siehe Text.
Abkilrzungen: ACS (Acyl-Coenzym A Synthetasen), CE (Cholesterolester), Ch (Cholesterol),
FABPpm (plasmamembranstandiges Fettsdure-Bindungsprotein), |- bzw. L-FABP (Dinndarm-
bzw. Leber-FABP) FAT/CD36 (Fettsduretranslokase / cluster of differentiation 36), FATP
(Fettsaure-Transportproteine), FS (Fettsduren), FSCoA (aktivierte Fettsaure), MTP
(mikrosomales Triglyzerid-Transferprotein), PL (Phospholipid), VLDL (very low density
lipoprotein)
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CD36 / Fettsauretranslokase

Die Fettsaduretranslokase (FAT) wurde erstmals in Adipozyten der Ratte
identifiziert und ist homolog zum humanen Cluster of differentiation (CD) 36.
CD36 ist ein 88 kDa grol3es Glykoprotein, das einer rezeptorahnlichen Struktur
gleicht und mindestens zwei verschiedene Bindungsstellen enthalt. Als Mitglied
der Scavenger-Rezeptoren Klasse B bindet es nicht nur oxidiertes low density
lipoprotein (oxLDL) sondern mit hoher Affinitat auch langkettige Fettsauren
[MARTIN et al., 2011].

In  Saugetieren kommt CD36 vor allem in Adipozyten, Skelett- und
Herzmuskelzellen und Enterozyten vor [STAHL et al., 1999]. Es ist an der
apikalen und basolateralen Membran gebunden und in intrazellularen Vesikeln,
wie den Liposomen [MARTIN et al., 2011] oder im rauen endoplasmatischen
Retikulum und im Golgi Apparat lokalisiert [PERETTI et al., 2007]. Die
Translokation von CD36 aus den intrazellularen Kompartimenten zur Membran
steigert die Fettsdureaufnahme in Muskelzellen [SCHWENK et al., 2010]. Da
das Protein eine hohe Affinitdt zu hydrophoben Substanzen zeigt, ist es
nahliegend, dass CD36 eine Rolle bei der Fettsaureaufnahme spielt. Der
genaue Mechanismus ist derzeit nicht ausreichend geklart. Wahrend Sandoval
et al., 2008 geringe Expressionen des CD36 Gens in Caco-2 Enterozyten
zeigten [SANDOVAL et al., 2008], wurde das selbe Gen in einer neueren Arbeit
von Riedel et al., 2014 in Caco-2 Zellen hdher exprimiert. Die unterschiedlichen
Ergebnisse konnten durch verschiedene Differenzierungsbedingungen
verursacht worden sein [RIEDEL et al., 2014]. Poirier et al., 1996 zeigten hohe
Expressionen von CD36 in Enterozyten aus Jejunum [POIRIER et al., 1996].
Dieser Darmabschnitt gilt als Hauptort der Fettabsorption. CD36 ist vermehrt in
den Darmzotten und kaum in den Krypten exprimiert. Weiters wurde in einem
Tierversuch an Ratten erkannt, dass die Expression von CD36 im Dinndarm
stieg, wenn der Fettgehalt der Nahrung erhdht wurde [POIRIER et al., 1996].
CD36 konnte bei der intestinalen Lipoproteinproduktion in Enterozyten ebenfalls
eine Rolle spielen. Denn in der Darmmukosa von CD36-—Knockout (KO)-
Mausen war die Synthese von Triglyzeriden aus Fettsdauren aus der Nahrung,

sowie die Sekretion von Lipiden in die Lymphe vermindert [DROVER et al.,
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2005]. Daruber hinaus war die Fettsaure- und Cholesterolaufnahme in isolierten
Enterozyten aus CD36-KO-Mausen im Vergleich zu nicht-genverédnderten
Mausen um 50 % bzw. 60 % reduziert [NASSIR et al., 2007].

Bekannte Polymorphismen am humanen CD36 Gen (Typ-I-Defizit) betreffen
Thrombozyten und Monozyten und gehen mit postprandialer Hyperlipidamie,
erhohten Werten von Apolipoprotein B48, Chylomikronen und geringeren
nichtern HDL-Cholesterol-Werten einher. Ebenso stellen sich hdhere
Plasmaglukosewerte und leicht erhdhter Blutdruck ein. So kdnnte ein CD36
Defizit einen moglichen Risikofaktor fur die Entstehung des metabolischen
Syndroms darstellen [YAMASHITA et al., 2007].

Fettsaure-Bindungsproteine

Fettsaure-Bindungsproteine  (FABP) gehéren zur Multigenfamilie der
intrazellularen Lipid-Bindungsproteine mit mehr als 20 Mitgliedern (Retinol-
Bindungsproteine und zellulare Retinsaure-Bindungsproteine). Sie wurden 1972
erstmals in stoffwechselaktiven Geweben, wie der Darmmukosa oder der Leber
identifiziert [OCKNER et al., 1972].

In Saugetieren wurden neun verschiedene FABP kodierende Gene entdeckt.
Die Verteilung der FABP ist gewebespezifisch, daher erfolgt die Einteilung der
einzelnen Proteine nach ihren Vorkommen bzw. ihrer ersten Entdeckung. So
gibt es u.a. Leber- (LFABP, FABP-1), Dunndarm- (IFABP, FABP-2), Herz-
(HFABP, FABP-3) oder Adipozyten- (AFABP, FABP-4) Subtypen. Diese
Proteine weisen untereinander eine ahnliche Faltung auf und ihre Gro3e betragt
etwa 14-15 kDa [STORCH und THUMSER, 2010].

Die exakte Rolle der FABP bei der zellularen Fettsdureaufnahme ist noch nicht
klar dargelegt. Jedoch haben die Proteine innerhalb der Zelle viele Aufgaben.
Aufgenommene Fettsauren binden intrazellular an FABP [NIOT et al., 2009].
Hauptsachlich verknipfen sich FABP mit einer langkettigen, ungesattigten
Fettsdure, wahrend LFABP zwei Fettsauren gleichzeitig oder andere
hydrophobe Molekile transportieren kann [STORCH und THUMSER, 2010].
IFABP ist in der Lage, auch lipophile Medikamente (wie z.B. verschiedene
Fibrate), zu binden [VELKQOV, 2009].

18



Literaturtbersicht

Allgemein stellen FABPs intrazellulare Transporter fur Fettsauren dar. FABP
transferieren Fettsauren zu Mitochondrien oder Liposomen. In Mitochondrien
werden Fettsduren oxidiert und in den Liposomen gespeichert. Einige Vertreter
der FABPs konnen ihre Liganden bis in den Zellkern zu Transkriptionsfaktoren
bringen. Auf diese Weise verfiigen diese Transporter Uber regulatorische
Eigenschaften fur lipidresponsive Gene [STORCH und THUMSER, 2010],
[FALOMIR-LOCKHART et al., 2011].

Enterozyten exprimieren IFABP und LFABP, eine Eigenschaft die speziell diese
Zellen aufweisen. Im  distalen Dunndarm wird zusatzlich das
Gallensaure-Bindungsprotein (ILFABP, FABP-6) ausgepragt [STORCH und
THUMSER, 2010]. FABPs sind im Dunndarm ahnlich verteilt wie CD36. So
zeigten Poirer et al.,, 1996, dass nach Verabreichung von fettreichem Futter
vermehrt IFABP und LFABP in der Mukosa des Duodenums von Ratten
exprimiert wurden [POIRIER et al., 1996].

Zu den Aufgaben von LFABP in Enterozyten zahlen: Transfer von Fettsauren
aus der Nahrung und dem Blutkreislauf in Richtung B-Oxidation, Einbau von
Monoacylglyzeriden in Triglyzeride und Beteiligung an der Synthese und
Freisetzung von Préachylomikronen aus dem endoplasmatischen Retikulum
[STORCH und THUMSER, 2010], [LAGAKOS et al., 2011].

IFABP steuert hingegen die Verarbeitung von Fettsauren aus dem Darmlumen
zur Veresterung in Triglyzeride. Bei Verlust des IFABP Gens wurden Fettsduren
vermehrt in Phospholipide verestert. Durch die Ausschaltung von IFABP stieg
die Expression von CD36 in der intestinalen Mukosa, was durch einen
kompensatorischen Mechanismus zur Aufrechterhaltung der

Fettsdureaufnahme ausgeldst worden sein konnte [LAGAKOS et al., 2011].

Fettsaure-Transportproteine

Die Fettsaure-Transportproteine (fatty acid transport protein, FATP), sind eine
Proteinfamilie, die aus sechs Mitgliedern besteht. Urspringlich in Adipozyten
der Maus identifiziert, sind sie sowohl bei S&ugetieren als auch bei
Invertebraten weit verbreitet [SANDOVAL et al., 2008]. FATP werden in

Geweben mit hohem Fettsaurestoffwechsel wie Fettgewebe, Leber, Herz und
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Dunndarm exprimiert und sind an der zellularen Fettsdureaufnahme beteiligt
[STAHL et al., 1999]. Die einzelnen Mitglieder unterscheiden sich durch ihre
Expressionsmuster, Verteilung und intrazellulare Lokalisation [BLACK et al.,
2009]. Sie weisen eine Fettsdure-Bindungsdomane und ATP-Bindungsdoméne
auf, eine Eigenschaft die jener von Acyl-Coenzym A Synthetasen (ACS) ahnlich
ist [BLACK et al., 2009]. Zurzeit steht zur Diskussion, ob FATP alleine, oder
Uber vektorielle Acylierung die Fettsdureaufnahme fordern. Die vektorielle
Acylierung verbindet den Transport der Fettsduren durch die Plasmamembran
mit deren Aktivierung. Aktivierte Fettsduren (Acyl-CoA oder FS-CoA) werden
anschlielend entweder in Lipide eingebaut oder in der B-Oxidation in Energie
umgewandelt [BLACK et al., 2009]. Tabelle 2 gibt die Mitglieder der FATP-
Familie, deren Verteilung und ACS Aktivitat wider.

Tab. 2 Gewebeverteilung der Fettsaure-Transportproteine [mod. nach BLACK et al., 2009,
SANDOVAL et al.,, 2008, KAZANTZIS und STAHL, 2012] Abkirzungen: FATP (Fettsdure-
Bindungsproteine, ACS (Acyl-Coenzym A Synthetasen)

FATP-Typ ACS-Aktivitat FATP Vorkommen im Gewebe

FATP1 + Muskel, Fettgewebe, Herz, Hirn

FATP2 + Leber, Niere, DUnndarm

FATP3 Leber, Testes, Lunge, Pankreas,
. Endothelzellen

FATP4 Herz, Leber, Gehirn, Nieren, Haut,
* Endothelzellen, Dinndarm

FATPS - Leber

FATP6 + Herz

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zahlen zu den intestinalen FATP die Typen
FATP2 und FATP4. FATP2 wurde als ACS nachgewiesen und aktiviert
hauptséchlich langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren. Innerhalb der
Zelle ist FATP2 in den Mitochondrien, Peroxisomen und im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert. FATP2 ist dafur verantwortlich, langkettige Fettsduren in
die Zellen zu transportieren und in Phospholipide zu verestern [MELTON et al.,
2013]. So konnte FATP2 verhindern, dass Fettsauren direkt an die Lymphe
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abgegeben werden. Jedoch wurde die Studie von Melton et al., 2013 mit
Nierenzellen (HEK293) durchgefihrt und benétigt eine Validierung in
intestinalen Zellen.

In verschiedenen Zelllinien (u.a. auch Caco-2 Enterozyten) wurde gezeigt, dass
FATP4 im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und nicht direkt am
Transport von Fettsauren durch die Membranen beteiligt ist. Vielmehr reguliert
FATP4 den Fettsduretransport Uber die Acyl-CoA Synthethase-Aktivitat
[MILGER et al., 2006]. Dagegen zeigten Stahl et al., 1999, dass FATP4 an der
apikalen Seite von reifen Enterozyten im Dunndarm, vor allem im Jejunum,
exprimiert wird. FATP4 qilt als der Uberwiegende Transporter fur langkettige
Fettsauren im Dunndarm [STAHL et al., 1999]. Neuere Studien zeigen, dass
FATP2 in Caco-2 Enterozyten auf genetischer und Proteinebene vermehrt
vorhanden ist [SANDOVAL et al., 2008]. In vitro Studien demonstrierten, dass
die Expression von FATP4 direkt proportional zur zellularen Fettsaureaufnahme
einhergeht [STAHL et al., 1999]. Tierversuche zeigten, dass FATP4-KO-Mause,
im Vergleich zu nicht-gentechnisch veranderten Mausen, Fettsauren und
Cholesterol gleichermal3en resorbieren. Der Lipid- und Fettsauregehalt in
Enterozyten dieser FATP4-KO-Mause stieg nach fettreicher Nahrung dagegen
an [SHIM et al., 2009]. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass FATP4 an der
Weiterverarbeitung von Fettsduren zu Triglyzeriden involviert sein kodnnte.
Weiters zeigten Milger et al., 2006, dass FATP4 am endoplasmatischen
Retikulum exprimiert wurde, wo die Veresterung zu Triglyzeriden stattfindet.
Uber die ACS-Aktivitat von FATP4 konnte der Transporter Fettsauren aktivieren

und in die Triglyzeridsynthese einschleusen [MILGER et al., 2006].

Caveolin-1 ist ein weiteres Protein, das sich an der Resorption von Fettsauren
in Enterozyten beteiligt [SIDDIQI et al., 2013]. Als Bestandteil von Caveolae in
lipid rafts (Cholesterol-Sphinogmyelin reiche Abschnitte von Zellmembranen),
bindet Caveolin-1 Fettsauren und fordert so deren zellulare Aufnahme. Andere
Proteine, wie CD36, die an der Fettsaureaufnahme involviert sind, befinden sich
ebenfalls in den Caveolae. Die genaue Rolle von Caveolin-1 bei der intestinalen

Fettsaureaufnahme ist noch nicht geklart, es ist aber mdglich, dass es in
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Kombination mit anderen Fettsduretransportern die Aufnahme von Fettsauren
in die Zelle Uber Endozytose fordert. Dieser Aufnahmemechanismus stellt
ebenso eine Alternative zu FABP als Transportmittel durch das Zytosol dar
[SIDDIQI et al., 2013].

Der Sterol-Transporter NPC1L1 an der apikalen Membran gewahrleistet nicht
nur die Aufnahme von Cholesterol Uber Endozytose, sondern fugt Uber diesen
Weg ebenso gesittigte Fettsauren in die Zelle ein [LABONTE et al., 2008].

Die Transkription der Gene dieser Proteine wird hauptsachlich durch interne
Signale vermittelt, dabei spielen die nuklearen Rezeptoren Peroxisom

Proliferator aktivierte Rezeptoren (PPAR) eine wichtige Rolle.

Peroxisom Proliferator aktivierte Rezeptoren

PPARs gehdren zu den nuklearen Rezeptoren oder liganden-aktivierten
Rezeptoren. Diese sind Transkriptionsfaktoren, die 1) durch spezielle Liganden
aktiviert werden und 2) an der Desoxyribonukleinsaure (DNA) an spezifische
response elements in der Promotorregion der Zielgene binden und so deren
Expression regulieren [DESVERGNE et al., 2006].

PPARs werden mit geringer Affinitdt von Lipiden aktiviert und regulieren die
Expression einiger Gene im Fett- und Glukosestoffwechsel. PPARs werden in
die Subtypen PPARa, PPARB und PPARYy eingeteilt. Von Letzteren sind zwei
Isoformen, PPARy1 und PPARY2, bekannt [DESVERGNE et al., 2006].

Wirkmechanismus

PPARs weisen vereinfacht eine N-terminale Region (enthalt die
Transaktivierungsdoméane), eine DNA-, sowie eine Liganden- bindenden
Domane und ein C-terminales Ende auf. Die DNA-bindende Domé&ne enthalt
zwei Zinkfinger, die fur nukleare Rezeptoren typisch sind [DESVERGNE et al.,
2006].

PPARs gehen mit den Retinoidrezeptor X (RXR) einen heterodimeren Komplex
ein. Dieser ist an spezifische Regionen, den Peroxisim Proliferator response

elements (PPRE), an der Promotorregion der Zielgene gebunden. Response
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elements sind durch eine spezifische Basensequenz gekennzeichnet. Binden
Liganden an PPARs, rekrutieren diese in weiterer Folge Cofaktor-Proteine.
Cofaktor-Proteine sind vom lIsotyp abhangig und l6sen die Transkription der
Zielgene aus [DESVERGNE et al., 2006].

Als Liganden binden vor allem ungesattigte Fettsauren und einige Eicosanoide
aus dem Arachidonséaure- und Linolsaure-Stoffwechselweg an PPARs. Zu den
wichtigsten Gruppen der synthetischen PPARs-Liganden zahlen Fibrate, die an
PPARa binden und Thiazolidinedione, die PPARy aktivieren [WANG et al.,
2013].

Verteilung von PPARs in den Geweben und deren Wirkung
PPARa wurde als erstes PPARs-Mitglied im Jahr 1990 entdeckt [ISSEMANN

und GREEN, 1990]. Es kommt vor allem in Zellen vor, in denen vermehrt

B-Oxidation stattfindet. Dazu gehoéren u.a. Hepatozyten, Enterozyten und
Muskelzellen.  Aktiviertes PPARa  stimuliert die  Expression  der
Fettsduretransporter FATP und CD36 im Darm. Gleichzeitig wird durch
Aktivierung einiger Gene die Fettsaureoxidation geférdert und die Inkorporation
von Fettsduren in Lipoproteine vermindert [DESVERGNE et al., 2006]. Die
Aktivierung von PPARa in Enterozyten verringerte die Cholesterolveresterung
durch verminderte Expression von ACAT2 [COLIN et al, 2013]. Die
Veresterung von Cholesterol mit Fettsauren ist fur deren Transport in
Enterozyten wichtig. Daher kdnnte eine Inhibierung von ACAT2 die Cholesterol-
und Fettsdureresorption verringern [WANG, 2013]. Andererseits reguliert
PPARa die Transkription von Apolipoprotein A1 und A2. Diese Proteine werden
fur die Bildung und Sekretion des high density Lipoproteins (HDL) bendtigt
[COLIN et al., 2013], [SHAH et al., 2010], was dazu beitragen kann,
Uberschissiges Cholesterol und Triglyzeride aus den peripheren Geweben zur
Leber zu bringen. Dartber hinaus reguliert PPARa die Expression der
Lipoproteinlipase in der Leber und induziert dadurch den Abbau von VLDL aus
dem Blut. Auf diese Weise konnte eine Aktivierung von PPARa dazu beitragen,
erhohte Blutlipide zu reduzieren [SHAH et al., 2010], [KIMURA et al., 2011],
[WANG et al., 2005].
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Das PPARy Gen kodiert fur beide PPARY Isoformen, jedoch verteilen sie sich in
unterschiedlichen Geweben. PPARy1 wird vor allem im Fettgewebe exprimiert,
ist aber auch in Darm, Milz und Skelettmuskeln vorhanden, wahrend PPARYy2
nur im weillen und braunen Fettgewebe exprimiert wird. Die Zielgene der
Isoformen sind dieselben. Zu den wichtigsten Aufgaben von PPARYy gehdren die
Transkription von Genen, die an der Aufrechterhaltung der Glukose- und
Lipidhomoostase beteiligt sind. PPARy induziert die Differenzierung zu
Adipozyten und 16st die Transkription von Proteinen aus, die an der
Lipidaufnahme in verschiedenen Zellen beteiligt sind. Dazu gehéren FABP,
ACS, CD36 oder die Lipoproteinlipase [DESVERGNE et al., 2006]. In
Adipozyten spielt PPARy eine Rolle bei der Expression der Glukosetransporter
GLUT 1 und 4 [NUGENT et al., 2001]. In dieser Weise verbessert der nukleare
Rezeptor die Insulinsensitivitdt und die Blutfettwerte, indem mehr Fettsauren
und Glukose aus dem Blut von peripheren Zellen aufgenommen werden
[HUANG et al., 2005].

1.3.4 Fettstoffwechsel in den Enterozyten

In Enterozyten werden Triglyzeride gemeinsam mit anderen Lipiden,
fettloslichen Vitaminen und Apolipoproteinen zu Chylomikronen verpackt und in
die Lymphe abgegeben [WANG et al., 2013]. Dieser Vorgang findet im rauen
und glatten endoplasmatischen Retikulum und im Golgi Apparat statt. Die
wichtigsten Schritte werden kurz erlautert.

Die Enterozyten nehmen sowohl apikal als auch basolateral Fettsauren auf.
Einerseits werden freie Fettsauren aus dem Blutkreislauf in diesen Zellen zu
Phospholipiden eingebaut oder oxidiert, andererseits werden resorbierte
Fettsduren und Monogylzeride aus dem Darmlumen zu Triglyzeriden verestert.
[PERETTI et al.,, 2007], [LAGAKOS et al.,, 2011]. Zunachst erfolgt die
Veresterung von Fettsduren mit Monoglycerid zu Diglycerid. Die Acyl-CoA-
Diglycerid-Acyltransferasen (DGAT) 1 und 2 sind fur die finale Veresterung zu
Triglyzeriden verantwortlich. Bei Abwesenheit von Monoglyceriden erfolgt die

Formierung der Triglyzeride Uuber den a-Glycerolphosphat-Weg: Die
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Glycerokinase phosphoryliert Glycerin zu a-Glycerolphosphat oder es wird aus
einem Metabolit der Glykolyse, Dihydroxyaceton, synthetisiert [LOFFLER und
MOSSNER, 2007]. Nach dessen Acylierung entsteht zunachst
Phosphatidsaure. Uber Hydrolasen konnen daraus wieder Diglyzeride
entstehen [WANG et al.,, 2013]. Das mikrosomale Triglyzerid-Transferprotein
(MTP) transferiert neutrale Lipide (Triglyzeride, Cholesterolester (CE) und
Phospholipide) durch die Membran des glatten und rauen endoplasmatischen
Retikulums (siehe Abb. 2). Das MTP ist essentiell fir die Formierung von
Apolipoproteinen, indem es unter anderem Lipide mit Apolipoprotein B48
verbindet [NIOT et al., 2009]. Die Prachylomikronen Transfer Vehikel (PCTV)
bringen Prachylomikronen zum Golgi-Apparat und involvieren das Leber-
Fettsaure-Bindungsprotein (LFABP). Im Golgi-Apparat reifen Chylomikronen
durch zahlreiche posttranslationale Verdnderungen heran. Enterozyten
sezernieren neben Chylomikronen ebenso die Lipoproteine very low density
lipoprotein (VLDL) und geringe Mengen HDL [NIOT et al., 2009].

Bei einem Uberangebot an Triglyzeriden werden diese in Lipidtropfchen im
Zytosol gespeichert. Hydrolytische Enzyme kénnen diese wieder freisetzen.
Fettsduren verlassen die Zelle und gelangen direkt ins Blut [NIOT et al., 2009].

1.4 Intestinale Glukoseaufnahme

Vor der Resorption missen die mit der Nahrung zugefiuihrten komplexen
Kohlenhydrate vorerst in kleinere Einheiten abgebaut werden. Polysaccharide
(z.B. Starke, Glykogen) werden durch a-Amylasen aus dem Speichel und
Pankreas in niedermolekulare Kohlenhydrate gespalten. Spezifische
membranstdndige Disaccharidasen an den Mikrovilli der Enterozyten
hydrolysieren verbliebene Poly-, Oligo- oder Disaccharide zu resorbierfahigen
Monosacchariden (Glukose, Fruktose, Galaktose) [LOFFLER und MOSSNER,
2007]. Glukose kann die Lipiddoppelschicht nicht alleine passieren, daher ist
ein protein-vermittelter Transport notig. Im Prinzip gibt es den sekundar aktiven,
natriumabhéangigen Glukose Cotransporter (sodium dependent glucose
transporter, SGLT) und spezifische Glukosetransporter (GLUT), die als Carrier
zur erleichterten Diffusion dienen [LOFFLER und MOSSNER, 2007]. Die GLUT

25



Literaturtibersicht

Enzymfamilie z&hlt im gesamten S&ugetierorganismus zu den wichtigsten
zellularen Transportern von Monosacchariden. Es gibt derzeit etwa 13
Unterklassen  mit  unterschiedlichen  Affinititen zu  verschiedenen
Einfachzuckern mit gewebespezifischer Verteilung [CURA und CARRUTHERS,
2012].

An der apikalen Seite der Enterozyten transportiert SGLT1 Glukose gleichzeitig
mit zwei Molektlen Natrium sekundar aktiv entlang des Natrium-Gradienten in
die Zelle. Eine niedrige intrazellulare Natriumkonzentration treibt das Enzym an
und bleibt durch die basolaterale Natrium / Kalium-ATPase aufrechterhalten.
Wenn die Glukosekonzentration im Lumen geringer ist als im Blut, kann SGLT1
Glukose entgegen des Konzentrationsgradienten transportieren, wodurch
Glukose intrazellular akkumulieren kann [KELLETT et al., 2008].

Laut aktuellem  Wissensstand ist SGLT1 bei hoher Iluminaler
Glukosekonzentration (Uber 30 mM) gesattigt und férdert sodann die
Translokation von GLUT 2 aus zellularen Vesikeln an die apikale Membran
[KELLETT et al., 2008]. Uberdies ist GLUT 2 an der basolateralen
Membranseite fir den Export von Glukose aus der Zelle in die Zirkulation
verantwortlich [KELLETT et al, 2008]. Insulinresistenz und andere
nahrungsinduzierte Komponenten, wie kunstliche Suf3stoffe, tragen zu einer
permanenten Positionierung von GLUT 2 an der apikalen Membran bei
[KELLETT et al., 2008]. Suf3stoffe sind Zusatzstoffe, die dazu dienen,
Saccharose bei Aufrechterhaltung des stien Geschmacks aus Lebensmitteln
teilweise zu ersetzen [KELLETT et al., 2008]. In den letzten Jahren wurde
bekannt, dass Enterozyten ebenfalls Komponenten der Geschmacksrezeptoren
(TAR2 + T1R3), die den sufien Geschmack auslosen, besitzen [MACE et al.,
2007]. SuRstoffe und Einfachzucker binden an diese Geschmacksrezeptoren
und koénnen dadurch die Expression von GLUT 2 an der apikalen Membran
auch bei geringeren Glukosekonzentrationen (20 mM) férdern. Uber diesen
Mechanismus steigt die Glukoseresorption ebenfalls durch kalorienfreie
SuRstoffe, wie Sucralose [MACE et al., 2007].
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1.5 Das Fettgewebe und die periphere Fettsaureaufnahme

Das Fettgewebe wird Uber den gesamten Korper verteilt, so sind Adipozyten im
subkutanen Bindegewebe als Hauptbestandteil vorhanden. Als viszerales Fett
oder Baufett umgibt es Organe und kleidet Kdérperhohlen aus. Neben den
Hauptaufgaben als Depot fir Energiereserven, Warmeisolierung und
mechanischen Schutz in Nervenbahnen und Muskelbandern, hat das
Fettgewebe derzeit vielmehr die Funktion eines endokrinen Organs [COELHO
et al., 2013]. Das Fettgewebe synthetisiert und sezerniert Hormone und andere
bioaktive Substanzen, wie Entziindungsmarker und spielt auf diese Weise im
Organismus eine regulierende Rolle auf den Metabolismus. So kontrolliert das
Fettgewebshormon Leptin Hunger und Sattigung, indem es das Gehirn tber
den Filllungszustand des Fettgewebes informiert. Wiederum spielen
Entzindungsmarker, die ebenfalls vom Fettgewebe in groRBen Mengen
sezerniert werden, wie Tumor nekrosis factor a oder andere Adipokine, eine
Rolle bei der Entstehung des metabolischen Syndroms [COELHO et al., 2013].

Lipide werden auf deren Weg durch den Korper in Form von Lipoproteinen
(Chylomikronen, VLDL, u.a.) transportiert. Fettsduren werden an Albumin
gebunden durch das Blut beférdert. Lipoproteine werden von Adipozyten nicht
internalisiert, daher ist es noétig Lipoproteine zu dissoziieren, um die Aufnahme
von Fettsauren in die Zellen zu ermdglichen. Die Lipoproteinlipase der
Adipozyten gelangt bis in die Kapillaren, wo sie Triglyzeride von Chylomikronen
und VLDL hydrolisieren. [THOMPSON et al.,, 2010]. Der Mechanismus des
Transports von Fettsduren durch die Membran erfolgt, wie in den intestinalen
Zellen, durch passive Diffusion und einem protein-vermittelten Prozess. Zu den
Fettsauretransportern zahlen FABP,,, CD36, Caveolin-1 und FATP 4 und -1,
sowie die assoziierte ACS 1 [THOMPSON et al., 2010].

Im Fettgewebe finden samtliche Lipidstoffwechselwege statt. Hierzu gehdren
die anabolen Prozesse wie Lipogenese (Denovo-Fettsauresynthese und
Triglyzeridsynthese) und der Fettsdureabbau in der Lipolyse und B-Oxidation
[LOFFLER und MOSSNER, 2007]. In den Adipozyten uberwiegt die
Triglyzeridsynthese. In diesem Prozess werden, zur Speicherung von Energie,

Triglyzeride verestert und in Lipidtropfchen gespeichert. Der Aufbau der
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Triglyzeride erfolgt in &hnlicher Weise, wie in Enterozyten unter Regulation
verschiedener Enzyme (siehe Kap.1.3.4). Fur die Triglyzeridsynthese benétigt
das Fettgewebe a-Glycerolphosphat. Das Enzym Glycerokinase, um Glycerol
aus der Lipolyse zu verwerten, fehlt jedoch in den Adipozyten. Daher ist die
Triglyzeridsynthese auf Glukose angewiesen. Aus Glykolysemetaboliten oder
uber Glukoneogenese kann a-Glycerolphosphat aufgebaut werden [LOFFLER
und MOSSNER, 2007].
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2 PROBLEMSTELLUNG

Hypertriglyzeridamie, abdominelle Adipositas und Insulinresistenz stellen unter
anderem Parameter fUr das metabolische Syndrom dar. Diese
Fettstoffwechselstorung erhoht das Risiko fur kardiovaskulare Krankheiten. Die
Aufrechterhaltung einer normalen Triglyzeridkonzentration im Plasma kdnnte
dazu beitragen, dieses Krankheitsbild zu vermeiden [MASCA et al., 2011].
Gelangen weniger Nahrungsfette nach intestinaler Absorption in das Blut, sinkt
die Menge der Triglyzeride im Plasma und das Lipidprofil kann dadurch
verbessert werden. Eine andere Moglichkeit, Triglyzeride im Plasma zu
reduzieren, stellt eine vermehrte Aufnahme von Lipiden in periphere Zellen dar.
Ergebnisse aus Tier- und Humanstudien weisen darauf hin, dass sich die
Aufnahme von Flavonoiden Uber mehrere Mechanismen positiv auf die
Blutlipide auswirken kann. Wie in Kapitel 1.2.2 detaillierter beschrieben, fiihrte
in einem Tierversuch die Verabreichung von 1,67 g Epigallocatechingallat / kg
Kdrpergewicht zusatzlich zu fettreichem Futter nach 24 Stunden zu einer
Steigerung der Lipidoxidation. Nach achttdgiger Aufnahme von 0,83 g
Epigallocatechingallat / kg Korpergewicht gemeinsam mit fettreichem Futter
verringerte sich die Absorption von Nahrungsfett und der Gehalt an
Nahrungslipiden im Blut ebenfalls [FRIEDRICH et al., 2012].

Aufgrund der Ergebnisse von Friedrich et al., 2012 sollte in der vorliegenden
Arbeit ermittelt werden, ob die zu Epigalllocatechingallat strukturell verwandten
Flavanone die Blutlipide reduzieren kénnen. Eine Mdglichkeit den Fettgehalt im
Blut zu senken, stellt ein verminderter Transport von Fettsauren aus der
Nahrung in Enterozyten dar und wurde in der vorliegenden Arbeit in vitro
untersucht. Uber den Einfluss von Flavanone auf die Fettsaureaufnahme in
intestinalen und peripheren Zellen ist in der wissenschaftlichen Literatur noch
wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, aus einer Reihe von naturlichen Flavanonen mdgliche
Verbindungen zu identifizieren, die die intestinale Fettsaureaufnahme
verringern konnten. In weiterer Hinsicht sollte ein Substanzvergleich Auskunft

dartber geben, welche strukturellen Faktoren hierfiir verantwortlich sind. Dazu
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wurden funf Flavanonaglykone (Hesperetin, Eriodictyol, Sterubin und
Homoeriodictyol), wobei eins davon ein Flavanonsalz (Homoeriodictyol-
Natriumsalz) darstellte, und ein Dihydrochalkon (Phloretin) hinsichtlich deren
Wirkung auf die Fettsdureaufnahme in Enterozyten in vitro untersucht. Diese
Verbindungen wurden ebenfalls auf eine Veranderung der intestinalen
Glukoseaufnahme getestet, sodass erkannt wird, ob die Absorption anderer
Nahrstoffe verdndert wurde. Um zu erforschen, welcher molekularer
Mechanismus der intestinalen Fettsaureaufnahme beeinflusst wurde, wurden
die einflussreichsten Verbindungen aus dem Substanzvergleich auf das
Genexpressionslevel bestimmter Fettsduretransporter analysiert. In weiterer
Folge wurde die Wirkung der Flavanone auf die Fettsdureaufnahme in
Adipozyten getestet. Eine gesteigerte Fettsdureaufnahme in periphere Zellen,
wie den Fettzellen, tragt dazu bei, Lipide schneller aus dem Blut zu entfernen.
Dieser Ansatz wirde einen zweiten Mechanismus darlegen, wie Flavanone den
Gehalt der Blutlipide verringern kénnten. Fir diese Untersuchungen wurden die
etablierten Zellmodelle Caco-2 als Enterozyten und 3T3-L1 als in vitro Modell

fur Adipozyten verwendet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Materialien und Gerate

Chemikalien

Hersteller

2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-
Deoxyglucose (2-NBDG)
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO) 99,5 %
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Eriodictyol

Ethanol 96 %, vergallt

Ethanol, unvergallt

Fetales Kalberserum (FBS)

Fettsaurefreies Rinderserumalbumin
Formaldehyd, 36 %

Hanks’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Hepes Puffer

Hesperetin

Homoeriodictyol
Homoeriodictyol-Natriumsalz

Humanes Insulin, steril, 100 mg/dl
L-Glutamin

Natriumhydroxid (NaOH)
Penicillin-Streptomycin-Losung (PenStrep)
Phloretin

Sterubin (Reinheit 93,2 %)

Thiazolyl Blue Tetrazolium (MTT Formazan)
Trypsin-EDTA-L6sung, 0,5 g Trypsin (Schwein)
und 0,2 g EDTA/L

Life Technologies

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Carl Roth
Sigma Aldrich
Symrise AG
Carl Roth
VWR

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Symrise AG
Symrise AG
Symrise AG
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Symrise AG
Symrise AG
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
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Kit

Hersteller

Fast SYBR® Green Mastermix

QBT Fatty Acid Uptake Assay Kit

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
PegGoldTotal RNA Kit

Applied Biosystems
Molecular Devices, QBT
Applied Biosystems
Peglab

Verbrauchsmaterial

Hersteller

3T3-L1 Zellen

Caco-2 Zellen
Einmalinjektionskanilen
Einmalspritzen (2 mL, 5 mL, 10 mL)
ReaktionsgefalRe RNase frei, 1,5 mL
Falcon Tube (15mL, 50mL)

Kryoréhrchen mit Innengewinde, Dichtung, 2 mL

Multisafe Seal Tubes, 1,5 mL
Pasteur Pipetten
PD-Tips (5 mL, 10 mL)

Pipettenspitzen (2,5, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000

ML)

Plattenfolie

RNase Away

Spritzenfilter (Membranfilter, Porengrol3e
0,22 uM) 3mm, 25mm

Zellkulturflaschen (T-175, T-75)
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Well)

Zentrifugenrohrchen 13 mL

ATCC (American Type
Culture Collection)
ATCC

Braun

Braun

Starlab

Starlab

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Brand

StarLab Group

Sigma Aldrich

Molecular Bioproduct
GE Water & Process

Greiner bio-one
Greiner bio-one, Cellstar

Sarsted

Geréate und Software

Hersteller

8-Kanal-Pipette (100uL)
Autoklav 3870 ML
DNA-Platte, NanoQuantTM Platte
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Inkubator

Kolbenhubpipette 2,5uL, 10uL, 20uL, 100uL,

200pL, 1000pL, 5mL)

Lab dancer S 40

Lichtmikroskop invert., IT400 Trino
Magnetriihrer VMS-C4
Mehrfachdispenser

Orbitalschuttler Grant Bio PMS 1000
Pipettierhilfe (pipet boy)
Plattenlesegeréat

Repetitive Pipette

RT, PCR

Software (RT, PCR)

Sofware, i-control 1.6
Statistikprogramm
Sterilwerkbank, Klasse 2
Ultraschallbad

Waage, PioneerTM

Wasseraufbereitungssystem, Arium 611 VF
Wasserbad mit Warmethermostat, Ecoline-

Staredition E 100

Zahlkammer, Neubauer improved Bright-line,

0,1 mm Tiefe 0,0025 mm?
Zentrifugen

Binder, Inkubator CO,
Binder C150
Eppendorf Research

VWR

VWR

VWR

Brand, Handystep
Grant-bio instruments
Thermo Scientific, Matrix
Tecan GmbH, Infinite M200
Brand Handystep

Applied Biosystems,
StepOne Plus

StepOne Plus V 2.3
LinregPCR Version 2013.0
Tecan

SigmaPlot, Version 11.0
Telstar, BioStar Plus
Ultrasonic Cleaner, VWR
OHAUS

Sartorius

VWR

VWR

Eppendorf, 5415 R und
5804 R
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3.2 Medien

Die Medienbestandteile wurden unter der Sterilwerkbank zusammengefugt und
im Kuhlschrank (4°C) aufbewahrt. Vor der Benutzung wurde die fertige Losung
im Wasserbad auf 37°C aufgewarmt.

Medien der Caco-2 Zelllinie

Kultivierungsmedium: 500 mL DMEM mit 10 % FBS, 2 % L-Glutamin, und
1 % PenStrep

Inkubationsmedium: 500 mL DMEM mit 2 % L-Glutamin und 1 % PenStrep
Inkubationsmedium (Glukoseaufnahme): DMEM ohne Glukose, ohne

Phenolrot und ohne Glutamin

Medien der 3T3-L1 Zelllinie

Kultivierungsmedium: 500 mL DMEM mit 10 % FBS, 4 % L-Glutamin und 1 %
PenStrep

Inkubationsmedium: 500 mL DMEM mit 4 % L-Glutamin und 1 % PenStrep
Differenzierungsmedium: Kultivierungsmedium mit 1 % IBMX-Stocklésung,
0,1 % Insulinstocklésung und 0,1 % Dexamethasonstocklésung

Reifungsmedium: Kultivierungsmedium mit 0,1 % Insulinstockldsung

3.3 Puffer und Losungen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) 10x

Substanz Menge [g]
Natriumchlorid 99,9
Dinatriumhydrogenphosphat 14,2
Kaliumchlorid 3,53
Kaliumhydrogenphosphat 2,45

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und auf einen Liter mit bidest. Wasser

aufgefullt.
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PBS 1x
PBS 10x wurde 1:10 mit bidest. Wasser verdinnt und 40 min autoklaviert,

bevor es in der Zellkultur zum Einsatz kam.

HBSS/HEPES Puffer (20 mM)
Je nach Bedarf wurde ein Gemisch aus 2 % HEPES Puffer (1 M) und 98 %
HBSS hergestellt.

IBMX-Stockldsung (51,8 mM; 1 mL)

Die IBMX-LOsung wurde stets frisch zubereitet, dazu wurden 11,5 mg IBMX in
ein Eppendorf Tube eingewogen und 500 pL bidest. Wasser und anschlieRend
160 pL NaOH (1 N) hinzugefigt und gelést. Danach wurden nochmals 340 uL
bidest. Wasser hinzupipettiert und homogenisiert. Die L6ésung wurde durch
einen 0,22 um Spritzenfilter steril filtriert.

Dexamethason Stocklésung (0,994 mM)
0,39 mg/mL Dexamethason wurden in bidest. Wasser geldst und durch einen
0,22 pum Spritzenfilter steril filtriert.

Losung des 2-NBDG-Floureszenzfarbstoffes
Der 2-NBDG-Feststoff wurde fir die Versuche aliquotiert. Hierzu wurden 5 mg
in 730 pL Ethanol geldst, um eine LOsung aus 20 mM herzustellen, die

anschlieBend zu je 50 pL in Eppendorf Tubes aufgeteilt wurde.

Losung der Testsubstanzen

Fur die Stocklésungen von Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol und
Homoeriodictyol (1000x, 100 mM) wurden die Substanzen eingewogen und im
Ldsungsmittel gelost. Daraus wurden dezimale Verdinnungsreihen (100 mM,
10 mM, 1 mM, 0,1 mM, 0,01 mM, 0,001 mM) erstellt. Anschlie3end wurden
diese Losungen mit HBSS/HEPES Puffer 1:100 (10x) verdinnt, um

physiologisch relevante Konzentrationen zu erreichen.
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Die Homoeriodictyol-Natriumsalz Stocklésung wurde 10-fach konzentriert
angesetzt und direkt in HBSS/HEPES Puffer im Wasserbad und Ultraschallbad
gelést (1 mM). Aus dieser Mischung wurde wiederum eine dezimale

Verdiinnungsreihe erstellt.

Substanz Losungsmittel  Stocklésung
Phloretin Ethanol 100 mM
Hesperetin Ethanol 100 mM
Sterubin DMSO 100 mM
Eriodictyol DMSO 100 mM
Homoeriodictyol Ethanol 100 mM

Natrium-Homoeriodictyol HBSS/HEPES 1mM

Die Endkonzentrationen in den Zellkulturmedien der Versuchsansatze sollten
1 nM, 10 nM, 0,1 puM, 1 pM, 10 pM und 100 pM betragen. Dazu wurden die
Zellen mit neun Teilen Inkubationsmedium vorinkubiert und anschlieRend wurde
ein Teil der 10-fach konzentrierten in HBSS/HEPES Puffer geldsten
Testsubstanzen zugegeben. Als Kontrolle wurde, wenn nicht anders
angegeben, das jeweilige Losungsmittel ohne Zusatz der Testsubstanzen im
HBSS/HEPES Puffer verwendet.
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3.4 Primer

Verwendung bereits etablierter Primer, die mit NCBI / Primer-BLAST entworfen

oder von PrimerBank verwendet und bei Sigma Aldrich erworben wurden

[RIEDEL et al., 2014]

Produktlange

Gen Sequenz (5" - 3")
(bp)
HPRT-1 FW CCTGGCGTCGTGATTAGTGA
137
(Referenzgen) Ry CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
FW TGTAACCCAGGACGCTGAGG
CD36 69
RV GAAGGTTCGAAGATGGCACC
FW AACTGAACTCAGGGGGACCT
IFABP 78
RV TCGTTTCCATTGTCTGTCCGT
FW TGGAACCACAGGTGCTACTC
FATP 2 116
RV ACCGAAGCAGTTCACCGATA
FW GGCTGCCCTGGTGTACTATG
FATP 4 93
RV CCCACGATGTTTCCTGCTGA
FW TTCGCAATCCATCGGCGAG
PPARa 146
RV CCACAGGATAAGTCACCGAGG
FW ACCAAAGTGCAATCAAAGTGGA
PPARy 100
RV ATGAGGGAGTTGGAAGGCTCT
3.5 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (Caco-2 und 3T3-L1) zahlen zu

permanenten, adhérent wachsenden Zellen. So bilden diese Zellen einen

Monolayer (einlagige Zellschicht) und heften sich an die Oberflache der
Zellkulturflaschen [SCHMITZ, 2007].
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3.5.1 Die Caco-2 Zelllinie

Die intestinale Caco-2- Zelllinie (ATCC®
HTB-37) stammt von einem humanen
Kolonkarzinom eines 72-jahrigen
mannlichen Kaukasiers und wurde zu einer

permanenten, adharent  wachsenden

Zelllinie  etabliert. Das einschichtige
Abb. 3 Caco-2 Epithelzellen Epithelgewebe stellt bei 100 % Konfluenz,
Wachstum bei geringer (Ijnkes Bild) gls sogenanntes Monolayer, das
und hoher (rechtes Bild) Dichte. [mod
nach ATCC b, 2013] Wachstum ein und beginnt spontan zu

differenzieren. Nach der  Aussaat
verdoppeln sich diese Zellen innerhalb von 24 Stunden, sie bilden inseléahnliche

Zellanh&ufungen bis der Monolayer gebildet wird. Nach etwa drei Wochen ist

die Differenzierung abgeschlossen.

Differenzierte Caco-2 Zellen weisen typische morphologische und funktionelle

Eigenschaften von Enterozyten auf. So bilden diese Zellen an der apikalen

Membranseite Mikrovilli und zwischen den Zellen Tight junctions. Ferner

exprimieren sie zahlreiche Enzyme (u.a. Sucrase-lsomaltase, das als

Differenzierungsmarker gilt), Membranrezeptoren, sowie Rezeptoren flir den

Insulin-ahnlichen Wachstums Faktor (IGF-I) der menschlichen Enterozyten.

Caco-2 Zellen sind ein etabliertes Modell, um absorptive Eigenschaften von

Inhaltstoffen zu untersuchen [MEUNIER et al., 1995], [SAMBUY et al., 2005].

3.5.2 Die 3T3-L1 Zelllinie

Die 3T3-L1 Zellen zéhlen zu den meist untersuchten Praadipozyten und stellen
ein etabliertes Zellmodell dar, um die Differenzierung von Adipozyten zu
erforschen [NTAMBI und YOUNG-CHEUL, 2000]. Die 3T3-L1 Zellen (ATCC®
CL-173™) sind isolierte, unipotente, embryonale Fibroblastenklone der
Hausmaus (Mus musculus) [ATCC a, 2013].

Green und Meuth zeigten 1974 erstmals deren Differenzierung zu Fettzellen
durch Akkumulierung von Triglyzeriden in vitro [GREEN und MEUTH, 1974]. In

Kultur zeigen diese Zellen Eigenschaften, die Adipozyten &ahnlich sind, wobei
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die wichtigste phanotypische Erscheinung die Einlagerung von Fetttrépfchen ist
[GREGOIRE et al, 1998]. Die 3T3-L1
Zelllinie zeigt im Verlauf ihres Wachstums
gut erkennbare Veranderungen der Struktur
und Morphologie. Praadipozyten, wie sie in
Abbildung 4 gezeigt sind, teilen sich rasch

_ bis sie Konfluenz erreichen. In diesem
Abb. 4 3T3-L1 Praadipozyten
Wachstum bei geringer (linkes Bild) und

ATCC a, 2013]

Zustand unterscheidet sich die

ursprunglichen Fibroblasten.

3T3-L1 Differenzierung
Eine spontane Differenzierung der 3T3-L1 Zellen innerhalb einiger Wochen ist
mdoglich, kann aber durch Zugabe von geeigneten Hormonen oder
hormonahnlichen Substanzen (Insulin, Isobutylxanthin und Dexamethason) und
erhbhten Serumgehalt beschleunigt werden [GREGOIRE et al, 1998].
Dexamethason, ein synthetisches Glucocortikoid, induziert die
Praadipozytendifferenzierung und erhdhte bei Anwesenheit von Serum die
Expression des Transkriptionsfaktors CCAAT/enhancer binding Protein (C/EBP)
a.
Erreichen die 3T3-L1 Zellen 100 % Konfluenz, wird deren Wachstum durch den
Zell-Zell-Kontakt inhibiert. Kurz nach Zugabe des Differenzierungsmediums
werden fir einige Stunden mitogene Proteine exprimiert. Die Zellen
durchwandern ein oder zwei Mitose-Zyklen bevor sie den Wachstumsstillstand
(Go-Phase) erreichen. Nun beginnen sie
Marker der Differenzierung, wie die
Transkriptionsfaktoren C/EBPf und
C/EBPY, zu exprimieren. Es wird vermutet,
dass C/EBP und C/EBP® zwei Tage nach
Einleitung der Differenzierung die

Abb. 5 Differenzierte 3T3-L1 Adipozyten ~ EXPression der adipozytenspezifischen
[mod. nach ATCC a, 2013] Transkriptionsfaktoren PPARYy und
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C/EBPa vermitteln [NTAMBI und YOUNG-CHEUL, 2000]. PPARy und C/EBPa
spielen eine Schlisselrolle bei der Regulation der Adipogenese in
Praadipozyten, indem sie die Transkription zahlreicher Enzyme des
Fettsduremetabolismus induzieren und die Triglyzeridakkumulierung fordern.
[NTAMBI und YOUNG-CHEUL, 2000], [ROSEN und MACDOUGALD, 2006].
Etwa drei Tage nach Einleitung der Differenzierung beginnen die Zellen
adipoyztenahnliche Formen anzunehmen und runden in ihrer Form ab. Nach
funf bis sieben Tagen ist die Differenzierung abgeschlossen (siehe
Abbildung 5).

3.5.3 Kultivierung

Samtliche Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.
Die Zellen wurden in einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,

Atmosphare kultiviert.

Kulturbedingungen und Differenzierung der Caco-2 Zelllinie

Caco-2 Zellen wurden in sterilen Kulturflaschen mit einer Flache von 75 cm?
(T-75) und 15 mL Kultivierungsmedium gezichtet und bei 70 - 80 % Konfluenz
geteilt. Bei zu engem Zellkontakt wiirde die Mitoserate verlangsamen und die
Zellen wirden spontan zu differenzieren beginnen [SCHMITZ, 2007]. Fir
Versuche wurden Zellen bis zur Passage 20 subkultiviert.

Um eine Differenzierung einzuleiten, wurden, wenn nicht anders angegeben,
3x10* Zellen in 200 pL Kultivierungsmedium pro Well in 96-Well-Platten
ausgestreut und 21 Tage lang im Inkubator kultiviert (37 °C, 5 % CO,).
Wahrenddessen wurde das Medium an jedem zweiten bis dritten Tag
gewechselt.

Um einen Vergleich ohne Zellen zu gewahrleisten (Leerwert), wurden drei bis
funf Wells nur mit Medium befullt. Fir die Versuche wurden keine Randwells

verwendet.
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Kulturbedingungen und Differenzierung der 3T3-L1 Zelllinie

3T3-L1 Zellen wurden nach dem Auftauen in einer 75 cm? Kulturflasche in

15 mL Kultivierungsmedium gezlichtet. Diese Zellen wurden ebenfalls bei 70-

80 % Konfluenz subkultiviert.

Die Differenzierung zu Adipozyten wurde nach folgendem Schema

durchgefuhrt:

Tag - 4: 3T3-L1 Fibroblasten wurden bei etwa 80 % Konfluenz geerntet
und 1,5 x 10° Zellen in 50 mL Kultivierungsmedium in einer
175 cm? Flasche (T-175) ausgestreut.

Tag O: Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz, wurde die
Differenzierung eingeleitet. Dazu wurde das Kultivierungsmedium
abgesaugt und 50 mL Differenzierungsmedium zugeftigt.

Tag 2: Das Differenzierungsmedium wurde durch 50 mL Reifungsmedium
ersetzt. Die Zellen zeigten erste erkennbare Fetttropfchen.

Tag 4: Nun wurde wieder zu 50 mL Kultivierungsmedium gewechselt. Fur
weitere drei bis funf Tage wurden die Zellen an jedem zweiten Tag
mit neuem Kultivierungsmedium versorgt.

Tag 7-9: Versuchstag

Kryokonservierung der Zellen

Fur eine langere Aufbewahrung wurden undifferenzierte Zellen in speziellen
Kryordhrchen in flissigem Stickstoff bei -196 °C eingefroren. Dazu wurde die
Zellsuspension mit 10 % DMSO versetzt, um eine Kristallbildung zu vermeiden.
Zunachst wurden 900 pL Zellsuspension mit 100 uL DMSO ztigig vermengt und
bei -80 °C vorgefroren. Nach 24 Stunden wurden sie in flissigen Stickstoff

gelagert.

Zellen Auftauen

Die gefrorenen Kryorohrchen wurden mit einer Pinzette aus dem flissigen
Stickstoff entnommen und sofort im Wasserbad (37 °C) aufgetaut. In einem
15 mL Falcon Réhrchen wurden die Zellen mit 9 mL Kultivierungsmedium 1:10

verdinnt, um eine minimale Konzentration von 1 % des zytotoxischen DMSO
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zu erhalten. Nach zehnmindtiger Zentrifugation bei 115 xg und 25 °C, wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 10 mL frischen Medium vorsichtig
vermengt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in ein T-75 Kulturflaschchen

mit weiteren 5 mL Medium Uberfiihrt und im Inkubator gelagert.

Subkultivieren und Zellernte

Die Zellen wurden in T-175 oder T-75 Kulturflaschen gezlichtet. Erreichten die
Zellen 70-80%  Konfluenz, wurden sie passagiert, um eine
Wachstumsinhibierung durch zu dichten Zell-Zell-Kontakt zu vermeiden
[SCHMITZ, 2007].

Dazu wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellkulturflasche mit PBS
gewaschen, um die Zellen von dem trypsin-inhibierenden Serum zu befreien.
Die Zellen wurden durch Inkubation mit Trypsin/EDTA (Einwirkzeit Caco-2
Zellen funf bis sechs min, 3T3-L1 zwei bis drei min) und Beklopfen der
Kulturflasche vom Gefal3boden gelést. Diese Zelldissoziation wurde mit
Kultivierungsmedium gestoppt und anschlieRend wurde die Zellsuspension
mehrmals suspendiert, damit sich die Zellen vereinzeln. Die gewiinschte Menge
an Zellen wurde zum Weiterflhren in ein neues Kulturgefald transferiert oder die

Zellzahl bestimmt.

Tab. 3 Volumina fir Zellkulturmaterialien

Gefald PBS [mL] Trypsin/EDTA [mL] Medium [mL]

T-75 2,5 15 5
T-175 5 2,5 10
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Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer ermittelt. Hierzu wurde
die zur Zahlung bestimmte Zellmenge je nach Populationsdichte 1:2 (50 pL
Trypanblau + 50 pL Zellsuspension) oder 1:5 (80 pL Trypanblau + 20 pL
Zellsuspension) verdunnt. Anschliel3end wurde ein kleines Volumen in die zwei,
mit einem Deckglas abgeschlossenen, Kammern pipettiert. Unter dem
Lichtmikroskop wurden die lebenden (nicht gefarbten) Zellen in den vier grofR3en
Quadraten, die in 16 Kleinquadrate unterteilt werden, gezéahlt. Die Zellzahl
wurde mit folgender Formel berechnet:

N = Z x VF x Faktor

N relative Zellzahl pro mL

Z Mittelwert der Zellzahl der vier Quadrate
VF Verdinnungsfaktor (2 oder 5)

Faktor Faktor der Neubauer Zahlkammer (10%

Der Kammerfaktor ergibt sich aus dem Produkt (entspricht dem Volumen) der
Flache (1 mm?) und der Tiefe (0,1 mm) eines GroRquadrates = 0,1 pL = 10™* mL
(Faktor 10%).

Je nach Experiment wurde eine definierte Zellzahl in dem gewlnschten

KulturgefalR ausgesat.

3.6 Methoden

3.6.1 Bestimmung der Fettsaureaufnahme in Caco-2 Enterozyten und
3T3 - L1 Adipozyten mit QBT Fatty Acid Uptake Assay Kit

Prinzip
Fur die Messung der Fettsdureaufnahme wurde der QBT Fatty acid Uptake

Assay Kit mit dem BODYPI® Farbstoff der Firma Molecular Devices verwendet.
Dieses Reagenz enthélt neben dem fluoreszierendem Laurinsaure-Analog
(4,4-difluoro-5-methyl-4-bor-3a,4a-diazo-S-indacene-3-dodecansaure), auch ein
Quenching Agens (Q-Red.l), welches das Fluoreszenz-Signal im

Extrazellularraum unterdrtickt. Tritt das markierte Fettsdureanalog in die Zelle
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ein, wird das Signal messbar und kann quantifiziert werden [LIAO et al., 2005].

Die Fettsdureaufnahme korreliert somit mit dem Fluoreszenzsignal.

Probenvorbereitung

Die Messung wurde mit differenzierten Caco-2 Zellen und 3T3-L1 Zellen (fur die
Differenzierung siehe Kapitel 3.5.3) durchgefuhrt.

Fir die Bestimmung der Fettsaureaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten mussten
zunachst 6,5 x 10* Zellen aus den T-75 KulturgefaR in eine 96-Well Platte in
100 pL Kultivierungsmedium pro Well ausgestreut werden. AnschlieRend wurde
die Platte vier min bei 1000 rpm mit ausgeschalteter Bremse zentrifugiert und
vier Stunden bei 37 °C inkubiert, damit sich die Zellen am Plattenboden

ansetzen konnten.

Durchfiihrung

Die folgende Beschreibung gilt sowohl fir die 3T3-L1 als auch fur die Caco-2
Zelllinie.

Das Kultivierungsmedium wurde abgesaugt, mit 90 puL des entsprechenden
Inkubationsmediums pro Well ersetzt und eine Stunde lang préainkubiert.

Die Testsubstanzen wurden, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, vorbereitet. Nach
der Prainkubation wurden die geldsten Substanzen im Dreifach-Ansatz zu je
10 uL auf die Zellen pipettiert. Dabei wurden in den 3T3-L1 Zellen die
Endkonzentrationen 10 nM, 0,1 pM, 1 pM und 10 pM und dieselben
Konzentrationen plus 100 uM in den Caco-2 Zellen eingestellt. Fir jede Platte
wurde als Kontrolle zusatzlich ein Dreifach-Ansatz pro Ldsungsmittel ohne
Substanzzugabe angefertigt. Die Zellen wurden anschlieBend bei 37 °C fir
30 min inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 100 pL Ladepuffer pro Well hinzugeftgt.
Fir 10 mL Ladepuffer pro 96-Well Platte wurden 0,02 g fettsaurefreies
Rinderserumalbumin (BSA) und das QBT Fatty Acid Uptake Kit® in
HBSS/HEPES Puffer gel6st. Die Fluoreszenz wurde im Plattenlesegerat 60 min
lang alle 20 Sekunden im Bodenlese Modus gemessen (Aex = 485 nm,
Aem = 515 nm).
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Auswertung
Die Absorptionswerte wurden gegen die Zeitmesspunkte aufgetragen und

mithilfe der Software SigmaPlot 11.0 die Flache unter der Kurve (AUC) des
jeweiligen Wells berechnet. Anschliel3end wurde der Mittelwert des Leerwertes
von den Ubrigen Werten abgezogen. Die mittleren Werte der Kontrolle wurden
auf 100 % gesetzt und die Testsubstanzen darauf bezogen (Testkomponente /
Kontrolle x 100). Daraus wurden pro Testsubstanz Mittelwert und

Standardabweichung ermittelt.

3.6.2 Bestimmung der Glukoseaufnahme in Caco-2 Enterozyten mit
2-NBDG Fluoreszenzfarbstoff

Prinzip

Um die Glukoseaufnahme in Enterozyten zu bestimmen, wurde die nicht-
radioaktive Methode mit dem fluoreszierenden D-Glukose-Analog 2-(N-(7-
Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) Amino)-2-Deoxyglucose (2-NBDG) gewahlt. Der
Farbstoff wiegt 342,26 g/mol und wird tber den Glukosetransporter (GLUT) und
den natriumabhangigen Glukose-Cotransporter (SGLT) 1 in isolierten
Enterozyten aufgenommen [KANWAL et al.,, 2012], [ROMAN et al., 2001],
[BLODGETT et al., 2011], [ZOU et al., 2005]. Intrazellular wird 2-NBDG zu 2-
NBDG-6-Phosphat umgewandelt und im weiteren Verlauf in eine nicht-
fluoreszierende Form metabolisiert [LEIRA et al., 2002]. Die Fluoreszenz bei

550 nm (nach Anregung bei 480 nm) korreliert mit der Glukoseaufnahme.

Probenvorbereitung

Caco-2 Zellen wurden differenziert (Kap. 3.5.3) und die Testverbindungen

eingewogen und gel6st (Kap. 3.5.).

Durchfiihrung

Am 21. Tag der Differenzierung der Caco-2 Zellen wurde das N&hrmedium
abgesaugt, mit 90 pyL Inkubationsmedium fiir Glukoseaufnahme ersetzt und
eine Stunde vorinkubiert (37°C, 5% COy). Im Dreifachansatz wurden 10 pL
HBSS/HEPES Puffer mit oder ohne Testsubstanzen 10-fach konzentriert
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aufgetragen. Fur den Leerwert wurden 10 uL HBSS/HEPES Puffer zu je drei
Wells ohne Zellen gegeben. Die Platte wurde 10 sek im Plattenschiittelgerat
geschwenkt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Im Dunkeln wurde die
Endkonzentration 200 uM des 2-NBDG-Farbstoffes in den Wells eingestellt,
geschwenkt und die Platte fur weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde
das Medium abgesaugt und dreimal mit 100 pL eiskaltem PBS gewaschen.
Anschliel3end wurde die Fluoreszenz bei 480 nm bzw. 550 nm Anregungs- bzw.

Emmissionswellenlange am Tecan Plattenlesegerat gemessen.

Auswertung
Die ausgegebenen Werte wurden vom Leerwert subtrahiert und auf die mittlere

Kontrolle (= 100%) bezogen. So wird der Unterschied der Testsubstanzen zur

unbehandelten Kontrolle verdeutlicht.

3.6.3 RNA-Isolierung mit Caco-2 Enterozyten

Prinzip
Die Isolierung der RNA wurde mit dem pegGold Total RNA Kit nach Anleitung

des Herstellers Pequlab durchgefuhrt. Um die Genexpression bestimmter
Proteine messen zu konnen, ist es notig, die nach der Transkription
entstandene mMRNA zu isolieren. Die mRNA wiuirde bei der darauffolgenden
Translation in das entsprechende Protein Ubersetzt werden.

Mithilfe des Isolierungs-Kits werden die RNA-Abschnitte von DNA, RNAsen und
anderen inhibierenden Proteinen, Verunreinigungen und Zellbestandteilen
gereinigt. Daftr wird das Zellhomogenisat durch verschiedene Saulen filtriert

und gewaschen [PeqLab, 2014].

Probenvorbereitung

In einer 6-Well Platte wurden 6 x 10°> Caco-2 Zellen in 3 mL
Kultivierungsmedium pro Well ausgestreut und differenziert. Am 21. Tag wurde
das Kultivierungsmedium mit 2,70 mL Inkubationsmedium pro Well ersetzt und

eine Stunde lang bei 37 °C vorinkubiert.
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Die Testsubstanzen (NaHED und HED) wurden fur die Inkubation, wie in Kap.
3.3. beschrieben, 10-fach konzentriert geldst und zu je 300 pL pro Well zu den
Zellen pipettiert, so dass die Endkonzentration 10 uM betrug. AnschlielRend
wurden die Zellen fur 15, 30, 60 oder 90 min inkubiert. Fur jeden Zeitpunkt
wurde als Kontrolle HBSS/HEPES Puffer mit bzw. ohne L&sungsmittel ohne

Testsubstanzen auf der Platte integriert.

Durchfithrung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 mL eiskaltem PBS
gewaschen, um die Testsubstanzen und Medienreste wieder zu entfernen.
Danach wurden die Zellen mit 600 pL RNA Lysis Buffer T aufgelost und
homogenisiert. Das Lysat wurde bei - 80 °C eingefroren oder die enthaltene
RNA sofort isoliert.

Fur die Isolierung wurde das gesamte Lysat auf eine DNA Removing Séaule, die
in einem 2 mL Reaktionsgefall steckte, pipettiert und eine Minute bei 12.000 xg
zentrifugiert. Danach wurde die Saule verworfen. Um die RNA zu prazipieren,
wurde dem Eluat 600 pL 70%iger Ethanol zugegeben und homogenisiert. Zur
Bindung der RNA auf die Saule wurden 600 pL der Probe auf eine PerfectBind
RNA Saule mit Auffanggefal® geladen und zentrifugiert (1 min, 10.000 xg). Der
Durchfluss wurde verworfen und die restlichen 600 pL auf die Saule geladen.
Anschlielend wurde die Saule wieder zentrifugiert und das Auffanggefal
verworfen.

Fir den ersten Waschschritt wurde die PerfectBind RNA Séaule in ein
Auffanggefall gegeben, mit 500 pL RNA Wash Buffer | versetzt, zentrifugiert
(15 sek, bei 10.000 xg) und das Eluat verworfen. Nun wurden 600 pL RNA
Wash Buffer Il kurz auf der Saule inkubiert und zentrifugiert (15 sek, bei
10.000 xg). Dieser Waschschritt wurde wiederholt und der S&ulendurchfluss
verworfen.

Zum Trocknen wurde die PerfectBind RNA Saule in einem frischen
Auffanggefald bei 10.000 xg fur zwei Minuten zentrifugiert.

Anschlie3end wurden 30 pL vorgewarmtes RNase-freies Wasser auf die Saule

pipetiert. Nach funf Minuten Wartezeit wurde die RNA durch Zentrifugieren
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(5.000 xg, 1 min.) in ein frisches Reaktionsgefal} eluiert. Es folgte eine zweite

Elutionsrunde.

Messung der RNA-Konzentration

Zur Quantifizierung und Uberprifung der Reinheit der RNA in den Proben,
wurde die optische Dichte (OD) bei 260 nm (Absorptionsmaximum der reinen
RNA) und 280 nm gemessen. Liegt der Quotient daraus zwischen 1,8 und 2,2
entspricht es im Allgemeinen einer Reinheit von 80-100 %. Daruber hinaus
wurde die Absorption bei 260 bzw. 230 nm gemessen. Dieses Verhaltnis
(260/230) sollte einem Wert nahe 2,0 + 0,2 entsprechen, um Verunreinigungen
mit Proteinen, Phenolen und chaotropen Salzen auszuschlieBen [Biomedical
Genomics, 2014].

Die Absorption von 1 bei 260 nm entspricht 40 pg RNA / mL. Mithilfe des
Lambert-Beerschen-Gesetzes kann die Konzentration der RNA in der Probe
berechnet werden [PeqLab, 2014].

Als Leerwert wurden 2 pL RNase freies Wasser verwendet. Die RNA-LAsung
bzw. der Leerwert wurden in einem Volumen von 2 pL invers auf die
NanoQuant-Platte pipettiert und die OD bei 230 nm, 260 nm und 280 nm im
Tecan Plattenlesegerat gemessen. Fur die Reverse Transkription wurden
ausschlielich Proben mit einem 260/280-Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,2

verwendet.

3.6.4 cDNA-Synthese — Reverse Transkription

Prinzip

Die, wie in Kap. 3.6.3. beschrieben, isolierte und gereinigte RNA wurde in der
reversen Transkription in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierzu
wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Life
Technologies verwendet.

Durch Zugabe der reversen Transkriptase, Primern und
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) wird wahrend eines schrittweisen

Temperaturverfahren die RNA in cDNA umgeschrieben.
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Probenvorbereitung

Anhand der in Kap. 3.6.3. ermittelten RNA Konzentration wurde die
RNA-Konzentration jeder Probe auf 1,5 ug / 10 yL eingestellt.
Alle vorbereitenden Tatigkeiten wurden auf Eis durchgefiihrt, um eine vorzeitige

Reaktion der Enzyme zu vermeiden.

Herstellung des 2x Reverse Transkription Master Mix

Die Komponenten fur die Umschreibung wurden auf Eis aufgetaut. Je nachdem
wie viele Proben umgeschrieben wurden, wurden pro Reaktion (entspricht einer
Probe) folgende Bestandteile in einem Ro&hrchen zusammengefiigt und

vorsichtig durchmischt:

Komponente Volumen / Reaktion [mL]
10x RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10x RT Random Primers 2,0
Multiscribe™ Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Nuklease freies Wasser 3,2
Gesamtvolumen / 20 pL Reaktion 10

Die Umschreibung wurde entweder in einer 96-Well PCR-Platte oder in RNase
und DNase freien ReaktionsgefafRen durchgefihrt.

Zunachst wurden 10 pL 2x Reverse Transkription Mastermix pro Reaktion
vorgelegt. AnschlieRend wurde 10 pL Probe (1,5 pg RNA) dazugegeben und
mit einer Pipette homogenisiert. Das Gefald wurde gut verschlossen und kurz

zentrifugiert.
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Durchfiihrung

Nun wurde die Transkription nach folgendem Temperaturschema im

StepOnePlus ™ Thermocycler eingestellt:

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
25 °C 37°C 85°C 4°C
10 min 120 min 5 min 0

Die synthetisierte cDNA konnte nun gleich fur die gPCR verwendet werden oder

fur einige Monate bei - 20 °C gelagert werden.

3.6.5 Bestimmung der Genexpression mit quantitativer Echtzeit-

Polymerase Kettenreaktion

Prinzip

Die Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient zur Vervielfaltigung der
DNA (in diesem Fall cDNA), wobei der Fortschritt im Verlauf beobachtet und
anschlieend quantifiziert werden kann. Die PCR besteht aus zwei bis drei
aufeinanderfolgenden Schritten, die etwa 40 Mal wiederholt werden und eine
exponentielle Steigerung des gewlinschten Genabschnittes gewahrleistet. Die
PCR startet mit der Denaturierung bei 95 °C. Hierbei wird die doppelstrangige
DNA aufgetrennt. Durch Abkuhlung auf 60 °C folgt die Anlagerung der
spezifischen vorwarts und rickwarts Primer (Annealing). Schlielich folgt die
Verdoppelung (Amplifizierung) der Einzelstrange durch die thermostabile
Polymerase. Diese drei Schritte werden 40 Mal wiederholt und nach jedem
Zyklus wird das Fluoreszenzsignal, welches mit der doppelstrangigen DNA
korreliert, gemessen [LOFFLER und MOSSNER, 2007]. Das Messsignal wird
vom Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green ausgeldst, der nur an doppelstrangige
DNA-Abschnitte bindet und eine gesteigerte Fluoreszenz verursacht [AB, 2014].
Nach der Normalisierung auf das Referenzgen erfolgte die relative
Quantifizierung im Vergleich zur Kontrolle.

Zur Uberprifung des PCR-Produktes wurde eine Schmelzkurvenanalyse
angehangt. Die Temperatur wird schrittweise erhdht, dabei dissoziieren die

amplifizierten Doppelstrange wieder und das Fluoreszenzsignal wird schwacher
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und im Verlauf mitgemessen. Anhand des Schmelzpunktes, der durch den
Gehalt von Guanin und Cytosin, Basenlange und Sequenz des
DNA-Abschnittes beeinflusst wird, kann das Amplikon unterschieden werden
[RIRIE et al., 1997].

Probenvorbereitung

Die etablierten Primer wurden bei NCBI / Primer-BLAST entworfen oder von
PrimerBank verwendet und bei Sigma Aldrich erworben [RIEDEL et al., 2014].

Die cDNA-Proben aus Kap. 3.6.4. wurden 1:10 mit nukleasefreiem Wasser
verdinnt und entsprachen in etwa einer Konzentration von 50 ng / pL. Die
Proben und Reaktionskomponenten wurden auf Eis aufgetaut und

zusammengefugt.

Herstellung des Reaktionsmix
Zunachst wurde die Menge der Reagenzien pro Reaktion kalkuliert. Jede Probe
und die Negativkontrolle (nukleasefreies Wasser statt cDNA) wurden im

Dreifach-Ansatz analysiert. Ein Uberschuss von 10 % wurde dazu gerechnet.

Bestandteil Volumen Endkonzentration
Fast SYBR" Green Mastermix 5,00 pL

(2x)

nukleasefreies Wasser 3,80 uL

Forward Primer [10 pmol / pL] 0,10 pL 100 nM

Reverse Primer [10 pmol /puL] 0,10 puL 100 nM

Probe (10x) 1,00 pL

gesamtes Reaktionsvolumen 10,0 pL
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Durchfiihrung

Der homogenisierte Reaktionsmix wurde auf die PCR-Platte pipettiert, mit einer
Folie verschlossen und kurz zentrifugiert.
Im StepOnePlus™ Thermal Cycler wurde die Echtzeit gPCR nach Eingabe

folgender Einstellungen gestartet:

T [°C] Dauer [sek]

Stufe 1 (Holding Stage) Enzym Aktivierung 95 20

Stufe 2 (Cycling Stage) Denaturierung 95 3

(40 x) Anlagerung / Amplifizierung 60 30
95 15

Stufe 3 (Schmelzkurve) T -Anstieg alle 0,5°C + 60 60
Fluoreszenzmessung 95 15

Quantifizierung komparative Ct (AA Cy)
Geschwindigkeit Fast

Passive Referenzfarbe ROX

Auswertung

Aus den ARn Werten (Signalwerte der Proben nach Abzug der Basislinie)
wurden mithilfe LinRegPCR die No Werte jeder Probe ermittelt, diese stellen die
Anfangskonzentration der respektiven mRNA dar.

Die Ausreil3er (+ / - 15 % der mittleren Effizienz) wurden von der Ermittlung der
Effizienz ausgeschlossen, die tUber 1,8 liegen soll.

N, = Threshold + mittlere Eff T

Die erhaltenen No-Werte der Zielgene wurden auf die mittleren No—Werte des
Referenzgens (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1, HPRT-1) pro Probe
bezogen (No (zielgen) / No (Referenzgen)) [RUIJTER et al., 2009]. Die normalisierten
Werte wurden in x-facher Anderung (Probe / Kontrolle) auf den Mittelwert der
Kontrollen (=1) bezogen.

Pro Gen wurden die Behandlungen (HED, NaHED bzw. Kontrollen) den

verschiedenen Zeitpunkten gegenibergestellt.
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3.6.6 Messung der metabolischen Aktivitat mittels MTT-Methode in Caco-
2 und 3T3-L1 Zellen

Prinzip

Um die Aufrechterhaltung der metabolischen Aktivitat der Caco-2 und 3T3-L1
Zellen nach Inkubation mit den Testverbindungen nachzuweisen, wurde die
etablierte MTT-Methode angewandt. Das gelbe MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Reagenz ~ wird von lebenden Zellen
aufgenommen und durch Nicotinamidadenosindinukleotid(phosphat) zu
dunkelvioletten Formazan-Kristallen umgewandelt. Die Menge des gebildeten
Formazans ist direkt proportional zur Anzahl lebender und aktiver Zellen und

kann photometrisch bestimmt werden [RISS et al., 2013].

Probenvorbereitung

Die Messung der metabolischen Aktivitat der verwendeten Zellen wurde analog
zu den Versuchen durchgefuhrt.

Die Testsubstanzen wurden, wie in Kap 3.3. beschrieben, in den
Endkonzentrationen 100 pM, 10 uM, 1 uM und 0,1 pM eingesetzt.

Die Zellen wurden, wie in Kap. 3.5.3 geschildert, differenziert. Die 3T3-L1
Adipozyten wurden, wie in Kap. 3.6.1 beschrieben, ausgestreut und nach dem

Absetzen (vier Stunden) analog zu den Caco-2 Zellen behandelt.

Herstellung der MTT-Arbeitslésung
Fir jeden Versuch wurde ein Teil der MTT-Stockldsung (siehe Kap. 3.3) mit funf

Teilen zellspezifischem Inkubationsmedium verdinnt.

Durchfiihrung

Das Kultivierungsmedium wurde mit 90 pL Inkubationsmedium ersetzt und fur
eine Stunde vorinkubiert. Danach wurden die Testsubstanzen (10x), Kontrollen
und Negativkontrollen (Medium) auf die Zellen gebracht und fiir 90 min inkubiert
(37°C, 5 % CO,). Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Medium mit den
gelésten Testsubstanzen abgesaugt, 100 uL MTT-Arbeitslésung pro Well zu
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den Zellen pipettiert und inkubiert (37°C, 5% COy). Bei Bildung violett-gefarbter
Kristalle (nach etwa 20 bis 25 min erkennbar) wurde die Reaktion gestoppt.
Dazu wurde der Uberstand entfernt und die Formazanprazipitate in 150 pL
DMSO pro Well gelést. Nachdem die Platte eine Minute geschwenkt worden
war, konnten die Extinktionen (Testsignal 570 nm und Referenzsignal bei
650nm) gemessen werden.

Bei der Referenzwellenlange werden unspezifische Signale gemessen. Von
den Messwerten der Testwellenlange bei 570 nm, dem Absorptionsmaximum
von Formazan, wurden die Referenzwerte subtrahiert [RISS et al., 2013]. Der
Mittelwert des Leerwertes wurde von allen Messwerten abgezogen und auf die

Kontrolle (Medium) bezogen.

3.6.7 Statistik

Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen wurde mit SigmaPlot
11.0 durchgefuhrt.

Samtliche Versuche wurden mit mindestens drei biologischen und jeweils drei
technischen Replikaten ausgefihrt.

Ausreil3er wurden mit Nalimov-Test fir die kritische Grenze a=0,05 identifiziert
und aus der statistische Analyse ausgeschlossen.

Zum Nachweis signifikanter Unterschiede zwischen den Konzentrationen der
Testsubstanzen, wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (One Way ANOVA)
mit anschlieBendem Holm-Sidak post hoc-Test angewandt. Die Voraussetzung
hierflr sind gleiche Varianzen und normalverteilte Werte. War dies nicht der
Fall, wurde die Kruskal-Wallis Varianzanalyse nach Rangen (ANOVA on Ranks)
mit nachfolgenden Dunn’s post hoc-Test eingesetzt. Zum Vergleich aller
Testsubstanzen nach den Konzentrationen wurde die zweifaktorielle
Varianzanalyse (Two Way ANOVA) genutzt und die signifikanten Unterschiede
anhand des General Linear Model berechnet. Falls nicht anders angegeben,
sind die Ergebnisse im Text stets mit Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD) angefuhrt.

Fur die Genexpressionsanalyse wurden die Unterschiede zwischen der

Inkubationsdauer und den Testsubstanzen mithilfe der zweifaktoriellen ANOVA
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berechnet. Hier wurden die Werte mit MW + SEM (Standardfehler des
Mittelwerts) angegeben.

Die Rohdaten sind im Anhang ersichtlich.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die metabolische Aktivitat

der Caco-2 Enterozyten

Zunachst musste die metabolische Aktivitdt in Caco-2 Enterozyten nach

Inkubation mit den Testsubstanzen in den gewdahlten Konzentrationen getestet

werden.
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Abb. 6 Metabolische Aktivitat nach 90-minutiger Inkubation mit 1 bis 100 uM Phloretin,
Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2
Zellen

Signifikanz wurde mit ANOVA nach Ré&ngen getestet, Ergebnisse sind in % der Kontrolle
(=100%, Inkubationsmedium) als Boxplot dargestellt, n=3-6, tR= 2-3. Die grauen Linien zeigen
den Mittelwert (MW), schwarze Linien den Median. Abkirzungen: Ster (Sterubin), ED
(Eriodictyol), HED (Homoeriodictyol), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Abbildung 6 stellt die metabolische Aktivitat nach 90-mindtiger Inkubation mit 1,
10 oder 100 uM mit Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol
oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Zellen dar.

Keine der getesteten Substanzen beeinflusste in den analysierten

Konzentrationen die metabolische Aktivitat in Caco-2 Enterozyten.
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4.2 Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die Fettsaureaufnahme in

Caco-2 Enterozyten

Im Rahmen eines Substanzvergleiches wurden die Flavanone Phloretin,
Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz auf

deren Einfluss auf die Fettsdureaufnahme in Caco-2 Enterozyten untersucht.
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Abb. 7 Fettsdureaufnahme nach 30-minltiger Prainkubation mit 0,01 bis 100 pM
Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in
Caco-2 Enterozyten

Nach Prainkubation und anschlie3ender 60-mindtiger Fluoreszenzmessung, wurde die AUC der
Veranderung der Fluoreszenz wahrend der Zeitmesspunkte berechnet, Ergebnisse sind in
Prozent der Kontrolle (0,1% Losungsmittel in HBSS/HEPES Puffer) mit MW + SD angegeben.
Signifikanz wurde mit zweifaktorieller ANOVA (p<0,001) mit anschlieRendem Holm-Sidac post
hoc-Test (p=0,05) getestet; unterschiedliche Buchstaben (abcd) repréasentieren signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen, n=3-4, tR=1-3. Abklrzungen: Phl (Phloretin), Hesp
(Hesperetin), Ster (Sterubin), ED (Eriodictyol), HED (Homoeriodictyol), NaHED
(Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Abbildung 7 zeigt in einem Substanzvergleich die Fettsdureaufnahme nach 30-
minutiger Prdinkubation und anschlieBender 60-minutiger Messung der AUC
mit 10nM bis 100 uM Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol,
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten.

Die Fettsaureaufnahme unterschied sich nach Inkubation mit Homoeriodictyol
von den (brigen getesteten Flavanonen (p<0,001). Die Wirkung von

Homoeriodictyol-Natriumsalz auf die Fettsaureaufnahme differierte zusatzlich
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zu Homoeriodictyol zu Hesperetin, Eriodictyol und Phloretin (p<0,001).
Schlie3lich unterschied sich die Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit
Sterubin von Hesperetin (p=0,004) und Eriodictyol (p=0,005).

Die genauere Auswertung der einzelnen Verbindungen im Vergleich zur
Kontrolle in Abhé&ngigkeit der Konzentrationen” ergab, dass die
Fettsaureaufnahme nach Inkubation mit 100 uM Phloretin im Vergleich zur
Inkubation mit 0,1 uM bzw. 1 uM Phloretin um 8,83 % (p=0,003) bzw. 9,48 %
(p=0,001) anstieg ". Jedoch gab es keinen Unterschied zur Kontrolle.

Die Inkubation mit Eriodictyol zeigte keinen Einfluss auf die Fettsaureaufnahme
in Caco-2 Zellen'.

Die Fettsaureaufnahme wurde nach Inkubation mit 100 uM Hesperetin im
Vergleich zur Kontrolle um 15,8 + 15,8 % (p<0,001) verringert. Des Weiteren
unterschied sich die Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit 10 nM bis 10 uM
Hesperetin von der Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit 100 uM Hesperetin
(p<0,001)".

Die Inkubation mit Sterubin reduzierte die Fettsaureaufnahme im gesamten
Konzentrationsverlauf und zeigte nach Inkubation mit 10 uM und 100 pM eine
Verringerung der Fettsaureaufnahme um 10,6 +3,44 % (p=0,003) bzw.
14,8 + 6,53 % (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (= 101%) .

Nach Inkubation mit Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz verhielt sich die
Fettsdureaufnahme unterschiedlich. Die Ergebnisse sind detaillierter in
Abbildung 8 dargestellt.

" Mittelwertvergleiche mit zweifaktorieller Varianzanalyse (p<0,001) und anschlieRenden Holm-
Sidac post hoc Test (p=0,05), Werte mit MW+SD angegeben.
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Abb. 8 Fettsaureaufnahme nach 30-minltiger Prainkubation mit 0,01 bis 100 pM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Zellen

Nach Prainkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz (NaHED) (a) oder Homoeriodictyol (HED)
(b) und anschlieBRender 60-minutiger Fluoreszenzmessung, wurde die AUC der Verénderung
der Fluoreszenz wahrend der Zeitmesspunkte berechnet. Ergebnisse sind in % der Kontrolle
(=100%, 0,1% Losungsmittel in HBSS/HEPES Puffer) als Boxplot dargestellt und im Text mit
MW + SD angegeben. a Signifikanz wurde mit einfaktorieller ANOVA (p<0,001) mit
anschlieBendem Holm-Sidakt post hoc-Test (p<0,05) durchgefihrt, n=3, tR=2-3. b Signifikanz
wurde mit ANOVA nach Rangen (p<0,001) und anschlieBendem Dunns’s post hoc Test
(p<0,01) durchgefiihrt, n=4, tR=1-3. ** (p<0,001) und ** (p<0,01) zeigen signifikante
Unterschiede zur Kontrolle und verschiedene Buchstaben (abc) zwischen den Gruppen.

Mittelwert —— — -, Median
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Abbildung 8a zeigt den Einfluss der 30-minutigen Prainkubation und Messung
der AUC fir eine Stunde mit 10 nM bis 100 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz
auf die Fettsaureaufnahme in Caco-2 Enterozyten. Der Einfluss der Inkubation
mit Homoeriodictyol-Natriumsalz auf die Fettsdureaufnahme gleicht einem
kurvigen Verlauf, mit einer maximalen Verringerung im Bereich zwischen
0,1 puM und 10 pM. So sank die Fettsaureaufnahme nach Inkubation mit 0,1 uM,
1 pM und 10 pM Homoeriodictyol-Natriumsalz um 12,5 + 6,18 % (p=0,001), um
11,9+1,91 % (p=0,003) und um 15,2 +9,69 % (p<0,001) im Vergleich zur
Kontrolle. Des Weiteren sank die Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz um 13,2 % (p=0,002) im Vergleich zu der
nach 100 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz.

Abbildung 8b stellt den Einfluss der 30-minutigen Prainkubation und Messung
der AUC fur 60 Minuten mit 10 nM bis 100 uM Homoeriodictyol auf die
Fettsaureaufnahme in Caco-2 Zellen dar. Die Inkubation mit Homoeriodictyol
zeigte im Gegensatz zu dessen Natriumsalz einen Anstieg der
Fettsdureaufnahme. Ein Unterschied zur Kontrolle war nach der Inkubation mit
10 yM  und 100 pM Homoeriodictyol zu erkennen. Dabei stieg die
Fettsaureaufnahme um 8,62 + 3,09 % (p<0,01) bzw. 14,9 + 8,79 % (p<0,01).

4.3 Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz auf die
Genexpression ausgewahlter Fettsauretransporter und Gene des

Fettstoffwechsel in Caco-2 Enterozyten

Aus dem Substanzvergleich ging hervor, dass die Fettsdureaufnahme nach
Inkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz sank, wahrend die Inkubation mit
Homoeriodictyol eine Steigerung verursachte. Um die Ursache dafir zu finden,
wurde die Wirkung dieser Substanzen auf das Expressionslevel der Gene
CD36, FATP 2 FATP 4, IFABP, PPARa und PPARy untersucht. Diese Gene
kodieren fir Proteine, die am Fettsduretransfer beteiligt sind. Die Resorption
der Fettsauren in Enterozyten erfolgt passiv und aktiv Uber die
Fettsauretransportproteine (FATP) 2 und 4 und CD36 / Fettsauretranslokase
[LYNES und WIDMAIER, 2011, SANDOVAL et al., 2008]. Intrazellular binden
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Fettsauren an das intestinale fettsaurebindende Protein (IFABP) [NIOT et al.,
2009]. Die Transkriptionsfaktoren PPARa und PPARy sind an der
Fettsaurehomdoostase beteiligt und regulieren unter anderem die Expression der
genannten Fettsauretransporter. Die Expression der oben genannten Gene
wurde im menschlichen Duodenum und Jejunum nachgewiesen [WANG et al.,
2005].

Genexpression von CD36 in Caco-2 Enterozyten
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Abb. 9 Genexpression von CD36 nach 15-, 30-, 60- und 90-minutiger Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Die Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW = SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA
(p=0,002) und anschlieBendem Holm Sidak post hoc Test (p<0,05) getestet. Unterschiedliche
Buchstaben (abc) reprasentieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Behandlungsgruppe
zwischen den Zeitpunkten, ***(p<0,001) zeigt signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
n=3-4, tR=1-3. Abklrzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

Abbildung 9 zeigt die Genexpression von CD36 nach Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
Caco-2 Enterozyten.

CD36 wurde nach 90 min durch die Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol-Natriumsalz auf das 2,09 £ 0,47-Fache (p<0,001) im Vergleich
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zur Kontrolle hochreguliert. Nach Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol-Natriumsalz fur 15, 30 und 60 min wurden keine Unterschiede
zur Kontrolle gemessen. Es wurden aber zwischen der 15- bis 90-minltigen
Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz Unterschiede gemessen. So
stieg die Genexpression von CD36 nach 15 min von dem 0,74 + 0,09-Fachen
auf das 1,40 +0,18-Fache nach 30 min (p=0,005). Nach weiteren 30 min
konnte kein Unterschied gemessen werden. Aber nach 60-minutiger Inkubation
mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz stieg die Genexpression von CD36
wiederum von dem 1,39 + 0,31-Fachen auf das 2,09 + 0,47-Fache nach 90 min
(p=0,006).

Die Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol zeigte zu den getesteten Zeitpunkten

keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression von CD36.

Genexpression von IFABP in Caco-2 Enterozyten
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Abb. 10 Genexpression von IFABP nach 15-, 30-, 60- und 90-minutiger Inkubation mit
10 pM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Die Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW = SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA
(p=0,005) und anschlielendem Holm Sidak post hoc Test (p=0,05) getestet. Unterschiedliche
Buchstaben (abc) reprasentieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Behandlungsgruppe
zwischen den Zeitpunkten, ***(p<0,001) und **(p<0,01) zeigen signifikante Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle, n=3-4, tR=1-3. Abkirzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED
(Homoeriodictyol)
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Abbildung 10 zeigt den Einfluss von 10 pM Homoeriodictyol oder dessen
Natriumsalz auf die Genexpression von |IFABP zu verschiedenen
Inkubationszeiten.

IFABP wurde bereits nach 15-minutiger Inkubation mit 10 puM Homoeriodictyol-
Natriumsalz auf das 1,25+ 0,13-Fache im Vergleich zur Kontrolle (p=0,004)
hochreguliert. Eine langere Behandlungsdauer (30 bis 90 min) mit 10 uM
Homoeriodictyol-Natriumsalz fuhrte zu keinem Einfluss auf die Genexpression
von IFABP.

Nach 60-mindtiger Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol wurde IFABP auf das
0,69 £ 0,01-Fache im Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert (p<0,001). Des
Weiteren wurden Unterschiede der Genexpression von IFABP nach 60-
mindtiger Inkubation mit 10 puM Homoeriodictyol zu den dbrigen
Inkubationszeiten nach 15, 30 und 90 min (p<0,007) gemessen.

Genexpression von FATP 2 in Caco-2 Enterozyten
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Abb. 11 Genexpression von FATP 2 nach 15-, 30-, 60- und 90-minutiger Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW + SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA getestet,
n=4, tR=2-3. Abkirzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)
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Abbildung 11 zeigt die Genexpression von FATP 2 nach Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz zu verschiedenen Zeitpunkten.
Weder die Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol noch die mit dessen
Natriumsalz beeinflussten die Genexpression von FATP 2 zu den anlysierten

Inkubationszeiten.

Genexpression von FATP 4 in Caco-2 Enterozyten

3,0
I Puffer
I EtOH
2,5 A B NaHED
I HED
(@)]
5 2,0
3 2
< 1,5 b
(]
< a,b a,b a a
£ 1,0 - a a
X
0,5 -
0,0 -
15 30 60 90

Inkubationszeit [min]

Abb. 12 Genexpression von FATP 4 nach 15-, 30-, 60- und 90-minutiger Inkubation mit
10 puM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW = SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA
(p=0,016) und anschlieRendem Holm Sidak post hoc Test (p=0,05) getestet. Verschiedene
Buchstaben (ab) représentieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Behandlungsgruppe
zwischen den Zeitpunkten, **(p<0,01) zeigt signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
n=4, tR=2-3. Abkurzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

In Abbildung 12 ist die Genexpression von FATP 4 nach Inkubation mit 10 pM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz zu verschiedenen Zeitpunkten in
Caco-2 Enterozyten dargestellt.

FATP 4 wurde durch die 30-minltige Behandlung mit 10 uM Homoeriodictyol-

Natriumsalz auf das 1,30 + 0,21-Fache (p=0,003) im Vergleich zur Kontrolle
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hochreguliert. Zu den tbrigen Inkubationszeiten wurden keine Anderungen der
Genexpression von FATP 4 durch 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz
gemessen.

Nach Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol zeigte die Genexpression von
FATP 4 zu den analysierten Zeitpunkten keine Unterschiede im Vergleich zur
Kontrolle. Durch die Inkubationsverlangerung von 60 auf 90 min mit 10 pM
Homoeriodictyol stieg die Genexpression von FATP 4 von dem 0,87 +0,07-

Fachen auf das 1,20 + 0,05-Fache (p<0,001).

Genexpression von PPARa in Caco-2 Enterozyten
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Abb. 13 Genexpression von PPARa nach 15-, 30-, 60- und 90-mindtiger Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW + SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA
(p=0,033) und anschlieendem Holm Sidak post hoc Test (p<0,05) getestet. Verschiedene
Buchstaben (ab) reprasentieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Behandlungsgruppe
zwischen den Zeitpunkten, n=3-4, tR=2-3. Abkirzungen: NaHED (Homoeriodictyol-
Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)
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Abbildung 13 stellt die Genexpression von PPARa nach Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz zu unterschiedlichen Zeitpunkten in
Caco-2 Enterozyten dar.

Die Genexpression von PPARa wurde nach Inkubation mit 10 pM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz im Vergleich zur Kontrolle zu den
analysierten Zeitpunkten nicht beeinflusst.

Nach Inkubation mit 10 puM Homoeriodictyol-Natriumsalz zeigte die
Genexpression von PPARa einen zeitabhangigen Effekt: nach 15 min
(0,90 + 0,04-Fache) und 30 min (0,88 +0,07-Fache) unterschied sich die
Genexpression von PPARa von jener nach Inkubation fir 60 min (1,08 + 0,08-

Fache) oder 90 min (1,12 + 0,07-Fache) (p<0,002).

Genexpression von PPARyin Caco-2 Enterozyten
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Abb. 14 Genexpression von PPARy nach 15-, 30-, 60- und 90-mindtiger Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten

Puffer (=HBSS/HEPES Puffer): Kontrolle zu NaHED, EtOH (=0,1% Ethanol in HBSS/HEPES
Puffer): Kontrolle zu HED. Ergebnisse sind als x-fache Anderung zur Kontrolle (=1) als
MW = SEM angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit zweifaktorieller ANOVA
(p<0,001) und anschlieRendem Holm Sidak post hoc Test (p=0,05) getestet. Verschiedene
Buchstaben (ab) représentieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Behandlungsgruppe
zwischen den Zeitpunkten, ***(p<0,001) zeigt signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
n=3-4, tR=2-3. Abkirzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)
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Abbildung 14 zeigt den Einfluss der Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol oder
dessen Natriumsalz auf die Genexpression von PPARy zu unterschiedlichen
Zeiten in Caco-2 Enterozyten.

Die Genexpression von PPARy wurde durch die Inkubation mit 10 pM
Homoeriodictyol-Natriumsalz beeinflusst, nach 90 min wurde PPARy auf das
1,18 + 0,06-Fache (p<0,001) verglichen mit der Kontrolle hochreguliert.

Die Inkubation mit 10 pM Homoeriodictyol zeigte keinen Einfluss auf die

Genexpression von PPARy zu den analysierten Zeitpunkten in Caco-2-Zellen.

4.4 Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die Glukoseaufnahme in
Caco-2 Enterozyten

Um festzustellen, ob die Flavonoide Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol,
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz die intestinale Glukoseaufnahme
beeinflussen, wurde dies in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen der
Testverbindungen in Caco-2 Zellen untersucht.

In Abbildung 15 ist die Glukoseaufnahme nach 60-minutiger Inkubation mit
10 nM bis 100 uM Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol
und dessen Natriumsalz in Caco-2 Zellen dargestellt. Die Glukoseaufnahme
nach Inkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz unterschied sich von der
Glukoseaufnahme nach Inkubationen mit den Ubrigen analysierten Substanzen
(p<0,001). Weiters unterschied sich die Glukoseaufnahme nach Inkubation mit
Hesperetin von der Glukoseaufnahme nach Inkubation mit Eriodictyol (p<0,001)
bzw. Sterubin (p=0,002).

Die Signifikanzanalyse der einzelnen Verbindungen mit ANOVA nach Réngen
oder einfaktorieller Varianzanalyse zeigte, dass die Glukoseaufnahme nach
Inkubation mit 10 nM bis 100 uM Phloretin nicht beeinflusst wurde.

Die Inkubation mit 10 nM bis 100 uM Sterubin ergab ebenfalls keinen Einfluss

auf die Glukoseaufnahme in Caco-2 Zellen.
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Abb. 15 Glukoseaufnahme nach 30-minitiger Prainkubation und 30-minutiger Inkubation
nach Zugabe des 2-NBDG-Farbstoffes mit 0,01 bis 100 uM Phloretin, Hesperetin,
Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2 Zellen

Ergebnisse sind in % zur Kontrolle (=100%) (0,1% Losungsmittel in HBSS/HEPES Puffer) als
MW + SD angegeben. Die Signifikanzanalyse wurde mit zweifaktorieller ANOVA (p=0,037) und
nachfolgendem Holm-Sidak post hoc Test (p=0,05) durchgefuhrt. Verschiedene Buchstaben
(abc) reprasentieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen, n=3-4, tR=1-3.
Abkirzungen: Phl (Phloretin), Hesp (Hesperetin), Ster (Sterubin), ED (Eriodictyol), HED
(Homoeriodictyol), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Die einfaktorielle Varianzanalyse (p=0,008) mit anschlieBendem Holm-Sidak
post hoc Test (p=0,05) ergab, dass sich die Glukoseaufnahme nach Inkubation
mit 10 nM bis 100 uM Hesperetin nicht von der Kontrolle unterscheidet. Nach
Inkubation mit 1 uM Hesperetin wurde um 32,8 % (p<0,001) mehr Glukose
aufgenommen als nach Inkubation mit 10 nM Hesperetin.

Verglichen mit der Kontrolle® zeigte sich nach Inkubation mit 1 pM, 10 pM und
100 yM  Eriodictyol ein  Glukoseanstieg von 32,6 + 39,7 % (p<0,05),
56,7 + 15,9 % (p<0,05) und 34,0 + 26,4 % (p<0,05). Weiters nahmen Caco-2
Zellen nach Inkubation mit 10 uM Eriodictyol um 55,3 % (p<0,05) mehr Glukose
auf als nach Inkubation mit 10 nM Eriodictyol.

T ANOVA nach Rangen (p<0,001) mit anschlie@Rendem Dunn’s post hoc Test (p<0,05),
graphisch nicht dargestellt.
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Abb. 16 Glukoseaufnahme nach 30-minutiger Prainkubation und 30-mindtiger Inkubation
nach Zugabe des 2-NBDG-Farbstoffes mit 0,001 bis 100 uM Homoeriodictyol und dessen
Natriumsalz in Caco-2 Zellen

a: Ergebnisse von NaHED sind in % zur Kontrolle (HBSS/HEPES Puffer) als Boxplot dargestellt
und im Text mit MW + SD angegeben. Signifikanz wurde mit ANOVA nach Rangen (p<0,001)
und nachfolgendem Dunn’s post hoc Test (p<0,01) analysiert. b: Ergebnisse von HED sind in %
der Kontrolle (0,1% Ethanol in HBSS/HEPES Puffer) als Boxplot dargestellt und im Text mit
MW = SD angegeben. Signifikanz wurde mit einfaktorieller ANOVA (p=0,001) und
nachfolgendem Holm-Sidak post hoc Test (p=0,05) getestet. *** (p<0,001) und ** (p<0,01)
zeigen signifikante Unterschiede zur Kontrolle und verschiedene Buchstaben (abc) zwischen
den Gruppen, n=3, tR=1-3. Abkurzungen: NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED
(Homoeriodictyol)

Mittelwert —— —-, Median

Aus dem Substanzvergleich (Abb.15) geht hervor, dass die Glukoseaufnahme

durch Inkubation mit Homoeriodictyol bzw. mit dessen Natriumsalz

69



Ergebnisse

unterschiedlich beeinflusst wird. Daher sind diese Ergebnisse in Abbildung 16a
und b detaillierter dargestellt.

Abbildung 16a stellt die Glukoseaufnahme nach 60-minitiger Inkubation mit
1 nM bis 100 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz in Caco-2 Enterozyten dar. Den
hochsten Anstieg der Glukose um 102 + 62,6 % (p<0,01) verglichen mit der
Kontrolle (=100 %) l6ste die Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz
aus. Die Inkubation mit 100 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz zeigte eine
Steigerung der Glukoseaufnahme um 59,8 + 23,6 % (p<0,01) im Vergleich zur
Kontrolle. Ahnliche Veranderungen wurden durch Inkubation mit 1 uM und
0,1 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz erreicht. So stieg die Glukoseaufnahme
um 66,0 +32,5 % (p<0,01) bzw. 82,2 +75,9 % (p<0,01) verglichen mit der
Kontrolle. Weiters erhdhte sich die Glukoseaufnahme nach Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz um 88,3 % (p<0,01) im Vergleich zur
Inkubation mit 10 nM Homoeriodictyol-Natriumsalz.

Abbildung 16b zeigt den Einfluss der 60-minttigen Inkubation mit 10 nM bis
100 uM Homoeriodictyol auf die Glukoseaufnahme in Caco-2 Zellen. Nach
Inkubation mit 100 uM Homoeriodictyol konnte ein Anstieg von 34,6 + 30,8 %

(p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (=100%) gemessen werden.

4.5 Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die metabolische Aktivitat
der 3T3-L1 Adipozyten

Um eine Beeintrachtigung der metabolischen Aktivitat in Adipozyten durch die
Testverbindungen auszuschliel3en, wurde die metabolische Aktivitat in 3T3-L1
Adipozyten nach Inkubation mit den Flavanonen Phloretin, Hesperetin,
Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz in den hochsten

Konzentrationen tberprift.
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Abb. 17 Metabolische Aktivitat nach 90-minitiger Inkubation mit 0,1 bis 10 uM Phloretin,
Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in 3T3-L1-
Adipozyten

Signifikanz wurde mit ANOVA nach Rangen (p<0,001) mit anschlie@endem Dunn’s post hoc-
Test (p<0,05) getestet. Ergebnisse sind in % der Kontrolle (=100%, Inkubationsmedium) als
Boxplot dargestellt und im Text als MW + SD angegeben. * (p<0,05) zeigt einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, n=3-6, tR=2-3. Graue Linien zeigen den Mittelwert, schwarze den
Median. Abklrzungen: Ster (Sterubin), ED (Eriodictyol), HED (Homoeriodictyol), NaHED
(Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Abbildung 17 zeigt die metabolische Aktivitdt nach 90-minitiger Inkubation mit
0,2uM, 1puM oder 10 puM Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol,
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Adipozyten.

Keine der getesteten Verbindungen verursachte in den Konzentrationen 0,1 uM
bis 10 uM eine Verringerung der metabolischen Aktivitat. Daher kann eine
Beeintrachtigung der metabolischen Aktivitat durch die Testsubstanzen in den
Konzentrationen 0,1 uM bis 10 uM in 3T3-L1 Adipozyten ausgeschlossen
werden.

Nach Inkubation mit 0,1 uM Phloretin stieg die metabolische Aktivitdt um
9,87 + 4,37 % (p<0,05) verglichen mit der Kontrolle.
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4.6 Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die Fettsaureaufnahme in
3T3-L1 Adipozyten

Um den Einfluss der Fettsdureaufnahme durch die Flavanone Phloretin,
Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz auf
ein peripheres Gewebe zu untersuchen, wurde das Fettgewebe ausgewahlt. Im
Rahmen eines Substanzvergleiches wurden die genannten Flavanone in
verschiedenen Konzentrationen hinsichtlich deren Einfluss auf die

Fettsaureaufnahme in 3T3-L1-Adipozyten analysiert.
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Abb. 18 Fettsdureaufnahme nach 30-minutiger Prainkubation mit 0,01 bis 10 uM Phloretin,
Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in 3T3-L1
Adipozyten

Nach Prainkubation und anschlieRender 60-minitiger Fluoreszenzmessung, wurde die AUC der
Veranderung der Fluoreszenz wahrend der Zeitmesspunkte berechnet, Ergebnisse sind in
Prozent der Kontrolle (=100%, 0,1% Losungsmittel in HBSS/HEPES Puffer) mit MW + SD
angegeben. Signifikanz wurde mit zweifaktorieller ANOVA (p=0,027) mit anschlieRendem Holm-
Sidac post hoc-Test (p=0,05) getestet. Verschiedene Buchstaben (abc) zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen, n=5-4, tR=1-3. Abkirzungen: Phl (Phloretin), Hesp
(Hesperetin), Ster (Sterubin), ED (Eriodictyol)), HED (Homoeriodictyol), NaHED
(Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Abbildung 18 zeigt den Einfluss der 30-minttigen Prainkubation und Messung
der AUC fur eine Stunde mit 10 nM bis 10 uM Phloretin, Hesperetin, Sterubin,
Eriodictyoal, Homoeriodictyol oder dessen  Natriumsalz auf die

Fettsaureaufnahme in 3T3-L1-Adipozyten.
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Die Fettsaureaufnahme wurde nach Inkubation mit Homoeriodictyol im
Vergleich zur Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit Phloretin, Hesperetin,
Eriodictyol, sowie Homoeriodictyol-Natriumsalz unterschiedlich beeinflusst
(p=0,001). Nach Inkubation mit Sterubin unterschied sich die
Fettsaureaufnahme zu der nach Inkubation mit Eriodictyol (p=0,003).
Abgesehen von Homoeriodictyol zeigte keine der getesteten Verbindungen in
den Konzentrationen 10nM bis 10uM einen Einfluss auf die
Fettsaureaufnahme im Vergleich zur Kontrolle*.

Die Fettsaureaufnahme unterschied sich nach Inkubation mit Homoeriodictyol
signifikant zu der Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit dessen Natriumsalz.
In Abbildung 19a und b ist der Einfluss nach 30-minttiger Prainkubation und
Messung der AUC flr eine Stunde mit 10 nM bis 10 uM Homoeriodictyol oder
dessen Natriumsalz auf die Fettsdureaufnahme in 3T3-L1-Adipozyten
gegenubergestellt.

Die Inkubation mit 10 nM bis 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz zeigte in
keiner untersuchten Konzentration einen Einfluss auf die Fettsdureaufnahme in
3T3-L1 Adipozyten.

Nach Inkubation mit 0,1 uM Homoeriodictyol stieg die Fettsdureaufnahme im
Vergleich zur Kontrolle (=100%) um 8,78 + 8,05 % (p<0,001). Verglichen zur
Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol stieg die Fettsaureaufnahme nach

Inkubation mit 0,1 uM Homoeriodictyol signifikant um 9,25 % (p=0,002).

i Signifikanzanalyse mit zweifaktorieller ANOVA (p=0,002) mit anschlieBendem Holm-Sidak
post hoc test (p=0,05).
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Abb. 19 Fettsaureaufnahme nach 30-minltiger Prainkubation mit 0,01 bis 10 uM
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in 3T3-L1 Adipozyten

Nach Prainkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz (a) oder Homoeriodictyol (b) und
anschlielender 60-minitiger Fluoreszenzmessung, wurde die AUC der Veranderung der
Fluoreszenz wahrend der Zeitmesspunkte berechnet. Ergebnisse sind in % der Kontrolle
(=100%, 0,1% Losungsmittel in HBSS/HEPES Puffer) als Boxplot dargestellt und im Text mit
MW + SD angegeben. a: Signifikanz wurde mit ANOVA nach Rangen getestet und Ergebnisse
in Prozent der Kontrolle (HBSS/HEPES Puffer) als Boxplot dargestellt, n=3 und tR=2-3; b:
Signifikanzanalyse wurde mit einfaktorieller ANOVA (p=0,003) mit anschlieendem Holm-Sidak
post hoc-Test (p=0,05) durchgefiihrt, n=3-4, tR=2-3. Verschiedene Buchstaben (ab) zeigen
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen, ***(p<0,001) vs. Kontrolle. Abkurzungen:
NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

Mittelwert ———", Median
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5 DISKUSSION

Hohe Konzentrationen an Lipiden im Blutkreislauf kénnen schadlich wirken,
wenn die Kapazitaten der Zellen, Fettsduren zu speichern oder zu
metabolisieren, ausgelastet sind. Werden Lipide nicht aus dem Blut entfernt,
kénnen sie zur Bildung von atherogenen Schaumzellen beitragen [BOTHAM et
al., 2007]. Zudem stellen erhéhte Triglyzeride im Blut einen Risikofaktor fiir die
Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen dar. Daher sollten zu hohe
Plasmatriglyzeride vermieden werden [BOULLART et al., 2011], [MOSCA et al.,
2011].

Eine Reduzierung der Blutlipidwerte kann unter anderem durch verringerte
Resorption der Nahrungslipide im Intestinaltrakt, verminderte
Lipoproteinproduktion in Enterozyten bzw. Leber oder erhthte Oxidation von
Lipiden in den Geweben erreicht werden. In den letzten Jahren wurde immer
mehr bekannt, dass sekundare Pflanzeninhaltstoffe, allen voran Flavonoide, die
Blutlipide positiv beeinflussen [FRIEDRICH et al., 2012], [MIWA et al., 2005]. So
wurde der Triglyzerid- und Cholesterolspiegel in einem Tierversuch an Ratten
durch  Verabreichung von Hesperetin (5 mg/kg Korpergewicht) zu
cholesterolreichen (1 %) Futter gesenkt. Dabei wurde die Aktivitat der
hepatischen ACAT reduziert, wodurch die Synthese von Lipoproteinen die
ApoB enthalten (wie VLDL) gehemmt werden kann. Dadurch kann in weiterer
Folge der Gehalt an Triglyzeriden und Cholesterol im Blut verringert werden
[KIM et al., 2003]. In einer weiteren Studie wurden die postprandialen
Triglyzeride im Plasma von Mausen nach Verabreichung von 0,5 % bzw. 1 %
Epigallocatechingallat (EGCG) (0,83 g/kg Korpergewicht bzw. 1,67 g/kg
Kdrpergewicht) zu fettreichem Futter (40 % der Energie aus Fett) flr vier Tage
im Vergleich zur Kontrolle ohne EGCG verringert. Darliber hinaus wurde nach
achttagiger Zugabe von 0,5 % EGCG der Fettsauregehalt im Plasma in der
Nuchternphase reduziert. In dem Fazes dieser Versuchstiere wurden im
Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt **C-markierte Fettsauren gemessen, das
auf eine verringerte Resorption und eine erhohte Ausscheidung von
Nahrungslipiden durch EGCG deutet [FRIEDRICH et al., 2012].
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Aufgrund der verringerten Fettabsorption durch Verabreichung von EGCG aus
der Studie von Friedrich et al., 2012 wurde in der vorliegenden Arbeit der
direkte Einfluss der Flavanone Homoeriodictyol (HED) und dessen Natriumsalz
(NaHED) sowie Hesperetin, Sterubin (Ster), Eriodictyol und das Dihydrochalkon
Phloretin auf die intestinale Fettsaureresorption in Enterozyten, als primére
Zellen des Gastrointestinaltraktes untersucht. Die vorliegende Untersuchung
stellt somit einen mdglichen Mechanismus dar, um die Triglyzeridmenge im Blut
zu reduzieren.

Ein negativer Einfluss der Testverbindungen auf die metabolische Aktivitat der
intestinalen Zellen wurde vor Beginn der Untersuchungen in den hdchsten
Konzentrationen (100 uM, 10 uM und 1 uM) in Caco-2 Zellen ausgeschlossen.
Ein Ziel dieser Arbeit war es, strukturelle Determinanten innerhalb der
Flavanone zu finden, die die Resorption von Fettsduren in intestinalen Zellen
beeinflussen.

Im Rahmen des Substanzvergleiches zeigten Caco-2 Zellen nach 90-minutiger
Inkubation mit 0,1 uM, 1 uM und 10 pM Homoeriodictyol-Natriumsalz eine
Reduktion der Fettsdureaufnahme um 125+6,18%, 11,9+191%
beziehungsweise 15,2 + 9,69 % im Vergleich zur Kontrolle. Nach Inkubation mit
100 uM Hesperetin verringerte sich die Fettsaureaufnahme um 15,8 + 15,8 %
verglichen mit der Kontrolle. Schlief3lich reduzierte sich die Fettsaureaufnahme
nach Inkubation mit 10 uM und 100 pM Sterubin um 10,6 + 3,44 %
beziehungsweise 14,8 + 6,53 % im Vergleich zur Kontrolle.

Wahrend in Gegenwart von Homoeriodictyol-Natriumsalz die intestinale
Fettsdureaufnahme verringert wurde, fihrte die Inkubation mit 10 uM und
100 yM  Homoeriodictyol zu dessen Forderung um 8,62 +3,09 % bzw.
14,9 + 8,79 % im Vergleich zur Kontrolle. Schlief3lich beeinflusste die Inkubation
mit 10nM bis 100 uM Phloretin oder Eriodictyol die intestinale
Fettsdureaufnahme nicht.

Phloretin, als einziges Dihydrochalkon der getesteten Verbindungen, weist eine
C-Bricke statt eines C-Rings auf. Weiters unterscheidet es sich durch eine
Hydroxylgruppe an Position 6° am A-Ring. Phloretin besitzt, wie Eriodictyol,

keine  Methoxygruppe. Hingegen enthalten  Hesperetin,  Sterubin,
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Homoeriodictyol sowie dessen Natriumsalz, die Veranderungen der intestinalen
Fettsdureaufnahme verursachten, je eine Methoxygruppe. Die Strukturformein

der untersuchten Substanzen sind in Abbildung 20 dargestellt.

OH o

Homoeriodictyol Homoeriodictyol-Natriumsalz

OCH;

OH (0]

Eriodictvol Hesperetin

OH e}
OH O

Sterubin Phloretin

Abb. 20 Strukturformeln von Homoeriodictyol, dessen Natriumsalz, Eriodictyol, Hesperetin,
Sterubin und Phloretrin

Da Phloretin und Eriodictyol die intestinale Fettsdureaufnahme nicht
beeinflussten, kdnnte die Methylierung einer Hydroxylgruppe bei Flavanonen
ausschlaggebend fir die Wirkung auf die intestinale Fettsdaureaufnahme sein.
Durch Methylierung werden die Verbindungen lipophiler und dadurch leichter

resorbierbar [HEIM et al., 2002]. Denn damit steigt die Affinitat zur Zellmembran
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[MUROTA et al., 2000] und die Substanzen konnten leichter in Enterozyten
diffundieren, um dort eine Wirkung auf die Fettsaureaufnahme zu erzielen.
Ahnliche Ergebnisse wurden durch die strukturelle Verwandtschaft der Pyridin-
Derivate in einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt [RIEDEL et al.,
2014]. Unter den Substituenten, die den Einfluss der Fettsdureaufnahme in
Caco-2 Zellen bestimmten, kam ebenfalls die Anwesenheit von Methylgruppen
in Frage [RIEDEL et al., 2014].

In der vorliegenden Arbeit konnte weiters gezeigt werden, dass das Natriumsalz
von Homoeriodictyol die intestinale Fettsaureaufnahme herabsetzten. Die
erhohte Natriumkonzentration kénnte die Fettsaureaufnahme behindern. Ein
vermehrter Eintritt von Natriumionen in die Zelle kénnte in weiterer Folge den
Natrium/kurzkettige Fettsaure-Symporter (SLC5A8) blockieren [ROHM et al.,
2015]. Auf diese Weise konnte die Fettsdureaufnahme vermindert worden sein.
Diese Theorie widerspricht einer Verotffentlichung von Vyska et al, 1994. In
dieser Untersuchung, an priméren Leberzellen, stieg die Fettsaureaufnahme bei
Anwesenheit von Natrium im Vergleich zur Fettsdureaufnahme in natriumfreier
Umgebung [VYSKA et al., 1994]. Es ist zu erwéhnen, dass die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit nicht mit Resultaten aus Versuchen, die mit natriumfreien
Puffer durchgefuhrt worden waren, verglichen wurden. In zuklnftigen
Untersuchungen sollte dieser Aspekt bertcksichtigt werden. Die Hypothese,
dass die intestinale Fettsaureaufnahme in Enterozyten durch Natriumsalze
beeintrachtigt wird, kdonnte dadurch geklart werden.

Dartber hinaus wurde die Léslichkeit des Natriumsalzes von Homoeriodictyol
zwar optisch Uberprift, jedoch kann nicht mit Sicherheit behauptet werden,
dass diese Substanzen in der angegebenen Konzentration oder noch als
ungeldste Salze in der Losung vorlagen. Daher kann die reduzierende Wirkung
auf die Fettsaureaufnahme in Caco-2 Zellen dieser Substanzen nicht auf die
erhohte Natriumkonzentration zurtickgefihrt werden und bendétigt weitere
Untersuchungen, um dies zu klaren.

Der einzige Unterschied der Isomere Hesperetin und Homoeriodicytol liegt an
der Isovanillyl-  beziehungsweise Vanillylgruppe am B-Ring. Die

Isovanillylgruppe fuhrte nach Inkubation mit 100 pM Hesperetin zu einer
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Reduktion der intestinalen Fettsaureaufnahme um 15,8 + 15,8 %, wéahrend die
Vanillylgruppe von Homoeriodictyol in derselben Konzentration die
Fettsaureaufnahme in einem &ahnlichen Ausmalfld (14,9 + 8,8 %) steigerte. So
konnten diese Substituenten als bedeutsame Parameter fur die Wirksamkeit der
intestinalen Fettsdureaufnahme agieren. Ergebnisse einer Studie der eigenen
Arbeitsgruppe [ROHM et al., 2015] zeigten jedoch, dass 0,1 uM bis 100 uM
Vanillin als Reinsubstanz nach 30-minitiger Prainkubation und Messung der
AUC fur eine Stunde keinen Einfluss auf die Fettsaureaufnahme in Caco-2
Zellen hatte [ROHM et al., 2015]. Dennoch konnte der hemmende
beziehungsweise fordernde Effekt der Isovanillyl- oder Vanillyl-Reste auf die
intestinale Fettsdureaufnahme speziell fir das Flavan-Grundgerist gelten.

Diese kleinen strukturellen Unterschiede spiegeln sich ebenfalls in der
bittermaskierenden Eigenschaft der Flavanone wider. Eriodictyol und
Homoeriodictyol-Natriumsalz (100 mg /L) setzen die Bitterkeit von 500 mg /L
Koffein am starksten herab (etwa 40 % Verringerung des bitteren Geschmackes
im Vergleich zu reinem Koffein). Homoeriodictyol und Sterubin zeigten ebenfalls
eine Reduzierung (etwa 20 %) des bitteren Geschmackes, jedoch weniger
ausgepragt. Hesperetin fihrte zu keiner signifikanten Abschwéchung des
bitteren Geschmackes von Koffein [LEY et al., 2005]. Auch Phloretin ist ein
potenter Bittermaskierer gegentber Koffein und Chinin [LEY et al., 2012].

Die Reduktion der Fettsaureaufnahme nach Inkubation mit Hesperetin, Sterubin
und des Natriumsalzes von Homoeriodicytol in den Enterozyten aus der
vorliegenden Arbeit gehen im weiteren Sinne mit den Ergebnissen einer
anderen Studie an Caco-2 Enterozyten [DO et al.,, 2011] einher: Nach 60-
mindtiger Behandlung der Zellen mit schwarzem oder weil3em
Sojabohnenextrakt sank die Fettsdureaufnahme um 16,7 % beziehungsweise
28,3 % [DO et al., 2011]. Die hemmende Wirkung der Sojabohnenextrakte auf
die Fettsdureaufnahme stellt nicht den Einfluss der reinen Flavonoide dar, da in
dem verwendeten Hexanextrakt noch andere Substanzen vorhanden sein
konnen. In der wissenschaftlichen Literatur wurden jedoch nur wenig
vergleichbare Studien mit Caco-2 Zellen durchgefiihrt, die die intestinale

Fettsaureaufnahme untersuchten. Daher wurden die Ergebnisse von Do et al.,
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2011 herangezogen, denn Sojabohnen enthalten etwa zwei mg Isoflavone pro
100 g Trockengewicht [MALENCIC et al., 2012] (der genaue Gehalt im Extrakt
wurde in der Studie von Do et al., 2011 nicht angegeben). Isoflavone sind
Flavonoide, die den Flavanonen, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
strukturell &hnlich sind (siehe Abb. 1). Die Studie gibt dennoch Hinweise auf
einen moglichen Effekt der Isoflavone, die intestinale Fettsaureaufnahme zu
verringern. Zudem gehen die Ergebnisse von Hesperetin, aus der vorliegenden
Arbeit, mit jenen aus einem Tierversuch mit méannlichen Ratten einher. Diese
Studie zeigte, dass eine Zugabe von 0,02 % (0,066 mmol/100g Futter)
Hesperetin zu cholesterolreichen Futter (1 %), den Triglyzerid- und
Cholesterolspiegel im Plasma nach finf Wochen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Hesperetin im Futter signifikant reduzierte. Das Gesamt-
Cholesterol:HDL-Cholesterol Verhaltnis verbesserte sich ebenfalls durch
Futterung mit Hesperetin [KIM et al., 2003]. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine
Humanstudie mit 25 Mannern. Hierbei wurden taglich 500 mg Hesperidin
(Hesperetin-7-Rutinoglukosid) fir 24 Wochen in Tablettenform verabreicht. In
der Hypertriglyzeriddmie-Gruppe sanken die Triglyzeridkonzentrationen im
Plasma durch die Intervention um 34 %. Bei Probanden mit normalen
Triglyzeridwerten waren keine Unterschiede auf den Triglyzeridspiegel
bemerkbar [MIWA et al.,, 2005]. Es ist mechanistisch nicht geklart, aber
eventuell konnte Hesperetin (das Aglykon von Hesperetin-7-Rutinoglukosid) die
intestinale Fettsaureaufnahme verringern und dadurch einen Beitrag zur
Senkung der Triglyzeridwerte im Plasma leisten. Da sich die getesteten
Substanzen strukturell sehr ahnlich sind, kénnte diese Eigenschaft auch auf
ahnliche Verbindungen zutreffen.

In vitro Daten aus der Literatur zeigten eine Reduktion der Fettsaureaufnahme
um 14 £ 4 % nach Inkubation mit 200 uM Phloretin in enteroendokrinen Zellen
[POREBA et al.,, 2012]. Phloretin wird schon lange zur Blockierung der
Fettsdureaufnahme in verschiedenen Zellmodellen verwendet [ABUMRAD et
al., 1981]. Hingegen waren im Zuge der vorliegenden Arbeit nach Inkubation mit
10 nM bis 100 puM Phloretin keine signifikanten Unterschiede auf die intestinale

Fettsaureaufnahme im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu erkennen.
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Moglicherweise tritt eine Inhibierung der Fettsaureaufnahme erst ab einer
hoheren Konzentration von Phloretin auf, denn die oben genannten Studien
verwendeten 200 uM Phloretin [POREBA et al., 2012], [ABUMRAD et al., 1981].

Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz
auf die Genexpression ausgewahlter Fettséuretransporter in Caco-2

Enterozyten

Um herauszufinden, welcher Mechanismus fur den unterschiedlichen Effekt von
Homoeriodictyol  bzw.  dessen Natriumsalz  auf die intestinale
Fettsaureaufnahme verantwortlich ist, wurde mit diesen Verbindungen eine
zeitabhangige Untersuchung der Fettsauretransporter auf
Genexpressionsebene durchgefihrt.

Die molekularen Mechanismen der zellularen Fettsaureaufnahme sind bislang
nicht vollstandig geklart, jedoch wird davon ausgegangen, dass Fettsauren
passiv durch die Zellmembran diffundieren oder aktiv Uber einen protein-
vermittelten Weg mit Fettsauretransportern in die Zelle gelangen [NIOT et al.,
2009]. Wenn die Fettsdurekonzentration intrazellular hoher ist als extrazellular,
zeigte sich der protein-vermittelte Transport oft als die dominierende Form
[SCHWENK et al., 2010]. In Enterozyten sind unter anderem CD36, Fettsaure-
Bindungsproteine (FABP), sowie die Fettsdure-Transportproteine (FATP) 2 und
4 [WANG et al, 2013] an der Fettsdureaufnahme beteiligt. Peroxisom
Proliferator  aktivierte Rezeptoren (PPAR) a wund 1y spielen im
Fettsauremetabolismus ebenfalls eine tragende Rolle, indem sie die
Genexpressionen von vielen Enzymen regulieren, die auch am
Energiestoffwechsel beteiligt sind [DESVERGNE et al., 2006]. Sowohl FATP 2
und 4, CD36, IFABP als auch PPARa und y werden in differenzierten Caco-2
Zellen exprimiert [RIEDEL et al., 2014], [STAHL et al., 1999], [SANDOVAL et
al., 2008].
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Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz

auf die Genexpression von CD36

Es sind bereits einige Agonisten von CD36 bekannt. Fettreiche Nahrung oder
der hypolipidamische Wirkstoff Bezafibrat induzierten die Expression von CD36
in der Dunndarmmukosa von Ratten [POIRIER et al., 1996]. So koénnte
Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz CD36 ebenfalls beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit zeigte die kurzfristige Inkubation mit 10 uM
Homoeriodictyol keine signifikanten Effekte auf die Genexpression von CD36 im
Vergleich zur Kontrolle. Hingegen wurde CD36 nach 90-minttiger Inkubation
mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz auf das 2,09 + 0,47-Fache
hochreguliert. Es gibt derzeit wenig wissenschaftliche Literatur, die einen
geeigneten Vergleich zu den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit zulasst.
Daher wurden auch Ergebnisse aus Studien mit anderen Zellmodellen und
Verbindungen mit unterschiedlicher chemischer Struktur herangezogen.

In einer in vitro Studie wurde nach 60-minutiger Inkubation von Caco-2 Zellen
mit einem Sojabohnenextrakt die Genexpression von CD36 unter Anwesenheit
von Elaidinsaure nicht beeinflusst [Do et al., 2011]. Méglicherweise haben
Isoflavone (Struktur siehe Abbildung 1) keine Wirkung auf CD36 oder in dem
verwendeten Extrakt waren andere Substanzen enthalten, die eine Wirkung auf
CD36 verhinderten.

Hassan et al., 2010 untersuchten, ob die Differenzierung von 3T3-L1 Zellen zu
Adipozyten durch Anwesenheit von 50 uM Phloretin beeinflusst worden ist. Die
MRNA Expression von CD36 wurde dadurch auf das 2,2-Fache hochreguliert
[HASSAN et al., 2010]. Dieser Einfluss wurde zwar nicht in intestinalen Zellen
gezeigt, deutet dennoch darauf hin, dass bestimmte Flavanone (wie Phloretin
und Homoeriodictyol-Natriumsalz) die Genexpression von CD36 regulieren
konnen.

In primaren Kardiomyozyten von Ratten fihrte die 30-minttige Inkubation mit
10 uM oder 50 uM Aliskiren (antihypertonischer Wirkstoff, strukturell nicht mit
Flavanonen verwandt) zu einer erhohten Lokalisation von CD36 an der

Plasmamembran. Dieses Ergebnis ging ebenfalls mit einem Anstieg der
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Fettsaureaufnahme um 47 % beziehungsweise 86 % nach 120-minuatiger
Inkubation mit 10 pM oder 50 puM Aliskiren einher. Zudem wurde ein
kompensatorischer Abfall des Glukosetransporters GLUT 4 an der
Plasmamembran nach 30 min bei den gleichen Inkubationsbedingungen
gemessen [RODRIGUEZ-PENAS et al., 2011]. Diese entgegengesetzte
Wirkung von Aliskiren auf die Glukose- und Fettsauretransporter trifft ebenfalls
auf die Ergebnisse von Homoeriodictyol-Natriumsalz aus der vorliegenden
Arbeit zu: Die Fettsdureaufnahme sank nach Inkubation mit 0,1 uM bis 10 uM
Homoeriodictyol-Natriumsalz in Caco-2 Zellen. Gleichzeitig stieg die
Glukoseaufnahme bei den gleichen Inkubationsbedingungen, wahrend CD36
nach Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz hochreguliert wurde.
So konnte Homoeriodictyol-Natriumsalz die Lokalisation von CD36 an der
Membran verringern, welches zu einer kompensatorischen Erhéhung der
Aktivitat eines  Glukosetransporters  gefuhrt haben kdnnte. Beide
Veranderungen konnten in weiterer Folge zu einer Gegenregulation von CD36
auf genetischer Ebene fuhren.

In einem Tierversuch an Mausen verringerte der Zusatz von 0,50 %
Epigallocatechingallat (EGCG, Struktur siehe Abb. 1), das wichtigste Flavanol
aus grunem Tee, zu fettreichem Futter nicht nur den Fettsduregehalt im
Plasma, sondern hob auch die Uberexpression von CD36, hervorgerufen durch
fettreiches Futter, in der intestinalen Mukosa nach acht Tagen wieder auf
[FRIEDRICH et al., 2012]. Ob Homoeriodictyol-Natriumsalz in fettreicher
Nahrung ahnliche Wirkungen wie EGCG auf die intestinalen Zellen erzielt,
wurde im Zuge dieser Arbeit nicht geklart. Da Homoeriodictyol-Natriumsalz die
intestinale Fettsaureaufnahme reduziert und gleichzeitig die Genexpression von
CD36 induziert, kbnnte dieser Zusammenhang dennoch einen Anhaltspunkt fur
zukunftige Untersuchungen geben.

Des Weiteren geht ein CD36-Gendefekt mit einem gestdrten Metabolismus der
Lipoproteine bei Mensch und Maus einher und stellt ein Risiko fur die
Entwicklung des metabolischen Syndroms dar [DROVER et al., 2005], [NIOT et
al., 2009]. In der Annahme, dass Homoeriodictyol-Natriumsalz auch in anderen
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Zellen CD36 induziert, kdnnte es auf diese Weise das Lipoproteinverhaltnis im

Blut aufrechterhalten.

Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz

auf die Genexpression von IFABP

Das intestinale FABP (IFABP oder FABP2) ist entscheidend fur den Transport
von langkettigen Fettsduren durch die Zelle. Es fordert ebenso deren Oxidation
indem es Fettsauren zu den Mitochondrien transportiert [STORCH und
THUMSER, 2010].

Ezetimib (fluorhaltiges 2-Azetinidone-Derivat, das chemisch nicht mit
Flavanonen verwandt ist) ist ein Wirkstoff zur Reduktion der intestinalen
Cholesterolabsorption. In einem Tierversuch an Mausen (10 mg Ezetimib / kg
KG zu fettreichen Futter) verringerte diese Substanz die postprandiale
Triglyzeridabsorption und die Menge an Triglyzeriden in der intestinalen
Lymphe durch reduzierte Genexpression der Fettsduretransporter IFABP und
FATP4 und Enzymen, die an der Triglyzeridsynthese in Enterozyten beteiligt
sind (Stearoyl-CoA Desaturase 1, Acyl-CoA-Diglycerid-Acyltransferasen 1 und
2) im Dinndarm [SANDOVAL et al., 2010]. In &hnlicher Weise kdnnten auch
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz auf intestinale Zellen wirken.

In der vorliegenden Arbeit wurde IFABP nach 60-minutiger Inkubation mit
10 pM Homoeriodictyol auf das 0,69 *+ 0,01-Fache herunterreguliert, dennoch
forderte Homoeriodictyol in der gleichen Konzentration die intestinale
Fettsaureaufnahme. In umgekehrter Weise verhielt sich die Genexpression von
IFABP nach Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz: Nach
15-mindtiger Inkubation wurde IFABP auf das 1,25 + 0,13-Fache hochreguliert,
die intestinale Fettsdureaufnahme war nach Inkubation mit 10 pM
Homoeriodictyol-Natriumsalz wiederum verringert. Hier zeigt sich, dass
Homoeriodictyol anders als dessen Natriumsalz wirkt. Wie bereits aus der
Diskussion zur Genexpression von CD36 der vorliegenden Arbeit hervorgeht,
weisen die Resultate von IFABP ebenfalls auf eine Gegenregulation auf

genetischer Ebene aufgrund einer Inhibierung von IFABP nach Inkubation mit
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Homoeriodictyol-Natriumsalz hin. Homoeriodictyol kodnnte hingegen die
Fettsdureaufnahme aufgrund einer Aktivierung von IFABP auf Proteinebene
erhoht haben, was zu einer Gegenregulation von IFABP gefiihrt haben konnte.
Ein Einfluss von Flavonoiden auf IFABP wurde in der Literatur bisher nicht
gezeigt. In einer Studie von Do et al., 2010 mit Caco-2 Zellen, wurde die
Fettsaureaufnahme nach 60-minttiger Inkubation mit einem flavonoidreichem
schwarzen Sojabohnenextrakt reduziert, wahrend bei den gleichen
Inkubationsbedingungen unter Anwesenheit von Fettsauren die Genexpression
von IFABP nicht beeinflusst wurde [DO et al., 2011]. Es ist fraglich ob
Isoflavone aus Sojabohnen (strukturell @hnlich zu Homoeriodictyol und dessen
Natriumsalz) Uberhaupt auf IFABP wirken oder ob im Extrakt Substanzen
enthalten waren, die eine mdgliche Wirkung inhibiert haben kénnten.

Ahnliche Ergebnisse wie Do et al., 2010, wurden in einem Tierversuch mit
Mausen nach acht-tagiger Supplementierung mit 0,25 % oder 0,5 % EGCG zu
fettreichem Futter erzielt. In der intestinalen Mukosa der Versuchstiere wurde
die Genexpression von IFABP im Vergleich zur Placebogruppe nicht beeinflusst
[FRIEDRICH et al., 2012]. Moglicherweise wurde die Wirkung von EGCG durch
die Anwesenheit von Nahrungsfett in der Studie von Friedrich et al., 2012
herabgesetzt oder dieses Ergebnis zeigt, dass EGCG keinen Einfluss auf
IFABP hat. Die Resultate von Do et al., 2011 und Friedrich et al., 2012 geben
Anlass fur weitere Studien, um den Effekt der Flavanone bei Anwesenheit von
Fettsauren auf die Genexpression von Fettsduretransportern, die an der
intestinalen Fettsdureresorption beteiligt sind, zu analysieren.

Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz

auf die Genexpression von FATP 2 und 4

Sowohl FATP2 als auch FATP4 werden in intestinalen Zellen exprimiert und
sind in Kombination mit dem Enzym Acyl-Coenzym A Synthetase an der
Fettsdureaufnahme beteiligt [SANDOVAL et al., 2008]. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Genexpression von FATP2 nach 15- bis 90-minttiger

Inkubation mit 10 puM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2
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Zellen nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die
vermindernde Wirkung von Homoeriodictyol-Natriumsalz beziehungsweise die
fordernde Wirkung von Homoeriodictyol auf die intestinale Fettsdureaufnahme
in Caco-2 Enterozyten nicht in Abhangigkeit von FATP2 erfolgt.

FATP4 steht im engen Zusammenhang mit einer erleichterten
Fettsdureaufnahme in Enterozyten [STAHL et al.,, 1999] und anderen
lipidmetabolisierenden Zellen [ZHAN et al., 2012]. Es wird vermutet, dass
FATP4 aufgrund der ACS-Aktivitat die Fettsdureaufnahme fordert [MILGER et
al., 2006]. In der vorliegenden Arbeit wurde die intestinale Fettsaureaufnahme
nach Inkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz verringert. Dennoch wurde
FATP4 nach 30-mindtiger Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz
auf das 1,30 £ 0,21-Fache hochreguliert. Dieses Ergebnis konnte, wie bei
CD36, aufgrund einer Hemmung des Fettsauretransporters und einer
Gegenregulation auf genetischer Ebene hervorgerufen worden sein.

Die Genexpression von FATP4 wurde nach 15- bis 90-minutiger Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol nicht beeinflusst.

Die Wirkung von Flavonoiden auf die Genexpression von FATP4 ist in der
wissenschaftlichen Literatur kontrovers beschrieben. Do et al., 2010 zeigten
nach 60-minttiger Behandlung mit flavonoidreichen Sojabohnen-Extrakten eine
Reduktion der Fettsdureaufnahme in Caco-2 Enterozyten. Jedoch beeinflusste
dies, unter Anwesenheit von Elaidinséaure, die Genexpression von FATP4 nicht
[DO et al., 2011]. In einem anderen Zellmodell wurde die Genexpression durch
Inkubation mit 50 uM Phloretin wahrend der Differenzierung von 3T3-L1
Adipozyten um das 1,80-Fache erhoht [HASSAN et al.,, 2010]. In einem
Tierversuch wurde die Genexpression von FATP4 in der intestinalen Mukosa
nach achttagiger Zugabe von 0,50 % EGCG zu fettreichem Futter im Vergleich
zur Kontrolle ohne EGCG in Mausen ebenfalls hdher exprimiert. Dabei
normalisierte EGCG die fettinduzierte verminderte Genexpression von FATP4
wieder. Gleichzeitig sank die Konzentration der Lipide aus der Nahrung im
Plasma. Die Autoren vermuten, dass EGCG die Absorption von Fettsduren
verhindert, da auch vermehrt Nahrungsfett im Fazes gefunden wurde
[FRIEDRICH et al., 2012]. In ahnlicher Weise kdonnte auch Homoeriodictyol-
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Natriumsalz wirken, jedoch werden noch weitere Untersuchungen benétigt, um

diese Vermutung zu bestatigen.

Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz

auf die Genexpression von PPARa

PPARs sind nukleare Rezeptoren, die im aktivem Zustand die Transkription
unterschiedlicher Gene, die den Fettstoffwechsel modulieren, fordern
[DESVERGNE et al., 2006]. PPARa induziert die Genexpression von CD36 und
FATP, darUber hinaus fordert es die B-Oxidation und induziert Gene des
katabolen Lipidstoffwechsel [DESVERGNE et al., 2006]. Fibrate sind
synthetische Liganden von PPARa, die postprandial Plasma-Triglyzeride
reduzieren [UCHIDA et al., 2011]. In Caco-2 Enterozyten forderte die Inkubation
mit 50 uM Bezafibrat fur 24 Stunden die Expression von Genen, die an der [3-
Oxidation beteiligt sind. In dieser Studie wurde die Sekretion von Triglyzeriden
und Apolipoprotein B an der basolateralen Seite durch Inkubation von Caco-2
Zellen mit Bezafibrat unterdrickt [KIMURA et al.,, 2011]. Die Flavanone
Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz kénnten als naturliche Liganden von
PPARa fungieren und eventuell &hnliche Wirkungen wie Bezafibrate erzielen. In
der vorliegenden Arbeit beeinflusste die 15- bis 90-mindtige Inkubation mit
10 uM Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz die Genexpression von
PPARa in Caco-2 Zellen nicht. In der wissenschaftlichen Literatur wurde noch
kein Einfluss von Flavonoiden auf PPARa in Enterozyten publiziert. Goldwasser
et al., 2010 haben in Hela-Luciferas-Reporter-Zellen (HGsLN-Zellen) gezeigt,
dass das Flavanon Naringenin (240 pM) als Agonist von PPARa fungiert
[Goldwasser et al., 2010]. Die Inkubation dauerte in der Studie von Goldwasser
et al., 2010 16 Stunden. Moglicherweise kdnnte eine langere Inkubation in einer
hoheren Konzentration ebenfalls einen Effekt auf PPARa in intestinalen Zellen
erzielen. In einem Tierversuch an Ratten erhielten die Muttertiere und deren
Nachwuchs (bis zu Tag 48, junges Erwachsenenalter) Futter, das entweder
20 % Sojaprotein (0,13 % Isoflavone) oder 20 % Kasein plus 0,025 %
angereichertes Genistein enthielt. Die dritte Gruppe wurde mit Kontrollfutter
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(20 % Kasein ohne Genistein) gefuttert. Im Dinndarm der Jungtiere wurde kein
Unterschied der mRNA Expression von PPARa zwischen den drei Gruppen
gemessen [SIMMEN et al., 2010]. In der vorliegenden Arbeit wurde PPARa in
Caco-2 Enterozyten durch Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol oder dessen
Natriumsalz ebenfalls nicht beeinflusst. Im Versuch von Simmen et al., 2010,
stieg PPARa in der Leber der Tiere in der Sojaprotein Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe an. Moglicherweise wird die Genexpression durch Sojaproteine
ausgelost, oder Isoflavone werden erst nach deren Metabolisierung in eine
Form umgewandelt, die PPARa induzieren kann [SIMMEN et al., 2010].

Diskussion zum Einfluss von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz

auf die Genexpression von PPARy

Ein weiteres Mitglied der PPAR-Familie, das die Transkription der Gene von
Fettsauretransportern induziert, ist PPARy. Die Aktivierung dieses nuklearen
Rezeptors spielt eine tragende Rolle bei der Fettsdureaufnahme. Daruber
hinaus steht dieser Rezeptor im Zusammenhang den Fettsdurespiegel im Blut
zu reduzieren, indem er Gene (von u.a. CD36 oder Lipoproteinlipase) reguliert,
die an der Fettsaureaufnahme, -freisetzung und -speicherung in peripheren
Geweben beteiligt sind [DESVERGNE et al., 2006]. Goldwasser et al., 2010,
zeigten in Hela-Luciferase-Reporter-Zellen (HGsLN-Zellen), dass Flavanone in
der Lage sind PPARy zu aktivieren [Goldwasser et al., 2010]. PPARy wurde in
der vorliegenden Arbeit nach 90-minutiger Inkubation von Caco-2 Enterozyten
mit 10 uM  Homoeriodictyol-Natriumsalz auf das 1,18 + 0,06-Fache
hochreguliert. Hingegen hatte die 15- bis 90-minttige Inkubation der Caco-2
Zellen mit 10 uM Homoeriodictyol keinen Einfluss auf die Genexpression von
PPARy. Bisher wurden keine vergleichbaren Versuche, die einen Einfluss von
Flavonoiden im selben Zellmodell auf PPARy untersuchten, veroffentlicht.
Daher wurde die Studie von Do et al., 2010 herangezogen, die den Einfluss
eines flavonoidhéltigen Sojabohnenextrakt in Caco-2 Zellen untersuchten. In
dieser Studie wurde PPARy nach 60-minitiger Behandlung mit einem

flavonoidreichen schwarzen Sojabohnenextrakt, bei Anwesenheit von
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Elaidinsaure, auf das 0,28-Fache im Vergleich zur Kontrolle ohne
Sojabohnenextrakt herunterreguliert. Bei den gleichen Inkubationsbedingungen
sank die Fettsaureaufnahme in Caco-2 Zellen [DO et al.,, 2011]. Andere
Substanzen aus dem Extrakt kénnten diesen Effekt ebenso hervorgerufen
haben, denn die Untersuchung umfasste keinen Vergleich mit isolierten
Isoflavonen. Dennoch weisen die Resultate von Do et al., 2011 darauf hin, dass
die reduzierte Fettsdureaufnahme Uber PPARy reguliert wurde. In der
vorliegenden Arbeit sank die Fettsaureaufnahme nach 90-mindtiger Inkubation
der Caco-2 Zellen mit 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz und bei den gleichen
Inkubationsbedingungen stieg die Genexpression von PPARy. Hier wurde die
alleinige Wirkung der Flavanone, ohne Zugabe von Fettsauren, auf die
Genexpression analysiert, was die unterschiedlichen Ergebnisse zu Do et al.,
2010, erklaren konnte. Eine andere Vermutung legt nahe, dass
Homoeriodictyol-Natriumsalz, wie schon bei CD36 und FATP4 festgestellt,
PPARy auf Proteinebene inhibiert haben kénnte und dadurch eine
Gegenregulation des Gens auslést wurde.

Vergleichbare Ergebnisse zu Do et al.,, 2010, liefert der Tierversuch von
Crespillo et al., 2011, der zeigt, dass die Genexpression von PPARy in der
Leber von adipdsen Ratten nach 14-tagiger intraperitonealer Applikation von
50 mg Daidzein-7-B-Glukosid / kg KG im Vergleich zur Placebogruppe
herunterreguliert wurde. Bei normalgewichtigen Ratten wurde kein Unterschied
auf die Genexpression von PPARy in der Leber gemessen [CRESPILLO et al.,
2011]. Diese Ergebnisse zeigten zwar nicht den Einfluss auf intestinale Zellen,
geben aber Auskunft dartber, dass Isoflavone die fettinduzierte gesteigerte
Genexpression in vivo wieder herunterregulieren kénnen und gehen in dieser
Hinsicht mit den Ergebnissen von Do et al.,, 2010, einher. Zukinftige
Untersuchungen mit einer kombinatorischen Gabe von Homoeriodictyol-
Natriumsalz und Fettsauren konnten weitere Erkenntnisse dariber bringen.
Aktiviertes PPARy induziert die Genexpression von Fettsduretransportern
[DESVERGNE et al.,, 2006], daher konnte einzig die Beeintrachtigung von
PPARy genigen, um die Fettsaureaufnahme zu vermindern. Aus der

zeitabhangigen Genexpressionsanalyse der vorliegenden Arbeit geht hervor,
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dass PPARy nach 90-mindtiger Inkubation von Caco-2 Zellen mit
Homoeriodictyol-Natriumsalz hochreguliert wurde. Da CD36 bei denselben
Inkubationsbedingungen ebenfalls induziert wurde, kdnnte dies in Abhangigkeit

von PPARy erfolgt sein.

Diskussion zum Einfluss ausgewahlter Flavanone auf die intestinale

Glukoseaufnahme in Caco-2 Enterozyten

Um herauszufinden, ob die Resorption anderer Nahrstoffe durch die Flavanone
Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen
Natriumsalz beeinflusst werden kann, wurde deren Effekt auf die intestinale
Glukoseaufnahme in Caco-2 Zellen getestet. Nach 60-minutiger Inkubation von
Caco-2 Zellen mit 1 pM, 10 pM und 100 uM Eriodictyol stieg die
Glukoseaufnahme um 32,6 = 39,7 %, 56,7 + 15,9 % und 34,0 £ 26,4 %
verglichen mit der Kontrolle. Ahnliche Ergebnisse wurden in Hepatozyten
(HepG2  Zellen) und  Adipozyten  (3T3-L1  Zellen) bei hoher
Glukosekonzentration (30 mM) und Anwesenheit von Insulin (1 uM)
nachgewiesen [ZHANG et al., 2012]. Hier induzierte Eriodictyol nach 60 min in
einer Konzentration von 25 pM die Glukoseaufnahme in HepG2 Zellen. In 3T3-
L1 Adipozyten stieg die Glukoseaufnahme nach 60-mindtiger Inkubation mit
5 UM oder 25 uM Eriodictyol [ZHANG et al., 2012]. Diese Ergebnisse zeigen,
dass Eriodictyol die Glukoseaufnahme in anderen Geweben ebenfalls fordern
kann. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind zwar noch nicht geklart, die
Ergebnisse geben dennoch einen Hinweis darauf, dass Eriodictyol die
Verteilung von Glukose in periphere Zellen fordern kann. In der vorliegenden
Arbeit stieg die Glukoseaufnahme in Ccao-2 Enterozyten nach Inkubation mit
100 pM Homoeriodictyol um 34,6 + 30,8 % im Vergleich zur Kontrolle an. Die
grofdte Zunahme der Glukose erzielten die Inkubation der Caco-2 Zellen mit
0,1uM, 1puM 10pM oder 100 puM Homoeriodictyol-Natriumsalz um
82,2+ 75,9 %, 66,0 +32,5%, 102 +62,6 % bzw. 59,8 + 23,6 %. Enterozyten
kbnnten die  Homoeriodictyol-Natriumsalz-vermittelte ~ Verringerung  der

Fettsdureaufnahme durch gesteigerte  Glukoseabsorption energetisch
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kompensieren. Dieser Effekt gilt jedoch nur fir Homoeriodictyol-Natriumsalz,
denn die Ubrigen in dieser Arbeit getesteten Verbindungen, erzielten keine
Nahrstoffkompensation.

Eine andere Studie zeigte eine Beeintrachtigung der Glukoseaufnahme in
Caco-2/TC7 Enterozyten durch Flavonoide. Nach Inkubation mit 100 pM
Querzetin, Apigenin, Myrizetin und Phloretin wurde der natrium-unabhéngige
Glukosetransport (Uber GLUT-Transporter) gesenkt. Dariiber hinaus wurde in
Gegenwart einiger Catechinderivate und Phlorizin (2°-Glukosyl-Phloretin) der
natrium-abhangigen Glukose-Transport (Uber SGLT1) in Caco-2 Enterozyten
reduziert [JOHNSTON et al., 2005]. In der hier vorliegenden Arbeit konnten die
Ergebnisse von Johnston et al., 2005 nicht bestétigt werden, denn nach
60-mindtiger Inkubation zeigte 10 nM bis 100 uM Phloretin keinen Einfluss auf
die Glukoseaufnahme. Dies konnte durch unterschiedliche
Inkubationsbedingungen erklart werden. Einerseits wurde in der Untersuchung
von Johnston et al., 2005 der Subklon TC7 von Caco-2 Zellen verwendet.
Andererseits wurde in der vorliegenden Arbeit mit 2-NBDG-Farbstoff (200 uM)
in glukosefreiem Inkubationsmedium getestet, wahrend Johnston et al, 2005
den radioaktiven D-[*H]-Glukose Indikator (125 kBq / mL) in glukosehaltiger
Testlosung (1 mM) verwendete. Es koénnte durchaus mdglich sein, dass
unmarkierte Glukose in die Zellen eingetreten ist und nicht durch den
Glukoseaufnahmetest von Johnston et al., 2005 detektiert wurde. Darlber
hinaus war die Inkubationszeit von zwei Minuten in der Untersuchung von
Johnston et al., 2005 kirzer als die 60-minutige Inkubation in der vorliegenden
Arbeit [JOHNSTON et al., 2005]. Phloretin gilt als selektiver Inhibitor von
GLUT 2 [KELLETT et al., 2008], wahrend dessen Glykosid Phlorizin zur
Hemmung von SGLT1 eingesetzt wird [ALVARADO, 1967]. Bei niedriger
Glukosekonzentration ist SGLT1 am aktivsten, wahrend GLUT 2 ab 30 mM
Glukose als Uberwiegender Transporter an der apikalen Seite fungiert
[KELLETT et al, 2008]. Die Wirkungslosigkeit von Phloretin, die
Glukoseaufnahme in der vorliegende Arbeit zu verringern, konnte dadurch
erklart werden, dass GLUT 2 bei der verwendeten Glukosekonzentration

(200 uM 2-NBD-Glukose) an der apikalen Membran nicht oder nur schwach
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exprimiert wurde [KELLETT et al., 2008]. Diese Vermutung konnte in weiteren
Untersuchungen analysiert werden.

In einer in vivo Studie an Mausen wurde nach achttagiger Supplementierung
mit 0,5 % EGCG zu fettreichem Futter die Genexpression von SGLT1, jedoch
nicht die von GLUT 2, in der intestinalen Mukosa im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle hochreguliert [FRIEDRICH et al., 2012]. Hier war eine
Reduktion der Genexpression der Glukosetransporter durch fettreiches Futter
detektierbar, die der Zusatz von EGCG wieder behob. Die Glukoseabsorption
wurde in der Studie von Friedrich et al., 2012 allerdings nicht analysiert
[FRIEDRICH et al., 2012]. Dennoch geht aus der Untersuchung von Friedrich et
al., 2012 hervor, dass Flavonoide zu einer Nahrstoffbalance in den Zellen
beitragen kdnnen.

In 3T3-L1 Adipoyzten stellten Nugent et al., 2001 fest, dass die
Proteinexpression der Glukosetransporter GLUT 1 wund 4 an der
Plasmamembran teilweise durch PPARYy vermittelt wird [NUGENT et al., 2001].
In Enterozyten werden an der apikalen Seite GLUT 2 und 5 sowie SGLT1
exprimiert [KELLETT et al., 2008]. In der Annahme, dass die Aktivierung von
PPARy a&hnliche Effekte in Enterozyten auslést, konnte die erhohte
Genexpression des nuklearen Rezeptors nach Inkubation mit Homoeriodictyol-
Natriumsalz, die Erh6hung der Glukoseaufnahme ebenfalls erklaren.

Neue Erkenntnisse legen nahe, dass kunstliche Sufstoffe die intestinale
Glukoseaufnahme fordern. Dies geschieht, indem sie die Lokalisation von
GLUT 2 auch bei niedriger Glukosekonzentration an der apikalen Seite
induzieren [KELLETT et al., 2008]. So wurde die Glukoseaufnahme nach
Inkubation mit 10 mM des Suf3stoffs Akesulfam K in glukosereicher Umgebung
(> 25 mM) in Caco-2 Zellen um 30 % gesteigert [ZHENG und SARR, 2013]. Die
Verbindungen Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz, Sterubin und
Eriodictyol sind als bittermaskierende Verbindungen bekannt [LEY et al., 2005]
und konnten in &hnlicher Weise wie kinstliche Suf3stoffe die Glukoseaufnahme
in intestinalen Zellen férdern.

Ein weiterer Mechanismus, der zur Verminderung der intestinalen

Nahrstoffaufnahme durch Homoeriodictyol-Natriumsalz, Hesperetin  und

92



Diskussion

Sterubin fuhren kann, ist eine veranderte Permeabilitat der Plasmamembran.
Querzetin, ein Flavonol in Apfeln und Zwiebeln, erhthte den parazellularen
Widerstand in den Konzentrationen 100 uM bis 200 uM nach 24 Stunden in
Caco-2 Zellen. Das Tight Junction Protein Claudin-4 wurde dadurch ebenfalls
hochreguliert [AMASHEH et al., 2008]. So kann die Barrierefunktion der
Membran erhoht und die parazellulare Diffusion begrenzt werden. Dadurch
kann die Nahrstoffaufnahme herabgesetzt werden. Da die Messung der
Membranpermeabilitdt der Caco-2 Zellen nicht Gegenstand der vorliegenden

Arbeit war, konnte dies in weiteren Untersuchungen analysiert werden.

Diskussion zum  Einfluss ausgewéhlter Flavanone auf die

Fettsaureaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten

Aufgrund der fordernden Wirkung von Homoeriodictyol und der
beeintrachtigenden Wirkung von Hesperetin, Sterubin und Homoeriodictyol-
Natriumsalz auf die intestinale Fettsdureaufnahme wurde der Effekt dieser
Flavanone auch in einem peripheren Gewebe, genauer in Adipozyten,
untersucht. Zuvor wurde eine negative Wirkung der Testverbindungen
Phloretin, Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol oder dessen
Natriumsalz in den Konzentrationen 0,1 uM bis 10 uM auf die metabolische
Aktivitat in 3T3-L1 Adipozyten ausgeschlossen. Die Inkubation mit 0,1 uM
Homoeriodictyol forderte die Fettsaureaufnahme um 8,78 + 8,05 % in 3T3-L1
Adipozyten, ahnlich wie in Caco-2 Enterozyten. Diese Wirkung kdnnte zu einer
Reduktion von Fettsauren bzw. Triglyzeriden im Plasma beitragen. Der
Triglyzeridwert im Serum z&hlt zu einem wichtigen Parametern zur Ermittlung
des kardiovaskularen Risikos [BOULLART et al., 2012]

Nach Inkubation mit Phloretin, Hesperetin und Sterubin, Eriodictyol und
Homoeriodictyol-Natriumsalz wurde die periphere Fettsdureaufnahme in den
Konzentrationen 10 nM bis 10 uM nicht beeinflusst.

In einer in vitro Studie wurde die Fettsaureaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten nach
Behandlung mit flavonoidreichen schwarzen (53,8 mg Querzetinéqgivalente / g

Extrakt) und weien (36,1 mg Querzetindgivalente / g Extrakt) Sojabohnen-
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Extrakten fur eine Minute um 35 % bis 40 % reduziert [DO et al., 2011]. Die
Inkubation mit Sojabohnendl, das einen geringen Flavonoidgehalt (7,62 mg
Querzetinaqgivalente / g Extrakt) hatte, verringerte die Fettsdureaufnahme
ebenfalls um 31 %. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Fettsaurereduktion nicht
durch die vorhandenen Flavonoide ausgelost wurde [DO et al., 2011].
Wenngleich die Inkubation deutlich kirzer war als die 90-minttige Behandlung
in der vorliegenden Arbeit, kann aus der Studie von Do et al., 2010 und den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht geschlossen werden, dass die
getesteten Flavonoide die periphere Fettsdureaufnahme in Adipozyten
reduzieren. Hassan et al.,, 2010 analysierten die Expression zahlreicher
stoffwechselrelevanter Gene nach Inkubation mit 50 uM Phloretin wahrend der
Differenzierung zu 3T3-L1 Adipozyten. Zu den hochregulierten Genen zéhlten
unter anderem die an der Differenzierung beteiligten Transkriptionsfaktoren
PPARy und C/EBPa oder Zielgene von PPARy, wie die Fettsauretransporter
CD36, FATP4, FABP4 und FABP5 [HASSAN et al., 2010]. Eventuell kénnte
Phloretin in hoherer Konzentration dazu beitragen, dass mehr Fettsauren in
Adipozyten gelangen und so deren Gehalt im Plasma verringert wird.
Homoeriodictyol kénnte in &hnlicher Weise wirken, da es, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, die Fettsdureaufnahme in 3T3-L1 Adipozyten
erhohte. Dieser Mechanismus kdnnte dazu beitragen, dass Homoeriodictyol,
wie Glykosyl-Hesperidin, die Triglyzeridkonzentration im Plasma verbessert
[MIWA et al., 2005]. In einer 24-wdchigen Interventionsstudie mit Mannern, die
an Hypertriglyzeridamie litten, verbesserte sich deren Triglyzeridlevel im
Plasma nach Verabreichung von 500 mg Glykosyl-Hesperidin pro Tag [MIWA et
al., 2005]. Dartber hinaus verringerte der acht-tagige Zusatz von 0,5 % EGCG
(0,83 g/kg KG) zu fettreichem Futter die Konzentration von Nahrungslipiden im
Plasma und deren Einbau in das viszerale Fettgewebe und anderen peripheren
Geweben von Méausen [FRIEDRICH et al., 2012]. Die Autoren kamen zu der
Erkenntnis, dass EGCG die Fettresorption vermindert und dessen
Ausscheidung férdert [FRIEDRICH et al., 2012]. Um zu Kklaren, ob

Homoeriodictyol und andere Flavanone in hoherer Dosierung in &hnlicher

94



Diskussion

Weise wie EGCG oder Glykosyl-Hesperidin zu einem verbesserten Blutbild
beitragen, kdnnten in vivo Studien weiter dariber Auskunft geben.

Flavonoide werden auf dem Weg durch den Korper metabolisiert und nur ein
bestimmter Teil der konsumierten Flavonoide gelangen zu den Zielzellen, wo
sie ihre Wirkungen entfalten.

Die Menge an vorhandenen Flavonoiden im Darm kann nicht genau bestimmt
werden. In der Annahme, dass 24 % der oral verabreichten Flavonoidmenge im
Intestinaltrakt vorhanden ist (Daten stammen aus einer Humanstudie mit
lleostomiepatienten nach Aufnahme von 100 mg Querzetin [HOLLMAN et al.,
1995]), kann die Menge, die notig ist, um eine biologische Wirkung zu erzielen,
kalkuliert werden. Da taglich etwa zwei Liter DUnndarmsekret produziert werden
[VAUPEL, 2005], mussten etwa 270 ug Homoeriodictyol-Natriumsalz oral
verabreicht werden, um eine intestinale Konzentration von 0,1 pM zu erreichen.
Die Zufuhrmengen der Flavanone, die nétig sind, um die Fettsaureaufnahme in

Enterozyten zu beeinflussen, sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab. 4 benétigte Zufuhrmengen von Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz, Hesperetin und
Sterubin um die intestinale Fettsaureaufnahme zu modulieren

Bioaktive Konzentration bendtigte Zufuhrmenge, um bioaktive
in Enterozyten Konzentration in Enterozyten zu erreichen
NaHED 0,1 bis 10 pM 0,27 bis 27 mg
HED 10 oder 100 uM 25,3 oder 253 mg
Hesperetin 100 uM 253 mg
Ster 10 und 100 puM 25,3 oder 253 mg

Nach oraler Verabreichung von 1,95 mg Hesperetin / kg Korpergewicht wurde
eine maximale Plasmakonzentration von 2,73 uM Hesperetin als Glucuron- und
Sulfuronkonjugat detektiert [KANAZE et al., 2007]. Anhand dieser Werte kann
die Verzehrsmenge, die nétig ist, um eine Wirkung in den Adipozyten zu
erzielen, auf Homoeriodictyol (ein Isomer von Hesperetin) umgerechnet
werden. In der vorliegenden Arbeit fihrte Homoeriodictyol in der Konzentration
von 0,1 uM zu einer Steigerung der Fettsaureaufnahme in Adipozyten. So
missten 71,4 ug Homoeriodictyol / kg KG oral aufgenommen werden, um eine

Plasmakonzentration von 0,1 uM zu erreichen. Jedoch ist es noch nicht geklart,
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ob Flavanone in der konjugierten Form dieselbe Wirkung austben wie die freie
Form. Kahle et al., 2011 zeigten, dass 8,3 bis 11,6 % des Phloretin im
menschlichen Serum in der freien Form vorliegen [KAHLE et al., 2011]. Unter
der Annahme, dass diese Daten auch fir Homoeriodictyol gelten, mussten
612 ug Homoeriodictyol / kg KG oral aufgenommen werden, um eine
Plasmakonzentration von 0,1 puM Homoeriodictyol in der freien Form zu
erzielen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die

aktiver Fettsdure-
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Abb. 21 Uberblick der analysierter Mechanismen zur Veranderung der intestinalen
Fettsdureresorption nach Inkubation mit Homoeriodictyol oder dessen Natriumsalz in Caco-2
Enterozyten. Zusammenfassend wird vermutet, dass durch Inkubation mit NaHED die
intestinale Fettsdureaufnahme durch direkte Inhibierung der Fettsauretransporter FATP4, CD36
und IFABP oder des nuklearen Rezeptors PPARYy reduziert wurde und zu einer Gegenregulation
auf genetischer Ebene gefuhrt haben kdénnte. Weiters wurde eine kompensatorische Steigerung
der Glukoseaufnahme durch Inkubation von NaHED detektiert. Die Inkubation mit HED kdnnte
hingegen die intestinale Fettsdureuafnahme durch Férderung von IFABP steigern, was
wiederum eine Gegenregulation des Gens ausgeldst haben kdnnte. Abkirzungen: NaHED
(Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol), IFABP (intestinales Fettsaure-
Bindungsprotein), FATP4 (Fettsduretransportprotein 4), CD36 (Cluster of differentiation 36),
PPARYy (Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptory). PPRE (Peroxisom Proliferator response
element).
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Anwesenheit einer Methoxygruppe am Flavan-Grundgerist fir den Einfluss auf
die intestinale Fettsdureaufnahme erforderlich sein kann. Naher war zu
erkennen, dass die Vanillyl-Gruppe am B-Ring die intestinale
Fettsaureaufnahme erhéhte, wahrend die Anwesenheit einer Isovanillyl-Gruppe
in  Flavanonen diese reduzierte. Interessanterweise verhielt sich
Homoeriodictyol im Vergleich zu seinem Natriumsalz hinsichtlich der
intestinalen Fettsaureaufnahme entgegengesetzt. Wahrend Homoeriodictyol
diese, moglicherweise aufgrund der Anwesenheit einer Vanillyl-Gruppe im
Molekul, erhohte, fihrte Homoeriodictyol-Natriumsalz zur Reduktion der
intestinalen Fettsdureaufnahme. Die erhohte Natriumkonzentration durch
Inkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz konnte bestimmte
Fettsauretransporter blockieren. Die Genexpressionsanalyse von
Fettsauretransportern der intestinalen Zellen brachte Hinweise auf einen
moglichen molekularen Mechanismus, der die unterschiedlichen Wirkungen von
Homoeriodictyol und dessen Natriumsalz auf die intestinale Fettsaureaufnahme
ausgelost haben kénnte (siehe auch Abbildung 21): Homoeriodictyol kénnte das
Protein IFABP aktiviert haben. Diese Aktivierung kbénnte zu einer
Gegenregulation des Gens gefuhrt haben. Wiederum kdénnte Homoeriodictyol-
Natriumsalz PPARYy, CD36, IFABP oder FATP4 auf Proteinebene beeintrachtigt
haben. Diese Reduzierung der Aktivitat konnte ebenfalls eine Gegenregulation
dieser Gene verursachet haben.

Diese Hypothese ist noch nicht ausreichend erforscht, jedoch kénnten auf diese
Weise Homoeriodictyol-Natriumsalz, Sterubin und Hesperetin Fettsduren im
Plasma reduzieren. Homoeriodictyol konnte diese Wirkung ebenfalls durch
erhohte Fettsdureaufnahme in Adipozyten auslésen. AbschlieRend sei zu
erwdhnen, dass Flavonoide in in vivo Studien aus der Literatur den
hypolipidamischen Effekt hauptsachlich in fettreicher Nahrung erzielten
[FRIEDICH et al.,, 2012], [KIM et al., 2003]. Daher kénnten zukinftigen
Untersuchungen mit einer kombinatorischen Gabe von Homoeriodictyol-
Natriumsalz und Lipiden Auskunft dariber geben, ob dieses Flavanon
fettinduzierte Veranderungen des Fettsdure- bzw. Glukosetransportes in

Enterozyten verhindern kann.
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6 SCHLUSSBETRACHTUNG

Da ein Zusammenhang zwischen erhdhter Triglyzeridkonzentration im Blut und
kardiovaskularen Erkrankungen besteht, kann die Normalisierung hoher
Triglyzeridwerte im Blut dazu beitragen, diese Krankheiten zu vermeiden
[MOSCA et al., 2011].

Flavonoide sind eine heterogene Gruppe innerhalb der sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe mit positiven Wirkungen auf die Gesundheit. So zeigten
Flavonoide in vitro und in vivo antioxidative, chemopraventive sowie
antidiabetische und hypolipidamische Eigenschaften [GALLEANO et al., 2012].
Das Flavonoid Epigallocatechingallat aus grinem Tee weist Uber vielerlei
Mechanismen hypolipidamische Eigenschaften auf. So wurde die
Lipidabsorption bei Mausen nach achttagiger Verabreichung von 0,5 %
Epigallocatechingallat (0,83 g/kg  Korpergewicht) im  Vergleich  zur
Lipidabsorption der Kontrollgruppe vermindert. Diese verminderte Absorption
auRerte sich durch erhdéhte Ausscheidung oral verabreichter Lipide und wirkte
sich ebenfalls positiv auf die Triglyzeridkonzentration im Plasma aus. Daruber
hinaus verminderte Epigallocatechingallat (0,83 g/kg Korpergewicht) die
Inkorporation von Nahrungslipiden in periphere Gewebe und férderte bei einer
Dosis von 1,67 g/kg Korpergewicht fur 24 Stunden die Oxidation von Fettsauren
aus der Nahrung [FRIEDRICH et al.,, 2012]. Aufgrund der Ergebnisse von
Friedrich et al., 2012 wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von
strukturell &hnlichen Flavanonen auf die intestinale Fettsaureaufnahme in Caco-
2 Zellen untersucht. Eine verminderte Fettsdureaufnahme in Enterozyten stellt
einen Mechanismus dar, um erhdhte Triglyzeride im Blut zu vermeiden.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welcher struktureller Faktor der
Flavanone flr die Verringerung der intestinalen Fettsdureaufnahme
verantwortlich ist. Im Zuge dessen wurde ein Substanzvergleich von sechs
Flavanonen (Hesperetin, Sterubin, Eriodictyol, Homoeriodictyol sowie dessen
Natriumsalz und das Dihydrochalkon Phloretin) hinsichtlich ihrer Wirkung auf
die intestinale Fettsaureaufnahme in Caco-2 Zellen durchgefihrt. Nach

Inkubation mit 0,1 uM, 1 uM und 10 uM Homoeriodictyol-Natriumsalz wurde die
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intestinale Fettsaureaufnahme um 125 + 6,18 %, 119 + 191 %
beziehungsweise 15,2 + 9,69 % im Vergleich zur Kontrolle reduziert. Nach
Inkubation mit 100 uM Hesperetin verringerte sich die Fettsdureaufnahme um
158 +15,8% verglichen mit der Kontrolle. Schliellich sank die
Fettsaureaufnahme nach Inkubation mit 10 uM und 100 puM Sterubin um 10,6 +
3,44 % beziehungsweise 14,8 + 6,53 % im Vergleich zur Kontrolle. Im Vergleich
zu dessen Natriumsalz forderte die Inkubation mit 10 puM und 100 pM
Homoeriodictyol die intestinale Fettsdureaufnahme um 8,62 + 3,09 %
beziehungsweise 14,9+8,79% im Vergleich zur Kontrolle. Dagegen
beeinflusste die Inkubation mit Phloretin oder Eriodictyol die intestinale
Fettsdureaufnahme nicht.

Es stellte sich heraus, dass die Anwesenheit von Methoxy-Gruppen fir die
Wirkung auf die Fettsaureaufnahme ausschlaggebend sein kodnnte. Die
Erh6éhung der Natriumkonzentration durch Flavanon-Natriumsalze kdnnte einen
Beitrag zur Reduktion der intestinalen Fettsaureaufnahme leisten. Schliel3lich
wurde gezeigt, dass eine Isovanillyl-Gruppe am B-Ring die Fettsaureaufnahme
hemmt, hingegen das Vorhandensein einer Vanillyl-Gruppe zu einer Erh6hung
fuhren konnte. Dieser induzierende Effekt des Vanillyl-Substituenten stellt sich
bei erhohter Natriumkonzentration (wie bei Homoeriodictyol-Natriumsalz)
wieder ein. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde mit Homoeriodictyol und
dessen Natriumsalz eine Genexpressionsanalyse durchgefuhrt, um den
mechanistischen Hintergrund zu untersuchen. Es wird davon ausgegangen,
dass die intestinale Fettsaureaufnahme Uber passive Diffusion und Uber einen
aktiven protein-vermittelten Weg erfolgt [NIOT et al., 2009]. Am aktiven
Transport in den Enterozyten beteiligen sich unter anderem CD36, das
intestinale Fettsaurebindungsprotein (IFABP), die Fettsduretransportproteine
(FATP) 2 und 4 [WANG et al., 2013]. Die nuklearen Rezeptoren PPARa und
PPARy regulieren die Transkription der Fettsduretransporter und andere Gene
des Fettstoffwechsel [DESVERGNE et al., 2006]. Zusammenfassend geht aus
der Genexpressionsanalyse nach Inkubation mit 10 uM Homoeriodictyol oder
dessen Natriumsalz hervor, dass der fordernde Effekt von Homoeriodictyol und
die absenkende Wirkung des Natriumsalzes auf die intestinale
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Schlussbetrachtung

Fettsaureaufnahme auch auf genetischer Ebene erkennbar sind. Die Inkubation
mit Homoeriodictyol kénnte die Aktivitat von IFABP auf Proteinebene induzieren
und dadurch eine Gegenregulation des Gens verursachen. Hingegen koénnte
die Inkubation mit Homoeriodictyol-Natriumsalz PPARy, CD36, IFABP oder
FATP4 hemmen, was zu verminderter Fettsaureaufnahme fuhren kénnte, und
dadurch eine Gegenregulation auf genetischer Ebene auslésen. FATP2 und
PPARa wurden in Gegenwart der hier getesteten Flavanone nicht beeinflusst
und zeigt, dass die Gegenregulation der Fettsauretransporter, nicht durch
PPARa ausgelost wurde.

Die Untersuchungen der Effekte der Flavanone auf die intestinale
Glukoseaufnahme weisen auf eine kompensatorische Steigerung der
Glukoseaufnahme nach Inkubation mit 0,1 uM bis 10 puM Homoeriodictyol-
Natriumsalz, die durch PPARy vermittelt sein kénnte [NUGENT et al., 2001].

Die periphere Fettsaureaufnahme wurde nach Inkubation mit 0,1 uM
Homoeriodictyol erhoht.

Zusammenfassend geht aus den vorliegenden Ergebnissen hervor, dass die
Substituenten am Flavanon-Grundgerist unterschiedlich auf die intestinale und
periphere Fettsaureaufnahme und die Glukoseaufnahme in Enterozyten wirken.
So konnte  Homoeriodictyol-Natriumsalz ~ Uber PPARy fur einen
Nahrstoffausgleich in Enterozyten sorgen, der sich durch verminderten
Fettsauretransport und erhdhten Glukosetransport in diese Zellen aulerte.
Hingegen konnte Homoeriodictyol zu einer gesteigerten Fettsaureaufnahme in
Adipozyten fuhren, und dadurch den Lipidspiegel im Plasma reduzieren. Die

Ergebnisse dieser Arbeit sollen als Ansatz fir weitere Studien dienen.
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Zusammenfassung

7 ZUSAMMENFASSUNG

Erhdhte Konzentrationen an Lipiden im Plasma sind mit negativen Folgen, wie
kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert Um die Triglyzeridkonzentration im
Plasma zu verringern, spielt die Reduktion der intestinalen Fettsdureaufnahme
und die Foérderung der peripheren Fettsdureaufnahme eine wichtige Rolle.
Flavonoiden kénnen die intestinale Fettsaureaufnahme positiv beeinflussen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die getesteten Flavanone (Hesperetin,
Sterubin  und das Natriumsalz von Homoeriodictyol (HED)) die
Fettsdureaufnahme in Caco-2 Enterozyten reduzierten. Ausschlaggebend fur
einen hemmenden oder fordernden Effekt, ist die Methylierung einer
Hydroxygruppe am Flavanongrundgerust. Weiters stellte sich heraus, dass die
Isovanillyl-Gruppe am B-Ring des Flavanongrundgerists als verringernder, die
Vanillyl-Gruppe hingegen als férdernder Substituent fir die Fettsaureaufnahme
fungierten. Die erhohte Natriumkonzentration koénnte ebenfalls
ausschlaggebend fir eine Reduktion der intestinalen Fettsaureaufnahme sein,
denn HED-Natriumsalz verringerte die intestinale Fettsaureaufnahme, wahrend
HED diese erhohte.

Die Genexpressionsanalyse der Transporter der Fettsaureaufnahme nach
Inkubation mit HED oder dessen Natriumsalz zeigte eine zeitabhangige
Regulation. Die verminderte intestinale Fettsaureaufnahme nach Inkubation mit
HED-Natriumsalz kdnnte durch eine Hemmung der Fettsauretransporter CD36,
FATP4, und IFABP oder PPARy ausgeldst worden sein, was zu einer
Gegenregulation auf genetischer Ebene wund einer kompensatorischen
Forderung der Glukoseaufnahme fiihren kénnte. HED konnte umgekehrt die
Aktivitat von IFABP fordern, was zur Steigerung der Fettsaureaufnahme fiihrte
und sich wiederum in einer Gegenregulation des Gens auf3ern koénnte. Des
Weiteren stieg die periphere Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit HED in
3T3-L1 Adipozyten. Auf diese Weise konnte die Lipidkonzentration auch im

Plasma in vivo gesenkt werden.
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Abstract

8 ABSTRACT

High plasma levels of lipids are associated with a higher risk for cardiovascular
diseases. A measure to reduce plasma lipids could be a reduced intestinal or an
increased periphery fatty acid uptake. Flavonoids were shown to affect intestinal
fatty acid uptake.

In this thesis, the tested flavanones (hesperetin, sterubin and the sodiumsalt of
homoeriodictyol (HED)) were shown to reduce intestinal fatty acid uptake in
Caco-2 enterocytes in vitro. A methylation of one hydroxy group on the
flavanone backbone was demonstrated to be a major structural determinant in
the regulation of intestinal fatty acid uptake. In addition, an isovanilllyl-moiety on
the B-ring could be responsible for the reduction of fatty acid uptake after
flavanone-treatment, while the vanillyl-moiety was shown to induce the intestinal
fatty acid uptake. Furthermore, an increased Na* - concentration could affect
fatty acid uptake, since the sodium salt of HED differently influenced fatty acid
uptake in comparison to HED. Gene expression analysis of modulators of fatty
acid uptake after incubation with HED and its sodiumsalt revealed a time-
dependent regulation. Thus, the reduced fatty acid uptake after incubation with
HED-sodiumsalt in Caco-2 cells could be explained by an inhibition of the fatty
acid transporter CD36, FATP4 and IFABP or PPARy at the protein level in
intestinal cells, resulting in a counter-regulation on gene expression of these
proteins and a compensatory increase of intestinal glucose uptake. On the other
hand, incubation with HED resulted in an activation of IFABP, as the fatty acid
uptake was induced, which might have turned to a counter-regulation of IFABP
as well. Furthermore, incubation with HED increased fatty acid uptake in 3T3-L1
adipocytes, which could also support a reduction of circulating lipids from the

blood in vivo.
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10 ANHANG

Tab. 5 Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit ausgewéhlten Flavanonen in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=3-4, tR=1-3. Kont. (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), Ster (Sterubin), ED
(Eriodicytol)

Kont. Kont.
(NaHED) | (Ster, ED) Kont. | Phloretin Hesperetin Sterubin
[uM] 0,01| 0,1 1 10 (100 (0,01 0,1 | 1 10 (100 (0,01 ( 0,1 1 10 | 100
102 104195,3192,9]/90,6| 102| 119
101 104199,0] 98,2 96,6 105| 103
97,7 91,9| 106(92,4(98,7]99,0| 111|96,4| 102| 106| 101]62,4( 90,3 85,1 89,8
102 110| 94,3|93,0(89,0|86,5(94,9| 107 | 88,4 95,0193,3(66,9]|96,3|98,3|81,4(91,6( 78,7
105 98,3| 94,0|87,2|83,4(84,0|97,2|92,5| 118 107| 105|70,5]1 97,2 88,2(92,1|87,9] 84,8
93,4 91,5| 112| 102]92,7|86,5] 85,4 90,6
97,4 106 | 108(91,7|88,7|91,5| 88,7 (94,4
101 96,9| 96,4]93,5|89,8]|85,1]95,9] 89,1
100 96,7 96,1]89,2|89,3]91,0( 88,7]| 96,6
102 97,4 101 102|97,9| 109 114 108 99,8 | 105
94,6 102 | 101| 103|97,0(97,7 96,8 | 105 104|91,6| 102
103 101/92,0199,1]99,9| 108 | 105( 103 | 104|98,5|87,4 98,8
95,3 96,1 92,5 100| 103 99,3 101| 102| 103 83,2
91,3 107 | 114 111 98,6 105| 101|91,6] 76,5
113 97,3] 93,3 86,8 111 82,8194,8|94,0( 85,2 93,3
104 104 103 94,6 105| 116| 102|86,3|87,8|95,7| 108]91,7| 94,1
102 108 | 98,5 96,6 | 100 110|91,6|87,0(85,0(91,9| 110 96,2 85,2
94,5 104 | 98,3 98,6 103 | 103|91,8|78,8(99,3(91,9]93,7|91,5(93,4
Mw 100 101| 100|959]93,4|92,7(97,3| 102| 101 | 103| 105|95,9(84,3|93,1| 96,0 | 96,5| 90,8 | 86,6
SD 5,14 586| 6,53|5,79|6,01(5,94(7,81(9,30{9,51(1,81|6,20|6,05|15,8(6,75|5,59(9,82| 3,45]| 6,51
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Fortsetzung Tabelle 5: Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit ausgewahlten Flavanonen in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse in Prozent der Kontrolle angegeben, n=3-4, tR=1-3

Eriodictyol Homoeriodictyol Homoeriodictyol-Natriumsalz
[uM]|0,01 (0,1 |1 10 100 |0,01({0,1 |1 10 (100 (0,01 (0,1 |1 10 |100
102 | 109 112| 104)81,2|88,4( 74,0| 100
104 96,3| 88,5| 91,2| 955(94,5| 101 105| 113| 101 88,1 89,2 (90,6 | 75,7 | 88,2
94,6| 104| 95,6| 105 84 105| 109 106 | 107|97,9|88,3| 74,4 | 92,2
101 92,8| 84,7 79,6

100| 95,3| 105 113| 119] 110 106| 111(92,8| 83,31 86,1 78,3 | 108
92,4 101| 95,4 109| 107 109 108 123(82,3]|86,9|87,6(88,3| 105
96,4| 104| 90,4 93,8| 105| 113]| 107 114| 105(90,9] 81,8 90,8 | 96,0| 102
92,4 109 128 90,1| 86,7 | 86,9 100 | 95,8
101] 110( 105| 112 119]92,2| 96,9 89,1]93,3
116 | 107 106| 112 83,0 83,8 85,6 | 86,8| 97,2

93,2| 102| 97,7] 95,9 97,01 115| 101 | 111 | 104 ]| 116

97,9| 89,3| 105( 102| 87,0( 112| 109| 110| 107 129

103| 90,5| 100| 81,8 107| 103| 103| 105| 108 | 118
MW | 97,6| 98,1| 96,7 97,4| 97,7| 106| 106 | 107 | 109| 115|92,3| 87,5| 88,0 84,8 | 98,0
SD| 4,22| 5,56| 5,80| 10,7| 12,6(7,97(3,70(2,79]3,09|8,78] 8,52| 6,16 1,91| 9,68 6,33
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Tab. 6 Glukoseaufnahme nach Inkubation mit ausgewéahlten Flavanonen in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=3-4, tR=1-3. Kont. (Kontrolle), NaHED
(Homoeriodictyol-Natriumsalz), Ster (Sterubin), ED (Eriodicytol)

Kont. Kont.
(NaHED) | (Ster, ED) Kont. | Phloretin Hesperetin
T 0,01 0,1 1 10( 100{ 0,01 O,1 1
120 95,21 120
85,9 116( 83,8
94,2 89,1| 96,5 208 | 190| 192| 162 96,5 154,4
123 105| 100]| 82,8| 199 199| 138 95,4
98,2 110( 103]| 78,6 205] 209] 86,0 156,5
78,8 85,01 96,7
101 92,41 125
102 83,1 84,7 124| 117| 163| 210| 200
97,7 125( 90,4 142 163| 161| 156
94,0 95,8 71,4 118| 171| 182 129 132
122 102| 85,1
83,8 103| 144
81,7 107| 157 86,1| 86,8| 81,8 109| 109]| 76,1| 87,6 94,7
101 96,3 72,5( 86,1| 119| 79,7 105| 108 89,7 90,4
117 96,3| 70,8| 134 164| 116| 119| 121| 71,8] 84,0 159
104 81,0
96,3 128
100 91,2
84,9 104
142 104
73,3 92,0
88,3 66,7
105 108
107 125
114 107 78,31 107| 86,6
71,9 117 68,3| 75,0 103
114 76,4 110 91,7
106 126
106 89,9
88,2 83,9 100| 93,2
117 72,91 96,3 106
109 78,0] 78,0 109
73,4 63,31 89,1| 63,3| 62,4 66,6
141 50,81 80,81 72,5 73,3 85,0
76,6 47,4 78,3| 79,1| 76,6| 80,8
82,0 29,0
Mw 100 100( 100| 81,9| 132| 119 137| 131) 80,4| 92,0 113
SD 17,8 11,3 22,3| 33,4| 47,6| 50,3 54,6| 45,0] 10,1 12,3 28,7
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Fortsetzung Tabelle 6: Glukoseaufnahme nach Inkubation mit ausgewahlten Flavanonen in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=3-4, tR=1-3. Hesp (Hesperetin), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), ED (Eriodicytol), HED

(Homoeriodictyol)

Hesp

Sterubin

ED

HED

NaHED

LY

10

100

0,01

0,1

10

100

0,01

0,1

10

100

0,01

0,1

10

100

0,01

0,1

10

100

129
112
116
104
90,8
111

111

98,3

103
121
125

89,1
100
91,7

134
114

156
155
177
82,0
108
101
61,4
79,3
80,4

134
136
151

135
92,2

109
110
115

111
103

122
119
135

164
145
177
139
115
115
98,4
86,9
80,4

168
188
198
104
122
99,0
126
144
85,9

132
114
188

136
152
145
111
114
121
70,1
71,2
88,6

141
161
162

97,3
113
117

90,9

79,1

73,9

83,1

84,2
120
122

136

132
94,2
108
124
135
143
141
79,9
111
76,3
105
117

188
187
142
110
118
129
75,5
97,8
74,4
145
142
181

149
159
174
145
153
132

162
181

116
165
143
123
119
137
132
96,2
96,2
167
179
135

122
80,0
122
150
66,7
100
120
151
93,3
79,9
96,0
87,9

110
116
128
133
133
125
89,9
89,9
86,5

110
108

86,0

116

100
100
114
96,6

94,0
110
91,9

110
122
122
117

133
137
134
100

106
104

134
164
188
142
133
100
93,3
137
83,1
156
126
158

78,2
75,6
82,6

155
174
159
100

82,4

84,9
142
122
105

273
259
252

311
155
129
120
125
108
124
226
104

171
225
173

220

147
152
135
155
153
129

147
229
145

278
302
293
227
151
150
204
142
153

158
131
138

201
150
160
146
163
193

MW

109

110

118

115

124

139

123

101

114

133

157

134

106

112

101

118

135

113

182

166

202

160

SD

11,5

16,3

37,8

13,3

33,9

38,0

32,6

20,8

22,5

39,7

15,9

26,4

27,2

17,3

10,3

13,4

30,8

35,6

75,9

32,6

62,6

23,6
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Tab. 7 Genexpression von CD36 nach Inkubation mit 10 uM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=3-4, tR=1-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min

Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont

(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED |NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED
0,95| 0,94| 0,38 0,25 0,93| 1,00| 2,04 1,09 1,00| 1,05| 0,86 2,57 0,90 1,00 0,57
1,05| 1,04| 0,45 0,24 1,06 0,94| 1,90 1,03 1,11 0,99| 0,90 2,69 1,03| 0,95|1,22 0,63
1,00| 1,02| 0,58 0,32 1,01 1,05| 1,67 1,09 0,88 0,96| 1,07 2,56 1,07| 1,04 0,67

0,87| 1,04| 1,69 0,98 0,88| 1,00| 0,69 2,50 0,85 0,97| 0,46 0,71 0,93| 1,07|1,37 2,11
1,02 0,93| 1,62 1,04 1,10| 1,01| 0,68 2,28 1,10| 1,07| 0,47 0,82 1,00| 0,88|1,24 2,09
1,11 1,03| 1,73 1,32 1,03| 0,99| 0,74 2,40 1,05| 0,96 | 0,49 0,75 1,07 1,06(1,33 2,02

1,01 1,09| 1,95 0,71 0,98| 1,12 1,65 1,22 1,04| 0,92| 0,63 0,71 0,90| 1,16 4,24
1,07| 1,06| 1,64 0,71 1,04 0,90 1,71 1,28 0,96 0,75 0,82 1,16| 0,90 4,68
0,92 0,86| 2,04 0,78 0,98| 0,97 1,87 1,23 1,00| 1,08| 0,72 0,84 0,94| 0,94 4,89
0,94| 1,04| 0,57 0,78 0,99| 0,98| 0,23 0,78 0,98| 0,85 0,98|1,36 0,94
0,99| 0,82 0,82 0,88 1,01| 0,94| 0,20 0,89 0,90 0,98| 1,121,27 1,07
1,07| 1,14| 0,63 0,88 0,99| 1,08| 0,22 1,05 1,02| 0,86 1,02| 0,90|1,40 1,18
MW 1,00| 1,00, 1,18 0,74 1,00| 1,00, 1,13 1,40 1,00 1,00| 0,75 1,39 1,00 1,00|1,31 2,09
SD 0,07| 0,09 0,65 0,33 0,06| 0,06 0,73 0,62 0,09| 0,05| 0,20 0,92 0,08 0,09 0,07 1,62

SEM 0,02/ 0,03, 0,19 0,09 0,02| 0,02 0,21 0,18 0,03 0,02| 0,06 0,31 0,02 0,03|0,03 0,47
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Tab. 8 Genexpression von IFABP nach Inkubation mit 10 pM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=3-4, tR=1-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED
1,00| 1,01| 0,67 0,91 1,03| 0,68 0,61 0,99| 1,01 1,12 0,96 1,00| 1,01 1,61
1,01| 0,99| 0,61 0,88 1,00| 0,97| 0,71 0,63 0,98 0,99 1,13 1,02 1,00| 1,04 1,65
0,99| 1,00| 0,67 0,95 1,00| 0,99| 0,72 0,60 1,03| 1,01 1,08 1,02 1,00| 1,12 1,72
0,97| 1,02| 1,14 0,95 0,95 0,98| 0,91 1,23 0,99|0,69 1,25 0,96 1,02| 1,35 1,21
1,02| 0,98| 1,13 0,92 1,08 0,98| 0,90 1,25 1,02 0,98|0,70 1,24 1,04| 0,98| 1,35 1,26
1,01 1,00| 1,16 1,06 0,97| 1,04| 0,92 1,26 0,98 1,03|0,73 1,25 1,00| 1,00| 1,45 1,25
0,97 1,02| 1,47 1,98 0,99| 1,08| 1,06 1,30 0,98| 1,05|0,68 1,10 0,95 1,03| 0,82 0,63
1,08| 0,95| 1,50 1,98 1,03| 0,98| 1,09 1,26 1,04 0,96|0,66 1,17 1,03| 0,95| 0,78 0,65
0,95| 1,03| 1,56 1,99 0,98| 0,94| 1,10 1,26 0,98| 0,99|0,71 1,11 1,01 1,02 0,62
0,99| 1,04| 1,16 1,09 0,96 1,01| 1,02 1,01 0,87 1,00|0,68 0,76 0,98 1,02| 1,24 1,19
0,98| 0,97| 1,23 1,09 1,02 0,99| 1,07 1,06 0,98| 1,01|0,68 0,74 1,02 0,99| 1,23 1,27
1,02| 0,98| 1,29 1,14 1,03| 1,00| 1,07 1,06 1,15| 0,99|0,69 0,76 0,99 1,00| 1,25 1,20
MW 1,00| 1,00, 1,13 1,25 1,00| 1,00| 0,94 1,04 1,00| 1,00|0,69 1,06 1,00| 1,00| 1,15 1,19
SD 0,04| 0,03| 0,33 0,45 0,04| 0,04| 0,16 0,28 0,07| 0,02|0,02 0,19 0,03 0,02 0,22 0,38
SEM 0,01/ 0,01| 0,09 0,13 0,01| 0,01| 0,05 0,08 0,02 0,01|0,01 0,06 0,01 0,01 0,07 0,11
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Tab. 9 Genexpression von FATP2 nach Inkubation mit 10 pyM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=4, tR=2-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED |(NaHED) | (HED) | HED |NaHED
0,94| 1,09 0,71 0,82 0,99| 0,89| 0,63 0,60 0,93| 0,99 1,41 0,91 0,98| 0,98| 1,03 1,38
1,03| 0,92| 0,82 0,92 0,99| 1,08 0,61 0,59 1,13| 0,99| 1,37 0,98 1,041 0,95| 0,90 1,29
1,04 1,00| 0,79 0,86 1,01 1,03| 0,57 0,62 0,94| 1,01| 1,30 0,89 0,98| 1,07| 1,03 1,41
0,92| 1,04| 1,18 1,05( 1,01| 1,87 1,36 0,94| 1,15| 0,82 0,95 0,99| 0,95| 1,53 1,17
1,10| 0,95| 1,02 0,95 1,00( 0,94| 1,87 1,41 1,11 0,87| 0,72 0,96 1,02| 1,02| 1,50 1,03
0,98| 1,01| 1,19 0,86 0,96| 1,04| 1,86 1,28 0,95| 0,98 0,82 0,95 0,99| 1,03| 1,35 1,13
1,07 1,02 0,89 0,99 0,97| 0,99| 1,00 1,07 0,99| 1,04| 0,78 1,00 0,92| 0,98| 0,99 0,84
0,95| 1,02| 1,06 1,05 1,05( 0,97| 1,08 1,10 1,03 0,95| 0,93 1,13 1,13 0,93| 1,24 1,05
0,98| 0,95| 1,18 1,08 0,97| 1,04| 1,13 1,07 0,98| 1,01| 1,00 0,99 0,95| 1,09| 0,87 0,90
1,06 0,99| 0,78 1,02 1,02 0,95| 1,07 0,97 1,04 1,01| 1,07 0,50 0,97| 1,11| 1,04 1,06
0,92| 0,98| 0,78 1,16 1,13| 0,93| 1,09 0,98 0,96| 1,03 0,49 1,00 0,77| 1,01 1,05
1,02 1,03| 0,89 1,09 0,85| 1,12| 1,10 1,05 0,96| 1,03| 1,18 0,49 1,03 1,12| 1,21 0,95
MW 1,00| 1,00| 0,94 0,98 1,00| 1,00| 1,16 1,01 1,00 1,00| 1,04 0,85 1,00 1,00| 1,14 1,10
SD 0,06 0,05 0,18 0,11 0,07 0,07| 0,47 0,28 0,07| 0,07| 0,24 0,23 0,05 0,10 0,22 0,18
SEM 0,02 0,01 0,05 0,03 0,02 0,02| 0,14 0,08 0,02 0,02 0,07 0,07 0,01| 0,03| 0,06 0,05
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Tab. 10 Genexpression von FATP4 nach Inkubation mit 10 uM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=4, tR=2-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min

Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) |HED |NaHED |(NaHED) | (HED) | HED |NaHED |(NaHED) | (HED) |HED |NaHED
0,97| 1,02| 0,62 0,87 0,96| 0,99| 0,73 0,54 1,00| 0,95| 1,03 1,04 0,96| 0,99 1,10 1,26
0,98| 0,94| 0,63 0,91 1,02 1,01| 0,78 0,52 0,98| 1,01| 1,13 1,14 1,03| 0,99| 1,14 1,27
1,05| 1,04| 0,69 0,96 1,02 0,85 0,54 1,02 1,04| 1,21 1,17 1,01| 1,02| 1,20 1,32
1,00| 1,03| 1,17 0,74 0,97| 0,98 1,24 1,11 0,98| 1,04 0,50 1,31 0,97| 0,94 1,47 1,11
0,99| 0,94| 1,26 0,77 0,96| 0,98| 1,29 1,17 1,03| 0,97| 0,48 1,26 0,97| 1,07| 1,42 1,15
1,01| 1,02| 1,38 0,82 1,07| 1,04| 1,43 1,19 1,00| 0,99| 0,51 1,34 1,05| 0,99| 1,46 1,13
0,96| 0,91 1,20 1,07 0,95| 1,00| 1,20 2,28 0,96| 0,94| 0,92 0,90 1,01| 1,02 0,67
0,98| 1,18 1,08 0,99| 0,96 1,25 2,46 1,021 0,97| 0,91 0,98 0,99| 1,00 0,91 0,67
1,04 1,11| 1,29 1,06| 1,05| 1,31 2,59 1,02| 1,09| 0,97 0,98 1,01| 0,99| 0,98 0,68
0,94| 1,02| 1,28 0,98 0,95| 0,97| 0,98 1,09 0,90 1,01( 0,90 0,60 0,95| 0,94 1,27 0,99
1,03| 1,00| 1,31 0,96 1,01| 0,99| 0,99 1,04 0,88| 0,99| 0,91 0,71 1,02| 0,99| 1,23 1,00
1,03| 0,99| 1,38 0,98 1,04 1,04| 1,03 1,10 1,22 1,00| 0,97 0,76 1,03| 1,07| 1,23 1,01
MW 1,00| 1,00, 1,11 0,92 1,00| 1,00| 1,09 1,30 1,00| 1,00| 0,87 1,02 1,00| 1,00| 1,20 1,02
SD 0,03 0,05 0,29 0,11 0,04 0,03 0,23 0,74 0,08/ 0,04| 0,24 0,24 0,03| 0,04, 0,18 0,24
SEM 0,01 0,02 0,08 0,03 0,01 0,01, 0,07 0,21 0,02 0,01, 0,07 0,07 0,01/ 0,01 0,05 0,07
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Tab. 11 Genexpression von PPARa nach Inkubation mit 10 pM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=3-4, tR=2-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) |(HED) |HED |NaHED |(NaHED) | (HED) | HED | NaHED
0,97| 1,02 0,79 0,99 1,01| 0,71 0,53 1,01| 1,04| 1,24 1,36 0,94 1,01/0,82 1,17
1,05| 0,99 0,76 1,06 1,00, 0,71 0,58 1,04 093] 1,23 1,45 1,07| 0,95|0,85 1,29
0,98| 0,99| 0,73 0,76 0,96 0,99| 0,79 0,52 0,95| 1,04| 1,32 1,51 0,99| 1,04|0,94 1,40
0,95| 0,99| 1,03 0,77 1,04| 0,96 | 1,07 1,05 0,99| 1,04 1,14 1,15 0,94| 1,00 1,29
1,04 0,96| 1,09 0,83 1,02 095| 1,14 1,12 1,03| 0,98 1,17 1,15 1,04| 1,04 1,36
1,01| 1,04| 1,15 0,88 0,94| 1,09| 1,22 1,13 0,98| 0,98 1,26 1,26 1,02| 0,96 1,38
1,00| 0,98| 0,81 0,88 0,97 1,05 1,03 0,98| 0,97| 0,65 0,93 0,99| 0,99(0,98 0,68
1,03| 0,97| 0,89 0,89 1,06| 0,97| 0,76 1,04 1,07| 0,98| 0,66 0,97 1,01| 0,92|1,06 0,78
0,97| 1,05| 0,91 0,97 0,98 0,97| 0,84 1,03 0,95| 1,05| 0,75 0,99 1,09|1,09 0,79
1,00| 1,02| 0,93 1,01 0,99| 0,97| 1,04 0,80 0,91| 1,00| 0,85 0,71 0,91| 0,98(0,88 1,06
1,03| 091| 1,02 1,09 0,99| 0,95| 1,02 0,85 1,10 0,96| 0,90 0,77 1,08 | 0,98|0,95 1,11
0,97| 1,06| 1,01 1,10 1,02 1,08| 1,14 0,89 0,99| 1,03| 1,02 0,77 1,00| 1,04|0,96 1,13
MW 1,00| 1,00 0,96 0,90 1,00| 1,00| 0,95 0,88 1,00| 1,00| 1,02 1,08 1,00| 1,00|0,95 1,12
SD 0,03 0,04 0,13 0,12 0,04| 0,05| 0,19 0,23 0,05/ 0,04| 0,24 0,27 0,05 0,05|0,09 0,25
SEM 0,01 0,01 0,04 0,04 0,01| 0,01| 0,06 0,07 0,02 0,01, 0,07 0,08 0,02 0,01|0,03 0,07
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Tab. 12 Genexpression von PPARy nach Inkubation mit 10 uM HED oder NaHED in Caco-2 Enterozyten

Ergebnisse als x-fache Anderung angegeben, n=3-4, tR=2-3. Kont (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), HED (Homoeriodictyol)

15 min 30 min 60 min 90 min
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
(NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED | (NaHED) | (HED) | HED | NaHED
0,99| 1,02| 0,66 0,99 0,94 1,04| 0,80 0,97| 1,03 1,14 0,91| 1,01| 0,98 1,46
0,98| 0,97| 0,69 1,00 1,03| 0,97| 0,80 1,04| 0,99 1,19 1,07| 0,99| 0,99 1,50
1,02 1,01| 0,69 1,02 1,03| 0,99| 0,80 0,99| 0,99 1,17 1,02| 0,99| 1,07 1,53
0,99| 1,03| 1,07 0,84 0,97 1,13| 1,24 1,11 0,94| 1,01/0,86 1,28 0,93| 1,02| 1,30 1,04
1,03| 0,97| 1,14 0,85 1,02 0,77| 1,23 1,13 1,06| 0,99]|0,87 1,27 1,02| 0,98| 1,30 1,22
0,98| 1,00| 1,18 0,91 1,01 1,10| 1,24 1,16 1,00| 1,00|0,91 1,29 1,05| 1,00 1,21
0,95| 1,01| 1,24 1,14 0,96 1,01| 1,10 1,01 0,97| 1,08(0,90 0,96 0,98| 1,01| 0,86 0,98
1,01 0,96 1,23 1,15 0,99 0,94| 1,06 1,06 1,02 1,01|0,91 0,93 0,99| 0,97| 0,84 0,98
1,05| 1,02| 1,29 1,19 1,05| 1,06| 1,09 1,00 1,01| 0,91|0,93 0,94 1,04| 1,01| 0,85 1,02
0,93| 1,02| 0,91 1,01 0,97| 0,98| 0,97 1,07 1,13 1,00|0,86 0,79 0,94| 1,01| 0,98 1,05
1,06| 0,99| 0,90 1,06 1,01| 0,99| 0,98 1,12 0,82| 0,99(0,93 0,81 1,05| 0,96| 0,97 1,04
1,01} 1,00| 0,93 1,08 1,02 1,03| 1,02 1,18 1,05| 1,01|0,95 0,88 1,01| 1,02| 1,02 1,07
MW 1,00| 1,00, 0,99 1,02 1,00| 1,00| 1,03 1,09 1,00| 1,00/0,90 1,06 1,00| 1,00| 1,01 1,18
SD 0,04 0,02 0,23 0,11 0,03| 0,09| 0,17 0,06 0,08 0,04|0,03 0,19 0,05/ 0,02 0,16 0,21
SEM 0,01 0,01 0,07 0,03 0,01| 0,03| 0,05 0,02 0,02/ 0,01|0,01 0,05 0,02/ 0,01 0,05 0,06
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Tab. 13 Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit ausgewahlten Flavanonen in 3T3-L1 Adipozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=5-4, tR=1-3. Kont. (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz), Ster (Sterubin), ED
(Eriodictyol)

Kont. Kont. (Ster,
(NaHED) | ED) Kont. | Phloretin Hesperetin Sterubin Eriodictyol
um 0,01 0,1 1 10| 0,01 0,1 1 10| 0,01 0,1 1 10( 0,01 0,1 1 10
99,4 101 99,1 90,7 89,7| 97,5| 107| 89,0 94,1 93,9| 101| 102| 94,6 98,5| 101| 97,2 101| 103| 92,2
96,7 98,4 91,9 94,5( 93,2 99,2 100| 90,6 111| 101 104]| 98,7| 91,4] 97,1 94,9 96,0 107| 105| 95,6
104 101| 109 94,7| 94,1| 97,6 97,5| 93,8 109| 98,9| 102| 958 116| 101| 92,8 | 95,6 104| 104| 97,2
99,0 97,2 101 | 94,8| 105] 96,8 102| 91,5] 92,1| 100| 98,4 98,4 104| 98,7| 110| 94,2| 100| 107 104
107 98,5| 94,9 112| 101| 100| 105| 87,4| 95,4| 97,1 92,2| 108| 104]| 97,0| 108] 90,1| 105| 99,6| 105
94,4 104| 104 113| 103| 97,4| 107| 97,2 102| 97,4| 103| 107| 102| 113 99,3| 93,9 95,3| 102| 95,7
101 104| 109| 95,4 87,4] 99,6 101| 115| 101| 104| 102| 97,9| 103| 112| 92,5| 89,2| 94,6| 96,4 101
94,9 102 | 95,8 95,4 98,9] 97,9 97,6 112| 109 93,21 96,5| 102| 114| 102| 95,6| 94,7| 101| 101
104 95,1 95,0 98,5| 102 96,9 102 105( 107| 108| 112| 103| 98,6| 103| 99,1| 99,0
101 97,3| 98,9 108 99,9 107 104 | 111 95,0| 99,8 100| 100 95,7
99,9 100| 100| 96,2 | 106 111 109( 103 | 110 103 97,9
99,5 102| 101| 102 109 114
105 98,9
94,5 97,1
100 104
104 102
100 102
95,7 95,4
96,2 104
106 97,0
98,3 99,2
MW 100 100 100| 100| 98,2 98,3| 103| 97,5| 102 99,0| 100| 102| 104| 105| 101| 94,5| 101| 102 98,5
SD 3,80 2,76 | 4,47 7,42| 6,21 | 1,18| 498 9,87 | 7,38 | 3,27 | 4,66 | 4,61 | 6,88| 7,63 | 6,40 3,10| 4,24 | 3,07 | 3,85
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Fortsetzung Tabelle 13: Fettsdureaufnahme nach Inkubation mit ausgewéhlten Flavanonen in 3T3-L1 Adipozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=4-5, tR=1-3. NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Homoeriodictyol NaHED
um 0,01 0,1 1| 10|0,01| 0,1 1 10
103| 104| 105| 101(98,7(92,2(95,0( 90,3
110| 107| 100|97,4(98,1| 103(97,5| 89,6
105| 104| 101|97,0( 105 100(93,1( 102
106| 105| 109(95,8(98,9(93,0(96,1|92,6
111] 103| 103|90,8( 102 102( 98,8 87,3
105]98,4| 105(91,9( 102 | 108(99,4| 100
117] 123| 106| 108 105( 102(99,5| 107
107] 118 104 | 104| 104 108
109 116 109 104 107
108
98,6
93,2
93,1
97,5
97,3
95,2
106
109
113
Mw | 104( 109 104| 100( 102| 101(97,1| 98,2
sb |6,80(8,06|3,15|6,66|2,81|5,13|2,43( 8,25
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Tab. 14 Metabolische Aktivitat nach Inkubation mit ausgewahlten Flavanonen in 3T3-L1 Adipozyten

Ergebnisse sind in Prozent der Kontrolle angegeben, n=3-6, tR=2-3. Kont. (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Kont. | Phloretin Hesperetin Sterubin Eriodictyol Homoeriodictyol NaHED
T 0,1 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10
104 106 105| 94,8 102| 111| 104 105| 95,4| 98,4| 97,9| 91,0| 89,6 97,4 95,3 106| 99,5 94,0 954
95,4 109 107| 88,5 99,8| 109| 96,5 103| 95,1 102| 97,5| 102| 107 108 108 111 103| 98,0| 90,5
101 113 103| 90,7| 953| 104| 103 118 | 93,2 107| 103| 102| 106 105 109 106| 86,2 90,3 99,7
95,2 111 105| 93,0 114| 115( 102| 88,3| 95,2 106 92,2| 89,2 80,7 109 98,5 94,2| 85,7 101 107
109 117 103| 98,7 118 113 103| 91,8 90,4| 98,4| 90,2| 950| 83,7 119 97,7 88,8| 92,6 105| 98,9
95,7 107 104 89,2 114 106 110 102 95,2 94,1| 106| 95,8 117 104 82,4 116 108 101
101 104 106 93,5 108| 99,7| 108 112 93,2| 103| 99,7| 94,7 99,3 101 92,1 106| 90,9 103
104 108 103| 86,0 96,6| 98,6| 104 113 91,8| 106| 97,2| 95,4 98,9 100 115 109 | 99,8 107
95,4 114 106 87,1 103| 99,9 110 94,3| 95,6 100 101| 98,4 97,4
104 92,8 113 101
103 97,0 114 115
93,8 90,4
95,3
103
102 100
98,4 88,2
98,9 95,1
103 101
93,9 99,8
99,9 102
106
98,0
102
Mw 100 110 105| 93,7 106| 106| 104 104| 93,9 103 | 98,0| 97,3| 94,3 107 102 100 101| 98,2 100
SD 4,17| 4,37| 1,44| 5,05| 822 6,19| 4,18| 104| 2,13 7,87| 5,68| 541| 8,79 8,21| 4,65 10,9 10,2 5,92| 5,61
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Tab. 15 Metabolische Aktivitat nach Inkubation mit ausgewahlten Flavanonen in Caco-2 Zellen

Ergebnisse in Prozent der Kontrolle, n=3-6, tR=2-3

Kont. (Kontrolle), NaHED (Homoeriodictyol-Natriumsalz)

Kont | Phloretin Hesperetin Sterubin Eriodictyol Homoeriodictyol [NaHED
uM 1| 10{ 100 1 10| 100 1 10| 100 1( 10| 100 1 10| 100 1 10( 100
109| 122 102| 105( 96,2| 96,8 91,2| 96,7 | 84,1 105| 87,8 86,5| 115 111 131
98,3]196,4| 102 112( 94,7| 98,0] 90,8| 95,9 69,2 86,6| 92,3]| 76,5| 113 108| 129
93,1]98,4| 111 105( 101 91,1] 93,8| 86,8 80,7 100|92,9]|69,2| 121 109| 97,4
95,5| 126]97,4| 104 112 107 122| 101| 118| 126( 103 116
99,8| 114 101| 112 118| 113| 106| 112 105{ 82,8 113
105| 102 104| 106| 129| 123| 106 120| 112| 136| 109| 105( 122
104 114 108 104 114 99,4 104 100 98,9| 103| 89,6
100 96,0 90,4| 104| 106 1131 97,5 102 93,2| 94,9| 89,9
96,2 83,3 92,1| 118]| 106 96,7 86,0 98,9 108| 114 84,4
106 95,2 106,3( 111| 117 119| 103
88,0 90,2 85,6 102| 109| 80,8| 99,5
106 81,2 86,0 85,3 100
99,6| 100| 102 90,9( 123| 104 123| 102 137 120 132
109(86,6(96,3( 101 99,8 119| 99,1 116 76,4 146 102 99,3
91,1| 112| 104|98,2| 82,7 119 102 89,0 115 114| 128
84,9 113| 93,5| 114
102 98,0 93,4| 117
113 103| 112| 94,8
MwW/| 100 106( 103( 102 105| 110| 105| 100( 101| 103| 101|92,3|99,1( 115 103| 113| 105( 101| 99,0
sb |7,57|13,0/4,81|2,74| 13,3 12,0| 10,5| 11,9| 11,3| 22,0 12,2| 9,57 | 18,5| 18,5| 10,2|17,5| 8,06 12,9| 10,9
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