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1 Wissenschaftlicher Hintergrund und Zielsetzung

Epidemiologische Studien zeigen mit Uberzeugender Evidenz, dass eine erh6hte regelméalige
Zufuhr an n-3 Polyenfettsduren mit einem verminderten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankun-
gen einhergeht (Delgado-Lista et al, 2012; Kromhout, 2012; Mozaffarian et al, 2013). Die meis-
ten dieser kardioprotektiven Eigenschaften werden dabei den langkettigen n-3-Fettsauren
Eicosapentaensaure (EPA, C20:5 n-3) und Docosahexaensaure (DHA, C22:6 n-3) zugeschrie-
ben (Rajaram, 2014). Studien, die den Einfluss der a-Linolenséure (ALA, C18:3 n-3) auf kar-
diovaskuldre Erkrankungen untersucht haben, zeigen uneinheitliche Ergebnisse (Brouwer et
al, 2004; Geleijnse et al, 2010; Pan et al, 2012; Wang et al, 2006). Jedoch stiitzen epidemio-
logische sowie experimentelle und klinische Untersuchungen die Hypothese, dass auch von
der pflanzlichen ALA kardioprotektive Effekte beim Menschen ausgehen kénnen (Ubersicht in:
Barcelo-Coblijn & Murphy, 2009; Geleijnse et al, 2010; Mozaffarian, 2005). Bislang ist aber
ungeklart, ob ALA eigene physiologische Wirkungen besitzt oder erst nach Umwandlung in die
langerkettigen Derivate EPA und DHA wirksam ist. Viele Befunde deuten darauf hin, dass erst
eine Umwandlung in die langerkettigen Derivate mit einer Wirksamkeit verbunden ist. Diese
Konversion verlauft jedoch beim Menschen nur mit geringer Effizienz (Konversion von ALA zu
EPA ca. 0,6 — 6%, von ALA zu DHA ca. 0 — 0,05%) und wird auf3erdem von verschiedenen
Faktoren beeinflusst. Hierzu gehoren u.a. das Lebensalter und Geschlecht, die nutritive Linol-
saurezufuhr sowie die entstehenden Produkte EPA und DHA (Barcelo-Coblijn & Murphy, 2009;
Brenna et al, 2009; Burdge, 2004; Childs et al, 2008; Rajaram, 2014; Stark et al, 2008).

Epidemiologische Beobachtungsstudien zeigen sowohl fir ALA als auch fir das Flavonoid
Quercetin eine inverse Assoziation zwischen ihrer nutritiven Zufuhr und der Inzidenz kardi-
ovaskularer Erkrankungen (Geleijnse et al, 2010; Hertog et al, 1993; Hertog et al, 1995). Eine
Neuauswertung der Daten der ,Lyon Diet Heart Study* zeigte sowohl fiir die ALA- als auch fur
die Kontrollgruppe einen positiven Zusammenhang zwischen dem Weinkonsum und dem
EPA-Anteil in den Plasmafettsduren (de Lorgeril et al, 2008). Laut den Autoren ist dieser Effekt
vermutlich auf den Ethanolgehalt des Weins oder seinen Gehalt an Polyphenolen zurtickzu-
fuhren. Eine weitergehende Untersuchung bei gesunden Probanden aus drei europaischen
Landern (ltalien, Belgien, England) konnte den Zusammenhang mit dem Weinkonsum besta-
tigen, wohingegen der Konsum von Bier (polyphenolarm) und Spirituosen (polyphenolfrei)
keine Beziehung zum EPA-Gehalt im Plasma und in den Erythrozyten zeigte (di Giuseppe et
al, 2009). Vermutet wurde daher, dass primar die im Wein enthaltenen Polyphenole mit dem
n-3 Fettsdurenstoffwechsel interagieren. Fir Flavonoide konnte dies bereits in einer Tiermo-
dellstudie bestétigt werden. Toufektsian et al. (2011) zeigten, dass bei mannlichen Wistar-
Ratten eine tagliche Gabe von Anthocyanen im Vergleich zur anthocyanfreien Kontrolldiat bei
standardisierter Fettsaurenzufuhr nach 8 Wochen zu einer signifikanten Steigerung des EPA-

und DHA-AnNteils in den Plasmafettsauren fihrte. In einer weiteren Studie an Ratten fihrte eine
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tagliche Supplementation mit Anthocyanen nach 10 Wochen zu einer Senkung des prozentu-
alen Gehaltes an gesattigten Fettsauren und zu einer Steigerung des prozentualen Gehaltes
mehrfach ungesattigter Fettsduren im Plasma (Graff et al, 2013). Daten aus epidemiologi-
schen und tierexperimentellen Untersuchungen legen also die Vermutung nahe, dass die Kon-
version der ALA durch gleichzeitige Aufnahme von Flavonoiden gesteigert werden kann. Eines
der bedeutendsten Flavonoide in der menschlichen Ernahrung ist Quercetin (3,3",4',5,7-Pen-
tahydroxyflavon). Das Flavonol Quercetin kommt allgegenwartig im Pflanzenreich vor und ist
eines der potentesten Antioxidantien pflanzlichen Ursprungs (Crozier et al, 2009). Als zugrun-
deliegender Mechanismus wird vermutet, dass Flavonoide wie Quercetin die Synthese von
EPA und DHA aus der Vorstufe ALA steigern. Dies kénnte zum Beispiel tber eine Steigerung
der Genexpression und Aktivitat der A6-Desaturase in der Leber erfolgen. Die Transkription
des A6-Desaturasegens steht unter Kontrolle von PPARa (Tang et al, 2003). Experimentelle
Studien zeigen, dass Quercetin mit PPARs (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptoren) in-
teragiert (Chen et al, 2011; Chuang et al, 2010a). Es wird daher vermutet, dass Quercetin bzw.
in-vivo vorkommende Quercetin-Metabolite Uber einen PPARa-abhangigen Signalweg die Ak-

tivitdt der A6-Desaturase erhdhen kdnnten.

DarlUber hinaus liefern Tracer-Studien mit stabilen Isotopen Anhaltspunkte dafiir, dass die
Konversion von ALA zu DHA bei Frauen effizienter ablauft als bei Mannern (Burdge et al, 2003;
Burdge & Wootton, 2002; Emken et al, 1994; Hussein et al, 2005; Pawlosky et al, 2003). Eine
mogliche Erklarung liefert der hohere Ostrogenspiegel bei Frauen, der fiir eine vermehrte Ex-
pression und Aktivitdt der Enzyme (u. a. A6-Desaturase) verantwortlich ist (Kitson 2010). Diese
Ergebnisse aus Kurzzeitstudien mit stabilen Isotopen wurden bestatigt durch Childs et al.
(2008), die ebenfalls Geschlechtsunterschiede nach ALA-Supplementation beim Menschen in

einer Langzeitintervention nachweisen konnten.

Mit dem vorliegenden Projekt wurde erstmals beim Menschen untersucht, ob die Konversion
der ALA zu den langerkettigen Derivaten EPA und DHA durch die gleichzeitige Supplementa-
tion mit Quercetin gesteigert werden kann. Primare ZielgroRen waren das Fettsdurenprofil der
Serumphospholipide und der Erythrozyten. Weiterhin wurde untersucht, ob das Geschlecht
einen Einfluss auf die Konversion der ALA bei stoffwechselgesunden Frauen und Mannern
hat.



2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Bei den Probanden handelte es sich um stoffwechselgesunde, nichtrauchende Studierende
im Alter zwischen 19 und 35 Jahren der Universitat Bonn. Ihre Rekrutierung erfolgte mittels
Plakaten und Flyern. Die Studierenden wurden zunachst Uber die Ziele und Durchfiihrung der
Studie detailliert informiert. Im Anschluss durchliefen interessierte Studierende eine arztliche
und allgemeine Untersuchung (,Probanden-Screening®). Ausschlusskriterien fir eine Stu-
dienteilnahme waren u.a.: Body-Mass-Index (BMI) = 27 kg/m?, Nichtern-Triglyceride = 2,26
mmol/L (= 200 mg/dL), Niichtern-LDL-Cholesterol = 4,14 mmol/L (= 160 mg/dL), Stoffwechsel-
krankheiten, Malabsorptionssyndrome und regelmafige Einnahme von Nahrungsergédnzungs-
mitteln (z. B. Fischél). Ebenfalls ausgeschlossen wurden Interessenten, die nicht regelmafig

Pflanzeno6l und Streichfette verwendeten.

Insgesamt erfullten 74 Probanden (37 Frauen, 37 Manner) die Ein- und Ausschlusskriterien
und wurden in die Studie eingeschlossen. Das Studienprotokoll wurde vorab durch die Ethik-
kommission der Universitdt Bonn genehmigt. Alle Teilnehmer wurden angewiesen ihre ge-
wohnte Ernahrung, kérperliche Aktivitat sowie ihren Lebensstil und ihr Kérpergewicht konstant
zu halten. Wahrend der Intervention schieden 7 Probanden aus personlichen Griinden aus,
sodass die Studie mit insgesamt 67 Probanden abgeschlossen wurde (33 Frauen und 34 Man-
ner) (s. Abb. 2-1: Flow-chart).
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+ Fettsdurezusammensetzung der Serum Phospholipide und Erythrozyten

+ nutritive Energie-, Nahrstoff- und Quercetinzufuhr

Abb. 2-1: Flow-chart



2.2 Studiendesign

Die Studie wurde als randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte Interventionsstudie im
Crossover-Design durchgefihrt (s. Abb. 2-2). Wahrend der 8-wéchigen Interventions-phasen
fuhrten die Probanden taglich ALA Uber die Studienfette zu (s.u.) und supplementierten Quer-
cetin bzw. Placebo. Interventionsphase 1 und 2 waren von einer 8-wdchigen Wash-out Phase
getrennt. Vendse Nuchtern-Blutproben wurden jeweils zu Beginn, zur Halbzeit und zum Ende
der Interventionsphasen gewonnen (Visite 1 bis 6). Zusétzlich wurden Blutdruck (Praxisblut-
druck u. Langzeitblutdruck), Kérpergewicht, Kérperzusammensetzung, Taillen- und Huftum-

fang gemessen.

TO T 28 T 56 TO T 28 T 56
I I
Interventionsphase 1 Interventionsphase 2
8 Wochen Wash-ollt 8 Wochen
8 Wochen
ALA plus Crossover ALA plus
190 mg Quercetin / Placebo 190 mg Quercetin / Placebo
I I
V1 V2 V3 V4 V5 V6

Abb. 2-2: Studiendesign

ALA wurde uUber raffiniertes Rapsspeisetl (Brokelmann+Co Olmiihle GmbH + Co, Hamm,
Deutschland; ALA-Gehalt: 8,8% der Gesamtfettsauren) sowie eine handelstuibliche ALA-reiche
Rapsdlmargarine (Goldina, Ostthiringer Nahrungsmittelwerk Gera GmbH, Deutschland, ALA-
Gehalt: 7,7% der Gesamtfettsauren, Fettgehalt der Margarine: 80 g) zugefiihrt. Die Probanden
wurden angewiesen ihre Streichfette durch die Margarine und ihr habituell verwendetes Pflan-
zendl durch das Rapsol zu ersetzen. Um die vorgegebene ALA-Menge zu erzielen, bekamen
die Probanden die Vorgabe taglich 30 g Raps6l und 30 g Margarine aufzunehmen. Zur Ermitt-
lung der verzehrten Rapsol- und Margarinemengen erhielt jeder Proband spezielle Dosierléffel
mit bekanntem Fassungsvolumen. Die Compliance der ALA-Zufuhr wurde Uber den Anstieg
der ALA-Konzentration in den Serumphospholipiden (s. Pkt. 3.2) sowie die tagliche Dokumen-

tation der verzehrten Raps- und Margarinemengen im Studienprotokollhefter kontrolliert.

Die Probanden wurden gebeten, wéhrend der Studie auf den Verzehr von fettreichem Seefisch
zu verzichten. Das gleiche galt fiir die Verwendung anderer Fette und Ole, dem Verzehr von
Nussen (insbesondere Walnissen) und Samen (z. B. Leinsamen), mit n-3-Fettsduren ange-
reicherten Lebensmitteln sowie die Einnahme von n-3-Fettsdurenpraparaten. Ansonsten soll-
ten die Probanden ihre tblichen Ernahrungsgewohnheiten tber den gesamten Studienzeit-
raum beibehalten. Die Probanden fiihrten jeweils zu Beginn und am Ende der beiden Inter-

ventionsphasen ein 3-Tages-Erndhrungsprotokoll. Zwei weitere Erndhrungsprotokolle wurden
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zum Zeitpunkt des Screenings und wéahrend der Wash-out Phase gefiihrt. Mittels dieser Er-
nahrungsprotokolle wurde die habituelle téagliche Zufuhr an Energie, Nahrstoffen und Querce-

tin berechnet.

Bei den eingesetzten Studienkapseln handelte es sich um Hartgelatine-Kapseln, die als Ver-
um Zwiebelschalenextraktpulver (Rudolf Wild GmbH & Company KG, Heidelberg/Eppelheim,
Deutschland; mit Quercetingehalt 45,5%) und als Placebo Mannitol (Fagron, Barsbiittel,
Deutschland) enthielten. Die Kapseln wurden vom Institut fir Pharmazie der Universitat Mainz
(Prof. Dr. Peter Langguth) hergestellt, in 15er Blistern verpackt und in neutralen Pappschach-
teln ausgegeben. Pro Verum-Kapsel wurden 152 mg Zwiebelschalenextraktpulver verkapselt.
Bei einem Quercetingehalt von 45,5% im Zwiebelschalenextrakt entspricht dies einer Querce-
tinmenge von 63,5 mg pro Kapsel. Bei der Tagesdosis von 3 Kapseln entspricht dies einer
Dosis von 190 mg Quercetin pro Tag und damit in etwa dem 10- bis 15-fachen der abgeschéatz-
ten durchschnittlichen taglichen nutritiven Quercetinaufnahme in Deutschland (Linseisen et al,
1997). Die Bioverfuigbarkeit von Quercetin aus der eingesetzten Formulierung wurde zuvor in
einer Bioverfigbarkeitsstudie an stoffwechselgesunden Frauen und M&nnern charakterisiert
(Burak et al, 2015). Die genaue Zusammensetzung des Extrakts wurde durch die Abteilung
IEL Molekulare Lebensmitteltechnologie (Dr. Benno Zimmerman) mittels HPLC-MS- und UV-
Detektion Uberprift. Die Compliance der Kapseleinnahme wurde Uber den Anstieg der
Plasma-Quercetinkonzentration, das Auszahlen der zurlickgegebenen und eingenommenen
Kapseln am Ende der Interventionsphasen und die Dokumentation der Einnahme jeder ein-

zelnen Kapsel in einem Protokollhefter kontrolliert.

Primare ZielgréRen waren:
o Fettsaurenzusammensetzung in den Serumphospholipiden

o Fettsaurenzusammensetzung in den Erythrozyten

Sekundare ZielgréRen waren:

Plasmakonzentration von Quercetin, Isorhamnetin, Tamarixetin und Kaempferol

o Serumkonzentration von Cholesterol, LDL- und HDL-Cholesterol, Triglyceriden,

Apolipoprotein B und Al

e Ruheblutdruck, 24-h-Blutdruckprofil

¢ Plasmakonzentration von Vitamin A, Vitamin E, 3-Carotin und oxidierten LDL-Partikeln
Als Kontrollparameter dienten:

e kleines Blutbild

e Parameter der Leber- und Nierenfunktion (im Serum: Aspartataminotransferase, Ala-
ninaminotransferase, y-Glutamyltransferase, Bilirubin, Harnsdure, Harnstoff, Kreatinin,

Albumin, Kalium, Natrium)



e Plasma-Glucose, Serum-C-reaktives Protein (CRP)
e Sexualhormone (im Serum: 17-R-Ostradiol, Progesteron, Testosteron, Gonadotropin
(LH + FSH))

o Korpergewicht, Taillen-/Huftumfang, Kérperzusammensetzung

2.4  Anthropometrische Messungen

Kdrpergrolie, Korpergewicht, Taillen- und Huftumfang wurden nach standardisiertem Protokoll
mit handelsuiblichen Geraten gemessen (seca 764, seca GmbH & Co.KG, Hamburg, Deutsch-
land; handelsibliches MalRband). Die Bestimmung der Kérperzusammensetzung (Fettmasse,
Fettfreie Masse) erfolgte mittels bioelektrischer Impedanzanalyse (Nutrigard-M, Multi Fre-
quency Phase-Sensitive Bioelectrical Impedance Analyzer, Data Input GmbH, Darmstadt,
Deutschland).

2.5 Bestimmung der Blutdruckparameter

Die Messung des arteriellen Blutdrucks erfolgte gemaf den guiltigen amerikanischen Leitlinien
(Pickering et al, 2005). Die ,Praxismessung“ des Blutdrucks wurde am Oberarm mit einem
klinisch validierten Blutdruckmessgerat (boso carat professional, Bosch + Sohn GmbH u. Co.
KG, Jungingen, Deutschland) unter standardisierten Bedingungen und in Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Die ambulante 24-h-Langzeitblutdruckmessung erfolgte tagstiber (6:00-22:00 h)
alle 15 Minuten und nachts (22:00-6:00 h) alle 30 Minuten. Verwendet wurden klinisch vali-
dierte Langzeitblutdruckmessgerate (Spacelabs ABP Monitor Typ 90207; Spacelabs
Healthcare, Snoqualmie, USA und boso TM-2430, Bosch + Sohn GmbH u. Co. KG, Jungingen,
Deutschland).

2.6 Labormethoden

2.6.1 Fettsdurenzusammensetzung in den Serumphospholipiden und Erythrozyten
Die Bestimmung der einzelnen Fettsauren erfolgt mittels Gaschromatographie und Flammen-
ionisationsdetektor. Eine detaillierte Methodenbeschreibung findet sich bei Bokor et al. (2010)
und Siener et al. (2010). Zur Bestimmung der Fettsdurenzusammensetzung im Blutserum
wurde zunachst eine Dlnnschichtchromatographie zur Separierung der Phospholipidfraktion

durchgefihrt.

2.6.2 Plasmakonzentration von Quercetin sowie der Quercetinmetabolite
Die im Blutplasma zirkulierenden Quercetinmetabolite (Sulfate und Glucuronide) des oral zu-

gefuhrten Quercetins wurden nach enzymatischer Hydrolyse als Quercetinaglykon bestimmt.



Zusatzlich wurden die monomethylierten Quercetinderivate (3’-O-Methylquercetin [Isorhamne-
tin], 4’-O-Methylquercetin [Tamarixetin]) und Kaempferol erfasst. Diese Analysen wurden in
Kooperation mit dem Institut fur Tiererndhrung und Stoffwechselphysiologie der Christian-Alb-
rechts-Universitat zu Kiel (Prof. Dr. Siegfried Wolffram) mittels HPLC mit Fluoreszenzdetektor
durchgefuhrt (Bieger et al, 2008; Brull et al, 2015).

2.6.3 Vitamin A und E, R-Carotin, oxLDL

Die Bestimmung von Retinol, a-Tocopherol und R3-Carotin im Plasma erfolgte mittels HPLC
und UV-Detektion (Brill et al, 2016). Die Plasmakonzentration von oxidierten LDL-Partikeln
(oxLDL) wurde mittels kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits (Immundiagnostik AG, Bensheim,

Deutschland) bestimmt.

2.6.4 Messungen im Zentrallabor

Die Bestimmung der Konzentrationen von Triglyceriden, Gesamt-, LDL-, HDL-Cholesterol,
Apolipoprotein B und Al, Glucose, CRP, der Sexualhormone sowie der Kontrollparameter er-
folgt mittels automatisierter klinischer Testverfahren in Kooperation mit dem Institut fir Klini-
sche Chemie und Klinische Pharmakologie des Uniklinikums Bonn (Prof. Dr. Birgit Stoffel-

Wagner).

2.7 Statistische Verfahren

Alle statistischen Auswertungen wurden mittels IBM SPSS Statistics (Version 21, IBM Corpo-
ration, Somers, USA) durchgefiihrt. Eine Normalverteilung der Werte wurde mittels Shapiro-
Wilk-Test und durch Verteilung im Histogramm und Boxplot kontrolliert. Die Varianzhomoge-
nitdt wurde durch den Levene-Test Uberprift. Die Baseline-Charakteristika zwischen den Ge-
schlechtern wurden fur normal verteilte Daten mit dem ungepaarten Student’s t-Test bzw. fur
nicht normal verteilte Daten mit dem Mann-Whitney U Test ausgewertet. Intragruppen- (Beginn
vs. Ende) und Intergruppen-Vergleiche (Veranderung wéhrend der Quercetin- vs. Verande-
rungen wahrend der Placebo-Phase) wurden bei normal verteilten Daten mit dem gepaarten
Student’s t-Test und fur nicht normal verteilte Daten mit dem Wilcoxon Test ausgewertet. In
allen Fallen wurde das Signifikanzniveau bei P < 0,05 festgesetzt um signifikante Effekte an-
zuzeigen. Alle Tests waren zweiseitig. Die Daten werden im Ergebnisteil als Mittelwert + Stan-
dardabweichung (MW = SD) dargestellt. Alle Analysen wurden Per-Protokoll durchgefihrt. Fur

alle 67 Probanden sind vollstdndige Datensatze verfuigbar gewesen.
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3 Ergebnisse

3.1 Probanden-Charakteristika und Compliance

Die Charakteristika der Probanden zum Zeitpunkt des Screenings sind in Tabelle 3-1 darge-
stellt. Das Koérpergewicht, die Kérperzusammensetzung sowie der Taillen- und Huftumfang
blieben wahrend der beiden Interventionsphasen weitestgehend unverandert. Die Compliance
der Kapseleinnahme betrug 94,4 + 5,8% und 95,6 + 5,0% wahrend Quercetin- und Placebo-
Intervention. Die Compliance der Quercetineinnahme wurde zudem durch einen signifikanten

Anstieg der Quercetin- und Flavonol-Konzentration im Plasma bestatigt (s. Pkt. 3.4).

Tab. 3-1: Charakteristika der Probanden (MW + SD)

Gesamt (n=67)

Frauen (n=33)

Manner (n=34)

Alter (Jahren) 246+ 39 241 +28 25,0+4,8
Korpergewicht (kg) 67,7 + 10,9 60,3 + 7,0 74,9 + 8.9%
Body-Mass-Index (kg/m?) 222+23 21,3+22 23,2 + 2,1%
Taillenumfang (cm) 80,6 £ 6,8 78,3+6,5 82,9 + 6,4**
Systolischer BD (mmHg) 130,9+ 14,6 123,9+12,8 137,7 £ 13,0+
Diastolischer BD (mmHg) 84,1+9,5 83,2+ 10,6 850+8,4
Serum-Gesamtcholesterol

(mmollL) 4,59 + 0,80 4,75+ 0,69 4,44 + 0,87
Serum-LDL-Cholesterol (mmol/L) 2,60 + 0,66 2,56 + 0,64 2,63+£0,70
Serum-HDL-Cholesterol (mmol/L) 1,61 + 0,42 1,77+0,44 1,45 + 0,33***
Serum-Triglyceride (mmol/L) 1,09 + 0,60 1,14 + 0,46 1,04 + 0,71
Plasma-Glucose (mmol/L) 458 +0,41 4,53+0,35 4,64 £0,45
Serum-Harnséure (umol/L) 2416 +72,8 187,2 £ 38,9 292,7 + 58,7***

BD, Blutdruck. * p < 0,05, ** p < 0.01, *** p< 0.001 fir den Vergleich Frauen vs. Manner

Die Auswertung der 3-Tages-Erndhrungsprotokolle ergab keine signifikanten Veranderungen
der durchschnittlichen taglichen Zufuhr an Energie, Protein, Kohlenhydraten, Gesamtfett, Al-
kohol, gesattigten und ungeséttigten Fettsauren, Cholesterol, Antioxidantien und Nahrungsfa-
sern beim Vergleich Beginn versus Ende der Interventionsphasen. Die Analyse der Ernah-
rungsprotokolle des Screenings und der Washout-Phase ergab ebenfalls keinerlei signifikante
Unterschiede. Die durchschnittliche tagliche Zufuhr an ALA Uber den regelmaRigen Verzehr
von Rapsol und Rapsélimargarine betrug in beiden Interventionsphasen 3,6 + 0,8 g/d; die Ge-
samt-ALA-Zufuhr (einschlie3lich der Zufuhr aus weiteren Lebensmitteln) lag bei 5,4 g/d bzw.
2,2 Energieprozent. Im Vergleich zu ihrer habituellen Erndhrung erhéhten die Probanden wéh-

rend der Interventionsphasen ihre tagliche, nutritive ALA-Zufuhr und verzichteten gleichzeitig
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auf Quellen langkettiger PUFA. Im Vergleich zur habituellen Ernahrung stieg die ALA-Zufuhr
durch die ,Rapsfette” um 144% an. Es zeigten sich keinerlei Nebenwirkungen durch die Quer-

cetin- und Placebosupplementation

3.2 Fettsdurenzusammensetzung in den Serumphospholipiden

Beide Interventionen fuihrten zu einem signifikanten Anstieg der ALA-Konzentration in den Se-
rumphospholipiden (ALA+Placebo Gruppe: 69,3 + 82,2%, p < 0,0001; ALA+Quercetin: 55,8 +
81,7%, p <0,0001, s.Tab. 3-2). AuRerdem fuhrte die ALA-Gabe in beiden Gruppen zu einem
Anstieg der EPA-Konzentration (ALA+Placebo: 37,3 + 60,7%, p = 0,001; ALA+Quercetin: 25,5
+ 55,7%, p = 0,048). Weder fur den Anstieg der ALA- noch der EPA-Konzentration ergaben
sich signifikante Unterschiede zwischen den Interventionen. Im Unterschied zur ALA+Placebo
Intervention, kam es unter ALA+Quercetin zu einer leichten Senkung der DHA-Konzentration
(-9,3 £ 21,6%, p = 0,0002). Es konnte kein Einfluss des Geschlechts auf die Ver&dnderungen

der ALA-, EPA- und DHA-Konzentrationen nachgewiesen werden.

Die Analyse der prozentualen Verteilung der Fettsauren in den Serumphospholipiden (s. Tab.
3-2) ergab ahnliche Ergebnisse. Es zeigte sich unter beiden Interventionen ein Anstieg des
prozentualen ALA- und EPA-Gehaltes, wahrend der prozentuale DHA-Gehalt unter
ALA+Quercetin sank. Zuséatzlich zeigte sich eine signifikante Senkung der Stearidonsaure in
beiden Gruppen, bei gleichzeitig signifikantem Anstieg von DPA. Im Intergruppenvergleich un-

terschieden sich die Gruppen nicht signifikant.
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Tab. 3-2: Fettsaurenzusammensetzung der Serumphospholipide (n=67) (MW % SD)

Fettsaure ALA+Placebo ALA+Quercetin

pmol/L Beginn Ende Beginn Ende

SAFA 1978,3 £ 418,9 1924,1 +£ 416,0 2074,5 £ 507,6 1895,1 + 419,9*+*8

MUFA 413,3+102,3 4241 + 95,2 440,2 + 109,9 423,2 + 99,4

PUFA 1796,4 +£ 398,0 1745,0 £ 382,4 1852,5 +£430,8 1732,5 £ 369,5**

n-3 PUFA 215,2+ 82,9 2246 £ 78,1 222,4+81,0 211,4+ 75,0
C18:3n-3 140+£9,1 19,5 £ 8,1*** 13,8+7,9 18,2 £+ 8,2***
C20:5n-3 37,3+19,3 45,8 + 20,6*** 41,4 + 26,1 45,0 + 21,0*
C22:6 n-3 161,9 £ 64,3 156,8 £ 62,9 165,2 £ 60,9 145,8 + 57,65

n-6 PUFA 1581,2 £ 335,2 1520,4 £ 322,5 1630,0 £ 373,2 1521,1 +£ 312,4**
C18:2n-6 944,0 + 215,7 913,3+188,5 957,5 + 216,1 918,3 + 188,5
C20:4 n-6 468,4 + 122,0 453,6 + 120,1 493,1 + 1475 455,0 + 121,1**

% der Gesamtfettsauren
C183n-3  0,29+0,15 0,43  0,13** 0,28+ 0,13 0,40 % 0,13**
C18:4 n-3 0,09 + 0,03 0,08 = 0,03* 0,09+ 0,04 0,08 = 0,03***
C20:5n-3 0,77 £ 0,32 0,99 + 0,42*** 0,83+0,45 0,98 = 0,40**
C22:5n-3 0,73+0,22 0,78 £ 0,23** 0,74+ 0,23 0,81 + 0,24***
C22:6 n-3 2,86 + 0,68 2,79+ 0,68 2,97 0,78 2,80 = 0,66*

SAFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty

acids.

*p <0,05, *p <0,01, *** p <0,001 fur Intragruppenvergleich: Ende vs. Beginn.

8 p < 0,05 fiir den Intergruppenvergleich: absolute Veranderung wahrend ALA+Quercetin vs.

Verénderung wahrend ALA+Placebo.

3.3 Fettsdurenzusammensetzung in den Erythrozyten

Analog zu den Veranderungen in der Fettsdurenzusammensetzung der Serumphospholipide
zeigte sich auch in den Erythrozyten unter beiden Interventionen nach 8 Wochen ein signifi-
kanter Anstieg des ALA-Gehaltes (ALA+Placebo: 48,6 + 45,3%, p < 0,0001; ALA+Quercetin:
45,8 + 455%, p <0,0001, s. Tab. 3-3). Zuséatzlich stieg unter ALA+Quercetin der EPA-Gehalt
um 12,7 = 28,8% (p = 0,008), wahrend der DHA-Gehalt unter beiden Interventionen signifikant
sank (ALA+Placebo: -2,9 £ 11,0%, p = 0,005; ALA+Quercetin: -2,9 + 9,5%, p = 0,001). Ein
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Einfluss der Quercetin-Intervention auf den Fettsaurenstatus der Erythrozyten lief3 sich nicht

nachweisen. Dartber hinaus bestand kein signifikanter Unterschied in der Veranderung der

Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozyten zwischen Frauen und Mannern.

Tab. 3-3: Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozyten (n=67) (MW % SD)

Fettsaure ALA+Placebo ALA+Quercetin

(%) Beginn Ende Beginn Ende

SAFA 47,1 + 3,18 47,25 + 3,10 46,82 + 1,19 48,24 + 3,76

MUFA 20,0+1,08 20,56 + 1,34** 20,12 +1,20 20,47 + 1,26**

PUFA 33,12+1,51 32,41 + 1,31*** 32,62+1,44 32,37 +1,77

n-3 PUFA 6,59+1,19 6,55+0,74 6,39+ 0,83 6,43+0,74
C18:3n-3 0,19 + 0,07 0,26 = 0,08*** 0,19 + 0,08 0,26 = 0,07***
C18:4 n-3 0,09 + 0,08 0,09 = 0,06 0,08 = 0,05 0,08 = 0,04*
C20:5n-3 0,61 + 0,27 0,64 + 0,28 0,60+ 0,31 0,64 = 0,27**
C22:5n-3 1,99+0,34 2,05+ 0,32** 1,95+0,32 2,03 £ 0,33***
C22:6 n-3 3,55+0,79 3,42 £ 0,75** 3,57+ 0,87 3,44 + 0,79***

n-6 PUFA 26,33 +1,58 25,84 +1,19* 25,80+ 2,01 25,82 + 1,578
C18:2n-6 11,40 £ 1,06 11,41 +£ 0,93 11,21 +1,24 11,34+£1,01
C20:4 n-6 12,56 £1,21 1241 +1,01 12,46 £ 1,41 12,44 +1,23

SAFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty

acids.

*p <0,05, *p <0,01, *** p <0,001 fur Intragruppenvergleich: Ende vs. Beginn.

8 p < 0,05 fiir den Intergruppenvergleich: absolute Veranderung wahrend ALA+Quercetin vs.

Veréanderung wahrend ALA+Placebo.

3.4 Plasmakonzentration von Quercetin sowie der Quercetinmetabolite

Die Supplementation von Quercetin fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Plasmakon-zent-
ration von Quercetin von 30 + 27 auf 495 + 338 nmol/L (mittlerer Anstieg: 464 + 331 nmol/L
bzw. 1661 + 1422%, p < 0,0001). Darliber hinaus stiegen die Plasmakonzentrationen von Isor-
hamnetin (+355 *+ 518% bzw. +29 + 28 nmol/L, p < 0,001), Tamarixetin (+353 + 396% bzw.
+20 + 28 nmol/L, p £ 0,001) und von Kaempferol (+88 £+ 135% bzw. +7 £ 9 nmol/L, p <0,001)
signifikant an. Unter Placebo zeigten sich keine signifikanten Konzentrationsédnderungen. Die

Ergebnisse bestatigen die sehr gute Compliance der Probanden.
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35 Vitamin A, Vitamin E, B-Carotin und oxLDL im Plasma

Die Plasmakonzentrationen von Retinol, a-Tocopherol und 3-Carotin zeigten keine signifikan-
ten Verdnderungen unter ALA+Placebo bzw. ALA+Quercetin Gabe. Unter ALA+Quercetin
kam es zu einer leichten, signifikanten Senkung der oxLDL-Konzentration, die jedoch nicht

signifikant unterschiedlich zu ALA+Placebo war.

3.6  Cholesterol, LDL-, HDL-Cholesterol, Triglyceride, Apolipoprotein B und Al im
Serum

Die 8-woOchige Supplementation von ALA+Quercetin flhrte zu einer signifikanten Senkung der

Serum-Triglyceride, die jedoch nicht signifikant unterschiedlich zur ALA+Placebo Intervention

war. Dartber hinaus fuhrten beide Interventionen zu einer signifikanten Senkung von Gesamt-

Cholesterol (p <0,001), LDL-Cholesterol (ALA+Placebo: -6,5 + 14,6%, p <0,0001; ALA+Quer-

cetin: -7,7 +£13,1%, p <0,0001) und Apolipoprotein B (p <0,0001). Die Serum-Konzentrationen

von HDL-Cholesterol und Apolipoprotein Al blieben unter beiden Interventionen konstant.

3.7 Praxisblutdruck und 24-h-Blutdruckprofil

Die 8-wochige Supplementation mit ALA+Quercetin bzw. ALA+Placebo fuihrte zu keiner signi-
fikanten Verdnderung des systolischen Blutdrucks. Unter ALA+Quercetin zeigte sich eine
leichte Senkung des diastolischen Blutdrucks um -3,0 + 6,3 mmHg (p = 0,0002) am Ende der
Interventionsphase, nicht jedoch unter ALA+Placebo. Auch das 24-h-Blutdruckprofil der Pro-
banden blieb von beiden Interventionen weitestgehend unbeeinflusst. So veranderten sich die
Tages- und 24-h-Mittelwerte des systolischen und diastolischen Blutdrucks nicht signifikant.
Auch die Tag-Nacht-Absenkung des systolischen und diastolischen Blutdrucks wurde nicht
signifikant beeinflusst. Lediglich im Nachtprofil kam es unter ALA+Placebo zu einem leichten

Anstieg des systolischen Blutdrucks um 2,0 £ 6,9 mmHg (p = 0,045).
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4 Diskussion

Ziel der Studie war es, den Einfluss des Flavonols Quercetin auf die Konversion der ALA aus
Rapsdl in ihre langerkettigen Derivate bei stoffwechselgesunden Frauen und Mé&nnern zu un-
tersuchen. Die Bewertung der Konversion erfolgte tiber den Vergleich der Fettsdurenzusam-
mensetzung der Serumphospholipide und Erythrozyten zu Beginn und zum Ende der Studie.
Des Weiteren wurde untersucht ob es potentielle Geschlechtsunterschiede bei der ALA-Kon-

version und im n-3 PUFA Status gab.

Nach 8 Wochen ALA-Supplementation zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Gehaltes von
ALA, EPA und DPA, nicht jedoch von DHA, in den Serumphospholipiden und Erythrozyten.
Die Veranderungen in der prozentualen Fettsdurenzusammensetzung der Erythrozyten korre-
lierten mit den Fettsdurenveranderungen in den Serumphospholiden. Entgegen unserer Hy-
pothese war weder ein Effekt von Quercetin, noch ein Einfluss des Geschlechts auf die Kon-
version nachweisbar. Im Lipidstoffwechsel kam es unter ALA und Quercetin zu einer Verbes-
serung des Lipidprofils durch Senkung der Triglyceridkonzentration und der Gesamt-Cho-
lesterol- sowie der LDL-Cholesterol-Konzentration die einherging mit einer Senkung des Apo-
lipoprotein B. Zudem zeigte sich eine Senkung des diastolischen Ruheblutdrucks. Im 24-h-
Blutdruckprofil konnte dieser blutdrucksenkende Effekt jedoch nicht gezeigt werden. Unter der
ALA- und Quercetinsupplementation zeigten die Kontrollparameter und die Parameter des Vi-

taminstatus keine physiologisch relevanten Veranderungen.

4.1  Verédnderungen im Fetts&urenprofil

Die 8-wdchige Intervention fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des ALA-Gehaltes in den
Serumphospholipden und den Erythrozyten. Dies verdeutlicht einerseits die sehr gute Compli-
ance und andererseits die effektive Resorption sowie den Membraneinbau der zugefiihrten
Fettsaure. Ebenfalls in den Serumphospholipiden und Erythrozyten angestiegen ist der Gehalt
von EPA und DPA, was darauf hinweist, dass im Stoffwechsel eine Konversion der ALA zu
EPA stattgefunden hat. Die tagliche Dosis von 3,6 g/d ALA entsprach in etwa dem dreifachen
der durchschnittlichen taglichen ALA-Zufuhr (~0,5— 1,7 g) in den meisten europaischen L&n-
dern und den USA (Burdge & Calder, 2005b; Gebauer et al, 2006; Plourde & Cunnane, 2007).

Der signifikante Anstieg von ALA, EPA und DPA, nicht jedoch DHA, nach ALA-Supplementa-
tion ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Interventionsstudien (Egert et al,
2009b; Egert et al, 2012; Finnegan et al, 2003; Harper et al, 2006; Hussein et al, 2005; Li et
al, 1999; Mantzioris et al, 1994; Wallace et al, 2003). Mdglicherweise war die Dosis von 3,6
g/d ALA zu gering, um einen signifikanten Anstieg des DHA-Gehaltes in den Serumphospho-

liden und Erythrozyten zu erzielen. Alimentar zugefuhrte ALA wird im Unterschied zu EPA und
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DHA bevorzugt in die B-Oxidation eingeschleust und damit zu einem hohen Anteil zur Ener-
giegewinnung verbraucht, so dass nur ein geringer Teil fur die Synthese anderer Fettsduren
zur Verfugung steht (Barcelo-Coblijn & Murphy, 2009; Freemantle et al, 2006; Plourde &
Cunnane, 2007). Barcel6-Coblijn et al. (2008) zeigten, dass 2,4 bis 3,6 g/d ALA fur zwei Wo-
chen den EPA-, nicht jedoch DHA-Gehalt in den Erythrozyten steigerten und schlussfolgerten,
dass die Fettsaurenzusammensetzung der Erythrozyten dosis- und zeitabhangig beeinflusst
wird. Die Ergebnisse weiterer Studien bestéatigen, dass der DHA-Gehalt in den Plasmaphos-
pholiden auch mit ALA-Dosen von bis zu 20 g/d nicht beeinflusst wird (Burdge & Calder, 2005b;
Finnegan et al, 2003; Harper et al, 2006). Dies legt nahe, dass der mangelnde DHA-Anstieg

im vorliegenden Projekt nicht auf eine unzureichende ALA-Dosis zurtickzufiihren ist.

Eine weitere Erklarung ist, dass die Interventionsdauer von 8 Wochen nicht ausreichend lang
war um einen Anstieg des DHA-Gehaltes in den Erythrozyten nachzuweisen. Da die Synthese
von DHA mehr Reaktionsschritte erfordert als die von EPA (Burdge & Calder, 2005b), wird far
die Beeinflussung des DHA-Gehaltes mdglicherweise eine langere ALA-Supplementations-
dauer benétigt. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigten Bemelmans et al. (2002),
dass der DHA-Gehalt im Blut nach einer langerfristigen ALA-Supplementation (52 Wochen)
ansteigt. Weitere Studien zeigen eine Senkung des DHA-Anteils nach einer gesteigerten ALA-
Zufuhr (Kew et al, 2003; Weaver et al, 1990). DHA kann retrokonvertiert werden, was zu einer
Konkurrenz zwischen ALA und C24:6 (n-3) bei der Umsetzung durch die A6-Desaturase fiihrt
und letztendlich in einer EPA-Akkumulation und limitierten Synthese von DHA resultiert. Dieser
Mechanismus wurde in Phospholiden von Hep-G2 Zellen und in vorangegangenen Human-
studien gezeigt (Conquer & Holub, 1997; Egert et al, 2007; Hansen et al, 1998; Portolesi et al,
2007; Vidgren et al, 1997). Studien zufolge werden schatzungsweise 0,5 — 12% von DHA zu
EPA retrokonvertiert (Burdge, 2004; Gerster, 1998).

17



4.2 Einfluss der Quercetin Supplementation

Entgegen unserer Hypothese konnte fiir die gleichzeitige nutritive Zufuhr an Quercetin kein
signifikanter Einfluss auf die Konversion der ALA nachgewiesen werden. Bislang wurde keine
weitere kontrollierte Humanstudie zu dieser Frage publiziert. Die Hypothese, dass Quercetin
die Konversion der ALA steigert, ist auf den Ergebnissen epidemiologischer und Tiermodell-
studien begrindet. In diesen wurde ein konversionssteigernder Effekt von Flavonoiden bzw.
Anthocyanen beobachtet (de Lorgeril et al, 2008; di Giuseppe et al, 2009; Toufektsian et al,
2011; Vauzour et al, 2015). In experimentellen Studien wurde nachgewiesen, dass Quercetin
mit PPARs interagiert (Chen et al, 2011; Chuang et al, 2010b). Wu et al. (2015) zeigten im
Rattenmodell, dass die kombinierte Gabe von ALA und dem Polyphenol Curcumin einen An-
stieg des EPA- und DHA-Gehaltes in Leber und Gehirn tiber eine Aktivitdtssteigerung der be-
notigten Enzyme (u. a. A6-Desaturase) bewirkt. Im Tiermodell zeigten Vauzour et al. (Vauzour
et al, 2015), dass eine zuséatzliche Anthocyangabe bei mannlichen Wistar Ratten im Vergleich
zur Kontrollgruppe nicht zu héheren EPA- und DHA-Gehalten im Plasma fuihrte. Eine mdgliche
Erklarung, warum die Quercetin Supplementation im vorliegenden Projekt nicht zu gesteiger-
ten EPA- und DHA-Gehalten fiihrte, liefert die relativ geringe Bioverfiigbarkeit von Quercetin
beim Menschen. Trotz der sehr guten Compliance der Probanden lagen die Quercetin-Plas-
maspiegel im unteren mikromolaren Bereich (ca. 0,5 pmol/L) (Brull et al, 2015; Burak et al,
2015; Egert et al, 2008; Egert et al, 2009a). Im Unterschied hierzu die in Zellkultur- und Tier-
modellstudien eingesetzten Dosen weitaus hoher (z. B. in etwa 500 mg/d) (Vauzour et al,

2015). Maoglicherweise hatte eine pharmakologische Dosis Effekte gezeigt.

4.3 Einfluss des Geschlechts

Es fanden sich keine signifikanten Geschlechtsunterschiede in der Fettsdurenzusammenset-
zung in den Serumphospholipiden und den Erythrozyten zu Beginn, am Ende und Uber die 8-
wochige Intervention. Untersuchungen mit stabilen Isotopen zeigen, dass die Konversion von
ALA zu ihren langerkettigen Derivaten EPA und DHA bei jungen Frauen im gebarfahigen Alter
groler ist, als bei gleichaltrigen M&nnern (Burdge, 2004; Burdge et al, 2003; Burdge &
Wootton, 2002; Decsi & Kennedy, 2011; Emken et al, 1994; Hussein et al, 2005; Pawlosky et
al, 2003). Childs et al. (2014) haben diese Ergebnisse mit einer Reanalyse ihrer Daten, besta-
tigen kdénnen. Dass Frauen im gebarféahigen Alter eine effizientere Konversion von ALA zu
DHA aufweisen, ist moglicherweise eine evolutionédre Adaption um eine adaquate Versorgung
des Fotus mit DHA sicherzustellen (Burdge & Calder, 2005a; Innis, 2005; Stark et al, 2005).
Vermutlich wird der n-3 PUFA Stoffwechsel und die Konversionsrate von ALA von Ostrogen
beeinflusst (Childs et al, 2014; Kitson et al, 2010). Dafir spricht, dass die DHA-Konzentration
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im maternalen Blut wahrend des dritten Trimesters, zu dem Zeitpunkt auch der Ostrogenspie-
gel am hdchsten ist, signifikant erhdht ist (Rump et al, 2001; Stark et al, 2005). Zudem ist der
DHA-Gehalt in den Erythrozyten bei Frauen, die ein Ostrogen-basiertes Kontrazeptivum ein-
nehmen hoher, als bei Frauen, die keine oralen Kontrazeptiva einnehmen (Giltay et al, 2004;
Magnusardottir et al, 2009). Vermutet wird, dass Ostrogen die Genexpression und folglich Ak-
tivitat von Desaturasen und Elongasen tber Wechselwirkung mit dem Transkriptionsfaktor
PPARa beeinflusst (Hussein et al, 2005). Bislang ist kein Ostrogen-response Element identifi-
ziert, dass die Expression von einem der an der Konversion beteiligten Enzyme steuert. Dies
legt nahe, dass der Einfluss von Ostrogen auf diese Enzyme iiber einen indirekten Mechanis-
mus, wie beispielsweise tUber PPARa, funktioniert. Dieser Stoffwechselweg stellt auch eine
weitere Mdglichkeit dar, Uber die Quercetin indirekt eine Konversionssteigerung der ALA be-
wirken konnte. Fiir Quercetin konnte bereits gezeigt werden, dass es verschiedene Ostrogen-
Rezeptoren moduliert (Avior et al, 2013; Bulzomi et al, 2012; Galluzzo et al, 2009). Durch die
Modulation des Ostrogen-Rezeptors konnte die Aktivitat von PPARa erhoht und damit letztlich
auch die Effizienz der Konversion durch Aktivierung der Desaturasen gesteigert werden.

Die Grunde, warum sich im vorliegenden Projekt keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
zeigten, sind unklar. Es fanden sich keine Hinweise darauf, dass Probanden mit héherem Ost-
rogenspiegel auch hohere Konzentrationen an EPA bzw. DHA aufwiesen. Laut Decsi und Ken-
nedy (2011) ist das Geschlecht moglicherweise nur zu in etwa 2% fiir die Variabilitat der DHA-
Spiegel in den Plasmaphospholipiden verantwortlich. Die Regulation des PUFA-Metabolismus
ist komplex. Daher kénnten die Heterogenitat und Variabilitat des PUFA Stoffwechsels erkla-
ren, warum im vorliegenden Projekt keine Geschlechtsunterschiede nachgewiesen werden

konnten.

4.3 Schlussfolgerung

Das vorliegende Projekt zeigt, dass eine tagliche Supplementation mit 3,6 g/d ALA uber 8
Wochen zu einer Verbesserung des n-3 PUFA-Status bei stoffwechselgesunden Frauen und
Méannern flhrt. Die ALA-Supplementation fiihrte zu einem Anstieg des ALA-, EPA- und DPA-
Gehaltes in den Serumphospholipiden und Erythrozyten. Die aufgenommene ALA-Menge
wurde allein durch den regelmafRigen Verzehr von Rapsél und Rapsélmargarine erreicht.
Rapsdl kann somit einen Beitrag zur Erhéhung des n-3-Fettsdurenversorgungsstatus leisten.
Daruber hinaus fuhrte die ALA-Intervention zu einer signifikanten Verbesserung des Lipidpro-
fils bei normolipiddmischen Frauen und Mannern. Die gleichzeitige nutritive Zufuhr des
Flavonols hatte keinen Effekt auf den n-3 Fettsaurenstatus. Ebenso zeigten sich keine ge-

schlechtsspezifischen Unterschiede in der Konversion und im Fettsdurenstatus.
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