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Zusammenfassung

Zielsetzung der Untersuchung war es, in einzelnen Abschnitten des Magen-
Darm-Traktes von Ratten jene Konzentration an Riboflavin und Pyridoxin zu
ermitteln, die sich intraluminal innerhalb bestimmter Zeitraume nach Verab-
reichung der Vitamine einstellt. Die Testsubstanzen wurden als "C-Riboflavin und
*H-Pyridoxin in halbflissiger Nahrung intragastral gesondet. Nach 30 Minuten, 1, 2,
6, 12 und 24 Stunden wurde bei je 6 Tieren die Konzentration der Vitamine im
Magen, Duodenum, Jejunum und Ileum radiochemisch bestimmt. Im Duodenum
war die maximale Konzentration des Riboflavins (10,4 nmol/l) nach 2 Stunden,
diejenige des Pyridoxins (5,5 nmol/l) nach 1,5 Stunden erreicht. Im Jejunum stellte
sich die Hochstkonzentration — mit 4,1 nmol/ Riboflavin und 3,0 nmol/l Pyridoxin —
fir beide Vitamine 1,5 Stunden nach dem Sonden ein. Wie am Beispiel des Ribofla-
vins diskutiert wird, ist die Kenntnis der physiologisch relevanten Konzentration
von Mikronahrstoffen am Resorptionsort essentiell, wenn Transportmechanismen
geklart werden sollen.

Summary

The study was designed to determine the intraluminal concentration of riboflavin
and pyridoxine in different gastrointestinal segments of rats as a function of time
after intragastric application of the vitamins. A semi-liquid diet with *C-riboflavin
and *H-pyridoxine was delivered by tube. After a period of 30 minutes, 1, 2, 6, 12 or
24 hours, respectively, concentrations of the vitamins were determined by radio-
chemical methods in stomach, duodenum, jejunum and ileum. In the duodenum
highest concentration of riboflavin (10.4 nmol/l) was reached 2 hours, that of
pyridoxine (5.5 nmol/1) 1.5 hours after intubation. In jejunum maximum concentra-
tion of both vitamins — 4.1 nmol/l riboflavin and 3.0 nmol/1 pyridoxine — was found
1.5 hours after tube feeding. As discussed for riboflavin, precise information about
the physiologically relevant intraluminal concentration of micro-nutrients in the
absorbing intestinal segments is essential, especially if transport mechanisms have
to be elucidated.
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Einleitung

Es durfte das gemeinsame Charakteristikum der intestinalen Resorp-
tion der meisten — méoglicherweise aller — wasserlgslichen Vitamine sein,
dafB die Kinetik ihrer Aufnahme in die resorbierende Epithelzelle je nach
betrachteter Substratkonzentration unterschiedlich ist. In einem niedri-
gen Konzentrationsbereich Giberwiegt ein wahrscheinlich tragervermittel-
ter Transportproze mit Sattigungskinetik, der mit zunehmender Sub-
stratkonzentration immer deutlicher durch eine einfache Diffusion tiber-
lagert wird. Eine solche duale Mischkinetik ist in letzter Zeit eindeutig fir
das Thiamin (4), das Riboflavin (1, 2) und mit Einschrdnkungen fiir das
Vitamin B, (6) nachgewiesen worden. Diese Beobachtungen werfen die
Frage nach dem ,,physiologischen‘ Transportmechanismus auf. Sie 146t
sich konsequenterweise nur beantworten, wenn die am Ort der Resorp-
tion, d. h. im Darmlumen, nach alimentéirer Zufuhr sich einstellende Vit-
aminkonzentration bekannt ist.

Die Ermittlung der effektiven intraluminalen Konzentration oral aufge-
nommener Vitamine scheint bis heute wenig Interesse gefunden zu
haben. Lediglich eine Autorengruppe (11) versuchte, die ungefihre Kon-
zentration mehrerer Vitamine im Dunndarm zu berechnen, um Anhalts-
punkte fiir die bei In-vitro-Experimenten einzusetzenden Dosierungen zu
haben. Eine direkte Bestimmung von intraluminalen Vitaminkonzentra-
tionen ist bislang offensichtlich nicht versucht worden. Zielsetzung der
Untersuchung war es daher, am Beispiel zweier wasserldslicher Vitamine,
des Riboflavins und des Pyridoxins, den physiologisch relevanten Kon-
zentrationsbereich zu ermitteln, der sich innerhalb bestimmter Zeitraume
nach Verabreichung der Vitamine in einzelnen Abschnitten des Magen-
Darm-Traktes ergibt.

Material und Methoden

Tierversuch. Versuchstiere waren 36 ménnliche Wistar-Ratten (Winkelmann, Bor-
chen) mit einem Koérpergewicht von 250-300 g. In einer zweiwdchigen Vorperiode
bekamen sie ad libitum ein halbsynthetisches Futter folgender Zusammensetzung
(in Gewichtsprozenten):

Saccharose 40,0 Methionin/Cholin-

Starke 28,7 chlorid-Mischung 1,2
Casein 20,0 Mineralstoffmischung 4,0
Maisol 7,0 Vitaminmischung 0,1

Die Relation der Hauptnahrstoffe sowie die Menge der Vitamine und Mineral-
stoffe in der Kost waren dem Bedarf der Ratte optimal angepafit. Das Trinkwasser
stand ebenfalls ad libitum zur Verfliigung.

Die Vorperiode diente dazu, die Verdauungsorgane der Tiere an das halbsyntheti-
sche Futter, das anschlieend in halbfliissiger Form auch zur Verabreichung der
Testsubstanzen verwendet wurde, zu adaptieren. Weiterhin wurden die Ratten in
diesem Zeitraum an das Einfithren von Magensonden gewghnt.

Die Testsubstanzen Riboflavin und Pyridoxin wurden den Versuchstieren als
radioaktiv markierte Verbindungen mit dem Futter durch Magensonde verab-
reicht. Hierzu wurde ein halbsynthetisches Futter hergestellt, dessen Zusammen-
setzung wie oben angegeben war, mit der Ausnahme, daf} es kein Riboflavin und
Pyridoxin enthielt. Aus dieser Futtermischung wurde eine wisserige Suspension
bereitet, deren Konsistenz (bei 2,6 g Futter pro ml Suspension) zur Verabreichung
mittels Sonde noch gut geeignet war.
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Vor Beginn des Sondens wurde den Tieren 12 Stunden lang das Futter entzogen,
um einem eventuell unterschiedlichen Fiillungszustand der Mégen vorzubeugen.
Das pulverformige Futter wurde 2 Stunden nach dem Sonden wieder zur Verft-
gung gestellt.

Jedes Tier erhielt durch die Sonde 2 ml der Sondenldsung — entsprechend 5¢g
Futter — intragastral verabreicht. In dieser Suspension war die dem Tagesbedarf des
betreffenden Tieres entsprechende Menge an “C-Riboflavin und *H-Pyridoxin
gelost. Als Erhaltungsbedarf der Ratte wurden 100 pg Riboflavin (& 266 nmol) und
50 pg Pyridoxin (2 243 nmol) pro kg Korpergewicht und Tag angenommen (9). Die
spezifische Aktivitat der markierten Vitamine betrug 30,1 mCi/mmol "“C-Riboflavin
und 1,71 Ci/mmol *H-Pyridoxin (Amersham-Buchler, Braunschweig).

Die simultane Verabreichung beider Vitamine war vertretbar, da die Resorption
von Riboflavin und Pyridoxin voneinander unabhéngige Prozesse sind (8). Bei der
Bestimmung des *C-markierten Riboflavins und des *H-markierten Pyridoxins
waren ebenfalls keine Interferenzen zu erwarten.

Je 6 Tiere wurden zu folgenden Zeiten nach dem Sonden durch Dekapitieren
getotet: 30 Minuten, 1 Stunde, 2, 6, 12 und 24 Stunden. Sofort nach dem Toten
wurden Magen, Duodenum, Jejunum, proximales und distales Ileum herauspripa-
riert und der Inhalt des jeweiligen Abschnittes durch sorgfiltiges Spiilen mit einer
definierten Wassermenge entnommen.

Aufarbeitung und Analyse der Proben. Nach Bestimmung des Feuchtgewichtes
wurden die Proben bis zur Gewichtskonstanz lyophilisiert. Es wurde das Trocken-
gewicht bestimmt und nach griindlicher Durchmischung ein adéquater Teil der
Probe in Lexan-Kapsel eingewogen. Diese wurden in O,-Atmosphire verbrannt
(Oxymat, Intertechnik JA 101). Das aus dem C-Riboflavin entstandene “CO,
wurde in einem Szintillatorgemisch folgender Zusammensetzung absorbiert: Di-
oxan 700 ml, Toluol 300 ml, Naphtalin 20 g, Butyl-PBD 7 g. Zur Absorption des aus
SH-Pyridoxin entstandenen *H,0 diente ein Szintillator-Cocktail aus 2-Phenylithyl-
amin 330 ml, Methanol 220 m], Toluol 400 ml, aqua dest. 50 ml, Butyl-PBD 7g.

Die Impulsraten wurden im Liquid-Szintillation-Analyser (Philips) gemessen, die
Ergebnisse einer Quenchkorrektur unterzogen und auf 100 % Zahlausbeute berech-
net. Aus den Impulszahlen wurde die Menge bzw. bei Bezug auf das Verteilungsvo-
lumen die Konzentration der beiden Vitamine in den einzelnen Abschnitten des
Magen-Darm-Traktes errechnet.

Ergebnisse

Die Konzentration des Riboflavins bzw. des Pyridoxins im Magen,
Duodenum, Jejunum und Ileum als Funktion der Zeitspanne nach intra-
gastraler Verabreichung ist in Abbildung 1 bzw. Abbildung 2 dargestellt.

Die Konzentrationsverlaufskurven flir den Magen wurden unter
Zugrundelegung der Exponentialfunktion (1) approximiert,

y =y e* 1)
wobei y die Konzentration zu jedem beliebigen Zeitpunkt t, y, die fiktive
Anfangskonzentration zum Zeitpunkt t =0 und k,; die Eliminationskon-
stante bedeutet. Gleichung (1) entspricht einer Eliminationsgleichung (3),
deren Anwendung in diesem Falle statthaft ist, da die Invasion ~ durch
Verabreichung der Vitamine per Schlundsonde — sehr rasch ist im Ver-
gleich zur Elimination.

Die Konzentrationen in den einzelnen Darmabschnitten ergaben sich
aus der Invasion der Testsubstanzen aus dem jeweils vorausgeschalteten
Kompartiment und aus den gleichzeitigen Schritten der Elimination. Der
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Konzentrationsverlauf wurde in diesem Falle mit der Bateman-Funktion
(2) approximiert (3):
kiy

— —koot __ ,-kiat
Y T8 Rk~ kn (e e™)

2

wobei a mit der fiktiven Anfangskonzentration y, identisch ist, ky, die
Eliminationskonstante und k;; die Invasionskonstante ist.

Wie aus den graphischen Darstellungen hervorgeht, verlieflen die bei-
den Testsubstanzen den Magen sehr schnell, bereits nach 2 Stunden
waren nur noch einige nmol pro ml Mageninhalt nachzuweisen. Entspre-
chend dem steilen Konzentrationsabfall im Magen stellte sich im Duo-
denum das Maximum der Konzentration zwischen der ersten und der
zweiten Stunde nach Verabreichung der Vitamine ein.

Bei Vergleich der Konzentrationen im Duodenum fallt auf, daf3 die
maximale Konzentration des Pyridoxins mit etwa 5,5 nmol/ml wesentlich
niedriger war als diejenige des Riboflavins mit iber 10 nmol/ml, obwohl
von beiden Testsubstanzen etwa gleich hohe Dosen verabreicht worden
sind (266 nmol Riboflavin bzw. 263 nmol Pyridoxin pro kg Korperge-
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Abb. 1. Riboflavinkonzentration in verschiedenen Abschnitten des Magen-Darm-
Traktes als Funktion der Zeit nach intragastraler Verabreichung.
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Abb. 2. Pyridoxinkonzentration in verschiedenen Abschnitten des Magen-Darm-
Traktes als Funktion der Zeit nach intragastraler Verabreichung.

wicht). Dies spricht fiir eine sehr schnelle Netto-Resorption des Pyrid-
oxins bereits im Duodenum.

Auch im Jejunum fiel die Konzentration des Pyridoxins wesentlich
steiler ab als diejenige des Riboflavins. Bereits nach 6 Stunden war die
Pyridoxinkonzentration in diesem Darmabschnitt etwa auf das Niveau
gesunken, das das Riboflavin erst zwischen der 12. und 24. Stunde nach
Verabreichung erreicht hatte.

Als Folge der anscheinend effektiveren Resorption des Pyridoxins war
die maximale Konzentration dieses Vitamins auch im Ileum nur etwa halb
so hoch wie die des Riboflavins. Diese maximale Konzentration stellte
sich etwa 2 bis 3 Stunden nach der intragastralen Verabreichung der
Testsubstanzen ein.

Im distalen Teil des Ileums war die Konzentration beider Vitamine ab
etwa der vierten bis sechsten Stunde nach Verabreichung héher als im
proximalen Teil dieses Darmabschnittes. Dieser zunichst tiberraschende
Befund ist auf die Konzentrierung des Chymus als Folge der Wasserre-
sorption im Ileum zurtickzufiihren (5), wihrend die beiden Vitamine im
Tleum kaum mehr resorbiert worden sind.
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Fur die beiden Darmabschnitte, die als hauptsidchliche Resorptionsorte
des Riboflavins und des Pyridoxins gelten, wurden folgende maximale
intraluminale Konzentrationen?') errechnet:

Riboflavin Pyridoxin
Duodenum 10,4 +8,7 5543
Jejunum 41+3,1 3,0+2,6

"~ Diese maximalen Konzentrationen ergaben sich im Duodenum fiir das
Riboflavin etwa 2 Stunden, fiir das Pyridoxin etwa 1,5 Stunden nach
intragastraler Verabreichung. Die Héchstkonzentration stellte sich im
Jejunum fir beide Vitamine ca. 1,5 Stunden nach dem Sonden ein.

Diskussion

Hauptzielsetzung der Untersuchung war es, die intraluminale Konzen-
tration des Riboflavins und Pyridoxins in den fir die Resorption dieser
beiden Vitamine in Frage kommenden Abschnitten des Magen-Darm-
Traktes zu ermitteln. Die Resultate sollten es insbesondere ermoglichen,
bei In-vitro-Experimenten zum Resorptionsmechanismus dieser beiden
Mikronidhrstoffe die physiologisch relevanten Konzentrationsbereiche zu
wihlen. Um dieser Anforderung zu gentigen, sollten die Versuchsbedin-
gungen den physiologischen Gegebenheiten weitgehend angenahert wer-
den. Die beiden Testsubstanzen wurden daher nicht als wésserige Losun-
gen verabreicht, sondern mit einem addquaten Futter vermischt, an das
die Versuchstiere durch eine Vorperiode adaptiert waren.

Um eine vollstindige Aufnahme der Testdosis zu gewéahrleisten, war es
notwendig, die in das halbfliissige Futter eingerithrten Vitamine mittels
Sonde intragastral zu verabreichen. Um zu erreichen, dafl diese Applika-
tionsart keinen ungewohnten Strel3 bedeutet, der eventuell die Transitzeit
des Chymus hitte beeinflussen kénnen, wurden die Versuchstiere in der
Vorperiode an das Sonden gewdhnt.

Die auf einmal verabreichte Vitamindosis entsprach dem Tagesbedarf
des jeweilligen Tieres. In dieser Hinsicht mufite zugunsten der Analytik
ein Kompromif} eingegangen werden. Obwohl die verwendeten markier-
ten Vitamine eine sehr hohe spezifische Aktivitit hatten, waren die nach
Verteilung im Magen-Darm-Trakt zu bestimmenden Substanzmengen so
gering, dafB bei Aufteilung der Tagesdosis die Grenzen der radiochemi-
schen Analytik unterschritten worden wéaren. Die von uns bestimmten
Vitaminkonzentrationen sind daher als Maxima der physiologisch rele-
vanten Konzentrationen aufzufassen.

Durch die Méglichkeit, **C-markiertes Riboflavin und 3H-markiertes
Pyridoxin simultan verabreichen zu kénnen, konnte das Verhalten dieser
beiden wasserlgslichen Vitamine unter idealen Bedingungen verglichen
werden, da sie sich im selben Chymus befanden. Die verabreichte Dosis
der beiden Substanzen war anndhernd dquimolar. Dennoch war die Maxi-
malkonzentration des Riboflavins im Duodenum etwa doppelt so hoch
wie die des Pyridoxins. Auch im Jejunum war die maximale Vitamin-B,-
Konzentration um ca. 25 % hoher als die Konzentration des Vitamin Be.
AuBerdem fiel die Riboflavinkonzentration in diesem Abschnitt nur all-

Y in nmol/ml = 10~® mol/; Mittelwert + Standardabweichung
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mahlich ab, sogar nach 24 Stunden war noch *C-Aktivitat nachweisbar.
Dieser Befund diirfte aus zwei Faktoren resultieren: aus der im Vergleich
zu Pyridoxin niedrigeren Resorptionsrate des Riboflavins und der von
mehreren Untersuchern (14, 10) nachgewiesenen Sekretion von Ribofla-
vin mit der Galle. Nach eigenen Untersuchungen (unveroéffentlicht) wird
Riboflavin bereits 5 Minuten nach intraluminaler Verabreichung mit der
Gallenflissigkeit ausgeschieden.

Das unterschiedliche Verhalten der beiden getesteten Vitamine weist
darauf hin, daf3 die effektive intraluminale Konzentration nicht allein von
der verabreichten Dosis abhingt, sondern durch Faktoren wie Effektivitit
der Resorption in den proximalen Darmabschnitten sowie durch exkreto-
rische und sekretorische Prozesse modifiziert werden kann. Es erscheint
daher notwendig, diese Konzentration fiir jede Substanz einzeln zu
bestimmen, da ein analoges Verhalten nicht a priori vorausgesetzt werden
kann.

Lange Jahre hindurch fiihrten In-vitro-Untersuchungen uber den inte-
stinalen Transport von Riboflavin zum Ergebnis, dafl dieses Vitamin
durch einfache Diffusion aufgenommen wird. Nachfolgend sollen die
Konzentrationen, in denen das Riboflavin bei diesen Experimenten einge-
setzt wurde, aufgelistet werden:

Verfasser Spezies Riboflavinkonz. (mol/l)

Spencer und Zamcheck  Ratte, Hamster 1-107% 4-107*
(1961) (12)

Mayersohn und Gibaldi Ratte 53-107°

(1970) (D

Turner und Hughes Ratte 2-107°

(1962) (13)

Spencer und Bow Ratte, Hamster 7-107

(1964) (11)

Meinen Ratte 2-107"-12,8-107"
(1976) (8)

Wie die Zusammenstellung zeigt, waren die von den ersten drei Autoren
eingesetzten Riboflavinkonzentrationen um ein bis zwei Zehnerpotenzen
hoéher als jene, die nach der vorliegenden Untersuchung im Lumen von
Duodenum (10,4-107¢ mol/l) bzw. Jejunum (4,1-107% mol/1) als Maximal-
konzentrationen bestimmt wurden. Spencer und Bow (11) arbeiteten in
diesem maximalen Konzentrationsbereich. Wie bereits betont, hatten sich
diese Konzentrationen unter unseren Versuchsbedingungen dann einge-
stellt, wenn die ganze Tagesdosis auf einmal verabreicht wurde. Es dlirfte
sich dabei also um die obere Grenze des ,,physiologischen* Konzentra-
tionsbereichs handeln. Meinen (8), die Substratkonzentrationen zwischen
2-1077 und 12,8-107° einsetzte, konnte das erste Mal in vitro zeigen, daf
bei niedriger Riboflavinkonzentration ein Bergauftransport stattfindet,
wihrend bei Konzentrationen ab etwa 3-107% mol/l der Transport dosis-
proportional ist, was auf eine einfache Diffusion schlieflen 1af3t. Durch
systematische Untersuchungen tliber die Konzentrationsabhingigkeit des
transmuralen Transportes von Riboflavin (getesteter Konzentrationsbe-
reich 33-107° bis 10-107% mol/l) ist es Daniel (2) gelungen, die duale
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Charakteristik des Riboflavintransportes nachzuweisen, wonach bei
,,physiologischer® Riboflavinkonzentration ein carriervermittelter Prozef3
mit Sattigungskinetik vorherrscht, der mit zunehmender Substratkonzen-
tration immer stirker durch einfache Diffusion maskiert wird.
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