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Summary: Bioavailability studies of micronutrients (vitamins, minerals) from 
different food stuffs, as well as from pharmaceutical preparations are of great 
importance for the calculation of nutr ient  intake and/or the evaluation of the 
therapeutic value. 

In  practice, bioavailability studies are not generally performed on a standardized 
level. For this reason basic criterions are presented and discussed. Finally, the 
investigation of the bioavailability of folate is demonstrated by an example. The 
parameters investigated are: the maximal concentration (cmax), the time to reach 
this maximum (tm~), and especially the bioavailability ratio determined from the 
area under  the curve (AUC) after administration of the folic acid containing test and 
reference preparation. 

The results indicate that 5-formyl-tetrahydrofolic acid given in the tested form 
has nearly the same bioavailability (ratio: 1.02) as folic acid (pteroylmonoglutamic 
acid) in aqueous solution. 

Zusammenfassung: Untersuchungen zur Bioverffigbarkeit essentieller Mikro- 
nfihrstoffe (Vitamine, Mineralstoffe, Spurenelemente) aus Lebensmit te ln  wie auch 
aus Arzneimittelzubereitungen sind yon entscheidender Bedeutung bei der Beur- 
teilung des jeweiligen Beitrages zur N~hrstoffversorgung bzw. zur Absch~tzung 
eines mbglichen Therapieerfolges. 

Die Durchffihrung derartiger Prfifungen erfolgt in der Praxis nicht selten nach 
unterschiedlichen Kriterien. Deshalb werden zun~chst die Grunds&tze erlautert, 
die bei entsprechenden Prfifungen fflr eine valide Bewertung von N~hr- bzw. 
Wirkstoffgemischen oder Monoprfiparaten bedeutsam sind. AbschlieBend wird die 
Ermit t lung der Bioverftigbarkeit yon Fols~ure an einem Beispiel demonstriert.  

Zur Testung werden die postresorptiven Kurvenintegrale ermittelt, wobei die 
Daten auf das basale Ausgangsniveau bezogen werden. Zur Beurtei lung der Biover- 
f/~gbarkeit findet neben  dem maximalen Vitaminanstieg im Serum sowie der Zeit 
bis zum Konzentra t ionsmaximum insbesondere der Bioverf0gbarkeitsquotient 
von Test- und  Referenzzubereitung mit seinem 95%-VB Bers 

Die Ergebnisse zeigen, da]3 die exemplarisch eingesetzte Testsubstanz, 5-Formyl- 
Tetrahydrofols&ure, eine sehr gute BioverfOgbarkeit aufweist und  dal3 unter  
Anwendung der beschriebenen Rahmenbedingungen  eine objektive Bewertung 
der Bioverffigbarkeit mbglich ist. 
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Einleitung 

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dab zwi- 
schen Arzneimitteln verschiedener Hersteller trotz vergleichbarer Wirk- 
stoffgehalte beachtliche Unterschiede bei der Verffigbarkeit bestehen 
k6nnen. Derartige Unterschiede sind in der Regel auf die Art der galeni- 
schen Zubereitung zurfickzuf~hren, k6nnen jedoch auch aus den indivi- 
duellen physiologischen Gegebenheiten der beteiligten Versuchsperso- 
nen resultieren. Daneben sind die Rahmenbedingungen wie Nahrungs- 
und Flfissigkeitsaufnahme, Nfichternzeitraum etc. von Bedeutung, und 
dies um so mehr, wenn es sich um die Prfifung essentieller N~ihrstoffe 
handelt. So ist z.B. durch die gewfihlten Kostformen, die fiber den Pr~- 
fungszeitraum erlaubt sind, eine Beeinflussung basaler N~ihrstoffblutspie- 
gel m6glich. 

Der Begriff,,Bioverffigbarkeit" ist yon einem Teilgebiet der Pharmazie, 
der Pharmakokinetik,  f ibernommen worden. Im Rahmen von Arzneimit- 
telprfifungen versteht man darunter  den zeitlichen Ablauf und das Aus- 
ma~ der Nutzbarmachung einer dem Organismus angebotenen Wirkstoff- 
menge. Die Bioverffigbarkeit gibt z. B. in Prozent  an, welcher Anteil der zu 
prfifenden Substanz in die systemische Zirkulation gelangt bzw. am Ort 
der Wirkung vorliegt (I). In der Regel ist die Ermittlung der Konzentration 
am Wirkort direkt nicht m6glich, deshalb werden im allgemeinen Konzen- 
trationen in K6rperflfissigkeit (z.B. Blut, Harn) gemessen, woraus 
Geschwindigkeit und AusmaB der Stoffabsorption als indirekte Zielgr6- 
Ben abgeleitet werden k6nnen. Eine direkte Ermittlung der Bioverffigbar- 
keit und quantitative Erfassung der Inkorporation ist nur mit einem 
enormen apparativen Aufwand (z. B. Ganzk6rperretentionsmessung) zu 
erreichen und wird dementsprechend nur in seltenen F~llen yon Spezial- 
instituten durchgeffihrt. 

Die Kriterien, die zur Beurteilung der Bioverffigbarkeit herangezogen 
werden, sind nicht nur  bei Arzneimittelprfifungen anwendbar,  sondern 
prinzipiell auch auf die Bewertung der biologischen Verffigbarkeit yon 
Lebensmittelinhaltsstoffen bzw. N~hrstoffen fibertragbar, die gem~iB 
ihrem Verwendungszweck auch Bestandteile yon Arzneimitteln sein k6n- 
nen. Somit stellen Bioverffigbarkeitsuntersuchungen ein aktueUes 
Arbeitsfeld der angewandten Ern~ihrungswissenschaft dar. 

Kriterien zur Ermittlung der Bioverfiigbarkeit 

Zur Bewertung der Bioverffigbarkeit einer zu prgtfenden Substanz wer- 
den deren postresorptiv gemessene Blut- oder Harnkonzentrat ionen (incl. 
der wirksamen Metaboliten nach dem first pass effect) herangezogen, und 
zus~itzlich die Fl~iche unter  der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC area 
under curve) als aussagest~rkstes Kriterium bestimmt. Die durch die 
,,Absorptionskurve" umschlossene Fl~iche l~Bt Rfickschl(isse auf den 
Umfang der Bioverffigbarkeit zu, da ffir die meisten Wirkstoffe unabh~in- 
gig v o n d e r  Applikationsform zwischen der im Versuchsverlauf ins Blut 
fibergetretenen Dosis und der postabsorptiven Blutspiegelkurve Proporo 
tionalit~t besteht. Die Fl~che unter  der Kurve kann man nach der Trapez- 
formel aus den Fl~icheninhalten der Trapeze berechnen, die sich zwischen 
den einzelnen Konzentrationszeitpunkten konstruieren lassen (2). Die 
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B e s t i m m u n g  des  g e s a m t e n  pos t r e so rp t iven  Kurven in t eg ra l s  nach  e inma-  
liger Ve rab re i chung  e iner  Pr f i f subs tanz  ist in der  P rax i s  n icht  i m m e r  
m6glich,  so dab  eine F l~chenex t rapo la t ion  v o m  le tz ten MeBze i tpunk t  (tlast) 
bis unend l ich  (t~) er forder l ich  w e r d e n  kann .  Die du rch  M e B p u n k t e  
belegte  Fl~che (AUC (to-tlast)) sollte j e d o c h  m i n d e s t e n s  80 % der  g e s a m t e n  
AUC (to-t~) be t ragen.  

Vorgenann te  Messungen  we rden  in der  Regel  im Blut  (Se rum/P lasma)  
durchgeff ihr t .  Diese  Vorgehenswe i se  ist j edoch  dann  n ich t  m e h r  m6gl ich ,  
w e n n  der  K 6 r p e r  fflr die zu t e s t ende  Subs tanz  f iber ausgepr~igte H o m 6 o -  
s t a s e m e c h a n i s m e n  verf t igt  und  d e m e n t s p r e c h e n d  Invas ion  und  Evas ion  
~ihnlich s ta rk  ausgepr / ig t  sind. Un te r  d iesen B e d i n g u n g e n  ist ein Konzen-  
t ra t ionsans t ieg  im Blut  k a u m  noch  meBbar.  Die E l imina t ion  k a n n  d a n n  
z.B. f iber die mi t  dem Urin ausgesch iedenen  M e n g e n  erfaftt  werden .  
H i e r d u r c h  ist ebenfal ls  ein ind i rek te r  Nachwei s  der  Biover f f igbarke i t  
m6gl ich,  da die absorb ie r t e  bzw. inkorpor ie r t e  Menge  z.B. eines wasser -  
16slichen g lomerul~r  f i l t r ierbaren Wirkstoffs  bzw. Metabol i t en  mi t  dessert  
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Abb. 1. Verlauf der Serumfolatkonzentration wtihrend einer zweit~gigen Fastenpe- 
riode und anschlieBender folatfreier Nahrungsaufnahme (x + s yon 4 m~innl, und 
4 weibl. VPn). 
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renaler  Exkre t i on  korreliert .  Die Fl~iche un te r  der  renalen  Aussche idungs -  
k u r v e  (AUC) wird ebenso,  wie zuvor  beschr ieben ,  du rch  die E rmi t t l ung  
der  Konzen t ra t ions -Ze i t -Kurve  mi t  der  T rapez fo rme l  berechne t ,  wobe i  
gleichzeitig die in einer  def in ier ten  Zeit  e l iminier te  G e s a m t m e n g e  der  
Pr f i f subs tanz  Rfickschlf isse  auf  den  noch  im S y s t e m  ve rb l i ebenen  Antei l  
zul~iBt. Aus den  p ro  Zei t in terval l  renal  au s ges ch i edenen  Mengen  k a n n  
ebenfal ls  au f  die Geschwind igke i t  der  A b s o r p t i o n  gesch lossen  werden.  

Weiterhin wird  zur  B e w e r t u n g  der  Biover f f igbarke i t  das  AusmaB des 
m a x i m a l e n  Wirks to f fkonzen t ra t ionsans t i egs  (Cmax) u n d  die Ze i tdauer  bis 
zum Er re ichen  des  K o n z e n t r a t i o n s m a x i m u m s  (tm~x) erfaBt, wobe i  die 
Angabe  yon  tma x nur  dann  eine Aussagek ra f t  besitzt ,  w e n n  das  Konzen t ra -  
t i o n s m a x i m u m  deut l ich ausgepr~igt ist. Bei  f l achem p o s t r e s o r p t i v e m  Kur-  
venve r l au f  k a n n  du rchaus  die A n g a b e  der  P la teauze i t  s innvol ler  sein. 
Da run t e r  ve r s t eh t  m a n  die Ze i t spanne ,  innerha lb  der  sich die Konzen t ra -  
t ion der  zu pr f i fenden Subs tanz  im Blut  u m  nicht  m e h r  als eine b e s t i m m t e  
Differenz v o n d e r  m a x i m a l  g e m e s s e n e n  Konzen t r a t i on  ver~indert. 

Bei  der  B e s t i m m u n g  der  Biover f f igbarke i t  un t e r s che ide t  m a n  die ,,abso- 
lute  Verf f igbarkei t"  und  die ,,relative Verff igbarkei t" .  Bei  der  E rmi t t l ung  
der  abso lu ten  Bioverf f igbarkei t  e iner  P r f i f subs tanz  wird n e b e n  der  oralen 
Appl ika t ion  zu e inem ande ren  Z e i t p u n k t  eine in t raven6se  In jek t ion  der  zu 
u n t e r s u c h e n d e n  Subs tanz  bei den  gle ichen P r o b a n d e n  v o r g e n o m m e n .  
Aus d e m  Quot ien ten  v o n  AUCp.o. u n d  AVCi.v. mult ipl iz ier t  mi t  100 erh~ilt 
m a n  die absolu te  Bioverff igbarkei t .  

AUCp.o. 
Absolute Bioverffigbarkeit in % AUCi.v. x i00 

Zur Erfassung der relativen Bioverffigbarkeit werden Prfifpr~parate 
und eine Standardvergleichssubstanz mit j eweils identisehen Wirkstoffge- 
halten in ausreichend zeitlichem Abstand denselben Versuchspersonen 
fiber den gleichen Applikationsweg, z.B. peroral, verabreicht. Aus dem 
Biover f f igbarke i t squo t ien ten  (AUC1/AUC2) mut l ip l iz ier t  mi t  100 erg ib t  
sich die relat ive Bioverf f igbarkei t  in %. 

AUCI 
Relat ive  Biover f f igbarke i t  in % - AUC2 • 100 

AUCI: Fl~iche un te r  der  K u r v e  der  Pr~ifsubstanz 
AUC2: Fl~iche un te r  der  Kurve  der  S t anda rdve rg l e i chs subs t anz  

Verg le ichende  U n t e r s u c h u n g e n  zur Biover f f igbarke i t  w e r d e n  meis t  mi t  
e iner  begrenz ten  Zahl  y o n  T e i l n e h m e r n  (n = 6-20) durchgeff ihr t ,  wobe i  die 
Anzahl  der  P r o b a n d e n  v o m  gew~ihlten Versuchsp lan ,  der  ve rab re i ch t en  
Dosis, d e m  zu e r w a r t e n d e n  Konzen t r a t i onsve r l au f  etc. m i t b e s t i m m t  wird. 
Aufg rund  der  in ter indiv iduel len  Un te r sch i ede  bezfigl ich Invas ion ,  Eva-  
sion, Me tabo l i smus  u n d  E l imina t ion  w e r d e n  derar t ige  Pr f i fungen  im 
Cross-over-Design v o r g e n o m m e n ,  wobe i  die Z u o r d n u n g  der  Versuchspe r -  
sonen  zu den  e inzelnen Pr f i fphasen  in r andomis i e r t e r  Reihenfolge  erfolgt. 
Die In terval le  zwischen  den  e inzelnen Tes t abs ch n i t t en  sind so zu w~ihlen, 
da/3 eine aus re i chende  A u s w a s c h p h a s e  zur  Verff igung steht,  u m  eine 
we i t e s tgehende  Wirks tof fe l iminat ion  zu e r re ichen  bzw. u m  zu gew~ihrlei- 
sten, dab  das Ausgangs n i veau  (bei der  Pr f i fung essent ie l ler  Nfihrstoffe) 
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wieder  erre icht  wird. Dies ist mindes tens  nach  ffinf El iminat ionshalb-  
wertszei ten der Fall (3, 4, 5). 

B e s o n d e r h e i t e n  bei  der Pr( i fung v o n  Mikron / ihrs to f f en  

Die Vergle ichbarkei t  der  bei B iover f f igbarke i t sun te r suchungen  gewonne-  
nen  Daten  setzt voraus,  dab die In te rak t ionen  des K6rpers  mi t  d em  
Wirkstoff, also die S tof fabsorp t ion  , -verteilung, -metabol is ierung und/  
oder  -ausscheidung un te r  der  Vorausse tzung s tandardis ier ter  Versuchsbe-  
d ingungen  wei tgehend  ident isch  sind (6). Bei  den  meis ten  Arzneimi t te ln  
ist dies der  Fall. Anders  verh~lt  es sich dagegen bei der  Appl ika t ion  
k6rpere igener  Stoffe wie z.B. bei der Un te r su ch u n g  essent iel ler  Nfihr- 
stoffe. Hier  wird der  Umfang  und  die Geschwind igke i t  der  Stoffver te i lung 
und  -ausscheidung wesent l ich  vom Ffi l lungszustand des K6rper spe iche r s  
mi tbes t immt:  Bei  leeren oder  wenig  geffillten Depots  wird der N~ihrstoff 
aufgrund  des Defizits schnel ler  aus dem Blut  zu den  Orten des Verbrauchs  
t ransport ier t ,  und  nur  eine ger inge Menge wird ausgeschieden.  Die 
beschleunig te  El iminat ion aus dem Plasma ist gekennze ichne t  du rch  eine 
hohe  totale Clearance pro Zeiteinheit .  Bei  geffillten K6rpe r spe i che rn  ver- 
halt  es sich dagegen umgekehr t .  Die Subs tanz  gelangt  nu r  langsam zu den  
pe r iphe ren  Verbrauchsor ten  und  wird  vorwiegend  fiber Niere  und /oder  
Galle ausgeschieden.  In d iesem Fall ist die totale P lasmac lea rance  insge- 
samt  deut l ich  niedr iger  als bei ger ingen Vorr/iten. 

Eine darf iber  h inausgehende  Ern iedr igung  der  P lasmac lea rance  bei 
geffillten Spe ichern  l~Bt sich beispielsweise ffir das Vitamin Folsfiure 
auch dann  beobachten ,  w e n n  ein Belas tungs tes t  un te r  Fas tenbed ingun-  
gen durchgeff ihr t  wird. So k o n n t e n  wir  zeigen, dab eine unzu re i chende  
Energ ieaufnahme nicht  nu r  e inen  s ignif ikanten Anst ieg des Serumfola tes  
zur Folge hat  (vgl. Abb. 1), sondern  auch  zu einer  deut l ich  v e r m i n d e r t e n  
totalen Clearance in der  Zirkulat ion ffihrt (7, 8). 

Wie Abbi ldung 2 zeigt, ffillt die Fo l a t s e rumkurve  nach  e iner  oralen 
Fola tbelas tung mit  1 mg P te roy lmonoglu taminsf iu re  (PGA) - als Ze ichen  
einer ern iedr ig ten  P lasmaclearance  - un te r  Fa s t en b ed in g u n g en  deut l ich  
langsamer  ab als un te r  den  Bed ingungen  einer  ad~iquaten ka lor i schen 
Subst i tut ion.  Die Ermi t t lung  der  Flfichen un te r  den  F o l a t s e r u m k u r v e n  
nach einer Fola tbelas tung wfirde somit  zu einer  ~ b e r b e w e r t u n g  des post- 
resorpt iven Kurvenintegra ls  ffihren. 

Da Folat  hauptsfichlich fiber die Galle ausgesch ieden  wird, und  die 
Gal lensekret ion un te r  anha l tender  Nahrungska renz  dras t isch reduzier t  
wird, ist davon auszugehen,  daB die Beeintr / icht igung dieses Elimina- 
t ionsweges  ffir die ver r inger te  El imina t ionsgeschwindigke i t  yon  Folat  
verantwor t l ich  ist. Zwar  ist ein e indeut iger  Nachweis  ftir den  kausa len  
Z u s a m m e n h a n g  zwischen Gal lensekre t ion  und  verf inder l icher  Folatkine-  
t ik noch  nicht  erbracht ,  j edoch  spr icht  insbesondere  der  in Abb i ldung  1 
dargestel l te  s ignif ikante Abfall  der  f iberh6hten  , ,Fastenfolatplasmaspie-  
gel" kurze  Zeit  nach  Wiederaufnahme der  Nahrungszu fuh r  ffir eine solche 
Beziehung.  Inwiewei t  von  d iesem Phf inomen  auch  andere  Mikron~ihr- 
stoffe be t rof fen  sind, bedar f  noch  einer  wei te ren  Kl~irung. Die hier  skiz- 
zierten Zusammenhf inge  un te rs t re ichen  nochmals  die besondere  Bedeu-  
tung, die exak t  s tandardis ier ten  Ve r suchsbed ingungen  bei Bioverffigbar-  
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Abb. 2. Folatplasmaspiegel nach Gabe yon 1 mg Folat unter Fasten- und Normalbe- 
dingungen (x yon n = 8 Probanden). 

k e i t s u n t e r s u c h u n g e n  b e i z u m e s s e n  ist. Wie bere i t s  o b e n  erw~ihnt, stellt  bei  
der  Prf i fung essent ie l ler  N~ihrstoffe auch  der  Ff i l lungszus tand  e n d o g e n e r  
Spe icher  eine wicht ige  D e t e r m i n a n t e  k ine t i sche r  MeBgr6Ben dar  und  
k a n n  somi t  ebenfal ls  ffir va r i i e rende  E r g e b n i s s e  ve ran twor t l i ch  sein. 
N e b e n  e iner  schnel le ren  Invas ion  in ent leer te  Spe i che r  mu/3 z u m i n d e s t  
ffir einige N~hrs tof fe  (z. B. Fe) auch  mi t  e iner  quan t i t a t iv  ges te iger ten  
Absorp t ion  bei Vor l iegen eines pr~ilatenten Mangels  ge rechne t  werden .  

So konn t e  z. B. in e iner  v o n  uns  durchgef f ih r t en  Tes tung  zur Ver f0gbar -  
kei t  von  Eisen-I I -su l fa t  aus  einer  hande ls f ib l i chen  Arzneimi t te lzubere i -  
tung  gezeigt  werden ,  dab  das  AusmaB der  S to f f abso rp t ion  ganz wesent -  
lich von  den  v o r h a n d e n e n  Spe iche rn  beeinf luBt  wird. Die an der  Pr f i fung 
betei l igten V e r s u c h s p e r s o n e n  waren  ge s und  u n d  ze ig ten  bei  der  Ein- 
g a n g s u n t e r s u c h u n g  zur E rmi t t l ung  des  E i sens ta tus  ke inen  auff~illigen 
Befund.  H~mog lob in  und  Hf imatokr i t  w a r e n  ebenso  im Norma lbe re i ch  
wie die Ery throzy tenzah l  und  der  Se rumeisensp iege l .  Berf icks icht ig t  m a n  
j edoch  die E i senspe iche r  (Ferritin), so l~iBt sich e indeut ig  zeigen, daB 
V e r s u c h s p e r s o n e n  mi t  n iedr igen  Fe r r i t i np l a smasp iege ln  das Eisen  
wesent l i ch  besse r  abso rb ie ren  als solche, de ren  Spe iche r  we i t e s tgehend  
ent leer t  sind (Tab. 1). 
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Tab. 1. AusmaB der Eisenabsorption in Abh~ingigkeit vom Fs der Spei- 
cher (Ferritin). 

Probanden-Nr. Geschlecht Ferritin ng/ml AUC ~g/dl x h 

1 weibl. 21,5 1278,50 
2 m~innl. 34,0 900,20 
3 m~innl. 172,0 -151,20 
4 weibl. 34,0 20,95 
5 m~innl. 174,0 -201,70 
6 m~innl. 57,0 935,30 
7 m~innl. 72,0 -231,70 
8 weibl. 12,0 1536,40 

U m  zuverl~issige Tes te rgebn i s se  zu erzielen, soll ten U n t e r s u c h u n g e n  zur 
Bioverf f igbarkei t  von  k6 rpe re igenen  Stoffen  folglich nu r  dann  v o r g e n o m -  
m e n  werden ,  w e n n  s ichergeste l l t  ist, dab  die P r o b a n d e n  an al len Unte r su -  
c h u n g s t e r m i n e n  f iber aus re i chend  geffillte KSrpe r spe i che r  verft igen.  Die  
individuel le  Stoff resorpt ion,  -ver te i lung und  -aussche idung  lliuft somi t  
i m m e r  un te r  ve rg le ichbaren  k ine t i schen  B e d i n g u n g e n  ab. Er re ich t  wird  
dies en twede r  du rch  die Gabe  hoher  Wirks to f fdosen  vor  V e r s u c h s b e g i n n  
zur Aufffi l lung der  Depo t s  oder  du rch  eine gezielte Auswah l  gut  bis sehr  
gut  ve r so rg te r  Ver suchspe r sonen .  

Eine wei tere  Vorausse tzung  zum Erhal t  zuverl~issiger Bioverf f igbar-  
ke i t sda ten  bei der  Prf i fung essent ie l ler  N~ihrstoffe ist die E r fa s sung  des  
phys io log i schen  Tagesprof i ls .  D u r c h  die Uberp r f i fung  des d iurna len  Kon-  
zent ra t ionsver laufs  k a n n  m a n  m6gl iche  endogen  bed ing t e  S c h w a n k u n -  
g e n d e r  TSgeskonzen t ra t ionen  e rkennen .  Sofern  diese deut l ich  ausgepr~gt  
sind, mf issen  sie bei  der  A u s w e r t u n g  der  pos t r e so rp t i ven  Fl~ichenintegrale 
berf icksicht ig t  werden .  Hierzu  erfolgt  eine K o r r e k t u r  der  ind iv idue l len  
P l a s m a k o n z e n t r a t i o n e n  nach  Tes tn~hrs to f fbe la s tung  u m  die jewei l igen  
Bas i swer te  (z. B. nach  Placebogabe) .  In so fe rn  u n t e r s c h e i d e n  sich Prf i fun-  
gen essent iel ler  Nahrs tof fe  y o n  Biover f f igbarke i t sp r f i fungen  von  Arznei-  
mi t t e l zubere i tungen  mi t  k S r p e r f r e m d e n  Stoffen,  da  in le tz teren i m m e r  au f  
die Nullinie Bezug g e n o m m e n  wird. Wie wir  a m  Beispie l  der  Fols~ure  
zeigen konnten ,  l~Bt sich z u m i n d e s t  ffir b e s t i m m t e  essent ie l le  N~ihrstoffe 
durch  S tandard i s i e rung  der  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  ein we i tgehend  gleich- 
m~Biges Tagesprof i l  ohne  ausgepr~igte S c h w a n k u n g e n  erre ichen,  wobe i  
die P l a smasp iege l  im Bere ich  des Aus gangs wer t e s  (0-Termin) verb le iben .  
Un te r  diesen B e d i n g u n g e n  k a n n  auf  die K o r r e k t u r  der  pos t r e so rp t i ven  
P l a s m a k o n z e n t r a t i o n e n  u m  die Bas i swer te  verz ich te t  werden .  In  d i e sem 
Fall  wird  der  P l a smasp iege l  zum Z e i t p u n k t  to (vor Subs tanzapp l ika t ion )  
als Nullinie definiert. 

Unter  Ber ( icks ich t igung  der  zuvor  skizzier ten R a h m e n b e d i n g u n g e n  
wird  a m  Beispiel  der  Fols~iure die E rmi t t l ung  der  Biover f f igbarke i t  aus  
V i t aminzube re i t ungen  vorgestel l t .  

Versuehsanstel lung und Methoden 

Zw61f gesunde  m~innliche u n d  weib l iche  P r o b a n d e n  im Alter  von  21 bis 
30 J a h r e n  n a h m e n  nach  Durchf f ih rung  e iner  V o r u n t e r s u c h u n g  einschlieB- 



PieLrzik und Remer, Zur  Bioverf~gbarkeitspr(~fung yon Mikron~hrstoffen 137 

lich k l in i sch-chemischer  Labor t e s t s  an de r  S tud ie  teil. Dabe i  w u r d e n  
P r o b a n d e n  ausgew~ihlt, de ren  Se rum-  und  Ery th rozy ten fo la twer t e  deut-  
lich oberha lb  der  Grenzwer te  einer  defizit~iren Fo l a tve r so rgung  (Serumfo-  
lat: >4,5 ng/ml, Erythrozytenfola t :  >250 ng/ml, lagen und  dahe r  e inen  
gu ten  Fola t s ta tus  s ignal is ier ten (9, 10). 

I m  randomis i e r t en  Cross -over -Des ign  w u r d e  jeweils  eine Einzeldosis  
mi t  1 m g  Fols~iure ve r sch i edene r  Z u b e r e i t u n g e n  per  os verabre ich t .  Ein  
Monopr~iparat,  das als Wirks tof f  1 m g  5 -Formyl -Te t rahydro fo l sau re  ent- 
h~lt, w u r d e  mi t  e iner  1 m g  Fols~iure en tha l t enden  w~iBrigen L 6 s u n g  
(S tandardbezugssubs tanz :  P t e r o y l m o n o g l u t a m a t  (PGA)) vergl ichen,  u m  
die relat ive Bioverf f igbarkei t  des Monopr~pa ra t e s  zu b e s t i m m e n .  In  die 
Prf i fung w u r d e  ein P l acebo  mi te inbezogen ,  u m  die Kons t anz  des Basis-  
profils  un te r  den  gewah l t en  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  zu demons t r i e ren .  
Zus~itzlich w u r d e  ein fo lsaurehal t iges  H a n d e l s p r ~ p a r a t  getestet ,  das 
neben  1 m g  Fols~iure (PGA) wei te re  Vi t amine  u n d  Eisen  enth~lt.  Di rek t  
vor  der  E i n n a h m e  der  Pr~para te  sowie  �89 1, 2, 4, 6, 8 u n d  10 S t u n d e n  
danach  w u r d e n  B l u t p r o b e n  aus  der  A r m v e n e  e n t n o m m e n  und  das 
P l a s m a  bis zum Z e i t p u n k t  der  Ana ly t ik  bei  - 2 0  ~ t iefgefroren.  Zwi schen  
den  App l ika t ionen  lag eine A u s w a s c h p h a s e  yon  e iner  Woche,  u m  eine 
we i t e s tgehende  El imina t ion  der  g e g e b e n e n  Dosis  und  eine Normal is ie-  
rung  der  B lu t sp iege lkonzen t ra t ion  s icherzustel len.  Die P r o b a n d e n  wur-  
den  ffir den  jewei l igen Tes t tag  u m  8.00 Uhr  zur U n t e r s u c h u n g  bestel l t  
und  b l ieben  bis zum AbschluB der  le tz ten B l u t e n t n a h m e  (18.00 Uhr) 
un te r  s t~ndiger  Aufsicht .  

U n t e r s u c h u n g e n  zur B iove r f~gbarke i t  v o n  Fola t  ohne  K o r r e k t u r  der  
pos t r e so rp t iven  Se rumsp iege l  u m  die indiv iduel len  Basisprof i le  e r fordern  
s tandard is ie r te  R a h m e n b e d i n g u n g e n  h ins ich t l ich  der  Energ iezufuhr ,  die 
in V o r v e r s u c h e n  erarbei te t  w u r d e n  u n d  an ande re r  Stelle bere i t s  ausf/ lhr-  
l icher b e s p r o c h e n  w o r d e n  sind (11). Dabe i  wird  ca. ein Dri t te l  der  Energ ie  
durch  ein kommerz ie l l  erh~lt l iches folatfreies Eiwei/3pr~parat  geliefert ,  
we lches  n e b e n  e inem hohen  EiweiBantei l  e inen  Zusa tz  der  V i t amine  A, 
B1, B2, B~, C, D und  E sowie Eisen  und  Calc ium enth~ilt. V o n  al len Ver- 
s u c h s p e r s o n e n  w u r d e n  100 g (396 kcal) d ieser  Di~itnahrung einhei t l ich 
fiber den  Tag vertei l t  in zweis t f indigen Abs t~nden  a u f g e n o m m e n .  

Die res t l ichen zwei Dri t tel  der  Energ ie  - zur  S ichers te l lung  e iner  ausrei-  
chenden  Gal lensekre t ion  und  dami t  e iner  k o n s t a n t e n  Fola t -El imina t ion  - 
muBten  von  den  V e r s u c h s p e r s o n e n  in F o r m  yon  100-150 g S c h o k o l a d e  
(2 ~g Folat  je  100 g), ebenfal ls  gleichm~Big f iber den  Tag verteil t ,  ve rzehr t  
werden.  

Die Ana ly t ik  der  Fols~iure erfolgt  r ad i ochem i s ch  (RIA, Testsatz:  Diagno-  
stic Products )  nach  d e m  Pr inzip  der  k o m p e t i t i v e n  P r o t e i n b i n d u n g s m e -  
thode  mi t  125j als Mark ie rungs i so top .  12SJ-Folsfiure konkur r i e r t  mi t  d e m  
fre igesetz ten P lasmafo la t  u m  die B i n d u n g  an  (zugesetz tem) ~-Lactoglobu-  
lin, d e m  spezi f i schen Fo l s~u reb indungsp ro t e in  aus Kuhmi lch .  Die nach  
A b t r e n n u n g  der  f reien (ungebundenen)  Fols~ure  g e m e s s e n e  Radioakt iv i -  
t~t ist u m g e k e h r t  p ropor t iona l  d e m  Fola tgeha l t  der  P r o b e  (12). Die 
B e s t i m m u n g  erfolgte  in e inem Gam m a-S c i n t i l l a t i onscoun t e r  (LKB, Ria- 
gamma) .  Der  MeBbereich ffir Fols~iure liegt zwischen  0,5 und  24 ng/ml. 
P l a s m a p r o b e n  mi t  h bhe ren  Konzen t r a t i onen  w u r d e n  du rch  Zugabe  yon  
Nul l s tandard  so wei t  verd~innt, dab  eine in den  MeBbere ich  fal lende 
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Abb. 3. Postresorptive Plasmafolatkonzentrationen nach Folacinapplikation in 
unterschiedlichen Formulierungen bzw. nach Placebogabe. 

Konzen t ra t ion  vorlag.  Es w u r d e n  jewei ls  D o p p e l b e s t i m m u n g e n  durchge-  
ffihrt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die ve rab re i ch ten  Pr f i fpr~para te  wie  das P l acebo  w u r d e n  von  den  betei-  
l igten V e r s u c h s p e r s o n e n  a u s n a h m s l o s  sehr  gut  ver t ragen .  Nach  P lacebo-  
gabe  wurde  das Basis-Fols~iure-Profil  f iber  den  P r f i fungsze i t r aum unter -  
sucht.  Da  es sich im S t r eube re i ch  des A u s g a n g s w e r t e s  bewegte ,  w u r d e n  
die B e r e c h n u n g e n  der  pos t r e so rp t iv  e rmi t t e l t en  Fl~ichenintegrale auf  den  
jewei l igen Nf ich te rnwer t  (8.00 Uhr) bezogen.  

W~ihrend der  Absorp t ion  erfolgt  berei ts  in der  Mukosaze l le  eine wei test-  
gehende  Metabol i s ie rung  sowohl  v o n  Fols~iure als auch  von  5-Formyl-  
Tetrahydrofols~iure zu 5-Methyl-Tetrahydrofols~iure,  der  wesen t l i chen  
F o r m  in der  Zirkulat ion,  so daB eine Aussage  zur Bio~iquivalenz der  als 
Tes t subs tanz  ve rab re i ch t en  5-Formyl-Tetrahydrofols~iure  ebenfa l l s  m6g-  
lich ist. Nach  der  L e b e r p a s s a g e  l iegen wei te re  s t o f f w e c h s e l w i r k s a m e  Me- 
tabol i ten  vor  (first pass  effect), die bei der  ana ly t i schen  B e s t i m m u n g  
durch  Wahl einer  gee igne ten  P r o b e n a u f a r b e i t u n g  in ihrer  G e s a m t h e i t  
erfa/3t we rden  k6nnen.  

Die A u s w e r t u n g  des pos t r e so rp t i ven  Kurven in t eg ra l s  nach  G a b e  v o n  
1 m g  Fols~ure  in w~iBriger L 6 s u n g  erg ib t  e ine  AUC yon  80,9 +-18,2 ng/ 
ml  • h (vgl. Tab.  2). Der  m a x i m a l e  S e r u m a n s t i e g  er re icht  ein AusmaB von  
Cmax = 28,29 +- 8,83 ng/ml, 1,0 h (tmax) nach  der  Appl ika t ion .  

Nach  oraler  App l ika t ion  yon  1 m g  5-Formyl -Te t rahydrofo l s~ure  wird 
das pos t re so rp t ive  Fl~chenintegra l  mi t  AUC = 82,40 + 31,20 ng/ml  x h 
ermittel t ,  wobe i  der  m a x i m a l e  S e r u m a n s t i e g  Cmax = 23,20 ng/ml  +_ 7,5 ng/ 
ml  betr~igt. Dieses  M a x i m u m  wird  nach  0,79 h er re icht  (tmax). 
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Die Mittelwerte der postresorptiven Kurvenverl~iufe der gepraften Fol- 
s~ureformulierungen sind in Abbildung 3 dargestellt, wobei ebenfalls das 
Basisprofil nach Placebogabe angegeben wird. Eine genauere Bewertung 
der relativen Bioverffigbarkeit l~Bt sich far das Formyl-THF-haltige Test- 
pr~iparat vornehmen, indem der Bioverfagbarkeitsquotient  aus den Flfi- 
chen nach THF-Gabe bezogen auf die Flfiche nach wfiBriger L6sung 
gebildet wird. Multipliziert man den erhaltenen Mittelwert mit 100, ergibt 
sich eine relative Bioverffigbarkeit der Formyl-THF von 102, d.h., die 
geprafte Substanz weist eine sehr gute Verffigbarkeit in bezug auf die 
Referenzl6sung auf. 

Nach varianzanalytischer Auswertung der individuellen AUCs von THF 
und Fols~iure in w~iBriger L6sung ergab sich mit einem MQR (mittlere 
Quadratsumme der Rest-Streuung) von 277 ein 95%-Vertrauensbereich 
(95%-VB) yon 0,83 bis 1,21 fur den gefundenen Bioverffigbarkeitsquotien- 
ten. Die bei der Ermittlung dieses 95%-VB zugrundeliegende mathemati- 
sche Vorgehensweise ist der Arbeit von Steinijans und Diletti (13) zu 
entnehmen. Gem~B dieser Autoren ist ein 95%-VB yon 0,8-1,2 far  den 
Bioverffigbarkeitsquotienten far biologisch ~iquivalente Pr~iparate tole- 
rierbar. 

Pi-inzipiell entsprechen die Freisetzungs- und Absorptionsraten aus 
pharmazeutischen Zuberei tungen nicht der Verfagbarkeit  von Wirkstof- 
fen aus w~Brigen L6sungen. Generell muB angenommen werden, dab 
nach Verabreichung von Trinkl6sungen mehr  absorbiert wird als nach 
Gabe yon festen pharmazeutischen Formulierungen. Diesem Umstand 
wird insofern Rechnung getragen, als man fiblicherweise davon ausgeht, 
dab pharmazeutische Zubereitungen, die mindestens 70 % der Verffigbar- 
keit nach Gabe der Vergleichssubstanz in w~iBriger L6sung aufweisen, im 
allgemeinen als sehr gut bioverffigbar zu bewerten sind. Somit ist die hier 
geprfifte 5-Formyl-THF-haltige Zubereitung im Vergleich zur w~i~rigen 
L6sung auBergew6hnlich gut verffigbar. 

Eine Vielzahl unterschiedlich dosierter folathaltiger Mono- und Kombi- 
nationspr~parate befinden sich im Handel. Mehrere dieser Pr~iparate wur- 
den unter anderem auch von uns in den vergangenen Jahren getestet und 
weisen in der Regel eine gute Verffigbarkeit auf (14, 15). 

Der Einsatz derartiger Pr~parate hat in mehrfacher  Hinsicht seine 
Berechtigung. Einerseits ist unter  den Bedingungen einseitiger Nahrungs- 
wahl und bei ungfinstigen Zubereitungsbedingungen, die mit erh6hten 
N~ihrstoffverlusten verbunden sind, die prophylaktische Anwendung von 
Vitaminpr~paraten sinnvoll. Andererseits ist unter  den Bedingungen 
eines erh6hten Bedarfs (z. B. Schwangerschaft) eine bedarfsgerechte Ver- 
sorgung nicht immer gew~ihrleistet, so da/3 die prophylaktische Einnahme 
von Vitaminpr~paraten auch hier ihre Berechtigung hat. Liegt bereits ein 
N~ihrstoffmangel vor, wird der therapeutische Einsatz mit h6herer Dosie- 
rung erforderlich, um den bestehenden Mangel zu beheben. Der Thera- 
pieerfolg ist dabei im wesentlichen abh~ingig v o n d e r  Verffigbarkeit des 
eingesetzten Mittels. Entsprechendes gilt auch fur den prophylaktischen 
Einsatz yon Vitaminpr~paraten. Um so erstaunlicher war es, dab bei dem 
hier zusiitzlich in die Testung miteinbezogenen Kombinationspr~parat 
praktisch keine Verffigbarkeit der Fols~iure zu erkennen war. Die Auswer- 
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t u n g  d e s  p o s t r e s o r p t i v e n  K u r v e n v e r l a u f s  e r b r a c h t e  n a h e z u  d e c k u n g s g l e i -  
c h e  E r g e b n i s s e  zu r  P l a c e b o g a b e  (s. Tab .  2 u n d  A b b .  3). 

W e l c h e  B e d e u t u n g  d e r a r t i g e n  V e r f f i g b a r k e i t s p r f i f u n g e n  z u k o m m t ,  w i r d  
u n t e r  a n d e r e m  d a r i n  d e u t l i c h ,  d a b  v e r e i n z e l t  d o c h  Pr~ ipara te  i m  H a n d e l  
s ind ,  d e r e n  Z u s a m m e n s e t z u n g  s c h e i n b a r  o p t i m a l  ist ,  d e r e n  ta t s~ ich l iche  
P o t e n z ,  b e s t i m m t e  N~ihrs toffe  fu r  d e n  O r g a n i s m u s  b e r e i t z u s t e l l e n ,  n a c h  
o b j e k t i v e r  B e w e r t u n g  j e d o c h  g e r i n g  ist .  F o l g l i c h  i s t  es  s e h r  zu  begr f iBen ,  
d a b  e n t s p r e c h e n d e  D a t e n  z u n e h m e n d  e r h o b e n  w e r d e n  u n d  d a m i t  w e i t e -  
res  E r k e n n t n i s m a t e r i a l  ffir  e i n e  z u v e r l ~ s s i g e r e  B e w e r t u n g  d e r  v e r s c h i e d e -  
n e n  P r ~ p a r a t e  zu r  V e r f f i g u n g  s teh t .  
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