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Einleitung 3

1 Einleitung

Da Herz-Kreislauf-Erkrankungen in unserer Gesellschaft eine entscheidende Rolle fur die
Mortditd und die Kostenentwicklung im Gesundheitswesen spielen, ist es wichtig, die
Risikofaktoren dafiir zu kennen.

Dazu zéhlen neben Bluthochdruck, Ubergewicht, Rauchen und Diabetes, auch erhohte
Blutfette - insbesondere das Cholesterin. (Berger 1998; Law et al. 1994a; Law et al. 1994b;
Murabito 1997; Thefeld et al. 1996). Zu hohe Cholesterinwerte fihren zu Arteriosklerose und
deren Folgen: Schlaganfélle, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes Mellitus Typ2
und kardiovaskularen Erkrankungen wie Angina Pectoris, Herzinfarkte und
Herzklappenverkalkungen. Durch die Framingham-Studie, eine Langzeitstudie, die seit 1948
durchgefthrt wird, ist dies seit den 60er Jahren wiederholt belegt worden
(http://www.framingham.com; Kannel et al. 1979). Es hat sich gezeigt, dass ab einem

Serumcholesterinspiegel von ca. 200mg/dl die Gefahr an Arteriosklerose und deren Folgen zu
erkranken, signifikant ansteigt (Windler et al. 1998). Eine epidemiologische Studie zeigte,
dass die Verminderung des Serumcholesterins um 23,21 mg/dl (das entspricht ca. 10%) das
Auftreten von koronaren Herzerkrankungen zwischen 20% fur die 70jahrigen und 50% fur die
40jahrigen  senkt (Law et al. 1994b). 1991 delte die Hypercholesterinamie
(Hypercholesterinamie: Serumcholesterin > 250mg/dl oder Vorliegen einer lipidsenkenden
Therapie) bei den 50- bis 69jahrigen den haufigsten Risikofaktor fir kardiovaskulére
Erkrankungen dar. Insgesamt hat mehr as ein Drittel der deutschen Bevdlkerung
Cholesterinwerte tber 250mg/dl. Wenn man von den Empfehlungen der Européischen
Atherosklerose Gesellschaft (EAS 1992) ausgehen wirde, nach denen der
Serumcholesterinspiegel unabhangig vom Alter unter 200mg/dl liegen sollte, dann hétten
sogar fast 80% (77,9% der Méanner und 77,4% der Frauen) der Deutschen ein erhohtes Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen (Thefeld et al. 1996; Thefeld et al. 1995). Besonderes
Augenmerk bei der Hypercholesterindmie und der daraus resultierenden Arteriosklerose gilt
den erhohten Werten von LDL- und VLDL-Cholesterin und den erniedrigten Werten von
HDL-Cholesterin  (Riede e a. 1993). Aber auch bei enem normalen
Gesamtcholesterinspiegel, konnen die Konzentrationen der verschiedenen Lipoproteine des
Gesamtcholesterins in einem atherogenen Verhdltnis zueinander stehen. So ist das Risiko fir
einen Myokardinfarkt erhéht, wenn die Konzentrationen fur das HDL-Cholesterin < 35 mg/d|
(0,9 mmol/l) bzw. das LDL-Cholesterin > 150 mg/dl (3,9 mmol/l) sind (Herold 1999). Bei 2/3
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der Infarktpatienten in der PROCAM-Studie lag der HDL-Wert < 35mg/dl. (Berger et al.
1998 PROCAM-Studie).

1.1 Aufbau und Funktion der Lipoproteine

Das Cholesterin ist ein entscheidendes Molekil fir den menschlichen Organismus.
Cholesterin bzw. Cholesterinester sind Bestandteile der Zellmembranen tierischer Zellen.
Durch den Umbau von Cholesterin entstehen Gallensduren und ebenfalls fir die Biosynthese
von Steroidhormone ist das Cholesterin von entscheidender Bedeutung.

In der Zirkulation wird das Cholesterin in Lipoproteine eingebaut transportiert. Lipoproteine
setzen sich aus Phospholipiden, Triglyceriden, Cholesterin und Apolipoproteinen zusammen
und ermoglichen einen geordneten Transport der Lipide im Blut. Durch ihren bipolaren
Aufbau sorgen die Lipoproteine fur die Wasserlodichkeit der aufgenommenen Lipide. Die
Lipoproteine lassen sich durch Ultrazentrifugation nach ihrer Dichte auftrennen: sehr geringe
Dichte, geringe und hohe Dichte kdnnen unterschieden werden (very low density lipoproteins
VLDL, low density lipoproteins LDL und high density lipoproteins HDL) . Eine Bande
unterhalb des VLDL findet man die Chylomikronen, die sehr lipidreich sind (Loffler et al.
1990). Neben der Ultrazentrifugation lasst sich die Konzentration des LDL-Cholesterin auch
durch die Friedewald-Formel berechnen, sofern die Konzentrationen von Gesamtcholesterin,
Triglyceriden und des HDL-Cholesterins bekannt sind: LDL-Cholesterin = Gesamtcholesterin
— (Triglyceride/5 — HDL-Cholesterin).

Die Lipoproteine haben unterschiedliche Funktionen im Organismus (s. Tabelle), so sind die
Chylomikronen (Dichte < 0,95 gr/cm®) fur die Aufnahme der exogen mit der Nahrung
aufgenommenen Triacylglycerine zustandig. Sie werden in den Mucosazellen des DUnndarms
durch Assoziation von Triacylglycerinen, Cholesterin und Phospholipiden mit den
Apolipoproteinen A I, A 1l, und B48 gebildet. Uber die intestinalen Lymphbahnen und
letztlich Gber den Ductus thoracicus gelangen sie in den Blutkreislauf. Ihr Lipidanteil betragt
zwischen 98 und 99,5%. Sie werden im Kapillarendothel und extrahepatischen Gewebe durch
die Lipoproteinlipase sehr schnell delipidiert und sind daher im Nulchternserum nicht
nachweisbar. Aus den Chylomikronen entstehen, nachdem ein Grolitell ihrer Triacylglycerine
abgebaut und ein Apolipoproeteinausstausch stattgefunden hat, die HDL und die Uberbleibsel
der Chylomikronen, die s.g. ,Remnants’. Diese ,,Remnants® wandern zurlck zur Leber
werden dort verstoffwechselt.

Die VLDL werden auf gleiche Weise wie die Chylomikronen von den Hepatozyten in der
Leber gebildet, sie setzen sich jedoch aus den Lipoproteinen C I, C I1l, B100 und E
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zusammen. Die VLDL (Dichte 0,95-1,006 g/cm?) werden entsprechend ihrer Bande in der
Lipidelektrophorese auch als Prébetalipoproteine bezeichnet. Sie transportieren die endogen
in der Leber synthetisierten Triacylglycerine und bestehen zu 85-90% aus Lipiden. Nach der
Delipidierung durch die Lipoproteinlipase, entstehen aus den VLDL Uber die Zwischenstufe
der IDL, die LDL (Dichte 1,006-1,063 g/cm?), welche Cholesterin zu den extrahepatischen
Zellen beférdern und dort fir ein Cholesteringleichgewicht in der Zelle sorgen. In der
Elektrophorese wandern die LDL als Betalipoproteine. Die HDL (Dichte 1,063-1,25 g/cmg)
wandern als Alphalipoprotein. In HDL sind ca. 50% Lipide und 50% Proteine enthalten. Von
den HDL werden 20% des Cholesterins aus den extrahepatischen Zellen zur Leber
transportiert, was den antiatherogenen Effekt der HDL erkléart. (Herold 1999, Wahl 1999). Sie
beeinflussen die Lipolyse und steuern das Cholesteringleichgewicht. Die Aufnahme des
Cholesterins in die Zellen wird durch Rezeptoren geregelt. Bei verminderten oder defekten
LDL-Rezeptoren kommt es zu einer gestorten Aufnahme des LDL in die Zellen. Das
Uberschissige Cholesterin wird von Makrophagen aufgenommen, die in den Gefél3wanden zu
Schaumzellen werden und somit die Entstehung von atherogenen Plagues einleiten
(Silbernagl et al. 1998; Terres et a. 1999). Folglich hat das erhdhte LDL eine entscheidende
Rolle in der Entstehung von Atherosklerose. Das HDL kann, daesin der Lage ist, Cholesterin
aus den Zellen aufzunehmen und wieder zur Leber zurlckzufuihren, der Atherosklerose
entgegenwirken (Wahl 1999).

Lipoprotein- % % Apolipoproteine  Bildung in Transportfunktion

Klasse* TG Chol. bzw.[aus]

Chylomikr. 90 3 Al, B48, CII+lIl, Darm TG u.a.: Darm = Peripherie
E

Chyl.-Rest [Chylomikr.] Lipide: Darm = Leber

VLDL 65 15 B100O, ClI+III,E  Leber TG u.a: Leber = Peripherie

IDL B100, ClII, E [VLDL, Lipide: = Leber, LDL

HDL]
LDL 10 45 B100 [IDL] Cholesterin:  IDL = Leber,
Peripherie

HDL 5 20 Al I +1V, Clll, Peripherie Cholesterin: Peripherie = IDL

D, E

* Bel der eektrophoretischen Trennung unterscheidet man Alpha-Lipoproteine (=HDL), Pré&-beta-
Lipoproteine(=VLDL) und Beta-Lipoproteine (=LDL) (Tabelle aus Taschenatlas der Pathophysiologie
Silbernagl 1998)
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1.2 Welche Formen der Fettstoffwechselstor ungen gibt es ?

Zur Basisdiagnostik der Fettstoffwechselstorungen gehoren die Bestimmungen von
Gesamtcholesterin und Triglyceriden im Nlchternserum. Je nachdem, welche Blutfette erhdht
sind, kann man dadurch zwischen Hypertriglyceridamien, Hypercholesterinamien und
gemischten Hyperlipidamien differenzieren. Da die Lipide immer an Proteine gebunden sind,
handelt es sich bei Hyperlipiddmien auch immer um Hyperlipoproteindmien. Bei den
Hyperlipoproteindmien konnen zwei Formen unterschieden werden: die primére und die
sekundare Form ( Wahl 1999). Die priméren Formen der Fettstoffwechselstérungen sind
genetisch bedingt. Die haufigste Form dabeli ist die polygene Hypercholesterinamie. Darunter
werden alle Erhdhungen des LDL-Cholesterins zusammengefasst, fur die es keine ndher
bekannten Ursachen gibt. Besonders in den westlichen Industrienationen wird das Auftreten
der polygenen Hypercholesterinamie durch Uberernghrung mit fett- und cholesterinreichen
Nahrungsmitteln beglnstigt. Auch die verminderte Zahl der LDL-Rezeptoren spielt eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Hypercholesterindmien (Windler et al. 1998,
Wahl 1999). Weitere haufige Formen der priméren Fettstoffwechselstérungen sind die
sporadische oder familiare Hypertriglyceridamie, mit erhohten Triglyceriden und die
Hypoalphalipoproteindmie, hierbei ist das HDL-Cholesterin vermindert (Wahl 1999). Neben
den genannten Stoffwechselstérungen sind noch weitere bekannt, die ebenfalls auf Enzym-,
Rezeptor- oder Apolipoproteindefekte beruhen, auf die hier jedoch nicht weiter eingegangen
wird.

Bei den sekunddren Hyperlipidamien koénnen die Blutfette aufgrund zahlreicher
Erkrankungen wie Diabetes Mellitus, Hypothyreose, nephrotisches Syndrom etc. erhdht sein.
Hier muss die zugrundeliegende Erkrankung behandelt werden (Koletzko 1998). Sekundére
Fettstoffwechselstérungen kdnnen jedoch auch durch Alkohol, und Medikamente wie
Kontrazeptiva, Beta-Blocker, Diuretika und Steroide ausgelost werden (Sailer et a. 1999).
Referenzbereiche fur die Blutfette bel der Lipidelektrophorese sind:

Gesamtcholesterin < 200mg/dI (5,2 mmol/l)

LDL-Cholesterin < 130 mg/dl (3,36 mmol/I)

Triglyceride < 160 mg/dl (1,8 mmol/l)

Lipoproteina[Lp(a)] < 30 mg/dl (Dormann 1997)
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1.3 Welche M oglichkeiten gibt es, den Cholesterinspiegel zu senken?

Erndhrungstherapie und korperliche Aktivitét

| | }
Pharmakol ogische M onotherapie

| |
Pharmakol ogische K ombinationstherapie

|
Technische Verfahren (LDL-Apherese)

Abbildung 1. Stufenschema zur Behandlung von Fettstoffwechsel stérungen (Karow et al. 1998)

Obwonhl es mittlerweile ein grof3es Angebot an cholesterinsenkenden Medikamenten gibt, ist
es doch empfehlenswert und am einfachsten durchzufihren, wenn Patienten mit einer milden
Hypercholesterindmie zuerst didtetisch behandelt werden (Ikeda et al. 1998). Individuell kann
durch eine gezielte Erndhrungsumstellung das LDL-Cholesterin um bis zu 15% gesenkt
werden (Karow et a. 1998).

Einen grof3en Einfluss auf den Serum-Cholesterinspiegel hat die Fettzusammensetzung der
Nahrung. Wenn die gesdttigten Fettsduren, durch einfach- oder mehrfachungeséttigte
Fettsduren ausgetauscht werden, kann der Cholesterinspiegel um 10% gesenkt werden
(Howsell 1997, Mensink 1992).

Ein welteres Ziel sollte die Gewichtsnormalisierung sein. Eine Maoglichkeit, um das
Korpergewicht einzuschétzen ist der Korper-Masse-Index (Body Mass Index, BMI). Hierbei
wird das Gewicht durch die Korpergrof3e im Quadrat dividiert (kg/m?). Die Normalwerte des
BMI fur Manner liegen bei 20-25 kg/m?, die fur Frauen bei 19-24 kg/m2. Zusétzlich kann das
Sollgewicht nach Broca ermittelt werden: Sollgewicht in kg = Koérpergrofie in cm — 100
(Frauen — 10%) (Hahn 1997). Mit der PROCAM-Studie konnte belegt werden, dass LDL-
Cholesterin und die Triglyceride positiv mit dem BMI Kkorrelieren. Zwischen dem HDL-
Cholesterin und dem BMI bestand eine negative Korrelation (Schulte et a. 2001). Das Ziel
der Gewichtsnormalisierung kann durch regelmaiiige korperliche Aktivitéat und Diét erreicht

werden.
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Wenn diétetische Mal3nahmen nicht ausreichen sind, muss medikamentds unterstiitzt werden.
Fur die lipidsenkende Therapie stehen verschiedene Medikamente zur Wahl, die sowohl in
der Monotherapie, als auch in der Kombinationstherapie angewendet werden (Hackelsberger
2001).

Die Clofibrinsaurederivate (Fibrate) flhren zu einer Aktivitdtssteigerung der
Lipoproteinlipase. Dadurch kommt es zu einer Minderung der VLDL-Synthese.

Eine weitere Stoffgruppe bilden die Statine, die s.g. HMG-CoA-Reduktase-Hemmer
(Cholesterinsynthese-Enzym-(CSE-)Hemmer). Die Statine vor dlem mindern die
Cholesterinsynthese im Organismus (Miettinen et a. 2000). Um den Cholesterinbedarf zu
decken, bildet der Korper vermehrt LDL-Rezeptoren. In folge dessen kommt es auf Grund der
erhohten Resorption zu einer Senkung des LDL-Cholesterinspiegels.

Anionenaustauscher wie z.B. Colestyramin, haben ihren Angriffspunkt im Darm. Indem sie
dort Gallensauren binden, die zum Grof3teil aus Cholesterin bestehen, unterbrechen sie den
enterohepatischen Kreislauf und entziehen dem Korper somit Cholesterin - es kommt zu
einem Absinken des Serumcholesterins. Kompensatorisch kommt es auch hier zu einem
Anstieg der LDL-Rezeptoren und somit zu einem Absinken des LDL-Serumspiegels.

Zu nennen sind auch die Nikotinsdurederivate. Sie hemmen die Triglyceridlipase worauf hin
es zu einer verminderten Bildung der Triglyceride kommt. Gleichzeitig wird die Aktivitét der
Lipoproteinlipase gesteigert, was ebenfalls zu einer Senkung des LDL-Cholesterins im Serum
fahrt ( Schonhofer et al. 1997; Terres et a. 1999).

Eine technische Mdglichkeit um die Cholesterin-Serumkonzentration zu reduzieren, welche
jedoch als Ultima ratio betrachtet werden muss, ist die LDL-Apherese, bei der mittels Filter
das LDL-Cholesterin extrakorporal entfernt wird, (Karow et al. 1998).

Ein pflanzliches Préparat zur Senkung des Cholesterinspiegels ist das (3-Sitosterin. Dieses
Medikament macht sich die Eigenschaften der Pflanzensterine zu Nutze. Durch die
molekulare Ahnlichkeit zum Cholesterin, kann das Sitosterin um die Rezeptorgtellen fur das
Cholesterin im Dinndarm konkurrieren, ohne jedoch resorbiert zu werden (Schonhofer et al.
1997). Die Folge ist, dass weniger Nahrungscholesterin aufgenommen wird und somit der
Serumcholesterinspiegel gesenkt werden kann.

Dieser cholesterinsenkende Effekt von Sterolen wurde in den 50er Jahren im Tiermodell und
erstmalig am Menschen beobachtet (Pollak 1953a; Pollak 1953b; Best 1954). Best
untersuchte an 9 Probanden mit einer schwach ausgeprégten Hypercholesterindmie den
Effekt von [(-Sitogterin. Im Verlauf der Studie zeigte es sich, dass die
Serumcholesterinspiegel bei den Probanden um 6,7 — 20 % gesunken waren (Best 1954).
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Die Einstellung der Blutfette ist auch immer eine Frage der zusétzlichen Risikofaktoren und
Vorerkrankungen. Liegen keine weiteren Risikofaktoren fur Arteriosklerose vor, so kann ein
hoherer Cholesterinspiegel toleriert werden, als bei einem Patienten mit Zustand nach
Myokardinfarkt.

Tabellel: Zielwertefir die Behandlung von Fettstoffwechselstérungen (Windler et al. 1998)

Lipide Zielwerte, wenn  Zielwerte, Zielwerte, wenn Zeichen

kein weiterer wenn weitere von Arteriosklerose  oder

Risikofaktor Risikofaktoren koronarer

vorliegt vorliegen Herzkrankheit vorliegen
Gesamtcholesterin < 250 mg/dl < 200mg/dl < 200mg/dl

< 5-6,5 mmol/I <5 mmol/l <5 mmol/l
LDL-Cholesterin < 150 mg/dl <130 mg/di <100 mg/di

<4 mmol/l < 3,5 mmol/l < 2,5 mmol/l
HDL-Cholesterin > 40 mg/dl > 40 mg/dl > 40 mg/dl

> 1 mmol/I| > 1 mmol/I| > 1 mmol/|
Triglyceride <150 mg/dl <150 mg/di <150 mg/di

< 2,0 mmol/I < 2,0 mmol/I < 2,0 mmol/I

1.4 Functional food

1993 entstand in Japan der Begriff ,, FOSHU* (Foods for specified Health Use) (Arai 2000).
Mittlerweile setzt sich immer mehr der Trend durch, Lebensmittel mit Spurenelementen
anzureichern, die fr den Organismus wichtig sind. Das fangt beim Speisesalz mit Jodid und
Fluorid an, geht Uber probiotische Joghurtkulturen, Brote mit Omega-3-Fettsauren, bis zu
ACE-Getranke mit darin enthaltenen Vitaminen und vielem mehr.

Pflanzensterine und ihr cholesterinsenkendes Potential werden fir die gesundheitsbewusste
Erndhrung immer wichtiger (Thurnham 1999; Lichtenstein 2001). Der neueste Trend in der
Nahrungsmittelindustrie besteht darin, Margarine mit Pflanzensterinen zu versetzen, um den
Cholesterinspiegel auf vertragliche Art zu senken. Dabei ist die Didtmargarine ,, Becel-Pro-
Aktiv* vom Unilever - Konzern zu nennen. Bel diesem Produkt wird der Margarine Sitostanol
beigegeben. Eine klinische Studie mit Probanden, deren Cholesterinwerte leicht erhdht waren
zeigte, dass sich durch Margarine, die mit Sitostanolestern angereichert war, das

Serumcholesterin durchschnittlich um 10,2 % gesunken war. Das LDL-Cholesterin sank um
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14,1% (Miettinen 1995). Auch in anderen Kklinischen Studien wurde belegt, dass
durchschnittlich 2g Sterine, bzw. Stanole, die in Margarine eingebracht wurden, in der Lage
waren, die Blutfette positiv zu beeinflussen (Law 2000; Wong 2001; Kritchevsky 1997).

1.5 Pflanzensterine und deren Wirkung auf den menschlichen Organismus

Sterine sind Verbindungen, die aus einem Steran-Gerust bestehen, das eine Hydroxyl-Gruppe
tragt. Dieses Steran-GerUst wird aus Squalen gebildet, was wiederum aus drei Acyl-Resten
entstent. Sterine kommen sowohl im Tierreich als auch im Pflanzenreich vor. Man
unterscheidet deshalb zwischen Zooserinen — der wichtigste Vertreter ist das Cholesterin -
und den Phytosterinen, hier sind [3-Sitosterin, Campesterin und Stigmasterin zu nennen
(Baltes 2000; Kritchevsky 1997).

Die Phytosterine dienen den Pflanzen zur Synthese von Steroidhormonen (Latscha et al.
1997), waeterhin sind Phytosterine fir die Zellmembran wichtig. Die Phytosterine
unterscheiden sich vom Cholesterin durch unterschiedliche Seitenketten an der C24 Position
(Abbildung).

Campesterin Sitogterin Cycloartenol
Abbildung 2 Aufbau der Pflanzensterine

Cholesterin aus der Nahrung wird im Dunndarm zu 30-70% resorbiert (Kudchodkar et al.
1973), wohingegen die Pflanzensterine zu einem weit geringeren Anteil im Darm
aufgenommen werden. Uber die Nahrung werden in der westlichen Welt taglich zwischen

200 und 400mg Phytosterine aufgenommen, was der Menge an Cholesterin entspricht (Ling
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1995; Schothorst 1999). Man kann aber davon ausgehen, dass nur 5% des [3-Sitogterins, 15%
des Campesterins und weniger als 1% der Stanole aus der Nahrung resorbiert werden (Jones
et a. 1997).

Durch die Ahnlichkeit der Pflanzensterine zum Cholesterin konkurrieren sie um den
beschrankten Platz in den gemischten Mizellen im Darm und verdrangen somit das
Cholesterin. Die Folge ist, dass weniger Cholesterin resorbiert und mehr mit dem Faeces
ausgeschieden wird (Gylling 1997; Gylling et a. 1999a; Gylling et al. 1999b; Heinemann et
al. 1991; Jones et al. 1997; Lees 1977).

Stanole sind geséttigte Sterine. Sie haben keine Doppelbindung im Sterinring. Um ihre
Fettloslichkeit zu erhdhen, werden Sterine, bzw. Stanole mit Fettsuren verestert. Es wurde in
Studien belegt, dass Stanolester wirkungsvoll in der Lage sind, den Cholesterinspiegel zu
senken. So reichte eine Menge von 1,5g/d Sitostanol (die geséttigte Form des Sitosterins) aus,
um bel Patienten mit einer Hypercholesterindmie den LDL-Cholesterinspiegel um 10-15% zu
senken, ohne dass dabei Veranderungen beim HDL-Cholesterin und den Triglyceriden
festgestellt werden konnten (Heinemann et al. 1986). Gylling und Mitarbeiter konnten sogar
eine Erhohung des HDL-Cholesterins feststellen, was sich positiv auf das HDL/LDL-
Verhdltnis ausgewirkt hat (Gylling et a. 1999a). Im Hinblick auf die Wirksamkeit der
verschiedenen Phytosterine gibt es unterschiedliche Studienergebnisse. Im Vergleich mit
Sitogterin und Campesterin, scheint das cholesterinsenkende Potential beim [(-Sitostanol
grofRer zu sein (Jones et al. 1997, Miettinen et al. 1994, Heinemann et al. 1991). Bei den
Studien von Normén und Weststrate jedoch konnten keine wesentlichen Unterschiede
zwischen Sterinen und Stanolen beziiglich des cholesterinsenkenden Effektes festgestellt
werden (Normén et a. 2000, Weststrate et al. 1998).

Bei einem Grofdteil der Bevolkerung kann davon ausgegangen werden, dass es im
Intestinaltrakt nur zu einer minimalen Resorption der Phytosterine kommt. Eine Erkrankung,
die jedoch in Verbindung mit der Resorption von Phytosterinen genannt werden sollte, ist die
Phytosterolamie, die auch als Sitosterolamie bekannt ist. Hierbei werden die Phytosterine in
wesentlich hdherem Mal3e im Dunndarm resorbiert, as bei gesunden Personen. Die Folge
sind tuberdse und tendindse Xanthome sowie Erkrankungen des atherosklerotischen
Formenkreises (L Utjohann et al. 1997).

1.6 Reisschalendl und Gamma-Oryzanol

In Asien, wird schon seit Jahren Reisschalentl als gesundheitsforderndes Lebensmittel

konsumiert. Jahrlich werden in Japan etwa 80 000 Tonnen Reisschalendl verbraucht, was
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einen Anteil von 3,5 % des gesamten Pflanzentls ausmacht (Sugano 1997). Reisschalendl
besitzt viele bioaktive Polyphenole, die antioxidativ und krebsverhindernd wirken. Die
Hauptbestandteile dieser Polyphenole sind: Ferulasdure, Ferulasureester (s. Abbildung) und
die unverseifbaren Komponenten Tocopherol, Tocotrienol und Pflanzensterine (Jariwalla
2001; Osawa 1999). Neben der antioxidativen Wirkung besitzt die Ferulasure auch ein
antibakterielles Potential. In der Kosmetik wird Ferulasdure als Lichtschutzfaktor fir die Haut

eingesetzt und in Lebensmitteln verhindert sie das Oxidieren von Fetten (Jariwalla 2001; Graf
1992).

COOH

OCH
OH

Abbildung 3 Ferulasaure (C10 H10 O4)

Ahnlich wie andere pflanzliche Ole ist Reisschalendl in der Lage, den Cholesterinspiegel
positiv zu beeinflussen (Gerhardt 1998). Mehrere Studien die an Tieren und Menschen
durchgeftihrt wurden, belegten die Cholesterinsenkende Wirkung von Reisschalendl
(Lichtenstein et al. 1994; Rukmini et a. 1999; Nicolosi et al. 1991; Sharmaet al. 1986). Diese
Auswirkungen auf das Lipidprofil werden zum Teil bestimmten Bestandteilen des
Reisschalentls, wie Gamma-Oryzanol und Tocotrienol zugeschrieben (Sugano et al. 1999).
Als Gamma-Oryzanol bezeichnet man eine Fraktion des Reisschalendls. Es besteht aus

mehreren Phytosterinen, die mit der Ferulasaure verestert sind.
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Abbildung 4 Ferulasiureester der Phytosterine Cycloartenol (oben) und 24-M ethylencycloartenol (unten)

HO

Den grofdten Anteil der Phytosterine im Oryzanol machen Cycloartenol,
Methylencycloartenol, [3-Sitosterin und Campesterin aus. Die genaue Zusammensetzung des
Oryzanols hangt von der Reissorte ab (de Deckere et al. 1996). Unbehandeltes Reisschalendl
enthalt 1,56% Oryzanol (Norton et a 1995). Nachdem bereits durch die Versuche von Ikeda
et a gezeigt wurde, dass sich bel Ratten mit Phytosterinen Sitosterin und Fucosterin die
Cholesterinabsorption zwischen 57% und 41% hemmen lasst (Ikeda et al. 1988), konnten
auch Rong und Mitarbeiter Im Tiermodell den cholesterinsenkenden Effekt von Oryzanol bei
Hamstern nachweisen. Neben der Senkung des Plasmacholesterins um 28%, konnte die
enterale Resorption des Cholesterins um 25% reduziert werden (Rong et al. 1997). Andere
Studien, bei denen Margarine mit Oryzanolzusatz verwendet wurde, um das Cholesterin zu
senken, kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Bel den Probanden von Vissers, die einen
normalen Cholesterinspiegel hatten, lies sich mit einer Tagesdosis von 2,1g Oryzanol Sterine
in 29g Margarine die Konzentration des LDL-Cholesterins um 9% senken (Vissers et al.



Einleitung 14

2000). In der Versuchsreihe von Weststrate konnte fur die Reisschalen-Sterine keine
cholesterinsenkende Wirkung nachgewiesen werden (Weststrate et al. 1998).

Man weil3, dass Personen mit leicht erhthtem Cholesterinspiegel, von Nahrungszusétzen wie
Pflanzensterine in Margarine profitieren kénnen, da sie dadurch in der Lage sind, lhren
Cholesterinspiegel zu senken (Gylling et a. 1997; Hallikainen et al. 1999; Law 2000;
Miettinen et al. 1995; Stalenhoff et al. 2001). Mit unserer Studie, haben wir den Verzehr 40 g
einer linolséurereichen Digmargarine, mit oder ohne Gamma-Oryzanolzusatz und die daraus
resultierenden Auswirkungen auf das Lipidprofil von Erwachsenen mit erhdhten

Cholesterinwerten untersucht.
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2 Zielsetzung

Es sind schon mehrere Studien durchgefiihrt worden, in denen der positive Effekt der
Phytosterine auf den Lipidstoffwechsel belegt werden konnte (Law 2000). Mit dieser Studie

wollten wir herausfinden, ob sich durch den Zusatz von 1,6 g Gamma-Oryzanol in Margarine

statistisch nachweisbare Konzentrationsdnderungen bei den Lipoproteinen im Plasma

erreichen lassen, bzw. andere Effekte sichtbar werden.

I m Einzelnen sollen folgende Hypothesen getestet werden:

1.

Der t&gliche zusétzliche Verzehr von 1,6 g Gamma-Oryzanol Gber 4 Wochen fuhrt zu
einer statistisch nachweisbaren Senkung des Gesamtcholesterins und des LDL-Chole-
sterins im Plasma.

Das LDL/HDL-Verhdltnis wird nachweisbar kleiner (die verminderte
Cholesterinresorption  fuhrt zu niedrigerem  VLDL-Cholesterin - und  somit
vermindertem LDL-Cholesterin, wéahrend kein direkter Einflu auf die HDL-
Produktion erwartet wird).

Es ergibt sich keine signifikante Veranderung bei den Plasmatriglyceriden (andere
Einflussfaktoren [z.B. Gesamtenergieaufnahme] haben einen stérkeren Einflul? auf die
Triglyceride als die Cholesterinaufnahme).

Es ergibt sich keine signifikante Verénderung der Lp(a) Konzentration, aber die Kon-
zentration an Lp(a) konnte sich als Einflussgrof3e auf die Cholesterinkonzentration er-
weisen.

Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied bel den Konzentrationen von Vitamin
A/E und a- und B-Carotin zwischen den Gruppen (als Mechanismus fir die Wirkung
der pflanzlichen Sterine wird eine Verdrangung aus den Mizellen diskutiert, somit be-
steht auch die Moglichkeit einer verminderten Resorption der fettldslichen Vitamine,
so dass hier ein potentieller Einflul abgeklart werden sollte).

Die totale antioxidative Kapazitéat im Plasma steigt an (Ferulaséure hat antioxidative
Wirkung, somit konnte sich hier ein zusatzlicher positiver Effekt ergeben, der dann
gegebenenfalls eine ndhere Untersuchung rechtfertigt).

Die Konzentration an pflanzlichen Sterolen im Plasma steigt nicht Uber den
natUrlicherweise beobachteten Schwankungsbereich hinaus an (zum einen als
Sicherheitsparameter erforderlich, um auszuschlief3en, dass hhere Konzentrationen an
den Sterolen auftreten und die gefundenen Werte konnten zum Versténdnis der

Wirkung des Oryzanols beitragen).
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8. Die Plasmakonzentrationen von Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT), Alanin-
Amino-Transferease (ALAT) und Aspartat-Amino-Transferase (ASAT) werden durch
den Konsum der Studienmargarinen nicht beeinflusst (weiterer Hinweis auf die

Unbedenklichkeit des Oryzanolzusatzes).
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3 Probanden und Methoden

Ausgehend von der Hypothese, dass bei einer angemessenen Oryzanolmenge durch die darin
enthaltenen Sterole die Plasmalipide, insbesondere das Gesamtcholesterin und das LDL-

Cholesterin signifikant gesenkt werden kdnnen, wurde eine klinische Studie geplant.
3.1 Studienaufbau

Die Studie wurde als doppelt blind randomisierte Paralelstudie durchgefihrt. Auf diese
Weise konnten die Effekte des Gamma-Oryzanolzusatzes von anderen nicht
auszuschlief3enden Einflussfaktoren auf die Studienteilnehmer unterschieden werden.

Die von der Firma Rau Lebensmittelwerke, Hilter Deutschland hergestellte Margarine wurde
in Plastikbehélter abgefllt, die nur durch eine unterschiedliche Produktkodierung (Gruppe A
oder Gruppe E) zu unterscheiden war, aus der aber nicht hervorging, in welcher Margarine
Oryzanol enthalten war und in welcher nicht.

Die Probanden wurden zufallig durch eine Computerauswahl den Gruppen zugelost.
3.2 Ethische Aspekte

Die Studie zur Wirkung des Verzehrs einer Margarine mit Oryzanolzusatz auf den
Lipidstoffwechsel, wurde in der Ethik-Kommission der Bayerischen Landesérztekammer
genehmigt (Ethik-Kommission Nr.99275). Es wurden keine Bedenken bezliglich der
Durchfiihrung dieser Studie gedul3ert.

3.3 Studiennahrung

Als Studiennahrung wurde von der Walter Rau Lebensmittelwerke GmbH (Hilter,
Deutschland) eine Digmargarine mit 40 % Fettgehalt (geséttigte Fettsduren 24 %, einfach
ungeséttigte Fettsduren 26 %, mehrfach ungeséttigte Fettsduren 50 %) mit und ohne 4 %
Oryzanolgehalt bereitgestellt. Beide Margarinen enthielten auch 0,9 mg Vitamin A und 50 mg
Vitamin E als a - Tocopherol pro 100g und Carotin als Farbstoff. Durchschnittlich enthielt
die Margarine ca. 50% Linolsdure. Als Emulgator wurde Monoglycerid und als
Stabilisator/Geliermittel Pektin verwendet. Die Margarine war frei von Transfettsauren,
tierischen Fetten und Konservierungsmitteln. Der durchschnittliche physiologische Brennwert
der Margarine lagt bei 1480 kJ / 100g bzw. 360 kcal / 100g. Mit dem geplanten t&glichen
Verzehr von 40 g dieser Margarine nahmen die Probanden in der Oryzanol-Gruppe also
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nominal 1,6 g Oryzanol taglich zu sich. Diese Dosierung lag in dem Bereich der
Phytosterinzufuhr, die nachweisbare Effekte auf den Lipidstoffwechsel gezeigt hat (Miettinen
et a. 1995).

Tabelle2: Zusammensetzung der Studienmar garine berechnet fir 100 g (Her stellerangaben)

Oryzanol-Gruppe  Kontroll-Gruppe

Energiegehalt (kcal/1009) 360 360
Fett (%) 40 40
Geséttigte Fettsauren (%) 27,8 26,0
Einfach ungesdttigte Fettsuren (%) 21,4 23,8
Mehrfach ungeséttigte Fettsauren (%) 50,8 50,2
Linolsaure (%) 50,5 49,7
Vitamin E (mg/100g) 50 50
Vitamin A (ug/1009) 900 900
Oryzanol 4 0

3.4 Probandenrekrutierung

Die Probanden aus Minchen und dem Munchener Umland wurden durch Aushénge an den
schwarzen Brettern in der Poliklinik Pettenkoferstr.8a, im Klinikum Grof3hadern und durch
eine Zeitungsanzeige auf die Studie aufmerksam gemacht. Durch eine kurze Befragung am
Telefon wurde bereits im Vorfeld die Eignung der Probanden abgekléart. Dabel wurden Fragen
zu Erkrankungen, Medikamenten und Lebensgewohnheiten gestellt. Die entsprechenden
Einschlusskriterien werden in Kapitel 3.5 nadher erlautert. Telefonisch wurde mit den
Probanden ein Termin zur Blutabnahme vereinbart, zu dem sie niichtern erscheinen muf3ten

('s. 3.6, Ablaufdiagramm).
3.5 Probandenkollektiv

Die Probanden mussten laut Studienprotokoll folgende Kriterien erfullen, um an der Studie
teilzunehmen:
» Plasmacholesterin : Das Plasmacholesterin musste = 200mg/dl sein, wobei das LDL
Cholesterin nicht unter 130mg/dl sein durfte.
» Alter: Die Probanden mussten mindestens 18 Jahre sein.
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* Body-Mass-Index: Der BMI musste kleiner 31 sein (wir haben einen BMI von 31
gewdhlt, da die Probanden mit Kleidung gewogen wurden und somit noch ca. 2 kg
vom Gewicht abgezogen werden kann).

* Die Probanden mussten eine omnivore Erndhrung haben, durften aber keine
Fischolkapseln oder Vitamin E Supplemente zu sich nehmen.

* Die Probanden sollten schon vor der Studie mindestens 25 g Streichfett pro Tag
konsumieren.

» Keine Einnahme von medikamentdsen Lipidsenkern, wie Chlorfibrinsdurederivate,
CSE — Hemmer (Simvastatin, Atorvastatin etc.) und Anionenaustauscher im Zeitraum
von 3 Monaten vor Beginn der Studie.

* Ken Verzehr von Lebensmitteln, die speziell 16sliche Ballaststoffe enthalten (z.B.
Pektin).

* Die Probanden durften nicht an metabolischen und gastrointestinalen Erkrankungen

leiden.
3.5.1 Die Zusammensetzung des Probandenkollektivs:

Insgesamt haben 71 Probanden mit der Studie angefangen, von denen 69 die Studie bis zum
Ende durchftihrten. Zwei Probanden mussten jedoch wegen einer schwerwiegenden Infektion
und der daraus resultierenden Antibiotikaeinnahme, bzw. dem Beginn einer
Diabetesmedikation ausgeschlossen werden (S. néchste Seite).

Das Probandenkollektiv setzte sich somit aus 36 Frauen und 33 Méannern zusammen. In der
Oryzanol-Gruppe befanden sich 21 Frauen und 17 Manner. In der Kontroll-Gruppe waren 15
Frauen und 16 Méanner. Die demographischen Daten und die Laborwerte der Probanden
werden in Kapitel 4 besprochen und ausgewertet.
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3.6 Konzeption und Durchfihrung

Im folgenden Kapitel soll der genaue Ablauf der Studie beschrieben werden. In Abbildung 5
sind die wichtigsten Schritte und V orgehensweisen dargestellt.

(tel.) Befragung Vorauswahl N =150

v

Cholesterin - Schnelltest N = 120

v

1. Blutabnahme N = 71
Messung von Korpergrof3e und Gewicht

v v
38 Probanden 31 Probanden
Gruppe A Gruppe E
v v
Befragung N = 69
v

2. Blutabnahme N = 69
Messung von Gewicht

v

Datenauswertung N = 69

Abbildung 5 Ablauf des Experiments

Die Studie fand in den Zeitrdumen vom 18. November 1999 bis zum 22. Dezember 1999 und
vom 10. Januar 2000 bis zum 23. Februar 2000 in der Kinderpoliklinik der Universitat
MUnchen Pettenkoferstr. 8a satt.

Die Probanden erschienen zur ersten Blutabnahme morgens nichtern in der Klinik. Vor der
Blutabnahme wurde den Probanden ein Aufklarungsbogen® zur Studie vorgelegt, in dem auf
die Bedingungen der Durchfiihrung und die Risiken der Studie hingewiesen wurde. Nach dem

aufmerksamen Lesen des Aufklarungsbogens wurde die Einverstandniserklarung® zur

! Siehe Anhang Informationsblatt fiir die Probanden

2 Siehe Anhang Einverstandniserkl&rung
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Teilnahme an der Studie unterschrieben. Weiter wurden die Probanden zu ihren Lebens®- und
Ernahrungsgewohnheiten* befragt. Bei den Fragen zur Ernahrung sollten die Haufigkeiten des
Konsums bestimmter Lebensmittel auf einer Skala von 1-6 angegeben werden. Die Zahl 1
bedeutete ,fast taglich“, 2 ,mehrmals die Woche*, 3 ,etwa einmal in der Woche*, 4
»mehrmalsim Monat“, 5 ,einmal im Monat oder seltener” und die Zahl 6 stand fur , nie".
Durch einen Schnelltest mit Kapillarblut, das mit einem Finger-Pieks aus der Fingerbeere
entnommen wurde, konnte reflektormetrisch (Reflotron, Boehringer, Mannheim) der
Gesamtcholesterinwert gemessen werden. Wenn das Gesamtcholesterin tUber 200mg/dl lag
und die Ubrigen Einschlusskriterien erfullt waren, durfte der Proband an der Studie
tellnehmen. Nachdem den Probanden das Blut abgenommen war, wurden sie gewogen — mit
Kleidung, aber ohne Schuhe - und die Korpergrofie wurde erfasst (BMI).

Die Probanden wurden per Computer im Zufallsverfahren einer der beiden Gruppen zugelost
und bekamen dann, den Gruppen entsprechend die Margarine fir 28 Tage mit nach Hause.
Insgesamt 56 Becher a 20gr Margarine. Davon sollten sie taglich zwei Becher essen. Das
entsprach 40g Margarine pro Tag.

In der Margarine fur die Oryzanol-Gruppe waren 4% Oryzanol zugesetzt. Das bedeutete eine
tagliche Aufnahme von 1,6gr Oryzanol am Tag. Die genaue Zusammensetzung der
Studienmargarine ist der Tabelle 2 zu entnehmen. Die Verpackung der Margarine in Becher
mit je 20gr Margarine ermoglichte eine genaue Dosierung der taglich zu konsumierenden
Menge.

Es wurden den Probanden keine Auflagen gemacht, wie sie sich wéhrend des gesamten
Zeitraums der Studie erndhren sollten. Sie konnten statt dessen ihre Diét frei wéahlen. Die
Probanden wurden aber angehalten, die Margarine entweder als Brotaufstrich oder aber
zusatzlich zu den Mahlzeiten (z.B. als Fettzusatz zu Nudeln oder Gemiise) zu konsumieren.
Die Margarine durfte dabei nicht gekocht, oder zum Frittieren verwendet werden. Zur
Kontrolle, ob die Probanden die Margarine gegessen hatten, sollten sie die leeren Becher zum
zweiten Blutabnahmetermin mitbringen.

Wahrend der Studie gab es fur die Probanden die Moglichkeit, Fragen und aufgekommene
Probleme telefonisch abzukléaren. Sofern die Probanden damit einverstanden waren, wurden
sie wdhrend der Studie einmal kontaktiert um eventuell bestehende Fragen abzuklaren und um
die Motivation der Studienteilnehmer zu erhéhen. Dabei wurden die Probanden nochmals an

den zweiten Blutabnahmetermin erinnert.

3 Siehe Anhang Probandenbogen
* Siehe Anhang Fragen zur Erndhrung
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Auch zu diesem zweiten Blutabnahmetermin kamen die Probanden morgens ntichtern in der
Klinik.

Um die Lebensgewohnheiten wahrend der Studie zu erfassen, wurde den Probanden wieder
ein Fragebogen vorgelegt, in dem nach Verdnderungen der Erndhrungsgewohnheiten,
Medikamentenkonsum und korperlichen Beschwerden wie Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen etc. gefragt wurde®. AuRerdem wurden die Probanden gefragt, ob es ihnen schwer
gefallen sei, die Margarine zu essen. Es folgte eine erneute Blutabnahme, anschlief3end
wurden die Probanden wie auch schon beim ersten Termin gewogen und es wurde die Anzahl
der leeren Margarine-Becher erfasst.

Als Blutproben wurden bei beiden Terminen 10 ml Blut in Serumrohrchen (zur Ermittlung
von Plasmalipiden, antioxidativer Kapazitét und Leberwerten) und 5 ml Blut in EDTA-
Rohrchen (um Sterole und Vitamine zu bestimmen) abgenommen. Verwendet wurden
Vakutainer Systeme. Serum und Plasma wurden innerhalb von 2 h durch Zentrifugieren bei
1400 g fur 5 min gewonnen. Serum wurde hdchstens 24 h im Kuhlschrank gelagert und
anschlief3end analysiert, wahrend das Plasma in 3 Portionen (2 mal 1ml und Restmaterial)
aufgeteilt und bel —80° bis zur Analyse gelagert wurde.

Um die Compliance der Probanden zu Uberprifen, wurden die leeren Becher, die von den
Studienteilnehmern zum zweiten Blutabnahmetermin mitgebracht werden sollten, gezahit. Es
wurden 98% der Becher leer wieder zurlickgegeben. Bel funf zuféllig ausgewadhlten
Probanden wurden die leeren Becher gewogen, um die eventuell vorhandene Restmenge
guantitativ zu bestimmen. Bei keinem der Probanden war die Restmenge der Margarine in
den Bechern insgesamt groRRer als 31g. Auf die Gesamtmenge von 1120g betrachtet sind dies

weniger als 3%.

3.6.1 Laboranalysen der Blutproben

3.6.1.1 Lipide

Aus den Proben wurden das Gesamtcholesterin (CHOD-PAP, Boehringer, Mannheim,
Deutschland) und die Triglyceride (GPO-PAP, Boehringer, Mannheim, Deutschland)
enzymatisch bestimmt. Die Lipoproteine HDL- und LDL-Cholesterin wurden ebenfalls
enzymatisch nach Prézipitaion der anderen Lipoproteine mit Phosphorwolframséure

(Boehringer, Mannheim, Deutschland) oder Dextransulfat (Boehringer, Mannheim,

® Siehe Anhang Fragen zum Studienende
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Deutschland) bestimmt. Das Lipoprotein (2) wurde mit einer homologen |mmunoassay mit

turbidometrischer Messung bestimmt (Greiner, Ulm, Deutschland).

3.6.1.2 Leberwerte

Die Konzentrationen der Transaminasen: Aspartat-Amino-Transferase (ASAT), Alanin-
Amino-Transferase  (ALAT) und GamaGlutamy-Transferase  (y-GT)  wurden

trockenchemisch bestimmt.

3.6.1.3 Sterine

Zur Bestimmung der pflanzlichen Sterine im Plasma wurden nach Zugabe von a-Cholestan
als innerer Standard die Gesamtlipide aus 0,5 ml Plasma in 6 ml Hexan/Isopropanol
extrahiert. Die eingetrocknete organische Phase wurde mit 0,6 ml ethanolischer KOH versetzt
und 30 min auf 80°C erhitzt um die Esterbindungen zu spalten. Nach Zugabe von 0,5 ml
Wasser konnten die Sterine dann in Hexan extrahiert werden und der Extrakt wurde unter
Stickstoff zur Trockne gebracht. Durch Reaktion mit 100 ul Bissilyl-trifluoracetamid bei
80°C fur 40 min wurden die gut GC-ganigen Sillyderivate synthetisiert. Die Quantifizierung
erfolgt durch GC-MS (HP 5890 GC, HP 5971 MSD, Trennsaule: DB-1, 60 m, 0,25 mm ID)
mit einem Temperaturprogramm von 150 - 300°C. Das in der Kinderpoliklinik etablierte
Verfahren, das die Bestimmung von Sitosterin und Stigmasterin im Plasma erlaubt, wurde fur

die zusétzliche Bestimmung von Cycloartenol modifiziert.

3.6.1.4 Lipidlgsliche Vitamine
Die Analysen wurden nach dem Verfahren von Gobel et al., 1997 durchgefthrt. Aus 100 pl

Plasma wurden Tocopherol, Retinol und Carotine nach Eiweil3denaturierung quantitativ in
Hexan extrahiert und mittels HochdruckflUssigchromatographie quantifiziert. Nach der
Zugabe von 100 pl Ethanol, wurden die Vitamine dreimal in 1 ml Hexan extrahiert und die
vereinigten Extrakte unter Stickstoff zur Trockne gebracht. Fur die Chromatographie wurde
der Extrakt in 100 pl eines Losungsmittelgemisches aufgenommen (Acetonitril/
Tetrahydrofuran/ Methanol/ Ammoniumacetat (1 %) = 684/ 220/ 68/ 28), das Tocol als
inneren Standard enthélt. Dieses Gemisch wurde auch als mobile Phase verwendet. Die
Chromatographie wurde mit einem Merck (Darmstadt, Deutschland) HPLC System (L6200
Pumpe, AS 2000 Probengeber, L4250 UV-vis Detektor, F-1050 Fluoreszenzdetector), und
einer RP-Saule (LiChrospher 100, RP-18, 25 cm lang, Merck) durchgefuhrt. Mit einer

Flussrate von 0.65 ml/min, konnten Retinol, a-Tocopherol and &-Tocopherol getrennt

werden, wahrend 3- und y-Tocopherol als ein Peak eluierten. Fir die Detektion von Retinol
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wurde das Photometer auf 325 nm eingestellt und fur die spater eluierenden Carotine
zeitgesteuert auf 450 nm umgestellt. Die Tocopherole wurden durch ihre Fluoreszenz bei 330
nm nach Excitation bei 298 nm nachgewiesen. Die Datenaufnahme und Auswertung wurde
mit EZChrom Elite Ver. 2.1 Software (Scientific Software Inc., Pleasanton, USA)
durchgeftihrt.

3.6.1.5 Totale antioxidative Kapazitét

Zur Probe hinzugegebenes exogenes Peroxid reagierte mit in der Probe vorhandenen
Antioxidantien, so dass sich Uber die Quantifizierung des nicht umgesetzten Peroxides ein
Mal3 fur die insgesamt vorhandenen Antioxidantien gewinnen lief3. Ein entsprechender Test

kann als fertiger Kit von Immundiagnostik (Bensheim, Deutschland) bezogen werden.
3.7 Statistische Auswertung der Daten

Die statistischen Auswertungen der erhobenen Daten wurden mit dem Statistical Package for
the Social Sciences Ver. 10.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeftihrt. Zum Vergleich der
Gruppen wurden T-Tests, gepaarte T-Tests, Wilcoxon-Test, ANOVA und Mann-Withney-U-
Test durchgefuhrt. Fir die Zusammenhénge zwischen den Werten wurden, in Abhangigkeit
von der Normalverteilung, bzw. nicht Normalverteilung der Werte, Korrelationskoeffizienten
nach Pearson oder Spearman berechnet.

Die Ergebnisse der Analysen wurden bei Normalverteilung in Mittelwert und Standardfehler
des Mittelwerts dargestellt. Die Werte der Phytosterine wurden in Median und
Interquartilenabstand angegeben, da die Werte nicht normalverteilt waren. P-Werte < 0,05
wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertung des Fragebogens zum Studienanfang

Um Aufschluss Uber die Lebensgewohnheiten im Hinblick auf die Erndhrung, und der
korperlichen Konstitution der Probanden zum Studienbeginn zu bekommen, wurde ihnen bei
der ersten Blutabnahme ein Fragebogen vorgelegt (s. ,, Probandenbogen Margarinestudie” und
» Fragen zur Erndhrung” im Anhang).

Neben den demographischen Daten wie Alter, Geschlecht, Grofle und Gewicht, wurden die
Probanden beztglich der Gesundheit nach Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme und
dem Zigarettenkonsum gefragt. Die Demographischen Daten zu Studienbeginn sind in
Tabelle 4 aufgefihrt.

4.1.1 Korperlicher Status der Probanden

Bei den Vorerkrankungen wurden folgende Erkrankungen von den Probanden genannt:

» Hypertonie (3 Probanden)

* Hypothyreose (2 Probanden)

» Allergisches Asthma (1 Proband)

» Arthrose und Osteoporose (1 Proband)

» Asthma, Arthrose und erhohter Blutzucker (1 Proband)

* Duodenalulcus 1995 (abgeheilt) (1 Proband)

e Gadtritis (nicht akut), Durchblutungsstérungen und Herzinfarkt 1995 (1 Proband)

» Gicht (1 Proband)

* Grippaler Infekt (1 Proband)

» Haustierallergie (1 Proband)

* Hyperinsulinamie (1 Proband)

» Laktoseunvertraglichkeit und Cholelithiasis (operiert durch Cholezystektomie, danach
symptomfrei) (1 Proband)

* Lungen OP, Kolon CA 1992 (Kein Rezidiv und keine Hemikolektomie, nur lokale
Resektion des Tumors) (1 Proband)

* Migrane (1 Proband)

* Thyreoiditis-Haschimoto ( Nicht mehr therapiebedirftig) (1 Proband)
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4.1.2 Medikamentenkonsum zu Studienbeginn

Durch die Aufgefiihrten Erkrankungen ergaben sich tellweise die Dauermedikationen der
Probanden. 5 der Probanden wurden mit Schilddriisenhormonen behandelt. Von 6 der

tellnehmenden Frauen wurden orale Kontrazeptiva eingenommen.
4.1.3 Erndhrungsgewohnheiten der Probanden

Mit Hilfe eines Fragebogens, der die Haufigkeiten des Konsums bestimmter Nahrungsmittel
abfragte wurden die Erndhrungsgewohnheiten der Probanden erhoben. Die Antwort 1
bedeutete fast taglich, 2 mehrmals in der Woche, 3 etwa einmal in der Woche, 4 mehrmals im
Monat, 5 einmal im Monat oder seltener und 6 nie (siehe: , Frage zur Ernghrung” im Anhang).
Mit der statistischen Auswertung der Erndhrungsgewohnheiten der Probanden konnte gezeigt
werden, dass auf Grund des durchschnittlichen Verzehrs der Lebensmittel die Erndhrung
ausgewogen ist (siehe Tabelle 3).

Beide Studiengruppen unterscheiden sich hinsichtlich der Haufigkeit des Verzehrs bestimmter
Nahrungsmittel mit Ausnahme der Erfrischungsgetrénke nicht signifikant. In der Oryzanol-
Gruppe wurden seltener Erfrischungsgetranke konsumiert als in der Kontroll-Gruppe.

Es lief3en sich mit Hilfe einer Klusteranalyse keine bestimmten Erndhrungstypen feststellen,
woraus man schlief3en kann, dass sich alle Probanden vergleichbar erndhrt haben

Zudem gab es unter den Studienteilnehmern keine Personen, die sich vegan oder vegetarisch

ernahrten.
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Kontroll-Gruppe Oryzanol-Gruppe
Mean Std. Error of Mean Std. Error of
Mean Mean
FLEISCH 2,68 22 2,32 ,16
Wurstwaren 2,55 24 2,58 21
GEFLUGEL 3,35 17 3,32 17
FISCH 3,55 ,20 3,37 15
Kartoffeln 2,81 ,20 2,39 13
Teigwaren 2,16 15 2,21 A1
REIS 3,17 21 3,26 ,18
SALAT 2,19 24 2,11 21
GEMUSE 2,48 ,18 2,08 12
OBST 2,26 25 1,76 ,19
Schokolade 3,39 32 3,34 ,26
KUCHEN 3,00 ,29 3,47 22
Sonst. SURw. 3,74 ,30 3,97 27
ERDNUSSE 4,39 27 4,76 ,19
WEIRBBROT 2,26 ,30 2,73 25
Vollkornbrot 2,35 31 1,74 ,20
Haferflocken 4,32 29 4,03 ,29
QUARK 2,42 27 2,63 21
KASE 1,77 ,19 2,03 ,19
EIER 3,65 24 3,47 ,20
MILCH 2,45 ,29 2,82 32
OLIVENOL 2,97 ,33 2,47 ,28
Maiskeimol 4,53 32 4,24 31
BUTTER 2,94 ,39 2,45 27
S. Margarine 4,16 37 4,29 34
Diatmargarine 4,74 37 5,14 25
Erfrischungsgetranke 2,32 29 3,84 34
Mineralwasser 1,68 28 1,58 22
Diatlimonade 5,39 ,26 5,39 23
BIER 4,23 ,30 3,55 32
andere alk. Getranke 4,23 25 4,13 ,29

Tabelle 3 Haufigkeiten des Verzehr s bestimmter Nahrungsmittel

4.2 Klinische Daten

Fur die Aussagekraft und Représentativitéat der Studie war es wichtig, dass zwei vergleichbare
Gruppen gebildet wurden. Die Tabellen 4 und 5 zeigen fir jede der beiden Gruppen die
erhobenen demographischen Daten wie: Geschlecht, Alter, Grole, Gewicht, den daraus
resultierenden BMI sowie die Anzahl abgegebener Becher und alle relevanten Lipid-
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Parameter, die in einer weiteren Analyse ausgewertet und statistisch miteinander verglichen
wurden.

Das durchschnittliche Alter beider Gruppen lag im Mittel bei 45 Jahren in der Kontroll- und
bei 46 Jahren in der Oryzanol-Gruppe. Der aus Korpergrof3e und Gewicht berechnete Body-
Mass-Index der Probanden lag in der Oryzanol-Gruppe im Mittel bel 25 kg/m? und in der
Kontroll-Gruppe im Mittel bei 24 kg/m?.

Das Gesamtcholesterin hatte in beiden Gruppen eine Plasmakonzentration von tber 240mg/dl
und erflllte somit das Studienprotokoll, demnach die Plasmakonzentration des
Gesamtcholesterins >200mg/dl sein musste. Die Konzentrationen des LDL -Cholesterins lagen
in beiden Gruppen im Mittel bei ca. 160mg/dI. Laut Studienprotokoll war hier ein Wert von
>130 mg/dl vorgegeben.

Tabelle 4 : Demographische Daten des Probandenkollektivs getrennt nach Oryzanol- und Kontroll-
Gruppe. (Mittelwert * Standardfehler desMittelwerts)

Sig.
Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe (2-tailed)
(n=38) (n=31)
Geschlecht: Frauen 21 15 0,58
Manner 17 16
Alter (Jahre) 45,74 £ 15,71 44 55 + 15,50 0,75
zurlickgegebene Becher 54,73+ 2,91 55,00 + 1,89 0,66
Gewicht (kg) 74,75 + 13,68 71,77 + 1343 0,37
GroRe (m) 1,73 + 0,08 1,71+ 0,10 0,55
BMI 1 (kg/m?) 24,96 + 3,31 24,36 + 3,19 0,45
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Tabelle 5 : Die Konzentrationen der Plasmalipide des Probandenkallektivs zu Studienbeginn. (Mittelwert

+ Standar dfehler des Mittelwerts) Angaben in mg/dl

Sig.
Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe (2-tailed)
(n=38) (n=31)
Cholesterin 246,53 + 32,06 244,87 + 32,20 0,83
TG 150,84 + 64,89 154,00 £ 97,04 0,87
LDL-Cholesterin 164,53 + 29,26 159,97 + 19,27 0,46
VLDL-Cholesterin 22,76 £ 12,20 23,52+ 17,37 0,83
HDL-Cholesterin 59,24 + 12,79 61,29 + 19,99 0,61
LDL/HDL-Cholesterin 2,88+0,74 2,85+ 0,90 0,86
Lp(a) 26,89 + 32,13 16,81 + 25,87 0,16
VLDL-Triglyceride 175,33 £ 52,44 182,60 + 85,63 0,90

In Tabelle 4 sind die demographischen Daten des Probandenkollektivs zum Zeitpunkt der
ersten Blutabnahme nach Frauen und Manner getrennt dargestellt, um die Unterschiede
zwischen den Geschlechtern aufzuzeigen. Aus der Tabelle 6 kann zusétzlich entnommen
werden, dass die Probanden regelmdliig Margarine (ein bis mehrmals im Monat), jedoch
haufiger Butter (ein bis mehrmals die Woche) gegessen haben. Fast ein Drittel der Probanden
in beiden Gruppen raucht und auch Alkohol wird regelmal3ig konsumiert, im Schnitt ,ein bis
»mehrmals im Monat“. (Zur Skalierung der Essgewohnheiten siehe Kapitel 3.6 Konzeption
und Durchfthrung)
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Tabelle 6 : Demographische Daten, (Mittelwert * Standardfehler des Mittelwerts), * Haufigkeit des

Konsums auf einer Skalavon 1 (téglich), bis6 (nieim letzten Jahr).

Oryzanol- Kontroll-

Gruppe Gruppe

Méanner(n=17) Frauen(n=21) Méanner(n=16) Frauen(n=15)
Alter 47 + 4 45+ 3 43+3 46+5
Gewicht 81,3+31 69,4+ 2,7 79,9+ 30 63,1+23
BMI 252+0,6 24,8+ 0,9 253+0,7 234+08
Rauchen 35,3% 33,3% 37,5% 28,6 %
Margarine ® 48+0,3 46+03 46+03 43+04
Butter ® 2,7+04 22+03 28105 3,1+06
Alkohol & 33+03 43+03 38103 46+03

Die fur die Studie nétigen Einschlusskriterien des Studienprotokolls waren somit ebenso
erfullt, wie die Forderung nach Vergleichbarkeit der beiden Studiengruppen, die hinsichtlich
der in den Tabellen angegebenen Daten zu Studienbeginn gegeben ist. Samitliche

Unterschiede zwischen Kontroll- und Test-Gruppe erwiesen sich als nicht signifikant.

4.3 Parameter des Lipidstoffwechsel

In diesem Kapitel soll im Einzelnen aufgefiihrt werden, ob und wie sich die Parameter des
Lipidstoffwechsel durch den Konsum der Studienmargarine, mit und ohne Oryzanolzusatz, im
Laufe der Studie verandert haben.

Die satistischen Berechnungen fur die Unterschiede zwischen den Gruppen und auch
innerhalb der Gruppen wurden zundchst fir alle Probanden, danach fur Mé&nner und fir
Frauen getrennt durchgeftihrt.

Sowohl in der Oryzanol- als auch in der Kontroll-Gruppe kam es durch den Konsum von 40gr
Studienmargarine am Tag zu einem Absinken des Gesamtcholesterins und des LDL-
Cholesterins. Zwischen den Werten von Studienanfang und Studienende konnte jedoch nur
bei der Oryzanol-Gruppe ein signifikanter Unterschied (p = 0,04) innerhalb der Gruppe
beobachtet werden.

So war die Verdnderung beim Gesamtcholesterin in der Oryzanol-Gruppe mit einem
Rickgang um 9,5 + 4,4 mg/dl fast doppelt so hoch wie in der Kontroll-Gruppe mit einer
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Verminderung um lediglich 4,9 + 3,8 mg/dl. In der Oryzanol -Gruppe entsprechen diese
Werte einem Rickgang um 3,9%, in der Kontroll-Gruppe um 2,0%.

Die Konzentrationswerte von Mannern und Frauen der Oryzanol -Gruppe getrennt betrachtet
ergaben keine signifikanten Veranderungen.

Beim LDL-Cholesterin zeigte sich in der Oryzanol -Gruppe ein Absinken um 10,3 + 3,1
mg/dl (6,2%) im Gegensatz zu 5,7 £ 34 mg/dl (3,5%) in der Kontroll-Gruppe. Die
Veranderungen waren hier wiederum nur innerhalb der Oryzanol-Gruppe signifikant (p <
0,01).

Wenn man die Ergebnisse nach dem Geschlecht getrennt berechnet, so kann man beobachten,
dass bel den Manner in der Oryzanol-Gruppe das LDL-Cholesterin sogar noch stéarker um
12,5 + 5,5 mg/dl sank, bel den Frauen hingegen nur um 8,6 = 3,6 mg/dl. Im Vergleich dazu
konnte bei Mannern der Kontroll-Gruppe ein Absinken des LDL-Cholesterins um 4,4 + 4,9
mg/dl und bel Frauen der Kontroll-Gruppe ein Absinken des LDL-Cholesterins um 7,0 £ 4,8
mg/dl festgestellt werden, wobei diese Konzentrationsdnderungen in beiden Fallen nicht
signifikant waren.

Das Absinken der Konzentration des Gesamtcholesterins ist gekoppelt an das Absinken des
LDL-Cholesterins, wie berechnete Korrelationen belegen. (s. Kapitel 4.6.4 Differenz
Gesamtcholesterin — Differenz LDL-Cholesterin)

Die Konzentrationen des HDL-Cholesterins wurden durch unsere Studiennahrung nicht
wesentlich beeinflusst. Eine Ausnahme bildeten die Frauen in der Oryzanol-Gruppe, bei
denen das HDL-Cholesterin um 3,5 + 1,8 mg/dl angestiegen ist, wahrend hingegen im
Vergleich dazu das HDL-Cholesterin bei den Frauen der Kontroll-Gruppe um 2,9 £ 1,9 mg/d|

gesunken ist. Dieser Unterschied ist signifikant zwischen den Gruppen.
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Tabelle 7 Serumlipide der Probanden bei Studienanfang und Studienende, (Mittelwert + Standardfehler

b

des Mittelwerts), ®= dignifikanter Unterschied zwischen den Gruppen °= signifikanter Unterschied

zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

mg/dl Méanner  Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt

Gesamtcholesterin 235,5+ 2555+ 7,4 246,5+52 2383+81 251,9+81 2449+58
Anfang 65

Gesamtcholesterin 221,2+ 2499+ 6,7 237,1+54 2397+ 7,2 240,3+57 240,0+ 4.6
Ende 70

Verinderung 142t 75-5651 -95+44° 14+48 -116%57 -49+38

LDL Cholesterin 158,1+ 169,7+7,2 1645+48 160,8+38 159,1+6,0 160,035
Anfang

5,7
LDL Cholesterin 1457+ 161,1+62 1542+4,3 1564+56 152,1+4,7 1543+3,7
Ende
5,1
Veranderung  -125+  -86+36° -103+31°-44+49 -70+48 -57+34

55°

HDL Cholesterin 52,4+25648+26 592+21 471+19 765+46 613+36

Anfang

HDL Cholesterin 49,1+24682+33 59,7+26 463+26 736+34 595+33
Ende

Verinderung ~ -34+16 35£18% 0414 -08%19 -29+19 -1813

Tabelle 8: LDL/HDL Verhéltnis zu Studienanfang und Studienende (Mittedlwert + Standardfehler des

Mittelwerts), °= signifikanter Unter schied zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

mg/mg M anner Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt

LDL/HDL 31+02 27+02° 29+01° 35+02 21+01 29+072
Anfang

LDL/HDL 37+02 25+02° 28+01° 35+072 21+01 28+0.2
Ende
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Tabelle 9: Serumlipide der Probanden zu Studienanfang und Studienende (Mittelwert + Standardfehler

b

des Mittelwerts), ®= dignifikanter Unterschied zwischen den Gruppen °= signifikanter Unterschied

zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

mg/dl Manner Frauen Gesamt Manner Frauen Gesamt
VLDL Anfang 249%35210%22 228+20 302+54 164+18 235+3L1

VLDL Ende 251%51201+24 223+26 340+80 147+12 247+45

Verinderung 0131 -09%+21 -04+18 3846 -17+13 11%25

Triglyceride  162,7+  141,2+ 10,7 150,8 £ 10,5193,5+ 2951119+ 10,3154,0+ 17,4
Anfang

19,5
Triglyceride 187, 7+ 129,8 + 14,9 155,7 + 19,6 245,0+ 57,6 106,3+ 88 177,9+ 321
Ende 39,1
Verénderung 25,0+ -115+129 48+147 515+409 -56+74 239+217
284

Lp(a) Anfang  35,3t10,0 20,1+4,6 26,9452  17/,8£#83  15,8+4,2  16,8+4,7

Lp(a) Ende 31,449,3 19,7+55  249+52  16,8+85 16,5+4,0 16,7+4,7

Veranderung  -3,9t1,2 -0,4+1,9 -2,0+1,2 -1,0+0,8 0,7+0,9 -0,2+0,6

4.4 Fettlosliche Vitamine

Bei der Auswertung und Bestimmung der fettldslichen Vitamine Retinol, a-Tocopherol, a-
Carotin und B-Carotin konnten keine wesentlichen Veranderungen bel den Konzentrationen
festgestellt werden, die sich auf den Zusatz von Gamma-Oryzanol zur Studienmargarine
zurckfuhren lassen.

Die absoluten Konzentrationen der Vitamine A und E waren in beiden Gruppen zu
Studienbeginn und Studienende vergleichbar. Bei den Méanner in der Oryzanol- wie auch in
der Kontroll-Gruppe konnte jedoch ein signifikanter Anstieg der Retinol-Konzentration um
ca. 12% beobachtet werden. In der Oryzanol-Gruppe stieg die Konzentration um 0,23 + 0,09
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pmol/l auf 2,07 = 0,10 pumol/l und in der Kontroll-Gruppe um 0,20 £ 0,08 pmol/l auf 1,97 +
0,10 pmol/l an.
Tabelle 10: Konzentration der fettlédichen Vitamine (in pmol/l) im Plasma der Probanden zu

Studienanfang und Ende (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts), °= signifikanter Unterschied

zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol -Gruppe Kontroll-Gruppe

pmol/I Manner Frauen Gesamt Manner Frauen Gesamt
Retinol Anfang 1,85+0,12 1,75+0,07 1,79+0,06 1,76 +0,10 1,84+ 0,10 1,80+ 0,07

Retinol Ende  2,07+0,10 1,77+0,10 1,90+0,07 1,97+0,10 1,78+0,14 1,88+ 0,0
Verinderung 023 0,09°0,02+ 0,08 0,11%0,06 0,20+ 0,08°-0,06 0,10 0,07 % 0,07

a-Tocopherol 30,16 + 2,00 34,95 + 1,88 32,81 + 1,41 31,23 + 3,27 29,02 + 1,56 30,16 + 1,83
Anfang

a-Tocopherol 30,65+ 2,77 34,82 + 2,71 32,95 + 1,95 36,54 + 3,60 30,78 + 1,61 33,75 + 2,05
Ende

Verinderung  049%216 -014%237 014+ 161 532+356 1,76+175 3,60 2,02

o-Carotin 0,13+ 0,02 0,21 +0,07 0,17+0,04 0,09+0,02 0,14+ 0,03 0,12+ 0,02
Anfang

a-Carotin Ende 0,10+0,02 0,21+0,07 0,16+0,04 0,09+0,02 0,14+ 0,02 0,11+ 0,02
Verdnderung -0,03£0,020+0 -0,01 £ 0,01 0+ 0,02 0+0,03 0+0,02
B-Carotin Anfang 0,63+ 0,11 1,02+0,22 0,85+0,13 0,88+0,28 0,86+ 0,14 0,87 + 0,16
B-Carotin Ende 0,62+ 0,11 1,03+0,23 0,85+0,14 0,75+0,21 0,84+0,13 0,80+ 0,12

Verinderung -0,01£0,09 0,01+009 0£0,1  -0,12%0,13 -0,02 0,15 -0,07 + 0,10
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4.4.1 Antioxidative Kapazitat

Ein allgemeiner Anstieg in der Oryzanol-Gruppe um 24,38 £ 9,24 umol/l konnte bei der
Bestimmung der antioxidativen Kapazitét festgestellt werden.

Die Frauen der Oryzanol-Gruppe verzeichneten eine Zunahme der Kapazitdt von 251,95 +
9,36 pmol/l auf 284,20 = 12,44 pmol/l. In der Kontroll-Gruppe erhéhte sich bei den Mannern
die antioxidative Kapazitat um 29,69+ 10,23 umol/I auf 340,69+ 9,06 pmol/I.

Zwischen Studienanfang und Studienende konnte jedoch nur in der Oryzanol-Gruppe bei den
Frauen und der gesamten Gruppe sowie innerhalb der Kontroll-Gruppe bei den Mannern eine
signifikante Kapazitéatssteigerung beobachtet werden.

Tabelle 11: Konzentration der antioxidativen Kapazitéat im Plasma der Probanden zu Studienanfang und

Studienende (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts), "= signifikanter Unterschied zwischen

Studienanfang und Studienende.

Oryzanol -Gruppe Kontroll-Gruppe
pmol/I M anner Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt
antioxidative 291,53+ 251,95+ 270,14+ 311,00+ 268,73+ 290,55+
Kapazitat Anfang g 37 9,36 7,33 10,82 10,26 8,30
antioxidative 306,65+ 284,20+ 29451+ 340,69+ 26520+ 304,16+
Kapazitdt Ende 1 55 12,44 8,39 9,06 10,07 9,57
Veranderung 15,12+ 32,25+ 24,38 + 9,24 29,69+ -3,53+ 13,61 + 8,54
10,60 14,54° b 10,23" 12,77

4.4.2 Vitamin E/Cholesterin Quotient und Vitamin A/Cholesterin Quotient

Es bestand die Uberlegung, dass die Phytosterine zu einer verminderten Absorption einiger
fettloslicher Vitamine fuhren konnten. Um festzustellen, ob die Konzentrationen des a-
Tocopherols und des Retinols vom Plasmacholesterin abhangig sind, wurden dazu Quotienten
berechnet.

Dabei wurden die Anfangswerte des aTocopherols und des Retinols durch die Anfangswerte
des Gesamtcholesterins dividiert. Mit den Endwerten wurde genauso verfahren. Danach folgte
die statistische Auswertung der Quotienten und ihrer Verdnderungen.

Beim Quotienten aus a-Tocopherol und Cholesterin konnte zwischen den Anfangswerten und
Endwerten von allen Probanden der Kontroll-Gruppe ein Anstieg von 4,79+0,28 pumol/mmol
auf 5,38+0,25 pmol/mmol festgestellt werden, der jedoch nur innerhalb der Gruppe
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signifikant war. Manner und Frauen der Kontroll-Gruppe fUr sich betrachtet ergaben keine
Veradnderungen. In der Oryzanol-Gruppe konnten keine relevanten Veranderungen der
Quotienten festgestellt werden.

Tabelle 12 Quotient zwischen a-Tocopheroll and Cholesterinl and a-Tocopherol2 and Cholesterin2

(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts), °= signifikanter Unter schied zwischen Studienanfang und

Studienende.

Oryzanol -Gruppe Kontroll-Gruppe

pmol/mmol M anner Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt
a-Tocopheroll/ 4,92+0,26 533+0,29 515+020 505+047 4,51+0,27 4,79+0,28
Cholesterinl
a-Tocopherol2/ 527 +0,36 537+0,38 533+0,26 580+042 4,93+020 538+0,25
Cholesterin2
Veranderung 0,35+0,30 0,04+0,36 0,18+0,24 0,75+045 043+0,27 0,60+ 0,27°

Beim Quotienten aus Retinol und Cholesterin konnte zwischen den Anfangswerten und
Endwerten bei den Méanner und bei allen Personen innerhalb der Oryzanol-Gruppe ein
Anstieg des Quotienten beobachtet werden, der jedoch nur innerhalb der Gruppe signifikant
war. Bel den Frauen der Oryzanol-Gruppe konnten keine Veranderungen des Quotienten
erfasst werden. In der Kontroll-Gruppe stieg der Quotient aus Retinol und Cholesterin nur bei
den Méannern signifikant an.

Tabelle 13 Quoatient zwischen Retinoll und Cholesterinl und Retinol2 und Cholesterin2 (Mittedlwert =+
Standar dfehler des Mittelwerts), °= signifikanter Unter schied zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

pmol/mmol M anner Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt
Retinol1/Cholest 0,31+ 0,02 0,27 +0,01 0,29+0,01 0,29+0,01 0,28+ 0,02 0,29+ 0,01
erinl
Retinol2/Cholest 0,36 + 0,02 0,28+ 0,02 0,32+0,01 0,32+0,01 0,29+ 0,02 0,30+ 0,01
erin2
Veranderung 0,05+ 0,02°0,01+0,01 0,03+0,01°0,03+0,01°0,03+0,01 0,02+0,01

Im statistischen Vergleich zwischen den Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied
bei den Quotienten.

4.5 Phytosterine

Zu Studienbeginn waren die Plasmakonzentrationen der Phytosterine in beiden Gruppen

vergleichbar, so dass fir Oryzanol- und Kontroll-Gruppe eine gleiche Ausgangslage bestand.
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Die Ergebnisse der Analysen wurden unter Annahme der Normalverteilung in Mittelwert und
Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Die Werte der Phytosterole wurden hingegen in
Median und I nterquartilenabstand angegeben, da die Werte nicht normalverteilt sind, wie aus
dem Histogramm in Abbildung 6 ersichtlich ist. Es sind exemplarisch die Konzentrationen
von Sitogterol in ein Histogramm aufgetragen. Die Konzentrationen der anderen gemessenen

Sterole waren genauso verteilt.

Abbildung 6 Verteilung der Konzentrationen fur Sitosterol, exemplarisch fir die Konzentrationen aller
gemessenen Phytosterole. Zusdtzlich ist in die Graphik eine Normalverteilungskurve eingetragen. Die

Konzentrationen sind in pg/dl angegeben.
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Durch die 1,69 Gamma-Oryzanol in der taglichen Margarinemenge wurden jeweils 0,3g
Sitosterol und 0,4g Campesterol aufgenommen. (Genaue Zahlen von der Firma Rau)
Sterolgehalt, s. Zusammensetzung der Studiennahrung)

Bei den Plasmakonzentrationen der Sterole zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Studiengruppen. So konnten wir beim Campesterin einen hochsignifikanten Anstieg
(p<0,01) der Plasmakonzentration (die gesamte Oryzanol-Gruppe betrachtet) um 180/465
pg/dl (Media/lQR) auf  895/910 pg/dl (Median/IQR) beobachten. Bei den Frauen der
Oryzanol-Gruppe zeigte sich eine signifikante Konzentrationsveranderung des Campesterins
um 363/657 pg/dl (Median/IQR).(S. dazu Tabelle 14)
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Auch beim Stigmasterin konnten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestel It
werden. In der Oryzanol-Gruppe stiegen die Konzentrationen um 4/9 pg/dl (Median/IQR).
Bei den Frauen dieser Gruppe war die Veranderung 5/10 pg/dl (Median/IQR) (und war somit
signifikant verschieden zwischen Oryzanol- und Kontroll-Gruppe). Bei den Manner der
Oryzanol-Gruppe war der Unterschied innerhalb der Gruppe signifikant und betrug 2/8 pg/dl
(Median/IQR).

Die Konzentrationen des Sitosterols sind nur bei den Frauen der Oryzanol-Gruppe signifikant
um 63/146 ug/dl (Median/IQR) angestiegen.

Beim Brassicasterin konnte in der Oryzanol-Gruppe ein Absinken der Plasmakonzentration
um —7/24 pg/dl (Mediar/lQR) beobachtet werden.

Die Konzentrationen von Squalen veranderten sich nicht signifikant, weder in der Oryzanol-
noch in der Kontroll-Gruppe. Auch konnten in der Kontroll-Gruppe bezlglich der
Sterinveranderungen keine signifikanten Unterschiede zwischen Studienanfang und Ende
festgestellt werden.
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Tabelle 14 Konzentration der Pflanzensterine (ug/dl) im Plasma der Probanden zu Studienanfang und
Studienende (Median / Interquartilenabstand), = signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen °=
signifikanter Unter schied zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

po/dl Manner Frauen Gesamt Manner Frauen Gesamt
Sitogterin Anfang 440/526 357/629 413/572 380/212 574/751 457/370

Sitogerin Ende 376/520  495/691  438/653  401/258  594/562  532/361
Verinderung  -10/220  63/146°  36/121 11/122 45/177 23/133

Campesterin 833/725 672/872 721/822 741/471 1023/784  811/693
Anfang
Campesterin - 832/549 1009/1373 895/910 855/393 959/808 855/561

Ende
Veranderung 92/343 363/657°2 180/465°% 22/148 -16/176 1/150
Stigmasterin - 5/18 14/17 11/19 22/29 16/30 22/31
Anfang
Stigmasterin - 10/21 24/20 18/22 19/29 12/34 19/31
Ende
Veranderung  2/8° 5/10°2 4/9°? 2/5 0/4 0/3
Brassicasterin  50/73 42/35 48/57 50/38 48/75 48/57
Anfang
Brassicasterin  46/21 39/41 40/23 55/35 57/94 56/49
Ende
Veranderung -9/19 -8/30 -7/24"° 6/16 6/22 6/19
Squalen Anfang 60/64 45/48 56/47 86/117 44/16 52/54
Squalen Ende  86/96 53/29 59/70 68/123 45/29 56/30
Veranderung 12/65 3/46 5/48 3/55 0/25 1/37

Die Sterole Metylcycloartenol und Cycloartenol konnten mangels verfigbaren Standards
nicht quantitativ bestimmt werden, so dass fur die Messungen fiktive Eichungen verwendet
wurden. Fir die Auswertung bedeutet dies, dass nur die relativen Anderungen zwischen der
ersten und zweiten Blutabnahme bestimmt wurden, aber keine absoluten Konzentrationen
angegeben werden koénnen.

Es wurden von der ersten und zweiten Blutprobe jeweils zwel Messungen gemacht, die dann
gemittelt wurden. Mit Hilfe dieser Daten konnten Quotienten aus den relativen Anfangs- und
Endwerten der Sterole gebildet werden (Metylc2 / Metylcl bzw. Cycloa2/Cycloal).
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Fur die Beurteilung der Veranderungen gilt: Der Wert 1 bedeutet, dass es keine Veranderung
der Sterolkonzentrationen gab, bei Werten grofl3er 1 stiegen die Sterolkonzentrationen und bei
Werten kleiner 1 wurde ein Absinken der Plasmakonzentrationen beobachtet.

Wie aus den Daten der Tabelle 15 ersichtlich hat es sich gezeigt, dass die Konzentrationen
von Metylcycloartenol in der Test-Gruppe hochsignifikant angestiegen sind (Sig. 0,006). Im
Vergleich dazu sind in der Kontroll-Gruppe keine wesentlichen Veradnderungen bei den
Metylcycloartenolkonzentrationen erkennbar. Signifikante Konzentrationsveranderungen
beim Cycloartenol wurden nur bei den Frauen der Test-Gruppe und der gesamten Test-
Gruppe auf die gleiche Weise festgestellt. In der Kontroll-Gruppe konnten hingegen keine
Veranderungen festgestellt werden.

Tabelle 15 Die Quotienten aus den relativen Anfangs- und Endwerten von Metylcycloartenol und
Cycloartenol (Metylc2/Metylcl bzw. Cycloa2/Cycloal). Der Wert 1 bedeutet, dass es keine Veranderung
der Sterolkonzentrationen gab, bei Werten grof3er 1 stiegen die Sterolkonzentrationen und bei Werten

kleiner 1 wurde ein Absinken der Plasmakonzentr ationen beobachtet.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe
Metylc2/Metylcl Cycloa2/Cycloal Metylc2/Metylcl Cycloa2/Cycloal
Frauen 5,96 + 1,87 1,87 +0,30 0,95+0,13 1,13+ 0,17
M anner 3,65+1,17 1,00+ 0,22 1,02 + 0,43 0,97+ 0,15
Gesamt 4,89+ 115 151+0,21 0,99+ 0,23 1,04 £ 0,11

4.5.1 Quotienten zwischen den Pflanzensterinen und den Cholesterinwerten

Um die Beziehung der Pflanzensterine zu den Cholesterinwerten darzustellen, wurden die
Quotienten aus den Anfangswerten und Endwerten der Plasmakonzentrationen der Sterole
und den Plasmakonzentrationen des Gesamtcholesterins berechnet. Die Werte sind auch hier
wieder in Median und Interquartilenabstand angegeben, da die Werte der Sterole nicht
normalverteilt waren (siehe Abbildung 6 Verteilung der Phytosterolkonzentrationen).

Dabei ergaben sich signifikante Unterschiede fur die Sterol/Cholesterin-Quotienten in der
Test-Gruppe. In der Kontroll-Gruppe konnten keine signifikanten Veranderungen festgestellt
werden.

Fur den Quotienten aus Sitosterol und Cholesterin konnte zwischen Studienanfang und
Studienende innerhalb der Test-Gruppe eine signifikante Verénderung festgestellt werden.
Der Wert stieg dabei von 1,62/1,81 mmol/mol auf 1,83/2,18 mmol/mol.
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Bei den Quotienten aus Campesterol und Cholesterin konnte eine signifikante Erhéhung des
Wertes von 2,92/3,03 mmol/mol auf 3,83/3,19 mmol/mol festgestellt werden.

Auch bei dem Quotienten aus Stigmasterol und Cholesterin konnte ein signifikanter Anstieg
festgestellt werden. Der Wert stieg von 0,04/0,07 mmol/mol auf 0,07/0,08 mmol/mol.

In der Kontroll-Gruppe zeigten sich bei den Quotienten hingegen keine signifikanten

Veranderungen.

Tabelle 16 Quotient zwischen den Pflanzensterinen und den Cholesterinwerten im Plasma der Probanden
zum Studienanfang und Studienende (Median / Interquartilenabstand), *= signifikanter Unter schied

zwischen den Gruppen "= signifikanter Unter schied zwischen Studienanfang und Ende.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe
mmol/mol M anner Frauen Gesamt M anner Frauen Gesamt
Sitosterinl/Chole 1,84/1,68  1,34/2,00 1,62/1,81 1,41/0,92 2,02/2,34 1,87/1,33
sterinl
Sitosterin2/Chole 1,83/1,57 1,90/2,33 1,83/2,18 1,65/0,96 2,34/1,87 2,07/1,27
sterin2

Veranderung -0,03/0,65 0,32/0,33" 0,23/0,44° 0,14/0,41 0,18/0,14  0,16/0,42

Campesterinl/  3,62/3,10 2,64/2,92 2,92/3,03 3,17/1,85 3,67/3,13  3,34/1,95
Cholesterin 1
Campesterin2/ 3,73/2,32 4,37/4,41 3,83/3,19 342/1,62 3,79/3,70 3,63/1,82
Cholesterin 2
Veranderung 0,21/1,55 1,48/2,34°2 0,91/1,51°2 0,02/0,67 0,11/1,10 0,05/0,78

Stigmasterinl/  0,02/0,08  0,05/0,05 0,04/0,07 0,09/0,12 0,06/0,11 0,08/0,12
Cholesterin 1

Stigmasterin2/  0,05/0,09  0,08/0,06 0,07/0,08 0,08/0,12 0,04/0,12 0,07/0,11
Cholesterin 2

Veranderung 0,01/0,04° 0,02/0,02°% 0,02/0,03°* 0,01/0,02  0/0,01 0/0,02

Brassicasteriny/ 0,21/0,27  0,16/0,17 0,18/0,19 0,23/0,14 0,19/0,32 0,20/0,14

Cholesterin 1
Brassicasterin2/ 0,19/0,09 0,15/0,13 0,16/0,11 0,24/0,15 0,21/0,34  0,23/0,18
Cholesterin 2
Veranderung 0,01/0,08 -0,02/0,08 -0,02/0,08 0,01/0,07 0,04/0,05 0,03/0,06
Squalen/  0,26/0,24  0,18/0,19 0,22/0,19 0,320,46 0,17/0,05 0,23/0,20
Cholesterin 1
Squalen27  0,38/0,38 0,19/0,11  0,25/0,30  0,28/0,49 0,19/0,14  0,24/0,13
Cholesterin 2
Veranderung 0,06/0,28° 0,01/0,15 0,05/0,16  0/0,24 0/0,09 0/0,14
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4.6 Transaminasen

Die Transaminasen wurden bei den Probanden bestimmt, um die Toxizitdt von Margarine mit
Oryzanol-Zusatz zu bewerten. Dafir wurden die Transaminasen AST Aspartat-Amino-
Transferase (GOT), ALT Alanintransferase (GPT) und y GT Gamma-Glutamyltranspeptidase

im Serum quantifiziert.

Referenzbereich:

AST: Frauen: < 15 U/l ; Manner: <18 U/I

ALT: Frauen: <19 U/l Manner: <23 U/l

YyGT: Frauen: < 18U/l ; Manner: < 28 U/l (Dormann, A. 1997)

Tabelle 17 : Konzentration der Sicherheitsparameter (U/l) zu Studienanfang und Studienende bei den
Probanden angegeben in Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts, ®= signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen.

Oryzanol-Gruppe Kontroll-Gruppe

Manner Frauen Gesamt Manner Frauen Gesamt
AST Anfang 12,6+2,8 9,4+0,5 10,8+1,3 9,6+0,4 10,3+0,7 9,9+0,4
AST Ende 10,7+1,5 11+0,7 10,8+0,7 9,6+0,4 9,5+0,6 9,5+0,3
Veranderung -1,9+1,5 1,6+0,7° 0+0,8 0,1+0,3 -0,8+0,4 -0,4+0,2
ALT Anfang 20,5+5,5 11,4+0,5 15,5+2,5 15,8+1,2 13,9+1,7 14,9411
ALT Ende 19,4+4,6 13,9+0,9 16,3+2,1 15,6+1,2 12,9+1,3 14,3+0,9
Veranderung -1,1+2,1 2,5+0,8° 0,9+1,1 -0,3+0,5 -1,0+0,8 -0,6+£0,4
GGT Anfang 19,2+4,3 12,9+1,9 15,7422 14,9+1,5 13,7£2,9 14,3+1,6
GGT Ende 17,7+3,2 13,76x2,4 15,5+2,0 14,2+1,5 11,2+1,7 12,7411
Veranderung -1,5+1,4 0,9+1,1 -0,2+0,9 -0,8+0,6 -2,5¢1,3 -1,6+0,7

Die im Plasma gemessenen Konzentrationen der Transaminasen waren sowohl zu
Studienbeginn, als auch zu Studienende immer im Referenzbereich. Allerdings stiegen bei
den Frauen der Kontroll-Gruppe , die Konzentrationen der Transaminasen AST um 1,6+0,7
U/l (p = 0,006)und ALT um 2,5+0,8 U/l (p = 0,004) hochsignifikant an. Bis auf die
Verdnderungen bei den Frauen der Kontroll-Gruppe, konnten jedoch keine weiteren

Konzentrationssteigerungen festgestellt werden.
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4.7 Korrelationen der Studiener gebnisse:

Zur Aufklarung potentieller Einflussfaktoren auf die gefundenen Ergebnisse wurden Korrela-

tionsanalysen flr die unten aufgelisteten moglichen Zusammenhange durchgefiihrt.

* Ausgangswert Gesamtcholesterin — Differenz Gesamtcholesterin

» Differenz Gesamtcholesterin — Differenz LDL-Cholesterin

* Ausgangswert Triglyceride — Differenz Gesamtcholesterin

* Lp(a) Konzentration — Ausgangswert bzw. Differenz Cholesterin

* Ausgangs- bzw. Endwert Gesamtcholesterin — Phytoplasmasterole
* Ausgangswert Phytoplasmasterole- Endwert Phytoplasmasterole

4.7.1 Ausgangswert Gesamtcholesterin — Differenz Gesamtcholesterin

Zuerst wurden die Ausgangswerte des Gesamtcholesterins mit den Werten der
Cholesterinveranderung korreliert. Diese wurden gebildet durch Subtraktion des Ausgangs-
vom Endwert. Die Berechnungen der Korrelationen wurden fir das gesamte
Probandenkollektiv, fir die Probanden der Test-Gruppe und die der Kontroll-Gruppe getrennt
durchgefihrt.

Dabei hat es sich in allen Berechnungen gezeigt, dass die Werte negativ miteinander
korrelieren. Bei der Oryzanol-Gruppe konnte eine signifikante negative Korrelation mit r = -
0,388 und in der Kontroll-Gruppe eine hochsignifikante negative Korrelation mit r = -0,614
zwischen den Werten berechnet werden.

In der Abbildung 7 sind die Anfangswerte des Gesamtcholesterins ( Cholesterinl) und die
Differenzen des Gesamtcholesterins (V_Chol) aufgetragen. Die Grafik zeigt die Werte fur die
Probanden der Test- und der Kontroll-Gruppe.

Negative Werte bei der Verdnderung der Cholesterinwerte (V_Chol) bedeuten, dass der
Anfangswert (Cholesterin 1) grofRer war als der Endwert (Cholesterin 2). In diesem Falle ist
das Gesamtcholesterin bei dem Probanden gesunken. Ist der Wert im positiven Bereich, so ist
die Konzentration des Gesamtcholesterins im Laufe der Studie angestiegen.
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Abbildung 7 : Die Cholesterin-Ausgangswerte im Verhéltnis zu den Cholesterinveranderungen V_Chol
(Cholesterin 2 — Cholesterin 1) 0 bedeutet, dass es keine Veranderung des Cholesterins gab, bei positiven
Werten stieg das Cholesterin und negative Werte bedeuten ein Absinken der Plasmakonzentration. Die

Dar stellung bezieht sich auf die Probanden aus der Oryzanol- und Kontroll-Gruppe.

4.7.2 Differenz Gesamtcholesterin — Differenz LDL-Cholesterin

Der Zusammenhang zwischen den Konzentrationsveranderungen des Gesamtcholesterins mit
den Konzentrationsveranderung des LDL-Cholesterins sollte durch Korrelationen zwischen
den Werten V_Chol (Differenz Gesamtcholesterin) und den Werten V_LDL (Differenz LDL-
Cholesterin)  untersucht werden. Die Korrelationen wurden fir das gesamte
Probandenkollektiv, die Oryzanol- und die Kontroll-Gruppe durchgefihrt.

In sdmtlichen Berechnungen haben sich hochsignifikante positive Zusammenhange gezeigt.
Fur die Oryzanol-Gruppe ergab es eine positive hochsignifikante Korrelation mit r = 0,87
zwischen den Werten V_Chol. und V_LDL. Auch fir die Kontroll-Gruppe war hier die
Pearson-Korrelation mit r = 0,64 positiv und hochsignifikant. Bei der Korrelation, fur das
Gesamtkollektiv der Studie, zeigte sich ebenfalls ein hochsignifikanter Wert fir die Pearson
Korrelation vonr = 0.78 heraus (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8 : Korrelationen und Mediane der Konzentrationsveranderungen (Endkonzentration -
Ausgangskonzentration) von Gesamtcholesterin (V_Chal) zu LDL-Cholesterin (V_LDL). 0 bedeutet, dass
es keine Veranderung des Cholesterins gab - bel positiven Werten stieg das Cholesterin und negative
Werte bedeuten ein Absinken der Plasmakonzentration. Die Darstellung bezieht sich auf Werte von

Probanden der Oryzanol- und Kontroll-Gruppe.

4.7.3 Ausgangswert Triglyceride — Differenz Gesamtcholesterin

Um die Ausgangskonzentrationen der Triglyceride (TG 1) als mogliche Einflussfaktoren auf
die Konzentrationsveranderungen der Cholesterinwerte zu bewerten, wurden die Werte TG 1
mit den Werten V_Chol. (Differenz zwischen Cholesterin 2 — Cholesterin 1) korreliert. Die
Korrelationen wurden fur das gesamte Probandenkollektiv, die Oryzanol- und die Kontroll-
Gruppe durchgefihrt. Dabei haben sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen den

korrelierten Werten gezeigt.
4.7.4 Lp(a) Konzentration — Ausgangswert bzw. Differenz Cholesterin

Es sollten sowohl die Zusammenhange zwischen den Anfangs- und Endkonzentrationen des
Lp(@ mit den Anfangss und Endkonzentrationen des Gesamtcholesterins als auch der
Differenz der Cholesterinwerte (V_Chol.) untersucht werden. Die Korrelationen wurden fir
das gesamte Probandenkollektiv, die Test- und die Kontroll-Gruppe durchgefiihrt. Bei
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samtlichen durchgefiihrten Berechnungen ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange
zwischen den Lp(a) Konzentrationen und den Cholesterinwerten und den Differenzen der

Cholesterinwerte.

475 Korrelationen der Ausgangss bzw. Endwert Gesamtcholesterin —

Phytoplasmasterine

Um die Zusammengange zwischen dem Gesamtcholesterin und den Sterinen zu kléren,
wurden bei den Berechnungen jewells die Anfangs und Endwerte der
Cholesterinkonzentrationen mit den Anfangs- und Endwerten der Sterolkonzentrationen im
Plasma korréliert.

Die Berechnungen wurden jeweils fur die Oryzanol- die Kontroll-Gruppe und das gesamte
Studienkollektiv durchgeftihrt.

Fur die Korrelationen ergaben sich zwischen den Anfangswerten (z.B. Cholesterin-Anfang
korreliert mit Sitosterin-Anfang) keinerlei signifikante Zusammenhénge.

Zwischen den Anfangswerten der Gesamtcholesterinkonzentrationen und den Endwerten der
Sterinkonzentrationen konnte in der Oryzanol-Gruppe fur die Korrelation zwischen
Stigmasterin-Ende und Cholesterin-Anfang mit r = 0,33 ein signifikanter Zusammenhang
aufgezeigt werden.

Fir die Berechnungen mit den Cholesterinanfangs- und den Sterin-Endwerten ergaben sich
im gesamten Probandenkollektiv und der Kontroll-Gruppe keine weiteren signifikanten
Zusammenhange.

Fur die Korrelationen mit den jeweiligen Endwerten ergaben sich mehrere signifikante, teils
hochsignifikante Zusammenhange.

In der Oryzanol -Gruppe korréelierten die Werte von Cholesterin-Ende mit den Werten von
Stigmasterol-Ende hochsignifikant mir r = 0,45**.

In der Kontroll-Gruppe ergab sich ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen
Cholesterin2 und Squalen2 mir einer Pearson-Korrelation vonr = 0,50**.

Bei den Berechnungen fir das gesamte Probandenkollektiv ergaben sich signifikante
Zusammenhange fur die Werte von Cholesterin2 und Stigmasterol2 mit r = 0,26*, fur die
Werte von Cholesterin2 und Campesterol2 mit r = 0,26*und fur die Werte von Cholesterin2
und Squalen2 mit r = 0,30*.



Ergebnisse 47

4.7.6 Ausgangswert Phytoplasmasterine - Endwert Phytoplasmasterine

Die Korrelationen wurden fir alle Probanden, die Oryzanol- und die Kontroll-Gruppe
durchgefthrt. Dabei hat es sich gezeigt, dass positive, hochsignifikante Korrelationen
zwischen den Ausgangswerten der jeweiligen Sterine (z.B. Sitogterin 1) und den Endwerten
dieser Sterine (Sitogterin 2) bestehen. Diese Zusammenhdnge konnten sowohl in der
Oryzanol-, und Kontroll-Gruppe als auch im kompletten Probandenkollektiv (nicht nach
Gruppen getrennt) beobachtet werden.

In der Kontroll-Gruppe war lediglich die Korrelation zwischen den Werten Campesterin 1
und Campesterin 2 signifikant.

Wie in den Tabellen 18, 19 und 20 zu sehen ist, ergaben sich noch weitere Korrelationen
unter den Sterinen.

Bei den Berechnungen fir ,,alle Probanden* erwies es sich, dass Sitosterin mit Campesterin
und Brassicasterin korrelierte. Campesterin korrelierte zusdtzlich mit Stigmasterin und
Brassicasterin. Auch konnte zwischen Brassicasterin und Stigmasterin ein  positiver

Zusammenhang dargestellt werden.

Tabelle 18 Korrelationskoeffizienten (r) aus den Korrelationen der Ausgangswerte mit den Endwerten fur

alle Probanden, nicht nach Gruppen getrennt.

Sitod. 2 Stigmast. 2 Campest. 2 Brassicast. 2 Squalen 2
Sitost. 1 0,94** NS 0,62** 0,73** NS
Stigmast. 1 NS 0,92** NS NS NS
Campest. 1 0,73** 0,37** 0,65** 0,70** NS
Brassicast. 1  0,85** 0,26* 0,65** 0,77** NS
Squalen 1 NS NS NS NS 0,63**

NS = Kein signifikanter Zusammenhang der Werte; * = p <0.05; ** = p<0,01

Die Oryzanol-Gruppe fur sich betrachtet ergab zusdtzlich zu den oben genannten
Korrelationen noch folgende Zusammenhange.

Es korrelierten die Anfangswerte von Squalen mit den Endwerten von Sitosterin, Stigmasterin
und Brassicasterin. Zwischen den Anfangswerten von Brassicasterin und den Endwerten von

Stigmasterin konnten hier keine Zusammenhange festgestellt werden.
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Tabelle 19 Korreationskoeffizienten (r) aus den Korrelationen der Ausgangswerte mit den Endwerten

der Phytosterine fir die Probanden der Oryzanol-Gruppe

Sitod. 2 Stigmast. 2 Campest. 2 Brassicast. 2 Squalen 2

Sitog. 1 0,98** NS 0,83** 0,77** NS
Stigmast. 1 NS 0,90** NS NS NS
Campest. 1 0,81** 0,44** 0,91** 0,79** NS
Brassicast. 1 0,87** NS 0,77** 0,79** NS
Squalen 1 0,36* 0,41* NS 0,50** 0,60**

NS = Kein signifikanter Zusammenhang der Werte; * = p <0.05; ** = p<0,01

Bei den Berechnungen fur die Kontroll-Gruppe konnten im Vergleich zur Oryzanol-Gruppe

weniger Korrelationen zwischen den Anfangs und Endwerten festgestellt werden.

Tabelle 20 : Korrelationskoeffizienten (r) aus den Korrelationen der Ausgangswerte mit den Endwerten

der Probanden aus der Kontroll-Gruppe

Sitod. 2 Stigmast. 2 Campest. 2 Brassicast. 2 Squalen 2

Sitog. 1 0,92** NS NS 0,70** NS
Stigmast. 1 NS 0,96** NS NS NS
Campest. 1 0,72** NS 0,43* 0,63** NS
Brassicast. 1 0,82** NS 0,50** 0,78** NS
Squalen 1 NS NS NS NS 0,69**

NS = Kein signifikanter Zusammenhang der Werte; * = p <0.05; ** = p<0,01

4.8 Auswertung des Fragebogens zum Studienende

Um Informationen Uber die Anderungen der Lebensgewohnheiten im Hinblick auf der
Erndhrung, Medikamentenkonsum und dem Auftreten neuer korperliche Beschwerden der
Probanden im Zeitraum der Studie zu bekommen, wurde ihnen zum Studienende wiederum

ein Fragebogen vorgelegt (s. ,Fragen zum Studienende” im Anhang).
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4.8.1 Korperliche Beschwerden

Im Hinblick auf die korperlichen Beschwerden wurde im Einzelnen gefragt nach:

» Kopfschmerzen

o Ubelkeit
» Erbrechen
» Blahungen

» Bauchschmerzen

* Durchfall

* Andere Beschwerden
Bis auf das Auftreten von Meteorismus konnten zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede im Auftreten der Beschwerden festgestellt werden. Uber Meteorismus jedoch
klagten neun Probanden der Oryzanol-Gruppe im Vergleich zu einer Person in der Kontroll-
Gruppe. Dieser Unterschied war signifikant.
Bei der Frage nach ,andere Beschwerden wurde in der Oryzanol-Gruppe von vier Probanden
»otuhl mit weicher Konsistenz“ , von zwel Probanden ,akute Gastroenteritis®, von drei
Probanden , grippaler Infekt® und von zwei Probanden , Obstipation mit grippalem Infekt®
angegeben.
In der Standard-Gruppe klagte eine Probandin Uber eine Gallenkolik und einen
Hautausschlag, ein Proband nannte ,Stuhl mit weicher Konsistenz“ und eine Probandin

erwahnte, dass sie mit dem Rauchen aufgehort hatte.
4.8.2 Medikamentenkonsum wéahrend der Studie

Bei den Fragen zum Studienende mussten die Probanden auch die Fragen beantworten, ob sie
im Verlauf der Studie ein Medikament neu eingenommen oder ein Medikament abgesetzt
haben.

Wéhrend der Studie wurden von den Probanden an neuen Medikamenten diverse
Grippemittel wie Acetylcystein, Acetylsalicilsaure, Paracetamol und Nasentropfen
eingenommen. In der Oryzanol-Gruppe bekam ein Patient Finasterid (Prostatamittel), ein
anderer ein Gichtmittel. In der Standard-Gruppe wurde einem Patienten ein Medikament
gegen Sodbrennen verordnet.

Bei Probanden, die im Verlauf der Studie Medikamente abgesetzten, handelte es sich in der
Oryzanol-Gruppe um eine Frau, bel der die Pille abgesetzt wurde und in der Standard-Gruppe
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um eine Probandin, bei der ein Medikament mit Gelbkorperhormon nicht mehr weiter

verordnet wurde.
4.8.3 Erndhrungsgewohnheiten

Auf die Frage, ob esihnen schwer gefallen ist, die Margarine zu essen, antworteten insgesamt
31 der Probanden mit ja und 38 mit nein. Auf die Gruppen verteilt ergab dies 22 Probanden
(57,9%) in der Oryzanol-Gruppe, denen es schwer gefallen ist, die Margarine zu essen im
Vergleich zu 9 Probanden (29,0%) in der Kontroll-Gruppe.
Die Erndhrungsgewohnheiten anderten in beiden Gruppen gleich viele Probanden. In der
Oryzanol-Gruppe waren es 10 Probanden (26,3%) und in der Kontroll-Gruppe auch 10
Probanden (32,3). Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied.
Wir wollten von den Probanden wissen, welches Streichfett sie durch die Studienmargarine
ersetzt hatten. Dazu fragten wir sie. ,Haben Sie die Studienmargarine anstatt ,Butter”,
»Margarine”, oder zusétzlich gegessen?
44 der Probanden haben die Studienmargarine als Ersatz flr Butter gegessen, 26 Probanden
ersetzten die Margarine die sie vorher gegessen hatten durch die Studiennahrung und 8 der
Probanden konsumierten die Studienmargarine zusétzlich zu dem Streichfett, dass sie auch
schon vorher gegessen hatten.
Es wurde im Fragebogen geklart, mit welchen Lebensmittel die Studienmargarine von den
Probanden kombiniert wurde.
Die Probanden konnten zwischen den Antwortméglichkeiten:

* Brot

* Teigwaren

Gemuse

* Andere Lebensmittel wahlen.

Daraus ergab sich, dass 67 der Probanden die Studienmargarine mit Brot gegessen haben. 13
Probanden konsumierten die Margarine mit Teigwaren, und weitere 13 Probanden
kombinierten die Studiennahrung mit GemUse. 4 Probanden haben die Margarine mit anderen

L ebensmitteln zu sich genommen.
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5 Diskussion

Die Studie hat gezeigt, dass der Verzehr von 40gr. Diét-Margarine am Tag mit einem Zusatz
von 4% Gamma-Oryzanol zu einer signifikanten Senkung des Gesamt- und des LDL-
Cholesterins im Serum gefihrt hat. Bezlglich der Serumkonzentrationen des HDL-
Cholesterins sowie der Triglyceride konnten keine wesentlichen Auswirkungen festgestellt
werden. Mit der Verwendung von Gamma-Oryzanol als Nahrungserganzungsmittel, wie es
bereits in Japan und weiten Teilen Asiens geschieht, konnte dies eine Alternative zu den
bisher verwendeten Stanolestern sein. Zudem konnten zahlreiche gesundheitsfordernde
Effekte des Gamma-Oryzanols aufgezeigt werden (Sugano et a. 1996; Sugano et al 1999;
Cicero et a. 2001).

5.1 Klinische Daten des Probandenkollektivs

Um valide Aussagen Uber die Wirkungen von Oryzanol als Nahrungssupplement in
Margarine machen zu kdnnen, war es wichtig, aus dem Probandenkollektiv, zwel identische
Gruppen zu bilden, die spéer verglichen werden konnten. Wie die datistischen
Auswertungen gezeigt haben, sind die nach dem Zufallsprinzip gebildeten Gruppen
(Oryzanol- und Kontroll-Gruppe), beztglich ihrer demographischen Daten und der zu
Studienbeginn erhobenen Lipid-Parameter vergleichbar. Signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen ergaben sich nicht. Auch die Erndhrung war bei allen Probanden
ausgewogen und die Erndhrungsgewohnheiten in der Oryzanol- und der Kontroll-Gruppe sind
vergleichbar.

Wie die Laboranalysen zeigten, hatten alle Probanden eine leichte Hypercholesterindmie mit
Cholesterin-Werten von im Durchschnitt 245mg/dl. Ebenfalls war das LDL-Cholesterin,
welches nach dem Studienprotokoll > 130mg/dl sein sollte, bei alle Probanden mit
durchschnittlich 160mg/dI leicht erhéht.

Das durchschnittliche Alter in beiden Gruppen lag bei 45 Jahren in der Kontroll- und 46
Jahren in der Oryzanol-Gruppe. Der Body-Mass-Index der Probanden beider Gruppen lag im
Mittel bei 24,5 kg/m2. Demzufolge hatten die Probanden Normal- bis leichtes Ubergewicht.

5.2 Parameter des Lipidstoffwechsel

In unserer Studie konnte eine durchschnittliche Verminderung des Serumcholesterins
innerhalb der Kontroll-Gruppe um 5 mg/dl und innerhalb der Oryzanol-Gruppe um 9,5 mg/dl

erreicht werden. Dabei kdnnen wir sagen, dass eine Verminderung der Serumkonzentration
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des Gesamtcholesterins um 1,9% durch GammaOryzanol erreicht wurde. Die
Cholesterinveranderungen standen in direktem Zusammenhang mit den LDL-Veranderungen,
wobel 2,7% Senkung der LDL-Konzentration dem Oryzanol zugeschrieben werden kénnen.
In Relation zu einer téglichen Aufnahme von 1,9 g Oryzanol ist dieser Wert eher gering.

Auf Grund vorangegangener Beobachtungen von Jones beziiglich der cholesterinsenkenden
Wirkung von Phytosterinen, ist davon auszugehen, dass nach 4-woéchigem Verzehr von
Sterinen, beinahe der maximale cholesterinsenkende Effekt der Phytosterindiét erreicht ist
(Jones et al. 1997).

Ebenfalls wurde in Studien von Hallikeinen und Miettinen aus den Jahren 2000 und 1995 von
einer LDL-Senkung um 6,1% nach 4 Wochen und um 9,8% (nach einem Jahr) berichtet,
nachdem taglich 1,69 bzw. 1,89 Stanolester aufgenommen wurden (Hallikeinen et al. 2000;
Miettinen et al. 1995).

Beziglich der Wirksamkeit von Stanolen versus Sterine, die Cholesterinabsorption im
Intestinaltrakt zu hemmen, gibt es unterschiedliche Studienergebnisse. Weststrate und
Kollegen konnten nur geringe Unterschiede zwischen Sterinen und ihrer geséttigten Form,
den Stanolen feststellen (Weststrate et al. 1998). In der Forschungsgruppe um Jones hingegen
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Phytosterolen und Phytostanolen festgestellt
werden. Bei dieser Studie konnte die intestinale Aufnahme von Cholesterin mit Sterinen um
36,2% und mit Stanolen um 25,9% gesenkt werden (Jones et al. 2000).

Dabei ist die cholesterinsenkende Wirkung der Sterine dosisabhangig. Die grofdten Effekte
konnten bei einer taglichen Sterinzufuhr zwischen 2 g und 3g beobachtet werden (Nguyen
1999).

Betrachten wir unsere Ergebnisse im Vergleich zu Untersuchungen von Hallikeinen, so konne
wir feststellen, dass die Cholesterinsenkungen, die wir in unserer Studie beobachten konnten,
vergleichbar sind mit der nicht signifikanten LDL-Cholesterinsenkung von 1,6% bei
Probanden mit Hypercholesterindmie, die taglich 0,8 g Stanole zu sich genommen hatten
(Hallikeinen et al. 2000). Ebenfalls konnte zwar in einer friheren Studie von Miettinen eine
Senkung des LDL-Cholesterins mit nur 1 g Sitostanol pro Tag erreicht werden, jedoch waren
die beobachteten Effekte zum Teil unterschiedlich und widersprichlich (Miettinen et al.
1994b).

5.2.1 VLDL Cholesterin - Plasma-Triglyceride — Lipoprotein Lp(a)

Was die Auswirkungen von Phytosterinen auf die Konzentrationen der Triglyceride

anbelangt, so gibt es unterschiedliche Studienergebnisse, wobel sich zum Teil Erhéhungen
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und wiederum auch Senkungen der Triglyceridkonzentrationen zeigten (Jones et a. 1997). In
unserer Studie konnten wir keine EinflUsse der Phytosterine auf das VLDL Cholesterin und
die Plasma-Triglyceride feststellen (siehe dazu Tabelle 8). Diese Ergebnisse sind vergleichbar
mit denen von Heinemann aus dem Jahre 1986 (Heinemann et a. 1986). Be den
Triglyceriden konnten wir zwar grof3e Schwankungen innerhalb der Gruppen beobachten, die
jedoch aufgrund eines grof3en Standardfehlers nicht zu signifikanten Unterschieden zwischen
Studienanfang und Studienende fihrten. Auch Unterschiede zwischen der Oryzanol- und der
Kontroll-Gruppe konnten nicht nachgewiesen werden. Bei den Konzentrationen des Lp(a)
konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Studienanfang und Ende
festgestellt werden.

5.2.2 Quotient aus LDL-Cholesterin/HDL-Cholesterin

Durch die geringen Auswirkungen auf das HDL-Cholesterin und das gleichzeitige Absinken
des LDL-Cholesterins, konnte ein positiver Effekt festgestellt werden, indem der LDL/HDL-
Quotient sich verringerte. Im Schnitt lag das Verhdtnis von LDL-Cholesterin zu HDL-
Cholesterin bei beiden Gruppen zu Studienende bel 2,8 im Gegensatz zu einem LDL/HDL-
Quotienten zu Studienbeginn von 2,9.

Diese Veranderung im Studienverlauf ist allerdings nur bei der Oryzanol-Gruppe aufgrund
des geringeren Standardfehlers signifikant. Was vor allem an den Frauen in dieser Gruppe
liegt. Bei den Méannern der Oryzanol-Gruppe weist die Verdnderung des Quotienten einen

entgegengesetzten Trend gegeniiber dem der Frauen auf, der aber nicht signifikant ist.

5.2.3 Korrelation zwischen dem Ausgangswert des Gesamtcholesterin und

dessen Veranderung im Studienverlauf

Aus unseren Analysen lasst sich schlief3en, dass bei Personen mit hohen Cholesterin-
ausgangswerten (Cholesterin 1) eine grofdere Abnahme der Cholesterinkonzentrationen zu
erwarten ist, als bei Personen mit niedrigeren Anfangswerten. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen von Gylling und Jones, wonach der cholesterinsenkende Effekt der
Phytosterine umso grofl3er ist, je hoher der Ausgangskonzentration des Gesamtcholesterin ist.
Es wird diskutiert, dass Personen mit einem hohen Gesamtcholesterin Uber eine hbhere
intestinale Cholesterinabsorption verfiigen (Gylling et al. 1999b; Jones et al. 2000).
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5.2.4 Korrelation zwischen dem Absinken des Gesamtcholesterins und dem
Absinken des LDL-Cholesterins

Bei den durchgefiinrten Korrelationen zwischen den Veranderungen der Konzentrationen des
Gesamtcholesterins und des LDL-Cholesterins, zeigten sich in sdmtlichen Berechnungen (das
gesamte  Probandenkollektiv,  Oryzanol-Gruppe, Kontroll-Gruppe) wie erwartet
hochsignifikant positive Zusammenhénge (Abbildung 8). Diese Ergebnisse lassen sich
dadurch erkléren, dass das Gesamtcholesterin zum Grofdtell aus LDL-Cholesterin besteht
(Herold et al. 1999). Deshalb ist mit einem Absinken des LDL-Cholesterins in der Regel auch
ein Absinken des Gesamtcholesterins verbunden.

Die Konzentrationen des HDL-Cholesterins wurden durch unsere Studiennahrung nicht
wesentlich beeinflusst. Eine Ausnahme bildeten die Frauen in der Oryzanol-Gruppe, bei
denen das HDL-Cholesterin um 3,5 + 1,8 mg/dl angestiegen ist, wahrend hingegen im
Vergleich dazu das HDL-Cholesterin bei den Frauen der Standard-Gruppe um —2,9 + 1,9
mg/dl gesunken ist. Dieser Unterschied ist signifikant zwischen den Gruppen.

Bei der Korrelation der Ausgangswerte von Triglyceriden mit den Veranderungen der
Cholesterinwerte ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Man kann daraus folgern, dass die
Anfangswerte der Triglyceride in dieser Studie keinen nennenswerten Einfluss auf die
Konzentrationsveranderung der Cholesterinwerte genommen haben. Dies gilt sowohl fur die

Oryzanol- und fir die Kontroll-Gruppe als auch fur die gesamte Studienpopulation.

5.3 Fettlosliche Vitamine und antioxidative K apazitat

Es bestand die Uberlegung, dass durch die, in der Margarine enthaltenen, Phytosterine auch
die fettloslichen Vitamine vermindert resorbiert werden konnten, wodurch deren
Plasmakonzentrationen sinken wiirden (Plat et a. 2000a).

Von Gylling et a. wurde beschrieben (Gylling et al. 1999a), dass es unter dem Konsum von
Margarine mit Sitostanolestern zu einer verminderten Resorption von a- und B-Carotin jedoch
nicht zu einer Verminderung der Retinol und o Tocopherol-Konzentrationen gekommen ist.
Von Relas et al. wurde ebenfalls beschrieben (Relas et al. 2001), dass die Absorption von a-
Tocopherol und Retinol durch die Stanolester nicht beeinflusst wird, jedoch zeigte sich im
Vergleich zur Studie von Gylling et al., bei Relas keine Veradnderung der B-Carotin-

Konzentrationen.
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Wir konnten bei den von uns gemessenen Werten weder in der Oryzanol- noch in der
Kontroll-Gruppe signifikante Konzentrationsunterschiede von a-Tocopherol, a-Carotin, und
B-Carotin zwischen Studienanfang und Studienende feststellen. Dabel entsprechen die von
uns gemessenen Konzentrationen der Norm, die bei Erwachsenen mit ausgewogener
Erndhrung dblich ist (Hallfrisch et a. 1994). Als Schlussfolgerung kann folglich gesagt
werden, dass unter der Gabe von Phytosterinen in unserer Studie die Bioverflgbarkeit von
Vitamin A nicht herabgesetzt wurde. Viel mehr kam es im Verlauf der Studie bei den
Vitamin-A Konzentrationen sogar zu einem leichten Anstieg der Plasmakonzentrationen in
beiden Gruppen, was sich aber am ehesten auf die Vitamin-A-Zusétze der Studienmargarine
zurUckfuhren |&sst.

Beziglich der antioxidativen Kapazitdt kam es innerhalb der Oryzanol-Gruppe zu einem
signifikanten Anstieg der Konzentration. Dies konnte moglicherweise durch die antioxidative
Kapazitdt der absorbierten Ferulasdaure bedingt sein. Die antioxidative Kapazitdt der
Ferulasdure, die von Graf et a beschrieben wird, bedeutet einen weiteren positiven Effekt des
v-Oryzanols (Graf 1992). Mittlerweile ist es bekannt, dass oxidativer Stress eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von Atheriosklerose und somit auch von
Herzkreislauferkrankungen spielt. Dementsprechend ist die Aufnahme von Antioxidantien
mit der t&glichen Nahrung von zunehmender Wichtigkeit (Keli 1996; Finotti et al. 2000). Der
Antioxidative Effekt von Polyphenolen, wie sie zum Beispiel in Rotwein oder auch in
Fruchtsaften vorkommen, wird von Morton beschrieben (Morton 2000).

54 Sterole

Nachdem das von uns angewendete Oryzanol pro Tag 0,7 g Sitosterin und Campesterin und
1,2 g Cycloartenol und 24-Methylencycloartenol lieferte, decken sich unsere Beobachtungen
mit denen von Vissers und Weststrate, wonach 4-4Dimethlysterine eine deutlich geringere
cholesterinsenkende Wirkung haben als 4-Desmethylsterine (Vissers et al. 2000). Bei Ratten,
die mit Cycloartenol geflttert wurden, konnte kein signifikanter Einfluss auf die
Plasmacholesterinwerte beobachtet werden (Ikeda et a. 1985). Scheinbar hangt die Hemmung
der Cholesterinabsorption im Darm von der Struktur-Ahnlichkeit des Sterins zum
Cholesterinmolekiil ab (Armstrong et al. 1987) und von der verminderten Absorbierbarkeit
dieses Sterins ab (Heinemann et a. 1993; Kritchevsky 1997).

Unter der Gabe von Stanolen konnte bereits von Gylling et a. ein Anstieg der endogenen
Cholesterinsynthese festgestellt werden (Gylling et a. 1999). Jones et a. konnte in seiner
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Studie beobachten, dass es unter der Gabe von Phytostanolen zu einem Anstieg der
korpereigenen Cholesterinsynthese um 37,8% und unter der Gabe von Phytosterinen um
53,3% gekommen war (Jones et al. 2000). Durch diese kompensatorische Erhéhung der
Cholesterinsynthese kénnte es zu einer Minderung der Wirksamkeit der Phytosterine
kommen.

Von Matthan konnte der Zusammenhang zwischen Squalen und Desmosterin als Vorstufen
der endogenen Cholesterinsynthese erbracht werden (Matthan et al. 2000).Wir versuchten
durch die quantitative Bestimmungen der Serumkonzentrationen von Squalen und
Desmosterin, die Auswirkungen unserer Studiennahrung auf die Cholesterinsynthese
abzuschétzen.

Obwonhl wir tendenziell einen Anstieg der Squalen-Konzentrationen in der Oryzanol-Gruppe
feststellen konnten, zeigten sich bei den Desmosterin-Konzentrationen keine Verénderungen.
Da Desmosterin ein direkter metabolischer Vorlaufer des Oryzanols ist, erscheint es
untypisch, dass eine erhohte endogene Synthese grofdtenteils den Effekt von Phytosterinen auf
die Cholesterinabsorption kompensiert.

Bei der Bestimmung der Konzentrationen der einzelnen Sterine im Plasma der Probanden
zeigten sich bei den Teilnehmern der Oryzanol-Gruppe geringe jedoch signifikante Erhéhung
der Konzentrationen fir Campesterin und Stigmasterin. Diese Beobachtung decken sich zum
Teil mit anderen Studien, jedoch nicht mit allen (Miettinen et a. 1994a; Tilvis 1986;
Vanhanen et a. 1992). Die von uns bestimmten Anfangswerte der Sterine waren mit denen
von vorangegangenen Studien vergleichbar, jedoch waren die Mittelwerte hbher (Miettinen et
al. 1990). Die Mittelwerte waren am ehesten mit den Werten von Hallikainen vergleichbar
(Hallikainen et al. 2000).

Zwischen den Anfangs- und Endwerten der Phytosterine in der Oryzanol-Gruppe, gab es bei
den gerechneten Korrelationen einen hochsignifikant positiv (r=0,51) Zusammenhang. Dies
spricht fir eine individuelle Absorptionskapazitat fir die Phytosterine, wie sie auch von Jones
diskutiert wird (Jones et al. 2000).

Als Folge des Absinkens der Cholesterinkonzentration und dem Anstieg der Konzentrationen
der Pflanzensterine kam es innerhalb der Oryzanol-Gruppe zu einem signifikanten Anstieg
der Campesterin/Cholesterin- und der Sitosterin/Cholesterin-Quotienten.

Obwohl keine Werte Uber die Menge an 4-4Dimethylsterine, welche Uber die
Grundnahrungsmittel aufgenommen werden, zur Verfigung standen, weist doch der Anstieg
im Verlauf der Studie auf eine Absorption dieser Stoffe hin und kdnnte somit erklaren, warum

die Cholesterinabsorption nicht stérker gehemmt wurde.
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5.5 Transaminasen

In der Studie von Hendriks und Mitarbeiter kamen unter dem Konsum von Phytosterinen
nicht zu einer Erhéhung der Lebertransaminasen tiber den Normalbereich hinaus (Hendriks et
al. 1999).

Auch in unserer Studie zeigte sich bei der Bestimmung der Transaminasen AST, ALT und
GGT in der Oryzanol-Gruppe keine wesentliche Erhohung der Konzentrationen zwischen
Studienanfang und Ende.

Alaninaminotransferase: Frauen: 11,4 + 0,5zu 13,9+ 0,9 U/ml ; Ménner: 20,5+ 552zu 19,4 +
4,6 U/ml ; die Werte beziehen sich auf Studienanfang zu Ende.

Aspartataminotransferase: Frauen: 9,4 £0,5 zu 11 £ 0,7 U/ml ; Ménner: 12,6 + 2,8 zu 10,7
1,5 ; die Werte beziehen sich auf Studienanfang und Ende.

Trotz der ansteigenden Tendenz der Transaminasen ALT und AST bei den Frauen der
Oryzanol-Gruppe, blieben die Werte im Normalbereich (Dormann et al. 1997).

Bei der Kontroll-Gruppe konnten ebenfalls keine Veradnderungen der Transaminasen
festgestellt werden.

5.6 Korperliche Beschwerden der Probanden

Es konnten keine schwerwiegenden korperlichen Beschwerden bei den Probanden festgestellt
werden, die sich durch das Oryzanol erkléren lassen wirden. Zum Teil waren Beschwerden
durch grippale I nfekte bedingt, die aber innerhalb von zwei Tagen wieder abgeklungen waren.
Zwei Probanden, die im selben Haushalt |eben, hatten flr einen Tag eine akute Gastroenteritis
mit Diarrh6. Hier liegt die Vermutung nahe, dass beide verdorbene Lebensmittel zu sich
genommen hatten. Es zeigte sich jedoch, dass in der Oryzanol-Gruppe vermehrt Meteorismus
und Stuhl mit weicherer Konsistenz auftraten. Bei einem Beta-Sitosterin-haltigen
Medikament sind gastroenterologische Beschwerden mit Meteorismen und Diarrh6 als
Nebenwirkungen bereits bekannt (Schonhofer et al. 1997).

Eine Probandin in der Kontroll-Gruppe klagte Uber eine Gallenkolik. Bei ihr war jedoch bei
den Vorerkrankungen eine Cholezystolithiasis bekannt, die damals auch operiert wurde.
Moglicherweise hat sich bel der Patientin wieder ein Gallenstein gebildet, der symptomatisch
wurde. Da die Probandin jedoch in der Kontroll-Gruppe befand, l8sst sich auch hier kein

Zusammenhang zum Oryzanol feststellen.
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5.7 Zusammenfassung

In der durchgefUhrten Studie sollten Uber einen Zeitraum von 4 Wochen die Auswirkungen
des t&glichen Verzehrs einer mit 1,6 Gramm Gamma-Oryzanol angereicherten pflanzlichen
Margarine auf den Lipidstoffwechsel, die antioxidative Kapazitdt sowie Effekte auf die
Konzentrationen der fettloslichen Vitamine untersucht werden. Um die Unbedenklichkeit des
Verzehrs von Gamma-Oryzanol zu belegen, wurden die Konzentrationen der Transaminasen
sowie der Gamma-GT bestimmt. Zudem wurde die Konzentration der Phytosterine im Blut
gemessen.

Die Studie war as eine doppelt blind randomisierte Parallelstudie angelegt, wobei die
Rekrutierung der Probanden durch Aushénge in verschiedenen Kliniken und durch eine
Zeitungsanzeige erfolgte. Insgesamt wurden 150 Personen vorab telefonisch zu den
Einschlusskriterien wie Erkrankungen, Medikamente und Lebensgewohnheiten befragt. Bei
120 Probanden wurde anschlief3end ein Cholesterin-Schnelltest durchgefuhrt. Insgesamt
erfillten 71 Probanden die Einschlusskriterien, zu denen unter anderem eine Konzentration
des Plasmacholesterin = 200mg/dl z&hlte, wobei die Konzentration des LDL-Cholesterins
nicht unter 130mg/dl sein durfte. Es wurden nach dem Zufallsprinzip zwei Gruppen gebildet,
die bezuglich ihrer demographischen Daten sowie der zu Studienbeginn erhobenen Lipid-
Parameter vergleichbar waren. Insgesamt schlossen 69 Probanden protokollgerecht die Studie
ab, davon befanden sich 38 Probanden in der Oryzanol-Gruppe und 31 in der Kontrollgruppe.

Bei der Kontrolle der Blutfette zu Studienende konnte sowohl in der Oryzanol-Gruppe als
auch in der Kontroll-Gruppe ein Rickgang der Blutfette verzeichnet werden. Jedoch nur in
der Oryzanol-Gruppe konnte ein signifikanter Riuckgang des Gesamtcholesterins um 9,5
mg/dl (p = 0,04) und eine Senkung des LDL-Cholesterins um 10,3 mg/dl ( p < 0,01)
festgestellt werden. Die Konzentrationen des HDL-Cholesterins wurden durch unsere
Studiennahrung nicht wesentlich beeinflusst. Ebenfalls konnten wir keine Auswirkungen auf
die weiteren Serumlipide wie VLDL, Triglyceride und Lp(a) feststellen. Bel der Auswertung
und Bestimmung der fettldslichen Vitamine Retinol, a-Tocopherol, a-Carotin und B-Carotin
konnten ebenfalls keine wesentlichen Veranderungen der Konzentrationen festgestellt
werden, die sich auf den Zusatz von Gamma-Oryzanol zur Studienmargarine zurtckfuhren
lief3en.

Bei der Messung der antioxidativen Kapazitdt konnte allgemein ein signifikanter Anstieg in
der Oryzanol-Gruppe um 24,4 umol/l festgestellt werden. In der Kontroll-Gruppe wurde ein
tendenzieller, jedoch nicht signifikanter Anstieg der antioxidativen Kapazitét festgestellt.
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Bei den Plasmakonzentrationen der Sterole zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Studiengruppen. So konnten in der Oryzanol-Gruppe sowohl fir die Konzentration
von Campesterin und Stigmasterin  signifikante Anstiege verzeichnet werden. Beim
Brassicasterin konnte ein Absinken der Plasmakonzentration beobachtet werden. In der
Kontroll-Gruppe konnten beztiglich der Sterine keine signifikanten Veranderungen zwischen
Studienanfang und Ende festgestellt werden.

Die im Plasma gemessenen Konzentrationen der Transaminasen waren sowohl zu

Studienbeginn, als auch zu Studienende in beiden Gruppen immer im Referenzbereich.

5.8 Fazt

Aufgrund der verwendeten Didmargarine und den zu 70% darin enthaltenen einfach und
mehrfach ungeséttigten Fettséuren, die ebenfalls einen cholesterinsenkenden Effekt haben,
kam es allgemein zu einer Senkung der Cholesterinwerte. Somit 18sst sich auch erklaren,
warum es ebenfalls in der Kontroll-Gruppe zu einem Absinken des LDL-Cholesterins
gekommen ist. Im Rahmen der Studie kdnnte eine verminderte Wirksamkeit der Phytosterine
dadurch bedingt sein, dass mit der Nahrung insgesamt weniger Cholesterin als gewoéhnlich
zugefuihrt wurde und somit auch weniger Cholesterin an der Aufnahme gehindert werden
konnte. Dies wiirde den Beobachtungen von Denke entsprechen (Denke 1995).

Nachdem die Korrelationen zwischen den Ausgangswerten der Cholesterinkonzentrationen
und den Veranderungen der Cholesterinkonzentrationen in der Oryzanol-Gruppe nicht so
stark ausgepragt sind wie in der Kontroll-Gruppe, weist dies auf einen Mechanismus hin, der
unabhangig von den Ausgangswerten ist und stimmt Gberein mit der beschriebene Effektivitét
der Stanol-Supplementation bei Probanden mit normalen oder auch leicht erhdhten
Cholesterinwerten (Jones et al. 1998; Plat et a. 2000b; Weststrate et al. 1998).

Obwohl der cholesterinsenkende Effekt der mit Gamma-Oryzanol angereicherten Margarine
deutlich geringer ist als bei der bereits im Handel befindlichen Margarine mit Sitostanol
(becel pro activ), kann als Schlussfolgerung gesagt werden, dass Gamma-Oryzanol als
Nahrungsergadnzungsmittel ebenfalls dazu beitragen kann, erhdohte Cholesterin- und LDL-

Cholesterinwerte zu senken.
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7 Anhang

Auswirkung des Verzehrs einer Margarine mit Reisschalend! auf den
menschlichen Lipidstoffwechsel

T. Schluppeck, H. Demmelmair, B. Koletzko
Stoffwechsellabor der Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital der LMU
(Leiter: Prof. Dr. B. Koletzko)
PettenkoferstraRe 8a, 80336 Miinchen, Tel: 089-5160-3751

Sehr geehrte Studienteilnehmerin, sehr geehrter Studienteilnehmer,

hohe Cholesterinwerte im Blut stellen einen Risikofaktor fiir die Entstehung von Herz- und
Kreislauferkrankungen dar. Neben der persénlichen Veranlagung wird das Cholesterin im
Blut stark von der Ernéhrung beeinfluft. Da ein groRer Teil des Cholesterins aus der Nah-
rung stammt, werden Lebensmittel, welche die Aufnahme des Cholesterins aus der Nah-
rung hemmen, empfohlen.

Studien haben gezeigt, dal bestimmte Inhaltsstoffe von Reisschalenél, das in Japan und
anderen asiatischen Landern als Nahrungsmittel gebréuchlich ist, das Cholesterin im Blut
gunstig beeinflussen. Durch geeignete Technologien ist es auch méglich geworden, diese
natitlich vorkommenden Inhaltsstoffe des Reisschalendls als Margarinezusatzstoff
einzusetzen, ohne geschmackliche Einbufien bei der Margarine hinnehmen zu missen.

Wir méchten an ausgewahlten Studienteiinehmern untersuchen, wie sich der Verzehr von
taglich 40 g einer Diatmargarine (Fettgehalt 40 %) mit einem Zusatz von 4 % dieser
Inhaltsstoffe auf die Blutfette auswirkt. Wenn Sie sich zur Teilnahme an der Studie bereit
erklaren, wiirde man thnen morgens niichtern 15 ml Blut abnehmen, Sie essen ab diesem
Tag fur 4 Wochen taglich 40 g Margarine als Brotaufstrich (zwei 20 g Portionen), sammeln
die leeren Behélter und bringen Sie uns zum zweiten Blutentnahmetermin (ebenfalls
Entnahme von 15 ml Blut) zuriick. Zur Auswertung der Ergebnisse benétigen wir einige
Informationen von |hnen (Geburtsdatum, GréBe, Gewicht, Medikamente, vorliegende
Erkrankungen, Erndhrungsgewohnheiten).

Um die Wirkung der Didtmargarine vorurteilsfrei erfassen zu kénnen, werden die an der
Studie teilnehmenden Personen nach dem Zufallsprinzip einer herkémmlichen
Diétmargarine oder der gleichen Margarine mit Zusatz von Reisschalens| zugeordnet

Unerwiinschte Nebenwirkungen der Reisschalenélinhaltsstoffe sind nicht bekannt, so dal
als Risiko nur unwahrscheinliche, sehr selten auftretende Komplikationen durch die
Blutentnahmen eintreten kénnten, z.B. BluterguB, Venenentziindung. Selbstverstandlich
kénnen Sie die Teilnahme an der Studie jederzeit ohne Angabe von Griinden abbrechen.
Als Entschédigung fir Ihre Bemiihungen im Zusammenhang mit der Studie erhalten Sie
nach Abschiu® der Studie 200 .- DM. Bitte haben Sie Versténdnis dafiir, daR wir eine Auf-
wandsentschadigung nur an Teilnehmer auszahlen kénnen, welche die Studie dem Plan
entsprechend zu Ende fuhren und die erforderlichen Angaben machen. Fir die verwal-
tungstechnische Abwicklung der Studie benétigen wir Ihren Namen, lhre Anschrift und lhre
Bankverbindung, da keine Barauszahlungen méglich sind.

Alle persdnlichen Daten werden streng vertraulich behandelt und nicht weitergegeben.
Nach AbschluR der Studie erfolgt die Auswertung der Daten nur in anonymisierter Form.

Falls Sie noch weitere Fragen haben stehen wir Innen gerne zur Verfugung.

Mit freundlicm
Ay

Prof. Dr. med. B. Koletzko (Studienleiter)

Aufklérungsbogen
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Einverstanniserklarung 28.01.2000 -1-
Proband Nr: Gruppe: O

Auswirkung des Verzehrs einer Margarine mit Reisschalenél auf den
menschlichen Lipidstoffwechsel

Stoffwechsellabor der Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital der LMU
(Leiter: Prof. Dr. B. Koletzko)
Pettenkoferstrale 8a, 80336 Miinchen, Tel: 089-5160-3751

Einverstandniserklarung

Ich bin mit der Teilnahme an der oben genannten Studie entsprechend dem Inhalt
des Aufklarungsbogens einverstanden und alle aufgetretenen Fragen konnten
geklart werden.

Name: Vorname:
Anschrift:

Tel

Bankverbindung:
Bank:
BLZ:

Kontonummer:

Unterschrift Ort, Datum

Einversténdniserkldrung
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Probandenbogen 28.01.2000 -1-

Proband Nr: Gruppe: Q
Probandenbogen Margarinestudie

Datum Start: Datum Ende:

Geburtsdatum: Anrufen: [ ja [ nein

Geschlecht: O™ Ow Raucher: [] ja [ nein

Medikamente:

bekannte Erkrankungen;

Streichfettverzehr: g/Tag

Nahrungserganzungsprodukte:

I6sliche Ballaststoffe:

koérperliche Aktivitat: h/Tag

Screening-Cholesterin: mg/d|

GroRe: __ cm Gewicht-Start: _______ kg

BMI: Gewicht-Ende: kg

abgegebene Becher:
nicht entleerte Becher:

Gewicht leere Becher:

® Probandenbogen
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Probandenbogen 28.01.2000 -2-
Proband Nr: Gruppe: Q

Fragen zur Erndhrung:
Wie haufig nehmen Sie die folgenden Nahrungsmittel zu sich:

Fleisch (ohne Wurstwaren)
Wurstwaren, Schinken

Geflugel

Fisch

Kartoffeln

Teigwaren

Reis

Salat oder Gemiise, roh zubereitet
Gemdise, gekocht

Frisches Obst

Schokolade, Pralinen

Kuchen, Gebéack, Kekse

Sonstige SuBwaren (Bonbons, Kompotte)
Salzige Knabbereien (Erdnisse, Chips)
Weilbrot, Mischbrot, Toastbrot
Vollkornbrot, Schwarzbrot, Knéckebrot
Haferflocken, Miisli, Cornflakes
Quark, Joghurt, Dickmilch

Kase

Eier

Milch, einschl. Buttermilch

Olivendl, Rapsél, WalnuRol
Maiskeimol, Distelol

Butter

Standardmargarine

Didtmargarine

Erfrischungsgetranke (Obstséafte, Limonade, Cola)
Mineralwasser

Diatlimonade

Bier

andere alkoholische Getranke

Al Al Al Al iAalmaaAalaialalalAfAjlma|lama@@amaiajialalala

NINININDININDNINININDININDINDINDINDINDINDINDINIDINDININDINDININDINDININININ

WWIWWIWIW[WIWWIW[W[WiW[WW[WiWW[W[W[W W IWiW[W W[W[WiWw|w|w

AlAhDBDIDIDA|DDIBRIDM|DIMIDIDID|IDAIDMDIDIBDADMIDAIDIADNMDMIDDLDIDIDID
[ EEERIGRIGRIGRIGEIGRIGRGEGRIGRORIGRIGEORIORMORIORIGRIORIOGRIGORIGRIGRISG RIS RIS RIS RIS RIS RIS
[oRloRoRoRoRoRMoNloRoNoRoRoRoRelloRoRoRoRoRoRoRMoR{eNo oo ReRloR e Re N> Nle)]

fast taglich

mehrmals in der Woche

etwa einmal in der Woche
mehrmals im Monat

einmal im Monat oder seltener
nie

I
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Probandenbogen 28.01.2000 -3-
Proband Nr: Gruppe: O

Fragen zum Studienende

Ist es Ihnen schwer gefallen taglich ja J nein
die Margarine zu essen?

Haben sich Ihre Ernahrungsgewohnheiten ] ja [l nein
in den letzten 4 Wochen geandert?
Wenn ja, wie?

Haben Sie die Studienmargarine anstatt
[0 Butter [] Margarine [] oder zusatzlich gegessen?

Mit welchen anderen Lebensmitteln haben (] Brot
Sie die Studienmargarine kombiniert? [] Teigwaren
] Gemise

[] anderes Lebensmittel

Haben Sie wahrend der Studie angefangen ija [ nein
ein Medikament zu nehmen?

Wenn ja, welche ?

Haben Sie wahrend der Studie ja ] nein
ein Medikament abgesetzt?

Wenn ja, welche ?

Traten wahrend der Studie Beschwerden auf?

Kopfschmerzen [ ja [] nein
Ubelkeit ] ja ] nein
Erbrechen [ ja [] nein
Blahungen ] ja [ nein
Bauchschmerzen []ija ] nein
[[] krampfartig [J Dauerschmerzen
Durchfall O ja [ nein
wenn ja, wie lange Tage

andere Beschwerden

Fragen zum Studienende
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Probandenbogen 28.01.2000
Proband Nr:

-4-
Gruppe: O

Laborparameter

Leberwerte

Start

Ende

ALAT (U/))

ASAT (U/l)

v-GT (U

Antioxidantien

Start

Ende

totale Antioxidative
Kapazitat (mmol/l)

Vitamin A (mg/l)

Vitamin E (mg/l)

a-Carotin (ug/l)

p-Carotin (ug/l)

Lipidwerte

Start

Ende

Gesamtcholesterin (mg/dl)

LDL-Cholesterin (mg/dl)

HDL-Cholesterin (mg/dl)

LDL/HDL-Verhaltnis

Triglyceride (mg/dl)

Lipoptotein(a) (mg/dI)

Phytosterole

Start

Ende

Sitosterol (mg/dl)

Campeserol (mg/dl)

Stigmasterol (mg/dl)

Cycloartenol (mg/dl)

Laborwerte
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8 Lebendauf

Name:

Geboren:

Wohnort:
Familienstand:
Staatsangehdrigkeit:

Schluppeck, Tilo

24.01.1974 in Heilbronn

Bahnhofstr. 15, D-85662 Hohenbrunn
verheiratet

deutsch

Schulische Ausbildung:

1980 — 1985
1985 — 1990
1990 — 1993

Zivildienst:
1993 — 1994

Studium:
1995 — 2002

Famulatur:

1993
1998

1999
2000

Grundschule Neuenstadt

Realschule Neuenstadt

Technisches Gymnasium der Wilhelm-Maybach-Schule Heilbronn
Abitur Mai 1993

Dialysestation Heilbronn

Humanmedizin an der Ludwig-Maximilians-Universitée MUnchen
Physikum: Mé&rz 1998

Erstes Staatsexamen: Marz 1999

Zweites Staatsexamen: April 2001

Drittes Staatsexamen: Oktober 2002

Pflegedienstpraktikum Unfallchirurgie KHK Bad Friedrichshall
Allgemeinchirurgie

Chirurgische Klinik Dr. Rinecker

Am |sarkanal 30

81379 Minchen

Anésthesie Rotkreuzkrankenhaus

Orthopédie Krankenhaus M inchen Bogenhausen
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Praktisches Jahr:
10/2001 — 02/2002
02/2002 — 05/2002
05/2002 — 09/2002

Arzt im Praktikum:

01/2003 — 06/2004

Assistenzarzt:
07/2004 — dato

Tilo Schluppeck

Innere Medizin: Kreiskrankenhaus Traunstein
Chirurgie: Stadt. Krankenhaus M tinchen Harlaching
Frauenheilkunde und Geburtshilfe: Klinikum Grosshadern

Krankenhaus der Missionsbenediktinerinnen von Tutzing e.V.
Abteilung Innere Medizin, Chefarzt Prof. Dr. med. H.P. Schobel

Krankenhaus der Missionsbenediktinerinnen von Tutzing e.V.
Abteilung Innere Medizin, Chefarzt Prof. Dr. med. H.P. Schobel

Hohenbrunn, den 8.06.2005



