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Einleitung

1 Einleitung

Speicherkrankheiten, die mit Ablagerungen von nicht abbaubaren Substanzen im Gehirn
einhergehen, sind einer Behandlung nur schwer zuganglich. Hierzu gehort das Sanfilippo-
Syndrom (Mukopolysaccharidose Typ Ill, MPS-lll) mit seinen Untergruppen (A - D).
Untersuchungen der letzten Jahre haben deutlich gezeigt, dass die Schadigung der Nervenzellen
weniger durch die Ablagerungen des bei dieser Erkrankung nicht abbaubaren Heparansulfat (HS)
bedingt ist, als vielmehr durch eine begleitende Entziindung des umgebenden Gewebes (Martins
et al., 2015; Garbuzova-Davis et al., 2013; Arfi et al., 2011). Bei den cerebralen
Speicherkrankheiten spielt die Neuroinflammation, ausgelost durch den oxidativen Stress, eine
groRe Rolle und trdgt zum Fortschreiten der Krankheitssymptome wesentlich bei (Trudel et al.,
2015). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass bei den cerebralen Speicherkrankheiten weniger
die Ablagerungen als vielmehr die Neuroinflammation, fir die resultierende Schadigung
neuronaler Strukturen bestimmend ist (Wang et al., 2016). Die Folgen dieser Neuroinflammation
sind eine Schwellung des Gewebes mit (a) Schadigung der kleinsten BlutgefdRe (Kapillaren), (b)
Zerstorung der Zellmembranen, (c) Einlagerung von krankheitstypischen
Stoffwechselprodukten, (d) einer erheblichen Schwellung des Extrazellularraumes, sowie (e)
einer IgG-vermittelten mikrovaskularen Durchlassigkeit und (f) ausgedehnter lysosomaler

Schwellung im kapillaren Endothelium (Garbuzova-Davis et al., 2013).

Seit den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts ist zunehmend deutlich geworden, dass die
Erndhrung einen erheblichen Einfluss auf die Entziindungsbereitschaft im Korper hat. Dies
wurde zunachst bei Gronland-Eskimos festgestellt, die sehr selten an entzindlich-
rheumatischen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder Asthma litten. Auch Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, die auf einer Arteriosklerose beruhen, waren viel seltener als in der
Allgemeinbevdlkerung der Industrienationen (Backer et al., 2016; Schaebel et al.,, 2013;
Bjerregaard et al.,, 1997; Newman et al, 1993). Der Grund fir diese geringe
Entzindungsbereitschaft war das Vorhandensein von entziindungshemmenden Fettsduren, die
sich in der fischreichen Nahrung befinden. Dies wurde durch Untersuchungen an Volksgruppen
mit dhnlichem Verzehrsmuster bestdtigt, wie an norwegischen Kistenbewohnern oder
japanischen Fischern. (Maehre et al., 2015; Sekikawa et al., 2015; Gabriel & Michaud, 2009). Im
Gegensatz dazu ist die Kost von Angehdrigen westlicher Industrienationen, wie Deutschland,
entziindungsférdernd (Agus et al., 2016; Manzel et al., 2014; Thorburn et al., 2014). Eine
wichtige entziindungsfordernde Komponente ist die nur in Produkten tierischer Herkunft

vorhandene Arachidonsadure (AS) (Calder, 2013). Das ist eine mehrfach ungesattigte Fettsaure
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Einleitung

der Omega-6 Reihe mit sehr speziellen Funktionen. lhr metabolischer Konkurrent ist die
entziindungshemmende Fettsdure in Fischen, die Eicosapentaensaure (EPA), die zur Reihe der
Omega-3-Fettsauren gehort (Adam, 2017; Calder, 2013; Adam et al., 2003; Kremer et al., 1995).
Sie gleicht der AS vollig, bis auf eine zusatzliche Doppelbindung im Molekil. Beide Fettsduren
haben 20 (griechisch 20 = eicosa) Kohlenstoffatome. Die eine zuséatzliche Doppelbindung der
EPA bedingt den grofRen Wirkunterschied (Adam, 2017; Calder, 2013; Adam et al., 2003). Aus
beiden mehrfach ungesattigten Fettsdauren, EPA und AS, werden sogenannte Eicosanoide
gebildet, deren Molekiilkette ebenfalls aus 20 Kohlenstoffatomen besteht. Durch Oxidation der
AS entstehen mehr als 80 unterschiedliche Wirkstoffe, die fast alle entziindungsfordernde
Effekte haben (Adam, 2017; Calder, 2013, 2010; Adam et al., 2003; Kremer et al., 1995). EPA
dagegen wird in geringem Umfang zu entziindungshemmenden Wirkstoffen oxidiert, ihre
Hauptwirkung entfaltet sie aber durch Verdrangung der AS aus den Zellmembranen und durch
Hemmung von deren Umwandlung zu entziindungsférdernden Eicosanoiden (Adam, 2017,
2010). Zwischen den Omega-6- und Omega-3-Fettsduren besteht eine Kompetition fiir die
Aufnahme, den Transport und die Umwandlung zu Entziindungsmediatoren (Adam, 2017;
Calder, 2013). Zu der entzliindungshemmenden Wirkung der Fischolfettsdure gibt es mehrere
Untersuchungen, die in kritischen Reviews und auch in mehreren Metaanalysen
zusammengefasst worden sind, (Ellulu et al., 2015; Miles & Calder, 2015; James et al., 2010;
Calder, 2006). Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass fur die
entziindungshemmenden Wirkungen der EPA der Evidenzgrad 1A besteht (Adam, 2017; Calder,
2006). Dies bedeutet, dass die entziindungshemmende Wirkung der EPA zweifelsfrei bewiesen
ist.

Die Bildung der Entziindungsstoffe aus AS ist ein oxidativer Vorgang, Sauerstoffradikale werden
in das Molekil der Fettsaure eingebaut und wandeln die Fettsdure so in hochwirksame
Folgeprodukte um. Diese Folgeprodukte I6sen in der Zellumgebung die Zeichen der Entziindung
aus, im Gehirn zeigt sich dies durch eine Odembildung und Schwellung, wie sie bei dem
Sanfilippo-Syndrom nachzuweisen ist (Martins et al., 2015; Garbuzova-Davis et al., 2013; Arfi et
al., 2011). Der Wirkmechanismus der Entziindungshemmung entspricht dem, wie er auch mit
Medikamenten, die als Hemmer der Cyclooxygenase im Handel sind (Cox-1-, Cox-2-Hemmer),
erfolgt. Allerdings ist die medikamentose Hemmung der Cyclooxygenase ein irreversibler
Prozess, der nur durch Neubildung des Enzyms riickgangig gemacht werden kann, wahrend die
Hemmung durch EPA eine kompetitive Hemmung ist, die durch Zufuhr von AS wieder riickgangig
gemacht werden kann (Das, 2005; Obata et al., 1999). Der Vorteil der

erndhrungstherapeutischen Hemmung der Entziindungsenzyme ist das Fehlen von
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Nebenwirkungen, wie sie von den Cyclooxygenasehemmern bekannt sind. Zudem hemmen
diese nicht-steroidalen Antirheumatika nur die Aktivitat der Cyclooxygenase, wahrend EPA
sowohl die Cyclo- wie auch die Lipoxygenase hemmt. Eine weitere Moglichkeit der
Entzindungshemmung durch die Erndhrung ist die Verminderung der Arachidonsaurezufuhr.
Derzeit werden 200 bis 400 mg AS taglich aufgenommen, der Bedarf liegt unter 100 mg. Die
Uberversorgung erfolgt vor allem durch fleischreiche Erndhrung und dem reichlichen Verzehr
tierischer Produkte (Adam, 2017). In einer doppelblinden placebokontrollierten Studie konnte
gezeigt werden, dass sich die Hemmung der Cyclo- und Lipoxygenase durch EPA verstarkt, wenn
man den Verzehr arachidonsaurehaltiger Lebensmittel einschrdankt (Adam et al., 2003). Die
Bildung der entziindungsfordernden Eicosanoide aus AS ist ein oxidativer Vorgang, deshalb
haben Antioxidantien einen Einfluss auf die Entziindung, wie dies in mehreren Studien (Kapoor

et al., 2005; Gadek et al., 1999; Ferrandiz & Alcaraz, 1991) beschrieben ist.

Die antioxidative Wirkung der Ernahrung kann durch Verwendung von frischen Friichten,
Gemiuse und Krautern verstarkt werden. Die entziindungshemmende Wirkung der EPA kann
durch Verwendung von Olen mit einem hohen Anteil an Omega-3 Fettsiduren unterstiitzt
werden, z. B. mit Rapsol oder Leindl. Weitere Komponenten der antiinflammatorischen
Ernahrung sind Spurenelemente, wie Selen und Zink, die als Cofaktoren antioxidativ wirksamer
Enzyme, wie der Glutathionperoxidase, fungieren. Alle diese MaRnahmen werden unter dem
Begriff A.D.A-MaRRnahmen (All Dietary Antiinflammatrory Means, Alle Diatetischen
Antientzindlichen MaRnahmen), zusammengefasst. Bisher haben sich diese MalRnahmen bei
entziindlich-rheumatischen Erkrankungen bewahrt (Adam, 2010). Deutliche Hinweise auf die
Wirksamkeit dieser MalRnahmen gibt es auch fir die Multiple Sklerose, einer
Autoimmunerkrankung des Gehirns, deren neurologische Ausfille ebenfalls durch eine
Zerstorung von Nervenfasern und eine deutliche Neuroinflammation, entsprechend den
Befunden bei Mukopolysaccharidose (MPS), bedingt sind. Weitere Hinweise auf die
entziindungshemmende Wirkung der A.D.A-MalRnahmen gibt es fiir chronisch entziindliche
Darmerkrankungen (CED), wie die Colitis ulcerosa oder den Morbus Crohn (Adam, 2010). Fir
MPS-Kranke gibt es bisher nur sporadische Beobachtungen, so dass hier eine Studie dringend
erforderlich erscheint. Allerdings ist durch diese A.D.A-MaRRnahmen keine Heilung, sondern nur

eine Verzogerung im Krankheitsverlauf zu bewirken.

In der Literatur wurde gezeigt, dass Antioxidantien die Neuroinflammation bei lysosomalen
Speichkrankheiten vermindern kénnen und dadurch die klinischen Folgen weniger gravierend
sind (Kim et al., 2013; de Ruijter et al., 2012; Wegrzyn, 2012; Delgadillo et al., 2011; Malinowska

et al., 2010; Malinowska et al., 2009; Piotrowska et al., 2008). In vitro Versuche an MPS-III-
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Fibroblasten (Piotrowska et al., 2006) und Tierversuche (Malinowska et al., 2010; Malinowska
et al., 2009) haben gezeigt, dass sich mit dem aus Soja hergestelltem Isoflavon Genistein (4,5,7-
trihydroexyisoflavone) eine Verminderung der neurologischen Symptome und sogar ein
geringerer Anfall des, bei MPS-IIl nicht degradierbaren, Heparansulfat erzielen lasst. Genistein
ist deshalb bei MPS-IIl von besonderem Interesse, da seine antioxidative Wirkung die
Neuroinflammation abschwéacht und es im Sinne einer Substratreduktionstherapie (SRT, engl.
substrate reduction therapy), den Anfall des nicht degradierbaren Haparansulfats vermindert
(Kim et al.,, 2013; de Ruijter et al., 2012; Delgadillo et al., 2011; Piotrowska et al., 2008;
Jakobkiewicz-Banecka et al., 2007). Beide Wirkungen sind geeignet, das Auftreten neuronaler
Ausfalle zu verzégern und zu vermindern. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der totalen
antioxidativen Kapazitdt (TAC, engl. total antioxidant capacity) im Blutplasma und der
Verfligbarkeit von Antioxidantien, wie z. B. Flavonoide, gezeigt werden (Harasym & Oledzki,
2014). Bei diesen Untersuchungen wurde deutlich, dass der Anstieg der TAC durch ein einzelnes
Antioxidans limitiert ist, aber durch die Kombination verschiedener Antioxidantien gesteigert
werden kann (Kloska et al., 2011; Arfi, Richard, Gandolphe, et al., 2010). Fir die Ineffizienz eines
einzelnen Antioxidans reaktive Sauerstoffspezies (ROS; engl. reactive oxygen species) zu
inaktivieren werden unzureichende Plasmakonzentrationen, wie auch elektrostatische Faktoren
als Griinde genannt. Zum einen ist die Resorption von Genistein nicht effizient, da es von der
Darmmikrobiota degradiert wird. Zum anderen ist die elektrostatische Ladung eines ROS so
groR, dass kein einzelnes Antioxidans zur Neutralisierung in der Lage ist (Ozdal et al., 2016;
Crozier et al., 2010; Crozier et al., 2009; Hu 2007; Setchell et al., 2001). Zur Reduktion von ROS
sind deshalb mehrere Antioxidantien erforderlich, die im Rahmen einer Redoxkette effizient
zusammenwirken kénnen (Kloska et al., 2011). Untersuchungen an Zellkulturen (Piotrowska et
al., 2008; Piotrowska et al., 2006) und Tierversuche (Malinowska et al., 2010; Malinowska et al.,
2009) sprechen fiir eine therapeutische Wirkung von Genistein. Eine humane Studie an MPS-IlI-
Erkrankten (Piotrowska et al., 2008) lieferte gute Ergebnisse in Bezug auf die Hemmung der
Glykosaminoglykane-Synthese (GAG), Verbesserung der Haarmorphologie und der kognitiven
Funktion durch die Einnahme eines genisteinreichen Sojaextraktes, allerdings wurde hier die
TAC wahrend der Studie nicht untersucht. In weiteren Studien an MPS-IlI-Patienten konnte die
Abnahme von Heparansulfat im Plasma durch die Einnahme von Genistein bestéatigt werden,
allerdings nur mit geringer bis keiner klinischen Wirksamkeit. Es wurde vermutet, dass die
erreichten Plasmakonzentrationen des Genisteins zu niedrig waren (de Ruijter et al., 2012;

Delgadillo et al., 2011).
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Da hohere Dosierungen des Genistein nur unzureichend resorbiert und vermehrt durch die
Darmmikrobiota abgebaut werden, sowie als Phytodstrogene zu unerwiinschten Wirkungen
flihren kdnnen (Kim et al., 2013; Ososki & Kennelly, 2003; Setchell & Cassidy, 1999), haben wir
den Ansatz verfolgt, durch metabolisch konkurrierende oder additiv wirkende sekundare
Pflanzenstoffe eine Verminderung der renalen Clearance, bzw. eine Steigerung der TAC im
Plasma zu bewirken und damit den Plasmaspiegel von Genistein zu erhéhen. Wir haben
untersucht, ob durch die Kombination mit anderen antioxidativ wirksamen Flavonoiden eine
Steigerung der TAC messbar wird. Zudem habe wir mit der hier beschriebenen Studie gepruft,
ob sich die Spiegel des Genistein beim Menschen durch die Co-Medikation mit Polyphenolen,
insbesondere Flavonoiden, anheben lassen. Durch andere sekundare Pflanzenstoffe, wie
Naringenin oder Quercetin konnte eine Kompetition um die zur Elimination zustandigen Enzyme
die Verzogerung der Ausscheidung von Genistein bewirken. Dies hatte einen Anstieg des
Genistein im Plasma zur Folge. Hierdurch kdnnte zum einen die Bildung des Speicherprodukts
HS vermindert zum anderen eine Zunahme der antioxidativen Kapazitdt im Plasma erwartet

werden (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2016; Kloska et al., 2011; GENiSIS2013).

Abhangig von der Einschrankung der Aktivitat des verursachenden Enzyms Heparansulfatase
und lberlagert von Erndhrungsfaktoren, gibt es sehr unterschiedliche Verlaufe des MPS-IIIA
Syndromes. In der Literatur finden sich Verlaufberichte, die Kinder mit 3 bis 4 Jahren bereits als
debil und pflegebedirftig beschreiben, wahrend andere ein Lebensalter von 2 oder 3
Jahrzehnten erreichen (Valstar et al., 2010; Valstar et al., 2008). Neuere Genanalysen lassen
sogar vermuten, dass es Mutationen des Gens 17g25.3 gibt, die firr die Biosynthese der
Heparansulfatase zustandig ist, die eine fast normale Lebenserwartung und geistige Entwicklung
zulassen (Van Hove et al., 2003). Bei den erwdhnten entziindlichen Erkrankungen (z. B.
Arteriosklerose  durch homocygote familidare  Hypercholesterinamie, rheumatische
Erkrankungen) ist eine Erndhrungstherapie bei starker genetischer Disposition so gut wie
wirkungslos, wahrend mildere Verlaufsformen der Erndhrungstherapie gut zuganglich sind
(Khanna et al., 2017; Torres et al., 2015; Root et al., 2012). Deshalb kdnnte auch der Effekt der
Ernahrungstherapie bei neurodegenerativen Erkrankungen individuell unterschiedlich sein. Bei
sehr schweren Verlaufen konnte die Erndhrungstherapie, deren Effekte nur die
Neuroinflammation einddmmen und erst nach etwa 2 Monaten Therapie beginnen, wirkungslos
bleiben. Dagegen konnten Betroffene mit protrahiertem Krankheitsverlauf von der
Erndhrungstherapie profitieren (Khanna et al., 2017; Torres et al., 2015). Diese therapeutischen
Griinde, aber mehr noch die Ungewissheit der Eltern, auf welche Probleme sie sich einzustellen

haben, machen es dringend erforderlich, dass bessere prognostische Kriterien erarbeitet
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werden, um den Schweregrad und den Verlauf der Erkrankung praziser abschatzen zu kénnen
und dadurch die Erkrankten zu identifizieren, die von einer Erndhrungstherapie, die das

Ubergeordnete Ziel dieser Untersuchung ist, profitieren.
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Stand der Wissenschaft

2 Stand der Wissenschaft

2.1 Klassifizierung der Polyphenole, insbesondere Flavonoide

(Genistein, Quercetin und Naringenin)

Im Pflanzenreich sind phenolische Verbindungen weit verbreitete bioaktive Substanzen, die
Farbstoffe, Abwehrstoffe, Geschmacksstoffe und Gerbstoffe, aber auch Geriistsubstanzen, wie
Lignine, bilden. Polyphenole (PP) sind durch die Anwesenheit von mehreren Phenolgruppen
(d.h. aromatischen Ringen mit Hydroxylgruppen) charakterisiert (Vogt, 2010; Boudet, 2007;
Knaggsa, 2003). Die Polyphenole werden entsprechend der Struktur ihres Kohlenstoffskeletts in

Flavonoide, Phenolsduren und die weniger haufigen Stilbene, Lignane und Cumarine unterteilt.

Polyphenole
|
| | | | 1
Phenolsdure Cumarine Flavonoide Stilbene Lignane

|

| [ I | [ 1
Anthocya-
Flavone Isoflavone Flavonole Flavanone Flavan-3-ole .
nine
L z.B. L z.B. t z.B.
Genistein Quercetin Naringenin

Abbildung 1: Stoffklassen der Polyphenole. Die Polyphenole werden in Phenolsdure, Cumarine,
Flavonoide, Stilbene und Ligane aufgeteilt. Die Flavonoide teilen sich wiederum in sechs Untergruppen
auf: Flavone, Isoflavone, Flavonole, Flavanone, Flavanol-3-ole und Anthrocyanide.

Flavonoide umfassen Flavone, Isoflavone (z.B. Genistein), Flavonole (z.B. Quercetin), Flavanone
(z.B. Naringenin), Flavanol-3-ole und Anthocyanine, also Pigmente, die fiir die Farbe der meisten
Friichte verantwortlich sind (Manach et al., 2004; Scalbert & Williamson, 2000) (siehe Abbildung
1). Sie leiten sich strukturell vom Flavan (2-Phenyl-benzo-dihydropyran) ab und bestehen aus
einem 15-C-Kohlenstoffgrundgerist (C6-C3-C6-Ringsystem) mit einem O-Heterozyklus (Ring C)
und zwei aromatischen Ringen A und B, die liber eine C- Briicke miteinander verknipft sind
(Abbildung 2) (Belitz, 2008; Herrmann, 1992). Die groRRe Vielfalt der Flavonoide entsteht durch
die unterschiedlichen Oxidationsstufen im sauerstoffhaltigen Ring, die Substitutionmuster an

den aromatischen Ringen und das Anhdngen von Zucker (Glykosid), die das analytische und
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biochemische Verhalten beeinflussen (Scalbert et al., 2002). Flavonoide wie Genistein
(Isoflavon), Quercetin (Flavonol) und Naringenin (Flavanon), die in der vorliegenden Arbeit eine
Rolle spielen, sind in Abbildung 2 dargestellt. Bei den Isoflavonen, z.B. Genistein, ist der B-Ring
in 3. Position am C-Ring verkn(pft und bei den Flavonolen (z.B. Quercetin) und Flavanonen (z.B.
Naringenin) an der 2. Position. Der C-Ring besteht aus einem Pyranring, der in 4. Position eine

Ketokonfiguration aufweist (s. Abbildung 2).

Genistein Quercetin Naringenin

Abbildung 2: Chemische Struktur von Genistein, Quercetin und Naringenin.

2.2 Biosynthese, Vorkommen und Funktion in der Pflanze

2.2.1 Biosynthese der Flavonoide

Die Biosynthese der Flavonoide in der Pflanze beginnt mit der aromatischen Aminosaure
Phenylalanin im Shikimisaureweg. Der Ausgangsstoff fir die Flavonoide ist das p-Cumaroyl-
Coenzym, das in mehreren Schritten aus Phenylalanin gebildet wird (Hansel, 2007). Mit der
Wirkung der Chalconflavanonisomerase (CHI) erfolgt der Ringschluss des dritten Ringes zu
Flavanonen (z.B. Naringenin). Durch das Enzym lIsoflavonsynthase wird aus Naringenin das
Genistein (4', 5, 7-trihydroxyisoflavone) gebildet. Fir die Synthese von Quercetin wird das
Naringenin an C-3 Position durch Flavanon-3-Hydroxylase hydroxyliert und im Anschluf8 tiber

Flavonolsynthase zu Flavonol synthetisiert.

2.2.2 Vorkommen der Flavonoide in Lebensmitteln und tdgliche Aufnahme
2.2.2.1 Vorkommen von Genistein (Isoflavon)

Mehr als 8000 Flavonoide wurden in Pflanzen bereits identifiziert und die Liste wéachst standig
weiter (Hansel, 2007). Flavonoide kommen groRtenteils als Glykoside, also Zuckerkonjugate, im
Pflanzenreich vor, wahrend der Anteil der Aglykone (ohne Zuckerrest) relativ niedrig ist. Die

zugehorige Zuckereinheit ist sehr haufig Glukose oder Rhamnose, es kdnnen auch andere
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Zuckerarten wie Galactose, Arabinose, Xylose, Glucuronsdure beteiligt sein (B. G. Kim et al.,
2015). Isoflavone, insbesondere Genistein, findet sich vor allem in Leguminosae
(Schmetterlingsblitler). Hierbei sind die Sojabohne und -produkte die wichtigsten Quellen in der
Nahrung fiir Genistein (Genovese et al., 2007; H. Wang & Murphy, 1994b; Coward et al., 1993).
In Abhdngigkeit von der Art der Verarbeitung der Sojabohne liegt Genistein als Glykosid =
Genistin (native Sojaprodukte z.B. Tofu oder Sojamilch) oder als Aglykon (z.B. Miso oder
Sojasauce) vor. D.h. der Zuckerrest wird durch die fiir die Fermentation eingesetzten
Mikroorganismen enzymatisch abgespalten (Liggins et al., 2000; Coward et al., 1993) Je nach
Sorte, der geographische Lage, der Erntezeit und anderen Umwelteinflissen, kann die
Konzentration des Genisteins in dem Produkt schwanken (Erdman et al., 2004; H. Wang &
Murphy, 1994a). Flr ausgewadhlte Nahrungsmittel konnen detaillierte Angaben Uber die USDA-
Database des US Departments of Agriculture in Maryland, USA (D. B. H. a. J. M. H. Seema
Bhagwat, 2008) und die Online- Datenbank ,Phenol-Explorer” (Rothwell JA, 2013) erhalten

werden (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Genistein in Lebensmitteln. Die detaillierten Angaben wurden mit der USDA Database for the
Isoflavone Content of Selected Foods Release 2.1 und die Online-Datenbank Phenol-Explorer erstellt und
zeigt die Genisteinkonzentration bei ausgewdhlten Lebensmitteln an. Die meist erheblichen
Konzentrationsunterschiede bei einem Lebensmittel werden vom Zeitpunkt der Ernte, dem Reifegrad,
dem Boden und anderen Faktoren verursacht.

Genistein in Mean Min Max Referenz
Lebensmittel [mg/100g]  [mg/100g]  [mg/100g]

Sojamehl 89,42 33,5 150 USDA 2.1 (2015)
Tempeh 37-36,15 1 112 USDA 2.1 (2015)
Natto 37-37,66 22 59 USDA 2.1 (2015)
Miso 23,24 1,45 52,40 USDA 2.1 (2015)
Sojabohne 22,57 (roh) 0,04 62,7 USDA 2.1 (2015)

7,06 (gekocht)

Tofu, roh 12,99 2,89 18,66 USDA 2.1 (2015)
Rotklee 10 - - USDA 2.1 (2015)
Sojamilch [mg/L] 4,94 2,38 71 Rothwell et al.,

Phenol-Explorer 3.0 (2013)
Sauglingsnahrung 1-15 1 15 USDA 2.1 (2015)

In der westlichen Erndhrung liegt die tagliche Aufnahme von Isoflavonen unter 2 mg pro Tag. In
asiatischen Landern dagegen werden aufgrund der traditionell sojareichen Erndhrungsweise,
wie Miso (Sojabohnenpaste), Tempeh (Fermentationprodukt aus Sojabohnen und Schimmelpilz)
und Natto (Fermentationsprodukt aus Sojabohnen und Bacillus subtilis ssp.) bis zu 60 — 80 mg
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Isoflavone pro Tag aufgenommen (Kumar et al., 2007). Diese Unterschiede zwischen 6stlicher
und westlicher Erndhrung werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Unter anderem wird
angenommen, dass der regelmdflige und damit hohe Verzehr von Isoflavonen einen
wesentlichen Faktor flr die niedrige Inzidenz von z.B. Prostatacarcinomen darstellt (Perabo et
al., 2009). Die Isoflavonaufnahme kann bei vegetarischer oder veganer Erndhrung bis zu 75 mg
betragen (Bakker, 2004). In der Postmenopause der Frau eingesetzte Nahrungsergdanzungsmittel
auf Soja-Basis konnen die Isoflavonaufnahme bis auf 100 mg erhéhen (Reiter et al., 2009; Nurmi

et al., 2002).

Die Verwendung von Soja fiir die Sauglingsnahrung hat sich im letzten Jahrzehnt verdoppelt.
Hierzu fuhrt die haufiger werdende Milchallergie in der Muttermilch bei Sduglingen oder eine
Allergie gegen Kuhmilch (Bhatia & Greer, 2008; Osborn & Sinn, 2004). Sauglingsnahrung auf
Sojabasis enthélt jedoch signifikante Mengen an dem Phytodstrogen Genistein. Trotz vieler
Sicherheitstudien (Lasekan et al., 1999; Graham et al., 1970) wird die groRe Menge an
Phytodstrogen fur Sauglinge als bedenklich angesehen (Westmark, 2016; Health, 2009; Badger
et al., 2002; Nagao et al., 2001). Sauglinge nehmen mit der Ernahrung auf Sojabasis taglich 22 —
45 mg/Tag oder 4,2 - 9,4 mg/kg/Korpergewicht auf (Dinsdale & Ward, 2010; Koletzko et al.,
2006; Strom et al., 2001; Setchell et al., 1998). Diese Dosis ist um ein Vielfaches hoher als die
Menge der Aufnahme dieser Phytodstrogene mit der Muttermilch (0,01 mg/Tag). Wie sich diese
erhohte Zufuhr auf die Entwicklung der Fortpflanzungsorgane, das Immunsystem und die
Schilddrise bei Sduglingen auswirkt, ist nicht abschlieRend geklart (BfR, 2007 ). Bei erwachsenen
Frauen kann es durch Phytodstrogene zu Veranderungen im Menstruationszyklus kommen

(Cassidy et al., 1994).

2.2.2.2 Vorkommen von Quercetin (Flavonol)

Flavonole sind ubiquitdre Flavonoide in Lebensmitteln, einer der Hauptvertreter ist das
Quercetin (Manach et al., 2005). Flavonole liegen in glykosylierter Form, haufig mit Glucose,
Galaktose oder dem Disaccharid Rutinose (Rhamnosyl-(1-6)-glucosid) verknipft in den
Lebensmitteln vor, wdhrend Verbindungen mit Rhamnose, Arabinose, Xylose und der
Glucuronsaure weniger haufiger vorkommen (Wong, 2017; Hermann 1976). Quercetin wird als
das am haufigsten vorkommende und wichtigste Aglykon der Flavonole angesehen und liegt in
der Natur nur in seiner glykosylierten Form vor. Flr Quercetin sind bisher 170 Glykoside bekannt
(Rechkemmer, 2001). Die reichsten Quercetin-Quellen sind Kapern, Liebstockel, Dill, Oregano,
Zwiebeln und Heidelbeere (s. Tabelle 2). Die tagliche Zufuhr von Flavanolen wird fir Manner

und Frauen im Alter von 14— 80 Jahren in Deutschland mit 386 mg/Tag angegeben (Vogiatzoglou
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et al., 2014). Hierbei sind die Hauptquellen fiir die Aufnahme von Flavanolen Obst und
Obstprodukte sowie Getranke wie Tee und Fruchtsafte. Je nach Erndhrungsgewohnheit, wie z.B.
vegetarisch oder vegan, kann die Aufnahme bis auf 841 mg/Tag steigen (Vogiatzoglou et al.,
2014; Chun et al., 2007).

Tabelle 2: Quercetin in Lebensmitteln. Die Quercetinmittelwerte und Schwankungsbreite in

Lebensmitteln wurden mit der USDA Database for the Isoflavone Content of Selected Foods Release 3.0
(D. B. H. Seema Bhagwat, Joanne M. Holden, 2015) und die Online-Datenbank Phenol-Explorer erstellt.

Quercetin in Lebensmittel Mean Min Max Referenz
[mg/100g]  [mg/100g]  [mg/100g]

Kapern, roh 233 149 323 USDA 3.0 (2011)
Liebstockel 170 - - USDA 3.0 (2011)
Dill 55 7 110 USDA 3.0 (2011)
Oregano, mexikanisch 42 34 47 USDA 3.0 (2011)
Zwiebel, roh 21 0 119 USDA 3.0 (2011)
Heidelbeere 8 0 19 USDA 3.0 (2011)

2.2.2.3 Vorkommen von Naringenin (Flavanon)

In Lebensmitteln finden sich Flavanone in Artischocken und bestimmten Krdutern, wie
mexikanischer Oregano oder Rosmarin. Sie tragen, im Vergleich zu Zitrusfriichten, nur einen
geringeren Anteil zur durchschnittlichen Flavonoid-Aufnahme bei. Eines der Haupt-Aglykone ist
das Naringenin (s. Tabelle 3). Die Glykolisierung der Flavanone erfolgt meist durch ein
Disaccharid an Position sieben: entweder durch eine Neohesperidose, die einen bitteren
Geschmack verleiht (wie Naringin in Grapefruit). In der Zitrusfrucht kénnen besonders die
Albedo (der weilRe Teil) und die Segmentmembranen einen hohen Flavanongehalt haben und
deshalb kann die ganze Frucht bis zu fiinfmal so viel Flavone wie ein Glas des Saftes enthalten
(Hertog et al., 1993). Die tagliche Aufnahme von Naringenin liegt bei ca. 58 mg und wird

ebenfalls durch eine vegetarische bzw. vegane Erndhrung erhéht (Ranka et al., 2008).
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Tabelle 3: Naringenin in Lebensmitteln. Die Mittelwerte und Schwankungsbreite fiir die
Naringeninkonzentration in ausgewadhlten Lebensmitteln wurden mit der USDA Database for the
Isoflavone Content of Selected Foods Release 3.0 und die Online-Datenbank Phenol-Explorer erstellt.

Naringenin in Lebensmittel Mean Min Max Referenz
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]

Oregano, mexikanisch 372 335 1418 USDA 3.0 (2011)
Kumquats 57 - - USDA 3.0 (2011)
Grapefruit 53 - - USDA 3.0 (2011)
Rosmarin 25 - - USDA 3.0 (2011)
Pomelo 25 - - USDA 3.0 (2011)
Orange 15 4 45 USDA 3.0 (2011)
Artischocke 13 0 23 USDA 3.0 (2011)

2.2.3 Funktion der Flavonoide in der Pflanze

Flavonoide haben in der Pflanze eine Vielzahl von biologischen Funktionen und unterstitzen u.a.
in der strukturellen Integritdt, der UV-Photoprotektion, der Reproduktion, der Zell-Zell-
Kommunikation und der Signaltransduktion. Des Weiteren fungieren sie als induzierbare
Abwehrtoxine gegen Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilzen) oder als Lockstoffe fiir Insekten
fir die Bestaubung (Duthie et al., 2000) (Mandal et al., 2010; Duthie et al., 2000; Hertog et al.,
1993).

2.3 Biokinetik

2.3.1 Biokinetik und Bioverfiigbarkeit

Die Bioverfiigbarkeit einer Substanz wird durch das ADME-Profil bestimmt. Der dafiir zustandige
Stoffwechselweg Absorption, Distribution (Verteilung), Metabolismus, und Elimination der
Flavonoide ist noch nicht vollstindig aufgekldrt. Im Folgenden ist ein Uberblick der bisher

erlangten Erkenntnisse fiir Genistein und Genistin dargestellt.

2.3.2 Aufnahme der Flavonoide

Die Absorption von Genistein, Quercetin und Naringenin wird von vielen Faktoren beeinflusst.
Hierzu gehoren die Art der Glykoside, Zusammensetzung der Kost, Lebensmittelmatrix,
Wechselwirkung mit anderen Nahrungsbestandteilen im Dinndarm einschlieBlich der
Konjugation, dem bakteriellen Stoffwechsel durch das Mikrobiom des Dickdarms, die
anschlieRende Absorption der Metabolite und die Ausscheidung Giber die Galle nach hepatischer

Biotransformation. Im Diinndarm spielen physiochemische Faktoren wie das Molekulargewicht,
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die Lipophilie, die Loslichkeit sowie die Magen- und Darmtransitzeit, der pH-Wert im Darmlumen
und die Membranpermeabilitdt ebenfalls eine Rolle (Sugano & Terada, 2015; Jiang & Hu 2012;
Z.Yang et al., 2012; Ho, 1983; Higuchi W.I., 1981).

In der Natur liegen Genistein, Quercetin und Naringenin Gberwiegend als B-Glykoside vor und
sind hydrophil. Fiir die Diffusion in die Schleimhautzellen des Dinndarms miissen diese
Flavonoide zuerst in ihre lipophilen Aglykone umgewandelt werden. Fiir die Spaltung der
Glykoside im DUnndarm ist das Enzym Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH), eine B-Glykosidase,
verantwortlich (Nemeth et al., 2003; Setchell et al., 2002; Setchell et al., 2001; Day et al., 2000)

(siehe

Genistin Genistein Zuckerrest
(Glykosid) (Aglykon)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Abspaltung des Zuckerrestes am Beispiel vom Genistin
durch B-Glukosidase zu Genistein.

Genistin Genistein Zuckerrest
(Glykosid) (Aglykon)
Abbildung 3).

Als Aglykon werden Genistein, Quercetin und Naringenin aufgrund des geringen
Molekulargewichts (Genistein: 270,24 g/mol; Quercetin: 302,24 g/mol; Naringenin: 272,5
g/mol) der glinstigen lipophilen Eigenschaft und der hohen Perfusionsfahigkeit in vivo schnell
und nahezu vollstindig absorbiert (Dai et al., 2015; Chen et al., 2003; Liu & Hu, 2002; Day et al.,
2000). Das Genistein zeigt eine regionsspezifische Absorption im Duodenum (44%), Colon (35%)
lleum (18%) und Jejunum (16%) (J. Chen et al., 2003).
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2.3.3 Metabolismus

Nach der Resorption in die Enterozyten werden die Aglykone durch die Darm- und Leberenzyme
metabolisiert (Gradolatto et al., 2004; Chen et al.,, 2003). Hierbei spielt der Phase-II-
Metabolismus  durch Uridine-5"-Diphosphat-Glucuronosyltransferasen ~ (UGTs) und
Sulfotransferasen (SULTs) im Vergleich zum Phase-I-Metabolismus durch Cytochrom P450 (CYP)
eine groRere Rolle. Im Metabolierungsprozess werden die Substanzen durch UGTs zu
Glucuroniden und/oder durch SULTs zu Sulfaten umgewandelt (Meng et al., 2012; Wu et al.,
2011; Tang et al., 2010). AnschlieRend erfolgt der Transport der Konjugate durch die Efflux-
Transporter wie z.B. P-Glycoprotein (P-gp), Multi-Drug Resistance Protein (MRP), Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP) und Organic Anion Transporting Polypeptide (OATP), die alle zu den
ABC-Transportproteinen (ATP-Binding Cassette) gehdren, in das Darmlumen bzw. in die Galle
(Jiang & Hu 2012; Zhu et al., 2010). Eine interessante Tatsache ist, dass die ausgeschiedenen
Konjugate durch die intestinalen Bakterienenzyme (B-Glucuronidasen und Sulfatasen) zurlick zu
Aglykonen hydrolysiert werden kénnen, die wiederum der Absorption und dem beschriebenen
Metabolismus unterliegen (siehe Abbildung 4). Somit konnen die Aglykone bei der enterischen

Resorption und im enterohepatischen Kreislauf mehrfach recycled werden, was zu einer
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variablen und schwer abschatzbaren Halbwertszeit fihrt (Crozier et al., 2010; Crozier et al.,

2009; Ming Hu, 2007; Setchell et al., 2001).

Eine weitere wichtige Eigenschaft der drei Flavonoide (Genistein, Quercetin und Naringenin) ist
die Fahigkeit, den Enzymen nicht nur als Substrat, sondern auch als Regulator/Modulator zu
dienen. Hierbei kénnen sie die Aktivititen von Phase-ll-Enzymen (z. B. UGTs, SULTs und
Glutathion-S-Transferasen (GSTs)) und aktiven Transportern wie P-gp, BCRP, MRP2 oder OATP
durch verschiedene Mechanismen, wie z. B. kompetitive Hemmung, Substrat- oder
Produktinhibition /-induktion, aktivieren oder inhibieren (Miron et al., 2017; Alvarez et al., 2010;
Cermak, 2008; Y. J. Moon et al., 2006; Morris & Zhang, 2006) (siehe Kapitel 2.3.3.3). Sie
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Verteilung von Genistein im systemischen Kreislauf nach
oraler Gabe von Genistin oder Genistein (vertikale Ansicht). = “*: Genistin; AN Genistein; £,
Genisteinglucuronide; <> Genisteinsulfate (Aus Yang et al., 2012)

beeinflussen darliber hinaus auch die Expression von Phase-ll-Enzymen und Transportern

sowohl auf der mRNA- als auch auf der Proteinebene.
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2.33.1 Metabolismus durch die Darmbakterien

Das Mikrobiom des Colons enthélt ca. 103 - 10%* Mikroorganismen und hat damit ein hohes
katalytisches und hydrolytisches Potential (Cani & Delzenne, 2009). Flavonoid-Glykoside kdnnen
durch B-Glucosidasen im Darm in ihre Aglykone umgewandelt werden was zu einer Steigerung
ihrer Resorption fiihrt (siehe 2.3.2). Die Aglykone kdnnen dann sowohl vollstindig absorbiert
oder durch Darmmikrobiota metabolisiert werden, wie z. B. Hydrolyse, Ringspaltung und
Dehydroxylierung (Zubik & Meydani, 2003). Diese Modifikationen an den Aglykonen kénnen
deren biologische Aktivitat verandern und einen Einfluss auf die antioxidative Wirksamkeit

haben (Murota & Terao, 2003; Day et al., 2000).
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Abbildung 5: Der Metabolismusweg und Hauptmetabolite der Phase-l und Phase-ll von Genistein in
vivo. (Aus Yang et al., 2012)

Genistein durchlduft in vivo einen umfangreichen Stoffwechsel und wird hauptsachlich zu
Dihydrogenistein (DHG) reduziert, um dann weiter zu 6’-Hydroxy-O-demethylangolensin (6’-OH-
ODMA) verstoffwechselt zu werden (siehe Abbildung 5). Es folgt ein weiterer Abbau lber 4-

Hydroxyphenyl-2-propionsadure zum biologischen Endprodukt p-Ethylphenol.

Die Strukturen der Genistein-Hauptmetabolite in vivo sind in der Abbildung 5 schematisch
dargestellt. Zum Metabolismus des Genisteins gehoren die Glucoronidierung durch UGTs,
Sulfatierung durch SULTs LTs (Yang et al., 2010; Hosoda et al., 2008; Shelnutt et al., 2002) und

begrenzte CYP-Reaktionen. Die Genistein-Peakkonzentration im Plasma wird innerhalb von 30
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Minuten nach Substanzgabe erreicht und deutet auf eine hohe Stoffwechselrate im Darm und
in der Leber hin (Yang et al., 2010). Aufgrund der hohen Aktivitdt der Enzyme UGTs und SULTs
im Darm, wird Genistein Uberwiegend in den Enterozyten metabolisiert (enterischer
Stoffwechsel). Uber die Pfortader gelangen die verbleibenden Genistein-Agylkone in die Leber
(enterohepatischer Kreislauf), wodurch sie erneut metabolisiert werden (lzukawa et al., 2009; L.

Zhang et al., 2007).

Quercetin wird primar zu Glucuroniden und Sulfoglucuroniden und in geringem Malie zu
Sulfaten metabolisiert (Justino et al., 2004). Hollman et al. (Hollman et al., 1995) zeigten, dass
Quercetin-Glukoside effizienter absorbiert werden als Quercetin—Aglykon (Graefe et al., 2001;
Erlund et al., 2000). Quercetin kommt als Aglycon in der Natur nicht vor, sondern tritt nur in
konjugierten Formen auf. Im Allgemeinen wird Quercetin zu 20 — 40 % in der 3'-Position
methyliert, was Isorhamnetin ergibt (Traka & Mithen, 2011; Day et al., 2001; Graefe et al., 2001).
Uber die Metabolite von Naringenin wurde bisher wenig berichtet, allerdings weiss man, dass
Naringenin zu Naringenin-7-Glucosid bzw. Naringenin-7-Rhamnoglycosid metabolisiert wird

(Day et al., 1998).

Das Mikrobiom spielt bei der Biotransformation von Genistein, Quercetin und Naringenin eine
entscheidende Rolle. Umgekehrt kénnen diese drei Substanzen ebenso einen Einfluss auf die
Zusammensetzung des Mikrobioms ausiiben (Kawabata et al., 2013; Duda-Chodak, 2012; Parkar
et al., 2008; Clavel et al., 2005). So wurde in der Studie von Clavel et al. gezeigt, dass Genistein
die vorherrschende Bakterienpopulation zu Gunsten von anderen Bakteriengruppen wie z.B.
Faecalibacterium  prasnutzii und Lactobacillus-Enterococcus durch  Hemmung der
Bakterienstamme wie Eschericia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimirum und
Lactobacillus rhamnosus verandern kann (Clavel et al., 2005). Eine dosisabhdngige Hemmung
des Wachstums zeigte Quercetin auf die Stamme Bacteroides galacturonicus, Lactobacillus sp.,
Enterococcus caccae, Bifidobacterium catenulatum, Ruminococcus gauvreauii und Escherichia
coli. Durch Naringenin wurde das Wachstum von Bacteroides galacturonicus, Lactobacillus sp.,
Enterococcus caccae, Bifidobacterium catenulatum, Ruminococcus gauvreauii und Escherichia

coli gehemmt (Kawabata et al., 2013; Duda-Chodak, 2012).

2.3.3.2 Phase-I-Metabolismus

Flavonoide werden nach ihrer Absorption auch durch Cytochrom P450-abhangige

Monooxygenasen verstoffwechselt, wobei der Phase-I-Metabolismus im Vergleich zum Phase-ll
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Metabolismus eher von geringer Bedeutung ist. Hierbei werden sie zu verschiedenen mono-, di-
und trihydroxylierten Metaboliten umgesetzt. Bisher wurden in vivo und in vitro mehrere Phase-
I-Metabolite des Genisteins identifiziert die mehrheitlich hydroxliert waren (Bursztyka et al.,
2008; X. L. Wang et al., 2005; Breinholt et al., 2003; Kulling et al., 2001; Kulling et al., 2000). Zu
den wichtigsten Oxidationsmetaboliten zdhlen 3'-OH-, 6-OH- und, 8-OH-Genistein (Kulling et al.,
2001). Genistein wird vorwiegend durch die CYP-Isoform CYP1A2 und in geringem MaRe durch
CYP 2E1, CYP2D6 und CYP3A4 oxidiert (Breinholt et al., 2003; M. Hu et al., 2003). Dariber hinaus
muss bericksichtigt werden, dass CYPs durch Flavonoide gehemmt werden kénnen. Vor allem
CYP1A1, CYP1B1 CYYP1A2, CYP2El und CYP3A4 werden durch Genistein
konzentrationsabhangig inhibiert (Chan & Leung, 2003; Foster et al., 2003; Helsby et al., 1998).
Die Enzyme werden von Quercetin und Naringenin ebenfalls inhibiert, wobei Naringenin mehr
das CYP3A4 inhibiert und weniger das CYP1A2 (Y. Chen et al., 2009; S. Zhou et al., 2004; Fuhr et
al., 1993).

2.3.3.3 Phase-lI-Metabolismus

Genistein und seine Metabolite werden wahrend des Phase-lI-Metabolismus effizient durch
UGTs und SULTs konjugiert. (Gu et al., 2006) haben die Konjugationsprodukte von Genistein im
menschlichen Plasma zu 78,4% als Glucuronide (Monoglucuronide > Diglucuronide >
Sulfoglucoronide), zu 20,4% als Sulfate (Disulfate > Monosulfate) und 1,2% Aglykone bestimmt,
in der Urinprobe lagen 86,7% als Glucuronide, 13,3% Sulfate und 0,1% Aglykone vor (Gu et al.,
2006; Adlercreutz et al., 1995). Einige humane Studien zeigen, dass Genistein-Glucoronide
hauptséachlich als G-7G-4'S und G-4',7-diG im Plasma vorkommen und durch UGTs (UGT1A8 >
UGT1A9 > UGT1A10 > UGT1A1 > UGT1A6 > UGT1A7) katalysiert werden (Hosoda, Furuta,
Yokokawa, et al., 2010; Tang et al., 2009; Shelnutt et al., 2002; Doerge et al., 2000). Die Niere
und das Colon haben ein héheres Expressionsniveau fir UGT1A9 und UGT1A10 als die Leber.
Demzufolge findet die héchste Genistein-Glucuronidierung in der Niere statt, gefolgt von Colon
und Leber (Riches et al., 2009; Doerge et al., 2000; Strassburg et al., 1998). Tang et al. stellten
fest, dass Genistein UGT-Isoform-spezifische metabolische Muster aufweist, die
konzentrationsabhangig sind (Tang et al., 2009). Quercetin und Naringenin werden ebenfalls von

vielen UGTs metabolisiert (Tabelle 4). Als Substrat dienen hierbei UGT1A1, UA1A9, UGT2B7 und
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UGT2B15 auch dem Quercetin und UGT1A1, UGT1A8, UGT1A10 dem Naringenin (Zhou et al.,
2013; Jiang & Hu 2012; Cheng et al., 1999).

Tabelle 4: Interaktionen zwischen UGTs und Flavonoide. (Aus Jiang et al., 2012 ohne Lit.)

Flavonoids as modulators

Isoform Expression Flavonoids as substrates Inducer or activator Inhibitor
UGT1A1 Liver, small Quercetin, fisetin, naringenin, Chrysin, apigenin, Chrysin
intestine, luteolin, genistien, daidzein, quercetin
colon, stomach eupatilin, glycitein, formononetin,
biochanin A, prunetin
UGT1A3 Liver, small Isorhamnetin, sylibin, kaempferol, — —
intestine, daidzein, morin, avicularin,
colon eupatilin quercetin xylopyranoside,
quercetin-3’, 4'—“OCHO-
UGT1A6 Liver, small Luteolin and chrysin Quercetin Silymarin
intestine,
colon, stomach
UGT1A7 Colon Stomach Eupatilin — —
Esophagus
UGT1A8 Small intestine Naringenin, genistein, daidzein, - —
Colon Esophagus eupatilin, glycitein, formononetin,
biochanin A, prunetin, apigenin,
chrysin, 7-hydroxyflavone
UGT1A9 Liver, colon, Luteolin, genistein, glycitein, — Silymarin
esophagus, (kidney) formononetin, biochanin A,
prunetin, daidzein, morin,
avicularin, quercetin, eupatilin,
quercetin xylopyranoside,
quercetin-3’, 4—-OCHO—
UGT1A10 Small intestine, Naringenin, genistein, apigenin, — —
colon, chrysin, 7-hydroxyflavone,
stomach, esophagus eupatilin
UGT2B7 Liver, small Luteoin and quercetin — —
intestine,
colon, esophagus
UGT2B15 Liver, small Luteoin and quercetin — —
intestine, colon,
stomach,
esophagus
UGT2B17 Liver, small Galangin, chrysin, naringin, - -
intestine, 7-hydroxyflavone
colon, stomach
Unspecified — Biochanin A, daidzein, Chrysin,
isoforms formononetin, genistein, nobiletin,
prunetin, apigenin, silymarin,
galangin, baicalein,
kaempferol, naringenin, wogonin

quercetin, chrysin,
nobiletin,
silymarin, tangeritin

Der zweitwichtigste Stoffwechselweg fir Genistein wahrend der Phase-lIl ist beim Menschen die
Sulfonierung durch die Sulfotransferase (Hosoda, Furuta, & Ishii, 2010; Gu et al.,, 2006;
Adlercreutz et al.,, 1995). Die Konzentrationen der Genistein-Monosulfate (G-7-S, G-4'-S),
Disulfate (G-4'S-7S), Sulfoglucuronide (G-7G-4'S und G-75-4'G) sind im Plasma hoher als im Urin
(Hosoda et al., 2011; Hosoda, Furuta, & Ishii, 2010; Rimbach et al., 2004). Die Sulfonierung von
Genistein in Menschen erfolgt je nach Aktivitat der Enzyme durch SULT1A1 > SULT2A1> SULT1E>
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SULT1A2 = SULT1A3 (Doerge et al., 2000). Andererseits reguliert Genistein
konzentrationsabhangig die Aktivitdit von SULT1A1l (siehe Tabelle 5), da es in hoheren
Konzentrationen diese inhibiert (Jiang & Hu 2012; Nishimuta et al., 2007; Ohkimoto et al., 2004;
Otake et al., 2000). Die Tabelle 5 zeigt auch, dass Quercetin ebenfalls ein Inhibitor fir SULT1A1
und SULT1E1 ist. Hieraus lasst sich ableiten, dass die Wechselwirkungen zwischen Flavonoiden
und den metabolisierenden Enzymen sehr komplex und vielseitig sind. Flavonoide kdnnen selbst
Substrate von metabolisierenden Enzymen sein und gleichzeitig diese Enzyme aktivieren oder
inhibieren. Der umfangreiche Stoffwechsel durch Phase | und Il beeinflusst dadurch die
Konzentration der Aglykone in der systemischen Zirkulation. Daher sind die Interaktionen
zwischen Flavonoiden und Enzymen kritische Faktoren, die bei gleichzeitiger Einnahme mit
Medikamenten berticksichtigt werden missen, die auch Einfluss auf die Plasmakonzentration

der Flavonoide haben.

Tabelle 5: Interaktionen zwischen SULTs und Flavonoide. (Aus Jiang et al., 2012 ohne Lit.)

Flavonoids as modulators

Isoform Expressiona Flavonoids as Inducer or Inhibitor
substrates activator
SULT1A1 Liver, EC, galangin, Genistein, Apigenin, chrysin, quercetin, myricetin
small intestine, hesperetin, biochanin A kaempferol, genistein, daidzein,
colon, stomach eriodictyol, hesperetin,
(+)catechin eriodictyol, catechin EC,

luteolin3’, 4’-dihydroxyflavone,
3°,4’,7-trihydroxyisoflavone

SULT1A3 Liver, Galangin, hesperetin, — Baicalein, hesperetin, eriodictyol
small intestine, eriodictyol,
colon (+)catechin,

EC Similar to SULT1A1

SULT1E1 Liver, EC, galangin Similar Biochanin A Tricin, galangin, genistein,
small intestine, to SULT1A1 equol, daidzein, quercetin
colon, stomach

Unspecified — Genistein, apigenin, - -

isoform baicalein

SULT2A1 Liver, small — Genistein, Apigenin, myricetin,
intestine, biochanin A baicalein, galangin,
colon 7-hydroxyflavone

2.3.4 Verteilung

Ein weiterer Faktor mit Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von Genistein ist, neben dem extensiven
Metabolismus, der Transport. Beispielsweise wurden bei Ratten die hochsten Konzentrationen
fir Genistein im Darm, der Leber und im Plasma festgestellt, wahrend in den
Fortpflanzungsorganen die Konzentrationen niedriger waren (Coldham & Sauer, 2000). Je nach
Gewebe und Wechselwirkung mit Ostrogenrezeptoren sind unterschiedliche Efflux-Transporter
fur die Aufnahme und Verteilung des Genistein verantwortlich (Coldham & Sauer, 2000)
(Coldham, 2000). Diese Transporter gehoren zur ABC-Superfamilie und werden in der apikalen

Membran von Enterozyten und Hepatozyten stark exprimiert (Mao, 2008). Zu ihrer
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physiologischen Funktion gehort der aktive Transport endogener Stoffwechselprodukte (z. B.
Bilirubin und seine polare Konjugate) und Xenobiotika (z. B. Arzneimittel) aus den Zellen (van
Herwaarden & Schinkel, 2006; Leslie et al., 2005; Ozvegy et al., 2001). Es wurden bereits eine
Vielzahl von Modellen verwendet, um die Fahigkeit von Flavonoiden als Substrate und
Inhibitoren von ABC-Transporter zu untersuchen (Bircsak & Aleksunes, 2015). Flavonoide wie
Genistein, Quercetin, Naringenin und deren Metabolite, interagieren mit diesen Transportern
als Substrate, Inhibitoren und/oder Modulatoren der Genexpression (siehe Tabelle 6). Sofern
diese Flavonoide inhibitorisch auf ABC-Transporter wirken, hemmen sie auch die Ausscheidung
von Medikamenten. Hierdurch kdénnen sie die Resistenzentwicklung gegen z. B. einem
Chemotherapeutikum unterdriicken und so die Empfindlichkeit von Krebszellen gegeniiber dem
Arzneimittel erhalten. Dies ist eine vielversprechende Methode der Entstehung multiresistenter
Keime entgegenzuwirken (Schexnayder & Stratford, 2016; Bircsak & Aleksunes, 2015; Castro &
Altenberg, 1997).

Tabelle 6: Interaktion zwischen Transportern und Flavonoide. (Modifiziert aus Jiang et al., 2012)
Flavonoids as modulators

Transporters Flavonoids as Inducer or Inhibitor No effect
substrates activator
P-gp Flavonoid aglycone Catechin, EGCG, quercetin Grapefruit
epicatechin, kaempherol juice,
grapefruit juice, (high concentration), narigin,
quercetin chrysin, flavones, hesperidin,
and kaempherol hesperetin, rutin
(low naringenin, genistein
concentration)
MRP2 Flavonoid glucuronides  Chrysin Genistein, kaempferol, Genistin
and sulfates flavopiridol, chrysin,
quercetin, biochanin A,
catechin, EGCG,
quercetin-7-O-glucuronide
BCRP Flavonoid glucuronides  Quercetin, chrysin Chrysin, biochanin A, Naringin and
and sulfates and flavone apigenin, genistein, fisetin, phloridzin
kaempferol, hesperetin,
naringenin, quercetin,
luteolin-4-glucoside,
daidzein-7-glucuronide,
daidzein-4-sulfate, daidzin,
ononin, genistin, sissotrin,
glycitin, coumestrin
OATP — Rutin Naringin, naringenin, Genistin and
quercetin, hesperidin, quercetin
biochanin A, genistein,
EGCG
OAT Ellagic acid quercetin-3- — Ellagic acid, naringenin, —

O-glucuronide,

morin, silybin, quercetin,

quercetin-3’- quercetin-3-0-
O-lucuronide, glucuronide, quercetin-
quercetin-3’- 3’-0-glucuronide,
O-sulfate quercetin-3’-O-sulfate
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Die Tabelle 6 zeigt die wichtigsten Efflux-Transporter flir Genistein und seine Glucuronid- und
Sulfatkonjugate (van de Wetering et al., 2012; Alvarez et al., 2011; Enokizono et al., 2007).
Zahlreiche Studien belegen, dass das BCRP bei der Genistein-Ausscheidung, insbesondere der
konjugierten Formen, eine dominante Rolle spielt, denn es interagiert mit Phase Il Enzymen und
verandert so auch die Bioverfligbarkeit der Flavonoide (Bircsak & Aleksunes, 2015; Zhu et al.,
2010; Enokizono et al., 2007). Allerdings wird dieser Transporter selbst konzentrationsabhangig
von Genistein, Quercetin und Naringenin in hohen Konzentrationen inhibiert (siehe Tabelle 6).
Ebenso dienen Flavonoid-Metabolite als Substrate fir MRP2, das aber von Genistein und
Quercetin inhibiert werden kann. So missen bei der Beurteilung der Bioverfiigbarkeit neben
einem extensiven Metabolismus durch Phase | und Il Enzyme die Beteiligung aktiver Efflux-
Transporter und Transportprozesse fiir die Abschatzung der Flavonoidkonzentrationen im

Plasma beriicksichtigt werden.

2.3.5 Ausscheidung

Obwohl Genistein in vivo einen umfangreichen Metabolismus durchlauft, wird es als
Xenobioticum hauptsachlich in konjugierte Form Gber Darm, Galle und Niere ausgeschieden
(Zhou et al,, 2008; Shelnutt et al., 2000). Neben der Aufnahme und Metabolisierung des
Genistein, verstoffwechselt der Darm auch dessen Konjugate und beeinflusst deren
Ausscheidung. Die Kopplung von intestinalen metabolisierenden Enzymen und
Effluxtransportern beeinflusst die intestinale Disposition von Genistein (Wang et al., 2006; J.
Chen et al., 2003). Der Darm hat somit einen groRen Einfluss auf den Intermediarstoffwechsel
und die Plasmakonzentration des Genisteins. Die Ausscheidung erfolgt hauptsachlich als

Glucuronid (hydrophil) und weniger als Aglykon mit dem Urin (Zhou et al., 2008; Gu et al., 2006).

2.4 Interindividuelle Unterschiede des Genisteinstoffwechsels

2.4.1 Alter und Geschlecht

Der Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Bioverfiligharkeit des Genisteins ist bisher wenig
untersucht worden. In der von Hoey et al. durchgefiihrten Studie wurden fiir Sduglinge im
Vergleich zu Kindern (ab 4 Monate bis 7 Jahre) nach Sojakonsum niedrigere
Isoflavonkonzentrationen beobachtet, was auf die nicht dem Lebensmittelverzehr ausgesetzte
Darmflora der Sauglinge zurtickgefiihrt wurde (Hoey et al., 2004). In Bezug auf das Geschlecht
wurden keine Unterschiede in der Pharmakokinetik von Genistein oder dessen Phase-II-
Metaboliten im Urin nachgewiesen (Faughnan et al., 2004; Shelnutt et al., 2002; Zhang et al.,

1999). Cassidy et al. beobachteten einen signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschied in
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der Bioverfligbarkeit von Daidzein, jedoch nicht von Genistein (Cassidy et al., 2006). Zhang et
al. und Sepehr et al. berichteten tber dhnliche Ergebnisse, dass Genistein keinen signifikanten
Unterschied der Bioverfligbarkeit zwischen Mannern und Frauen zeigte (Sepehr et al., 2007;

Zhang et al., 1999).

2.4.2 Erndhrung

Die Nahrungsmatrix (z.B. Monosubstanz, Extrakt oder Lebensmittel) und Aufnahmeform des
Genisteins z.B. als Aglykon oder Glykosid, Nahrungsquelle, Menge (traditionell hoher Konsum
von Sojaprodukten in asiatischen Landern) spielen eine entscheidende Rolle fiir die
Bioverfligbarkeit und den Metabolismus. Eine fllissige Matrix, wie z.B. Sojamilch, ergibt eine
schnellere Absorption und hohere Plasmakonzentrationen als eine feste Matrix. Aglykone in
einem fermentierten Nahrungsmittel, wie z. B. Tempeh, werden schneller absorbiert als
Glukosidkonjugate (Cassidy et al., 2006). Die Absorption von Genistein kann beispielsweise
durch Ballaststoffe beeintrachtigt werden. Hierdurch kann die Aktivitat der Enzyme und ihre
Fahigkeit zur Metabolisierung von Genistein (z.B. B-Glucosidase) behindert sein. Um die Wirkung
von Ballaststoffen auf die Bioverfligbarkeit von Genistein zu untersuchen, wurden sieben
gesunden Frauen in einem Crossover-Design 15 g Ballaststoffe gleichzeitig mit der Wirksubstanz
verabreicht. Die Zugabe von Ballaststoffen fiihrte zu einer Abnahme der Genisteinkonzentration
im Plasma und Urin. Die genaue Ursache wurde nicht untersucht, es ist jedoch bekannt, dass
wasserunldsliche Ballaststoffe einen adsorptiven Effekt (bulking effect) haben und zusatzlich
durch die Unléslichkeit in Wasser die Distribution als auch die Exkretion behindern kénnen (Tew

et al., 1996).

2.5 Physiologische Eigenschaften von Genistein

Die intrazelluldre Wirkungsweise von Genistein ist komplex und multidirektional. Beispielsweise
kann Genistein auf molekularer Ebene die Topoisomerase Il hemmen, die an der DNA-
Expression, Replikation, Transkription und Reparatur beteiligt ist (Okura et al., 1988). Auf
zelluldrer Ebene inhibiert Genistein die Aktivitdt von tyrosinspezifischen Proteinkinasen, die an
der Phosphorylierung von Rezeptoren beteiligt sind und zur Signaltransduktion dienen (Akiyama
et al.,, 1987). Durch den antioxidativen Effekt hemmt Genistein die Signalweiterleitung und
Zellproliferation. Genistein kann somit die humorale und zelluldre Immunitat auf mehreren
Ebenen modulieren und bei einer Entziindungsreaktion die Migration der Entziindungszellen
inhibieren (MacGregor et al., 2005; Yellayi et al., 2003). Aufgrund seiner strukturellen

Ahnlichkeit mit dem Steroidhormon 17B-Ostradiol kann Genistein mit dem Ostrogenrezeptor
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(ER, Bindungsaffinitiat zum ER-B 87% und ER- a 4%) interagieren und Ostrogenartige Wirkungen
ausliben (Mikkola & Clarkson, 2002; Kuiper et al., 1998). Diese Eigenschaft des Genisteins findet
bereits z.B. in der Prdavention von hormonsensitiven Krebsarten Anwendung. Auch die
cholesterin-senkende Wirkung von Genistein wird auf seine 6strogene Struktur zurtickgefiihrt
(Lichtenstein, 1998). So konnte gezeigt werden, dass der Verzehr von Genistein die
Plasmaspiegel von Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin verringert und HDL-Cholesterin (High
Density Lipoprotein) erhoht (Squadrito et al., 2013; Branca & Lorenzetti, 2005; Sanders et al.,
2002). Die Einnahme von Genistein zur Pravention oder Therapie der Osteoporose wurde bei
postmenopausalen osteoporotischen Frauen nur als in geringem MaRe vorteilhaft erkannt und
wird nicht mehr empfohlen (Alekel et al., 2015; Shedd-Wise et al., 2011; Marini et al., 2007).
Neben der Hemmung der Biosynthese von Heparansulfat sind es die antioxidativen
Eigenschaften von Genistein, die es zu einer vielversprechenden Substanz bei der Behandlung
von entzlindlichen Krankheiten, z.B. der Neuroinflammation, besonders bei Sanfilippo Ill oder

anderen cerebralen Speicherkrankheiten, machen.

2.5.1 Entziindungshemmung durch antioxidative Eigenschaften des Genisteins

Bei vielen biochemischen Prozessen werden im Organismus aus Sauerstoff Radikale gebildet
(Reactive Oxygen Species, ROS), z.B. Hydroxyl- und Peroxylradikale, Superoxidradikalanionen
und Wasserstoffperoxid gebildet. Primar dienen diese Substanzen, deren physiologische Bildung
etwa 20 Gramm (g) pro Tag betragt, wichtigen Zellfunktionen, wie der Keimabwehr durch die
Bildung von unterchloriger S3dure oder der Aktivierung von Enzymen der
Arachidonsaurekaskade, die bei zahlreichen immunologischen und entziindlichen Prozessen
beteiligt sind (Korbecki et al., 2013; Brieger et al., 2012; Spickett et al., 2000). Im Ubermal
gebildet, wie dies bei der Neuroinflammation der Fall ist, wirken sie zellschadigend. Eine
ausreichende Bildung der ROS ist somit erforderlich, jedoch muss ein UbermaR vermieden
werden (lvanova et al., 2016; Kaur et al.,, 2015). Zur Aufrechterhaltung dieses sensiblen
Gleichgewichts dienen antioxidative Enzyme wie Katalase, Superoxiddismutase und Glutathion-
S-Transferase, Substanzen wie Vitamin E und Vitamin C, sowie sekundare Pflanzenstoffe, wie
Genistein (D'Autreaux & Toledano, 2007). Die entziindungshemmende Wirkung von Genistein
wird durch seine Eigenschaft als Akzeptor von elektrischer Ladung erklart. Als Akzeptor
elektrischer Ladung unterstiitzt Genistein die oben genannten Substanzen bei der
Neutralisierung von ROS. Die elektrische Ladung kann durch den Transfer von Elektronen bzw.
Wasserstoffatomen erfolgen (Kalaiselvan et al., 2010; Zielonka et al., 2003; Guo et al., 2002;
Mitchell et al., 1998; Ruiz-Larrea et al., 1997; Cai & Wei, 1996). Hierbei sind die Anzahl und
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Position der Hydroxylgruppen bestimmende Faktoren fiir die antioxidative Aktivitat der
Isoflavonoide (Arora et al., 1998). ROS sind auch Aktivatoren von Enzymen, die fiir die
Entziindungsreaktion relevant sind und so die Biosynthese der Eicosanoide steigern, die mit
Cytokinen und Chemokinen interagieren. Hamaldinen et al. (2007) konnten zeigen, dass
Genistein entziindungshemmend wirkt, indem es die Aktivierung des entziindungsférdernden
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer) dosisabhangig inhibiert
(siehe Abbildung 6) und somit die Expression und Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie
TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) und Interleukine (IL-1 und IL-6) hemmt (Li et al.,, 2013;
Hamalainen et al., 2007). In einer Studie an einem genetisch veranderten Mausestamm mit
entziindlicher Enzephalomyelitis nahm die Expression von IL-17, IL-6 und IFN-y (Interferon-y)
nach Gabe von 7-Otetradecanoyl-Genistein, einem lipohilen Analogon von Genistein, ab (Castro
et al., 2012). Die entzindunghemmende Wirkung von Genistein konnte auch an
fibroblastendhnlichen Synoviozyten von Patienten mit rheumatoider Arthritis beobachtet
werden. Hierbei wurde die IL-1B (Interleukin 1 beta) und TNF-a vermittelte Proliferation der
Zellen nach Behandlung mit Genistein gehemmt (Zhang et al., 2012). Das Enzym
Cyclooxygenase-2 (COX-2), zustiandig unter anderem fir die Biosynthese des
proinflammatorischen Prostaglandin E; (PGE;), kann von Genistein ebenfalls gehemmt werden
(Jeong et al., 2014; Hamalainen et al., 2011; Takano-Ishikawa et al., 2006). Isoprostane bzw.
Isoprostaglandine (Eicosanoide), eine groRe Gruppe isomerer nicht-enzymatischer
Oxidationsprodukte des Linolsdure- und Arachidonsadurestoffwechsels dienen als Biomarker fiir
den oxidativen Stress. Rao et al. (1997) zeigten in einem Tierversuch, dass die Bildung von 8-
Isoprostan durch Genistein vermindert werden kann. Dariber hinaus hat Genistein neben der
Entziindungshemmung auch eine anti-adipogene Funktion, indem es die Glucocorticoid-
induzierte Leptinproduktion und TGF-B herunter reguliert. Erhohte Leptinwerte im Korper
fihren zu einer Zunahme von Insulinresistenz und Entziindungsreaktionen (Mukund et al.,
2017). Basierend auf diese Daten ist Genistein in der Lage proinflammatorische Kaskaden zu

schwachen und kann so entziindliche Reaktionen beeinflussen.
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Neuro-
inflammation

Abbildung 6: Die Effekte von Genistein auf die Signalwege der Neuroinflammation. Abkiirzungen: NF-
KB = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer'; TNF-a, tumor necrosis factor-alpha, COX-2 =
Cyclooxygenase 2; TGF-B, transforming growth factor-beta.
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2.6 Substratreduktionstherapie mit Genistein bei Sanfilippo-Syndrom

2.6.1 Sanfilippo-Syndrom (Mukopolysaccharidose Typ Ill, MPS Ill)

Das Sanfilippo-Syndrom (Mukopolysaccharidose Typ I [MPS 1ll]) ist eine lysosomale
Speicherkrankheit, bei der sich aufgrund mangelhafter Enzymaktivitat das Heparansulfat (HS),
ein Glykosaminoglykan, sowohl in Lysosomen als auch aullerhalb von Zellen ansammelt
(Neufeld, 2001; 1991). MPS-IIl gehort zu den seltenen Erkrankungen (rare diseases) und die
Inzidenz in Deutschland wird auf 1,57 pro 100 000 Geburten geschéatzt. Je nach Enzymdefekt
wird die Erkrankung in vier verschiedene Subtypen (Typ A-D) unterteilt (siehe Tabelle 7). Der
Subtyp A kommt am h&ufigsten vor, gefolgt von den Subtypen B, C und D (Baehner et al., 2005).
In internationalen epidemiologischen Studien sind dhnliche Haufigkeiten dokumentiert, wobei
der Subtyp B in Sidosteuropa haufiger ist (Wolfenden et al., 2017; Valstar et al., 2008). Diese
Subtypen werden autosomal-rezessiv vererbt, wobei jeweils multiple Mutationen in den
Heparansulfat abbauenden Enzymen SGSH (kodiert fiir Heparan-N-Sulfatase), NAGLU (kodiert
fir a-N-Acetylglucosaminidase), HGSNAT (kodiert fur Acetyl-CoA: o-Glucosaminid-
Acetyltransferase) und GNS (codiert fiir N-Acetylglucosamin-6) -sulfatase) bekannt sind (siehe

Tabelle 7).

Tabelle 7: Klassifikation der Mucopolysaccaridose Typ llI.

MPS Il Gen/ Defizientes Enzym Bekannte Mutationen*
Subtyp Chromosom
Total: 137
A SGSH/ Heparan N-Sulfatase (Sulfamidase) Missense/ nonsense: 104
17q925.3 Deletion: 20
Insertion: 11
Spleicing: 2
Total: 153
B NAGLU/ o-N-Acetyl- glucosaminidase Missense/ nonsense: 104
17921 Deletion: 27
Insertion: 17
Spleicing: 5
Total: 64
C HGSNAT/ Acetyl-CoA: a-Glucosaminid- Missense/ nonsense: 36
8p11.1 Acetyltransferase Deletion: 7
Insertion: 7
Spleicing: 13
Total: 23
D GNS/ Glucosamine (N-acetyl)-6-sulphatase Missense/ nonsense: 7
12q14 Deletion: 6
Insertion: 5
Spleicing: 3

(*http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php am 05.01.2018)
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MPS Il wird bei den betroffenen Kindern meist im Alter zwischen 3 und 15 Jahren diagnostiziert.
Klinisch gibt es nur sehr wenige Unterschiede zwischen den Subtypen. Subtyp A ist in der Regel
mit einem schweren Verlauf der Erkrankung verbunden (van de Kamp et al., 1981), wéahrend der
Subtyp C meist einen protrahierteren Verlauf hat (Ruijter et al., 2008). Nach einer Periode
klinisch unauffalliger Entwicklung zeigen die Kinder eine Reihe von Symptomen, einschlieRlich
eines raschen Verlustes sozialer Fahigkeiten mit Hyperaktivitdt und aggressivem Verhalten,
Lernfahigkeitsverlust, Schlafstérungen, Hirsutismus, grobe Gesichtsziige und Durchfall (Cleary &
Woraith, 1993). Es kommt beim Sanfilippo-Syndrom zum zunehmenden Verlust motorischer und
intellektueller Fahigkeiten (Valstar et al., 2010). Fir diese zunehmenden Defizite werden
weniger die Ablagerung des nicht abbaubaren Heparansulfats verantwortlich gemacht, vielmehr
werden sie zum Uberwiegenden Teil durch die begleitende Entziindung (Neuroinflammation)
ausgelost (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2016; Martins et al., 2015; Trudel et al., 2015). Eine
kausale und wirksame Therapie flir MPS lll ist nicht bekannt. In klinischer Erprobung sind derzeit
die Substratereduktionstherapie mit Genistein, die Gentherapie mit transfizierten Adenoviren
und die Enzymersatztherapie (Gaffke et al., 2018; Ghosh et al., 2017; Tardieu et al., 2017; Jones
et al., 2016; GENiSIS2013). Die periphere Applikation des Enzyms ist fir die Behandlung von MPS
Il aufgrund der unzureichenden Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke nicht geeignet (Beck,
2018; Wraith, 2009). Derzeit wird die intrathekale Applikation (Einspritzung in die Ventrikel des
Gehirns), einer durch rekombinante DNA-Technologie hergestellten naturidentischen Heparan-
N-sulphatase, erprobt. Die Erfolge waren jedoch nur marginal, zuséatzlich belastet mit hohen
therapeutischen Risiken, wie Meningitis und anderen Infektionen (Aoyagi-Scharber et al., 2017;
King et al.,, 2016; Beard et al., 2015). In einer weiteren Studie wird ein viraler Vektor
(scAAV9.U1a) Gberpriift, der intravends nur einmal verabreicht wird und die Fahigkeit hat, die
Bluthirnschranke zu Giberwinden (NCH, 2016). Der Vektor wird an das defekte Sulfamidase-Gen
des Empfangers eingebaut und soll dann die normale Sulfamidase produzieren. Diese
Vorgehensweise hat natiirlich den groBen Vorteil, dass das Gen nicht Uber die Schadeldecke

direkt in das Gehirn injiziert werden muss.

Die Speicherung von Heparansulfat im Gehirn ist fiir einige der Krankheitssymptome
verantwortlich und andere entstehen als Folge der sekundaren Ablagerung von
Glycosphingolipiden sowie durch nachfolgende Prozesse wie oxidativer Stress und
Neuroinflammation (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2016; Trudel et al., 2015). Mehrere Studien
weisen darauf hin, dass der oxidative Stress, ausgeldst durch das Ungleichgewicht von
Oxidantien / Antioxidantien eine wichtige Rolle fir den Verlauf von neuronalen MPS-III-

Erkrankungen spielt (Arfi et al., 2011; Vitner et al., 2010; Villani et al., 2009; Pereira et al., 2008).
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Es wurde gezeigt, dass der oxidative Stress in einem sehr friihen Stadium der Krankheit bereits
nachweisbar ist und nicht als die Folge der Neuroinflammation angesehen werden kann (Trudel
et al, 2015). Im letzten Jahrzehnt konnte bewiesen werden, dass Heparansulfat die
Neuroinflammation durch den Toll-like Receptor 4 (toll-like receptor 4, TLR4) auslost und eine
Immunantwort initiiert, die die Zeichen einer Autoimmunreaktion zeigt und durch die
Freisetzung von pro-entziindlichen Mediatoren zur Progression und Schwere der klinischen
Symptome beitragt (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2016; DiRosario et al., 2009; Ausseil et al.,
2008). Zwar flihrte die Hemmung des TLR4-Signalweges in einem MPS-IIIB-Modell der Maus zu
einer Verzogerung des Auftretens der Neuroinflammation, konnte aber das Fortschreiten des
neurodegenerativen Prozesses nicht aufhalten (Ausseil et al., 2008). Figueiredo-Pereira et al.
(2016) zeigten, dass die Neutralisation spezifischer neurotoxischer Prostaglandine (PG),
insbesondere durch PGJ? stromabwirts des Cyclooxygenase-Enzyms, einen signifikanten
Einfluss auf die Neuroinflammation hat und als eine mogliche therapeutische Strategie bei der
Behandlung chronischer neurodegenerativer Storungen eingesetzt werden konnte. Mit einer
antioxidantienreichen Ernahrung kann der Anfall von ROS vermindert und dadurch der Schaden
am Gewebe vermindert werden. Ziel der entziindungshemmenden Malnahmen ist die
Verminderung der durch die Gewebsschadigung bedingten neurologischen Defizite. Die
didtetische Modulation des pro-inflammatorischen Essens, die auf oben beschriebene
Immunmechanismen abzielt, kdnnte zu therapeutischen oder praventiven Strategien fiihren
(Heneka et al., 2015; Riccio & Rossano, 2015). Das Prinzip der Erndhrungstherapie bei cerebralen
Speicherkrankheiten besteht in einer Verminderung entziindungsfordernder und einer
Steigerung entziindungshemmender Nahrstoffe sowie in einer addquaten Versorgung mit
Antioxidantien. Das entziindungshemmende Essmuster wurde seit der Entdeckung von
entziindungshemmenden Omega-3-Fettsdauren im Fischdl in den 80er des letzten Jahunderts
etabliert (Adam, 2010). Seitdem wurde die Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies,
Antioxidantien und Spurenelementen intensiv untersucht und die Merkmale einer
entziindungshemmenden Erndhrung fir entziindliche rheumatische Erkrankungen wurden gut

etabliert (Nagy et al., 2019; Adam, 2010; Adam et al., 2003).

2.6.2 Substratreduktionstherapie (SRT) bei MPS Il

Die Substratreduktionstherapie (Substrate Reduction Therapy, SRT) ist eine weitere Moglichkeit
fir die Behandlung von MPS. Die SRT zielt drauf ab, die Quantitat von Verbindungen, die in
Zellen des betroffenen Organismus nicht effizient abgebaut werden kdnnen, zu reduzieren.

Unter diesem Aspekt basiert die SRT bei MPS auf der Reduktion der Synthese von
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Glykosaminoglykanen (GAG). Die GAG-Synthese, einschlielRlich des Heparansulfats, hangt von
der epidermalen Wachstumsfaktor-vermittelten Aktivierung ihres Rezeptors EGFR (engl.
epidermal growth factor receptor) ab und erfordert fir die vollstandige Expression von Genen,
die fur an der GAG-Produktion beteiligten Enzyme kodieren, die Phosphorylierung des EGFRs
(siehe Abbildung 7) (Jakobkiewicz-Banecka et al. 2009). Die Phosphorylierung des EGFRs erfolgt
durch das Enzym EGFR-Tyrosinkinase (EGFR-TK) und fihrt (ber die intrazelluldre
Signaltransduktion zur Aktivierung der Transkription spezifischer Gene im Zellkern (H. Kim et al.,
1998; Tirone et al., 1997; Akiyama et al., 1987). Die Hemmung der EGFR-TK durch Genistein
beeintrachtigt die Signaltransduktion, was zu einer Verminderung der Expression von Genen,
die flr die GAG-Synthese notwendigen Enzyme kodieren fiihrt und folglich die Ablagerung von
Heparansulfat vermindert. Somit ist die sekunddre Wirkung dieser negativen Regulierung die
Hemmung der Ablagerung von Heparansulfat (siehe Abbildung 7) (Wegrzyn et al., 2010;
Jakobkiewicz-Banecka et al., 2009; Piotrowska et al., 2006).
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Abbildung 7: Hemmung der EGFR-TK durch Genistein und der Effekt auf die Expression der Gene, die
an der GAG-Syntehese involviert sind (Wegrzyn et al., 2010). Die Expression von Genen, die fur zur GAG-
Produktion erforderliche Enzyme kodieren, hangt von der EGF-vermittelten Aktivierung seines Rezeptors
EGFR ab. Die Phosphorylierung bestimmter Proteine durch EGFR-Tyrosinkinase (EGFR-TK) fuhrt zur
intrazellularen Signaltransduktion und Aktivierung der Transkription spezifischer Gene im Zellkern. Die
Hemmung der EGFR-TK-Aktivitat durch Genistein flihrt zu einer Beeintrachtigung der Signaltransduktion

und damit zu einer verminderten Expression von Genen, die fiir an der GAG-Synthese beteiligte Enzyme
kodieren.
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Gemald diesem Konzept wird der Wirkungsmechanismus dieses Isoflavons auf die GAG-Synthese
bei MPS als gene expression-targeted isoflavone therapy (GETIT) bezeichnet. Studien mit einer
Konzentration von 10 - 30 uM Genistein in MPS-llI-Fibroblastenkulturen von Patienten, waren
sehr vielversprechend, da gezeigt werden konnte, dass Genistein die Synthese von GAGs
signifikant inhibiert und zu einer deutlichen Reduktion der Heparansulfat-Ablagerung in den
Fibroblasten fuhrt (Piotrowska et al.,, 2006). Malinowska et al. zeigten 2009 in einem
Mausmodell fiir MPS-11IB, die verminderte lysosomale Speicherung in peripheren Geweben nach
Behandlung mit Genistein (Malinowska et al., 2009). Nach dieser ersten Studie lieferte das
gleiche Team den Nachweis, dass Genistein in der Lage ist, die Bluthirnschranke zu Giberwinden
und als SRT im Gehirn des MPS-IIIB Mausmodells wirkt, in dem es die Ablagerung des HS in den
Lysosomen und die Neuroinflammation in der GroBhirnrinde und dem Hippocampus signifikant
reduziert (Malinowska et al., 2010). Eine weitere Studie an genmanipulierten Mausen mit MPS
Il zeigte nach 10-wdchiger Behandlung mit Genistein (5 — 25 mg/kg taglich) die Reduktion der
GAG-Ausscheidung im Urin und bei einigen Tieren sogar weniger GAG-Ablagerungen im Gehirn
(Friso et al., 2010). Basierend auf Studien mit menschlichen MPS-IIl Fibroblasten (Jakobkiewicz-
Banecka et al., 2009; Piotrowska et al., 2006) und Tierexperimenten (Malinowska et al., 2010;
Malinowska et al., 2009) wurde angenommen, dass Genistein sowohl durch seine primare
Wirkung als indirekter GAG-Syntheseinhibitor als auch durch seine sekundiren, MPS-
unspezifischen Wirkungen bei der Therapie dieser Erkrankung von Nutzen sein kénnte
(Wegrzyn, 2012; Jakobkiewicz-Banecka et al.,, 2007). Dazu gehéren die Verringerung der
Gangliosidspeicherung (Malinowska et al., 2010) die Neuroprotektion gegen P-Tau-induzierte
Neurotoxizitat (Bang et al., 2004) die Abschwachung von oxidativem Stress im Gehirn (Liang et
al., 2008) die Verhinderung von Neuroinflammation (Valles et al., 2010) und die Hemmung der

Apoptose in neuronalen Zellen (Wegrzyn, 2012; Kajta et al., 2007).

Deshalb wurde Genistein als ein mogliches Therapeutikum fiir die SRT-GETIT Behandlung bei
MPS verwendet und im nachsten Schritt in klinischen Pilotstudien bei MPS-IlI-Patienten
eingesetzt (Kim et al., 2013; de Ruijter et al., 2012; Delgadillo et al., 2011; Piotrowska et al., 2008;
Jakobkiewicz-Banecka et al., 2007). In einer an MPS-IIl A- und B-Kindern durchgefiihrten
Pilotstudie wurden nach 12-monatiger oraler Behandlung mit genisteinreichem Isoflavon-
Extrakt eine klinische Verbesserung nachgewiesen. Die behandelten Patienten zeigten eine
Abnahme der GAG-Ausscheidung im Urin und eine Verbesserung der Haarmorphologie sowie
der kognitiven Funktionen und des Verhaltens (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2007). Wurde
Genistein in der niedrigen Dosierung von 5 mg/kg/KG (Kérpergewicht) taglich eingenommen, so

verringerte sich zwar die HS-Plasmakonzentration, aber die klinischen Symptome wurden nicht
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verbessert (Delgadillo et al.,, 2011). Eine 19-monatige Beobachtungsstudie, bei der den
Teilnehmern taglich Genistein in einer Dosierung von 10 mg/kg/KG gegeben wurde, zeigte keine
relevante Besserung. Die Autoren vermuteten, dass moglicherweise keine ausreichende
Genisteinkonzentration erreicht wurde (de Ruijter et al., 2012). Die orale Langzeittherapie tber
12 Monate mit Genistein bis zu einer Dosierung von 150 mg/kg/KG taglich hatte keine
Nebenwirkungen, die einen Abbruch erforderlich gemacht hatten (Kim et al., 2013). Auffallig
war in der Studie von Kim et al. (2013) bei zwei mannlichen Patienten die Entwicklung der Briste
nach Tanner Grad Il und die GAG-Ausscheidung im Urin war unregelméaRig. Danach wurde eine
doppelblinde, randomisierte, placebokontrollierte klinische Studie der Phase Il mit
hochdosiertem oralen Genistein-Aglykon bei Patienten mit Sanfilippo-Syndrom durchgefiihrt,
deren Ergebnisse derzeit noch ausstehen (GENiSIS2013). Biochemische Kenntnisse der
Pathogenese der Neuroinflammation fiihrten andere Forscher zur Untersuchung von
Kombination verschiedener Flavonoide, da sich hierdurch synergistische Effekte bei der
Hemmung der GAG-Synthese vermuten lieRe (Kloska et al., 2011; Arfi, Richard, & Gandolphe,
2010). Kloska et al. (2011) konnten an Fibroblasten von MPS-IIIA-Patienten eine dosisabhdngige
Verminderung der GAG-Synthese durch die Kombination von Flavonoiden (Apigenin, Daidzein,
Kaempferol und Naringenin) zeigen. Die Wirkung jeder Kombination erwies sich wirksamer als
die Einzelsubstanzen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von mehreren Flavonoiden
in der Dosierung von jeweils 10 pg der Wirkung von 100 pg einer Einzelsubstanz Uberlegen ist
und die lysosomale Speicherung effizienter reduziert. Wahrend Genistein die Tyrosinkinase des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) inhibiert, vermindert die Kombination von
Flavonoiden die Akkumulation von Heparansulfat in Fibroblasten auf eine andere Weise, da
keines der getesteten Flavonoide, auBer Genistein, eine statistisch signifikante Hemmung der
EGFR-Phosphorylierung zeigte (Kloska et al., 2011). Eine mégliche Erklarung kdnnte sein, dass
durch die Kombination von Genistein mit anderen Flavonoiden die Plasmakonzentration von
Genistein erhoht wird. Da Flavonoide haufig identische Stoffwechselwege haben und es dadurch
zu einer Kompetition um den Abbau kommen kann, kénnte dies die Plasmakonzentration von
Genistein erhohen (Ozdal et al., 2016; Kamboh et al., 2013; Matthies et al., 2012). Hierdurch
ware auch eine gesteigerte antioxidative Gesamtkapazitat vorstellbar (Harasym & Oledzki, 2014)
(s. Kapitel 2.3.3 Metabolismus). Allerdings bedarf diese Theorie noch in weiten Bereichen der

experimentellen Uberpriifung.

Die bisher in der Literatur mitgeteilten Ergebnisse bescheinigen der oralen Genisteingabe bei
MPS therapeutische Sicherheit bis zu 12 Monaten. Da es aber eine lebenslange Therapie ware,

besteht weiterhin Bedarf an gréReren randomisierten, placebo-kontrollierten klinischen
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Studien, um unerwiinschte Wirkungen sicher auszuschlieBen und die klinische Wirkung
nachweisen zu konnen. Zudem fehlen kontrollierte Studien zu dem Effekt von antioxidativ
wirksamen Substanzen auf die Neuroinflammation, deren Folgen fiir den Krankheitsverlauf

moglicherweise gravierender sind als die Ablagerung von Heparansulfat.
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3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Diese Arbeit soll tiberpriifen, ob eine Kombination von Genistein mit anderen Flavonoiden
(Quercetin und Naringenin) einen Einfluss auf die Totale Antioxidative Kapazitdt (TAC) im Plasma
und den Anfall von reaktiven Sauerstoffspezies im Vergleich zu der Monotherapie mit Genistein
hat. Der klinische Hintergrund fir diese Untersuchung war eine Tierstudie, die Genistein als
Substrat-Reduktionstherapie (SRT) bei einem Mausmodell der MPS Ill, erfolgreich geprift hatte.
Damit hatte Genistein zwei Vorteile fiir MPS Il Patienten: Neben der Verminderung des Anfalls

von Heparansulfat hat Genistein als Antioxidans ein entziindungshemmendes Potential.

Aus einer vorausgehenden Humanstudie war anzunehmen, dass die erreichten Konzentrationen
von Genistein keinen entscheidenden Effekt auf die Krankheitsprogression bei Patienten mit
MPS IlIl haben. Die Autoren vermuteten, dass ein hoherer Blutspiegel die im Tierversuch
gefundene Verzégerung im Krankheitsverlauf bewirken kann. Wir haben deshalb untersucht, ob
die Co-Medikation mit einem Flavonoid, das im Stoffwechsel mit Genistein konkurriert, zu einem
Anstieg der Genisteinkonzentration im Blut fiihrt und die antioxidative Kapazitat erhéht. Die
verwendeten Substanzen wurden in einer Menge eingesetzt, die auch mit herkdmmlicher Kost
gut erreichbar ist, da wir als Fernziel eine Erndahrungsempfehlung fir Patienten mit

Speicherkrankheiten konzipieren wollen.
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4 Material und Methoden

4.1 Probandenkollektiv

4.1.1 Rekrutierung der Probanden

Die Untersuchung hatte der Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Ludwig-
Maximilians-Universitdt unter der Studien-Nr. 160-14 vorgelegen und die Kommission konnte

der Studie ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit zuerkennen.

Die Probandenrekrutierung erfolgte im Mai 2015 durch verschiedene MalRnahmen. Die meisten
Probanden konnten (iber Aushange in der Universitdt gewonnen werden, einige auch (ber
Anzeigen in sozialen Netzwerken im Internet. Die Interessenten meldeten sich per E-Mail oder
telefonisch. Im Anschluss daran wurde in einem mehrstufigen Verfahren die Eignung der
Probanden fir die geplante Untersuchung tberprift.

Fiir die vollstandige Teilnahme an der Studie erhielt jeder Proband eine Aufwandsentschadigung

von 400 €.

4.1.2 Telefonscreening und Auswahl der Probanden

22 Personen wurden im Rahmen eines Telefonscreenings kontaktiert, um den genauen Ablauf
der Studie mit ihnen durchzugehen und einen ersten Uberblick tiber die Versuchspriparate zu
bekommen. Dabei wurde mit Hilfe eines hierfliir entwickelten Fragebogens (Anlage 12.1
Telefonscreening) das allgemeine Essverhalten, Konsum von Nahrungsergdnzungsmitteln,
korperliche bzw. psychische (Vor-) Erkrankungen und Medikamenteneinnahme abgefragt.
Besonderes  Gewicht wurde auf den  Ausschluss von  Stoffwechselstérung,
Nahrungsmittelallergie oder -unvertraglichkeit gelegt. Die Antwortmoglichkeiten lauteten:
»,hein oder ja“ bzw. bei , Leiden Sie unter Verstopfung bzw. Durchfall?“: , nie, selten, 6fters und
(fast) immer”. Insgesamt wurden 12 Personen zu einer Voruntersuchung eingeladen und unter
Beachtung der unter Kapitel 4.1.3 Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien aufgefiihrten
Kriterien konnten sie in die Studie eingeschlossen werden. Durch eine internistisch-klinische
Untersuchung (Anlage 0) wurde sichergestellt, dass keine relevante Erkrankung vorliegt und
keine Ausschlusskriterien bestanden. Ausschlusskriterien waren Stoffwechsel-, Leber-, Nieren-
sowie Magen- und Darmerkrankungen (Anlage 0). Nach ausfihrlicher Information lber die Art
der Studie, deren Ziele und die mogliche mit der Teilnahme verbundene Risiken hatte der

Studieninteressent ausgiebig Gelegenheit personliche Fragen zu stellen. Danach erfolgte die
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Unterzeichnung der Informationsschrift, Einwilligungserklarung (Anlage 12.3) und

Teilnehmervertrag (Anlage 12.4)

4.1.3 Einschluss-, Ausschluss- und Abbruchkriterien
4.1.3.1 Einschlusskriterien

Als Einschlusskriterien wurden festgelegt

e Alter 20 - 40 Jahre

e BMI 20 - 25 kg/m?

e Kein Konsum von Alkohol, Medikamenten, Drogen oder Supplementen

e Keine Sojaprodukte, keine Lebensmittel mit Sojagehalt (Schokolade usw.) zwei Wochen vor
und wahrend der Studie

e Keine Stoffwechselstorung

e Keine Leber- oder Nierenerkrankung

e Keine gastro-intestinalen Erkrankungen

e Keine spezifischen Kostformen oder Didten (wie Low fat, Low Carb, keine einseitige

Kostform, wie vegetarisch, vegan)

4.1.3.2 Abbruchkriterien

e Entzug der Einwilligung zur Teilnahme an der Studie

e Verstol gegen eines der Einschlusskriterien

e Auftreten einer akuten gastro-intestinalen Erkrankung
o Unregelmalige Einnahme der Versuchssubstanzen

e Verstols gegen das Versuchsprotokoll

4.1.3.3 Ausschlusskriterien

e Fehlende schriftliche Zustimmung zum Studienprotokoll

e Eines der Einschlusskriterien wird nicht erfullt

4.2 Untersuchungsmethoden

4.2.1 Untersuchung vor der Aufnahme

Die Voruntersuchung (VU) fand sieben Tage vor Versuchsbeginn statt. Dabei wurden die
Studieninteressenten nochmals ausfihrlich Giber Studienziel und -ablauf, eventuelle Risiken,

Datenschutz und Probandenvertrag aufgeklart. Zusatzlich wurde ihnen die schriftliche
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Patienteninformation mit der Einwilligungserklarung ausgehandigt. Nach Beantwortung aller
Fragen durch den Priifarzt und ausreichender Bedenkzeit unterschrieben die Probanden die

Einwilligungserklarung.

4.2.1.1 Eingangsuntersuchung

Die klinisch-medizinische Untersuchung umfasste die Erhebung der eigenen und der relevanten
Familienanamnese, eine korperliche Untersuchung, Messung des Blutdrucks, der Herzfrequenz,
des Body Mass Index (BMI), sowie Abnahme der Routine-Laborwerte und der Ausgangswerte
fur die Versuchsparameter. Die Berechnung des BMI erfolgte nach der Formel Kérpergewicht
[kgl/KérpergroRe[m]?. Allen Studieninteressenten wurde nach einer 12-stiindigen
Nahrungskarenz mit einer Butterfly®-Kaniile (Sarstedt, Niimbrecht) aus einer Cubitalvene Blut
in jeweils zwei 2,7 ml EDTA- und 2,4 ml Lithium-Heparin-Monovetten® abgenommen. Aus dem
EDTA-Blut wurden die Kontrollparameter kleines Blutbild; Blutzucker, Eiweil3, Leberwerte
(ASAT/GOT, ALAT/GPT und y-GT), Bilirubin (Bili. Ges.), Blutfette (Cholesterin und Triglyzeride),
C-reaktives Protein (CRP), alkalische Phosphatase (aP), Natrium und Kalium, das Thyreoidea-
stimulierendes Hormon (TSH) sowie das Kreatinin (Anlage 12.8 Laboruntersuchung)
angefordert. Diese Laborparameter wurden noch am gleichen Tag in dem Routinelabor der
Medizinischen Klinik und Poliklinik IV (Ziemsenstr. 1; 80336 Miinchen) analysiert. Fir die
Bestimmung des Genisteins wurde ein 2,7 ml Vollblut-EDTA-Monovette® bis zur Analyse bei -
80°C aufbewahrt. Die Urinuntersuchung aus dem Morgenurin erfolgte mittels Urinteststreifen
(s. Anlage 12.8) und der Rest wurde bis zur eventuellen Analyse der Genisteinmetabolite bei -
20°C aufbewahrt. Fir die Bestimmung des Mikrobioms zum Zeitpunkt der ersten Visite (U1A,
Anlage 12.8) wurde dem Probanden ein Stuhlsammelgefa® mit DNA-Stabilisator der Firma
STRATEC Biomedical AG, einen Stuhlauffangbehalter, ein paar Handschuhe, eine Anleitung zur
Stuhlentnahme sowie ein Fragebogen ,Anleitung zur Stuhlentnahme” (s. Anlage 12.5)

ausgehandigt.
4.2.1.2 Feststellung der Erndhrungsweise mittels Erndhrungserhebung (Food-Frequency-

Questionnaire).

Zum  Ausschluss einseitiger oder ungesunder Erndhrungsweisen wurde dem
Studieninteressenten ein Verzehrshaufigkeitsfragebogen (Food-Frequency-Questionnaire, FFQ)
ausgehandigt und die Beantwortung der darin enthaltenen Fragen genau erklart (s. Anlage 12.6).
Die Teilnehmer haben den FFQ-Erhebungsbogen selbstdndig vor Ort ausgefiillt. Fir die Angabe

der Haufigkeiten von Verzehr der jeweiligen Lebensmittelgruppen (kohlenhydrat- und
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fetthaltige Lebensmitteln, sowie alkoholischen Getrdanken) standen 6 Antwortmaglichkeiten zur
Verfligung: ,,nie oder weniger als 1 Mal pro Monat”, ,,1 bis 3 Mal pro Monat*“, ,,1 bis 2 Mal pro
Woche”, ,3 bis 6 Mal pro Woche”, ,taglich” oder ,,mehrmals taglich“. Die Antworten der
Verzehrshaufigkeiten wurden fiir die letzten drei Monate gemacht. Mit den Ergebnissen aus
dem evaluierten FFQ wurden Personen mit ungewohnlichen oder ungesunden
Ernahrungsweisen ausgeschlossen, sowie der Verzehr von Genistein, Quercetin, und Naringenin

mit der Kost abgeschatzt. Die Ergebnisse wurden mit dem Studieninteressenten besprochen.

4.2.2 Diatetische Intervention

Das Einhalten der erforderlichen Ernahrungsrichtlinien (gleichmaRBiger Verzehr von
flavonoidhaltigen Lebensmitteln) wurde besprochen und eine Tabelle (s. Anlage 12.7) mit
ungeeigneten Lebensmitteln zur Orientierung an den Studieninteressenten ausgehandigt. Jeder
Teilnehmer erhielt ausfiihrliche und detaillierte Informationen tber die Art und Menge von

interferierenden Lebensmitteln, die mit dem Studienprotokoll noch vereinbar ist.

4.3 Studiendesign

Wir flihrten eine doppelblinde, stratifizierte, randomisierte Studie im doppel-cross-over Design
durch, so dass jeder Teilnehmer seine eigene Kontrolle war. Lagen keine Ausschlusskriterien vor
und waren die Einschlusskriterien erfullt, so wurde der Teilnehmer stratifiziert einer 4-er
Gruppe, (Gruppe | mit Teilnehmer 1 — 4, Gruppe Il mit Teilnehmer 5 - 8 und Gruppe Il mit
Teilnehmer 9 - 12) zugeteilt und die Gruppen wurden randomisiert der Abfolge der drei
Versuchspraparate (ABC) zugewiesen (s. Tabelle 8). Die Abfolge der Zuteilung zu den
Versuchspraparaten war C-A-B, A-B-C oder B-C-A. Durch diese zeitlich versetzte Zuteilung zu
den drei Versuchspraparaten wurden zeitliche Faktoren auf den Versuchsablauf ausgeschlossen.
Die Stratifizierungskriterien waren Alter, BMI und Geschlecht. Die Randomisierung erfolgte nach
dem Zufallsprinzip durch Ziehen eines Loses. Die Teilnehmerdaten wurden unmittelbar nach
Aufnahme des Teilnehmers pseudonymisiert (Zuordnung einer Nummer, die in keinem
Zusammenhang zu den Teilnehmerdaten steht) und konnten nur durch den Studienleiter den
Untersuchungsergebnissen zugeordnet (entschlisselt) werden. Als Griinde fir die
Entschlisselung wurden neu aufgetretene, ungeklarte Beschwerden des Teilnehmers oder

auffallige Laborparameter festgelegt.

4.4 Versuchsprotokoll

Jeder Versuchsteilnehmer durchlief vollstandig das in Tabelle 8 beschriebene Versuchsprotokoll.
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Uber sieben Tage erhielten die drei Gruppen von jeweils vier Teilnehmern eines der drei
Versuchspraparate (A, B, C), gefolgt von einer wash-out Periode von sieben Tagen. Dann

wechselten die Gruppen in unterschiedlicher Reihenfolge zu den anderen beiden

Versuchspraparaten (s. Tabelle 8). Somit war jeder Teilnehmer seine eigene Kontrolle. Da die
Reihenfolge der Zuteilung fiir jeweils vier Teilnehmer unterschiedlich war, kénnen zeitliche

Effekte (z. B. AuBentemperatur) der Zuteilung ausgeschlossen werden.

Tabelle 8: Versuchsprotokoll. Jeweils vier Probanden in einer Gruppe (Gruppe | mit Teilnehmer #1 - #4,
Gruppe Il mit Teilnehmer #5 - #8 und Gruppe Il mit Teilnehmer #9 - #12) erhielten zu Beginn jeder
siebentagigen Einnahmeperiode (U1A = Beginn der ersten Einnahmeperiode, U2A = Beginn der zweiten
Einnahmeperiode und U3A = Beginn der dritten Einnahmeperiode) eine der Versuchsdosierungen (A =
100 mg Genistein + 100 mg Naringenin, B = 100 mg Genistein + 100 mg Quercetin oder C = 100 mg
Genistein) in unterschiedlicher Reihenfolge. Zwischen den Einnahmeperioden lag eine wash-out-Periode
von sieben Tagen (U1B = Ende der ersten Einnahmeperiode, U2B = Ende der zweiten Einnahmeperiode
und U3B = Ende der dritten Einnahmeperiode), in der die Probanden keine Versuchsprdparate
einnahmen.

UlA uUlB U2A (Vp1:] U3A U3B
Gruppe | Teil-
nehmer Einnahme- wash- Einnahme- wash- Einnahme- wash-
periode out periode out periode out
(7d) (7 d) (7 d) (7d) (7d) (7d)
#1 C A B
| #2 C A B
#3 C A B
#a C A B
#5 A B C
1 #6 A B C
#7 A B C
#8 A B C
#9 B C A
n #10 B C A
#11 B C A
#12 B C A

4.5 Versuchspraparate und Dosierungen

Die orale Einnahme der Versuchspraparate A, B und C (s. Tabelle 9) erfolgte sieben Tage lang
dreimal taglich Gber den Tag verteilt (entsprechend Lit. (Kulling et al., 2001) zu den Mahlzeiten.
Der Abstand zwischen der letzten Dosierung und der Blutentnahme musste mehr als 5 Stunden

sein.

Tabelle 9: Verwendete Flavonoide und Dosierungen. Die Versuchspraparate A (100 mg Genistein + 100
mg Naringenin), B (100 mg Genistein + 100 mg Quercetin) oder C (100 mg Genistein) wurden in
unterschiedlicher Reihenfolge in den jeweiligen Einnahmeperioden eingenommen.

Versuchspraparat Zusammensetzung
A 100 mg Genistein + 100 mg Naringenin
B 100 mg Genistein + 100 mg Quercetin
C 100 mg Genistein
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4.6 Studienablauf

Zu Beginn (VU und U1A) und am Ende (U3B und NU) der Studie wurden bei den Teilnehmern
nach einer mehr als 8-stiindigen Nahrungskarenz, aber ausreichender Wasserzufuhr
Untersuchungsmaterialien abgenommen. Zu den Zwischenvisiten (U1B, U2A-B und U3A) waren
Teilnehmer nicht niichtern. Die Tabelle 10 zeigt den Ablauf und die Parameter der einzelnen

Untersuchungen.

Visite VU (Voruntersuchung): In der Voruntersuchung (siehe 4.2.1.1 Eingangsuntersuchung)

wurden die Ein- und Ausschlusskriterien liberprift, Untersuchungsmaterialien asserviert, sowie

nach Vorschrift aufbewahrt und die Probanden auf die weiteren Visiten vorbereitet.

Visite U1A (Beginn der ersten Einnahmeperiode): Es wurden Blut- und Urinproben zur

Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter asserviert und nach Vorschrift aufbewahrt.
Die Versuchspersonen erhielten die verblindeten U1A-Versuchspraparate mit der

Einnahmevorschrift fiir sieben Tage und einen Termin flr die nachste Visite.

Visite U1B (Ende der ersten Einnahmeperiode): Die Abbruchkriterien wurden Uberprift,

ebenso die Einnahme der Versuchspraparate durch Rickgabe der leeren Verpackungen. Blut-
und Urinproben zur Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter wurden asserviert und

nach Vorschrift aufbewahrt. Ein Termin fir die nachste Visite in sieben Tagen wurde vereinbart.

Visite U2A (Beginn der zweiten Einnahmeperiode): Es wurden Blut- und Urinproben zur

Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter asserviert und nach Vorschrift aufbewahrt.
Die Versuchspersonen erhielten die verblindeten U2A-Versuchspraparate mit der

Einnahmevorschrift fiir sieben Tage und einen Termin fiir die nachste Visite.

Visite U2B (Ende der zweiten Einnahmeperiode): Die Abbruchkriterien wurden lberprift,

ebenso die Einnahme der Versuchspraparate durch Rickgabe der leeren Verpackungen, Blut-
und Urinproben zur Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter wurden asserviert und

nach Vorschrift aufbewahrt. Ein Termin fiir die nachste Visite in sieben Tagen wurde vereinbart.

Visite U3A (Beginn der dritten Einnahmeperiode): Es wurden Blut- und Urinproben zur

Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter asserviert und nach Vorschrift aufbewahrt.
Die Versuchspersonen erhielten die verblindeten U3A-Versuchspraparate mit der

Einnahmevorschrift fiir sieben Tage und einen Termin fiir die nachste Visite.

Visite U3B (Ende der dritten Einnahmeperiode): Die Abbruchkriterien wurden lberprift,

ebenso die Einnahme der Versuchspraparate durch Rickgabe der leeren Verpackungen, Blut-
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und Urinproben zur Bestimmung der Versuchs- und Kontrollparameter wurden asserviert und

nach Vorschrift aufbewahrt. Ein Termin fiir die Nachuntersuchung wurde vereinbart.

Nachuntersuchung und Abschlusstermin (NU): Eine Woche nach Versuchsende kamen die

Teilnehmer zu einem abschlieRenden Gesprach, bei dem Ihnen die Ergebnisse der Routine- und
Kontrolluntersuchungen mitgeteilt wurden und sie nochmals Gelegenheit hatten, Fragen zu

stellen. Es wurde lhnen angeboten, die Veroffentlichung der Ergebnisse der Studie zu erhalten.

Tabelle 10: Studienablaufplan. Zu jeder Visite wurden bei allen Teilnehmern die Abbruchkriterien Gberprift, Blut
asserviert, die jeweilige Versuchskombination mitgegeben und ein Termin fiir die nachste Visite gemacht. Nur
bestimmte Kotrollparameter (Genistein, Kreatinin, y-GT, CRP, Triglyceride und Urin) wurden zu jeder Visite analysiert.

Visite VU UlA UlB U2A U2B U3A U3B NU

v Uberpriifung der Abbruchkriterien
— Entzug der Zustimmung zu den | m| m| O O O ] O
Versuchsbedingungen

— Verstol} gegen eines der Einschlusskriterien O a a a a O a O

— Auftreten einer akuten gastro-intestinalen O O O O O O O O
Erkrankung

— UnregelmaRige Einnahme der O O O O O O O O
Versuchssubstanzen

— Verstol} gegen das Versuchsprotokoll a O a O O O a O

v'  Mitgabe von Versuchspréparaten:
A, B oder C

v'  Terminvereinbarung in 7 Tagen o O a O O O a O

v' Asservierung von Untersuchungsmaterialien

Blut: 2 X 2,7 ml EDTA (Vollblut) Genistein

Blutbild
2 X2,7 ml Li-Heparin (Plasma) Natrium

Kalium
Kreatinin
Glucose
EiweiR
Bili. Ges.
ASAT (GOT)
ALAT (GPT)
y-GT
CRP
aP
Triglyceride
Cholesterin
TSH

Urin: 1 X 7,8 ml Urinréhrchen

Stuhl: 1 X Stratectube

Ooo0oo0oooooooboooooooaoaoad
Oo0oo0oo0oo0ooooboooooooaoaoao
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4.6.1 Bestimmung des Genisteins

4.6.1.1 High-Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC)

Die Bestimmung des Polyphenols Genistein im Blut erfolgte mit der High-Performance-Liquid-
Chromatographie (HPLC). Das Prinzip der HPLC beruht auf einem physikalisch-chemischen
Trennverfahren, bei dem die zu untersuchende Substanz, zusammen mit einem Laufmittel durch
eine Trennsdule zwischen zwei Phasen aufgetrennt und anschlieffend quantifiziert wird. Das
Fillmaterial wird als stationdre Phase (=Saule) bezeichnet und das Laufmittel als mobile Phase
(=Eluent) (Axel M. Gressner, 2007). Durch den hohen Druck im System und das unterschiedliche
Adsorptionsverhalten der zu detektierenden Stoffe (3 bis 10 um) an der stationdren Phase,
werden die gesuchten Substanzen aufgetrennt und durch den Vergleich der Retentionszeiten
mit Hilfe eines Standards identifiziert und zuséatzlich das Substanzspektrum analysiert. Die
Analyten wurden nach der Auftrennung mit einem geeigneten Detektor quantifiziert (Axel M.
Gressner, 2007). Die quantitative Bestimmung der Analyten erfolgte durch den Vergleich mit

einem kalibrierten internen Standard.

4.6.1.2 Methode

Die vollstandige und reproduzierbare Auftrennung des zu bestimmenden Stoffes ist die
Voraussetzung fiir aussagekraftige Ergebnisse. Im Rahmen einer Pilotstudie ,,QUERGEN-Studie”
nach dem Protokoll von Biasutto et al. (2010) wurde die passende Methode fur die
Probenaufbereitung und die Analysekonditionen der HPLC fiir die vorliegende Arbeit entwickelt
(Galasso, 2012). Das Protokoll der Probenaufbereitung und die Analyseparameter fiir die HPLC
werden im Folgenden kurz erldutert. Das Laufmittel setzte sich aus Eluent A mit 0,5 %
Phosphorsdure und Eluent B mit Acetonitril p.a. zusammen (Tabelle 11 ). Der Lauf erfolgt bei

30°C mit einem Flow von 1 ml pro Minute mit folgendem Multi-Step-Gradienten:

Tabelle 11: Verwendeter Lauf fiir die Bestimmung der Proben. Multi-Step-Gradient des Laufs
0-2 min 27-28 min 33-45 min
10% B 80% B 10% B

2-27 min 28-33min
40% B 10% B

Die Detektion von Genistein und des internen Standards Daidzein erfolgte mit einem UV-
Detektor bei 260 nm. Die Identifizierung der Peaks erfolgte durch einen Vergleich der UV-

Spektren und Retentionszeiten mit den Referenzchromatogrammen. Fir die
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Flachenberechnung der Peaks wurde die Software Chromeleon angewendet. Die korrekte
Integration der Kontrollen wurde visuell Gberprift und nicht richtig erkannte Peaks von Hand
nachberechnet.

Die Genistein-Extraktion (siehe Tabelle 12) wurde mit dem in der QUERGEN-Pilotstudie
entwickelten Protokoll durchgefiihrt (Galasso, 2012). In einem ersten Schritt direkt nach dem
Hinzufligen des internen Standards Daidzein, wurden die Proben zur Verbesserung der
Haltbarkeit mit Ascorbinsdure und Essigsaure versetzt. Nach einer Einwirkzeit von einer Stunde
wurde den Proben das Enzym B-Glucuronidase zur Bestimmung der Aglykone zugegeben und
eine Stunde lang im 37°C Schittelbad inkubiert, um die Abspaltung der Zuckerstrukturen von
den Glykosiden zu gewahrleisten. Die Proben zur Bestimung der Glykoside wurden nicht
enzymatisch behandelt, die Extraktion der Glykoside erfolgte unmittelbar nach Zerstérung der
zellularen Strukturen durch eine Ultraschallbehandlung. Im AnschluB wurden die Flavonoide mit
Aceton aus der Matrix extrahiert. AbschlieBend erfolgte, nach Abdampfung des Acetons, die
Ricklésung der Probe in Acetonitril. Im Folgenden wird das ausfiihrliche Protokoll zur

Probenaufbereitung dargestellt:
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Tabelle 12: Ausfiihrliches Protokoll zur Probenaufbreitung (Galasso, 2012).

1. Hinzufiigen des internen Standards

¢10 pL vom 0,1 mM Daidzeinstandard (= interner Standard, in DMSO) zu 200
pL EDTA-Vollblut hinzugeben (Ansetzen der Proben in einem Polypropylen-
Zentrifugenréhrchen 15 ml).

2. Behandlung mit Ascorbin- und Essigsdure zur
Stabilisierung der Proben

¢In die Proben jeweils 20 pL von 20 mM Ascorbinsdureldsung und 20 pL von
0,6 M Essigsdure geben.
eBei 37°C eine Stunde im Schittelbad inkubieren.

3. Enzymatische Behandlung (nur fiir das Aglykon)

eAglykonproben: 50 L der B-Glucuronidase zu den Aglykon-Proben geben.

eBei 37°C eine Stunde im Schittelbad inkubieren.

*Glykosidproben wurden nicht enzymatisch behandelt und Schritt 4 wurde
sofort durchgefiihrt.

4. Extraktion von Genistein aus der Probe

eZu der behandelnden Probe 1 ml Aceton hinzugeben.

eDie Mischung 30 sec vortexen, 2 min mit dem Ultraschallstab behandeln
(Einstellung: Cycle 6 x 10 %; Power 60 %), dann nochmals 30 sec vortexen.
*Bei 4000 g und 4°C 10 min zentrifugieren, dann 800 uL des Uberstandes in
ein 2 ml ReaktionsgefaR Uberflihren. Dieses anschlieBend mit gedffnetem
Deckel in die Vakuumszentrifuge stellen und dort die Acetonfraktion bei
Raumtemperatur verdampfen lassen.

eDaraufhin mit dem Rickstand des ersten Falkons die zweite Extraktion
durchfiihren: Zu dem Rickstand nochmals 1 ml Aceton hinzugeben, kurz
vortexen und 10 sec mit dem Ultraschallstab behandeln. Danach die Proben
wieder vortexen und nochmal bei 4000 g und 4°C 10 min zentrifugieren. Von
dem Uberstand wird dann 1 ml entnommen und zu den bereits in der
Vakuumzentrifuge stehenden Proben entrsprechend hinzugefligt. Die Proben
bleiben dann in der Vakuumzentrifuge bis der Acetoniiberstand komplett
verdampft ist (Dauer ca. 3 h).

eIm AnschluR werden 150 pL von 80 %-iger Acetonitril-Lésung zum Extrakt
gegeben, kurz vortexen und bei 10000 g und 4°C 10 min zentrifugieren.

eDen Uberstand in die HPLC-Vials (Mikroeinsitze) lberfilhren und die
Methode wie bekannt laufen lassen. Die Proben sind immer beim Auftreten
von Triibungen mit einem Mikrofilter vorzubehandeln.
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Zur Erstellung der Standardkurve wurden Proben mit 5, 10, 15 und 20 uM Genistein hergestellt.
Um die Interassay-Variation zu messen, wurden in getrennten Ansdtzen 6 dieser

Standardkurven gemessen und der Variationskoeffizient bestimmt.

4.6.2 Bestimmung der totalen antioxidativen Kapazitat (TAC)
4.6.2.1 Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay

Die TAC beschreibt die Gesamtheit aller antioxidativ wirksamen Plasmabestandteile und wurde
mit dem OxiSelect ™ Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit der Firma CELL BIOLABS (Biolabs,
2010-2012), basierend auf dem single-electron-transfer (SET), gemessen. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der Quantifizierung von (ibertragenen Elektronen auf ein
Antioxidationsmittel, bei der eine beliebiges Oxidans reduziert wird. Im ersten Schritt des TAC-
Assays erfolgt die Reduktion von Kupfer(ll)-lonen zu Kupfer(l)-lonen, durch in der Probe
vorliegende Antioxidantien, (iber einen bestimmten Zeitraum. Nach der Reduktion reagieren die
Kupfer(l)-lonen mit einem Chromogen, das seine maximale Absorption bei 490 nm hat. Nach
Zugabe der Stopplosung wird die optische Dichte (OD; transmittiertes Licht) der chromogenen

Flissigkeit bei einer Wellenlange von 490 nm spektrophotometrisch gemessen (Abbildung 8).

&

Reduktion durch

Antioxidantien

Chromogen
490nm

Abbildung 8: Das Messprinzip des TAC Aktivitdtassays
Bei der Ermittlung der Nettoabsorbtionswerte werden die OD-Werte der Messung ,,ohne

Kupferlosung” von den OD-Werten der Messung ,,mit Kupferlosung” subtrahiert.
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Antioxidative Kapazitat (uM)

= OD Probe mit Kupferionenreagenz — OD Probe ohne Kupferionenreagenz

Als Bezugsgrofle wird eine mit Harnsdure erstellte Standardkurve verwendet. Die
Nettoabsorptionswerte  der  jeweiligen Proben werden mit der bekannten
Harnsdaurekonzentration in der Standardkurve verglichen. Die so bestimmten Absorptionswerte
sind proportional zur reduktiven Kapazitat in der Probe. Das antioxidative Potential wird in "uM

Kupferreduktions-Aquivalente" oder "mM Harnsiure Aquivalente" angegeben.

4.6.2.2 Durchfiihrung

Alle mitgelieferten Reagenzien des OxiSelect ™ Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit's
wurden nach den Herstellerangaben (Biolabs, 2010-2012) vorbereitet (s. Tabelle 13) und bis zur

Verwendung im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Tabelle 13: Vorbereitung der Reagenzien im 'OxiSelect ™ Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit

Reagenz Verdlinnung Verdiinnungslosung

100X Reaktionspuffer 1:100 1X Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS = phosphate buffered saline)

100X Kupferionenreagenz 1:100 Deionisiertes Wasser

10X Stopplésung 1:10 Deionisiertes Wasser

Fir den Harnsdure-Standard wurden 10 mg Harnsdure Pulver abgewogen und in 1N
Natriumhydroxid (NaOH) gelost. Diese 10 mg/ml Harnsdurelésung entsprach eine
Ausgangskonzentration von 60 mM. Fir die Erstellung der Standardkurve wurden daraus in
einer Verdiinnungsreihe Konzentrationen von 0,0039 mM, 0,0156 mM, 0,0625 mM, 025 mM
und 1 mM mit deionisiertem Wasser hergestellt und davon jeweils als Doppelbestimmung 20 pL
in einer 96-Flachbodenmikrotiterplatte (Fa. Nunc, Wiesbaden, Deutschland) aufgebracht. Die
Blutplasmaproben der Teilnehmer wurden unverdiinnt eingesetzt und als Doppelbestimmung
zu je 20 uL zu jeder Probe pipettiert. Dann wurden 180 plL eines 1X Reaktionspuffers pro
Vertiefung zugegeben und sorgfaltig gemischt. Um die Absorptionswerte der Probe vor Zuganbe
von Kupferionenreagenz (OD Probe vor Kupferionenreagenzzusatz) zu erhalten, wurden die
einzelnen Kavitaten der 96er Mikrotiterplatte mit dem Mithras LB Multimode Microplate Reader
der Firma Berthold Technologies gemessen. Es wurde ein Filter mit 490 nm verwendet. Durch
Zugabe von 50 uL 1X Kupferionenreagenz pro Cavitat wurde die Farbreaktion initiiert und 5 min.

lang bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschiittler inkubiert. Durch Zugabe von 50 plL
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Stopplosung wurde die Reaktion beendet. Es folgte die erneute Messung der Absorption (OD

Probe mit Kupferionenreagenz).

Die Auswertung der Platten konnte mit dem SPSS Programm (Version 23) erstellt werden.
Hierbei wurden die erhaltenen OD-Werte der Messung ,ohne Kupferldsung” von den OD-
Werten der Messung ,,mit Kupferlésung” subtrahiert. AbschlieRend erfolgte durch Vergleich mit
der Harnsdure-Standardkurve die Quantifizierung der TAC-Konzentration in der Probe. Die
graphische Darstellung und statistische Auswertung der Messwerte erfolgte ebenfalls mit dem

SPSS Programm (Version 23).

4.6.3 Bestimmung von Malondialdehyd (MDA)

Lipidperoxidationsprodukte entstehen durch Interaktion freier Radikale mit (mehrfach)
ungesattigten Fettsduren. Diese instabilen Verbindungen zerfallen nach kurzer Zeit in ihre
Folgeprodukte, darunter Malondialdehyd (MDA). MDA dient zur Quervernetzung von Lipiden
und Proteinen in der Biodoppelmembran und wird physiologisch in der Arachidonsaure-Kaskade
gebildet (Frijhoff et al., 2015; Ayala et al., 2014; Nam, 2011). Das Molekil besitzt eine hohe
Affinitat zu primdren Aminogruppen von Phospholipiden und Proteinen. Bei Reaktion mit der
DNA kann es zu fehlerhaften Transkriptionen fiihren und die Funktion intrazelluldaren Proteins

zerstoren. Die Konzentration von MDA ist ein MaR fiir Lipidperoxidation und Zellschadigung.

4.6.3.1 MDA Adduct Competitive ELISA

Der Nachweis der MDA-Proteinaddukte erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit dem OxiSelect™
MDA Adduct Competitive ELISA (enzyme-linkedimmunosorbent assay) Kit von CELL BIOLABS
INC. (Biolabs, 2013). Das Prinzip des OxiSelect™ MDA Adduct Competitive ELISA Kits beruht auf

Sekundarer Antikorper mit
gekoppeltem HRP

Primdrer Antikorper

-
Y \‘»\ MDA-Antigen

[ ] ELISA-Platte

Abbildung 9: Spezifischer Nachweis von MDA-Proteinen. Der primare Antikorper bindet an das MDA-
Antigen. An dem sekundaren Antikérper ist Meerrettich-Peroxidase (HRP) kovalent gekoppelt. HRP
katalysiert die Oxidation von Luminol und es erfolgt die Emission von Licht, welches detektiert werden
kann.
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einer enzymatischen Farbreaktion zur Quantifizierung entstandener Antigen-Antikorper-
Komplexe. Eine ELISA-Platte wird mit einem MDA-Konjugat beschichtet und mit der zu
analysierenden Probe bzw. dem MDA-BSA-Standard beschickt. Nach einer kurzen Inkubation
wird zuerst ein polyklonaler Anti-MDA Antikorper, gefolgt von einem HRP (horseradish

peroxidase)-konjugierten sekundaren Antikoérper hinzugegeben (s. Abbildung 9).

Die Quantifizierung der MDA-Proteinaddukte in der Probe, wird durch einen Vergleich der

Extinktionen mit einer vorgegebenen MDA-BSA-Standardkurve ermdglicht.

4.6.3.2 Durchfiihrung

Das OxiSelect ™ MDA AdductCompetitive ELISA Kit wurde bis zur Verwendung im Kihlschrank
bei 4°C gelagert und die Verdiinnung der jeweiligen Reagenzien (s. Tabelle 14) erfolgte nach der

Produktbeschreibung des Herstellers.

Tabelle 14: Verdiinnung der jeweiligen Reagenzien im OxiSelect ™ MDA AdductCompetitive ELISA Kit

Reagenz Verdlinnung Verdiinnungslosung

1000X Anti-MDA Antikorper 1:1000 Assay Diluent

1000X Sekundar-Antikorper, 1:1000 Assay Diluent

HPR Konjugat

10X Waschpuffer 1:10 Deionisiertes Wasser

100X Konjugat-Diluent 1:100 1X Phosphatgepufferte Salzlosung

(PBS = phosphate buffered saline)

1.0 mg/ml MDA-Konjugat 1:2000 1X Konjugat-Diluent
Zielkonzentration:
500 ng/ml

Im ersten Schritt wurde jede Vertiefung der mitgelieferten 96-well EIISA-Mikrotiterplatte mit
100 pL des 500 ng/ml MDA-Konjugats beschichtet und tiber die Nacht im Kiihlschrank bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das liberschiissige MDA-Konjugat entfernt, zweimal mit dem
1X PBS (400uL/Vertiefung) gewaschen und die Platte auf Zellstoff ausgeklopft. Noch freiliegende
Bindungsstellen der ELISA-Platte wurden anschlieBend mit 200 uL Assay Diluent durch

Tabelle 15: Verdiinnung der Standardkurve

MDA-BSA Standard MDA Addukt
(ng/mL) (pmol/mL)

6,25 1500
1,56 375
0,39 94
0,10 24
0,025 6

0 0
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einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur geblockt. In der Zwischenzeit wurde der Standard
durch eine Verdinnungsreihe von seiner Ausgangskonzentration von 1 mg/ml zu den

Zielkonzentrationen (s. Tabelle 15) verdiinnt.

Der Assay Diluent wurde durch Ausklopfen der Platte entfernt und 50 pL der zu analysierenden
Blutplasmaproben der Studienteilnehmer bzw. die Standardlésungen in Doppelbestimmungen
aufgetragen und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Orbitalschiittler IKA® MTS 4
gemischt. Im nachsten Schritt wurden 50 plL des Primarantikorpers in jede Vertiefung pipettiert,
so dass die nachzuweisenden MDA-Proteine in der Probe wahrend der einstiindigen Inkubation
auf dem Orbitalschiittler bei Raumtemperatur an den Anti-MDA Antikdrper binden konnten. Ein
erneuter Waschzyklus (3X 250 pL 1X Waschpuffer) mit anschlieRendem Ausklopfen der ELISA-
Platte folgte. Die gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexe wurden nachfolgend, mit einem
HRP-markierten Antikérper beschichtet, eine Stunde auf dem Orbitalschittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissige Antikérper wurden anschlieRend in drei
Waschungen mit Waschpuffer-Losung abgewaschen und durch Ausklopfen der Platte auf
Zellstoff entfernt. Nach Zugabe von 100 pL Substrat-Losung in jede Vertiefung der ELISA-Platte
wurde die Platte 15 Minuten auf dem Orbitalschittler bei Raumtemperatur inkubiert. Die gelbe
Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pL Stopplosung je Vertiefung gestoppt. Die Messung
der Proben erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 450nm. Die Extinktion verhalt
sich proportional zur Antigenkonzentration in der gemessenen Probe. Durch Vergleich mit der
bekannten Standardkalibrationskurve wurden die MDA--Konzentrationen der jeweiligen Proben

quantitativ bestimmt.

4.6.4 Bestimmung der Mikrobiota

Die Untersuchung und Auswertung der gesammelten Stuhlproben vor (U1A) und nach (U3B) der
Studie fir die Bestimmung der Mikrobiota erfolgten nach beschriebener Methode
(Lagkouvardos et al., 2017; Mitra et al., 2013) bei Dr. llias Lagkouvardos und Dr. Thomas Clavel
am ZIEL - Institute for Food & Health, Core Facility Microbiome/NGS, Weihenstephaner Berg 3
in 85354 Freising.

4.7 Statistische Auswertung und Beratung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines gemischten Modells mit der HauptzielgroRe
»Plasmaspiegel des Genistein“ mit einem zufalligen Personen-Effekt und den Versuchsprapaten
(A, B und C) als kategoriale EinflussgroRe. Der Effekt der Versuchsbedingung wird auf dem 5% -

Niveau getestet. Als Sensitivitdtsanalyse wird der nichtparametrische Friedman Test
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durchgefiihrt. Die anderen Parameter werden explorativ analysiert. Der Stichprobenumfang ist
ausreichend, um Effekte der GroRenordnung von einer Standardabweichung nachzuweisen. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm [IBM SPSS Statistics 23.0 for Windows (Statistical
Package for the Social Sciences). Fiir deskriptive Darstellungen wurden Haufigkeitsangaben

(Mittelwert und Standardabweichung) errechnet.

Die statistische Beratung bei der Auswertung der Studie erfolgt durch Prof. Dr. Helmut
Kichenhoff, StaBlLab (Statistisches Beratungslabor), Raum: 402, AkademiestraBe 1, 80799

Miinchen, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen.

4.7.1 Dateneingabe und ZielgroBen

Die Berechnung der Differenzen fir TAC, MDA,wurde Genistein-Aglykon und Genistein-Glykosid
erfolgte aus den gemessenen Werten zu Beginn und am Ende jeder Einnahmeperiode, indem
der Anfangswert vom Endwert abgezogen , also Ende der Einnahmeperiode (B) minus Beginn
der Einnahmeperiode (A) und dann die zeitlich versetzten Einnahmeperioden (U1A, U2A und
U3A) fur jedes der drei Versuchspraparate (A, B oder C) zusammengefasst wurde. Fir die
graphische Darstellung wurden Boxplots gewahlt aus denen Mediane, Minimal- und
Maximalwerte sowie die 25% und 75%- Quantile ersichtlich sind. Die Mediane der jeweiligen
Gruppendifferenzen wurden miteinander verglichen, um eventuelle AusreiBer eines

Probandenkollektivs, die den Mittelwert stark beeinflussen wiirden, besser zu relativieren.

4.7.2 Statistische Tests

Zur validen statistischen Auswertung und fir die Berechnung der geschatzten Differenzen der
TAC, MDA und Genistein im HPLC wurde das linear gemischte Modell (LMM, engl. Linear Mixed
Model) verwendet. Das LMM entspricht einem linearen Modell mit zufalligen Personeneffekten,
mithilfe deren die wiederholte Messung an den gleichen Probanden beriicksichtigt werden
kann. Zusatzlich werden feste Effekte fiir die verschiedenen Gruppen aufgenommen, die die
eigentliche Fragestellung nach den Auswirkungen der Intervention in den Gruppen
beantworten. Das Modell schatzt die Differenz der Werte (z.B. TAC) zu Beginn und zu Ende der
Messung (TAC,) furr jede Gruppe. In der Referenzkategorie ,,Genistein” (G) wird ein Effekt fir die

Differenz geschatzt, fiir die anderen Gruppen die Abweichung von dieser Differenz.
Die Parametrisierung entspricht folgendem statistischen Modell:

Zur validen statistischen Auswertung und fir die Berechnung der geschatzten Differenzen der
TAC, MDA und Genistein im HPLC wurde das linear gemischte Modell (LMM, engl. Linear Mixed

Model) verwendet. Das LMM entspricht einem linearen Modell mit zufalligen Personeneffekten,
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mithilfe deren die wiederholte Messung an den gleichen Probanden berticksichtigt werden
kann. Zusatzlich werden feste Effekte fiir die verschiedenen Gruppen aufgenommen, die die
eigentliche Fragestellung nach den Auswirkungen der Intervention in den Gruppen
beantworten. Das Modell schatzt die Differenz der Werte (z.B. TAC) zu Beginn und zu Ende der
Messung (TAC,) fiir jede Gruppe. In der Referenzkategorie ,Genistein® (G) wird ein Effekt fur die

Differenz geschatzt, fiir die anderen Gruppen die Abweichung von dieser Differenz.
Die Parametrisierung entspricht folgendem statistischen Modell:

TAC_ = beta_0 (Kontrollgruppe ,,G“) + beta_1 I(Gruppe_{i,j} = G + N) + beta_2 I(Gruppe_{i,j} =G
+ Q) + b_i + epsilon_{i,j}, fir die Beobachtung j von Person i. Mit I() wird die Indikatorfunktion
bezeichnet, die 1 ist, wenn die Gruppe von Person i zum Beobachtungszeitpunkt j der

angegebenen Gruppe entspricht und bei allen anderen Konstellationen auf 0 gesetzt wird.

beta_0ist der Intercept, also der geschéatzte Effekt in der Referenzkategorie (Genistein-Gruppe),

beta_1 bzw. beta_2 die Abweichung von diesem fiir die Gruppen G + N bzw. G + Q.

Die b_i, i =1, ... N, sind normalverteilte personenspezifische Effekte mit Erwartungswert 0, die

epsilon_{i, j} sind zufallige Fehlerterme die ebenfalls den Erwartungswert 0 haben.

Die geschatzten Effekte des Modells sind unter in derTabelle 20 (s. Kapitel 5.2.1.3 LGM bei TACA
im Ergebnisteil) enthalten. Fiir eine einfachere Interpretation wurde in der letzten Spalte direkt
der Intercept mit dem Erwartungswert 0 zum geschatzten Effekt addiert, woraus sich die
geschéatzte Differenz (resultierender Effekt) des TAC Wertes fiir diese Kategorie ergibt. Die
Konfidenzintervalle geben den Bereich an von dem angenommen werden kann, dass der wahre

Parameter mit 95 %-iger Wahrscheinlichkeit (1-alpha) in diesem Bereich liegen.

Die geschatzten Effekte des Modells sind in der Tabelle 20 (s. Kapitel 5.2.1.3 LGM bei TACA im
Ergebnisteil) enthalten. Fir eine einfachere Interpretation wurde in der letzten Spalte direkt der
Intercept mit dem Erwartungswert O zum geschatzten Effekt addiert, woraus sich die geschatzte
Differenz (resultierender Effekt) des TAC Wertes flr diese Kategorie ergibt. Die
Konfidenzintervalle geben den Bereich an von dem ausgegangen werden kann, dass der wahre

Parameter mit 95 %-iger Wahrscheinlichkeit (1-alpha) in diesem Bereich liegen.
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5 Ergebnisse

5.1 Deskriptive Statistik
Die Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics 23.0 for Windows (Statistical
Package for the Social Sciences). Fiir deskriptive Darstellungen wurden Haufigkeitsangaben

(Mittelwert und Standardabweichung) errechnet.

5.1.1 Soziodemographische Daten

In die Versuchsreihe wurden insgesamt 12 Teilnehmer eingeschlossen, von denen sieben
weiblich (58,3 %) und finf mannlich (41,7 %) waren (s. Tabelle 16). Zum Versuchsbeginn lag das
durchschnittliche Alter bei 26,4 * 3,8 Jahre (Range: 22 — 33 Jahre). Die GroRe der Teilnehmer lag
bei 177,1 + 8,5 cm (Range: 165 — 190 cm) und das Kérpergewicht bei 71,3 + 8,7 kg (Range: 57,2
— 82 kg). Der berechnete BMI betrug 22,6 + 0,9 kg/m? (Range: 21,0 — 24,0 kg/m?). Die
Blutdruckwerte waren systolisch bei 118 + 9,8 mmHg (Range 105 — 130 mmHg) und diastolisch
bei 72,5 + 8,7 mmHg (Range 60 — 80mmHg), ebenso wie die Herzfrequenz mit 67,8 + 5,2 pro

Minute (Range 62 — 78/min) im Normbereich.

Die Stratifizierung gelang fir Alter und BMI. In der Gruppe Il wurden drei Frauen und ein Mann
aufgenommen, da sich fiir die Studie mehr Frauen als Manner interessierten und die Deadline

fiir die Rekrutierungszeit erreicht wurde.

Tabelle 16: Anthropometrische Daten der Probanden und deren Zugehérigkeit zur Versuchsgruppe.

Teilnehmer Geschlecht Alter Grolle Gewicht BMI Gruppe
(w; m) (Jahre) (cm) (kg) (kg/m?)
Total w (58,3%) 264+38 177,1+8,5 71,3+8,7 22,6+0,9 1/2/3
N= 12 m (41,7%
1 w 22 174 72,0 23,1 1
2 m 24 190 82,0 22,7 1
3 w 33 165 57,2 21,0 1
4 m 27 185 82,1 24,0 1
5 w 25 175 67,9 22,2 2
6 w 28 174 72,0 23,4 2
7 m 30 184 77,0 22,8 2
8 m 22 188 80,0 22,6 2
9 w 31 165 58,7 21,7 3
10 w 29 173 69,6 23,3 3
11 w 23 170 61,6 21,3 3
12 m 23 182 76,0 22,9 3

)]
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5.1.2 Telefonscreening und Voruntersuchung

Das standardisierte Telefoninterview wurde mit Hilfe eines hierfiir entwickelten Fragebogens (s.
Anhang 12.1 Telefonscreening) durchgefiihrt und enthielt Fragen zu korperlichen oder
psychischen (Vor-) Erkrankungen und zur Medikamenteneinnahme, zum Konsum von
Nahrungserganzungsmitteln sowie zu relevanten Lebensstilfaktoren (z. B. Rauchen, Alkohol) der
Teilnehmer. Nur ein Teilnehmer gab als Vorerkrankung eine erfolgreich therapierte Infektion
mit dem Helicobacter pylori an (s. Tabelle 17). Ein Drittel der Teilnehmer gaben Allergien an, die
aber derzeit symptomlos waren (33,3 %; n=4). Die Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln
in der Anamnese wurde nur von einem Teilnehmer (8,3 %; n=1) angegeben, der vor zwei
Wochen ein handelsilbliches Praparat (Aminosduren) zum Muskelaufbau kurzfristig
eingenommen hatte. Ein Viertel der Teilnehmer konsumierte in der Vorgeschichte Soja bzw.
Sojaprodukte (25 %; n=3). Mehr als die Halfte der Teilnehmer gaben an, wochentlich ein Glas
(66,7 %; n=8) bzw. zwei bis drei Glaser (33,3 %; n=4) alkoholische Getranke zu konsumieren.
Allerdings galt der Konsum von mehr als zwei Glasern alkoholischer Getrdnke in der Woche als

Ausschlusskriterium.

Tabelle 17: Anamnestische Angaben der Probanden zu Erkrankungen, Einnahme von Medikamenten
oder Nahrungsergdanzungsmitteln und zu Lebensstilfaktoren der Studienteilnehmer in der
Vorgeschichte.

Erkrankungen/Lebensstilfaktoren nein ja Kommentar
n (%) n (%)
Stoffwechselstérung 12 (100) 0
Lebererkrankung 12 (100) 0
Nierenerkrankung 12 (100) 0
Magen-Darmerkrankung 12 (100) 0
Allergie 8 (66,7) 4 (33,3)
Andere Erkrankungen/ Medikamente 10(83,3) 2(16,7) Helicobacter pylori;
Antihistaminikum
Psychopharmaka 12 (100) 0
NEM 11(91,7) 1(8,3)
Sojakonsum 9 (75) 3(25)
Alkoholkonsum 0 12 (100)
Alkoholverzicht wahrend der 0 12 (100)
Genisteinstudie
Rauchen 12 (100) 0
Einhaltung der Erndhrungsvorgaben 0 12 (100)

Die Tabelle 18 zeigt, dass gastrointestinale Beschwerden bei unseren Probanden selten waren,
gelegentliche Obstipation trat bei 2 Teilnehmern (16,7 %) und gelegentlicher Durchfall bei 5

Teilnehmern (41,7 %) anamnestisch auf. Die Befragungen wahrend der
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Studiendauer ergaben, dass alle Teilnehmer wahrend der Studie auf Alkohol und Soja bzw.

Sojaprodukte komplett verzichteten. Alle Studienteilnehmer waren Nichtraucher.

Tabelle 18: Ergebnisse zu Obstipation und Durchfall der Studienteilnehmer in der Vorgeschichte.

Obstipation/ nie selten ofters (fast) immer
Durchfall

n (%) n (%) n (%) n (%)
Obstipation 10 (83,3) 2 (16,7) 0 0
Durchfall 7 (58,3) 5(41,7) 0 0

5.1.3 Ergebnisse der Befragung mittels Verzehrshaufigkeitsfragebogen (Food-Frequency-

Questionnaire, FFQ) vor der Studienteilnahme

Mit dem Food-Frequency-Questionnaire (FFQ) wurden 29 verschiedene Lebensmittelgruppen
erfasst und deren Verzehrshaufigkeit wahrend der vergangenen 3 Monate erfragt (Anlage 12.6).
Fiir die Beurteilung des gesundheitlichen Wertes der Kost, wurden die Vorgaben der Deutschen
Gesellschaft fiir Erndahrung (DGE e. V.) zugrunde gelegt. Da ein Vegetarier diesen Kriterien
entsprach wurde er ebenfalls in die Studie aufgenommen. Zur Validierung der Aussage wurden

die relevanten Lebensmittel getrennt ausgewertet (s. Tabelle 19).

Obst: Zwei Teilnehmer (16,7 %) verzehrten haufiger als einmal taglich Obst und vier (33,3 %)
gaben an, einmal taglich Obst zu essen. Der von DGE empfohlene Orientierungswert von

mindestens 250 g pro Tag wurde damit von sechs Teilnehmern (50 %) seltener erreicht.

Gemiise: Beim Gem{se sieht es dhnlich aus, denn fiinf Teilnehmer (41,7 %) aRen weniger als 400
g Gemise am Tag (DGE-Empfehlung), wobei 8,3 % der Teilnehmer haufiger als einmal taglich

und 50 % einmal taglich Gemuse zu sich nahmen.

Milch: Es erreichten ein Viertel der untersuchten Teilnehmer (25 %) immer bzw. ein Teilnehmer
(8,3 %) fast immer den Orientierungswert der DGE zum Verzehr von Milch und Milcherzeugnisse
von 200 g bis 250 g pro Tag. Bei 8 Teilnehmern (66,7 %) lag der Verzehr von Milch und

Milchprodukten unter den Empfehlungen.

Fisch: Der empfohlene Verzehr von Fischen, zwei Mahlzeiten pro Woche (davon eine mit fettem
Fisch) wurde von 2 Personen erreicht. 9 Personen lagen unter dieser Verzehrsmenge, 1 Person

lag dariiber. Letztere verzehrte drei bis sechs Mal pro Woche Fisch.

Eier: Zwei unserer Versuchsteilnehmer konsumierten taglich und sechs Teilnehmer drei bis sechs

Mal pro Woche Eier. Damit lagen sie tGber den Empfehlungen der DGE von <3 Eiern pro Woche.
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Brot: Vollkorn- und Mischbrote wurden taglich bzw. mehrmals taglich von 4 Teilnehmern,

Vollkorn Getreideprodukte verzehrten 8 Teilnehmer regelmalig.

Alkohol: Der langfristig tolerable Alkoholkonsum pro Tag wird fiir Manner auf 20 g und fir

Frauen auf 10 g geschatzt. Die Befragung hinsichtlich des Alkoholkonsums ist in Tabelle 19

dargestellt. Der Alkohol wurde in Form von Bier oder Wein, Sekt bzw. Spirituosen konsumiert.

Damit war der Vorversuchsbeginn abgefragte Alkoholkonsum innerhalb des tolerablen Bereichs.

Wahrend der Studie durfte kein Alkohol getrunken werden.

Tabelle 19: Ergebnisse der Haufigkeitsbefragung mittels Food-Frequency-Questionnaire.

Lebensmittel

Fleisch

Fisch

Eier

Wurst

Kase

Milch/ Joghurt
Sahne

Schokolade

Kuchen
Blitterteig/ Pastete
Kekse

Niisse/ Chips
Butter

Margarine

ol

Plattenfette/ Speck
Fastfood

Obst

Gemiise

Salat
Hiilsenfriichte
Kartoffeln

Reis

Nudeln
Vollkorn-/Mischbrot
Flocken

Bier

Wein/ Sekt
Spirituosen

nie oder <
als 1 Mal/
Monat

n (%)
1(8,3)
5(41,7)
0
2(16,7)
0
1(8,3)
2(16,7)

1 bis 3
Mal/
Monat

n (%)
1(8,3)
4(33,3)
1(8,3)
3(25)
0
1(8,3)
4 (33,3)
2(16,7)
9 (75)
10 (83,3)
8(72,7)
4 (33,3)
1(8,3)
4 (33,3)
2(16,7)
4(33,3)
9 (75)
0

0
1(8,3)
5(41,7)
4 (33,3)
4(33,3)
2 (16,7)
2 (16,7)

5(41,7)
7 (58,3)
7 (58,3)

1 bis 2
Mal/
Woche

n (%)
5(41,7)
2(16,7)

3(25)
5(41,7)
4(33,3)
2(16,7)

6 (50)
5(41,7)

3(25)

0
0

3(25)

2(16,7)
1(8,3)
2(16,7)
1(8,3)
1(8,3)
4 (33,3)
1(8,3)
4 (33,3)

3(25)

6 (50)
7 (58,3)
5(41,7)

3(25)

3(25)
7 (58,3)

1(8,3)

3 bis 6
Mal/
Woche

n (%)
5(41,7)
1(8,3)
6 (50)
2(16,7)
5(41,7)
4 (33,3)
0
2(16,7)
0

0

0
2(16,7)
7 (58,3)

4(33,3)
1(8,3)

2(16,7)
4(33,3)
4(33,3)
1(8,3)
2(16,7)
1(8,3)
5(41,7)
3(25)
2(16,7)

taglich

n (%)

N
-
o
N o o

w
~
Y o

3(25

o =

3(25

O O O O <=

=
)
o &

3(25

—

o o

4(33,3
6 (50
3(25

—_ —= —

o O o o

3(25
5 (41,7
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mehrmals

taglich

n (%)

O O O o o

1(8,3)

O O O O O o oo o o o

2 (16,7)
1(8,3)

o O ©o o o

1(8,3)
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass kein Teilnehmer eine spezielle Kostform
einhielt und das Verzehrsverhalten der Teilnehmer innerhalb des in Deutschland {iblichen

Rahmens lag.

5.2. Laboranalysen
5.2.1 TACa

5.2.1.1 Erstellung der Standardkurve fiir TAC

Fir die Erstellung der Standardkurve flir den TAC-Assay wurde eine TAC Standardreihe (0,0039-
1 mM) hergestellt und in Doppelbestimmung mit dem TAC-Assay gemessen (siehe Methode

3.6.2.2). Die Werte sind in Abbildung 10 aufgetragen.

Standardkurve TAC Assay

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6

OD 490 nm

0,4
0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Harnsiure-Aquivalente [mM]

Abbildung 10: Standardkurve fiir den TAC Assay. Fir die Bestimmung der Standardkurve und zur
Ermittlung der TAC-Konzentration in den Untersuchungsproben, wurde als Standard Harnsaure in
Konzentrationen von 0,0039 — 1mM auf einer Platte aufgetragen. Mittels der Flinf-Punkte-Messung
konnte eine Trendlinie bestimmt und die unbekannten TAC-Konzentrationen jeder Teilnehmerprobe als
Harnsauredquivalente in mM ermittelt werden.

Die Konzentration des Analyten wird auf der Standardkurve ermittelt. Diese erhalt man, wenn
man eine Trendlinie durch die Mittelwerte der im Assay erstellten Standardgeraden zieht. Da
die Analytkonzentrationen nach Angaben des TAC-Assayherstellers zwischen 0,0039 und 1,00

mM erwartet wurden, wurde die Standardlésung bis zu diesem unteren Bereich verdiinnt. In

unserer Studie an gesunden Personen waren Werte zwischen 0,253 mM bis 0,622 mM zu
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erwarten und deshalb wurde der optimale Messbereich fiir die Analyt-Konzentrationen

(zwischen 0,0039 und 1,00 mM) in diesen Bereich gelegt.

5.2.1.2 Berechnung der Anderungen von TACa durch die Intervention

Die totale antioxidative Kapazitat (TAC engl. Total Antioxidant Capacity) wurde jeweils zu Beginn
(U1A, U2A und U3A) und am Ende (U1B, U2B und U3B) jeder Einnahmeperiode bei jedem
Teilnehmer gemessen. Die TAC-Konzentration wurde Uber die Standardkurve ermittelt und lag
fiir Genistein (G) zwischen 0,265 — 0,622 mM, Genistein + Naringenin (G + N) zwischen 0,253 —
0,553 mM und Genistein + Quercetin (G + Q) zwischen 0,266 — 0,579 mM. Aus dem Endwert
minus den Anfangswert (U1B - U1A; U2B -U2A bzw. U3B — U3A) wurde die Differenz (TAC,)
berechnet. Die so erhaltenen Differenzen wurden fiir G, G + N und G + Q in den einzelnen
Versuchsperioden zusammengefasst. Da die Zuteilung zu den drei Versuchspraparaten fir jede
der drei Gruppen unterschiedlich war, konnten wir damit eventuelle zeitliche Storfaktoren
sicher ausschlieRen (siehe Kapitel 4.4 Versuchsprotokoll). Insgesamt wurden 72 Proben (U1A -
U3B mit je 12 Teilnehmern) jeweils durch Doppelbestimmung gemessen. Bei 18 Proben war die
Abweichung in den Doppelbestimmungen so grol}, dass der nicht plausible Wert

unbericksichtigt blieb.

Die Ergebnisse der Berechnung von TAC, aus dem Endwert minus den Anfangswert der drei
Supplementierungsphasen sind graphisch als Boxplot dargestellt (Abbildung 11). Trotz
identischer Dosierung und kontrollierter Erndhrung zeigen die individuellen TACx in jeder
Versuchsperiode eine erhebliche Streuung. Im Vergleich zum Ausgangswert fallt in der
Genisteingruppe (Kontrolle) der Median der TAC wahrend der Supplementierung um -0,0051
mM ab, die TAC vermindert sich also wahrend der Supplementierung um diesen Betrag. Etwas
groRer ist die Abnahme der TAC mit -0,0082 mM unter der Supplementierung mit G + N. In der
G + Q-Gruppe ist ein Anstieg der TAC um 0,0111 mM im Median ber den Ausgangswert
festzustellen. Damit nimmt die TAC im Plasma wahrend der Supplementierung mit Genistein
und Quercetin zu. Der obere Whisker in der G-Gruppe mit 0,086 mM und G + Q-Gruppe mit
0,098 mM weisen hohere Werte als in der G + N-Gruppe mit 0,045 mM auf, allerdings sind in
der G + N-Gruppe zwei Ausreifler auRerhalb der Spannweite zu erkennen (Abbildung 11). Als
Ausreiler werden Werte bezeichnet, deren Abstand vom 25 %-Perzentil nach unten bzw. vom
75 %-Perzentil nach oben zwischen dem 1,5-fachen und dem 3-fachen der Boxhohe liegen.
Diese zwei Ausreifler sind den Studienteilnehmern #10 mit 0,097 mM und #7 mit 0,102 mM
zugeordnet. Bei der Uberpriifung der beiden AusreiRer wurde bei Studienteilnehmer #7

festgestellt, dass er wahrend der in Frage stehenden Supplementierungsperiode U1A einmal die
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Einnahme von G + N vergessen hat. Eine Auswirkung auf die Plasmaspiegel des Genistein ist
davon nicht zu erwarten. Die unteren Whisker unterscheiden sich in der Lange beim Vergleich
der drei Gruppen unwesentlich, sie liegen im Bereich von -0,079 mM (G + Q-Gruppe) bis -0,048
mM (G + N-Gruppe). In der G-Gruppe liegt der untere Whisker bei -0,055 mM und ist kiirzer als

der obere Whisker, als Hinweis auf die groRere Streuung der oberen Werte.
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Abbildung 11: Boxplots der Gruppen-Differenzen von TAC (TACa). Die Berechnung des Medians der
Differenzen zwischen Endwert minus Anfangswert erfolgte fiir alle drei Gruppen. Die Boxplots zeigen eine
geringe Abnahme der TAC wahrend der Supplementierung mit Genistein (G) im Median um -0,0051, die
Verminderung war wahrend der Supplementierung mit Genistein + Naringenin (G + N) etwas geringer
(-0,0082 mM allerdings sind auch zwei AusreifRer (#7 mit mit 0,102 mM und #10 mit 0,097 mM (die beiden
blauen Punkte) auBerhalb der Spannweite zu erkennen. Die Supplementierung mit Genistein + Quercetin
(G + Q) dagegen lieR den Median der Differenzen um 0,0111 ansteigen.

Fiir die Studienparameter war keine Normalverteilung anzunehmen und damit ist eine
Berechnung der Mittelwerte statistisch nicht aussagekraftig. Unter Bericksichtigung des
relativ kleinen Teilnehmerkollektivs von 12 Personen und den grolRen interindividuellen
Schwankungen zwischen den ermittelten Ergebnissen, dienen die hier gezeigten Mittelwerte
(MW) nur zur deskriptiven Interpretation und sollen die Verbindung zum vorgestellten linear
gemischtem Modell (LGM) erleichtern. Die Abbildung 12 weist fiir alle Gruppen positive TAC, -
Mittelwerte aus und bestatigt somit die vermehrte TAC durch die Supplementierung wahrend
der Studie. Hierbei ist die hochste Zunahme in der G + Q-Gruppe (0,008 mM), gefolgt von G + N
(0,006 mM) und G (0,001 mM). Die Zunahme in der G und G + N-Gruppe steht mit dem Median

im Boxplot im Widerspruch, da diese dort abnehmen.
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Abbildung 12: MW der Gruppen-Differenzen von TAC (TACa). Die Mittelwerte der TACa sind in allen drei
Gruppen positiv. Es kommt somit rechnerisch am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zum Beginn in
allen Gruppen zu einem Anstieg der TAC. In der G + Q-Gruppe ist die Zunahmen mit 0,008 mM am
hochsten, gefolgt von G + N mit 0,006 mM und G mit 0,001 mM. Diese Mittelwerte dienen
der deskriptiven Beschreibung und sollen zur Veranschaulichung des linear gemischten Modells (LMM)
dienen.

5.2.1.3 LGM bei TACA

Hier soll das Vorgehen beim linear gemischten Modell (LGM) und die Interpretation der
Modellkoeffizienten beispielhaft an TAC dargestellt werden, die Berechnungen erfolgen bei
allen anderen Versuchsparametern analog. Die Signifikanzen sollten nicht interpretiert werden,
da das Hauptziel "Genistein" ist und ausschlieRlich zur explorativen Auswertung dient. Fir die
Schatzung fester Parameter wurden die Werte aus dem LGM mit 6 bis 9 Stellen nach dem
Komma Ubernommen, im Text wurden die Werte bei TAC auf 4 bzw. MDA, Genistein und

Genistin auf 2 Stellen nach dem Komma begrenzt.

Der geschatzte Effekt betrug in der Referenzkategorie ,Genistein” (G) 0,0006 mM (95 %
Konfidenzintervall (KI) [-0,2783 mM; 0,029 mM]) (s. Tabelle 20). Dieser Wert (konstanter Term,
Intercept) ist positiv, also groRer 0 und bedeutet fir die G-Gruppe eine Zunahme der TAC-
Konzentration wahrend der Versuchsperiode. In der G + N-Gruppe ist der geschatzte Effekt
0,0053 mM (95 % KI [-0,035 mM; 0,0454 mM)]), der resultierende Effekt also (geschatzter Effekt
G + N plus geschatzter Effekt Intercept fir G) 0,0053 mM + 0,0006 mM = 0,0059 mM und somit
groRer als in der G-Gruppe. Diese Aussagen stehen scheinbar im Widerspruch zu den im Boxplot
dargestellten Ergebnissen, da dort der Median negativ ist. Es gibt durch die erhebliche Streuung
der Differenzen von Endwert minus Anfangswert offenbar mehr negative Differenzen, die den
Median negativ werden lassen. Die Korrektur durch das Intercept (Addition des geschatzten
Effektes fir G mit dem geschatzten Effekt fir G + N bzw. G + Q) gleicht dies aus, so dass sowohl
im LGM wie auch im MW die Differenzen positiv sind (s. Tabelle 20). Die groRte Zunahme der

TAC-Konzentration stellt man in der G + Q-Gruppe mit dem geschatzten Effekt von 0,0075 mM

66



Ergebnisse

(95 % Kl [-0,0326 mM; 0,0478 mM]) und einem daraus resultierenden Effekt von 0,0082 mM
fest. Der Median wie auch der MW bestatigen die Zunahmen fiir das LGM-Ergebnis in der G +
Q-Gruppe. Diese TACy-Ergebnisse erreichten jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau

(0,70-10,97).

Tabelle 20: LGM bei TACa. Die geschatzten Effekte des LGM’s fiir Genistein sind in der Spalte ,,Geschatzter
Effekt” abzulesen. Fir diesen wird ein 95 % Konfidenzintervall angegeben. Der daraus resultierende Effekt
far die jeweilige Gruppe, der aus der Summe des geschatzten Effekts der jeweiligen Gruppe und dem
konstanten Term (Intercept) besteht ist, in der Spalte resultierender Effekt berechnet. Die gréRte
Zunahme wahrend der Supplementierung wird in der G + Q-Gruppe erreicht, gefolgt von der G + N-Gruppe
wahrend die Zunahme in der G-Gruppe am geringsten ist.

Schatzungen fester Parameter®
. Resultierender
Parameter Geschatater Effekt©
Effekt Konfidenzintervall 95% (TACa)
Untergrenze | Obergrenze
Konstanter Term (Intercept) [mM] 0,000583 -0,027825 0,028991
[G + N] [mM] 0,00525 -0,034925 0,045425 0,005833
[G +Q] [mM] 0,007583 -0,032592 0,047758 0,008166
[Referenzkategorie = G]° [mM] 0 0,000583

a. Abhangige Variable: TACa

b. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

c. Die TACp wurde berechnet durch die Summe von konstantem Term (Intercept) und geschatztem
Effekt

5.2.2 MDAa
5.2.2.1 Erstellung der Standardkurve fiir die Bestimmung von MDA

Um die MDA-Konzentration in den Proben zu bestimmen wurden Verdiinnungsreihen fir MDA-
Konzentrationen zwischen 6 und 1500 pmol/ml fiir die Standardkurve hergestellt (siehe Kapitel
3.6.3.1). Diese Konzentrationen sind in die Abbildung 13 eingezeichnet. Fiir die Messung gilt, die
niedrigste Konzentration von MDA in der Standardreihe hat die hochste optische Dichte (OD).
Die OD fallt mit der Hohe der eingesetzten Konzentration des MDA in der Standardkurve ab, wie
in der Abbildung 13 dargestellt. Die Genauigkeit der Ablesung des Messwertes ist im flachen Teil
der Standardkurve am besten. Deshalb strebt man an, die Standardkurve so zu erstellen, dass

die Messwerte der zu untersuchenden Proben in dem flachen Bereich der Standardkurve liegen.
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Die MDA-Konzentrationen in den Plasmaproben der Versuchsteilnehmer lagen zwischen 306

und 1472 pmol/ml und damit waren alle Proben im optimalen Messbereich.

Standardkurve MDA Assay
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Abbildung 13: Standardkurve fiir den MDA Assay. Beispiel fiir eine Standardkurve zur Messung von MDA.
Die mit einem Photometer gemessene optische Dichte (OD) nimmt mit zunehmender Konzentration der
MDA Addukte ab und ist fur einen Messbereich zwischen 6 — 1500 pmol/ml ausgelegt. Die Werte der
Teilnehmerproben wurden anhand der Standardkurve quantifiziert.

5.2.2.2 Berechnung der Anderungen von MDAxdurch die Intervention

Die MDA-Konzentration innerhalb der Gruppen wurden Uber die Standardkurve ermittelt und
lag in der G-Gruppe zwischen 543 - 1465 pmol/ml, G + N-Gruppe zwischen 306 — 1473 pmol/ml
und G + Q-Gruppe zwischen 443 — 1594 pmol/ml. In der Abbildung 14 ist die Boxplotdarstellung
fur die Differenzen (Ende der Einnahmeperiode minus Beginn der Einnahmeperiode) der
jeweiligen Gruppen far MDA aufgezeichnet. Die MDA-Konzentration nimmt in der
Kontrollgruppe G um -36,86 pmol/ml gegeniiber dem Ausgangswert ab. Am Ende der
Versuchsperiode der G + N-Gruppe ist der Median der MDA-Konzentration um 3,33 pmol/ml
und in der G + Q-Gruppe um 63,56 pmol/ml groBer als zu Beginn, was auf einen hoheren Anfall

von Sauerstoffradikalen und Zunahme der Lipidperoxidation hindeutet.

Alle drei Boxplots weisen eine unterschiedliche Streuung der Werte auf. Der untere Whisker ist
in der G-Gruppe mit -518,9 pmol/ml und in der G + N-Gruppe mit -364,44 pmol/ml niedriger als
in der G + Q-Gruppe mit -133,98 pmol/ml. Der Boxplot der G + Q-Gruppe ist kompakter als die
anderen beiden Gruppen, wobei der Wert des Studienteilnehmers (#6) mit 487,62 pmol/ml weit

auBerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands liegt (s. Abbildung 14). Der Studienteilnehmer
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#6 gab an, dass er in der U2A-Phase einmal die doppelte Menge an G+Q eingenommen hat. Da
sich die Werte bei einer Kontrollmessung bestatigten und auch die Doppelbestimmung keinen
Hinweis auf einen methodischen Fehler erkennen liel}, wurde der AusreiRer in die Berechnung
des Medians einbezogen. Die einzige erkennbare Besonderheit war ein Halbmarathon, an dem
der Studienteilnehmer #5 zwei Tage sowie Studienteilnehmer #1, #2 und #12 drei Tage vor der
Messung teilgenommen hatten. Der obere Whisker der Gruppe G ist mit 169 pmol/ml héher als

der in der Gruppe G + N mit 142 pmol/ml, die Werte haben eine geringe Streuung.
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Abbildung 14: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen des MDA (MDA,). Die MDAx wurde aus dem MDA-
Endwert minus MDA-Anfangswert zu jeder Versuchsperiode errechnet und in der jeweiligen Gruppe G, G
+ N bzw. G + Q zusammengefasst. Der Median nimmt in der G-Gruppe um -36,86 pmol/ml ab. In den
Gruppen G + N beobachtet man eine Zunahme um 3,33 pmol/ml und in der G + Q Gruppe um 63,56

pmol/ml. Zusatzlich ist in der G + Q-Gruppe ist ein AureilRer bei Studienteilnehmer #6 mit 487,62 pmol/ml
auBerhalb der Spannweite zu erkennen.

Die MW der MDA\ unterstiitzen in der G und G + Q-Gruppe aber nicht in der G + N-Gruppe die
im Boxplot erkennbaren Ergebnisse (Abbildung 15). Der Mittelwert fir G + N nimmt in dieser

Darstellung im Vergleich zum Boxplot ab. Diese MW dienen nur zur Veranschaulichung des LGM,

sie bestatigen die im LGM dargestellten Tendenzen.
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Abbildung 15: MW der Gruppen-Differenzen von MDA (MDA,). Die Abnahme der MDA-MW im Plasma
am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zum Beginn (MDAa) ist in der G und G + N-Gruppe
festzustellen. In der G + Q-Gruppe nimmt der MW von MDA zu und damit auch die Lipidperoxidation.

5.2.2.3 LGM bei MDA,

Auch fiir die statistische Auswertung der gemessenen Unterschiede zwischen Beginn und Ende
jeder Versuchsperiode wurde fiir MDA, das LGM gewahlt. Der geschatzte Effekt betrdagt im LGM
fir MDA, in der Kontrollgruppe mit G (konstanter Term, Intercept) -89,51 pmol/ml (95 % KI [-
194,57 pmol/ml; 15,55 pmol/ml]) (s. Tabelle 21).

Tabelle 21: LGM bei MDAa. Wie fiir die TAC ist auch fir MDA die héchste Zunahme ist in der G + Q-

Kombination zu sehen, gefolgt von den werten unter der G + N-Kombination und die geringste Anderung
war in der G-Gruppe festzustellen.

Schatzungen fester Parameter®
Geschitzter Resultierender
Parameter Effek Effekt©
ekt Konfidenzintervall 95% (TACa)
Untergrenze | Obergrenze
Konstanter Term (Intercept)
[mM] 189,507292 194,565036 | 15,550452
[G + N] [mM] 63,385998 | -85,188088 | 211,960085 -26,1212936
[G +Q] [mM] 159,64438| 11,070300 | 308,218473 70,137094
[Referenz = G]® [pmol/ml] 0 -89,50729203

a. Abhangige Variable: MDAa
b. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

c. Die TAC, wurde berechnet durch die Summe von konstantem Term (Intercept) und geschatztem
Effekt

Die Konzentration des MDA nimmt somit am Ende der Supplementierung mit Genistein im
Vergleich zum Beginn der Versuchsperiode ab. Der Unterschied zur G-Gruppe (geschatzter
Effekt) betragt fiir MDA, in der G + N-Gruppe 63,39 pmol/ml (95 % Kl [-85,19 pmol/ml; 211,96
pmol/ml]) pmol/ml, woraus sich als geschitzter resultierender Effekt ein um -26,12 pmol/ml

geringerer Anfall von MDA, also eine Abnahme der ROS ergibt. Dieses Ergebnis ist im
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Widerspruch zu dem im Boxplot dargestellten Median, da dieser bei der Berechnung zunimmt.
Eine Zunahme der MDA-Konzentration wurde in der G + Q-Gruppe um 159,64 pmol/ml (95 % Kl
[11,07 pmol/ml; 308,22 pmol/ml]) gemessen, damit war der geschatzte resultierende Effekt
70,14 pmol/ml. Dies bedeutet einen héheren Anfall von Sauerstoffradikalen und eine Zunahme
des oxidativen Stresses im Vergleich zur Kontrollgruppe G. Das statistische Signifikanzniveau

wurde hierbei nicht erreicht (0,03 — 0,4).

5.2.3 Genisteinbestimmung mittels HPLC
5.2.3.1 Standardkurve und Interassay-Variation fiir die Genisteinbestimmung

Die Bestimmung der Genisteinkonzentration in den Proben erfolgte vor und nach der
Supplementierung mit den Studienprdparaten. Hierzu wurde eine Standardkurve fiir Genistein
fiir Konzentrationen zwischen 5 — 20 uM erstellt. Fiir die Genauigkeit des linearen Verlaufs

wurde das BestimmtheitsmaR R? mit 0,9998 angegeben (s. Abbildung 16).

Standardkurve fiir Genistein und Genistin
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Abbildung 16: Standardkurve fiir die Messung des Genistein (Aglykon) und Genistins (Glykosid) mittels
HPLC. Fiir die Erstellung der Standardkurve wurden Konzentrationen im Bereich von 5 — 20 uM
verwendet. Mit dieser Standardkurve wurden dann die Genistein- / Genistinkonzentrationen in den
Teilnehmerproben ermittelt.

Der Interassay - Variationskoeffizient wurde bei der Prazisionspriifung mit 1,24 % festgestellt (s.

Tabelle 22).
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Tabelle 22: Kalibrationskontrolle (10 uM Genistein-Standard)

Datum Area IS (interner Standard) Area Genistein
05.02.2016 1,438 4,263
05.02.2016 1,453 4,291
06.02.2016 1,451 4,301
06.02.2016 1,435 4,260
09.02.2016 1,435 4,159
09.02.2016 1,445 4,293
Mean (n=6) 4,261
SD 0,053
%CV 1,24

5.2.3.2 Berechnung der Konzentrationsdnderungen von Genistein (Aglykon) durch die

Intervention

Die Ermittlung der Genistein-Konzentration (Aglykon, nicht-glykosiert) erfolgte (iber die erstellte
Standardkurve und lag unter Supplementierung mit G zwischen 1,18 — 1,66 umol/l, G + N
zwischen 1,05 - 1,6 umol/lund G + Q zwischen 1,12 —1,9 pmol/I. Auch fiir das Genistein wurden
die Differenzen der End- und Anfangswerte (Ende der Einnahmeperiode minus Beginn der
Einnahmeperiode) in jeder Gruppe berechnet (Genisteina) und dann die zeitlich versetzten
Einnahmeperioden fiir jedes der drei Versuchsprdparate zusammengefasst. Diese sind in der

Abbildung 17 dargestellt.

Die hochste mediane Zunahme des Genistein um 0,06 umol/l war unter der Supplementierung
mit G zu beobachten. Verglichen mit dieser Kontrollgruppe war die Differenz von End- und
Anfangswert des Genistein in der G + N-Gruppe mit -0,07 umol/I niedriger. Dies bedeutet, dass
Naringenin das Genistein im Vollblut nicht erhoht. Dagegen kommt es wdahrend der
Supplementierung mit G + Q zu einer Steigerung des Genistein im Vollblut um 0,04 umol/I. Dies
zeigt, dass die Wirkung der Co-Medikation mit Quercetin sich von der Wirkung des Naringenin
unterscheidet und damit ist gezeigt, dass die Flavonoide sich in der metabolischen Interaktion
unterschiedlich verhalten. Die durch die Whisker angezeigte Schwankungsbreite der Werte des

Genistein stellt sich in allen drei Behandlungsgruppen ahnlich dar.
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Abbildung 17: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen (Genisteina). Die Differenz von End- minus
Anfangswert wurde berechnet und als Genisteina bezeichnet. Die wdhrend der drei Versuchsperioden
ermittelten Werte fiir Genisteina wurden dann fiir die jeweiligen Gruppe zusammengefasst. Genisteina
war in der G-Gruppe mit 0,0571 umol/l positiv und wies einen Anstieg des Genistein durch die
Supplementierung aus. der auch in der G + Q-Gruppe mit 0,0362 pmol/zu beobachten war. Der Median
in der G + N-Gruppe ist um -0,0726 pmol/I niedriger als zu Beginn dieser Versuchsperiode, es kommt also
zu einer Abnahme des Genistein-Aglykons im Plasma am Ende dieser Versuchsperiode.

Die Mittelwerte des Genistein der zwolf Teilnehmer liegen vor der Supplementierung mit G bei
1,3 umol/l, vor G + N bei 1,35 pmol/l und vor G + Q bei 1,38 umol/l im Vergleichbaren Bereich.
Nach der Supplementierung mit G auf steigt der MW des Genistein auf 1,37 umol/l und nach G
+ Q auf 1,49 umol/I. Die Einnahme von G + N zeigt eine Abnahme des MW auf 1,31 umol/I. Die
jeweiligen Mittelwerte der Differenzen zeigen die gleichen Tendenzen. Die Abbildung 18 zeigt
den groRten Konzentrationsanstieg des Genistein zwischen Anfangs- und Endwert nach der
Supplementierung mit G + Q um 0,11 pmol/l und G um 0,07 umol/I. Die Einnahme von G + N

fuhrt zu einer Abnahme der Genisteinkonzentration um -0,04 umol/I (s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Mittelwerte der Gruppen-Differenzen von Genistein (Genisteina). Eine Zunahme der
Genisteina-Mittelwerte im EDTA-Vollblut am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zu Beginn ist in der
G- (0,07 umol/I) und G + Q-Gruppe (0,11 umol/I) festzustellen. In der G + N-Gruppe (-0,04 pmol/l) nimmt
der Mittelwert ab. Somit werden die besten Resultate durch die Kombination von Genistein mit Quercetin
erzielt. Diese Mittelwerte unterstiitzen die jeweiligen Mediane und veranschaulichen die Tendenzen im
LGM.

5.2.3.3 LGM bei Genisteina

Der geschatzte Effekt fur den konstanten Term (Intercept) in der G-Kontrollgruppe betragt fir
das Genistein, im LGM 0,069 umol/I (95 % KI [-0,06 umol/I; 0,2 umol/I]) (Tabelle 23).

Dieser Wert ist positiv und zeigt somit eine Zunahme des Genistein am Ende der
Supplementierung mit G im Vergleich zu Beginn. Fiir die Berechnung des geschatzten
resultierenden Effektes, wurden der geschéatzte Effekt und das zugehorige Intercept (konstanter
Term der G-Kontrollgruppe) addiert. In der G + N-Gruppe betragt der geschatzte Effekt -0,1
umol/l (95 % KI [-0,27 umol/l; 0,07 umol/I]) und signalisiert durch den negativen Wert eine
Abnahme des Genistein gegeniliber dem beobachteten Effekt in der G-Kontrollgruppe. Hieraus
errechnet sich fiir den geschatzten resultierenden Effekt in der G + N-Gruppe eine Abnahme der
Konzentration um -0,04 umol/l im Vergleich zum Beginn dieser Versuchsperiode (Kapitel 4.4

Versuchsprotokoll

4.4 Versuchsprotokoll

Jeder Versuchsteilnehmer durchlief vollstandig das in Tabelle 8 beschriebene Versuchsprotokoll.
Uber sieben Tage erhielten die drei Gruppen von jeweils vier Teilnehmern eines der drei
Versuchspraparate (A, B, C), gefolgt von einer wash-out Periode von sieben Tagen. Dann
wechselten die Gruppen in unterschiedlicher Reihenfolge zu den anderen beiden
Versuchspraparaten (s. Tabelle 8). Somit war jeder Teilnehmer seine eigene Kontrolle. Da die

Reihenfolge der Zuteilung fiir jeweils vier Teilnehmer unterschiedlich war, kénnen zeitliche
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Tabelle 23: LGM bei Genisteina. Die G + Q-Kombination bewirkt die groRte Zunahme, gefolgt von G-
Gruppe. Unter der G + N-Kombination verminderte sich die Konzentration des Genistein im Vollblut.

Schatzungen fester Parameter?

.. Resultierender
Geschatzter

Parameter Effekt _ . Effekt
Konfidenzintervall 95% (TACa)

Untergrenze | Obergrenze

Konstanter Term (Intercept)

[MmM] 0,068018493 -0,055404 0,191441

[G + N] [mM] -0,104154194 -0,274285 0,065977| -0,036135701

[G+Q] [mM] 0,037066644 | -0,133064| 0,207198 0,105085

[Referenz = G]® [pmol/ml] 0 0,068018493

a. Abhangige Variable: Genisteina

b. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

c. Die Genisteina wurde berechnet durch die Summe von konstantem Term (Intercept) und geschatztem
Effekt

Effekte (z. B. AuRentemperatur) der Zuteilung ausgeschlossen werden.

, Tabelle 8). Der geschatzte Effekt ist in der G + Q- Gruppe bei 0,04 umol/I (95 % KI [-0,13 umol/I;
0,21 umol/l]) und zeigt eine Zunahme des Genistein unter der zuséatzlichen Supplementierung
mit Quercetin beim Vergleich mit der G-Kontrollgruppe. Der geschéatzte resultierende Effekt in
der G + Q-Gruppe erreicht fir das Genisteina mit 0,11 umol/l die groRte Zunahme. Alle drei
Gruppen bestatigen die Tendenzen der Mediane im Boxplot. Keines der Ergebnisse erreichte das

statistische Signifikanzniveau (0,22 — 0,66).
5.2.3.4 Berechnung der Konzentrationsdnderungen von Genistin (Genistin-Glykosid) durch

die Intervention

Die jeweiligen Konzentrationen fiir Genistin (Genistein-Glykosid) in den Teilnehmerproben
wurden ebenfalls Gber die Standardkurve ermittelt und lagen in der Gruppe G zwischen 1,33 —
8,52 umol/l, in der Gruppe G + N zwischen 1,63 — 5,73 umol/l und in der Gruppe G + Q zwischen
1,52 — 8,53 umol/l. Firr die Ermittlung der Genistin-Differenzen (Genistina) in den jeweiligen
Gruppen wurden die Anfangswerte von den Endwerten abgezogen. Alle drei
Gruppendifferenzen zeigen einen Konzentrationsanstieg des Genistin am Ende der jeweiligen
Versuchsperiode im Vergleich zu Beginn (Abbildung 19). Der mediane hdchste Wert des
Genistiny wird wahrend der Supplementierung in der G + Q-Gruppe mit 2,56 umol/I erreicht.
Dieser Wert ist deutlich hoher als der in der G-Gruppe mit 1,9 umol/l und in der G + N-Gruppe
mit 1,89 umol/l. Diese Tendenzen der Differenzen werden durch die Schatzung im LGM (s.

Tabelle 24Tabelle ) bestatigt. Zu berlicksichtigen ist die GréRe der Schwankungsbreite in der G-
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Gruppe. Die gezeigte Streuung des oberen Whiskers in der G + N-Gruppe mit 3,9 umol/l und in

der G + Q-Gruppe mit 4,07 umol/I unterscheidet sich unwesentlich. Allerdings verlangert sich
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Abbildung 19: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen von Genistin (Genistina). Flr die Berechnung des
Genistina wurde der Anfangswert vom Endwert abgezogen. Die jeweiligen Differenzen sind
zusammengefasst in den Gruppen zu sehen. Die Auswertung des Genistina zeigt in allen drei Gruppen
einen Anstieg der Konzentrationen am Ende der Versuchsreihe im Vergleich zu Beginn an. Die G + Q-
Gruppe zeigt den hochsten medianen Unterschied (2,56 pmol/l) zwischen dem Anfangs- und Endwert,
gefolgt von der G-Gruppe mit 1,9 umol/l und der G + N-Gruppe mit 1,89 pumol/I.

der Whisker in der G-Gruppe mit dem Wert 6,9 umol/l und in der G + Q-Gruppe durch den
AusreiBer von 6,89 umol/l bei jeweils einer Versuchsperson nach oben. Diese beiden Werte
gehoren der Studienteilnehmerin #1, die einen Halbmarathon gelaufen ist. Die unteren Whisker

variieren weniger als die oberen Whisker und liegen im Bereich von 0,04 umol/| bei G + N-

Gruppe, gefolgt von G + Q-Gruppe mit 0,13 umol/l und G-Gruppe 0,52 pumol/I.

Die Genistin-Mittelwerte aus den Rohdaten aller Teilnehmer liegen vor bzw. nach der Einnahme
von G bei 1,65 und 4,1 umol/l, von G + N bei 1,82 und 3,9 umol/l und von G + Q bei 1,83 und
4,31 umol/I und steigen somit in allen drei Gruppen durch die Supplementierung an. Ebenso
zeigt sich eine Zunahme des MW fur Genistina durch die Einnahme von G + Q um 2,48 umol/I,

gefolgt von G um 2,41 umol/l, und G + N um 2,08 umol/l am Ende der Studie im Vergleich zu
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Beginn (Abbildung 20) . Diese Ergebnisse unterstiitzen die jeweiligen Mediane im Boxplot sowie

die Tendenzen des geschatzten und resultierenden Effektes im LMM.
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Abbildung 20: Mittelwerte der Gruppen-Differenzen von Genistin (Genistina). Eine Zunahme der
Genisteina-Mittelwerte im EDTA-Vollblut am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zu Beginn ist in der
allen drei Gruppen festzustellen. Auch hier resultiert der groRte Anstieg durch die Supplementierung von
Genistein + Quercetin (2,48 umol/l), gefolgt von G (2,41 umol/l) und G + N (2,08 umol/l). Diese
Mittelwerte unterstlitzen die jeweiligen Mediane und veranschaulichen die Tendenzen im linear
gemischten Modell.

5.2.3.5 LGM bei Genistina

Der geschatzte Effekt flir das Genistina im LGM betragt in der Referenzkategorie ,G“ (Intercept)
2,41 umol/1 (95 % Kl [1,43 umol/l; 3,4 umol/l]). Da diese Differenz zwischen den Anfangs- und
Endwert positiv ist, beweist diese einen Anstieg des Genistin durch die Supplementierung mit 3
x 100 mg Genistein pro Tag. Der resultierende Effekt ist am Ende der Supplementierung mit G
+Q mit 2,48 umol/l am groBten (s. Tabelle ). Er Gbertrifft den Intercept um 0,07 umol/I (95 % Kl
[-0,68; 0,83]) und beweist eine Erhéhung des Genistin durch die Kombination G + Q. Dagegen ist
der geschatzte Effekt durch die Supplementierung mit G + N um -0,33 umol/I (95 % KI [-1,09
umol/l; 0,42 umol/1]) kleiner als der Intercept. Damit betragt die Differenz zwischen Anfangs-
und Endwert des Genistin unter der Supplementierung mit der Kombination G + N nur 2,08
umol/l (resultierender Effekt). Somit ist die Kombination G + N weniger erfolgreich, die Spiegel
des Genistin anzuheben, als die Supplementierung mit Genistein allein. Die jeweiligen
Tendenzen bestatigen die in den Boxplots dargestellten Mediane und werden von den
ermittelten MW-en unterstitzt. Diese Werte konnten das statistische Signifikanzniveau nicht

erreichen (0-0,85).

77



Ergebnisse

Tabelle 24: LGM bei Genistina. Die G + Q-Kombination hat auch hier die héchste Zunahme, gefolgt von
G-Gruppe und die geringste Zunahme findet sich wahrend der der G + N-Kombination.

Schatzungen fester Parameter?
. Resultierender
Geschatzter

Parameter Effek Effekt

ekt Konfidenzintervall 95% (TACa)

Untergrenze | Obergrenze
Konstanter Term (Intercept)
1,42734

[mM] 2,411865999 ! 349 3,396383
[G + N] [mM] -0,332607076 -1,087574 0,422359 2,079258923
[G+Q] [mM] 0,070104488| -0,684862| 0,825071 2,481970
[Referenz = G]° [pmol/ml] 0 2,411865999

a. Abhangige Variable: Genistina
b. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.
c. Die Genistina wurde berechnet durch die Summe von konstantem Term (Intercept) und geschatztem

Effekt
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Kombination Genistein und Quercetin (G
+ Q) in der Lage ist, die Konzentration des Genistein im Blut anzuheben, wahrend dies fir die
Supplementierung mit Genistein und Naringenin (G + N) nicht im gleichen MaR zutrifft. Die
Erh6hung der Blutkonzentration von Genistein ist vor allem auf eine Zunahme des Genistins
(Genistein-Glykosid) zurtickzufiihren, wahrend das Genistein (Aglykon) nur im linear gemischten
Modell

erhoht erscheint. Mit der

Zunahme der Genisteinkonzentration unter der
Supplementierung mit Genistein und Quercetin kommt es ebenfalls zu einer Erhhung der TAC
im Plasma, allerdings fiihrt diese Kombination auch zu einer Erhéhung von MDA, was einen

hoheren Anfall von Sauerstoffradikalen bedeutet.
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5.2.4 Anderungen des Mikrobioms durch die Intervention

Die Zusammensetzung des Mikrobioms wurde vor und nach der Studie untersucht. Durch die
Auswertung der 16S rRNA gene sequencing kann festgestellt werden, dass in unserem Versuch
durch die Intervention mit Supplementen die darmstandigen Bakterien unverandert bleiben und
es zu keinem signifikanten Unterschied (p-Value: 0,998) zwischen vor und nach der Studie

kommt (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Darstellung des Mikrobioms durch die Intervention. Die Darstellung der Mikrobiomprofile
(before = vor der Studie zum Zeitpunkt U1A; after = nach der Studie zum Zeitpunkt U3B) zeigt, dass die
Intervention mit G, G + N bzw. G + Q keinen messbaren Einfluss auf die darmstandigen Bakterien (p-Value:
0,998) hat und damit keine Anderung des Mikrobioms verursacht.

Die mikrobielle Vielfalt / Diversitat wird unter dem Begriff ,Richness” zusammengefasst.
Richness zahlt die Anzahl der verschiedenen Kombinationen von taxonomischen Spezies, den
sog. OTU’s (operational taxonomic unit) zusammen. Je mehr verschiedene Keime und damit
ausgepragte Diversitat, desto glinstiger wird die Zusammensetzung des Mikrobioms beurteilt.
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Im Vergleich der Richness innerhalb des Teilnehmerkollektivs fallt die Teilnehmerin #1 als
einzige mit 162 (vor der Studie) und 168 (nach der Studie) OTU’s auf (s. Abbildung 22). Die
Konzentrationen ihrer OTU’s waren relativ gering, d.h. dass sie im Darm eine sehr diverse
mikrobielle Zusammensetzung hat, aber alle Spezies nur in geringer Anzahl vorhanden sind. Die
Daten kdénnen wegen der komplexen und aufwendigen Darstellung im Ergebnisteil nicht gezeigt
werden. Die niedrigste Diversitat ist bei Teilnehmer #8 mit 80 (vor der Studie) und 89 (nach der
Studie) OTU’s festzustellen. Alle anderen Teilnehmer waren in einem mittleren OTU-Bereich.

Die Anstiege bzw. Abnahmen der OTU’s aller Teilnehmer wahrend des Versuchs ist nicht

signifikant.
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Abbildung 22: Darstellung der Richness des Mikrobioms durch die Intervention. Richness zeigt die
Summe aller taxonomisch dhnlichen Gruppen, also der OTU’s an. Der Teilnehmer #8 hat die wenigsten
und die Teilnehmerin #1 die meisten OTU’s. Die restlichen Teilnehmer sind im mittleren OTU-Bereich. Die
Anderungen der Zu- bzw. Abnahmen der OTU’s ist nicht statistisch signifikant.
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6 Diskussion

Epidemiologische Studien legen nahe, dass Flavonoide eine entziindungshemmende Wirkung
haben und gegen entziindliche Erkrankungen schiitzen kénnen (Pérez-Cano & Castell, 2016;
Gonzalez et al., 2011; Serafini et al., 2010; Duthie, 1999). Die Wirkung der Flavonoide wird auf
ihre  antioxidativen  Eigenschaften  zurlickgefiihrt, einschlieBlich  ihrer  Fahigkeit
Superoxidanionen und Hydroxylradikale zu entfernen und die Lipidperoxidation zu inhibieren
(Boadi et al., 2005, 2003). Meine Versuche beziehen sich auf die Anderung der totalen
antioxidativen Kapazitat im Plasma durch Kombination von antioxidativ wirksamen Flavonoiden.
Im Vergleich zu den neueren Berichten in der Literatur fokussiert sich die Diskussion zundchst
auf die totale antioxidative Kapazitat (TAC) unter den Versuchsbedingungen und den Einfluss
von Geschlecht, Erndhrung und korperlicher Aktivitat auf die TAC. Darauf folgt die Wirkung
verschiedener Flavonoide auf die Lipidperoxidation, die Bedeutung der Mikrobiota fiir den

Stoffwechsel des Genistein und die Erh6hung der Genisteinkonzentration im EDTA-Vollblut.

6.1 Totale antioxidative Kapazitat (TAC)

Flavonoide wie Genistein, Quercetin und Naringenin wurden in den letzten Jahren als wichtige
Antioxidanten erkannt und sind immer noch ein Gegenstand der aktuellen Forschung.
Flavonoide zeigen in vitro zahlreiche Wirkungen, die in vivo allerdings durch die niedrige
Bioverfiigbarkeit begrenzt sind (Miron et al., 2017; Pérez-Cano & Castell, 2016; Z. Chen et al.,
2014; Rodriguez-Mateos et al., 2014; Jiang & Hu 2012; Zhen Yang et al., 2012; Gonzalez et al.,
2011; Serafini et al., 2010; Ross & Kasum, 2002; Duthie, 1999). Mit dieser Arbeit wird untersucht,
ob die Konzentration von Genistein (Isoflavon) im Vollblut durch Co-Medikation mit anderen
Flavonoiden (Quercetin = Flavonol und Naringenin = Flavonon) erhoht werden kann und sich

dadurch die TAC steigern lasst.

Die Erhéhung der Plasmaspiegel des Genistein ist durch Konkurrenz in der Phase Il der
Biotransformation durch Hemmung der Metabolisierung oder Ausscheidung sowie durch eine
vermehrte antioxidative Kapazitat im Sinne eines ,Spareffekts” denkbar. Der so bewirkte
Anstieg des Genistein im Blut durch das zusatzlich gegebene Flavonoid und auch dessen eigene
antioxidative Wirkung konnten die TAC steigern (Kloska et al., 2011; Arfi, Richard, Gandolphe, et
al.,, 2010). Eine Folge der vermehrten TAC kénnte dann eine Verminderung der oxidativen
Parameter, z.B. des Malondialdehyd (MDA), sein. In unserer Studie erfolgte eine Messung der
antioxidativen Kapazitdt jeweils am folgenden Morgen nach dem Ende der 7-tagigen

Supplementierungsperiode mit den Versuchspraparaten (Genistein, Quercetin und Naringenin).
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Die Veranderung der TAC durch die Versuchspraparate wurde mit dem validierten OxiSelect™
Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay gemessen (Apak et al., 2004; Pietta, 2000).

Zur Bestimmung der TAC im Blutplasma kénnen verschiedene Messmethoden verwendet
werden. Das Prinzip ist bei den meisten Assays die kontrollierte Generierung von
Sauerstoffradikalen durch stark oxidierende Substanzen. Gemessen wird dann die Kapazitat des
Plasmas die entstehenden Sauerstoffradikale zu reduzieren. Fiir die Charakterisierung der TAC
werden verschiedene Messmethoden unter SET (Single Electron Transfer) zusammengefasst.
Eine gangige SET-Messmethode ist die so genannte CUPRAC-Methode (CUPric Reducing
Antioxidant Capacity). Die CUPRAC-Methode basiert auf dem Prinzip die Kupferkomplexe zu
reduzieren (lalongo, 2017; Apak et al., 2004) und erfasst im Vergleich zur FRAP-Methode (Ferric
Reducing Ability of Plasma, ebenfalls eine SET), auch die Antioxidantien mit einer Thiol-Gruppe
(Rubio et al., 2016). Eine weitere SET-Methode ist die Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC), die die Fahigkeit des Plasmas misst, dreiwertiges Eisen in zweiwertiges zu reduzieren
(Miller et al., 1993). Bei dieser Methode wird eine im Stoffwechsel nicht vorkommende Substanz
(ABTS, 2.2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) verwendet, die keine , physiologische”
Substanz zur Erzeugung von Radikalen ist, wahrend Kupfer und Eisen Bestandteile der oxidativ
wirksamen Enzyme sind. In einer Humanstudie mit gesunden Probanden korrelierte die TAC,
gemessen mit der CUPRAC-Methode, signifikant mit dem FRAP und TEAC (Campos et al., 2009).
Aus diesen Griinden haben wir uns fur die CUPRAC-Methode mit dem OxiSelect™ Total
Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit der Firma Cell Biolabs, Inc. entschieden. Dieser Test erfasst
unter anderem Ascorbinsdure, Rinderalbumin (BSA, von engl. Bovine Serum Albumin),
Glutathion (GSH), Trolox, Harnsaure, Vitamin E und Butylhydroxytoluol (BHT) (Biolabs, 2010-
2012).

In der Literatur wird berichtet, dass eine selektive Kombination von Polyphenolen, wie z.B.
Genistein, Quercetin und Resveratrol die Wirksamkeit der Einzelsubstanzen signifikant erhéhen
kann (Park et al., 2008). Dabei kdnnen niedrig dosierte Flavonoid-Kombinationen (Genistein,
Quercetin und Biochanin A) in vitro eine antioxidative Wirkung haben, die ausgepréagter ist als
wesentlich hoher dosierte Einzelsubstanzen (Kumar et al.,, 2011). Wir konnten in der
vorliegenden Studie beobachten, dass die TAC-Konzentration am Ende der Versuchsperiode in
der G + Q-Gruppe (Kombination von Genistein + Quercetin) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Genistein als Einzelsubstanz) und auch zur G + N-Gruppe (Kombination von Genistein +
Naringenin) am hochsten war. Die graphischen Darstellungen unterstiitzen dieses Ergebnis und
zeigen, dass es in der G + Q-Gruppe zu einer Zunahme des Medians der TAC, um 0,0111 mM
kommt. Ebenso wird dieses Ergebnis durch den geschatzten und resultierenden Effekt im linear
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gemischten Modell (LGM) (0,008 mM) bestatigt. Die Daten deuten darauf hin, dass von den
verabreichten Flavonoiden die G + Q-Kombination am meisten die TAC erh6ht und die Wirkung
von Genistein, als Einzelsubstanz gegeben, tGbertrifft. Die G- und G + N-Gruppen lieferten in der
graphischen Darstellung ein negatives Ergebnis, da der Median um -0,051 mM bzw. -0,0082 mM
unter den Ausgangswert sank und somit keine Zunahme der TAC durch die Einnahme von G bzw.
Co-Medikation mit Naringenin festzustellen war. Im Vergleich dazu lieferte das LGM in beiden
Gruppen (G + N = 0,06 bzw. G-Gruppe = 0,001) eine Zunahme der Differenzen, die aber geringer
war als in der Kombination G + Q (0,008 mM). Diese Aussagen im LGM sind mathematisch
valider, da das statische Modell die zufdlligen Personen-Effekte und der Versuchsbedingung (G,
G + Q oder G + N) als kategorische EinflussgroRen auswertet. Allerdings erreichen die
Anderungen von TAC, statistisch nicht das Signifikanzniveau. Wir zeigen in dieser Pilotstudie,
dass die Kombination der Flavonoide G + Q einen additiven Effekt auf die TAC ausiibt.
Erwdhnenswert ist, dass die Dosierung der bei diesem Pilotversuch verwendeten Flavonoide so

gewadhlt wurde, dass sie auch mit normaler Ernahrung gut erreicht werden kann.

6.2 Geschlechtsunterschiede und TAC

Mit 58,3% Ubertraf der Anteil Frauen im Versuchskollektiv geringfligig den der Manner (41,7 %).
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen keine signifikanten geschlechtsspezifischen
Unterschiede in Bezug auf die TAC. Geschlechtsunterschiede in der antioxidativen Kapazitat
werden in der Literatur fiir spezielle Konditionen gefunden, die aber fiir gesunde junge Personen
ohne Relevanz sind (Tenkorang et al., 2018; Ide et al., 2002). Unter physiologischen Bedingungen
scheinen die Frauen weniger anfallig flir oxidativen Stress zu sein. Dies kann an den
antioxidativen Eigenschaften von Ostrogen liegen (Kander et al., 2017). Obwohl Manner im
Allgemeinen einen hoheren oxidativen Stress aufweisen als Frauen und auch haufiger an
Krankheiten leiden, bei denen oxidativer Stress eine Role spielt, z. B. Arteriosklerose, ist
oxidativer Stress nicht immer schadlich. Physiologische Testosteronspiegel kdnnen oxidativen
Stress erhdhen und neuroprotektiv sein, indem die Zelle vor einer Schadigung durch
nachfolgende Exposition gegeniiber oxidativem Stress konditioniert wird (Tenkorang et al.,
2018). Somit findet man in der Literatur zwar Hinweise, dass sich unter besonderen Konditionen
Unterschiede in dem Anfall an Sauerstoffradikalen zwischen den Geschlechtern finden, dass

jedoch fir Personen in der Altersgruppe unseres Kollektivs keine Unterschiede bestehen.
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6.3 Erndhrung und TAC

Fiir unsere Studie hat die Erndhrung in mehrfacher Hinsicht eine groRe Bedeutung. Es soll die
Bedeutung der antioxidativ wirkenden Flavonoide, sowie deren metabolische Interaktionen
untersucht werden. Dariliber hinaus hat die Erndhrung Auswirkungen auf das Mikrobiom und
dieses wiederum interagiert mit dem Stoffwechsel der Flavonoide. Es ist folglich wichtig,
definierte Erndhrungsbedingungen zu schaffen und sicherzustellen, dass sich das Mikrobiom

wahrend der Versuchsphase nicht dndert.

Zundchst galt es, einseitige Kostformen zu erkennen und auszuschlieRen, da diese die
Zusammensetzung des Mikrobioms verdndern, wie z. B. eine sehr fettreiche Kost (Murphy et al.,
2015). Die Evaluierung der Erndhrung vor Versuchsbeginn erfolgte mit dem Food-Frequency-
Questionaire (FFQ). Mit ihm wurden 29 verschiedene Lebensmittelgruppen abgefragt, die im
Rahmen einer gesunden Ernahrung, wie sie von der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung e. V.
(DGE) empfohlen wird, Relevanz haben. Dabei ist zu beachten, dass die Empfehlungen fiir die
Nahrstoffzufuhr Limitationen aufweisen, wie dies von der DGE thematisiert wird (DGE
Referenzwerte: https://www.dge.de/wissenschaft/referenzwerte/ am 04.07.2018). Je nach
wissenschaftlicher Datenlage und physiologischer Rolle werden die Empfehlungen
(Referenzwerte) als empfohlene Zufuhr, als Schatzwert oder als Richtwert ausgesprochen.
Demzufolge haben empfohlene Zufuhr, Schatzwert und Richtwert eine unterschiedliche
Aussagekraft. Die Referenzwerte fir die Nahrstoffzufuhr benennen Mengen fiir die tagliche

Zufuhr von Energie und Nahrstoffen, sowie Wasser, Ballaststoffe und Alkohol.

Die Umsetzung der Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr soll einen Beitrag zur Erhaltung und
Forderung der Gesundheit und der Lebensqualitat leisten. Da aber der individuelle Bedarf von
zahlreichen Faktoren, wie Erbanlagen, Lebensstilfaktoren, kérperlicher Aktivitat, um nur einige
zu nennen, abhdngt, gibt es fir die meisten Na&hrstoffe keine allgemeine giiltige
Zufuhrempfehlung. Die Empfehlungen fir die tagliche Nahrstoffzufuhr basieren auf dem
durchschnittlichen Bedarf, von dem angenommen wird, dass er fiir 50 % einer definierten
Bevolkerungsgruppe ausreichend ist. Fir die Berechnung der empfohlenen Zufuhr, das sind die
Referenzwerte, wird zu diesem Bedarf ein Zuschlag von 20 — 30 % (entspricht 2
Standardabweichungen bzw. einer Streuung von 10 — 15 %) addiert (DGE Empfohlene Zufuhr:
https://www.dge.de/index.php?id=358 09.07.2018). Damit decken die als Referenzwerte

angegebenen Quantitdten der Nahrstoffe (empfohlene Zufuhr) der den Bedarf nahezu aller
gesunden Individuen einer definierten Personengruppe, stellt die lebenswichtigen
metabolischen, physischen und psychischen Funktionen sicher und schitzt vor
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erndhrungsbedingten Gesundheitsschaden und Mangelzustinden. Mit dem Anspruch der
absoluten Richtigkeit ist die Beurteilung bzw. Planung einer bedarfsdeckenden Erndhrung von
Einzelpersonen mit den Referenzwerten nicht moglich, da der individuelle Bedarf damit nicht

bericksichtigt wird.

Wir haben in unserem Setting den FFQ verwendet, der keine quantitativen Aussagen (ber die
Zufuhrmenge erlaubt, es aber ermdoglicht, qualitativ die Erndhrung zu beurteilen. Wir konnten
damit feststellen, dass unsere Versuchsteilnehmer in dem Verzehrsverhalten eher dem
Durchschnitt der Deutschen (Nationale Verzehrstudie Il) als dem von erndhrungsbewussten
Personen entsprach. Insgesamt konnten wir somit feststellen, dass sich unsere
Versuchspersonen ,durchschnittlich” erndhrten. Verglichen mit den aktuellen
Ernahrungsempfehlungen der DGE und im Vergleich zu den Daten der Nationalen
Verzehrsstudie Il (NVS 1l) konsumierten unsere Studienteilnehmer weniger haufig als empfohlen
Obst, Gemiise, Fisch, Milch und Brot. Da diese Lebensmittel zur Versorgung mit Antioxidanten
beitragen, kann daraus geschlossen werden, dass die Teilnehmer nicht mit Antioxidantien
Uberversorgt waren und somit die Studien-Praparate in der Lage waren, die TAC im Plasma zu
erhéhen. Wir wollten auch keine sehr gesundheitsbewussten Teilnehmer in die Studie
aufnehmen, da deren Versorgung mit sekundaren Pflanzenstoffen sehr gut ist und

moglicherweise die Interventionseffekte verschleiert hitte.

Wahrend der Studie war der Verzehr von Obst und Gemuse in Ublichen Mengen, mit Ausnahme
von Soja und Sojaprodukten, erlaubt. Es durften aber keine entscheidenden Anderungen, wie
,Obsttage” oder eine Umstellung auf z. B. vegetarische / vegane Kost erfolgen. Alle Konzentrate,
wie Fruchtsafte, Marmeladen, Smoothies usw. wurden wahrend der Versuchszeit ebenfalls vom
Verzehr ausgeschlossen. Diese Vorgaben wurden von allen Teilnehmern eingehalten, wie bei

den Kontrolluntersuchungen festgestellt werden konnte.

6.4 Korperliche Aktivitat (Halb- und Marathon) und TAC

Wahrend der Studie haben vier Teilnehmer gleichzeitig an einem Laufwettbewerb
teilgenommen, davon absolvierten drei einen Halbmarathon und einer die volle
Marathondistanz. Diese Aktivitat war drei Tage vor dem nachsten Kontrollzeitpunkt (U3B) mit
Blutentnahme. Die Leistungsfahigkeit der Laufer wurde nicht erfasst, sie spielt aber fir die
oxidative Belastung eine Rolle (Mrakic-Sposta et al., 2015; Carlsohn et al., 2008; Briviba et al.,
2005; Leeuwenburgh & Heinecke, 2001) und kann die individuelle Auswirkung des Laufs auf den
oxidativen Stoffwechsel beeinflussen. In der Literatur ist dokumentiert, dass die Dauer der

oxidativen Folgen eines Laufes nicht iber Stunden hinausgeht (Niess & Simon, 2007; Niess,
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2002). Briviva et al. untersuchte die Auswirkung verschiedener Laufdistanzen auf die
Konzentration der Antioxidantien im Plasma (Briviba et al., 2005). Bei Hobbyldufern fand er
einen statistisch signifikanten Anstieg verschiedener Parameter, die mit oxidativem Stress im
Zusammenhang stehen, wie oxidative DNS-Schadigung, reduzierte antioxidative Kapazitat, die
gegen DNS-Schadigungen schitzt und die Immunfunktionen verandert. Dieser Effekt ist vom
Trainingszustand des Laufers abhangig. Ein regelmaliges Training kann vor
belastungsinduziertem oxidativem Stress schiitzen und zu einer trainingsbedingt gesteigerten
Belastungstoleranz beitragen sowie die antioxidative Kapazitdt erhéhen (Carlsohn et al., 2008;
Niess, 2002). Nach einem Training oder Wettkampf steigen bestimmte Blutparameter des
oxidativen Stresses wie konjugierte Diene (CD, engl. conjugated dienes), Malondialdehyde
(MDA), Superoxid-Dismutase (SOD), Glutathionperoxidasen (GSHPx) und Katalase (CAT, engl.
catalase) an, bleiben fiir 24 bis 48 Stunden erhdht und erreichen danach das Ausgangsniveau
(Niess & Simon, 2007; Niess, 2002; Marzatico et al., 1997). Einen dhnlichen zeitlichen Verlauf
haben belastungsbedingte Beschwerden wie Muskelschmerzen, -kater oder Miidigkeit. Valimaki
et al. (2016) zeigten, dass z.B. die oxidativen Verdnderungen an HDL bereits 90 Minuten nach
einem Marathonlauf nicht mehr nachweisbar sind (Valiméaki et al.,, 2016). Da das Ende des
Marathonlaufs aber mindestens 72 Stunden vor der Kontrolluntersuchung war, kénnen wir
einen Einfluss des Langstreckenlaufs auf die gemessenen Parameter als unwahrscheinlich

ansehen, wollen ihn aber auch nicht vollig ausschlieRen.

6.5 Wirkung verschiedener Flavonoide auf Malondialdehyd (MDA)

Malondialdehyd (MDA) entsteht wahrend der Lipidperoxidation als Abbauprodukt mehrfach
ungesattigter Fettsduren und dient als wichtiger Biomarker fiir den oxidativen Stress (Frijhoff et
al., 2015; Halliwell & Whiteman, 2004; Marnett, 1999; Esterbauer et al., 1991; Janero, 1990).
Oxidativer Stress induziert die Ausschittung von entziindungsfordernden Zytokinen und
spezifischer Transkriptionsfaktor wie NF-kB (Dozor, 2010; Lykkesfeldt, 2007). Flavonoide wie z.B.
das Genistein, das in Sojaprodukten reichlich vorkommt, konnen mit freien Radikalen reagieren
und deren negative Ladung lUbernehmen (McGraw et al.,, 2016; Tovar et al., 2002). Als
Einzelsubstanzen verringern Genistein (Javanbakht et al., 2014), Quercetin (Dong et al., 2014)
und auch Naringenin (Sirovina et al., 2016) die Oxidation von Serumlipiden. Dabei entstehen
hoch reaktive Produkte, wie Hydroxide, Hydroperoxide und Peroxide, die ihrerseits wieder einen
Reaktionspartner zur Ubernahme der negativen Ladung brauchen, um keinen Zellschaden zu
verursachen. Dies kdnnte durch die kombinierte Gabe verschiedener antioxidativ wirksamer

Stoffe erfolgen, wie dies z. B. in der Redoxkette beschrieben wurde (Bouayed & Bohn, 2010).
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Wir konnten allerdings keine Berichte in der Literatur finden, die die Wirkung verschiedener
Flavonoide in dieser Hinsicht im menschlichen Blutplasma oder Vollblut untersucht haben. Die
Studie kann somit nach unserem Wissensstand erstmals zeigen, dass sich die antioxidative
Wirkung von Genistein als Einzelsubstanz durch die Co-Medikation mit Quercetin steigern lasst.
Bemerkenswert ist, dass das Flavanon Naringenin bei der Kombination mit Genistein die TAC am
Ende der Versuchsperiode nicht ansteigen lasst, vielmehr nimmt die mit MDA bestimmbare
Menge an ROS zu. Allerdings lassen sich beim Vergleich mit Quercetin unter Naringenin

niedrigere Werte, fir die durch MDA gemessenen ROS nachweisen.

Die Bestimmung von Malondialdehyd mittels Thiobarbitursdure (TBA), die einfach
spektrometrisch gemessen werden kann, ist neben der fluorimetrischen Bestimmung, die am
haufigsten angewendete Methode zur Bestimmung von Lipidperoxiden und ist in zahlreichen
Publikationen zur Abschdtzung des oxidativen Stresses verwendet worden (Tsikas, 2017;
Devasagayam et al., 2003). Ein bekannter Nachteil dieses Tests ist, dass TBA nicht ausschlieRlich
mit MDA reagiert, sondern auch mit anderen Komponenten der biologischen Matrix. Um die
Spezifitat der Bindung zu erhéhen, werden in der von uns verwendeten Modifikation, die unter
dem Namen OxiSelect™ MDA Adduct Competitive ELISA Kit der Firma CELL BIOLABS im Handel

ist, spezifische Antikdrper gegen MDA eingesetzt, die MDA spezifisch binden.

In unserer Studie nahm der Median des MDA, gebildet aus der Differenz von Endwert minus
Anfangswert der jeweiligen Versuchsperiode, wdhrend der Gabe von Genistein um -36,86
pmol/l ab, ebenso das Intercept im LGM. Dies bedeutet, dass am Ende der Versuchsperiode mit
Genistein als Einzelsubstanz weniger MDA zugesetzt werden musste, also weniger Lipidoxide
entstanden waren. Dieser Befund kénnte auch durch eine Anderung der Ernahrung, die durch

unsere Versuchsbedingungen ungewollt induziert wurde, bedingt sein.

Die Erfassung der Erndhrungsweise unserer Versuchsteilnehmer mittels des FFQ's hat gezeigt,
dass sie sich ,, durchschnittlich”, entsprechend einer ,Western Diet” erndhrten und somit nicht
die empfohlene Menge an sekundaren Pflanzenstoffen aufgenommen hatten und auch wahrend
des Versuchs nicht aufnahmen. Wahrend des Versuchs konnten die Teilnehmer Obst und
Gemdse in dem fir sie Ublichen Umfang verzehren. Sie bekamen zwar eine Liste ausgehandigt
und erklart, in der alle Lebensmittel mit einem hohen Anteil an Flavonoiden vermerkt waren
und die sie wahrend des Versuchs meiden sollten. Trotzdem kdnnte es sein, dass die Versorgung
mit Antioxidantien, zu denen auch die Flavonoide gehéren, wahrend des Versuchs héher als in
der Vorversuchsperiode war. Allerdings wird ein neuer steady state der von uns verwendeten

Flavonoide binnen einer Woche erreicht (Bitto et al., 2013; Burnett et al., 2011). Zudem war die
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Zuteilung der Versuchspersonen zu Genistein wie zu den anderen Versuchsprdparaten zeitlich
versetzt (Tabelle 8 Versuchsprotokoll), so dass 4 Versuchspersonen Genistein bzw. die anderen
Kombinationen in der zweiten bzw. dritten Versuchsperiode erhielten. Die Supplementierung in
der G-Gruppe zeigt graphisch (-36,86 pmol/ml) wie rechnerisch im LGM (-89,51 pmol/ml) eine
Abnahme von MDA und somit den erwarteten geringeren Anfall von ROS. Die Bestimmung von
MDA unter G + N ergibt graphisch eine geringe mediane Zunahme (3,33 pmol/ml) im Vergleich
zum Anfangswert, allerdings nimmt MDA im LGM (-26,12 pmol/ml) ab und es ist somit keine
Zunahme der Lipidoxidation festzustellen. Dagegen ist der Median der Differenzen von End- und
Anfangswert unter G + Q positiv, somit ist unter dieser Supplementierung eine Zunahme (63,56
pmol/ml) der durch MDA gemessenen Lipidoxidation erfolgt (siehe Abschnitt 5.2.2.2). Dieser
Effekt wird auch durch die Schitzung der festen Parameter im LGM (70,14 pmol/ml) bestétigt
(Tabelle 21). Anzumerken ist, dass die Anderungen des MDA, unter keiner der gegebenen
Flavonoidkombinationen das Signifikanzniveau erreichen, sie koénnen also zufillig sein.
Trotzdem ist dieser Befund U{berraschend, da in der Literatur eine Abnahme der
Lipidperoxidation, nachgewiesen durch einen geringeren Anfall von TBARS und damit geringere
Werte des MDA nach Injektion mit Quercetin (tadglich 15 mg/kg intraperitoneal (i.p.)), im
Tierversuch, gezeigt wird (Coskun et al., 2005). Als moglicher Confounder wird die beschriebene
Teilnahme an dem Marathonlauf von vier Versuchspersonen in dieser Versuchsperiode in
Betracht gezogen. Wie vorher angegeben, steigert ein Marathonlauf den Anfall an
Sauerstoffradikalen, aber der zeitliche Abstand zwischen dem Marathonlauf und der
Blutentnahme macht einen Einfluss unwahrscheinlich. Die ROS werden binnen Stunden wieder
eliminiert, allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass es dabei zu einem Verbrauch von
Antioxidantien kommt, der einen langerdauernden Effekt auslost. Leider gibt es hierzu keine
relevanten Untersuchungen. Unsicher bei dieser Betrachtung ist auch der Einfluss des
Trainingszustandes. Obige Aussage gilt moglicherweise nur fiir trainierte Sportler. Unsere
Versuchspersonen waren durchweg Hobbysportler und moéglicherweise kommt es dadurch zu
einem hoheren Anfall von Sauerstoffradikalen. Dies ist moglich, wenn bei der kérperlichen
Belastung die aerobe Schwelle Uberschritten wird und es im anaeroben Zeitraum zu einem
Muskelschaden, wie z. B. Muskelkater, kommt. Diese Annahme wird durch eine Arbeit von Child
et al. (1998) unterstitzt. Er beschreibt einen vermehrten Anfall von Sauerstoffradikalen durch
einen Halbmarathon- bzw. Marathonlauf, nachgewiesen durch eine Zunahme der TAC-Werte
bei gleichzeitigem Anstieg sowohl von MDA als auch von dem Muskelenzym Creatinkinase (CK).
Ein Anstieg der CK beweist einen Untergang von Muskelgewebe, das durch eine

Entziindungsreaktion mit vermehrtem Anfall von ROS beseitigt werden muss. In der
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Untersuchung von Child et al. (1998) und durch andere Literaturstellen gezeigt (Jowko et al.,
2015; Clarkson, 1995), fiihrt der Anstieg des MDA auch zu einer Aktivierung des antioxidativen
Systems. Es kdnnte ein Teil des beobachteten TAC-Anstiegs unter der Supplementierung mit G
+ Q durch einen gesteigerten Anfall von ROS bedingt sein. In unserer Studie zeigt Genistein, als
Einzelsubstanz und gleichzeitig als Kontrolle, anders als bei G + Q- und G + N-Kombination, eine
Abnahme der Lipidoxidation, da sich die MDA-Konzentration um -36,86 pmol/ml am Ende dieser
Versuchsperiode im Vergleich zum Beginn verringert. Es ldsst sich eine Beziehung zu den TAC-
Werten zeigen, die unter der Supplementierung mit G abnehmen. Zusammenfassend zeigen die
TAC und MDA Befunde, dass offensichtlich eine Beziehung zwischen dem oxidativen und
antioxidativen System besteht, wobei die Wirkung der Intervention auf das offensichtlich

multifaktoriell gesteuerte System bisher noch zu wenig verstanden ist.

6.6 Das Mikrobiom

Genistein (Isoflavon), Quercetin (Flavonol) und Naringenin (Flavonon) kommen in Lebensmitteln
vor allem als Glykoside (bioinaktiv) vor (Ozdal et al., 2016; Thilakarathna & Rupasinghe, 2013;
Walle, 2004; Gee et al., 1998; Setchell, 1998). Fiir die Umwandlung in die entsprechenden
bioaktiven Aglykone, werden Glykoside nach oraler Aufnahme im unteren Diinndarm durch -
Glukosidasen in der Darmwand hydrolisiert und vom Zuckerrest abgespalten (s. Kapitel 2.3.2).
Die Bioverfiigbarkeit der Aglykone ist im Vergleich zu Glykosiden etwas niedriger (Thilakarathna
& Rupasinghe, 2013; Setchell et al., 2001). Die Polyphenolstruktur der Flavonoide bestimmt das
Ausmal’ und die Absorptionsrate im Darm sowie die Konzentration in Urin und Blut (Zheng et

al., 2003; Xu et al., 1995).

Phenolische Verbindungen sind als antimikrobielle Mittel mit bakteriostatischer oder
bakterizider Wirkung bekannt (Barbieri et al., 2017). Genistein, dass eine 5-Hydroxylgruppe
besitzt, wird im Vergleich zu Daidzein, das keine 5-Hydroxylgruppe aufweist, schneller abgebaut.
In vitro Studien zeigen, dass Genistein, Quercetin und Naringenin das Wachstum von Bakterien
der Mikrobiota dosisabhingig hemmen kénnen (Kawabata et al., 2013; Duda-Chodak, 2012;
Parkar et al., 2008). Durch ihre antiproliferativen und antiinflammatorischen Aktivitaten haben
sie einen Eini‘luss auf die Darmbakterien und spielen eine Rolle fir die allgemeine
Darmgesundheit (Espin et al., 2017; Selma et al., 2009). Die Darmfunktion und damit auch der
intestinale Stoffwechsel des Genistein hangen unter anderem von der Zusammensetzung der
Mikrobiota ab. Es muss deshalb sichergestellt sein, dass sich die Darmmikrobiota wahrend des
Versuchs nicht andert. Die Darmmikrobiota wurde zu Beginn und am Ende bei unseren

Studienteilnehmern untersucht. Die Zusammensetzung des Mikrobioms wurde durch die
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Sequenzierung der 16S-ribosomale RNA mit der Methodik von (Lagkouvardos et al., 2017)
ermittelt. Dieses sogenannte microbial profiling zeigt mit einem p-Wert von 0,998 keinen
signifikanten Unterschied durch die Einnahme der verschiedenen Polyphenole, insbesondere
der Flavonoide, wahrend der Studie. Damit kann ein Einfluss der Darmmikrobiota auf die

Konzentration des Genistein im Vollblut ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine Supplementierung mit Genistein, auch in
Kombination mit Quercetin oder Naringenin in einer Dosis von jeweils 100 mg die

Zusammensetzung des Mikrobioms nicht messbar verandert.

6.7 Bestimmung von Genistein und Genistin im Vollblut

Die Messungen von Genistin (Glykosid) und Genistein (Aglykon) erfolgen in der vorliegenden
Arbeit im EDTA-Vollblut, basierend auf der von Biasutto et al. (2010) beschriebenen Methode
und den im Rahmen der Methodenentwicklung durchgefiihrten Vorversuchen mit HPLC von

Galasso (2012) an der Universitat Hohenheim (Galasso, 2012; Biasutto et al., 2010).

Die Studienteilnehmer erhielten Genistein (G) als Einzelsubstanz oder in Kombination mit
Quercetin (G + Q) bzw. Naringenin (G + N) jeweils Gber 7 Tage, zwischen jeder Einnahmeperiode

war eine wash-out-Phase von 7 Tagen, so dass die gesamte Studiendauer 6 Wochen betrug

6.7.1 Genistin

Der mediane Unterschied in der Gruppendifferenz zwischen dem Anfangs- und Endwert fir das
Genistin (Glykosid) stieg unter allen drei Supplementen in der Reihenfolge G + Q (2,55 umol/l) >
G (1,90 pmol/l) > G + N (1,88 umol/l) an. Die jeweiligen graphischen Tendenzen der Zunahmen
werden durch die Berechnung des resultierenden Effektes fiir jede der drei verwendeten
Dosierungen (G + Q = 2,48 umol/l; G = 2,41 umol/l; G + N = 2,08 umol/l) im LGM bestatigt,
allerdings sind sie statistisch nicht signifikant. Die gréBte Zunahme des Genistin im Vollblut wird
durch die Co-Medikation von G + Q erreicht. Beim Vergleich der jeweiligen Whiskerlangen der
Gruppendifferenzen fir das Genistin in den Boxplots fallt auf, dass sie in den drei
Versuchsabschnitten sehr unterschiedlich sind. Insbesondere ist dies in der G + Q-Gruppe durch
den extrem hohen Wert von 6,88 umol/l (zum Zeitpunkt U3B) und in der G-Gruppe durch den
Wert von 6,90 umol/l (zum Zeitpunkt U3A) zu sehen. Dieser Wert verlangert in der G- und G +
Q-Gruppe den oberen Whisker erheblich. Beide Werte sind der Studienteilnehmerin #1
zuzuordnen. Diese Versuchsperson hatte bei allen Messzeitpunkten hohere Genistin-Werte als
die UGbrigen Versuchsteilnehmer. Eine Fehlbestimmung kann ausgeschlossen werden, da die

Kontrollmessung mehrfach durchgefiihrt wurde. Wir haben gepriift, ob sich diese Teilnehmerin
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auch in den TAC Werten von den anderen Teilnehmern unterscheidet und konnten TAC-Werte
im unteren Bereich im Vergleich zu den restlichen Teilnehmern feststellen. Besonders auffallig
niedrig ist die TAC-Konzentration nach der letzten Supplementierungsperiode (U3B) - in der die
Versuchsperson am Halbmarathonlauf teilgenommen hatte. Mit 0,291 umol/l war die TAC-
Konzentration erheblich niedriger als der Mittelwert der TAC-Konzentrationen aller Teilnehmer
zum Zeitpunkt U3B mit 0,39 + 0,09 umol/l (MW + SD). Die MDA-Werte waren bei der
Teilnehmerin im mittleren Bereich. Da das Genistina mit 6,88 (G + Q) bzw. 6,90 (G) umol/I
weitaus hoher als bei den anderen Versuchsteilnehmern war, kbnnte man vermuten, dass auch
die Konzentrationen des Genistein im oberen Bereich liegen. Jedoch waren die Genisteina-Werte
bei dieser Teilnemerin mit 0,06 (G + Q) bzw. 0,34 (G) umol/l im mittleren Bereich, was fir einen
verminderten Metabolismus des Genistin spricht. Da Genistin zur Resorption in das Aglykon
Genistein von der Darmmikrobiota umgewandelt werden muss, haben wir das Profil der
Darmkeime bei dieser Teilnehmerin ndaher Giberprift. Es zeigt eine hohe Diversitdt der Keime,
was als Zeichen einer ,,gesunden” Darmflora interpretiert wird. Jedoch ist die Keimzahl sowohl
der einzelnen Spezies wie auch des gesamten Mikrobioms im Vergleich zu den anderen
Versuchsteilnehmern niedrig. Die Daten kénnen wegen der komplexen und aufwendigen
Darstellung im Ergebnisteil nicht gezeigt werden. Es kann somit sein, dass die Umwandlung von
Genistin in  Genistein bei dieser Teilnehmerin eingeschrankt war. Die mikrobielle
Zusammensetzung des Darminhalts wird von mehreren Faktoren bestimmt, wie der genetischen
Ausstattung, sowie den Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten. Der FFQ lieferte bei dieser
Teilnehmerin keine Hinweise auf besondere Verzehrsgewohnheiten und wir konnten auch keine
speziellen Lebensgewohnheiten, wie Verwendung von bakterizid wirkenden Stoffen oder
Krautern erfragen. Somit kommen zwar genetische Ursachen in Betracht, kbnnen aber durch

unsere Untersuchungen nicht bewiesen werden.

6.7.2 Genistein (Aglykon)

Ein Anstieg der Genistein-Konzentration fand sich in dieser Studie nach der Gabe von G und G +
Q, wahrend unter G + N kein Anstieg des Genistein im EDTA-Vollblut messbar war. Die Zunahme
des Medians der Genisteinkonzentration war am Ende der Versuchsperiode mit G (Median:
0,057 umol/l; LGM: 0,07 pmol/l) am groRten (s. Boxplott Abbildung 17). Statistisch
bedeutungsvoller ist das LGM, welches am Ende der Versuchsperiode mit G + Q (Median: 0,036
umol/Il; LGM: 0,11 umol/l) den groRten Anstieg der Genisteinkonzentration im Plasma aufweist
(s. Tabelle 23). Dagegen nimmt der Median der Genisteinkonzentration am Ende der

Supplementierung mit G + N um 0,073 pmol/Il ab, im LGM ist die Abnahme mit -0,04 umol/I
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geringer. Diese Unterschiede von Median und LGM sind durch die Einberechnung des
Interceptes zu den jeweiligen geschatzten Effekten der Supplementierung zuriickzufiihren. Die
Ergebnisse im LGM sind mathematisch modelliert und somit valider im Vergleich zu den in
Boxplots dargestellten Medianen. Das LGM liefert den Nachweis, dass die Co-Medikation mit G
+ Q die Genisteinkonzentration im Vollblut am meisten erhéht. Die Unterschiede der
Differenzen sind auch hier statistisch nicht signifikant, was moglicherweise der geringen Fallzahl

geschuldet ist.

Um die von uns ermittelten Konzentrationen von Genistein mit den Berichten aus der Literatur
vergleichen zu konnen, werden im Folgenden die MW + SD angegeben. In dieser Studie lag die
durchschnittliche Genistein-Konzentration im EDTA-Vollblut der 12 Teilnehmer vor der
Supplementierung mit G bei 1,3 £ 0,07 umol/l, mit G + N bei 1,35 + 0,13 pumol/l und mit G + Q
bei 1,38 + 0,16 umol/l und somit in einem vergleichbaren Bereich. Dies ist ein Hinweis, dass die
wash-out Periode ausreichend lang war und kein carry-over Effekt die Ergebnisse verfalscht.
Verglichen mit den in der Literatur fiir die Konzentration des Genistein im Plasma und Serum
berichteten Werten (zwischen 0,06 und 0,11 umol/l), werden in dieser Pilotstudie deutlich
héhere Werte des Genistein im EDTA-Blut vor Behandlungsbeginn gemessen ((deVere White et

al., 2010; Kumar et al., 2007; Hussain et al., 2003) s. Tabelle 25).

Die Anstiege der Genisteinkonzentration sind durch die Supplementierung beim vorliegenden
Versuch mit den in der Literatur berichteten Ergebnissen vergleichbar. Setchell et al. (2001)
kénnen nach Gabe einer Einzeldosis von 50 mg Genistein die Konzentration von Genistein mit
1,26 = 0,27 umol/l im Plasma feststellen (Setchell et al., 2001). Verglichen mit unseren
Ergebnissen nach der Supplementierung mit G (1,37 + 0,15 umol/I), G + N (1,31 + 0,16 umol/l)
und G + Q (1,49 + 0,26 umol/l) sind die meisten in der Literatur berichteten Werte niedriger (s.
Abbildung 18). Unsere Werten sind ndher an den Ergebnissen von Galasso (1,294 + 0,063
umol/l), die im EDTA-Vollblut ermittelt wurden, wahrend die anderen Untersucher im Plasma
oder Serum gemessen haben. Nach der Gabe von Genistein als Reinsubstanz in einer Dosierung
von taglich 100 mg Uber einen Zeitraum von 3 Monaten fand Galasso eine Zunahme der

Genisteinkonzentration auf 1,294 + 0,063 umol/l im EDTA-Vollblut (Galasso, 2012).
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Tabelle 25: Vergleich der Genisteinkonzentration aus unserer Studie mit der Literatur. Gelistet nach
Konzentration nach der Supplementation.

Studie Material
Busby et al. Plasma
(2002)

Hussainetal.  Serum
(2003)

Setchelletal. Plasma
(2001)

Galasso EDTA-
(2012) Vollblut
Diese Studie EDTA-
mitG+N Vollblut
Diese Studie EDTA-
mit G Vollblut
Kumar et al. Plasma
(2007)

Diese Studie EDTA-
mitG+Q Vollblut
Zhang et al. Plasma
(1999)

n.a. = nicht angegeben

Basiswert
¢ (umol/I1)

n.a.

0,11+
0,29

1,14
0,054
1,35+
0,13
1,3+0,07
0,06
1,38+

0,16

n. a.

Tagliche Supplementation
(Konzentration, Substanz und Dauer)

Einzeldosis; Formulation A:
16 mg/kg KG Genistein
+1,8mg/kg KG Daidzein
Formulation B:

16mg/kg KG Genistein
+7,8mg/kg KG Daidzein

100 mg Isoflavone ,,Novasoy®“

davon 50 mg Genistein, (Verhaltnis
1.1:1:0.2 Genistein:Daidzein:Glycetin),
3-6 Monate

Einzeldosis 50 mg Genistein (Reinsubstanz)

100mg Genistein (Reinsubstanz),

3 Monate

100mg Genistein

+ 100mg Naringenin,

3 Wochen

100mg Genistein (Reinsubstanz),

3 Wochen

80 mg Isoflavone ,,Prevastein HC®,
Genistein, Daidzein und Gylcitein,

3 Monate

100mg Genistein

+ 100mg Quercetin,

3 Wochen

Einzeldosis; 4,5 umol/kg KG Isoflavone in
der Sojamilch mit 4,4 umol/g Genistein
+ 3,9 umol/g Daidzein

+ 0,7 umol/g Glycitein bzw.
Sojabohnenkeim mit 9 umol/g Genistein
+ 34,6 umol/g Daidzein

+ 27,8 umol/g Glycitein

Nach der
Supplementation
¢ (umol/I1)

A: 0,066 £ 0,031

B: 0,363 +0,213

0,65+0,63

1,26 £0,271
1,294 + 0,063

1,31+0,16

1,37+0,15

1,46

1,49+0,26

Sojamilch bei
Mannern:

1,78 £0,83

Frauen:

1,70+£1,01
Sojabohnenkeim bei
Mannern:

1,7+1,01

Frauen:

0,51+0,19

Dies konnte darin liegen, dass Galasso und diese Studie die Konzentration des Genistein im

EDTA-Vollblut gemessen haben, wahrend in der Literatur die verwendete Matrix das Plasma

bzw. Serum ist (Galasso, 2012; Biasutto et al., 2010; deVere White et al., 2010; Hosoda, Furuta,

& Ishii, 2010; Mantovani et al., 2009; Grace et al., 2003; Moon et al., 2000). Somit kénnen wir

unsere Ergebnisse hinsichtlich der Konzentration des Genistein nur mit der Arbeit von Galasso

(2012) vergleichen. Galasso hat die Messung im EDTA-Vollbut etabliert und validiert (Galasso,

2012). Als Grund firr die Verwendung von EDTA-Vollblut wurde von Galasso angegeben, dass

sich Flavonoide an polare Substanzen, wie z. B. den Membranen von Blutzellen binden und nach
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Abtrennung der korpuskularen Blutbestandteile der Bestimmung entgehen (Biasutto et al.,
2010). Biasutto et al. (2010) vergleichen die Ergebnisse der Bestimmung von Flavonoiden wie
z.B. Quercetin und Resveratrol im Vollblut und im Plasma und finden ebenfalls im Vollblut
hohere Werte. Quercetin und Resveratrol sind wegen der fiinf im Molekiil enthaltenen
Hydroxylgruppen polare Substanzen, wie auch andere Flavonoide und binden mehr an
korpuskularen Blutbestandteilen wie z.B. Zellmembran als weniger polare Flavonoide. In dieser
Studie wird flr die Bestimmung des Genistein in der Probenaufbereitung eine Hydrolyse durch
die Zugabe des Enzyms B-Glucuronidase durchgefiihrt, um den Zuckerrest abzutrennen. Im
nachsten Schritt werden die EDTA-Vollblutproben vor der Zentrifugation mit Ultraschall
behandelt. Die hierdurch bewirkte Fragmentierung der Zellmembran gewahrleistet den
Aufschluss der Zellen. Es konnen auch die membranstiandigen Anteile der Analyten erfasst

werden und mit in die Analyse eingehen (Galasso, 2012).

Eine weitere Ursache fiir die oben geschilderten Unterschiede der Konzentration des Genistein
zwischen unseren und den in der Literatur berichteten Werten kann der Verzehr von Produkten
sein, die Soja enthalten. Soja wird in der Lebensmittelindustrie breit verwendet. Schokolade,
Snacks, Fertiggerichte oder Misli kdnnen Soja enthalten. Zwar haben wir sojareiche Produkte
mit den Teilnehmern besprochen und sie auch auf die Verwendung von Soja in der
Lebensmittelindustrie hingewiesen, da der Zusatz von Soja jedoch oft nur an der Zutatenliste
erkannt werden kann, kann die ungewollte Aufnahme nicht ganz ausgeschlossen werden.
Jedoch ist diese Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse sehr unwahrscheinlich, da sowohl
die Werte vor Versuchsbeginn, wie auch die unter der von uns kontrollierten Erndhrung
wahrend des Versuchs hoher waren, als in der Literatur fir Plasmawerte beschrieben (s. Tabelle
25 ). Gestiitzt wird diese Annahme durch die Berichte in der Literatur, die ebenfalls im Vergleich
zu den im Plasma gemessenen Werten hohere Konzentration des Genistein im EDTA-Vollblut
nach Fragmentierung der korpuskuldren Blutbestandteile (Galasso, 2012; Biasutto et al., 2010)

finden.

Erstaunlich ist der Anstieg der Genisteinkonzentration im Plasma, wenn Genistein mit
polyphenolreichen Produkten aufgenommen wird, in denen das Genistein in der natlrlichen
Matrix vorliegt, wie dies in der Sojamilch oder Sojabohnen der Fall ist. Wie in unserem Versuch
nachgestellt, findet sich in diesen Produkten eine Anzahl von Polyphenolen, wie Genistein,
Daidzein, Quercetin, Rutin, Hesperidin und vielen anderen. In der Literatur wird der Anstieg des
Genistein im Plasma durch Verzehr von Sojamilch als Einmaldosis mit 4,5 umol/kg/KG eines
Isoflavongemisches beschrieben. Der Anstieg des Genistein auf 1,78 + 0,83 umol/l (Zhang et al.,

1999) durch das Isoflavongemisch ist weitaus hoher als der durch die oben geschilderte
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Supplementierung mit isoliertem Genistein (Tabelle 25). Dies unterstitzt unsere Hypothese,
dass die Kombination von Polyphenolen die Konzentration des Genistein im Plasma steigert. Es
ware sehr interessant zu wissen, ob die in einem Lebensmittel vorhandenen sekundaren
Pflanzenstoffe sich in ihrer Wirkung immer unterstitzen, dies sozusagen ein Selektionsvorteil
ist, da er die Pflanze vor dem UV-Licht, Bakterienbefall und anderem schiitzt, oder ob eine
Kombination von verschiedenen Pflanzen fiir den Menschen in dieser Hinsicht besonders
bedeutungsvoll ist. In der Literatur gibt es Hinweise, dass auch die Form des Genistein im
Nahrungsmittel Einfluss auf die Resorption und die Bioverfiigbarkeit hat. In den Pflanzen liegt

Genistein meist in beiden Formen, dem Aglykon und Glykosid, vor.

Die Metabolisierung des Genistin und Genistein erfolgt weniger in der Leber, sondern vor allem
im Colon. Das hat wesentliche Auswirkung auf die Wirkdauer und die Bioverfiigbarkeit des
Genistein (Chen et al., 2005; Manach et al., 2005; Busby et al., 2002; Setchell et al., 2001). In
Berichten (ber Plasmakonzentrationen des Genistein wird mehrfach ein Doppelpeak
beschrieben, wobei der zweite Peak gréRer als der vorangehende ist. Dies ist typisch flr einen
enterohepatischen Kreislauf. Es erklart teilweise, dass Genistein trotz einer geringen Resorption
nach oraler Gabe und einer raschen renalen Elimination eines Anteils binnen 3,2 Stunden (Busby
et al., 2002) messbare Plasmaspiegel erreicht und eine Halbwertszeit von 6-8 Stunden beim
Menschen hat (Yang et al., 2012; Yang et al., 2010; Zhou et al., 2008; Coldham et al., 2002). Wie
beschrieben hat der Stoffwechsel des Genistein sozusagen ein Duo-Recycling mit einem
enterischen Stoffwechsel und enterohepatischen Kreislauf. Dies hat zum einen eine
umfangreiche Metabolisierung mit Bildung zahlreicher, zum Teil stoffwechselaktiver Metabolite
zur Folge und tragt auch zu der erwdhnten protrahierten Halbwertszeit im Plasma bei. In der
Mehrzahl der Resorptionsstudien wird eine bessere Resorption des Aglykons im Vergleich zum
Glykosid nachgewiesen (Busby et al., 2002). Allerdings waren die Versuchsbedingungen nicht
einheitlich und schwer vergleichbar, da unterschiedliche Konzentrationen und unterschiedliche
Mischungen von Aglykon und Glykosid verwendet werden (Zheng et al., 2004; Zubik & Meydani,
2003; Richelle et al, 2002; lzumi et al., 2000; Tew et al, 1996). In einigen
Dosisfindungsexperimenten kam es nicht zu einem linearen Anstieg des Genistein im Plasma. Ab
einer Dosis des Genistein tiber 0,8 mg/kg wurde eine Abflachung des Anstiegs von Genistein im
Plasma beobachtet, und auch die Area Under the Curve (AUC) wurde kleiner, was auf eine
limitierte Resorption, eine gesteigerte Elimination oder einen Sattigungsmechanismus bei der
Resorption und / oder dem Metabolismus hinweist (Setchell et al., 2003). Andere Studien zeigen
eine lineare Zunahme des Genistein bei Supplementierung mit steigenden Dosen bis zu 16

mg/kg KG (Franke et al., 2014; Bloedon et al., 2002; Busby et al., 2002; Slavin et al., 1998) was
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auf individuelle Unterschiede in der Resorption oder im Metabolismus hinweisen kann. Bei allen
Studien fallt eine groRe interindividuelle Streuung der Werte auf, moglicherweise durch den

komplexen Metabolismus des Genistein bedingt.

Zu den Stoffwechselwegen fiir die Elimination von Genistein, Quercetin und Naringenin gehéren
die Oxidation in der Phase | Gber die CYP-P450-Enzyme und die Glucuronidierung durch UDP-
Glucuronyltransferasen bzw. Sulfatierung durch SULT-Sulfotransferasen in der Phase Il (Miron
et al, 2017; Yang et al., 2010). Wahrend der Phase | ist das vorherrschende Cytochrom-P450 bei
Genistein CYP1A2 gefolgt von CYP2E1, CYP2D6 und CYP3A4 (Basheer & Kerem, 2015; Breinholt
etal., 2003; M. Hu et al., 2003; Roberts-Kirchhoff et al., 1999). Quercetin und Naringenin werden
ebenfalls (ber diese Enzyme metabolisiert, wobei Naringenin vor allem (ber CYP3A4
verstoffwechselt wird und weniger tiber CYP1A2 (Basheer & Kerem, 2015; Y. Chen et al., 2009;
S. Zhou et al., 2004; Fuhr et al., 1993). Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass es bei der Co-
Medikation von Genistein mit Quercetin zu einer Kompetition um die Verstoffwechselung tiber
CYP1A2 kommt und dadurch die Blutkonzentration von Genistein erhoht wird, wie wir es in
unserem Versuch beobachten konnten. Der Metabolismus lber die CYP-P450-Enzyme ist im
Allgemeinen fiir Flavonoide von untergeordneter Bedeutung (Miron et al., 2017; Jiang & Hu,
2012). Der Phase-lI-Metabolismus ist der dominierende Stoffwechselweg fir die Flavonoide. Im
Vergleich dazu hat der Phase-lI Metabolismus nur begrenzten Einfluss. Die Praferenz der Art der
Metabolisierung durch Glucuronidierung (UGT's)> Sulfatierung (SULTs)> Oxidation (CYP’s) trifft
fiir die meisten in der Literatur beschriebenen Flavonoide zu. Flavonoide werden grofStenteils
durch verschiedene UGT-Isoformen metabolisiert. Die in der Literatur vorliegenden Daten
zeigen, dass sich die verschiedenen UGT- und SULT-Isoformen Flavonoide in unterschiedlichen
Mengen und an verschiedenen Positionen in Glucuronide bzw. Sulfate umwandeln kdénnen
(Meng et al., 2012; Wu et al., 2011; Tang et al., 2010). Die Ergebnisse von (Doerge et al., 2000)
bestatigen, dass die Menge der Glucuronidationsprodukte beim Menschen gréRer als die von
einem Flavonoid entstehenden Sulfate oder Aglykone ist. Die Affinitat des Genistein zu den
glucuronierenden Enzymen nimmt in der Reihenfolge UGT1A8> 1A9> 1A10> 1Al ab (Tanget al.,
2009). Hierbei spielt unter anderem die Konzentration des Genistein eine Rolle. Die
Glucuronidation von Genistein ist flir UGT1A9 bei einer Konzentration von 2,5 mM am hochsten,
wahrend dies fir UGT1A8 bei einer Konzentration von 10 und 35 mM zutrifft. Quercetin und
Naringenin werden ebenfalls durch UGTA8, UGTA9 und UGTA10 metabolisiert (Zhou et al., 2013;
Chen et al., 2008; Cheng et al., 1999). In unserem Versuch fanden wir hGhere Konzentrationen
von Genistein und Genistin im EDTA-Vollblut unter der Kombination von Genistein mit Quercetin

im Vergleich mit den Ergebnissen unter Naringenin. Ob dies auf den oben erwahnten
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Stoffwechsel oder auf eine Kompetition um die Verstoffwechselung durch die UGT's
zurlickzufihren ist, kann mit unserem Versuchsansatz aus den Ergebnissen nicht entschieden

werden.

Die Sulfotransferasen (SULTs: 1A1, 1A2, 1E und 2A1), sind beim Menschen die zweitwichtigste
Uberfamilie von Phase-lI-Enzymen fiir den Genisteinmetabolismus und katalysieren die Bildung
des Genisteinsulfats (Hosoda, Furuta, & Ishii, 2010; Gu et al., 2006; Adlercreutz et al., 1995). Die
Affinitat zu und der Umsatz von Genistein verringert sich von SULT 1A1> 2A1> 1E> 1A2 = 1A3
(Zzhen Yang et al., 2012; Doerge et al., 2000). Genistein dient zwar einerseits als Substrat fur
SULT1A1, hemmt aber gleichzeitig dosisabhangig die Aktivitat des Enzyms (Jiang & Hu 2012).
Vergleichende Untersuchungen zeigen, dass Quercetin ein starkerer Inhibitor des Enzyms als
Genistein ist (Mesia-Vela & Kauffman, 2003). Dartiber hinaus inhibiert Quercetin die Enzyme
SULT1A3 und SULT1E (Nishimuta et al., 2007; Ohkimoto et al., 2004; Otake et al., 2000). Es
kommt bei einer Co-Medikation mit Quercetin zur Verminderung der Sulfatierung von oral
verabreichtem Genistein in der Darmschleimhaut und damit zur Verzégerung des Abbaus. Dies
konnte ebenfalls zum Anstieg der Genisteinkonzentration unter der Co-Medikation mit

Quercetin im Plasma beitragen.

Die Kopplung von metabolisierenden Enzymen und Efflux-Transportern im Darm ermdéglicht das
enterohepatische Recycling und stellt einen der Hauptwege fir die Genistein-Verteilung und
Eliminierung dar (Miron et al., 2017; Jiang & Hu 2012; Hu 2007; Jeong et al., 2005). Neben dem
umfangreichen Stoffwechsel ist der Transport von Flavonoiden und deren Metaboliten ein
weiterer Faktor, der zu geringen und individuell variablen Plasmaspiegeln beitragt. Ein GroRteil
des Genistein kann durch Efflux-Transporter, die an der apikalen Seite von Enterozyten
exprimiert werden, wie z.B. BCRP (Breast Cancer Resistant Protein) und MRP2 (Multi-drug
Resistance Protein 2) zur Exkretion in das Darmlumen gebracht werden (Schexnayder &
Stratford, 2016; Chen et al., 2003; Liu & Hu, 2002). Polymorphismen des BCRP-Transporters, die
zu einer Inhibition oder Ausschaltung der Enzymaktivitat fiihren, erhéhen die Plasmaspiegel von
Genistein signifikant (Bircsak & Aleksunes, 2015; Alvarez et al., 2011; Zhu et al., 2010; Enokizono
et al., 2007). Es ist anzunehmen, dass hierdurch nicht nur die Plasmaspiegel ansteigen, sondern
auch die Bioverfligbarkeit zunimmt. In der Literatur gibt es Hinweise, dass die gleichzeitige
Verabreichung von mehreren Flavonoiden (Apigenin, Biochanin A, Chrysin, Genistein,
Kaempferol, Hesperetin, Naringenin, and Silymarin) die Pharmakokinetik dieser Substanzen
verdndert, in dem der BCRP-Transporter durch resultierende Interaktionen inhibiert wird (Zhang
et al., 2004). Alvarez et al. (2011) untersuchen die Wirkung der Co-Medikation von Genistein

und Daidzein an Bcrp-Knockoutmausen und kdénnen zeigen, dass sich die AUC des Genistein
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dosisabhangig signifikant steigern lasst (Alvarez et al., 2011). Die Autoren nehmen an, dass die
oben diskutierten Effekte, also die Kompetition und die Inhibition der ausscheidenden Enzyme
dafiir ursachlich sind. In der Arbeit von Oitate et al. kann gezeigt werden, dass der transzellulare
Transport von Genistein in Caco-2-Zellen durch Quercetin gghemmt wird (Oitate et al., 2001).
Dieser Befund wird mit der Hemmung eines aktiven Transporters fiir Genistein erklart, der auf
der apikalen Seite der Caco-2-Zellen lokalisiert sein muss. In unserem Versuch waren die
medianen Differenzen des Genistein und Genistin im Vollblut unter der Verabreichung von
Genistein und Quercetin im Vergleich mit den Ergebnissen unter Naringenin erhdht. Ob dieser
Effekt durch eine Hemmung des Transporters, der Kompetition zwischen den Substanzen oder

dem Transporter zustande gekommen ist, kann nicht entschieden werden.

6.8 Bestdtigung unserer These in der Literatur

Die These unserer Arbeit lautet: Die Supplementierung mit mehreren Flavonoiden lbertrifft die

Wirkung einer Einzelsubstanz.

Artikel aus der Literatur zeigen die zahlreichen Wirkungen der Flavonoide, denen
antimikrobielle, entziindungshemmende, antiproliferative und metabolische Wirkungen
zugeschrieben werden. Einige Versuche, besonders die mit konventionellen Nahrungsmitteln,
lassen vermuten, dass durch die Kombination verschiedener Flavonoide eine
Wirkungssteigerung erzielt werden kann. Dies gilt sowohl fir die Verminderung der
Kinaseaktivitat des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors, bei dem die Hemmung der GAG-
Synthese signifikant durch die Kombination von Flavonoiden im Vergleich zu einer
Monosubstanz gesteigert wird, wie auch fir die in unserer Pilotstudie im Focus stehende
antientziindliche Wirkung (Kloska et al., 2011; Arfi, Richard, & Gandolphe, 2010). Harasym and
Oledzki (2014) stellen einen Zusammenhang zwischen der TAC im Blutplasma und der
Verfligbarkeit von Antioxidantien, wie z. B. Flavonoiden fest (Harasym & Oledzki, 2014). Die
Ergebnisse unserer Studie stimmen damit Uberein, da die Kombination von Genistein mit
Quercetin oder Naringenin (hier nur im LGM) die TAC gegenlber der Supplementierung mit
Genistein allein ibertraf. Die Kombination mit Quercetin hat einen deutlich groReren Effekt als
die Kombination mit Naringenin. Unsere Studie konnte zeigen, dass sich die antioxidative
Wirkung von Genistein als Einzelsubstanz durch die Co-Medikation mit Quercetin steigern ldsst.
Dariliber hinaus konnten wir mit der Pilotstudie erstmals zeigen, dass die Kombination von
Flavonoiden, die durch Bestimmung des MDA gemessene Lipidperoxidation vermindert. Die von
uns verwendete Methode der MDA-Bestimmung zeichnet sich durch eine hervorragende

Spezifitdat aus und kann so als ein Marker fiir den oxidativen Stress angesehen werden.
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Oxidativer Stress ist fur viele der sogenannten Zivilisationskrankheiten ein pathogenetischer
Marker. Diese Erkrankungen sind durch steigende Prdvalenz in den Industrienationen, unter
anderem in  Deutschland, gekennzeichnet und betreffen Krebserkrankungen,
Autoimmunerkrankungen der Gelenke, des Darms, der Schilddriise, des Gehirns und des
Bindegewebes, aber auch Speicherkrankheiten, wie die Mukopolysaccharidosen, den Morbus
Alzheimer oder den Morbus Parkinson. Hervorzuheben ist dabei die Neuroinflammation, die
besonders bei der Multiplen Sklerose und den cerebralen Speicherkrankheiten von grolRer
klinischer Relevanz fiir die Progression im Krankheitsverlauf ist. Damit kdnnen unsere Ergebnisse
von klinischer Relevanz sein, da sie eine Grundlage fiir das Design einer anti-inflammatorischen
Ernahrung sind, durch die moglicherweise noch bessere Ergebnisse erzielt werden kdénnen als
durch die Gabe von (hochkonzentrierten) Einzelsubstanzen, die mit unerwiinschten Wirkungen

verbunden sein kdnnen.

6.9 Limitationen der Studie

Aufgrund des kleinen Teilnehmerkollektivs von 12 Personen sind die ermittelten Ergebnisse nur
begrenzt aussagekraftig. Fir die Bestatigung der gesteigerten EDTA-Vollblutkonzentration des
Genistein durch Co-Medikation mit Quercetin, sollten weitere Untersuchungen mit groReren
Kollektiven durchgefiihrt werden. Durch eine langere Interventionsdauer kdénnte gepruft
werden, wann sich durch die Supplementierung ein neuer steady—state in der
Genisteinkonzentration und in der TAC im EDTA-Blut einstellt. Infolge der kurzen
Supplementierungsperiode von einer Woche und dem prolongierten Stoffwechsel von Genistein
ist es moglich, dass bei den Versuchspersonen noch kein steady state erreicht wurde. Hierzu ist
in der Pilotstudie keine Aussage moglich, da finanzielle Begrenzungen nur jeweils eine Messung
am Supplementierungsbeginn und -ende erlaubten. Aus diesem Grund kann auch nichts tber
eine Linearitat oder ein level off des Anstiegs der Blutspiegel des Genistein ausgesagt werden.
Gleiches gilt flir die TAC und die Lipidperoxidation, den oxidativen Stress. Hierzu waren mehrere
Messungen (ber einen langeren Zeitraum erforderlich. Diese Untersuchung wiirde zeigen, ob
sich Uber die Zeit die Parameter verandern. Berichte in der Literatur weisen darauf hin, dass die
verschiedenen ,in der Pflanze vorhandenen Flavonoide sich in ihrer Wirkung verstarken. Es ist
also nicht nachgewiesen, ob die von uns gewahlten Flavonoide tatsachlich die optimale
Kombination sind. Interessant ware die Untersuchung, ob Kombinationen von sekundaren
Pflanzenstoffen, wie sie z. B. in Soja vorliegen, eine evolutionsbedingte Optimierung der

antiinflammatorischen Wirkung darstellen.
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7 Zusammenfassung

Der wichtigste Befund dieser Arbeit ist der Anstieg des Genistein im EDTA-Blut und gleichzeitig
der TAC durch die Co-Medikation mit Quercetin. Dies liel§ sich sowohl im Boxplot wie auch in
der LGM-Berechnung darstellen und korrespondierte mit einer Zunahme der TAC und einer
Abnahme der Lipidperoxidation im MDA-Assay. Interessanterweise sind diese Ergebnisse fiir die
Kombination von Genistein und Naringenin als Supplement deutlich weniger ausgepragt. Fur
Naringenin fand sich ein solcher Effekt nur im LGM. Somit scheint eine Synergie fiir diese Effekte
zwischen dem Flavonol Quercetin und dem Isoflavon Genistein zu bestehen, die moéglicherweise

durch Interaktionen bei der Resorption, dem Stoffwechsel oder der Elimination bedingt sind.

Mit dieser Studie wird nach unserer Kenntnis erstmals die Uberlegenheit von Kombinationen
der Flavonoide gegeniber der Gabe von Einzelsubstanzen gezeigt. Zusammenfassend kann man
sagen, dass es grofRe interindividuelle Unterschiede im Stoffwechsel der Flavonoide gibt, die
durch individuelle Faktoren, wie die Ernahrung, beeinflusst werden und durch genetisch
determinierte Aktivitaten von Enzymen und Transportern sowie der Leber- und Darmfunktion
orchestriert werden. Individuell und nahrungsabhdngig wird der Flavonoidstoffwechsel
zusatzlich durch die Zusammensetzung der Darmmikrobiota und die Darmpassagezeit sowie die
Zufuhr der Makro- und Mikrondhrstoffe moduliert. Wesentliche Faktoren sind die Wirkung der
Mikrobiota auf die Resorption und auf die Enzyme, die den enterohepatischen und enterischen
Stoffwechsel regulieren und den Transport und die Ausscheidung der Flavonoide bestimmen.
Da die Enzymaktivitdten dynamisch ausgelegt sind, ergeben sich sowohl circadiane wie
erndhrungsabhingige Schwankungen der Aktivitdt, was sowohl die unterschiedlichen
Ergebnisse in der Literatur wie auch die groRe Schwankungsbreite der Vollblutkonzentrationen

von Genistein in unserem Versuch erklaren kann.

7.1 Ausblick

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass eine sinnvolle Kombination mehrerer Antioxidantien
und sekundaren Pflanzenstoffen, wie sie in natiirlichen Lebensmitteln vorliegen, wirksamer ist
als die Supplementierung mit einer Einzelsubstanz. Darliber hinaus werden die unerwiinschten
Wirkungen von unphysiologisch hohen Dosen eines Antioxidans vermieden. Im Hinblick auf die
nachgewiesene Steigerung der Gesamtmortalitdt durch hohe Dosen von Vitamin E oder Vitamin
C scheint dieses Ergebnis von besonderer Bedeutung. Die Ergebnisse unserer Pilotstudie sollten
durch groRere Studien validiert werden, bei denen andere Kombinationen von sekundéren

Pflanzenstoffen zusatzlich getestet werden koénnen. Als Leitlinie konnten sekundare
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Pflanzenstoffe gewahlt werden, wie sie sich in der Kombination in geeigneten Pflanzen finden.
Alternativ konnte auch an eine Feldstudie gedacht werden, bei der eine nach den bisherigen
Erkenntnissen designte Erndhrung bei Erkrankungen mit entziindlicher Komponente (z. B.

Arteriosklerose, Autoimmunerkrankungen, Neoplasien, Neuroinflammation oder Allergien) zum

Einsatz kommt.
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% Prozent

€ Euro

® Registrierte Marke

°C Grad Celsius

pL Mikroliter

pm Mikrometer

6’-OH-ODMA 6’-Hydroxy-O-demethylangolensin

A.D.A-MaRnahmen

Alle Diatetischen Antientziindlichen MalRnahmen; engl. All Dietary

Antiinflammatory Means,

ABC ATP-Binding Cassette

ADME Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination
Aglykon Substanz ohne einem Zuckerrest z.B. Genistein

ALAT/GPT Alanin-Aminotransferase/ Glutamat-Pyruvat-Transaminase
aP Alkalische Phosphatase

AS Arachidonsdure

ASAT/GOT Aspartat-Aminotransferase/ Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
BCRP Breast Cancer Resistance Protein

Bili. Ges. Bilirubin gesamt

BHT Butylhydroxytoluol

BMI Body Mass Index
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BSA Bovine Serum Albumin (Rinderalbumin)

CED chronisch entziindliche Darmerkrankungen
CHI Chalconflavanonisomerase

CK Creatinkinase

Cox Cyclooxygenase

CRP C-reaktives Protein

Cu Kupfer (engl.)

CUPRAC CUPric Reducing Antioxidant Capacity

CYP Cytochrom P450

d Tag

d.h. das heifit

DHG Dihydrogenistein

DNS Desoxyribonukleinsadure, engl. deoxyribonucleiacid
Dr. Doktor

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR epidermal growth factor receptor

EGFR-TK EGFR-Tyrosinkinase

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

engl. Englisch (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)
EPA Eicosapentaensaure
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etal.,, et alii (Maskulinum), et aliae (Femininum) oder et alia (Neutrum)
FFQ Food-Frequency-Questionnaire

FRAP Ferric Reducing Ability of Plasma

g Gramm

G-4'S-7S Disulfate

G-7G-4'S und G-75-

Sulfoglucuronide

4'G

G-7-S, G-4'-S Genistein-Monosulfate

GAG Glykosaminoglykane

GETIT gene expression-targeted isoflavone therapy
Glykosid Substanz mit einem Zuckerkonjugat z.B. Genistin
GSH Glutathion

GNS GNS (codiert fiir N-Acetylglucosamin-6) -sulfatase
GST Glutathion-S-Transferasen

HDL high-density lipoprotein

HGSNAT Acetyl-CoA: a-Glucosaminid-Acetyltransferase
HPLC High-Performance-Liquid-Chromatographie

HRP Horseradish peroxidase

HS Heparansulfat

IFN-y Interferon-y

Interleukin IL
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i.p. intraperitoneal

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

Li-Heparin Lithium-Heparin

LPH Lactase-Phlorizin-Hydrolase

M Mol

m(?) Meterquadrat

MDA Malondialdehyd

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimol

MPS Mucopolysaccaridosen MPS IlI-A
MRP Multi-Drug Resistance Protein
MW Mittelwert

N Teilchenzahl

NAGLU NAGLU a-N-Acetylglucosaminidase
NaOH Natriumhydroxid

NF-kB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’
ng Nanogramm
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nm Nanometer

NU Nachuntersuchung (Genisteinstudie)

OAT organic anion transporters

OATP Organic Anion Transporting Polypeptide
oD Optische Dichte

p.a. pro analysi (= fiir analytische Zwecke)

PBS Phosphate buffered saline

PG Prostaglandine

PGE; Prostaglandin E;

PGJ? Prostaglandin J?

P-gp P-Glycoprotein

PP Polyphenole

Prof. Professor

RNS Ribonukleinsaure, engl. ribonucleic acid
ROS Reaktive Sauerstoffspezies; engl. reactive oxygen species
s. siehe

S. Seite

sec Sekunde

SET Single Electron Transfer

SGLT1 sodium dependent glucose cotransporter 1
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SGSH Heparan-N-Sulfatase

SPSS Superior Performing Software System

SRT Substratreduktionstherapie; engl. substrate reduction therapy
StaBlLab STAtistischesBeratungsLABor

SULT Sulfotransferase

TAC totale antioxidative Kapazitat; engl. total antioxidant capacity
TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

tgl. Taglich

TLR Toll-like Receptor

TNF tumor necrosis factor-alpha

TSH Thyreoidea-stimulierendes Hormon

u.a. unter anderem

U1A Beginn der ersten Einnahmephase (Genisteinstudie)

uiB Ende der ersten Einnahmephase (Genisteinstudie)

U2A Beginn der zweiten Einnahmephase (Genisteinstudie)

uU2B Ende der zweiten Einnahmephase (Genisteinstudie)

U3A Beginn der dritten Einnahmephase (Genisteinstudie)

U3B Ende der dritten Einnahmephase (Genisteinstudie)

ug Mikrogramm

UGT Uridine-5"-Diphosphat-Glucuronosyltransferase
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uv Ultraviolett

VU Voruntersuchung (Genisteinstudie)
X Mal

z.B. zum Beispiel

B Beta

y-GT y-Glutamyltransferase

UM Mikromol
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Abbildung 1: Stoffklassen der Polyphenole. Die Polyphenole werden in Phenolsdure, Cumarine,
Flavonoide, Stilbene und Ligane aufgeteilt. Die Flavonoide teilen sich wiederum in sechs
Untergruppen auf: Flavone, Isoflavone, Flavonole, Flavanone, Flavanol-3-ole und
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Genistein, Quercetin und Naringenin. ........cccccceecvveeenns 15

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Abspaltung des Zuckerrestes am Beispiel vom
Genistin durch B-Glukosidase zu GENISLEIN. ......ccccuiieieiiiee e e 20
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Verteilung von Genistein im systemischen Kreislauf
nach oraler Gabe von Genistin oder Genistein (vertikale Ansicht). . Genistin; 4™

Genistein; '/: Genisteinglucuronide; <> . Genisteinsulfate (Aus Yang et al., 2012)............... 22

Abbildung 5: Der Metabolismusweg und Hauptmetabolite der Phase-l und Phase-ll von

Genistein in vivo. (Aus Yang et al., 2012) ..c...ueii et 23

Abbildung 6: Die Effekte von Genistein auf die Signalwege der Neuroinflammation.
Abkiirzungen: NF-kB = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer'; TNF-a, tumor necrosis factor-

alpha, COX-2 = Cyclooxygenase 2; TGF-B, transforming growth factor-beta. ........c.ccocveeneenne 33

Abbildung 7: Hemmung der EGFR-TK durch Genistein und der Effekt auf die Expression der Gene,
die an der GAG-Syntehese involviert sind (Wegrzyn et al., 2010). Die Expression von Genen, die
flir zur GAG-Produktion erforderliche Enzyme kodieren, hdngt von der EGF-vermittelten
Aktivierung seines Rezeptors EGFR ab. Die Phosphorylierung bestimmter Proteine durch EGFR-
Tyrosinkinase (EGFR-TK) fihrt zur intrazelluldaren Signaltransduktion und Aktivierung der
Transkription spezifischer Gene im Zellkern. Die Hemmung der EGFR-TK-Aktivitdt durch
Genistein fUhrt zu einer Beeintrachtigung der Signaltransduktion und damit zu einer

verminderten Expression von Genen, die fiir an der GAG-Synthese beteiligte Enzyme kodieren.
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Abbildung 9: Spezifischer Nachweis von MDA-Proteinen. Der primdre Antikérper bindet an das
MDA-Antigen. An dem sekundaren Antikérper ist Meerrettich-Peroxidase (HRP) kovalent
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Abbildung 10: Standardkurve fiir den TAC Assay. Fir die Bestimmung der Standardkurve und zur
Ermittlung der TAC-Konzentration in den Untersuchungsproben, wurde als Standard Harnsaure
in Konzentrationen von 0,0039 — 1mM auf einer Platte aufgetragen. Mittels der Flnf-Punkte-

Messung konnte eine Trendlinie bestimmt und die unbekannten TAC-Konzentrationen jeder

Teilnehmerprobe als Harnsauredquivalente in mM ermittelt werden.........ccccoveeeeciveeiicineeens 63
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Abbildung 11: Boxplots der Gruppen-Differenzen von TAC (TAC,). Die Berechnung des Medians
der Differenzen zwischen Endwert minus Anfangswert erfolgte fir alle drei Gruppen. Die
Boxplots zeigen eine geringe Abnahme der TAC wahrend der Supplementierung mit Genistein
(G) im Median um -0,0051, die Verminderung war wahrend der Supplementierung mit Genistein
+ Naringenin (G + N) etwas geringer  (-0,0082 mM allerdings sind auch zwei AusreiRer (#7 mit
mit 0,102 mM und #10 mit 0,097 mM (die beiden blauen Punkte) auRerhalb der Spannweite zu
erkennen. Die Supplementierung mit Genistein + Quercetin (G + Q) dagegen lieR den Median

der Differenzen um 0,0111 @NStIZEN......ciiciuiiieeciiie et e e e arae e e 65

Abbildung 12: MW der Gruppen-Differenzen von TAC (TAC,). Die Mittelwerte der TACa sind in
allen drei Gruppen positiv. Es kommt somit rechnerisch am Ende der Versuchsperiode im
Vergleich zum Beginn in allen Gruppen zu einem Anstieg der TAC. In der G + Q-Gruppe ist die
Zunahmen mit 0,008 mM am hdchsten, gefolgt von G + N mit 0,006 mM und G mit 0,001 mM.
Diese Mittelwerte dienen der deskriptiven Beschreibung und sollen zur Veranschaulichung des

linear gemischten Modells (LMIM) dIENEN. .......eeeviieciieiiee et et 66

Abbildung 13: Standardkurve fiir den MDA Assay. Beispiel fiir eine Standardkurve zur Messung
von MDA. Die mit einem Photometer gemessene optische Dichte (OD) nimmt mit zunehmender
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Konzentration der MDA Addukte ab und ist fiir einen Messbereich zwischen 6 — 1500 pmol/ml

ausgelegt. Die Werte der Teilnehmerproben wurden anhand der Standardkurve quantifiziert.

Abbildung 14: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen des MDA (MDA,). Die MDA, wurde aus
dem MDA-Endwert minus MDA-Anfangswert zu jeder Versuchsperiode errechnet und in der
jeweiligen Gruppe G, G + N bzw. G + Q zusammengefasst. Der Median nimmt in der G-Gruppe
um -36,86 pmol/ml ab. In den Gruppen G + N beobachtet man eine Zunahme um 3,33 pmol/ml
und in der G + Q Gruppe um 63,56 pmol/ml. Zusatzlich ist in der G + Q-Gruppe ist ein AureilRer

bei Studienteilnehmer #6 mit 487,62 pmol/ml auBerhalb der Spannweite zu erkennen.......... 69

Abbildung 15: MW der Gruppen-Differenzen von MDA (MDA,). Die Abnahme der MDA-MW im
Plasma am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zum Beginn (MDA,) ist in der G und G + N-
Gruppe festzustellen. In der G + Q-Gruppe nimmt der MW von MDA, zu und damit auch die

[T o]To oY=l o) (s F=Y o] o AR 70

Abbildung 16: Standardkurve fir die Messung des Genistein (Aglykon) und Genistins (Glykosid)
mittels HPLC. Fir die Erstellung der Standardkurve wurden Konzentrationen im Bereich von 5 —
20 uM verwendet. Mit dieser Standardkurve wurden dann die Genistein- /

Genistinkonzentrationen in den Teilnehmerproben ermittelt. ........c.cccooeeeeecieeeecciee e, 71

Abbildung 17: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen (Genistein,). Die Differenz von End- minus
Anfangswert wurde berechnet und als Genisteiny bezeichnet. Die wadhrend der drei
Versuchsperioden ermittelten Werte fiir Genisteina wurden dann fiir die jeweiligen Gruppe
zusammengefasst. Genisteina war in der G-Gruppe mit 0,0571 pmol/l positiv und wies einen
Anstieg des Genistein durch die Supplementierung aus. der auch in der G + Q-Gruppe mit 0,0362
umol/zu beobachten war. Der Median in der G + N-Gruppe ist um -0,0726 umol/| niedriger als
zu Beginn dieser Versuchsperiode, es kommt also zu einer Abnahme des Genistein-Aglykons im

Plasma am Ende dieser VersuChSperiode. .........uueiieiieeciiiiiee et e e e e e 73

Abbildung 18: Mittelwerte der Gruppen-Differenzen von Genistein (Genisteina). Eine Zunahme
der Genisteina-Mittelwerte im EDTA-Vollblut am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zu
Beginn ist in der G- (0,07 umol/l) und G + Q-Gruppe (0,11 umol/l) festzustellen. In der G + N-
Gruppe (-0,04 umol/l) nimmt der Mittelwert ab. Somit werden die besten Resultate durch die
Kombination von Genistein mit Quercetin erzielt. Diese Mittelwerte unterstiitzen die jeweiligen

Mediane und veranschaulichen die Tendenzen im LGM. .........ouvuviviiiiiiieiieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 74

Abbildung 19: Boxplots fiir die Gruppen-Differenzen von Genistin (Genistin,). Fir die

Berechnung des Genistiny wurde der Anfangswert vom Endwert abgezogen. Die jeweiligen
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Differenzen sind zusammengefasst in den Gruppen zu sehen. Die Auswertung des Genistin, zeigt
in allen drei Gruppen einen Anstieg der Konzentrationen am Ende der Versuchsreihe im
Vergleich zu Beginn an. Die G + Q-Gruppe zeigt den hochsten medianen Unterschied (2,56
pumol/I) zwischen dem Anfangs- und Endwert, gefolgt von der G-Gruppe mit 1,9 umol/l und der
G + N-Gruppe mMit 1,89 LUMOI/L. c.eeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e etee e s be e ebee e eareeeans 76

Abbildung 20: Mittelwerte der Gruppen-Differenzen von Genistin (Genistina). Eine Zunahme der
Genisteina-Mittelwerte im EDTA-Vollblut am Ende der Versuchsperiode im Vergleich zu Beginn
ist in der allen drei Gruppen festzustellen. Auch hier resultiert der grofSte Anstieg durch die
Supplementierung von Genistein + Quercetin (2,48 umol/l), gefolgt von G (2,41 pmol/l) und G +
N (2,08 umol/l). Diese Mittelwerte unterstiitzen die jeweiligen Mediane und veranschaulichen

die Tendenzen im linear gemischten Modell. ..........ooiiiiiiiiiiii e 77

Abbildung 21: Darstellung des Mikrobioms durch die Intervention. Die Darstellung der
Mikrobiomprofile (before = vor der Studie zum Zeitpunkt U1A; after = nach der Studie zum
Zeitpunkt U3B) zeigt, dass die Intervention mit G, G + N bzw. G + Q keinen messbaren Einfluss
auf die darmstindigen Bakterien (p-Value: 0,998) hat und damit keine Anderung des

IMIKIrODIOMS VEIUISACAT. .oeiiiiiieee ettt ettt e e e ettt e e e e e et eaaaaesssessaesssanseeseens 79

Abbildung 22: Darstellung der Richness des Mikrobioms durch die Intervention. Richness zeigt
die Summe aller taxonomisch dhnlichen Gruppen, also der OTU’s an. Der Teilnehmer #8 hat die
wenigsten und die Teilnehmerin #1 die meisten OTU’s. Die restlichen Teilnehmer sind im
mittleren OTU-Bereich. Die Anderungen der Zu- bzw. Abnahmen der OTU’s ist nicht statistisch

LT ={ a1 11 =1 ) SRS USU 80

11 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Genistein in Lebensmitteln. Die detaillierten Angaben wurden mit der USDA Database
for the Isoflavone Content of Selected Foods Release 2.1 und die Online-Datenbank Phenol-
Explorer erstellt und zeigt die Genisteinkonzentration bei ausgewahlten Lebensmitteln an. Die
meist erheblichen Konzentrationsunterschiede bei einem Lebensmittel werden vom Zeitpunkt

der Ernte, dem Reifegrad, dem Boden und anderen Faktoren verursacht. .........cccccceeevveeennnen. 16

Tabelle 2: Quercetin in Lebensmitteln. Die Quercetinmittelwerte und Schwankungsbreite in
Lebensmitteln wurden mit der USDA Database for the Isoflavone Content of Selected Foods
Release 3.0 (D. B. H. Seema Bhagwat, Joanne M. Holden, 2015) und die Online-Datenbank

Phenol-EXPIOrer rstellf. ....... .o e e e e e e e e e e e ra e e e e e e e e e nrraeees 18
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Tabelle 3: Naringenin in Lebensmitteln. Die Mittelwerte und Schwankungsbreite fiir die
Naringeninkonzentration in ausgewahlten Lebensmitteln wurden mit der USDA Database for the
Isoflavone Content of Selected Foods Release 3.0 und die Online-Datenbank Phenol-Explorer
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Tabelle 4: Interaktionen zwischen UGTs und Flavonoide. (Aus Jiang et al., 2012 ohne Lit.)...... 26
Tabelle 5: Interaktionen zwischen SULTs und Flavonoide. (Aus Jiang et al., 2012 ohne Lit.)..... 27

Tabelle 6: Interaktion zwischen Transportern und Flavonoide. (Modifiziert aus Jiang et al., 2012)

Tabelle 7: Klassifikation der Mucopolysaccaridose Typ Hl. ....occuveeeirciieeieciiee e 34

Tabelle 8: Versuchsprotokoll. Jeweils vier Probanden in einer Gruppe (Gruppe | mit Teilnehmer
#1 - #4, Gruppe |l mit Teilnehmer #5 - #8 und Gruppe Il mit Teilnehmer #9 - #12) erhielten zu
Beginn jeder siebentégigen Einnahmeperiode (U1A = Beginn der ersten Einnahmeperiode, U2A
= Beginn der zweiten Einnahmeperiode und U3A = Beginn der dritten Einnahmeperiode) eine
der Versuchsdosierungen (A = 100 mg Genistein + 100 mg Naringenin, B = 100 mg Genistein +
100 mg Quercetin oder C = 100 mg Genistein) in unterschiedlicher Reihenfolge. Zwischen den
Einnahmeperioden lag eine wash-out-Periode von sieben Tagen (U1B = Ende der ersten
Einnahmeperiode, U2B = Ende der zweiten Einnahmeperiode und U3B = Ende der dritten

Einnahmeperiode), in der die Probanden keine Versuchspraparate einnahmen. ..................... 46

Tabelle 9: Verwendete Flavonoide und Dosierungen. Die Versuchspraparate A (100 mg Genistein
+ 100 mg Naringenin), B (100 mg Genistein + 100 mg Quercetin) oder C (100 mg Genistein)

wurden in unterschiedlicher Reihenfolge in den jeweiligen Einnahmeperioden eingenommen.

Tabelle 10: Studienablaufplan. Zu jeder Visite wurden bei allen Teilnehmern die
Abbruchkriterien iberprift, Blut asserviert, die jeweilige Versuchskombination mitgegeben und
ein Termin fir die nachste Visite gemacht. Nur bestimmte Kotrollparameter (Genistein,

Kreatinin, y-GT, CRP, Triglyceride und Urin) wurden zu jeder Visite analysiert. ...........ccc......... 48
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Anhang

12 Anhang

12.1 Telefonscreening

e Name,

Vorna

me:

e Geschl [dweiblich [ maénnlich
echt:

e Alter: I____|I___ lJahre
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o Korpergro | I I lcm
Re:

e Gewic | I I I kg
ht:

e BMI: I I | I

1. Wourde bei Ihnen eine
Stoffwechselstorung festgestellt?
2. Wurde bei lhnen eine
Lebererkrankung festgestellt?
3. Wourde bei lhnen eine
Nierenerkrankung festgestellt?
4. Wurde bei lhnen eine Magen-
Darm-Erkrankung festgestellt?
5. Waurde bei lhnen eine Allergie oder
Unvertraglichkeit festgestellt?
6. Leiden Sie unter Verstopfung?
O nie 0 [ 6fters
selte
n

7. Leiden Sie unter Durchfall?

[ nie U O 6fters
selte

n

8. Bestehen oder haben friher
andere korperliche oder
psychische Erkrankung(en)
bestanden?

] ja ] nein
] ja ] nein
] ja ] nein
] ja ] nein
] ja ] nein
L] (fast) immer

L] (fast) immer

] ja O nein

Wenn ja, bitte spezifizieren Erkrankung(en), Medikament(e) und Tagesdosis):

9. Nehmen / nahmen Sie Schlaf- L] ja O nein

oder Beruhigungsmittel,
Psychopharmaka
(z.B. Amphetamine)?

10. Nehmen Sie regelmaRig Supplemente Ll ja O nein
und/oder Nahrungsergdanzungsmitteln?

11. Wie oft konsumieren Sie Soja und
Sojaprodukte (z.B. Sojabohnen,

L] ja ] nein

Sojakeimlinge, Tofu, Sojadrinks, Sojapudding,
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Sojajoghurt, Sojaeis, Sojamehl, Sojaflocken,
SojasoRe, Sojadl)?
Wenn ja, bitte [ taglich
spezifizieren:
] mehrmals in der Woche
L] mehrmals im Monat
L] mehrmals im Jahr

12. Konsumieren Sie Alkohol? Ll ja O nein
Wenn ja, bitte [ 1 Glas wochentlich
spezifizieren:
[12-3 Glaser wochentlich
[ 1 Glas taglich
[ 2-3 Glaser taglich
[ 3-4 Glaser taglich
13. Rauchen Sie? L ja [ nein
14. Sind Sie bereit, wihrend der ] ja ] nein
Einnahmezeit der Antioxidantien auf den
Alkoholkonsum komplett zu verzichten?
Wenn nein, bitte geben Sie den Grund an:
15. Sind Sie bereit, wahrend der O ja 1 nein

Einnahmezeit der Antioxidantien keine
Medikamente (auller Kontrazeptiva),
Drogen, Supplemente,
Nahrungserganzungsmittel, Sojaprodukte,
Lebensmittel mit Sojagehalt einzunehmen
bzw. zu konsumieren?

Wenn nein, bitte geben Sie den Grund an:
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12.2 Korperliche Untersuchung

Antioxidantien — Studie Prof. Dr. med habil. Olaf Adam
Physilogikum der LMU

Goethestrafie 31

80336 Miinchen

Koérperliche Untersuchung

Name
Anamnese
Familie

Stoffwechselleiden in der Familie

Eigene Anamnese
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Stoffwechselerkrankungen:
G-I-Erkrankungen:

Sonstige Erkrankungen:

Untersuchungsbefund und Beurteilung

GroRe:

BMI:

SD-Erkrankungen:

Niere:

Gewicht:

RR: Puls:

Kopf:

Hals:

Thorax:
Abdomen:
Extremitaten:
Neurologisch:

Beurteilung:

Unterschrift

12.3 Patientenaufklarung und Einwilligungserklarung

Klinikum der Universitat
Minchen

Medizinische Klinik — Innenstadt
Direktor: Prof. Dr. med. M. Reincke

Klinikum der Universitat Miinchen e Medizinische Klinik — Innenstadt
Ziemssenstrale 1 ¢ D-80336 Miinchen

o LMU

Maximilians—
Universitat__
Miinchen____

UNION EUROPEENNE DES MEDECINS SPECIALISTES
EUROPEAN UNION OF MEDICAL SPECIALISTS

Prof. Dr. Olaf Adam
Erndhrungsmedizin
Physiologikum der LMU
GoethestraRe 31
80336 Minchen

Tel 089-2180-75764
FAX 089-218075765

Miinchen, den 04.08.2020

lhr Zeichen  Unser Zeichen  Ansprechpartner Telefon 089/218075764 Telefax 089/218075765 E-Mail olaf.adam@Irz.uni-
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muenchen.de

»Versuche zur Konzentrationserhohung von Genistein im Plasma durch

metabolisch konkurrierende Polyphenole”

- Informationsschrift und Einwilligungserklarung -

Liebe Interessentin, lieber Interessent,

Isoflavone kommen als Antioxidantien in Pflanzen vor und es werden ihnen vorbeugende
Eigenschaften gegen GefaRverkalkung, Krebs und entziindliche Erkrankungen zugeschrieben.
Auch flr so genannte Speichererkrankungen, wie das Sanfilippo Syndrom spielt die
Entziindung eine Rolle. Da es sonst keine Behandlungsmdglichkeit gibt, hat man versucht,
die regelhafte Verschlechterung der Erkrankung durch das Isoflavon Genistein zu
verlangsamen. Das ist zum Teil gegluckt, allerdings wurden die erzielten Genisteinspiegel im
Blut und damit die antioxidative Wirkung als zu gering angesehen. Mit unserer Untersuchung
soll festgestellt werden, ob andere Isoflavone die antioxidative Kapazitat und die
Genisteinspiegel im Blut verbessern.

Dazu sind eine arztliche Befragung (Anamnese), Urin-, Stuhl- und Blutuntersuchungen, sowie
die Einnahme von Briefchen mit Isoflavonen (Genistein, Naringenin, Quercetin) erforderlich.
Genistein, Naringenin und Quercetin sind Antioxidantien, die in der verwendeten Konzentration
in Soja und den daraus hergestellten Produkten, ebenso in zahlreichen Gemiusen, Obst und
Nussen (z. B. Tomaten, Kiichenzwiebeln, Kohlgemiise, Apfeln, Tee, Beeren) vor. Deren Gehalt
hangt aber von zahlreichen Faktoren (Reifungsgrad, Zubereitung usw.) ab, so dass wir die
Untersuchungen nicht mit natlrlichen Lebensmitteln machen kénnen. Wir verwenden deshalb
standardisierte Extrakte aus diesen Lebensmitteln, die auch als Nahrungserganzungsmittel
zugelassen und im Handel sind. Wie daraus klar hervorgeht, handelt sich also nicht um Heil-
oder Arzneimittel, dazu sind diese zur Vorbeugung der oben erwdhnten Krankheiten
(Primérpravention) eingesetzten Extrakte viel zu wenig wirksam.

Wenn Sie an dem Versuch teilnehmen, so werden Sie flr 7 Tagen der Einnahme von Genistein
160mg/Tag oder Genistein 160mg/Tag + Quercetin 100mg oder Genistein 160mg/Tag +
Naringenin zugeteilt. Jeweils vier Teilnehmer beginnen mit einer der drei Alternativen. Nach
einer Pause von 7 Tagen erhalten Sie die nachsten Briefchen mit den Antioxidantien. In
welcher Reihenfolge Sie die Antioxidantien erhalten, ist fir jeweils 4 Teilnehmer
unterschiedlich, um Zeiteffekte zu vermeiden. Jede Einnahmeperiode dauert 7 Tage,
insgesamt nehmen Sie also 21 Tage Antioxidantien ein. Vor Versuchsbeginn und am Ende
werden Stuhlproben untersucht. Urin- und Blutproben werden beim Vorversuch und am Anfang
und Ende jeder der drei Versuchsperioden untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen
werden lhnen schriftich nach Abschluss der Untersuchungen mitgeteilt. Als
Aufwandsentschadigung fir Sie kdnnen wir lhnen nach Abschluss aller Untersuchungen €
400,00 anbieten. Sie kénnen zudem aus lhren Ergebnissen erkennen, ob bei Ihnen eine
ausreichende Versorgung mit den sekundaren Pflanzenstoffen gewahrleistet ist.

Ein unmittelbarer Nutzen durch die Teilnahme an der Studie ist zur Zeit nicht vorhersehbar. Er
konnte theoretisch in einem wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn bestehen, in Zukunft die
Versorgung mit Antioxidantien und die Moglichkeiten einer Verzégerung des Verlaufs von
Speicherkrankheiten (z. B. Sanfilippo Syndrom) erreichen zu kdnnen.

Fur Genistein sind in der vorgesehenen Dosierung und bei Verwendung wahrend des
Versuchszeitraums keine unerwiinschten Wirkungen zu erwarten.

Far Naringenin sind in der vorgesehenen Dosierung und bei Verwendung wéahrend des
Versuchszeitraums keine unerwiinschten Wirkungen zu erwarten.

Fur Quercetin sind in der vorgesehenen Dosierung und bei Verwendung wéahrend des
Versuchszeitraums keine unerwiinschten Wirkungen zu erwarten.
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Nur der Prifungsleiter hat im Rahmen der entsprechenden gesetzlichen Vorschriften
Zugang zu den vertraulichen Daten, in denen Sie namentlich genannt werden. Diese
Person unterliegt der arztlichen Schweigepflicht und ist zur Beachtung des
Datenschutzes verpflichtet. Die Weitergabe der pseudonymisierten Daten im In- und
Ausland erfolgt ausschlie3lich zu statistischen und wissenschaftlichen Zwecken, und
Sie werden ausnahmslos darin nicht namentlich genannt. Auch in etwaigen
Verodffentlichungen der Daten dieser klinischen Prifung werden Sie nicht namentlich
genannt.

Die Daten zur Person des Patienten und die im Rahmen der Studie zu erhebenden
Befunden werden gespeichert, aber der Personenbezug durch Verschlisselung (sog.
Pseudonymisierung) unkenntlich gemacht. Dies geschieht durch Zuordnung einer
Nummer, die in keinem Zusammenhang zu lhren persdnlichen Daten steht nur der
Studienleiter hat ggf. codierten Zugang, der eine Riickverfolgung der Daten erlaubt.
Grunde fir die Entschlisselung sind z. B. neu aufgetretene, ungeklarte Beschwerden
des Teilnehmers oder aufféllige Laborparameter.

Die Teilnahme an der Studie ist vollig freiwillig und kann jederzeit ohne Angabe von Grinden
und ohne Nachteile fiir die weitere Betreuung widerrufen werden. Wenn Sie sich zum Widerruf
der Einwilligung entschlieRen, werden die bisher gesammelten Proben fachgerecht entsorgt
und die bisher erhobenen Daten entsprechend den Richtlinien vernichtet.

Ich_bin _ausfihrlich tber die Studie aufgeklart worden, bin mit der Erhebung und
Verwendung personlicher Daten nach MalRgabe der Patienteninformation
einverstanden. Ich konnte meine Fragen klaren und erklare mich mit der Teilnahme an
der Studie einverstanden.

Minchen, den

Unterschrift Proband(in) Unterschrift aufklarender Arzt

12.4 Teilnehmervertrag

Vertrag liber die Durchfiihrung der Versuche zur Konzentrationserh6hung von Genistein im Plasma

durch metabolisch konkurrierende Polyphenole

zwischen

Proband:
Name, Vorname

Strasse, Hausnummer

PLZ, Ort

Telefonnummer:

E-Mail:

und
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Klinikum der Universitdt Miinchen, Medizinische Klinik — Innenstadt, Erndhrungsmedizin
Medizinischer Leiter: Professor Olaf Adam

GoethestraRe 31, 80336 Miinchen

Tel: 089-2180-75764

Fax: 089-2180-74765

()

81 Vertragsdauer und Kiindigung

Der Vertrag wird mit der Unterzeichnung durch beide Vertragsparteien wirksam.

Der Vertrag kann bei Vorliegen eines wichtigen Grundes jederzeit und mit sofortiger. Wirkung
auBerordentlich gekiindigt werden. Als wichtiger Grund gelten insbesondere: Ungenligende
Qualitat der Dokumentation und wesentliche Abweichungen vom Priifungsplan.

Geplanter Beginn:26./27.05.2015

Geplantes Ende der Studie: 02./03.07.2015

Die Kiindigung bedarf der Schriftform.

8§82 Vergiitung

Die vereinbarte Aufwandsentschadigung von 400 Euro entfillt, falls die Abbruchkriterien (s. §2
Punkt 2) des Prifungprotokolls ganz oder teilweise nicht eingehalten wurden oder falls die
Daten aufgrund fehlender oder unplausibler Angaben ganz oder teilweise nicht auswertbar sind.

Zu den Abbruchkriterien gehéren:
e  Entzug der Zustimmung zu den Versuchsbedingungen
o VerstoR gegen eines der EinschluRkriterien
e Auftreten einer akuten gastro-intestinalen Erkrankung
e UnregelmaRige Einnahme der Versuchssubstanzen
e VerstoR gegen das Versuchsprotokoll

Eine Teilzahlung der Honorierung ist nicht erlaubt. Die Uberweisung des Aufwandentschadigungs
wird erst nach Ablauf der Studie und bei Einhaltung aller im Studienplan vorgesehenen Visiten
sowie Compliance der Abbruchkriterien erfolgen.

Die Aufwandsentschadigung wird liberwiesen an:
Empfanger:

Kontonummer/ IBAN:

BLZ/ BIC:

Bank:

Verwendungszweck:

Unterschriften

[MEDIZINISCHER LEITER] Datum/ Ort
Professor Olaf Adam
GoethestraBBe 31, 80336 Miinchen
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[TEILNEHMER] Datum/ Ort
Name,Vorname

12.5 Anleitung zur Stuhlentnahme

Klinikum der Universitat Medizinischer Leiter der Studie: Projektleitung:
Muinchen Professor Olaf Adam Frau Gokcen Alco
Medizinische Klinik — Innenstadt ~ Goethestralle 31, 80336 Minchen

Erndhrungsmedizin Tel:089-2180-75764 Tel: 089-2180-75764
Physiologikum der LMU Fax: 089-2180-74765

Anleitung zur Gewinnung einer Stuhl-Probe

Bitte entnehmen Sie die Stuhlprobe, wenn maglich am Tag des Studienzentrumsbesuchs -
moglichst vom ersten Stuhlgang!

Vorbereitung:

1. Bitte befestigen Sie den beigelegten , Stuhlfdnger”, wie auf dem Stuhlfanger beschrieben, mit Hilfe
der Klebeflachen an der Toilettenbrille und hangen ihn in die Toilettenschissel.

2. Stellen Sie das erhaltene StuhlsammelgefaR parat. Am Verschluss des GefdRes ist ein Plastikloffel
angebracht, der fur die Entnahme der Stuhlprobe verwendet werden soll.
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Im StuhlsammelgefaB befindet sich eine Lésung zur Stabilisierung der Stuhlprobe. Diese Losung
sollten Sie unbedingt in dem Réhrchen belassen. Die Lésung ist ,,reizend” (aber nicht giftig) und
sollte daher ausschlieBlich wie vorgesehen fiir die Stuhlentnahme eingesetzt werden.

3. Ziehen Sie die Einmalhandschuhe an.

Durchfiihrung der Stuhlentnahme:

4. Geben Sie eine Stuhlprobe auf den Stuhlfianger ab (Der Stuhlfdnger ist nur fiir eine begrenzte
Traglast ausgelegt). Achten Sie darauf, dass die Stuhlprobe nicht durch Urin verunreinigt wird.

5. Pressen Sie sicherheitshalber beim Aufstehen von der Toilettenbrille die Enden des Stuhlfangers
leicht auf den Sitz. Sollte sich die Stuhlprobe nicht auf dem Stuhlfédnger befinden, sammeln Sie bitte
keinen Stuhl aus der Toilettenschissel!

6. Mit dem Loffel am Verschluss des StuhlsammelgefaRes entnehmen Sie an zwei verschiedenen
Stellen des Stuhls jeweils einen Loffel Stuhl und geben ihn in das StuhlsammelgefaR.

Das StuhlsammelgefaB bitte nicht komplett befiillen! 2 L6ffel sind ausreichend!

7. VerschlieRen Sie das StuhlsammelgefaR gut und schiitteln die Probe 10x.

8. Falls nétig, sdubern Sie bitte das AuRere des StuhlsammelgefiRes.

9. Entfernen Sie den Stuhlfanger und werfen ihn in die Toilette. Nach einer kurzen Einweichzeit des
Stuhlfangers kann dieser einfach in der Toilette hinuntergespiilt werden.

Weitere Schritte:

10.Verpacken Sie das Stuhlsammelgefal (und die Urinprobe) in den Transportbeutel.

11.Lagern Sie die Stuhlprobe in dem Transportbeutel bitte bis zum Transport ins Studienzentrum im
Kiihlschrank. Bitte nicht einfrieren!

Fragebogen ,Angaben zur Stuhlentnahme*:
12.Bitte fiillen Sie direkt nach der Stuhlentnahme den mitgelieferten ,Fragebogen ,, Angaben zur
Stuhlentnahme” aus.

13.Bitte legen Sie den gefalteten Fragebogen in den Transportbeutel.
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12.6 Verzehrshaufigkeitsfragebogen (Food-Frequency-Questionnaire)

Erhebungsbogen — Erndhrung mit dem Food-Frequency-Questionnaire
Initialien des Befragten:

Wie haufig haben Sie die folgenden Lebensmittel in den letzten 3 Monaten verzehrt? (Bitte ankreuzen)

Lebensmittel nieoder< |1 bis 3 1 bis 2 3 bis 6 taglich mehrmals
als 1 Mal/  Mal/ Mal/ Mal/ taglich
Monat Monat Woche Woche

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Fleisch

Fisch

Eier

Wurst

Kase

Milch/ Joghurt
Sahne

Schokolade
Kuchen
Blatterteig/ Pastete
Kekse

Nisse/ Chips
Butter

Margarine

o]

Plattenfette/ Speck
Fastfood

Obst

Gemise

Salat
Hulsenfriichte
Kartoffeln

Reis

Nudeln
Vollkorn-/Mischbrot
Flocken

Bier

Wein/ Sekt
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12.7 Lebensmittelempfehlung wahrend der Studienzeit

Medizinischer Leiter der Studie:
Professor Olaf Adam

GoethestraBe 31, 80336 Minchen
Tel:089-2180-75764

Fax: 089-2180-74765

Klinikum der Universitat
Minchen

Medizinische Klinik — Innenstadt
Erndhrungsmedizin
Physiologikum der LMU

Projektleitung:
Frau Gokcen Alco

Tel: 089-2180-75764

Sie erhalten in unterschiedlicher Reihenfolge die sekunddren Pflanzenstoffe Genistein, Quercetin und

Naringenin. Diese Antioxidantien sind Bestandteile von zahlreichen Lebensmitteln, wie Soja, Nissen,
Obst, Frichten und Gemiuse. Unsere Untersuchungen werden mit Extrakten aus diesen Lebensmitteln
durchgefiihrt, die im Handel freiverkduflich als Nahrungsergdnzungsmittel angeboten werden.

Der Verzehr von Ublichen Mengen dieser Lebensmittel ist problemlos. Sie sollten nur keine ,Obsttage”
einlegen oder Vegetarier werden. Alle Konzentrate, wie Fruchtsidfte, Marmeladen, Smoothies usw.
bitte wahrend der Versuchszeit meiden.

Besonders hohe Konzentrationen von Genistein sind in Schmetterlingsbliitlern, wie Soja und allen
Hulsenfrichten (Leguminosen, Erdniisse, Erbsen, Bohnen, Linsen, Lupinen) und daraus hergestellten
Produkten enthalten. Viele Produkte werden mit Soja angereichert, wie z. B. Schokolade, Energydrinks,
Majo oder fettreduzierte Produkte. Achten Sie wdhrend der Versuchszeit besonders auf die
Inhaltsstoffe, die auf der Produktpackung angegeben sind. Von den angegebenen Lebensmitteln in der
Versuchszeit bitte Abstand nehmen.

GroRe Mengen an Quercetin sind in Zwiebeln, Apfeln, Brokkoli oder griinen Bohnen enthalten. Durch
Kochen wird Quercetin weitgehend zerstort. Auch durch das Schalen von Obst und Gemuse sinkt der
Flavonoid-Anteil (Quercetin) drastisch, denn speziell in den farbigen Schalen (Flavonoide sind
Pflanzenfarbstoffe) ist der Flavonoidgehalt hoch. Also besonders beim Verzehr roher Produkte
vorsichtig sein.

Einen hohen Quercetingehalt findet man in:

Tee (CamelliaSinensis)

Zwiebeln — besonders in den duBersten Ringen
(284-486 mg-kg-1)

Heidelbeeren (kultiviert 74 mg-kg-1, wild 146—
158 mg-kg-1)

Grinkohl (60-110 mg-kg-1)

roten Trauben

Apfeln (21-440 mg-kg-1)

Schnittlauch (245 mg-kg-1)

Zitrusfriichten

Brokkoli (30 mg-kg-1) und anderem griinen
Blattgemiise

griinen Bohnen (39 mg-kg-1)

Kirschen (32 mg-kg-1)

Himbeeren

schwarzen Johannisbeeren (69 mg-kg-1)
Brombeeren (45 mg-kg-1)

Preiselbeeren (kultiviert 83—156 mg-kg-1, wild
121 mg-kg-1)

der StRen Eberesche (85 mg-kg-1)

Sanddorn (62 mg/kg) und Krdhenbeeren
(kultiviert 53 mg/kg, wild 56 mg-kg-1).
Tomaten

Kapern (1800 mgekg-1)

Naringenin ist ein Flavonoid, welches vor allem in Zitruspflanzen, besonders in Grapefruit, zu finden
ist. Es ist flir den bitteren Geschmack von Grapefruit verantwortlich ist.
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12.8 Laboruntersuchung

Klinische Chemie

Natrium mmol/I PS 135 - 145
Kalium mmol/I PS 3.5-5.0
Blutzucker mg/dl PS 60 - 99
Kreatinin mg/dl PS 0.5-1.0
C-reakt. Protein mg/dl PS <0.50
EiweiR, gesamt g/dl PS 6.0-8.5
Bilirubin gesamt mg/dl PS <1.2
GOT [AST] (37°) U/l PS <35
GPT [ALT] (37°) U/l PS <35
Gamma-GT (37°) U/l PS <40
Alk. Phosphatase (37°) U/l PS 35-105
Cholesterin mg/dl PS 120 - 240
Triglyzeride mg/dl PS 50 - 200
Urin, SM, Stuhl

Urinstatus (Stix) u

U-Stix Leukozyten Leuko/pl u 10
U-Stix Nitrit U neg.
U-Stix pH U 5.0-6.0
U-Stix Eiweiss mg/dl U neg.
U-Stix Glucose mg/dl 8] neg.
U-Stix Keton mg/dl U neg.
U-Stix Urobilinogen mg/dl 8] <1.0
U-Stix Bilirubin U neg.
U-Stix Blut Ery/ul 8] 5
U-Stix spez. Gewicht g/l U 1005 - 1030

Hamatologie

Blutbild B

Leukozyten G/l B 4.0-10.4
Erythrozyten T/ B 3.96 - 5.16
Hé@moglobin g/dl B 11.5-15.4
Hamatokrit B 0.346 - 0.453
MCV fl B 80.0 - 95.5
MCH pg B 26.1-32.6
MCHC g/dl B 31.9-35.5
Thrombozyten G/l B 176 - 391

Endokrinologie, Spezialanalytik
TSH uuU/mi ‘ S 0.30 - 4.00

Werte auBerhalb der Richtwerte sind grau hinterlegt.

Material: S Serum, B Vollblut, P Plasma, U Urin, L Liquor, KM Knochenmark, ST Stuhl, SM Sondermaterial
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