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1 Einleitung und Fragestellung

In zahlreichen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass Schaden, die durch
Sauerstoffradikale verursacht werden, mit der Auslésung von Krebs, kardiovaskuldren
und neurodegenerativen Erkrankungen in Zusammenhang stehen [1]. Oxidativer Stress
wird durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verursacht und fihrt zu Verdnderungen
von Makromolekiilen (z.B. Proteinen, Lipiden und DNA) und ihrer Funktionsfahigkeit.
Die menschliche Nahrung enthalt eine Vielzahl von Substanzen, die vor der Entstehung
derartiger Schaden schitzen. Dazu z&hlen neben Vitaminen (A, C und E) auch
sekundare Pflanzenstoffe, zu denen unter anderem auch Polyphenole wie Resveratrol
und Isoflavone gehéren [2].

In der vorliegenden Arbeit wurde die antioxidative Wirkung von zwei
Nahrungserganzungsmitteln, die Isoflavone und Resveratrol enthalten, auf die DNA-
Stabilitdt humaner Lymphozyten mittels Einzelzellgelelektrophoresetests (SCGE-Test,
Komet Assay) untersucht. Es sollte geklart werden, ob es durch die Einnahme der
Préparate zu einer Reduktion von ROS-induzierten Schaden der Erbsubstanz und der
endogenen Bildung oxidierter Purine und Pyrimidine kommt. Zusétzlich wurden
verschiedene biochemische Parameter des Redox-Zustandes gemessen, namlich die
Totale Antioxidative Kapazitat (TAC), die Oxidation von Low Density Lipoproteinen
(Oxo-LDL) und die Konzentration von C-reaktivem Protein (CRP).

Die Arbeit ist in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten Teil wird der Einfluss der
Praparate auf Lymphozyten unter in vitro Bedingungen beschrieben, der zweite Tell
betrifft die Wirkung der beiden Nahrungsergdnzungsmittel beim Menschen. Dazu
wurden zwei Interventionsstudien mit jeweils zwolf Teilnehmern durchgefuhrt, die die
Préparate finf Tage hindurch konsumierten. Von allen Probanden wurden vor
Einnahme der ersten Tablette, am zweiten Tag, nach funf Tagen, sowie nach einer
zehntdgigen ,,Wash-out*-Phase Blutproben gesammelt, aus denen das Plasma und die
Lymphozyten gewonnen wurden. Mit den Zellen selbst wurden SCGE-Versuche mit
verschiedenen Endpunkten durchgefiihrt, die Plasmaproben wurden zur Bestimmung

der biochemischen Parameter verwendet.



2 Literaturiberblick

2.1 |Isoflavone
2.1.1 Uberblick, Struktur und Vorkommen

Isoflavone zé&hlen zu den Flavonoiden und werden aufgrund ihrer funktionellen
Ahnlichkeit zu steroidalen Ostrogenen auch als Phytodstrogene bezeichnet [2]. Sie
kommen in mehr als 300 Pflanzenarten vor und kdnnen von bestimmten Bakterien und
Pilzarten synthetisiert werden [3]. Viele Isoflavone haben antimikrobielle und fungizide
Wirkungen und dienen den Pflanzen zur Abwehr von Krankheiten [4]. AulRerdem
spielen sie bei der Signallbertragung und der Zellkommunikation eine Rolle und sind
an der Symbiose der Pflanzen mit Knéllchenbakterien (Rhizobien) beteiligt. Diese sind
in der Lage, Stickstoff aus der Luft zu binden und ihn in Verbindungen umzuwandeln,
die von den Pflanzen aufgenommen und verwertet werden kénnen [5].

In den 40er Jahren wurde die 6strogene Wirkung von Pflanzeninhaltsstoffen
erstmals beobachtet, da man bei australischen Schafen vermehrt Unfruchtbarkeit und
Fehlgeburten feststellte. Die Griinde dafiir waren Weiden, auf denen unter anderem
Rotklee (Trifolium pratense) wuchs, der von den Tieren gefressen wurde. Diese Pflanze
enthdlt groRe Mengen der Isoflavone Formononetin und Biochanin A, die somit die
ersten PhytoOstrogene waren, die man identifizierte [6]. Auch bei Geparden des Zoos
von Cincinnati wurde nach WVerabreichung von sojahéltigem Futter vermehrtes
Auftreten von Infertilitdt beobachtet [7]. Aufgrund ihrer dstrogenen Effekte wurden in
den 50er Jahren einzelne Isoflavone an Nagern genauer untersucht, mit dem Ziel sie als
Wachstumsbeschleuniger fiir die Futtermittelindustrie zu verwenden. Die Entdeckung
dieser Phanomene fuhrte dazu, dass man in den darauffolgenden Jahrzehnten vermehrt
begann die dstrogene Wirkung der Isoflavone zu erforschen. Seit 1996 sind Isoflavone
als Nahrungserganzungsmittel in Verwendung [8].

Die bekanntesten und am besten untersuchten Isoflavone sind Genistein und
Daidzein, die vor allem in Soja und Sojaprodukten vorkommen. Der Gehalt ist abhangig
von der Sorte der Sojapflanze, der geografischen Herkunft und der Erde, in der die
Pflanzen wachsen, sowie dem Klima, dem Erntejahr, dem Reifegrad und der weiteren
Verarbeitung der Bohnen. Im Allgemeinen nimmt die Menge der Isoflavone mit dem



Verarbeitungsgrad ab. Beispielsweise enthdlt Tofu nur mehr 6-20% des Gehalts der
unverarbeiteten Bohnen [3].

Biochanin A und Formononetin sind methylierte Vorstufen von Genistein und
Daidzein und kommen hauptséchlich in Rotklee vor (5 mg/g). In geringeren Mengen
sind Isoflavone auch in Nissen, Bohnen, Obst, Gemuse und Kaffee enthalten. Kuhnle et
al. [9-14] publizierten eine Reihe von Arbeiten ber den Phytodstrogengehalt
verschiedener Nahrungsmittel und Getranke. In Tabelle 1 sind die Isoflavonmengen
einiger Lebensmittel aufgelistet.

Tabelle 1: 1 soflavongehalte ver schiedener Lebensmitte [10, 12, 15]

| soflavongehalt (ug/100g)

L ebensmittel Genistein Daidzein Glycitein gesamt
Sojabohnen 33 500- 45 200- 3700-14 500 | 82 400-

120 100 113 800 248 400
Sojamilch (mg/ml) 5200-16 800 | 2600-12 600 | 200-1600 8000-31 000
Tofu 11 100- 7300-19 100 | 1500-3900 19 900-

30400 53400
Sojasprossen 225 110 16 351
Instant-Kaffeepulver 594 153 162 913
Kichererbsen 79 16 9 607
Feuerbohnen 78 64 22 164
Kidneybohnen 26 15 32 73
Linsen 19 26 6 51
Fisolen 35 12 2 50
Zuckererbsen <1 - 37 38
Mungobohnen 15 6 2 32
Erdnisse, gerdstet, gesalzen | 70 4 56 154
Pistazien, gerostet, gesalzen | - 2 2 33
Walniisse 11 1 <1 31
Mandeln 1 <1 <1 27
Haselniisse <1 <1 22
Petersilie 57 - <1 59
Zwiebelringe 28 6 5 44
Maracujas <1 42 <1 43
Datteln 19 5 6 35
Kirschen 2 5 13 20
Karotten 1 2 <1 4




Hoher Sojakonsum wird mit einer Abnahme der Inzidenz von
hormonabhéngigen Krankheiten in Zusammenhang gebracht. Beispielsweise zeigten
epidemiologische Studien, dass in asiatischen L&ndern, in denen eine soja- und
isoflavonreiche Nahrung konsumiert wird, Brust- und Prostatakrebs seltener auftreten
als in den westlichen Industriestaaten. Weiters wurde nachgewiesen, dass Asiaten, die in
die USA auswanderten und anschliefend ihre Erndhrungsgewohnheiten &nderten, ein
hoheres Risiko fur die beiden Krebsformen aufwiesen [16]. In Japan betragt die
durchschnittliche Isoflavonaufnahme laut einer 2002 durchgefiihrten Erndhrungsstudie
70 mg/Tag, in China zwischen 102 und 107 mg/Woche bei Manner und 77 bis 90
mg/Woche bei Frauen. Im Vergleich dazu lag der Isoflavonkonsum in der USA
zwischen 1999 und 2000 nur zwischen 1,1 und 1,3 mg pro Tag [17].

Sowohl in Tier- als auch in Humanstudien konnten protektive Effekte von
Phytodstrogenen hinsichtlich Wechseljahrbeschwerden, Herz-Kreislauferkrankungen,
Krebs, Osteoporose und bestimmten chronischen Nierenerkrankungen nachgewiesen
werden. Neueren Untersuchungen zufolge beeinflussen Isoflavone auch das
Immunsystem, indem sie entztindungshemmend wirken [18]. Abbildung 1 zeigt die
Strukturformeln einiger Isoflavone und ihre chemisch-strukturelle Ahnlichkeit zu
Ostradiol.

17B8-Ostradiol Daidzein

Genistein

Abbildung 1: Strukturformeln von 17p-Ostradiol und einiger |soflavone



2.1.2 Absorption und Verstoffwechselung

Die chemische Form, in der Isoflavone in Nahrungsmitteln vorkommen, hat grofRen
Einfluss auf ihre biologische Aktivitat, die Bioverfiigbarkeit und daher auch auf ihre
gesundheitlich relevanten Effekte. Eine entscheidende Rolle bei der Aufnahme und
Verstoffwechselung der Phytodstrogene spielt die Mikroflora des Darms [19].

Die meisten Isoflavone kommen in Pflanzen als Glucoside vor, die biologisch
weniger aktiv sind als die entsprechenden Aglykone [3]. Beispielsweise besitzen diese
Glucoside geringere 6strogene Wirkungen und kdénnen aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften und ihrem Molekulargewicht nur schlecht von den Enterozyten
absorbiert werden. Die Verbindungen werden von bakteriellen Glucosidasen im
Dinndarm hydrolysiert und in ihre aglykonen Formen (Daidzein, Genistein und
Glycitein) umgewandelt. Diese werden Uber das Darmepithel aufgenommen oder im
Dickdarm weiter metabolisiert. Dartber hinaus konnen Isoflavone uber den
enterohepatischen Kreislauf von der Leber mit der Gallenflissigkeit wieder zuriick in
den Dinndarm gelangen und erneut metabolisiert und absorbiert werden. [19, 20].

Genistein wird in einem ersten Reaktionsschritt zu Dihydrogenistein und
anschlieBend zu 6’-Hydroxy-O-demethylangolensin reduziert und zuletzt als p-
Ethylphenol und 4-Hydroxyphenyl-2-propionséure abgebaut [21]. Daidzein wird nach
Reduktion zu Dihydrodaidzein entweder zu O-Demethylangolensin oder Equol
umgewandelt. Nur etwa ein Drittel aller Menschen (in asiatischen Landern bis zu 60
Prozent) besitzt die Fahigkeit, Equol zu bilden. Dies ist vermutlich ebenfalls auf
individuelle Unterschiede der Zusammensetzung der Darmflora zuriickzufiihren. Equol
besitzt eine hohere Bindungsaffinitat an den Ostrogenrezeptor, sowie eine héhere
antioxidative Aktivitat und antiandrogene Eigenschaften als andere Isoflavone, die
gesundheitlichen Effekte der Phytodstrogene hangen daher zu einem grof3en Teil von
der Fahigkeit ab, dieses Stoffwechselprodukt zu bilden. Da die Bakterienflora im Darm
und die Aktivitdt der Glucosidasen durch die Zusammensetzung der Nahrung
beeinflusst werden, kann sich diese ebenfalls auf die Verstoffwechselung der Isoflavone
und auf die Produktion von Equol auswirken. Beispielsweise fiihrt eine vegetarische
Ern&hrung mit einem hohen Anteil an Ballaststoffen, pflanzlichen Proteinen und wenig
Fett dazu, dass vermehrt Equol gebildet wird [20].



Der Einfluss der Mikroflora des Darms auf die Verstoffwechselung von
Phytodstrogenen wurde durch eine Reihe von Untersuchungen belegt. Beispielsweise
wurde nachgewiesen, dass der Metabolismus durch die Einnahme von Antibiotika
gehemmt werden kann [22]. Auflerdem wurde gezeigt, dass S&uglinge nach
Verabreichung von sojahéltiger Babynahrung in den ersten vier Monaten kein Equol
produzieren, da ihre Darmflora noch nicht ausreichend entwickelt ist [23].

Isoflavone werden relativ schnell absorbiert und sind bereits nach 30 Minuten
bis zwei Stunden im Plasma nachweisbar. Dies ist durch eine zuséatzliche Aufnahme aus
Magen und Duodenum ins Blut erklarbar. Nach vier bis acht Stunden kommt es infolge
des enterohepatischen Kreislaufs erneut zu einem Anstieg der Konzentration im Plasma
[20]. Ein GroBteil der Daidzein- und Genisteinmenge wird innerhalb von 24 Stunden
wieder ausgeschieden [3].

Setchell et al. [24] untersuchten die Pharmakokinetik von Daidzein und
Genistein beim Menschen, indem sie die Verbindungen mit *C markierten. Die
Bioverfugbarkeit und die maximale Serumkonzentration von Genistein waren
signifikant hoher als jene von Daidzein. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die
Absorption der Isoflavone limitiert ist, da ab einer bestimmten Menge ein
Sattigungseffekt auftritt. Die Untersuchungen von Decross et al. [25] und Zubik et al.
[26] zeigen deutlich, dass die Aufnahme von Equol Uber den Dickdarm hoher ist als
jene von Daidzein und dass seine Plasmakonzentrationen langsamer sinken als die
anderer Isoflavone.

Durch sojareiche Erndhrung, die etwa 50 mg Isoflavone pro Tag enthalt, kdnnen
Plasmakonzentrationen von 50-800 ng/ml Daidzein, Genistein und Equol erreicht
werden. Diese Mengen entsprechen den Konzentrationen, die im Plasma der
japanischen Bevolkerung gefunden wurden und reichen aus, um positive

Gesundheitseffekte auszulésen [19].



2.1.3 Biologisch relevante Effekte

Isoflavone konnen im Korper auf verschiedene Weise physiologische Prozesse
verandern und dadurch die menschliche Gesundheit beeinflussen. In diesem Kapitel
werden die wichtigsten gesundheitlichen Effekte der Phytodstrogene und die zugrunde
liegenden Mechanismen beschrieben. Abbildung 3 (siehe Seite 18) gibt einen
schematischen Uberblick tiber die biologischen Wirkungen der Isoflavone.

2.1.3.1 Molekulare Mechanismen

Die Hauptwirkung der Isoflavone besteht in der Fahigkeit aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zu steroidalen Hormonen an Ostrogenrezeptoren (ER) von
Zellen zu binden. Diese kommen im Kdorper in zwei Isoformen vor, als ER-a und ER-3
und ihre Verteilung ist je nach Organ und Gewebe unterschiedlich [3]. ER-o kommt vor
allem in Nieren, Nebennieren, Hypophyse, Brustgewebe, Haut, Skelettmuskulatur und
Leber vor, ER-B findet man in groReren Mengen in Prostata, Lunge, Blase, Gehirn,
Knochengewebe und im Gastrointestinaltrakt. Eierstocke, Hoden und Uterus besitzen
beide Isoformen. Die Verteilung der Rezeptoren liefert eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Wirkungen der Isoflavone. Durch ihre Bindung an die ER werden
diese entweder aktiviert oder inhibiert, da sie unzuganglich fiir Ostrogenmolekiile
werden. Auf diese Weise besitzen Isoflavone sowohl Ostrogene Wirkungen, kénnen
aber auch antagonistische und somit antidstrogene Effekte auslosen [27, 28].

Die Wirkungen der Isoflavone sind vom Ostrogenspiegel im Korper abhéngig.
Bei hohen Konzentrationen an endogenen Ostrogenen, wie sie wahrend der
Follikelphase des Menstruationszyklus auftreten, blockieren Phytodstrogene die ER. In
der Menopause konnen sie hingegen den niedrigen Ostrogenspiegel ausgleichen [3].

Die Bindungsaffiniat der Isoflavone an die Rezeptoren ist wesentlich geringer
als diejenige von 17B-Ostradiol und ist innerhalb der Gruppe recht unterschiedlich.
Wahrend Genistein im Vergleich zu Ostradiol eine Affinitit von 4% an den ER-a und
87% an den ER-B besitzt, sind es bei Daidzein 0,1% bzw. 0,5% [29]. Equol hat die
hochste Bindungsaffinitat und 16st daher die starksten ostrogenen Effekte unter den
Daidzeinmetaboliten aus [20].

Im Allgemeinen zidhlen Ostrogenrezeptoren zu den nukleiren Rezeptoren und

werden im Cytosol durch Bindung eines Liganden aktiviert, ein geringer Teil kommt



allerdings auch als membrangebundene Form vor. Diese sind nicht direkt an der
Regulation von Transkriptionsvorgéngen beteiligt, sondern aktivieren intrazelluldre
Mechanismen. Dazu zahlen beispielsweise Anderungen der lonenkonzentrationen und
der Membranpermeabilitdt von Zellen, sowie die Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO). Auf diese Weise kommt es zur Erweiterung von BlutgefaBen (Vasodilatation)
und erhohter Aktivitat der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS). AuRerdem
konnen die neuronale Erregbarkeit und in Folge das Zentralnervensystem und kognitive
Funktionen beeinflusst werden [3]. Abbildung 2 zeigt schematisch die Wirkungen von

Ostrogenrezeptoren.
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Abbildung 2: Schematisch Darstellung der Wirkung von Ostrogenrezeptoren. Isoflavone
bzw. Ostrogene binden an die Rezeptoren, die sich im Cytosol oder an der Zellmembran
befinden, und beeinflussen (ber verschiedene Signalwege Transkriptionsvorgange und die
Proteinsynthese. Die Bindung an einen intrazellularen Ostrogenrezeptor fiihrt zur Dimerisierung
mit einem weiteren Rezeptor. Dieser Komplex bindet im Zellkern an das ,,Estrogen Response
Element” (ERE) des Zielgens, das in weiterer Folge verstérkt transkribiert wird. Durch Bindung
eines Ostrogens oder Isoflavons an den membrangebundenen Rezeptor kommt es zur
Aktivierung sekundarer Botenstoffe (,,Second Messenger”). Diese binden wiederum an
bestimmte DNA-Sequenzen (CRE, SRE), die die Transkription aktivieren [30]. Abkiirzungen:
ER - Ostrogenrezeptor, ERE - Estrogen Response Element, MAPK/ERK — Mitogen Activated
Proteinkinase/Extracellular signal Regulated Kinase, PKA - Proteinkinase A, PKC -
Proteinkinase C, CREB — cAMP response element-binding Protein, CRE - cAMP-Response-
Element, SRE - Serum-Response-Element.



Die Regulation des Hormonstoffwechsels wird von den Isoflavonen auch
unabhangig von der Bindung an die Ostrogenrezeptoren beeinflusst. Sie hemmen
beispielsweise die Aktivitdt der 5 -Reduktase und der Aromatase, die fur die
Umwandlung von Testosteron zu Sa-Dihydrotestosteron bzw. Ostradiol zustandig sind.
Daruber hinaus verstarken Isoflavone die Synthese des Sexhormon-bindenden
Globulins (SHBG), wodurch vermehrt endogene Ostrogene gebunden werden kénnen
[3].

Isoflavone haben nicht nur phytotdstrogene Wirkungen, sondern sind auch in der
Lage intrazelluldre Signalwege und das Zellwachstum zu beeinflussen. Sie hemmen in
vitro die Zellproliferation verschiedener Tumorzelllinien und kdnnen Apoptose
auslésen [31]. Akiyama et al. [32] entdeckten 1987, dass Genistein in vitro
Tyrosinkinasen und dadurch die von diesem Protein kontrollierten Signalwege
inhibieren kann. Diese Enzyme spielen bei Wachstumsvorgangen und Karzinogenese
eine wesentliche Rolle und sind in Krebszellen oft Gberexprimiert.

Daruber hinaus inhibiert Genistein die Topoisomerasen | und Il und
Histidinkinasen, was sowohl antiproliferative als auch proapoptotische Effekte zur
Folge hat. In verschiedenen Brustkrebszelllinien konnte man durch Behandlung der
Zellen mit diesem Isoflavon Apoptose auslésen und Anderungen in der Expression von
Genen beobachten, die mit Uberlebensvorgangen von Zellen in Zusammenhang stehen
[33, 34]. AuBerdem wurde nachgewiesen, dass Genistein den NF-xB- und den Akt-
Signalweg beeinflussen kann. NF-«kB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige
Rolle bei Entziindungsprozessen und Zellwachstum spielt und bei Uberexpression
Apoptose verhindert. Genistein inhibiert die Aktivierung von NF-xB, aber auch die
Bindung des Molekiils an die DNA. Der Akt-Signalweg ist ein weiterer wichtiger
Mechanismus, der das Uberleben einer Zelle beeinflusst. Er wird ebenfalls durch
Genistein inhibiert, was schlussendlich zur Apoptose fuhrt [16].

Isoflavone konnen nicht nur in die Krebsentstehung eingreifen, sondern haben
auch Einfluss auf den Verlauf der Kanzerogenese wie Metastasierung und Angiogenese.
Genistein verringert in vitro die Expression von c-erbB-2, einem Gen, das mit der
Ausbreitung von Krebszellen im Kdrper in Zusammenhang steht [35]. Des weiteren
inhibiert das Isoflavon TGF-B-kontrollierte Signalwege, die an der Regulation von
Angiogenese, der Bildung neuer BlutgefélRe, beteiligt sind [36].
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2.1.3.2 Antioxidative Effekte

Viele gesundheitlich relevante Effekte der Phytodstrogene, insbesondere die Pravention
vor koronaren Herzerkrankungen und verschiedenen Krebsarten, stehen moglicherweise
mit ihren antioxidativen Eigenschaften in Zusammenhang. Isoflavone erhohen die
Aktivitdt von antioxidativen Enzymen (Katalase, Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase), die im Korper Radikale inaktivieren, die Bildung von
Wasserstoffperoxid und des Superoxidanions hemmen und oxidative Schéden
verhindern, indem sie an bestimmte Stellen der DNA binden und diese schutzen.
Aullerdem konnen sie durch ihre Hydroxylgruppen Elektronen abgeben und Radikale
dadurch direkt abfangen [2]. Die Position dieser Hydroxylgruppen auf den Phenolringen
ist ein entscheidender Faktor fur die Starke ihrer antioxidativen Aktivitat. Mitchell et al.
[37] untersuchten die Wirkungen verschiedener Isoflavone und derer Metaboliten in
FRAP- und TEAC-Assays (siehe Kapitel 2.4.3) und zeigten, dass Equol die starksten
antioxidativen Effekte besitzt.

Isoflavone beeinflussen auch die Expression von Genen und Signalwegen, die
mit oxidativem Stress in Zusammenhang stehen. Beispielsweise wird der
Transkriptionsfaktor NF-xB durch freie Radikale aktiviert. Genistein kann die
Aktivierung dieses Proteins im Cytosol inhibieren oder indirekt beeinflussen, indem es
vor der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies schitzt. Dieser Effekt konnte auch in
vitro mit humanen Lymphozyten und in einer Humanstudie, in der ein isoflavonhéltiges
Préparat verabreicht wurde, beobachtet werden [16].

Daruber hinaus verhindern Isoflavone die Oxidation von Low Density
Lipoproteinen (LDL, siehe Kapitel 2.4.2), indem sie an die Molekdile binden und sie auf
diese Weise vor Angriffen durch Oxidantien schitzen. Vor allem mit Genistein wurde
in verschiedenen in vitro Untersuchungen eine protektive Wirkung vor LDL-Oxidation
festgestellt [38-40].

In Einzelzellgelelektrophoresetests (SCGE-Tests) wurden Schutzeffekte von
Isoflavonen gegenuber ROS-induzierten DNA-Schéden mit verschiedenen Zelllinien
unter in vitro Bedingungen nachgewiesen. Bei diesen Untersuchungen wurde nach
Inkubation der Zellen mit verschiedenen Isoflavonen (Genistein, Daidzein und Equol)
eine Abnahme von Wasserstoffperoxid-induzierten Schaden beobachtet. In Tabelle 2

sind Ergebnisse einiger in vitro Studien aufgelistet.
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Tabelle 2: In vitro SCGE-Untersuchungen Uber die antioxidative Wirksamkeit von

| soflavonen®
| soflavon- Testsystem Behandlung Ergebnis Ref.
konzentration
Genistein/Daidzein | Humane 500 umol/L H,0, | | Sensivitét [41]
0.01-2.5 uM/24 h | Lymphozyten, gegenuber H,0,
2.5-20 uM /24 h Jurkat T-Zellen
Genistein Humane 500 mmol/l H,0, | | Sensivitit [42]
0.01-1pmol/I Lymphozyten gegenuber H,0,
Equol
0.01 -100umol/I
Genistein Humane H,0, | Sensivitat [43]
0.01-100 uMm Spermatozoen gegenuber H,0,
Genistein Prostata- 19 uM H,0; | Sensivitat [44]
1-30 uM/24h krebszellen gegenuber H,0,
Genistein-8-C- NIH 3T3-Zellen | H,0, | Sensivitét [45]
Glucosid gegenuiber H,0,
2.5-10 uM
Genistein-8-C- CHO-Zellen H,0, | Sensivitat [46]
Glucoside gegenuber H,0,
5und 7.5 uM

Y Abkiirzungen: | - Abnahme

Auch in Tierexperimenten und Humanstudien wurden die antioxidativen Effekte

der Isoflavone untersucht, indem entweder Isoflavone oder sojahéltige Nahrungsmittel

und Supplemente verabreicht wurden.

In einem Versuch mit Ratten wurde den Tieren ein Monat lang isoflavonhéltiges

Sojapulver verabreicht. Nach der Behandlung wurde ein Rilckgang der DNA-
Strangbriiche in Leukozyten und ein Anstieg der totalen antioxidativen Kapazitét
beobachtet [47]. Cai und Wei [48] untersuchten die Beeinflussung der Aktivitaten
antioxidativer Enzyme durch Genistein bei Mdusen und konnten erhdhte Aktivitat von
Katalase in Dunndarm, Leber und Niere, sowie von Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase in der Haut und von Glutathionreduktase in Dinndarm und Haut
feststellen. Nach sechsmonatiger Gabe von Formononetin kam es in Mdusen ebenfalls
zu einer Erhohung von antioxidativ wirksamen Enzymen und zu einem Rickgang der
Produktion von Malondialdehyd (MDA) [49].

Auch in einer Studie mit Ratten, denen eine sojaproteinhaltige Didat verabreicht

wurde, konnten antioxidative Wirkungen nachgewiesen werden. Nach zwo6lf Monaten
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waren die MDA-Werte in den Mitochondrien der Leber um ein Drittel reduziert und der
Glutathionspiegel war 35% hdher als in der Kontrollgruppe. Die Expression der
antioxidativen Enzyme Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD) und Cytochrom-c-
Oxidase waren signifikant erhéht [50].

In einer weiteren Untersuchung, in der Ratten Genistein konsumierten (20 mg/kg
b.w., 5 Tage), wurden Schutzeffekte vor 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen (DMBA)-
induzierten Chromosomenaberrationen und eine Reduktion der polychromatischen
Erythrozyten mit Kleinkernen beobachtet [51]. Nach Behandlung von Mausen mit
Benzo(a)pyren kam es durch Genisteinverabreichung zu einem Rickgang der DNA-
Strangbriiche, Mikrokerne und Chromosomenaberrationen [52].

Mitchell et al. [53] publizierten die Ergebnisse einer Humanstudie, in der die
Probanden entweder Soja-, Reis- oder Kuhmilch zu sich nahmen. Nach vier Wochen
kam es zu einer Abnahme der endogenen Bildung oxidierter Pyrimidine in der
Sojamilchgruppe, allerdings wurden weder eine Reduktion der DNA-Migration noch
protektive Effekte gegeniiber H,O, detektiert. In einer aktuelleren SCGE-Untersuchung
mit einem Nahrungserganzungsmittel, das 80 mg Isoflavone aus Soja, Reis und
Leinsamen enthielt, konnten nach siebentégiger Einnahme keine Effekte auf die DNA-
Stabilitat beobachtet werden [54]. Davis et al. [55] und Djuric et al. [56] fanden nach
dreiwdchiger Verabreichung von Isoflavonpraparaten einen Rickgang von 5-
Hydroxymethyl-2'-deoxyuridin (5-OHmdU), einem Marker fir DNA-Oxidation.

Auch in Bezug auf die Anderungen biochemischer Parameter sind die
Ergebnisse der bisherigen Interventionsstudien widerspruchlich. Tikkanen et al. [57]
stellten nach zweiwochiger Einnahme von isoflavonhéltigen Sojariegeln eine
verringerte Oxidierbarkeit der LDL-Partikel fest. In zwei weiteren Humanstudien kam
es ebenfalls zu einem Rickgang der LDL-Oxidation [58, 59]. In anderen
Untersuchungen wurden im Gegensatz dazu keine Verénderungen dieses Parameters
durch die Phytotstrogene gefunden [60, 61].

Die Bestimmung der Endprodukte der Lipidperoxidation (siehe Kapitel 2.4.2) ist
eine weitere Methode, um oxidativen Stress nachzuweisen. Als Parameter konnen MDA
im Serum und die F2-lsoprostankonzentrationen im Harn oder im Plasma gemessen
werden. Die Einnahme von Isoflavonen ergaben in mehreren Studien keine Abnahme
des MDA [59, 61, 62], allerdings konnten Wiseman et al. [59] einen Rickgang der
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Isoprostankonzentration nach Konsum von Sojaburgern feststellen. Tabelle 3 gibt einen
Uberblick tber die bisher durchgefiihrten Humanstudien, die mit isoflavonhiltigen

Nahrungsmitteln durchgefihrt wurden.

Tabelle 3: Beispiele fur Humanstudien Uber die antioxidative Wirksamkeit von isoflavon-
haltigen Nahrungsmitteln

Studiendesign’ n° | Ergebnis® Ref.
Sojamilch, Reismilch oder Kuhmilch | 10 | <> Sensitivitat gegeniiber H,O, | [53]
1 L/Tag, 28 Tage <> Strangbriiche

| oxidierte Pyrimidine in

Lymphozyten
Nahrungserganzungsmittel mit 10 | < Strangbriiche in [54]
Phyto6strogenen Lymphozyten
80 mg/ Tag, 7 Tage
Isoflavonhaltiges 6 1 5-OHmMdU in Lymphozyten [55]

Nahrungserganzungsmittel
100 mg/Tag, 21 Tage
Isoflavonhaltiges 12 | | 5-OHmdU in Lymphozyten [56]
Nahrungserganzungsmittel

50 mg bzw. 100 mg/Tag, 21 Tage
3 Sojariegel/Tag, 14 Tage 6 | OxoLDL im Plasma [57]
12 mg Genistein/Riegel
7 mg Daidzein/Riegel

Isoflavonhaltige Diat 31 | | OxoLDL im Plasma [58]
86 mg/Tag, 1 Monat
Isoflavonhaltiges 14 | < OxoLDL im Plasma [60]

Nahrungserganzungsmittel
86 mg/Tag, 4 Monate

Isoflavonhaltige Diat 42 | < OxoLDL im Plasma [61]
50 mg/1000 kcal, 42 Tage 1 MDA im Plasma

<> F2-Isoprostane im Harn
Isoflavonhaltiges 23 | < MDA im Plasma [62]

Nahrungserganzungsmittel
86 mg/Tag, 1 Monat

Sojaburger, 17 Tage 24 | | OxoLDL im Plasma [59]
21.2 mg Daidzein < MDA im Plasma

34.8 mg Genistein | F2-Isoprostane im Harn
Isoflavonhaltiges 59 | « F2-Isoprostane im Harn [63]

Nahrungserganzungsmittel
55 mg/Tag, 56 Tage

Y mg-Mengen beziehen sich auf die Gesamtmenge an Isoflavonen

2 n — Zahl der Teilnehmer

3) Abkirzungen: 5-OHmdU - 5-Hydroxymethyl-2’-deoxyuridin, MDA — Malondialdehyd, 1 -
Anstieg, | - Abnahme, < keine Anderung



14

2.1.3.3 Schutz vor Krebserkrankungen
In asiatischen Landern ist die Inzidenz fur hormonabhéngige Krebserkrankungen, wie
Brust- und Prostatakrebs, geringer als in Europa oder den USA. Diese Beobachtung
wird unter anderem auf eine sojareiche Erndhrung zuriickgefuhrt. So wurde bei
asiatischen Auswanderern, die ihre Erndhrungsgewohnheiten an die der westlichen
Industrielander anpassten (erhdhter Konsum von Fleisch und Fleischprodukten,
geringere Aufnahme von Ballaststoffen und Sojabohnen), ein héheres Auftreten dieser
Krebsarten beobachtet [3]. Fir die préaventive Wirkung der Isoflavone werden vor allem
ihre antidstrogenen bzw. antiandrogenen Eigenschaften verantwortlich gemacht.
Beispielsweise wird die Entstehung von Prostatakrebs mit einem erhéhten
Dihydrotestosteronspiegel in Zusammenhang gebracht, dessen Synthese durch
Isoflavone beeinflusst wird [17]. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass endogen gebildete Ostrogene an der Entstehung von Brustkrebs beteiligt
sind. Sie erhohen die Proliferation des Gewebes und beeinflussen das Wachstum von
ostrogensensitiven neoplastischen oder praneoplastischen Zellen. Ein friihes Einsetzen
der Menstruation und ein spater Beginn der Wechseljahre, kurze und regelméfiige
Menstruationszyklen sowie ein hoher Ostrogenspiegel bei postmenopausalen Frauen
gelten als Risikofaktoren fur Brustkrebs [19, 64]. Isoflavone senken durch erhdhte
SHBG-Synthese die Menge an freien Ostrogenen im Korper und verandern durch ihre
Bindung an die ER verschiedene 6strogenabhéngige Signalwege [6].

Die antioxidativen Effekte der Isoflavone, die zuvor schon genauer beschrieben
wurden, sind eine weitere mogliche Erklarung fur die préaventive Wirkung gegeniiber

Krebserkrankungen.

2.1.3.4 Schutz vor Herz-Kreislauferkrankungen

Die Inzidenz flr kardiovaskulare Erkrankungen ist in den westlichen Industriestaaten
achtmal hoher als in asiatischen Landern [65]. Neben erblichen Faktoren werden auch
unterschiedliche Erndhrungsgewohnheiten dafiir verantwortlich gemacht [3].

Das Risiko fir Herz-Kreislauferkrankungen ist bei premenopausalen Frauen
geringer als bei Mannern, da Ostrogene kardioprotektive Effekte besitzen. Diese
Beobachtung konnte durch den Einsatz der Hormonersatztherapie wéhrend der
Wechseljahre bestatigt werden. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Isoflavone
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geht man davon aus, dass diese auf dieselbe Art praventiv gegenuber kardiovaskularen
Erkrankungen wirken wie die Ostrogene selbst [50].

Klinische Studien zeigten, dass es nach Verzehr von Soja zu einer Senkung des
LDL-Cholesterins und der Serum-Triglyzeride sowie zu einer Erhohung des HDL-
Cholesterins kommt [62, 66-68]. Anderson et al. [69] publizierten eine Metaanalyse
uber die cholesterinsenkende Wirkung von Sojaproteinen, die zu 60-70% auf Isoflavone
zurtickgefuhrt wird.

Es gibt eine Reihe von Mechanismen, die mit der Verhinderung von Herz-
Kreislauferkrankungen in Zusammenhang stehen und die dafiir sprechen, dass
Isoflavone die Risiken reduzieren. Beispielsweise kdnnen sie den Lipidstoffwechsel
beeinflussen, das Thromboserisiko senken, indem sie die Thrombozytenaggregation
hemmen, und als Antioxidantien wirken [3, 70]. Darlber hinaus verandern die
Phytoostrogene den GefaRtonus durch verschiedene Mechanismen, die zu einer
Erweiterung der GefalRe fiihren bzw. einer Gefalverengung und dadurch einer
Erhohung des Blutdrucks entgegenwirken. Durch die Bindung an die
Ostrogenrezeptoren kommt es zur erhéhten Expression der endothelialen
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und vermehrten Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO). Die Freisetzung von NO bewirkt eine Relaxion der glatten GefaBmuskulatur, was
zu einer GeféaRerweiterung fuhrt [3]. Mahn et al. [50] konnten nach Verabreichung von
Isoflavonen an Ratten eine Verringerung des Blutdrucks und eine gleichzeitige
Erhéhung der eNOS-Expression beobachten.

Des weiteren konnen Isoflavone den renalen Blutfluss und die

Natriumausscheidung erhéhen und auf diese Weise den Blutdruck beeinflussen [3].

2.1.3.5 Isoflavone als Alternative zur Hormonersatztherapie

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass in asiatischen L&ndern die Inzidenz von
Wechseljahrbeschwerden und Osteoporose niedriger ist als in den westlichen
Industrielandern. Wahrend der Menopause kommt es im Korper zu Verénderungen, die
zu einer verminderten Funktion der Eierstocke und dadurch zu einer geringeren
Ostrogenproduktion fiihren, die fur die verschiedenen klimakterischen Beschwerden

verantwortlich gemacht wird [28].
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Seit 1942 wird die Hormonersatztherapie (HET) eingesetzt, um Wechseljahr-
beschwerden wie Hitzewallungen, Stimmungsschwankungen und Mudigkeit zu lindern
[71]. Des weiteren wurde angenommen, dass sich die Einnahme von Ostrogenen
wéhrend der Menopause positiv auf das Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen und
Osteoporose auswirkt [72]. In den letzten Jahren zeigte sich allerdings ein
Zusammenhang zwischen HET und dem erhohtem Auftreten von Brustkrebs und Herz-
Kreislauferkrankungen [71]. Daher werden Phytodstrogene vermehrt als Alternative
verwendet, da diese ebenfalls dstrogene Wirkungen besitzen [72]. Beispielsweise wurde
in mehreren Studien eine Reduktion der Hitzewallungen nach Einnahme von
isoflavonhéltigen Nahrungsergédnzungsmitteln beobachtet [73, 74]. Vor allem
hinsichtlich der Verringerung des Osteoporoserisikos wurden in verschiedenen
Humanstudien positive Zusammenhdnge mit dem Konsum von Soja und
Phytodstrogenen gefunden, daher werden diese Effekte im nachfolgenden Kapitel

genauer beschrieben.

2.1.3.6 Schutz vor Osteoporose
Epidemiologische Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen einer geringeren
Osteoporoseinzidenz bei asiatischen Frauen und einer sojareichen Erndhrung. Wahrend
der Menopause erhoht sich durch die verminderte Ostrogenproduktion das
Osteoporoserisiko. Isoflavone kdnnen aufgrund ihrer dstrogenen Eigenschaften positiv
auf die Aufrechterhaltung der Knochensubstanz wirken [75]. In vitro und Tierversuche
zeigen, dass Isoflavone den Knochenaufbau durch die Osteoblasten fordern und den
Abbau durch die Osteoklasten hemmen. Durch die Inhibition von Tyrosinkinasen und
der Auslosung von Apoptose kann die Aktivitat der Osteoklasten vermindert werden.
Der Auf- und Abbau von Knochen wird auch durch das Zusammenspiel der beiden
Proteine Osteoprotegerin und ,,Receptor Activator of NF-«B Ligand“ (RANKL)
gesteuert, deren Konzentrationen ebenfalls durch hohere Genisteinaufnahmen
beeinflusst werden konnen.

Knochenzellen besitzen groRere Mengen des Ostrogenrezeptors B, an den
Isoflavone mit einer hoheren Affinitat binden. Dadurch kdnnen die Phytodstrogene die

Bildung von Osteoblasten direkt durch Aktivierung oder Inhibierung der Rezeptoren


http://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB�
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oder indirekt durch Mechanismen wie die erwahnte Hemmung von Tyrosinkinasen und
Topoisomerasen Il beeinflussen [28].

Des weiteren wurde in einer Humanstudie nachgewiesen, dass erhohte
Aufnahme von tierischem Eiweil3 zu vermehrter Kalziumausscheidung fihrt, die durch
Konsum von Sojaproteinen vermindert wurde [76]. Tierversuche zeigten nach
Verabreichung von Soja ebenfalls einen Anstieg der intestinalen Kalziumaufnahme
[77].

In einer Reihe von Humanstudien konnte nachgewiesen werden, dass erhohter
Verzehr von soja- bzw. isoflavonhaltigen Nahrungsmitteln zur Prdvention von
Osteoporose beitragen kann [78-82]. Bei postmenopausalen Frauen nahm die
Knochendichte abhé&ngig von der Dosis und der Einnahmedauer zu. Ebenso konnte man
verénderte Konzentrationen von spezifischen Biomarkern des Knochenauf- und -abbaus
messen, beispielsweise einen Anstieg von Osteokalzin im Serum und Reduktion der N-
Telopeptide und des Desoxypyridolin im Harn [83-87]. Allerdings waren diese Effekte
meist gering und in einigen Studien, vor allem bei prdmenopausalen Frauen, wurde
keine Wirkung der Isoflavone gefunden [88-90].

Trotzdem konnte der Einsatz von Isoflavone eine Alternative fir die
Osteoporosepravention sein, da sie im Gegensatz zur Hormonersatztherapie keine

gesundheitlichen Risiken aufweisen [3].

2.1.3.7 Weitere gesundheitliche Wirkungen

Die Wirkung der Isoflavone auf kognitive Funktionen wurde in einigen Studien
untersucht. Es ist belegt, dass Substanzen wie Ostradiol iiber die Blut-Hirn-Schranke
zum Gehirn gelangen konnen. Bei postmenopausalen Frauen wurde nach
Langzeitverabreichung von Soja oder isolierten Isoflavonen ein positiver Einfluss auf
das Lernverhalten, das logische Denkvermdgen und organisatorische Féhigkeiten
festgestellt. Auch nach einwdchiger Isoflavoneinnahme kam es zu einer Verbesserung
der kognitiven Eigenschaften. Diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung tberein,
dass die Inzidenz von Demenz in der asiatischen Bevolkerung geringer ist als in den

westlichen Industriestaaten [3].
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2.1 Resveratrol
2.1.1 Uberblick, Struktur und Vorkommen

Resveratrol (3,5,4‘-Trihydroxystilben) ist ein Phytoalexin und kommt vor allem in
Weintrauben, Maulbeeren, Erdnlssen und Preiselbeeren vor. Die Verbindung wurde
erstmals 1940 in den Wurzeln von Veratrum grandiflorum O. Loes und 1963 in den
Wurzeln der Knéterich-Pflanzen (Polygonum cuspidatum) gefunden und isoliert [91].
1976 gelang der Nachweis in Weintrauben und 1992 in Wein [92]. Chemisch gesehen
zahlt die Substanz aufgrund der beiden phenolischen Ringe zu den Polyphenolen und
kann in cis- oder trans-Konfiguration vorliegen. Durch ultraviolette Strahlung wird die
trans-Form in die cis-Form umgewandelt. Lichtgeschiitzt ist trans-Resveratrol fir einige
Monate stabil [93]. Abbildung 4 zeigt die Strukturformel der beiden Isomere, sowie die
von Piceatannol, einem Stoffwechselprodukt von Resveratrol, das eine zusatzliche

Hydroxylgruppe besitzt.

cis-Resveratrol

HO
OH O X
OH O

OH OH

trans-Resveratrol

HO NN

Piceatannol

HO NN

OH

Abbildung 4: Strukturformeln von trans- und cis-Resveratrol und Piceatannol

Pflanzen erhéhen die Produktion von Resveratrol, wenn sie Infektionen (Befall durch
Botrytis) oder Umweltbelastungen wie ultravioletter Strahlung, Temperatur-
schwankungen und Ozon ausgesetzt sind [94]. Die Synthese findet ausschliellich in der
Schale von Weintrauben, nicht aber im Fruchtfleisch statt. Rotweine enthalten mit 0,1

bis 15mg/L deutlich hohere Mengen des Polyphenols als WeiBweine mit
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durchschnittlich 0,24 mg/L, da die Schalen der Friichte wéhrend der Fermentation
langer mit dem Wein in Kontakt bleiben. Der Resveratrolgehalt von Weinen variiert
stark, da er von verschiedenen Faktoren wie zum Beispiel der Traubensorte, der
geografischen Herkunft der Frichte, der Jahreszeit oder der Verarbeitung abhangig ist.
Auch die Dicke der Schalen,
beeinflussen die Produktion des Phytoalexins [95]. Wang et al. [96] untersuchten den

ultraviolette Strahlung und Botrytis-Infektionen

Gehalt von sieben verschiedenen italienischen Rotweinen und fanden Konzentrationen
zwischen 1,98 und 6,83 mg/L, wahrend Burns et al. [97] bei kalifornischem Pinot Noir
Werte bis 18 mg/L messen konnten. Tabelle 4 gibt einen Uberblick uber die

Resveratrolkonzentrationen verschiedener Lebensmittel.

Tabelle 4: Vorkommen von Resveratrol in Lebensmitteln

L ebensmittel Resveratrolgehalt | Ref.
Schalen von Weintrauben 50-100 mg/g | [92]
Rotweine 0,1 bis 15 mg/L | [95]
Weillweine 0,24 mg/L | [98]
Weintrauben 0,16-3,54 pg/g | [99]
Erdniisse 0,022-1,798 ug/g | [100]
Erdnussbutter (Durchschnitt aus 7 Sorten) 0,814 ug/g | [101]
Polygonum cuspidatum (Wurzel, getrocknet) 3,77 mg/g | [102]
Idatori-Tee (aus Wurzel von Polygonum cuspidatum) 0,68 mg/L | [97]
Roter Weintraubensaft (trans-Resveratrol) 0,5 mg/L | [91]
WeiRer Weintraubensaft 0,05 mg/L | [99]
Cranberrysaft (Durchschnitt, trans-Resveratrol) 0,2mg/L | [91]
Pistazien (Durchschnitt, trans-Resveratrol) 0,09-1,67 ug/g | [103]
Heidelbeeren 16 ng/g | [99]

In den letzten Jahrzehnten stieg der Bekanntheitsgrad von Resveratrol aufgrund
des sogenannten ,,Franzdsischen Paradoxons®. Dieser Begriff entstand durch die
Beobachtung, dass es bei der franzosischen Bevolkerung trotz hohen Konsums an
geséttigten Fettsduren zu einem wesentlich geringeren Auftreten von Herz-Kreislauf-
erkrankungen kommt. Dieses Phanomen wurde auf den regelméRigen Genuss von
Rotwein zurlickgefuhrt [104].
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1997 veroffentlichten Jang et al. [105] eine Arbeit Uber die chemopraventiven
Effekte von Resveratrol und weckten dadurch sowohl das Interesse der Forscher als
auch das der Offentlichkeit. In den folgenden Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen
uber die molekularen Grundlagen der antikarzinogenen Eigenschaften des Polyphenols

durchgefunhrt, die in der Publikation von Kundu et al. [106] zusammengefasst werden.

2. 2. 2 Verstoffwechselung

Aufgrund der verschiedenen gesundheitlichen Effekte, die Resveratrol zugeschrieben
werden, ist die Absorption und weitere Verstoffwechselung der Substanz wvon
besonderer Bedeutung. In Pflanzen kommt das Polyphenol hauptsachlich in
glycosylierten Formen vor (3-O-B-D-Glucoside). Die entsprechenden Verbindungen
werden als Piceide bezeichnet und sind stabiler, da sie durch die Glycosylierung vor
enzymatischen Oxidationsprozessen geschitzt sind. Resveratrol kann von den Zellen
des Darms nur in seiner aglyconen Form aufgenommen werden, daher mussen die
Glucoside zuerst in ihre entsprechenden Alglycone umgewandelt werden. Diese
Reaktion wird durch die im Verdauungstrakt vorkommenden Glycosidasen katalysiert.
Die Absorption ist daher von dem Verhéltnis zwischen glycosyliertem und aglyconem
Resveratrol in  Nahrungsmitteln und der Expression und Aktivitdit der
Verdauungsenzyme abhéngig [107].

Nach der Aufnahme Uber den Darm werden die Resveratrolaglycone in
Glucuronid- und Sulfat-Konjugate umgewandelt und gelangen anschlielend in den
Blutkreislauf. Durch Glucuronidasen und Sulfatidasen wird ein GroRteil der
Polyphenole wieder dekonjugiert und von der Leber aufgenommen, wo die
Verbindungen entweder durch den enterohepatischen Kreislauf Giber die Galle erneut in
den Darm transportiert oder konjugiert und ins Blut abgegeben werden. Von dort
gelangen sie in verschiedene Gewebe oder werden (ber die Niere ausgeschieden.

Die Absorption, Verstoffwechselung und Ausscheidung von Resveratrol wurden
sowohl in Tierexperimenten, als auch in Humanstudien und mit humanen Ziellinien
untersucht. Nach der Aufnahme sind die Resveratrolkonzentrationen im Blut gering und
auch die Halbwertszeit der Verbindung ist relativ kurz. Der Grund dafir ist die rasche
Verstoffwechselung des Polyphenols im Darm und in der Leber [108]. In Versuchen mit

Ratten wurde gezeigt, dass nach Konsum von Tritium-markiertem Resveratrol mehr als
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die Hélfte der Verbindung von den Tieren absorbiert wurde. Die hdchste Konzentration
des Polyphenols wurde sowohl im Blut als auch im Serum nach 30 Minuten gemessen
[109]. Nach intravendser Verabreichung von trans-Resveratrol (15 mg/kg) wurde ein
rascher Abfall der Agluconkonzentrationen beobachtet, die Halbwertszeit der Substanz
betrug acht Minuten. Vier bis acht Stunden spéter kam es zu einem erneuten Anstieg der
Plasmakonzentration, der dadurch erklart wurde, dass die Verbindungen Uber den
enterohepatischen Kreislauf von der Leber Uber die Galle wieder in den Darm
transportiert und abermals absorbiert wurden. Dieser Effekt wurde ebenfalls mit
glycosyliertem Resveratrol und nach oraler Verabreichung (50 mg/kg) beobachtet
[110].

In einer Studie von Miksits et al. [111] wurde die Sulfatierung von Resveratrol
in der menschlichen Leber untersucht. In Anwesenheit von 3‘-Phosphoadenosin-5°-
Phosphosulfat wurden durch Massen- und Kernspinresonanzspektroskopie drei
Metabolite detektiert (trans-Resveratrol-3-O-4*-O-disulfat, trans-Resveratrol-4*-O-
sulfat und trans-Resveratrol-3-O-sulfat). Diese Reaktionen wurden von verschiedenen
Sulfontransferasen katalysiert.

Walle et al. [112] untersuchten in einer Humanstudie die Aufnahme von
Resveratrol im Korper, seine Bioverfugbarkeit und die weitere Verstoffwechselung.
Dazu wurde sechs Probanden 25 mg radioaktiv (**C) markiertes Resveratrol pro Tag
oral und intravenos verabreicht (0,2 mg/P/T). Obwohl die Absorptionsrate bei etwa 70%
lag, wurde nur eine geringe Menge der Verbindung (< 5 ng/ml) in unverénderter Form
im Blut gefunden. Die Halbwertszeit der Substanz bzw. seiner Metaboliten im Plasma
betrug durchschnittlich neun Stunden. Um festzustellen nach welcher Zeit Resveratrol
verstoffwechselt wird wurde das Plasma nach intravendser Verabreichung untersucht.
Nach einer halben Stunde wurde der Grofdteil der Substanz in Sulfat-Konjugate
umgewandelt. Diese fand man auch nach oraler Verabreichung im Plasma, dariber
hinaus wurden auch Glucuronid-Konjugate detektiert.

Auch in einer Studie von Goldberg et al [113] wurde die Absorption von drei
Polyphenolen aus Rotwein an zwolf Probanden untersucht. Der héchste Serumspiegel
(416 und 471 pg/L) wurde bei trans-Resveratrol nach einer halben Stunde gefunden.
Die Ausscheidung im Urin nach 24 Stunden entsprach 16,5% der verabreichten
Gesamtdosis.
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Resveratrol wird im Korper durch das Cytochrom P450-Enzym CYP1B1 in
Piceatannol und zwei weitere Mono- und Dihydroxyresveratrolverbindungen
umgewandelt. Piceatannol besitzt ebenfalls chemopraventive Eigenschaften und kommt
in Weinen vor, allerdings in weitaus geringeren Mengen als Resveratrol [114].

Da nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zahlreiche positive Effekte von
Resveratrol nachgewiesen wurden, aber nur ein geringer Teil des Molekiils unverandert
ins Blut gelangt, nimmt man an, dass teilweise unbekannte Stoffwechselprodukte fiir die
vielféltigen Wirkungen im Korper verantwortlich sind [91, 115].

2.2.3 Biologisch relevante Effekte

Der Konsum von Resveratrol wird aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften
mit zahlreichen positiven Gesundheitseffekten in Zusammenhang gebracht. Das
Polyphenol soll vor allem das Risiko fir Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs
senken, aber auch vor der Entstehung von neurodegernerativen Krankheiten wie
Alzheimer, Parkinson und Chorea Huntington schiitzen, sowie antioxidative, antivirale
und anti-aging Effekte besitzen [115]. Abbildung 5 (siehe Seite 30) gibt einen
schematischen Uberblick (ber die verschiedenen biologischen Wirkungen von

Resveratrol.

2.2.3.1 Molekulare Mechanismen

Die protektiven Effekte von Resveratrol unterliegen einer Reihe von molekularen
Mechanismen. Diese betreffen Wachstumsvorgénge, Apoptose, Entziindungsprozesse
und antioxidative Eigenschaften, die in einem eigenen Kapitel genauer beschrieben
werden [115].

Beispielsweise inhibiert Resveratrol Ribonukleotidreduktasen, die wéhrend der
DNA-Synthese die Umwandlung von Ribonukleotiden zu den jeweiligen
Desoxynukleotiden katalysieren [115]. Den Enzymen wird eine wichtige Rolle in der
Therapie von Krebserkrankungen zugeschrieben, da sie in erhdhten Mengen von
Tumorzellen produziert werden. Ribonukleotidreduktasen benotigen fur ihre
Aktivierung Tyrosylradikale, daher kénnen sie durch Antioxidantien wie Resveratrol,
die freie Radikale binden, inhibiert werden [114]. Des weiteren hemmt das Polyphenol

DNA-Polymerasen, die ebenfalls fiir die Replikation der Erbsubstanz bendétigt werden.
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Resveratrol induziert den programmierten Zelltod (Apoptose), indem es
vermehrt p53 expremiert, Sirtuin-1 aktiviert (siehe unten) und antiapoptotische
Genprodukte wie Bcl-2, Bcl-XI oder Survivin hinunter reguliert. Auflerdem kann das
Polyphenol die Expression von entzindungsfordernden Proteinen wie COX-2, TNF und
CRP unterdriicken und in die Zellproliferation eingreifen, indem es die Zellteilung
inhibiert und den Zellzyklus beeinflusst [93].

Des weiteren kann Resveratrol aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu
Diethylstilbestrol als Phytodstrogen wirken und an Ostrogen-Rezeptoren binden.
Dadurch kdnnen hormoninduzierte Prozesse wie Proliferation, Transformation oder
Progression von Zellen vermindert werden. Auch dies wird mit protektiven Effekten
gegentiber Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs in Zusammenhang gebracht [91,
115]. Die 0strogene Wirkung konnte allerdings nur mit trans-Resveratrol nachgewiesen
werden [6].

In mehreren Studien wurde eine Verlangerung der Lebensdauer bei
verschiedenen Lebewesen wie Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans und
Drosophila melanogaster durch Resveratrol festgestellt. Weiters fand man, dass das
Molekdl, &hnlich wie bei kalorischer Restriktion, Gene aktiviert, die fur die
Sirtuinsynthese kodieren. Sirtuine sind Enzyme, die zu den NAD-+-abhangigen
Deacetylasen (Histon-Deacetylasen der Klasse 111) zahlen und mit Alterungsprozessen
in  Zusammenhang stehen. Eine Reduktion der Kalorienaufnahme vermindert
Entzindungsprozesse, Arteriosklerose, Insulinresistenz und Alterungsvorgange. Baur
und seiner Mitarbeiter [116] untersuchten den Einfluss von Resveratrol auf die
Lebensspanne von Mdusen, indem sie eine kalorienreiche mit einer normalen Erndhrung
verglichen. Dabei stellten sie fest, dass die Lebensdauer durch Resveratrol erhoht

wurde.
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2.2.3.2 Antioxidative Effekte

Die antioxidative Wirkung von Resveratrol ist vor allem darauf zurlickzufuhren, dass
die Substanz in der Lage ist Sauerstoffradikale einzufangen und antioxidativ wirksame
Enzyme zu erhohen. Beispielsweise beobachteten Li et al. [117] nach Inkubation von
glatten Muskelzellen der Rattenaorta mit dem Polyphenol einen Anstieg der
Konzentrationen von Superoxiddismutase, Katalase, Glutathion, Glutathionreduktase,
Glutathionperoxidase und Glutathion-S-Transferase. Auch mit humanen Lymphozyten
wurde nach Resveratrolbehandlung eine verstarkte Aktivitat von Glutathionperoxidase,
Glutathionreduktase und Glutathion-S-Transferase und erhohte Glutathionspiegel
gemessen [118]. Dariiber hinaus schiitzt Resveratrol in vitro durch Chelatierung von
Kupfer oder Einfangen von freien Radikalen vor der Auslésung von Lipidperoxidation
[91].

In einer Reihe von in vitro Untersuchungen konnten antioxidative Effekte von
Resveratrol mittels SCGE-Tests nachgewiesen werden. Dabei verwendete man
hauptsachlich Wasserstoffperoxid, um oxidative Schaden auszulésen. Dieses Verfahren
wurde auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt; es beruht auf der Messung der DNA-
Migration in einem elektrischen Feld. Einige Ergebnisse der bisher durchgefihrten in

vitro Experimente sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: In vitro SCGE-Unter suchungen tber die antioxidative Wirksamkeit von
Resveratrol

Resveratrol- | Testsystem Behandlung Ergebnis’ Ref.

konzentration

6.25-25 uM Humane 50 uM H,0, | Sensivitit [119]
Lymphozyten gegeniiber H,0O,

10-100 pM Humane H,0; | Sensivitit [118]
Lymphozyten gegeniiber H,O,

10-250 uM Glioma C6 1 mM H,0,,0.5 h || Sensivitat [120]

10-100 uM Zellen (Ratte) | 0.1 und 0.5 mM, 6h | gegeniiber H,O,

1.25-5uM Leukamiezell- | H,0O, | Sensivitat [121]
linie (L1210, gegentiiber H,0,
K562, HL-60)

5und 10 uM | Brustzelllinie | DMBA' | Sensivitit [122]
(MCF-10A) gegeniiber DMBA

Y Abkiirzungen: DMBA - 7,12- Dimethylbenz-anthracen, | - Abnahme
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Nach Behandlung mit 6,25-100 pM Resveratrol wurden mit humanen
Lymphozyten deutliche Schutzeffekte gegeniiber H,O»-induzierter DNA-Migration
gefunden [118, 119]. Auch in Glioma-Zellen von Ratten stellte man einen Riickgang
der DNA-Schéden unter diesen experimentellen Bedingungen fest [120].

Die

Nahrungsmitteln wurde auch in Tierexperimenten und humanen Interventionsstudien

antioxidative Wirkung von Resveratrol und resveratrolhdltigen
nachgewiesen; einige Ergebnisse sind in den Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.
Untersuchungen mit Ratten zeigten einen Riickgang der DNA-Strangbriiche
nach Verabreichung von Traubensaft [123] und eine Reduktion der endogenen Bildung
von oxidierten Purinen und Pyrimidinen nach Einnahme von Polyphenolen aus Rotwein
[124]. In einer Studie mit M&usen wurden der akute und der chronische Einfluss von
Alkohol auf Zellen aus verschiedenen Teilen des Gehirns untersucht. Sowohl nach drei
als auch nach dreifig Tagen fand man eine signifikante Abnahme von DNA-Schaden

durch Verabreichung von Resveratrol. [125].

Tabelle 6: Nachweis antioxidativer Effekte von Resveratrol und resveratrolhéltigen
Nahrungsmitteln in Tierexperimenten mittels SCGE-T est

Studiendesign Testsystem Ergebnis’ Ref.
3 Gruppen: Kontrolle, herkémmlicher | Ratten, | Strangbriiche [123]
und Biotraubensaft aus roten Trauben | Lymphozyten | | Sensivitat
(7 /g b.w., zweimal taglich) gegenuiber CCl4
Einmalige Dosis von | Lipidperoxi-
Tetrachlormethan (CCl4, 3 ml/kg) dation (TBARS)
30 Tage, n=24
Rotweinpolyphenole (57 mg/kg b.w.) | F344 Ratten, <> Strangbriiche | [124]
10 Tage, n=22 Colonmukosa- | | oxidierte Purine

zellen | oxidierte

Pyrimidine

Resveratrol (25, 50 u. 100 mg/kg b.w.) | Maus, | Strangbriliche [125]
3 Tage Zellen aus
5.0 g in 20% Ethanol/kg b.w. verschiedenen
Resveratrol (10, 20 u. 40 mg/kg b.w.) | Gehirn- | Strangbriiche
30 Tage regionen
5.0 g in 20% Ethanol/kg b.w.

Y Abkiirzungen: TBARS - Thiobarbitursaure-Reaktive Substanzen-Test, 1 - Anstieg, | -

Abnahme, « - keine Anderung
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Bis jetzt wurden noch keine Humanstudien Uber die Wirkung von reinem
Resveratrol auf die DNA mittels Einzelzellgelelektrophoresetests durchgefiihrt, es gibt
aber eine Reihe von Publikationen Uber die Effekte resveratrolhéltiger Getranke und
Nahrungsmitteln.

Giovannelli et al. [126] veroffentlichten vor kurzem eine Studie Uber den
Einfluss des Polyphenolgehalts von Weinen auf die DNA-Stabilitat. Dazu wurde den
Probanden (ber ein Monat ein halber Liter dealkoholisierter Wein verabreicht und es
wurden weder protektive Effekte gegenliber ROS-induzierten DNA-Schéden, noch ein
Rickgang der oxidierten Purine gefunden.

2005 wurde von Arendt et al. [127] eine Studie mit alkoholhatigem und
alkoholfreiem Rotwein durchgefuhrt. Nach einmaliger Verabreichung kam es zwar zu
vermehrten Strangbriichen der DNA, aber auch zu einer Abnahme der Empfindlichkeit
gegenliber H,O,. In einer weiteren Untersuchung wurde eine Reduktion der
Strangbriiche nach sechswdchigem Rotweinkonsum beobachtet, allerdings wurden
keine protektiven Effekte gegeniiber Wasserstoffperoxid beobachtet. Auch in einer
Studie mit rotem Traubensaft kam es nach achtwochiger Intervention zu einem
Rickgang der Strangbriiche [128].

Eindeutige Schutzeffekte von Rotwein vor ROS-induzierte Schaden wurden in
einer Studie von Fenech et al. gefunden. Nach einmaligem Konsum von 300 mi
Rotwein wurde nach Inkubation mit H,O, eine signifikante Abnahme der Mikrokerne
beobachtet [129].

In einigen Studien konnte ein positiver Einfluss von resveratrolhaltigen
Getranken auf biochemische und klinische Parameter nachgewiesen werden. Whitehead
et al. [130] zeigten nach einmaligem Konsum von Rot- oder Weilwein einen Anstieg
der antioxidativen Kapazitat. Dieser Effekt konnte durch drei weitere Untersuchungen
mit Rotwein und konzentriertem Traubensaft, bei der ebenfalls eine Reduktion des
oxidierten LDLs gemessen wurde, bestatigt werden [131-133]. Auch in einer Studie, in
denen die Probanden getrocknete Weintrauben bzw. deren Schalen konsumierten, kam
es zu einem Ruckgang der LDL-Oxidation [134]. In einer friheren Untersuchung hatte

weder der Konsum von Rot- noch Weillwein Einfluss auf die Oxidation von LDL [135].
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Tabelle 7: Beispide fir Humanstudien hinsichtlich der antioxidativen Wirksamkeit von
resver atrolhaltigen Nahrungsmitteln

Studiendesign n' | Ergebnis’ Ref.
Dealkoholisierte Weine mit 21 | <> Sensitivitit gegeniiber H,0, | [126]
unterschiedlichen Polyphenolgehalt <> oxidierten Purine

Resveratrolgehalt: 7,2 mg/L
(Rotwein), 0,2 mg/L (WeiBwein)
500 ml/Tag, 1 Monat

Rotwein (RW, 200 ml), 27 | 1 Strangbriiche mit RW und [127]
Dealkoholisierter Rotwein (DRW, DRW nach 6h
175 ml), Wasser (200 ml) | Sensivitit gegeniiber H,0;
einmalige Verabreichung nach 6 h

kein Effekt nach 1,5 h
Rotwein (200 ml), Dealkoholisierter | 74 | | Strangbriiche mit RW [127]
Rotwein (175 ml), Wasser (200 ml) <> Sensitivitit gegeniiber H,0,
6 Wochen
Roter Traubensaft 67 | | Strangbriiche [128]
480 ml/Tag, 8 Wochen
Rotwein oder Weillwein 4 | | H2Oz-induzierte Mikrokerne | [129]
300 ml, einmalige Verabreichung nach 1h
Rotwein oder Weiwein 9 | 1 Antioxidative Kapazitét [130]
300 ml, einmalige Verabreichung
Konzentrat aus rotem Traubensaft 7 | 1 Antioxidative Kapazitat [131]
125 ml/Tag, 7 Tage | Oxo-LDL
Getrocknete Weintrauben (50 g) oder | 8 | | Oxo-LDL [134]

deren Schale (200 g)
Resveratrolgehalt: 1,38 mg/kg
(Schale)

einmalige Verabreichung

Rotwein 20 | | Oxo-LDL [132]
300 ml, einmalige Verabreichung
Probanden (Diabetiker) nahmen
gleichzeitig Mahlzeit zu sich

Rot- und Weilwein 17 | | Oxo-LDL [133]
400 ml/Tag, 2 Wochen

Dealkoholisierter Rot- und 24 | < Oxo-LDL [135]
Weillwein

550 ml/Tag, 4 Wochen

Polyphenolreiches Traubenpulver 44 | | F2-lsoprostane [136]

Resveratrolgehalt: 1,6 mg/kg
36 g/Tag, 4 Wochen

Y1 - Zahl der Teilnehmer
21 - Anstieg, | - Abnahme, < keine Anderung
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2.2.3.3 Schutz vor Krebserkrankungen
Aufgrund seiner Fahigkeit, in die verschiedenen Stufen der Karzinogenese einzugreifen,
wird Resveratrol als potentieller Wirkstoff fur die Chemoprevention und Behandlung
von Krebserkrankungen angesehen. Die protektiven Wirkungen betreffen vor allem
Brust-, Prostata-, Haut- und Lungenkrebs sowie gastrointestinale Tumore [115]. In
Tierversuchen mit Ratten wurde gezeigt, dass das Polyphenol die Entstehung von
Tumoren die durch Karzinogene wie 7,12-Dimethylbenzanthracen (DMBA), N-
Nitroso-N-methylbenzylamin (NMBA) oder 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) ausgeldst
wurden, reduziert [137-139]. Auch in mehreren in vitro Versuchen mit verschiedenen
Tumorzelllinien wie Leukdmie-, Darm-, Brust-, Prostata- und Osophaguszellen wurde
nach Inkubation mit Resveratrol der Zellzyklus gehemmt und Apoptose induziert [115].
Daruber hinaus unterdrickt das Polyphenol die Expression von Genen, welche die
Angiogenese und Metastasierung fordern. [140].

Die antioxidative Eigenschaften der Substanz, die ebenfalls fur die
krebsschutzenden Wirkungen verantwortlich gemacht werden, wurden im vorherigen

Kapitel (2.2.3.2) genauer beschrieben.

2.2.3.4 Schutz vor Herz-Kreislauferkrankungen

Die kardioprotektive Wirkung ergibt sich aus zwei Beobachtungen. Einerseits wurde bei
der franzosischen Bevolkerung trotz fett- und cholesterinreicher Erndhrung eine
geringere Verbreitung von ischamischen Herz-Kreislauferkrankungen festgestellt
(,,Franzosisches Paradoxon®). Andererseits gibt es eine Reihe epidemiologischer
Studien, in denen eine niedrigere Inzidenz von koronaren Herzerkrankungen nach
moderatem Konsum resveratrolhéltiger Getrdanke beobachtet wurde [93]. Die
protektiven Effekte vor Herz-Kreislauferkrankungen kdnnen durch verschiedene
Mechanismen erklart werden. Resveratrol fordert die Vasorelaxation, sorgt fur die
Intakthaltung der Endothelien der BlutgefaBe wund schitzt wvor ischamische
Reperfusionsschaden. Dariiber hinaus wirkt es durch Inhibition von LDL-Oxidation

protektiv gegen Arteriosklerose und vermindert die Aggregation von Blutplattchen [94].
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2.3 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidative DNA-Schaden

2.3.1 Entstehung freier Radikale und gesundheitliche Auswirkungen
Sauerstoff (O;) ist in seiner molekularen Form aufgrund seiner Elektronenkonfiguration
reaktionstrage. Fur bestimmte biologische Prozesse ist es allerdings erforderlich, dass er
mit anderen Molekilen reagiert. Dazu muss er in Formen vorliegen, die als reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet werden. Diese konnen in Radikale und
Nichtradikale unterteilt werden; zu den ersteren zaéhlen das Superoxidanion (O,”), das
Hydroxylradikal (HO’), das Hydroperoxylradikal (HO,) und das Peroxylradikal
(ROQ), die sich alle dadurch auszeichnen, dass sie in ihrer duf3ereren Elektronenhdlle
ungepaarte Elektronen besitzen. Um in einen stabileren Zustand zu gelangen, geben sie
Elektronen entweder ab oder nehmen diese auf; dies erklart ihre hohe Reaktivitat.
Wasserstoffperoxid (H,0;) zéhlt nicht zu den Radikalen, ist aber ebenfalls sehr reaktiv,
da es leicht zerfallt [1, 141].

ROS werden endogen wéhrend der Zellatmung, der Immunabwehr und durch
enzymatische Vorgénge (z.B. durch Reaktionen der Xanthinoxidase) gebildet, belasten
den Korper aber auch durch exogen Quellen, beispielsweise durch bestimmte
Nahrungsmittel, Medikamente und Zigarettenrauch (siehe Abbildung 6) [2].

Exogene Belastungen Endogene Belastungen
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Medikamente Oxidative Enzyme (z.B.
Schadstoffe .:% Xanthinoxidase)
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Abbildung 6: Endogene und exogene Entstehung und I naktivierung von ROS
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Da Sauerstoffradikale eine Vielzahl korpereigener Molekile angreifen, kénnen
sie die Entstehung bestimmter Krankheiten, wie Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und Arthritis, auslésen [1]. Ein Beispiel ist die Oxidation von Low Density
Lipoproteinen, die mit der Bildung von Arteriosklerose in Zusammenhang steht (Details
siehe Kapitel 2.4.2).

Die Auslésung von oxidativen Schaden wird normalerweise durch
Abwehrmechanismen des Korpers unter Kontrolle gehalten, die im folgenden Kapitel
genauer erklart werden. Liegt ein Ungleichgewicht zwischen der Entstehung freier
Radikale und deren Inaktivierung vor, kommt es zu oxidativem Stress, der zu
Veranderungen zahlreicher zelluldren Bestandteile (Proteinen, Lipiden, DNA, RNA)
fuhrt [142].

2.3.2 Schutzmechanismen vor ROS

Um Zellen vor ROS-induzierten Schdden zu schiitzen entwickelte der menschliche
Korper eine Reihe von Mechanismen, die freie Radikale inaktivieren [143]. Dazu
zéhlen Enzyme wie Glutathionperoxidase (GPx), Superoxiddismutase (SOD) und
Katalase. SOD  katalysiert die Umwandlung von  Superoxidanionen in
Wasserstoffperoxid. Dieses kann anschliefend von Glutathionperoxidasen zu Wasser
abgebaut werden. Im Verlauf der Reaktion entsteht oxidiertes Glutathion, das durch
Glutathionreduktase reduziert wird. Als Kofaktoren fir diese Enzymsysteme fungieren
Spurenelemente wie Zink und Selen.

Zusétzlich gibt es eine Reihe von antioxidativ wirkenden Molekilen, die im
menschlichen Korper synthetisiert werden. Beispielsweise hemmt Bilirubin die
Peroxidation von Lipiden, Harnsaure wirkt antioxidativ gegenuber wasserloslichen
Radikalen [2].

Auch Nahrungsmittel enthalten Antioxidantien, die in der Lage sind Radikale
entweder direkt einzufangen (,,Scavening®) oder indirekt zu deaktivieren, indem sie die
Aktivitat von antioxidativ wirkenden Enzymen erhdhen [14]. Dazu z&hlen die Vitamine
A, C und E, Carotinoide, aber auch Polyphenole wie Resveratrol und Isoflavone [2]. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss dieser beiden Substanzen auf ROS
induzierte DNA-Schéadigung untersucht. Zusétzlich wurden diverse biochemische

Parameter gemessen, die den Redoxzustand reflektieren.



33

2.4 Testverfahren zum Nachweis antioxidativer Effekte von

L ebensmittelinhaltsstoffen
2.4.1 Einleitung

Um oxidative DNA-Schaden und Schutzeffekte von antioxidativ wirksamen Substanzen
nachzuweisen, wurde eine Vielzahl von Methoden entwickelt. Im Allgemeinen kann
man sie in folgende Kategorien unterteilen. (1) physikalische Messungen, (2) chemische
Methoden, die antioxidativ wirkende Substanzen detektieren, (3) biochemische
Verfahren, die geeignet sind, um die Oxidation von Makromolekilen und ihre
Oxidationsprodukte nachzuweisen und (4) Methoden, mit denen antioxidativ wirkende
Enzyme und Transkriptionsfaktoren erfasst werden. Die Arbeit von Knasmiuller et al.
[144] gibt eine Ubersicht (iber die diversen Verfahren.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Grundlagen einiger Methoden
beschrieben, die in Humanstudien eingesetzt werden, um antioxidative Eigenschaften

von Lebensmittelinhaltsstoffen zu messen.

2.4.2 Messung von oxidiertem Low Density Lipoprotein

Low Density Lipoprotein (LDL) besteht aus einem Glykoprotein (apoB), freiem
Cholesterin, Cholesterinestern, Phospholipiden, Triglyzeriden und fettloslichen
Vitaminen. Seine Funktion besteht darin, Cholesterin zu peripheren Zellen zu
transportieren [145]. Die Oxidation von LDL wird neben anderen Faktoren flr die
Entstehung von Arteriosklerose verantwortlich gemacht. Durch oxidativen Stress
kommt es zu Verénderungen des Molekuls, die dadurch vermehrt an sogenannte
»Scavenger-Rezeptoren® von Makrophagen binden. Diese werden anschlieBend in
Schaumzellen umgewandelt, was zur Bildung von arteriosklerotischen Plaques fihrt
(Abbildung 7). Oxidiertes LDL bzw. seine Folgeprodukte kdnnen dartiber hinaus auch
die Expression von Genen beeinflussen, wodurch es zur vermehrten Bildung der

Scavenger-Rezeptoren, Interleukin 1 oder Adhesionsmolekilen kommt [146].
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Abbildung 7: Entstehung arteriosklerotischer Plaques durch LDL-Oxidation (modifiziert
nach Itabe et al., 2003 [147]). Durch das oxidierte LDL werden die Endothelzellen dazu
angeregt, Adhasionsmolekiile und Chemokine, wie das ,,Macrophage Chemoattractant Protein-
1* (MCP-1) zu produzieren, was dazu fuhrt, dass Monozyten in die Innenseiten der Gefallwénde
eingelagert und zu Makrophagen differenziert werden. Diese werden durch Aufnahme von Oxo-
LDL in Schaumzellen umgewandelt, die mit glatten Muskelzellen und Kollagen
arteriosklerotische Plaques (Atherome) bilden. Wenn diese Struktur rupturiert, kommt es zur
Aktivierung von Thrombozyten; dies kann in weiterer Folge zur Entstehung eines Thrombus
fiihren.

Die Messung der Oxidation von Low Density Lipoprotein basiert auf der
Autoxidation von Linolsaure oder LDL und wird durch in vitro Exposition mit Cu®*
oder andere Azo-Initiatoren ausgeldst. Darliber hinaus kann man die Oxidation von
LDL durch einen enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) im Plasma

bestimmen [14].
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2.4.3 Totale Antioxidative Kapazitat (TAC)

Zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt wurden zwei Arten von Verfahren
entwickelt. Zum einen kann die Fahigkeit von Substanzen gemessen werden, ein
Elektron zu transferieren und auf diese Weise Verbindungen wie Radikale, Carbonyle
und Metalle zu reduzieren. In diese Kategorie fallen die Bestimmung des ,,Ferric Iron
Reducing Antioxidant Parameter® (FRAP), der ,Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity” (TEAC) und der ,,Diphenyl-1-Pikrylhydrazyl“-Test (DPPH). Die zweite
Methode zur Messung der antioxidativen Kapazitdt beruht auf der Fahigkeit von
Substanzen, freie Radikale durch Abgabe von Wasserstoff abzufangen. Dazu zahlen der
,OXygen Radical Absorbance Capacity“-Test (ORAC), die Messung der ,, Total Radical
Trapping Antioxidant Parameter* (TRAP) und der , Total Oxidant Scavenging
Capacity“ (TOSC). Auch die Bestimmung der Inhibition der Oxidation wvon
Linolenséure und der Low Density Lipoproteine z&hlt zur zweiten Kategorie [144].

In der vorliegenden Studie wurde die totale antioxidative Kapazitat mit Hilfe des
TRAP-Tests bestimmt. Dieser beruht auf der Bildung von Peroxylradikalen durch 2,2"-
Azobis-(2,4-amidinopropan)dihydrochlorid (AAPH) in den Plasmaproben. Wéhrend der
Oxidation wird der Sauerstoffverbrauch bestimmt, der durch die Anwesenheit von
Antioxidantien verlangsamt wird. Die Zeitspanne dieser Reaktion wird gemessen und
mit einem Standard (Trolox) verglichen [148].

2.4.4 Malondialdehyd

Malondialdenyd (MDA) wird als Marker verwendet, um oxidativen Stress
nachzuweisen. Die Verbindung entsteht als Produkt der Lipidperoxidation und auch bei
der Synthese von Prostaglandinen.

Mehrfach ungesattigte Fettsduren sind leicht oxidierbar, da sie zwischen ihren
Doppelbindungen reaktive Methylengruppen besitzen [149]. Die Lipidperoxidation ist
eine Kettenreaktion, bei der zuerst ein Fettsdureradikal entsteht, welches durch
molekularen Sauerstoff in ein Peroxidradikal umgewandelt wird. Dieses bildet mit einer
zweiten Fettsdure ein Fettsdureperoxid und ein weiteres Fettsdureradikal. Werden
Lipide in Zellmembranen oxidiert, beeintrachtigt dies ihre Funktion erheblich. In
weiterer Folge kann es zu einer verdnderten Membranpermeabilitat und Zerstérung der

Rezeptoren kommen [2]. Die Oxidation von Lipiden steht mit der Entstehung von
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Avrteriosklerose in Zusammenhang. In Abbildung 8 ist der Ablauf der Lipidperoxidation
am Beispiel der Linolsdaure schematisch dargestellt.

Malondialdehyd ist ein Abbauprodukt oxidierter Lipide und kann zelluldre
Makromolekiile verdndern, indem es Addukte wie Deoxyguanosin und Deoxyadenosin
bildet. AuBerdem wurde in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen, dass es Proteine

veréndern kann [150].
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Lipidperoxidation am Beispiel der Linolsaure.
Durch Angriff eines Radikals (z.B. eines Hydroxylradikals, HO') entsteht aus der Fettsaure ein
Lipidradikal (L-), das durch Oxidation in ein Peroxylradikal umgewandelt wird. Aufgrund der
Reduktion der Ausgangssaure durch dieses Radikal entsteht ein weiteres Lipidradikal, das die
Kettenreaktion in Gang halt. Durch Inaktivierung des Peroxylradikals (z.B. durch Vitamin E)
kommt es zum Abbruch der Reaktion.
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Der Nachweis des Aldehyds kann durch den Thiobarbitursaure-Reaktive
Substanzen-Test (TBARS) erfolgen, der auf der Féallung von Proteinen nach Erhitzen
beruht. Dabei wird aus MDA und Thiobarbitursdure ein rosa-farbiger Komplex
gebildet, der spektrophotometrisch quantifiziert wird. Die Methode wurde haufig
kritisiert, da die Probenaufarbeitung unter unphysiologischen Bedingungen stattfindet
und, statt der MDA-Konzentration der urspringlichen Probe, die Menge der
Verbindung, die wahrend des Erhitzens entsteht, gemessen wird. AulRerdem reagieren
auch andere Molekiile wie Zucker, Aminosauren und Bilirubin mit Thiobarbiturséure.
Diese Storfaktoren kénnen durch Verwendung von HPLC beseitigt werden, was die
Aussagekraft der Methode erhoht [14].

2.4.5 C-reaktives Protein

C-reaktives Protein (CRP) wird seit langer Zeit als Marker fur akute und chronische
Entziindungen verwendet. Es zahlt zu den sogenannten ,,Akute-Phasen-Proteinen und
wird in der Leber gebildet. Im Rahmen von Entziindungsprozessen kommt es zu einem
Anstieg des Proteins im Blut, der (beginnend bei weniger als 1 pg/mL beim gesunden
Menschen) bis zu 1000 pg/mL betragen kann [151]. Die Halbwertszeit von CRP im
Plasma betréagt ca. 19 Stunden, der Referenzbereich liegt < 0,5 mg/dl und ist alters- und
geschlechtsunabhangig. Die Konzentration des CRPs wird im Serum oder Plasma
mittels Immunnephelometrie oder Immunturbidimetrie bestimmt [152].

Da die CRP-Konzentration schneller ansteigt oder abféllt als die anderer Akute-
Phasen-Proteine, ist es ein idealer Marker, um den Verlauf von Erkrankungen und
therapeutische Erfolge zu erfassen. In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang
zwischen dem Anstieg von C-reaktivem Protein und kardiovaskuléren Erkrankungen
beobachtet. Eine Reihe von epidemiologischen Studien zeigte, dass bei htheren CRP-
Spiegeln im Blut das Risiko fur Herzinfarkte und Schlaganfalle steigt [153]. Auch bei
vielen Krebsarten kommt es zu einem Anstieg der CRP-Konzentrationen, was durch
den Zusammenhang zwischen Entziindungsprozessen und der Entstehung von Krebs
erklart wird. Die Bestimmung des Proteins ist eine kostenginstige und einfache
Methode und konnte daher zukilnftig auch als Marker fir die Prognose und die

Nachbehandlung bei Krebspatienten verwendet werden [154].
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2.4.6 Grundlagen des SCGE-Tests

Bereits 1984 entwickelten Ostling und Johanson [155] ein Protokoll fiir Einzelzell-
gelelektrophoresetests (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE, Komet Assay) unter
neutralen Bedingungen und konnten damit Doppelstrangbriiche der DNA nachweisen.
Nachfolgend wurde die Methode durch Singh und Tice [156, 157] modifiziert, die die
Experimente unter alkalischen Bedingungen durchfuhrten. Dadurch wurde es maoglich
Einzelstrangbriiche zu erfassen. Diese entstehen nicht nur durch primare DNA-Schéden,
sondern auch wéhrend der DNA-Reparatur.

Der SCGE-Test beruht darauf, dass Zellen mittels Agarose auf einen
Objekttrager fixiert und lysiert werden, um die Zellmembranen, RNA und Proteine
aufzuldsen. Die Zellkerne werden in ein elektrisches Feld gebracht, in der die DNA-
Bruchstiicke zum negativen Pol wandern. Abhdngig vom AusmaR der Schadigung
entsteht auf diese Weise eine Struktur, die dem Schweif eines Kometen &hnelt und
durch einen Fluoreszenzfarbstoff sichtbar gemacht und mikroskopisch ausgewertet
werden kann. Die GroRe und Intensitat des Kometenschweifs geben die Menge der
DNA-Strangbriiche wieder [158].

2.4.7 Invitro Studien

Mit SCGE-Experimenten ist es moglich, DNA-Schaden in einer Vielzahl von Zellen
nachzuweisen. Neben humanen werden auch mit tierischen Zellen aus verschiedenen
Organen und Geweben, sowie mit Pflanzenzellen und niedrigen Algen Untersuchungen
durchgefuhrt. In vitro Studien kénnen sowohl mit Zelllinien, als auch mit Primarzellen
durchgefuhrt werden [159]. Wesentliche VVoraussetzung ist die schonende Isolierung der
Zellkerne. Die Inkubationszeit ist ebenfalls von entscheidender Bedeutung fur die
Ergebnisse, da die Kometen in Folge von Reparaturprozessen nach einer bestimmten
Zeit wieder verschwinden [160]. Auch bei Untersuchungen, die Schutz vor oxidativen

DNA-Schaden betreffen, wurden haufig in vitro SCGE-Tests eingesetzt.
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2.4.8 Einsatz von Einzelzellgelelektrophoresetests bei Humanstudien

In den letzten Jahren gewann der Komet Assay immer mehr an Bedeutung, um
antioxidative Effekte von Nahrungsmitteln und deren Inhaltsstoffen nachzuweisen.
1996 wurde dieses Verfahren zum ersten Mal in einer humanen Interventionsstudie mit
Vitaminen angewendet [161]. Seither werden diese zunehmend bei der Untersuchung
uber die Auswirkungen von Erndhrungsfaktoren auf die DNA-Stabilitat eingesetzt, da
diese Technik weniger arbeitsaufwéndig und kostenglnstiger ist als andere Methoden
[158].

Bis 2009 wurden 84 Interventionsstudien verdffentlicht, in denen der Komet
Assay verwendet wurde. Die aktuelleren Untersuchungen wurden Uberwiegend mit
pflanzlichen Nahrungsmitteln und Saften durchgefiihrt, nur wenige Experimente
betrafen einzelne Nahrungsinhaltsstoffe. In den meisten Fallen wurden die Versuche
nach dem von Collins und seinen Mitarbeitern entwickeltem Protokoll fir periphere
Lymphozyten durchgefiihrt [158]. Die Zellen werden dabei entweder unbehandelt
verwendet, um endogene DNA-Schéadigung (Einzel- und Doppelstrangbriiche) und
apurine Stellen zu detektieren, oder zuvor mit radikalbildenden Substanzen
(Wasserstoffperoxid) oder ausgewahlten Karzinogenen (heterozyklische aromatische
Amine, Acrylamid etc.) inkubiert. Zusétzlich ist es moglich die Zellkerne mit DNA-
Restriktionsenzymen zu behandeln, um die Entstehung von endogen gebildeten
oxidierten Basen zu erfassen [158]. 2001 entwickelten Collins und seine Mitarbeiter
eine Technik, mit der es moglich ist, Reparaturprozesse (Basenaustausch- und
Nukleotidreparaturen) zu untersuchen [160]. Abbildung 9 gibt einen Uberblick iiber die
verschiedenen Endpunkte der Komet-Messungen.

Hoelzl et al. [158] analysierten das Design der bisher durchgefiihrten Studien. In
den meisten Fallen verwendete man ein sequentielles Design, nur bei 17% wurden
,,Cross-Over“-Untersuchungen durchgefuhrt. VVerschiedene Autoren betonen, dass die
Qualitat durch Kontrolle der Nahrungsaufnahme wéhrend einer ,,Run-in“-Phase und
wahrend der Intervention selbst verbessert werden kann. Dadurch ist es mdglich,
Stoérungen durch Nahrungsinhaltsstoffe zu eliminieren. Auch durch ,,Wash-Out*-
Phasen kann die Aussagekraft von Interventionsstudien verbessert werden. Diese
Aspekte wurden in der vorliegenden Arbeit berlicksichtigt, aus Zeit- und Kostengriinden

war es jedoch nicht mdglich, Placebogruppen mitzufthren.
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Etwa in der Hélfte der Studien mit Nahrungsinhaltsstoffen wurde eine
signifikante Abnahme der Bildung oxidierter Basen beziehungsweise eine geringere
Sensitivitat der DNA gegeniber ROS-induzierten Schaden gefunden. Allerdings konnte
nur bei einem Drittel der Experimente, in denen die DNA Migration unter
Standardbedingungen untersucht wurde, ein Rilckgang der Schéadigung beobachtet
werden [158].

Doppelstrangbriiche

Einzelstrangbriiche

Endogene Bildung

/ oxidierter Purine (FPG)

Endogene Bildung oxidierter
Pyrimidine (ENDO I11)

\ Verédnderte Sensitivitat
gegenliber ROS

Reparatur oxidierter
DNA-Basen

Verdnderte Sensitivitét
gegenilber Kanzerogenen

Abbildung 9: Verschiedene Endpunkte von Komet-Experimenten

Protektive Effekte wurden nicht nur mit verschiedenen Vitaminen und
sekundaren Pflanzenstoffen gefunden, sondern auch mit einigen Gemdise- und
Obstsorten oder Getranken, wie zum Beispiel mit Kiwi- oder Blutorangensaft,
Tomatenpiree und Zwiebeln [162, 163]. In Untersuchungen, in denen die Probanden
Kohlsprossen [164] oder Kresse [165] konsumierten, fand man ebenfalls starke
Schutzeffekte und auch in Experimenten mit Gallussédure, die in Mangos und Rhabarber
vorkommt, wurden DNA-schiitzende Eigenschaften nachgewiesen; diese Effekte waren
deutlich stérker als die von Vitamin C und E [158]. Nicht nur mit Obst- und Gemdse
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und deren Inhaltsstoffe wurden Interventionsstudien durchgefiihrt, sondern ebenfalls mit
Kaffee und Rotwein. Nach Kaffeekonsum nahm die Bildung der oxidierten Purine und
Pyrimidine ab, und auch nach Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid, Trp-P-2
und BPDE kam es zu einer Reduktion der DNA-Migration [166, 167]. Die
Untersuchungen mit Rotwein werden in Kapitel 2.2.3.2 genauer beschrieben. Einen
Uberblick tber die bisher publizierten Studien geben die Arbeiten von Hoelzl und von
Moller und Loft [158, 162, 163].
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Tabelle 8: Angaben Uber Bezeichnung, Abklrzung und Herkunft der verwendeten
Chemikalien

Chemikalien Abklrzung |Firma Verwendung
Lymphozytenisolierung
Histopaque - 1077 Ficoll Sigma® Dichte-Gradientenzentrifugation
RPMI 1640 RPMI Sigma® Zellkulturmedium
Chemikalien fur die Durchfiihrung der Komet-Assay

Agarose mit niedrigem Invitrogen Life . )
schmelzpunkt LMP Agarose Technologies? Auftragen der Zellen auf Objekttrager
Agarose mit hohem NMP Invitrogen Life . . )
Schmelzpunkt Agarose Technologies? Beschichtung der Objekttrager
Rinderserumalbumin BSA Sigma” Enzympuffer
2-Amino-2-(hydroxy- | Tris Sigma” Lyseldsung, Neutralisationspuffer
methyl)-1,3-propanediol
di-Methylsulfoxid DMSO Merck? Losungsmittel
Di-Natriumhydrogen- | Na,HPO, x | Merck® PBS-Lésung
phosphatdihydrat 2H,0
Ethidiumbromid EtBr Sigma” Farbeldsung fiir Objekttrager
Ethylendiamin- EDTA Sigma” Lyseldsung, Elektrophoresepuffer,
tetraaceticacid Enzympuffer
Hydrogenchlorid HClI Merck? pH-Wert Einstellung
Kaliumchlorid KClI Merck? PBS-L6sung
Kaliumdihydrogen- KH,PO, Merck? PBS-Losung
phosphat
Natriumchlorid NaCl Merck? PBS-Ldésung, Lyseldsung, Enzympuffer
Natriumhydroxid NaOH Sigma® PBS-Lésung, Lyseldsung,

Elektrophorespuffer, Enzympuffer,
N-2-Hydroxyethyl- Hepes Sigma” Enzympuffer
pipera-zin-N"-2-
ethansulfonséure
Polyethylenglycol-tert- | Triton X-100 | Sigma® Lyseldsung
octylphenylether
Trypanblau TrB Sigma” Vitalitatstest

Enzyme fur die Durchfiihrung der K omet-Assay
Endonuclease 111 ENDO I11 Laboratory of Detektion oxidier-ter Pyrimidine
DNA Repair?
Formamidopyrimidin- | FPG Laboratory of Detektion oxidierter Purine
glycosylase DNA Repair?
Induktion von ROS-Schéaden

Wasserstoffperoxid |H,0, | Merck? | Induktion von DNA-Schéden

Y Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; ? Invitrogen Life Technologies Ldt, Paisley,
Schottland; ¥ Merck, Darmstadt, Deutschland: 4) Laboratory of DNA-Repair, Dr. Karel
Angelis, Prag, Tschechische Republik; SMercodia AB, Uppsala, Schweden
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3.1.1 Zusammensetzung der Praparate

In den Tabellen 9 und 10 sind die Zusammensetzungen der beiden untersuchten
Préparate aufgefiihrt. Die Inhaltsstoffe des Isoflavonpréaparats stammten aus
Sojapflanzen und aus Rotklee. Mittels HPLC wurde die Art und der Gehalt der
Isoflavone bestimmt. Des weiteren enthélt das Préparat neben Phytodstrogenen auch
Nachtkerzen6l, das vor allem aus Omega-6-Fettsduren wie Linolsdure und Gamma-

Linolensaure besteht.

Tabelle 9: Zusammensetzung des | soflavonpr par ats

Inhaltsstoffe Gehalt/ | soflavon Gehalt/Tablette
Tablette Daidzin 24,6 mg

Standardisierter Rotklee-Extrakt 200 mg Genistin 4,0 mg
davon 40 mg Isoflavone Ononin 4,0 mg
Standardisierter Soja-Extrakt 125 mg Daidzein 17,8 mg
davon 50 mg Isoflavone Sissotrin 1,3mg
Nachtkerzenol 90 mg Genistein 15,2 mg
Formononetin 35,5 mg

Biochanin A 12,5 mg

Das Resveratrolpraparat beinhaltet zusatzlich Inhaltsstoffe von roten Weintrauben wie
Proanthocyanidine und Anthocyane, Polyphenole aus Oliven, Lykopin, Vitamin C und

Citrusbioflavonoide.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Resver atrolprapar ats

Inhaltsstoffe Gehalt/Tablette
Resveratrol (aus Weintrauben) 2 mg
Polyphenol-Extrakt aus Weintrauben 100 mg
Olivenpolyphenol-Extrakt 50 mg
Lykopin (aus Tomaten) 3mg
Vitamin C 100 mg
Citrus-Bioflavonoide 30 mg

Die Dosierung der Praparate wurde so gewahlt, dass die aufgenommenen
Mengen bioaktiver Inhaltsstoffe jenen entsprachen, die auch Gber die Nahrung

konsumiert werden konnen. Die tagliche Isoflavonmenge, die in der vorliegenden
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Interventionsstudie von den Probanden konsumiert wurde, entspricht dem Verzehr von
etwa 350 g Sojabohnen [168]. Die Resveratrolmenge kann mit dem Konsum von ein bis

drei Litern Rotwein aufgenommen werden [97].

3.2 Losungen fur den Komet Assay

Fur den Komet Assay wurden folgende Lésungen hergestellt:

Phosphatgepufferte Salzlgsung (PBS)

8 g NaCl, 1,15 g Na;HPO4 x 2H,0, 0,2 g KCI und 0,2 g KH,PO4 wurden in einem
Liter Aqua bidest. Die Salze wurden gel6st und durch Zugabe von HCI ein pH Wert von
7,4 eingestellt.

Lyseldsung
2,5 M NaCl (146,1 g), 100 mM EDTA (37,2 g) und 10 mM Tris (1,2 g) wurden in
einem Liter Aqua bidest. geldst. Mit NaOH wurde ein pH Wert von 10,0 eingestellt.

Die Losung wurde im Kihlschrank bei +4°C gelagert. Vor dem Gebrauch wurden
Triton X-100 (1%) und DMSO (10%) zugefiigt und die Losung im Kiuhlschrank bei

+4°C mehrere Stunden gelagert.

Elektrophoresepuffer

Von NaOH und EDTA wurden Stammldsungen hergestellt. Fir 10 N NaOH Ldésung
wurden 400 g in 1000 ml Aqua bidest. geldst. Fur 200 mM EDTA Losung wurden
14,89 g in 200 ml Aqua bidest. geldst. Die Flissigkeiten wurden bei Raumtemperatur
gelagert.

Vor dem Gebrauch wurden 84 ml NaOH-Stammldsung und 14 ml EDTA-Stocklésung
mit kaltem Aqua bidest. auf 2700 ml aufgefillt. Mit dem pH-Meter wurde Uberpruft, ob
der pH-Wert Gber 13 lag.
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Neutralisationspuffer
0,4 M Tris (48,5 g) wurde in einem Liter Aqua bidest. geldst, mit konzentrierter HCI
wurde ein pH Wert von 7,5 eingestellt.

Enzympuffer
5,9 g NaCl, 9,52 g Hepes, 0,186 g EDTA und 0,2 g BSA wurden in einem Liter Aqua
bidest. gelost. Durch Zugabe von KOH wurde ein pH Wert von 8,0 eingestellt.

3.3 Isolation der Lymphozyten

Pro Teilnehmer wurden 10 ml Blut in drei Heparinréhrchen (Vacutainer Systems,
Becton Dickinson, Erembodegern, Belgien) abgenommen. Nachfolgend wurde das Blut
zentrifugiert (Sigma, Laboratory Centrifuges 4K15; 650 g, 10 min, Temperatur 4 °C).
Das Plasma (obere helle Phase) wurde fur das Einfrieren der Lymphozyten und fir
Messungen der oxidativen Parameter gesammelt und bei 4 °C aufbewahrt bzw. bei —80
°C tiefgefroren. Das restliche Blut wurde mit 4 ml RPMI pro Heparinréhrchen mit einer
Pipette gemischt, nachfolgend auf zwei Rohrchen (Accuspin 50 ml, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) mit jeweils 15 ml Histopaque aufgeteilt und zentrifugiert (800
g, 15 min, Temperatur 16 °C). Dadurch erfolgte eine sequenzielle Trennung der
Blutzellen. Die Reihenfolge der Phasen von oben nach unten war: RPMI, Lymphozyten
(in Form eines hellweiBen Ringes), Histopaque und Erythrozyten. Die Lymphozyten
wurden mit Pipetten abgesaugt und in Réhrchen (50 ml) mit 12 ml RPMI transferiert.
Die Suspensionen wurden zentrifugiert (332 g, 10 min, Temperatur 16 °C), der
Uberstand wurde dekantiert und die Pellets in je 12 ml RPMI aufgel6st und erneut
zentrifugiert (332 g, 10 min, Temperatur 16 °C). Die Lymphozyten wurden mit je 4,8
ml RPMI und 1,2 ml Plasma gemischt und auf 8 Cryoréhrchen (2 ml, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) verteilt. Anschlieend wurden pro Roéhrchen 300 pl
RPMI, 300 pl Plasma und 150 pul DMSO zupipettiert. Die Rohrchen wurden in
Polystyrolboxen Uber Nacht bei -80 °C schonend tiefgefroren und nachfolgend in
flissigem Stickstoff gelagert. Abbildung 10 zeigt schematisch den Ablauf der
Probenaufarbeitung.
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Zentrifugation mit Histopaque
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Abbildung 10: Schematische Dar stellung der Probenaufbereitung
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3.4 Durchfihrung der Komet Assays

Die vorliegende Studie bestand aus zwei Serien von Experimenten. Vor Beginn der
Interventionsstudie wurden in vitro Versuche mit den Nahrungserganzungsmitteln
durchgefuhrt, in denen periphere humane Lymphozyten als Indikatorzellen verwendet
wurden. Diese Untersuchungen sind in Kapitel 3.5 beschrieben, die Experimente der
Humanstudie in Kapitel 3.6. Alle Versuche wurden entsprechend den internationalen
Richtlinien fur SCGE-Tests durchgefihrt [157].

Sowohl fur die in vitro Experimente als auch in der Humanstudie wurden
eingefrorene Lymphozyten verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut,
zentrifugiert (200 g, 3 min, Temperatur 4 °C) und das Pellet in 400 ul RPMI geldst
[169].

Vor der Durchfiihrung der SCGE-Experimente wurde die Zellzahl und die
Vitalitdt der Lymphozyten mit Trypanblau bestimmt [170]. Dazu wurden 20 pl der
Zellsuspensionen mit 20 pl Trypanblau vermischt. Nach einer Minute Einwirkzeit
wurden 10 ul in die Zahlkammer (0,1 mm Tiefe, 9 GroRRquadrate zu je 1 mm?, geeicht)
pipettiert und das Verhéltnis zwischen lebenden Zellen (ungeféarbt) und toten Zellen
(blau) ermittelt. Anschliefend wurden pro Messpunkt drei Objekttrager hergestellt und
je 50 Zellen (insgesamt 150 Zellen) ausgewertet. Die Durchfiihrung des Komet Assays
ist in Abbildung 11 schematisch dargestellt.

—_—

—_—
Inkubation mit H,0,
. Auftragen der Lymphozyten fur 5 Minuten
Bestimmung der Zellzahl auf den Obiekttricer
und der Vitalitat in den ) g *

Lymphozytensuspensionen H S
T
Inkubation mit FPG (30 min), ENDO llII

(45 min) oder mit den entsprechenden
Enzymbuffern bei 37 °C v

Lyse (> 60 min)

Alkalibehandlung,
— Elektrophorese
(25 mV, 300 mA)

Farbung mit
Ethidiumbromid

Auswertung der Kometbildung

Abbildung 11: Schematische Dar stellung der Durchfiihrung der Komet-Assays
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3.5 Invitro Experimente
3.5.1 Behandlung der Zellen

Die Einzelkomponenten der Praparate (siehe Tabellen 9 und 10) wurden gemischt,
sodass die Gesamtmengen dem Inhalt einer Tablette (ohne Uberzugsmittel) entsprachen,
und in DMSO gel6st. Anschlielend wurden sie sterilfiltriert, den Lymphozyten in

unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

3.5.2 Messung der Vitalitat

Um die geeigneten Konzentrationen fir die Einzelzellgelelektrophoresetests zu
ermitteln, wurde die akute Toxizitat der Losungen mittels Trypanblaufarbung bestimmt
[170]. Fur die nachfolgenden Versuche wurden nur jene Substanzkonzentrationen

verwendet, bei denen die Vitalitat der Zellen nach Inkubation > 80% betrug.

3.5.3 Untersuchung gentoxischer Effekte

In diesen Experimenten wurde die Auslésung von DNA-Migration durch die beiden
Nahrungserganzungsmittel untersucht. Flr die Versuche wurden Konzentrationen des
Resveratrolgemisches zwischen 125 pg/ml und 250 pg/ml verwendet. Im Fall des

Isoflavonpréparats wurde eine Dosierung zwischen 55 pg/ml und 183 pg/ml eingesetzt.

3.5.4 Herstellung der Objekttrager

Die Objekttrager wurden mit 1,5% NMP Agarose beschichtet und (ber Nacht
getrocknet. Die Lymphozytensuspensionen wurden mit 100 ul 0,5% LMP Agarose (in
PBS, 37 °C) vermischt und aufgetragen. Die Objekttrager wurden auf Eis gelegt bis die
Agarose gehartet war und im Kuhlschrank mehrere Stunden in Lyselésung aufbewahrt.
Danach wurden sie in eine mit Elektrophorespuffer gefillte Horizontalelektrophorese-
kammer (237 mm x 118 mm, Renner GmbH, Darmstadt, Deutschland) eingeordnet.
Nach 20 Minuten Inkubation, in der sich die doppelstrangige DNA durch die basische
Pufferlésung (pH-Wert > 13) in Einzelstrdnge 16st, wurde die Elektrophorese gestartet.
Die Elektrophoresedauer betrug 20 Minuten (300 mA und 25 V). Danach wurden die
Objekttrager zweimal funf Minuten mit Neutralisationspuffer und nachfolgend mit

Aqua bidest. gewaschen und an der Luft getrocknet.
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3.5.5 Experimente mit Wasserstoffperoxid

Um die Schutzeffekte der Nahrungsergdnzungsmittel in vitro zu untersuchen, wurden
die Lymphozyten nach einstiindiger Inkubation 5 Minuten mit Wasserstoffperoxid (50
UM, auf Eis) behandelt. Die Konzentration und die Expositionszeit wurden aufgrund

von Ergebnissen friherer Dosis-Wirkungsexperimente ausgewahlt [171].

3.5.6 Untersuchungen mit Restriktionsenzymen

Um die Entstehung endogen gebildeter oxidierter Purine und Pyrimidine zu messen,
wurden die Zellen mit den Restriktionsenzymen Formamidopyrimidinglycosylase
(FPG) und Endonuclease 111 (ENDO III) behandelt. Die Experimente wurden nach dem
Protokoll von Collins et al. [172] durchgefuhrt. In einem Vorexperiment wurde die
Aktivitat der Enzyme Uberpruft und die optimalen Mengen der Enzyme bestimmt, die
fiir die maximale Auslosung von DNA-Schaden erforderlich sind. In Abbildung 12 sind
die Ergebnisse der Kalibrationsversuche grafisch dargestellt. Die Enzyme wurden mit
Enzympuffer verdiunnt, nach Lyse auf die Objekttrager pipettiert und fir 30 (FPG)
beziehungsweise 45 Minuten (ENDO 111) bei 37 °C inkubiert.

a) FPG b)  ENDOII
161 K% 16+
144 144 *%
> 127 1]
@ 104 D 10 *
§ ok 5 10
£ 8 S o8 %
ﬁ 64 E 6
X T X
4 4
2+ | | | | 24 | | | |
0+ T T T 0~ T T T
1:1000 1:3000 1:9000 1:1000 1:3000 1:9000

Abbildung 12: Kalibration der Restriktionsenzyme. Um die geeignete Konzentrationen der
Restriktionsenzyme fiir die Hauptexperimente zu ermitteln, wurden 3 verschiedene
Verdlnnungen getestet (1:1000, 1:3000 und 1:9000). Die Zellen wurden auf die Objekttrager
aufgetragen, lysiert und fiir 30 bzw. 45 Minuten mit den beiden Restriktionsenzymen inkubiert.
Nach der Elektrophorese wurde die DNA-Migration bestimmt. Die schwarzen Balken zeigen
die Tail Intensity der mit den jeweiligen Konzentrationen behandelten Zellen, die weiRRen
Balken stellen die Ergebnisse mit den entsprechenden Enzymbuffern dar. Pro Messpunkt
wurden drei Objekttrager ausgewertet und jeweils 50 Zellen gezdhlt. *** statistische
Signifikanz: p < 0,05, p < 0,01(t-Test fur unverbundene Stichproben)
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3.6 Durchfuhrung der Humanstudie

3.6.1 Intervention und Probennahme

An jeder der beiden Interventionsstudien nahmen zwolf Personen teil. Das Alter der
Probanden lag zwischen 23 und 53 Jahren. Alle Teilnehmer waren gesunde
Nichtraucher, die wahrend der Restriktions- und Interventionsphase keine Medikamente
(auBer hormonelle Kontrazeptiva) und Nahrungssupplemente einnahmen. Die

demografischen Daten sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Demogr afische Daten der Studienteilnehmer?

Parameter Frauen (n=7) Manner (n=5)
Alter 25231 30,2+12,8
Gr6Re (cm) 165+6,0 181 + 4,6
Gewicht (kg) 63,0+7,6 76,8 +74
BMI 23024 234+16

Y Mittelwerte und Standardabweichungen

Funf Tage vor Beginn der Studie wurden die Probanden ersucht, eine
Nahrungsrestriktion einzuhalten, um den Verzehr gréRerer Mengen von
Nahrungsmitteln zu verhindern, die Antioxidantien enthalten (Tabelle 12) und so die
interindividuellen Schwankungen zu reduzieren. Auflerdem wurden die Teilnehmer
ersucht, wéhrend der Dauer der Studie keine Nahrungserganzungsmittel und
Medikamente zu sich zu nehmen. Auch die Ausubung von Extremsport (intensives
Fitness- und Krafttraining, Marathon) sollte vor und wahrend der Interventionsphase
vermieden werden, da bekannt ist, dass kérperliche Anstrengung zu oxidativen Schéden
fuhrt [173]. Der Zeitplan der Probennahme ist in Abbildung 13 grafisch dargestellt.

Die Studienteilnehmer nahmen innerhalb von funf aufeinanderfolgenden Tagen
taglich je 3 Tabletten des Nahrungsergédnzungsmittels (jeweils eine am Vormittag, zu
Mittag und am Abend) zu sich. Von allen Probanden wurden vor der Einnahme, am
zweiten Tag, nach flinftdgiger Einnahme sowie nach einer zehntdgigen , Wash-out*-
Phase Blutproben in Heparinréhrchen (Vacutainer Systems, Becton Dickinson,
Erembodegern, Belgien) abgenommen; diese erfolgten zwei Stunden nach Einnahme
der ersten Tablette. Die personlichen Daten der Teilnehmer, Erndhrungsgewohnheiten,
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Puls und Blutdruck wurden protokolliert, ebenso Komplikationen, die wahrend der
Einnahme auftraten.

Die gesammelten Proben wurden kodiert, die Lymphozyten mittels
Gradientenzentrifugation isoliert und anschlieRend in Cryoréhrchen (2 ml, Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Deutschland) mit PBS aufgeteilt (die Codes waren nur dem
Projektleiter bekannt). Die Plasma- und Blutproben fir die Messung der biochemischen
Parameter wurden an die beteiligten Labors weitergeleitet. Zu den Zeitpunkten TO, T1,
T2 und T3 wurden alle Parameter, die die verschiedenen Endpunkte der DNA-Stabilitat

betrafen, gemessen.

Tabelle 12: Restriktionsplan wahrend der Intervention

Gruppen | Einschrankung (Restriktion) Alternativen
Erlaubt mit Einschrankung: Krauterlimonade,
1 Tasse/ Tag Kaffee, Schwarztee, Rotbuschtee Mineralwasser,
Erlaubt mit Einschrankung: Milch,

Getranke | 200ml Fruchtsaft/Tag, Coca-Cola, Energiedrinks | Tee (Kréutertee,
Kein Traubensaft Tees ohne
Kein Alkohol (250ml Bier/Woche erlaubt) Vitaminzusatze)
(kein Alkohol am Abend vor der Blutabnahme)

Getreide- Erlaubt mit Einschrér]kunq: Schyvarzbrot,

orodukte VoIIk_ornbrot (1 Scheibe/Tag), Weilibrot,
Mausli (héchsten 100g/Tag) Nudeln, Nockerl,

Erlaubt mit Einschrénkung: bis zu 100g/ Tag
Gemise/ | Kohlrabi, Rotkraut, Kohl, Karfiol, Rettich,

Zucchini, Gurken,
Kartoffeln, Salat,

Hulsen- Karotten, Kohlsprossen, Paprika, Tomaten, .
- . Bohnen, Linsen,
10EiE Mats, Erbsen, Pilze
Keine Erdnisse, keine Sojaprodukte ’
Erlaubt mit Einschrankung: bis zu 100g/ Tag Apfel. Birnen
Zitronen, Nektarinen, Clementinen, Grapefruit Bgnar;en ’
Obst Kiwi, Mango, Papaya, Sanddornbeere, ’
. Wassermelonen,
Erdbeeren, Hagebutten, Marillen, Orangen Pfirsiche

Keine Weintrauben

Keine Vitamintabletten, keine
Medikamenteneinnahme

Keine Lebensmittel mit zugesetzten Vitaminen
oder Antioxidantien (z.B. Frihstlcksflocken,
Misli, bestimmte Wurstsorten...)

Kein exzessiver Sport

Sonstiges
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Abbildung 13: Ablauf der | nterventionsstudie

3.6.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitét

Nach dem Auftauen der Lymphozyten wurden in einer Neugebauerzdhlkammer die
Vitalitat und die Zellzahl ermittelt [170]. Die Lebensfahigkeit betrug in allen Fallen >
80%. Durch die Bestimmung der Zellzahl konnte die Menge der Volumina berechnet
werden, die erforderlich waren, um die flr die Komet-Experimente benétigte Menge
Zellen pro Objekttrager auftragen zu konnen. Fir die Bestimmung der DNA-Migration
unter Standardbedingungen wurden 50 000 Zellen pro Objekttrager verwendet, in den
Versuchen mit H,O, waren es 100 000 und flr die Experimente mit den Restriktions-

enzymen wurden 40 000 Zellen eingesetzt.

3.6.3 Auslosung von DNA-Migration mit Wasserstoffperoxid

Die Lymphozytensuspensionen wurden mit LMA-Agarose gemischt und auf die
Objekttrager aufgetragen. AnschlieBend wurden sie bei 4 °C flinf Minuten mit je 50 uM
H,0, in PBS behandelt und dreimal mit PBS gewaschen [174].
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3.6.4 Experimente mit Restriktionsenzymen

Nach der Lyse wurden die Lymphozyten mit den Restriktionsenzymen
Formamidopyrimidinglycosylase (FPG) und Endonuclease 11l (ENDOIII) behandelt.
AnschlieBend wurden die Objekttrager in eine mit Elektrophorespuffer —gefillte
Horizontalelektrophoresekammer (237 mm x 118 mm, Renner GmbH, Darmstadt,
Deutschland) gelegt und 40 min inkubiert, um doppelstrdéngige DNA in Einzelstrange
uberzufiihren. Nach 30-mindtiger Elektrophorese (300 mA und 25 V) wurden die
Objekttrager zweimal je acht Minuten mit Neutralisationldosung und einmal mit Aqua

bidest. gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.6.5 Auswertung der Objekttrager

Um die DNA zu farben wurden die Objekttrager mit Ethidiumbromid behandelt und mit
einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon 027012, Quecksilberdampflampe Osram
HB10101AF, Grunfilter 520 nm, Objektiv Nikon Plan Fluor 10/0,3 VergroRerung)
ausgewertet. Mit einer Videokamera (JVC TK-C1360 1/2-in. CCD) wurde das
mikroskopische Bild auf den Computer Ubertragen. Die Erfassung der DNA-Migration
erfolgte durch ein computergestutztes Auswerteprogramm (Komet Assay 1V, Perceptive
Instruments, UK). Um die Migration zu messen, wurde der prozentuelle Anteil der
DNA im Tail bestimmt.

3.6.6 Bestimmung der LDL-Oxidation

Die Bestimmung der Konzentrationen des oxidierten LDLs wurde mit einem
enzymgekoppelteten Immunadsoptionstest (,,ELISA-Kit*, oxidized LDL ELISA,
Mercodia AB, Uppyala, Schweden) durchgefiihrt. Nach dem Auftauen der
Plasmaproben wurden sie verdinnt (1:6561), in ELISA-Platten pipettiert und fur zwei
Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die Platten mit einer Pufferlésung gewaschen
und Enzymkonjugatlosung zugefiigt. Zuletzt wurden Tetramethylbenzidin (TMB)
zugesetzt und die Absorption mit einem Plattenlesegerat (Fluorstar Optima Mikroplate
reader, BMG Lab Technologies, Offenburg, Deutschland) gemessen. Die
Konzentrationen des oxidierten LDL wurden durch Anfertigung einer Kalibrationskurve

ermittelt.
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3.6.7 Messung der totalen antioxidativen Kapazitat

Die totale antioxidative Kapazitdt wurde mit dem TRAP-Test bestimmt, der auf der
Bildung von Peroxylradikalen beruht. Die Messungen wurden am Institut fir
Erndhrungswissenschaften der Universitat Wien unter der Aufsicht von Prof. K.-H.

Wagner durchgefihrt.

3.6.8 CRP-Messung

Um die Konzentration des CRPs zu ermitteln wurde in der vorliegenden Humanstudie
ein turbidometrischer Immuntest durchgefuhrt. Fur die Messung wurde das Plasma der
Probanden verwendet und mit einem Analysegerat von Olympus (OSR6299) bestimmt;
die Reagenzien wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die

Messungen wurden unter Aufsicht von Prof. T. Szekeres im AKH Wien durchgefihrt.

3.6.9 Statistik

Hauptzielgroflen der vorliegenden Untersuchung waren die Endpunkte der DNA-
Schédigung. Aufgrund fruherer Experimente wurde angenommen, dass bei 12
Teilnehmern eine 34%ige Anderung der Bildung oxidativer Basen bei Verwendung von
drei Parallelmessungen mit einer statistischen Power von 90% (Signifikanz-Level 5%)
detektiert werden kann [167]. Unter der Voraussetzung einer relativen
Standardabweichung von 56%, wie sie sich aus friheren Untersuchungen ergab [167],
ist bei 12 Personen und drei Messungen pro Person eine standardisierte Effektstarke von
0,62 notwendig, um diesen Unterschied auf dem 5%-Signifikanzniveau mit 90% Power
zu sichern.

Eine inferenzstatistische  Auswertung wurde ausschliellich fur die
Hauptzielgrolie (Prozent DNA im ,,Tail*) durchgefiihrt. Sie erfolgte nach Arcus-sinus-
Transformation, die erfahrungsgeméld die Korrelation der Varianz mit dem Mittelwert
beseitigt und dartber hinaus die Verteilung der Werte an eine Normalverteilung
annadhert. Nachfolgend wurde eine ANOVA fir abhangige Stichproben durchgefihrt.
Der zentrale Vergleich erfolgte gegen den Ausgangswert (TO) mittels linearer Kontraste
(T1-TO, T2-TO und T3-TO).

Die statistische Auswertung der in vitro Versuche und der biochemischen

Parameter erfolgte mittels unabhéngigem t-Tests.
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4 Ergebnisse
Der Ergebnissteil ist in zwei Unterkapitel aufgeteilt. Im ersten Teil werden die Resultate
der in vitro Versuche beschrieben, die vor der Interventionsstudie durchgefuhrt wurden.
Der zweite Abschnitt betrifft die Ergebnisse der beiden Humanstudien, und zwar
sowohl die der SCGE-Experimente, als auch die Messungen der biochemischen

Parameter.

4.1 Ergebnisseder in vitro Experimente

Vor Beginn des Hauptexperiments wurden mit beiden Nahrungserganzungsmitteln in
vitro Experimente durchgefihrt, um festzustellen, ob und in welchen Konzentrationen
die Substanzen akut toxisch und gentoxisch wirken und ob DNA-schiitzende Effekte
nachweisbar sind.

In Vorversuchen wurden die Zellen mit unterschiedlichen Mengen von DMSO
inkubiert, um zu kléren, ob es durch das Lésungsmittel per se zu DNA-Schaden kommit.
Konzentrationen unter 3% hatten weder zytotoxische Wirkung, noch lfsten sie
Strangbriiche aus. Auch die ROS-Experimente und die endogenen Bildung oxidierter

Purine und Pyrimidine wurden durch die Substanz nicht beeinflusst.

4.1.1 Resultate mit dem Isoflavonpraparat
Die Lymphozyten wurden mit Suspensionen der isoflavonhdltigen Tabletten 60
Minuten inkubiert. Vor der Durchfiihrung der SCGE-Experimente wurde die akute
Toxizitdt bestimmt. Bei der hdchsten untersuchten Dosis (219 upg/ml) nahm die
Lebensfahigkeit der Zellen im Vergleich zur Kontrolle um 27% ab (Abbildung 14).

Die Ergebnisse der Gentoxizitatsexperimente sind in Abbildung 15 grafisch
dargestellt. Mit Konzentrationen zwischen 110 pg/ml bis 183 pg/ml wurde ein
signifikanter Anstieg der DNA-Migration detektiert.
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Abbildung 14: Bestimmung der Zytotoxizitat nach Inkubation mit der Isoflavonmischung.
Die Zellen wurden 60 min mit unterschiedlichen Mengen des Isoflavongemisches inkubiert.
AnschlieRend wurde, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, die Vitalitat mit Trypanblau bestimmt. In
der x-Achse sind die Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslésung angefihrt,
in der zweiten Zeile sind die Isoflavonmengen in pg/ml abgebildet. Die Balken zeigen die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Resultate, die mit drei Parallelkulturen erhalten
wurden. * statistische Signifikanz: p < 0,05 (t-Test fur unverbundene Stichproben).
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Abbildung 15: Bestimmung der Gentoxizitdt nach der Inkubation mit der
I soflavonmischung. Die Lymphozyten wurden fiir eine Stunde mit unterschiedlichen Mengen
des Isoflavongemisches inkubiert und anschlieBend auf die Objekttrager aufgetragen. Nach der
Lyse der Zellen wurde die Elektrophorese durchgefuihrt. Pro Konzentration wurden drei
Objekttrager hergestellt und jeweils 50 Zellen ausgewertet. In der x-Achse sind die
Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslésung angefiihrt, in der zweiten Zeile
sind die Isoflavonmengen in pg/ml abgebildet. Die Balken geben die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Resultate wieder, die mit drei Parallelkulturen pro Messpunkt
erhalten wurden. *** statistische Signifikanz: p< 0,05, p < 0,01 (t -Test fur unverbundene
Stichproben).
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In Abbildung 16 sind die Resultate zusammengefasst, die nach Wasserstoffperoxid-
behandlung in Gegenwart der Isoflavone erhalten wurden. Es wurde eine signifikante
Abnahme der Kometbildung gefunden, wobei der deutlichste Effekt bei der mittleren
Konzentration gefunden wurde. Unter diesen Versuchsbedingungen nahm die ROS-
induzierte DNA-Migration um 65% ab.
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Abbildung 16: Reduktion H,O,-induzierter DNA Migration durch die | soflavonmischung.
Die Lymphozyten wurden wie in Kapitel 3.5.5 beschrieben nach einstiindiger Inkubation mit
dem Isoflavongemisch fur finf Minuten mit 50uM H,O, behandelt. Die weitere Durchfiihrung
der Experimente erfolgte wie in Legende von Abbildung 15 beschrieben. In der x-Achse sind
die Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslosung angefiihrt, in der zweiten
Zeile sind die Isoflavonmengen in pg/ml abgebildet. *** statistische Signifikanz: p< 0,05, p <
0,01 (t-Test fiir unverbundene Stichproben).

Die mit den Restriktionsenzymen erhaltenen Resultate sind in Abbildung 17
grafisch dargestellt. Mit beiden Enzymen wurde ein Anstieg der DNA-Migration nach
Behandlung der Zellkerne beobachtet. In Gegenwart des Isoflavonpréparats kam es zu
einem Rilckgang der DNA-Migration, der im Fall von FPG ein Ausmal von 54%
erreichte und statistisch signifikant war. Mit ENDO 11l waren die Schutzeffekte nicht

signifikant.
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Abbildung 17: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Purinen und Pyrimidinen durch
Inkubation der Zellen mit dem I soflavonpréapar at. Die Zellkerne wurden wie in Kapitel 2.5.6
mit den Enzymen behandelt. Dabei wurden diese nach einem zuvor durchgefiihrten
Kalibrationsversuch in einer Konzentration von 1:1000 verwendet. Die Zellen wurden auf die
Objekttrager aufgetragen, lysiert und fir 30 bzw. 45 Minuten mit den beiden Restriktions-
enzymen inkubiert. Nach der Elektrophorese wurde die DNA-Migration bestimmt. In der x-
Achse sind die Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslésung angefihrt, in der
zweiten Zeile sind die Isoflavonmengen in pg/ml abgebildet. Die Balken stellen die Mittelwerte
nach Abzug der Kontrollwerte (Buffer) dar. * statistische Signifikanz 0,05 (t -Test for
unverbundene Stichproben).
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4.1.2 Resultate mit dem Resveratrolpraparat

Die Zellen wurden mit den Inhaltsstoffen der Tabletten 60 Minuten inkubiert. VVor der
Durchfiihrung der SCGE-Experimente wurde die akut toxische Wirkung des Praparats
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 grafisch dargestellt. Die akute
Toxizitat war relativ schwach, bei der héchsten untersuchten Dosis (750 pg/ml) nahm
die Lebensféahigkeit der Zellen um 14% ab.
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Abbildung 18: Bestimmung der Zytotoxizitat nach Inkubation mit dem Resveratrol-
préaparat. Die Zellen wurden 60 min mit unterschiedlichen Mengen des Resveratrolgemisches
inkubiert. Anschlieend wurde, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, die Vitalitat mit Trypanblau
bestimmt. In der x-Achse sind die Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationsldsung
angeflhrt, in der zweiten Zeile ist die enthaltene Resveratrolmenge in pug/ml abgebildet. Die
Balken zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen der Resultate, die mit drei

Parallelkulturen erhalten wurden. * statistische Signifikanz: p< 0,05 (t-Test flr unverbundene
Stichproben).

AnschlieBend wurde die Auslésung von Kometen unter Standardbedingungen
untersucht. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse der SCGE-Experimente mit
unterschiedlichen Substanzkonzentrationen. Eine signifikante Steigerung der DNA-
Migration wurde mit Konzentrationen > 188 pg/ml detektiert.

Die nachfolgenden Untersuchungen mit Wasserstoffperoxid und den
Restriktionsenzymen wurden unter Bedingungen durchgefuhrt, bei denen mit den aus
dem Préparat hergestellten Ldsungen keine signifikanten gentoxischen Effekte
auftraten, d.h. die hoéchste verwendete Konzentration lag bei 150 pg/ml. Die Resultate
der H,O,-Experimente sind in Abbildung 20 dargestellt. Es wurde eine eindeutige
Abnahme der Kometbildung detektiert, wobei der stérkste Effekt mit der niedrigsten
Konzentration beobachtet wurde. Unter diesen Bedingungen nahm die ROS-induzierte
DNA-Migration um 67% ab.
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Abbildung 19: Bestimmung der Gentoxizitdat nach der Inkubation mit dem Resveratrol-
praparat. Die humanen Lymphozyten wurden fur eine Stunde mit unterschiedlichen Mengen
des Resveratrolgemisches inkubiert und anschlieRend auf die Objekttrager aufgetragen. Nach
der Lyse der Zellen wurde die Elektrophorese durchgefiihrt. Pro Konzentration wurden drei
Objekttrager hergestellt und jeweils 50 Zellen ausgewertet. In der x-Achse sind die
Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationsldsung angefiihrt, in der zweiten Zeile ist
die enthaltene Resveratrolmenge in pg/ml abgebildet. Die Balken geben die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Resultate wieder, die mit drei Parallelkulturen pro Messpunkt
erhalten wurden. ** statistische Signifikanz: p < 0,01 (t-Test fur unverbundene Stichproben).
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Abbildung 20: Reduktion H,Oj-induzierter DNA Migration durch die Resveratrol-
mischung. Die Lymphozyten wurden wie in Kapitel 3.5.5 beschrieben nach einstiindiger
Inkubation mit dem Resveratrolgemisch funf Minuten mit 50 pM H,0, behandelt. Die weitere
Durchflihrung der Experimente erfolgte wie in Legende von Abbildung 19 beschrieben. In der
x-Achse sind die Gesamtmengen aller Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslosung angefihrt, in
der zweiten Zeile ist die enthaltenen Resveratrolmenge in pg/ml abgebildet.* statistische
Signifikanz: p < 0,05 (t-Test fiir unverbundene Stichproben).
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Die mit den Restriktionsenzymen erhaltenen Resultate sind in Abbildung 21
grafisch dargestellt. Mit beiden Enzymen wurde ein Anstieg der DNA-Migration nach
Behandlung der Zellkerne beobachtet. In Gegenwart des Resveratrolpraparats nahm das
Ausmall der DNA-Migration deutlich ab. Im Fall von FPG betrug der Rickgang der
DNA-Schadigung zwischen 62% mit der hochsten und 67% mit der niedrigsten
verwendeten Konzentration. Der Schutzeffekt war (ber den gesamten untersuchten
Bereich statistisch signifikant. Mit ENDO 1lIl kam es zu einer deutlich geringeren

Abnahme zwischen 11% bis 27%, die keine Signifikanz erreichte.
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Abbildung 21: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Purinen und Pyrimidinen durch
Inkubation der Lymphozyten mit dem Resveratrolpréparat. Die Zellkerne wurden wie in
Kapitel 3.5.6 mit den Enzymen behandelt. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte wie in
der Legende von Abbildung 17 beschrieben. In der x-Achse sind die Gesamtmengen aller
Inhaltsstoffe in pg/ml Inkubationslésung angeflhrt, in der zweiten Zeile ist die enthaltenen
Resveratrolmenge in pg/ml abgebildet. Die Balken stellen die Mittelwerte nach Abzug der
Kontrollwerte (Buffer) dar, die mit drei Parallelkulturen gemessen wurden. *** statistische
Signifikanz: p < 0,05, p <0,01(t-Test fir unverbundene Stichproben).
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4.2 Ergebnisse der Humanstudie
Die Humanstudie wurde durchgefihrt, um zu kl&ren, ob durch die Einnahme eines
Isoflavon- bzw. Resveratrolpréparats die Bildung von Einzel- und Doppelstrangbriichen
in peripheren Lymphozyten veréndert und ob die Empfindlichkeit der Zellen gegentiber
ROS beeinflusst wird. Des weiteren wurde der Einfluss der beiden Nahrungs-
ergdnzungsmittel auf die endogene Bildung oxidierter Pyrimidin- und Purinbasen
untersucht.

In Kapitel 4.2.1 werden zuerst die Resultate, die mit dem Isoflavonpraparat
erhalten wurden, beschrieben, Kapitel 4.2.2 betrifft die Ergebnisse der Untersuchung

des Resveratrolpraparats.

4.2.1 Resultate mit dem Isoflavonpréparat

Abbildung 22 zeigt die Auswirkung der Einnahme des Isoflavonpréparats auf die DNA-
Migration in peripheren Lymphozyten unter Standardbedingungen. Nach flinftagiger
Einnahme kam es zu einem Riickgang der DNA-Schédigung um 13%, der statistisch

nicht signifikant war.
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Abbildung 22: Auswirkung des | soflavonpraparats auf die endogene DNA-Migration in
peripheren Lymphozyten. Die Probanden der Studie nahmen iber einen Zeitraum von finf
Tagen jeweils drei Tabletten des Praparats ein. VVor der Intervention, nach einem Tag, nach fiinf
Tagen und nach einer zehntagigen ,,wash-out“-Phase wurde ihnen Blut abgenommen und die
Zellen wie in Kapitel 3.3 beschrieben isoliert. Pro Zeitpunkt wurden von jeder Probe drei
Objekttrager hergestellt und jeweils 50 Zellen ausgewertet. Die Balken zeigen die Mittelwerte
und die Standardabweichungen.
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Die Auswirkung bei H,O»-induzierter DNA-Migration ist in Abbildung 23

grafisch dargestellt. Sowohl nach eintdgiger (14%) als auch nach flinftagiger Einnahme

(20%) des Isoflavonpréparats kam es zu einem Riickgang der DNA-Schaden, der zum

Zeitpunkt T2 signifikant war.
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Abbildung 23: Auswirkung des Isoflavonprapar ats auf H,O,-induzierte DNA Migration
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in peripheren Lymphozyten. Die Lymphozyten wurden wie in Kapitel 3.6.3 beschrieben fiir
finf Minuten mit 50uM H,0, behandelt. Die weitere Durchfihrung der Experimente erfolgte
wie in Legende von Abbildung 22 beschrieben. Die Balken zeigen die Mittelwerte und die

Standardabweichungen. * statistische Signifikanz: p < 0,05 (ANOVA-Test)

Abbildung 24 und 25 zeigen die Resultate, die mit den Restriktionsenzymen erhalten

wurden. Nach Behandlung der Zellen mit FPG (oxidierte Purine) kam es nach der

Intervention zu einer statistisch signifikanten Abnahme der DNA-Schaden um 50%.

Nach einem und nach finf Tagen war ein Ruckgang der oxidierten Pyrimidine (mit

ENDO 11l bestimmt) zu beobachten, der aber nur nach eintégiger Tabletteneinnahme

signifikant war.
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Abbildung 24: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Purinen nach Einnahme des
I soflavonpr apar ats. Die Zellkerne wurden wie in Kapitel 3.6.4 mit den Enzymen behandelt.
Dabei wurden diese nach einem zuvor durchgefuhrten Kalibrationsversuch in einer
Konzentration von 1:1000 verwendet. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte wie in der
Legende von Abbildung 17 beschrieben. Pro Messpunkt wurden drei Objekttrager ausgewertet
und jeweils 50 Zellen gezahlt. Die Balken stellen die Mittelwerte nach Abzug der Kontrollwerte
(Buffer) dar. ** statistische Signifikanz: p < 0,01 (ANOVA-Test)
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Abbildung 25: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Pyrimidinen nach Einnahme des
I soflavonpraparats. Die Durchfuhrung der Experimente erfolgte wie in der Legende von
Abbildung 17 beschrieben. Die Balken stellen die Mittelwerte nach Abzug der Kontrollwerte
(Buffer) dar. * statistische Signifikanz: p < 0,05 (ANOVA-Test)
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4.2.2 Resultate mit dem Resveratrolpraparat

In Abbildung 26 sind die Ergebnisse der SCGE-Versuche unter Standardbedingungen
dargestellt. Dabei kam es zu einem geringfligigen Anstieg der endogenen DNA-
Migration nach einem (9%) und nach funf Tagen (24%), der statistisch nicht signifikant
war.

Die Resultate, die nach H,O,-Behandlung der Zellen gefunden wurden, sind in
Abbildung 27 dargestellt. Nach Einnahme des Préparats kam es zu einer geringfligig
erhdhten Empfindlichkeit (15%) der Zellen gegeniber ROS-induzierter DNA-
Schadigung; dieser Effekt war statistisch nicht signifikant.

Die mit den Restriktionsenzymen erhaltenen Ergebnisse sind in den
Abbildungen 28 und 29 grafisch dargestellt. Bei den oxidierten Purinen (durch
Formamidopyrimidinglycosylase bestimmt) kam es nach der Intervention zu einem
Rickgang der DNA-Schaden (12% nach einem Tag und 16% nach funf Tagen). Die
durch die oxidierten Pyrimidine ausgeloste DNA-Migration (Endonuclease I11) nahm
nach eintdgiger Einnahme geringfligig und nach funf Tagen um 18% ab. Die Effekte

waren mit beiden Enzymen nicht signifikant.
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Abbildung 26: Auswirkung der Einnahme des Resveratrolpraparats auf die endogene
DNA Migration in peripheren Lymphozyten. Die Probanden der Studie nahmen (ber einen
Zeitraum von funf Tagen jeweils drei Tabletten des Praparats ein. Vor der Intervention, nach
einem Tag, nach funf Tagen und nach einer zehntdgigen ,wash-out“-Phase wurde Blut
abgenommen und die Zellen wie in Kapitel 3.3 beschrieben isoliert. Pro Zeitpunkt wurden drei
Objekttrager hergestellt und jeweils 50 Zellen ausgewertet. Die Balken zeigen die Mittelwerte
und die Standardabweichungen.
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Abbildung 27: Auswirkung des Resveratrolprdparats auf H,Oj-induzierte DNA
Migration in peripheren Lymphozyten. Die Lymphozyten wurden wie in Kapitel 3.6.3 fur
finf Minuten mit 50uM H,0, behandelt. Die weitere Durchfiihrung der Experimente erfolgte
wie in Legende von Abbildung 22 beschrieben. Die Balken zeigen die Mittelwerte und die

Standardabweichungen.
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Abbildung 28: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Purinen nach Einnahme des
Resveratrolpréaparat. Die Zellkerne wurden wie in Kapitel 3.6.4 beschrieben mit FPG oder
dem entsprechenden Enzymbuffer inkubiert, die Durchfiihrung der Experimente erfolgte wie in
der Legende von Abbildung 17 beschrieben. Pro Messpunkt wurden drei Objekttrédger
ausgewertet und jeweils 50 Zellen gezéhlt. Die Balken stellen die Mittelwerte nach Abzug der
Kontrollwerte (Buffer) dar.
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Abbildung 29: Beeinflussung der Bildung von oxidierten Pyrimidine durch nach
Einnahme des Resveratrolpréparat. Die Zellkerne wurden mit ENDO Il oder dem
entsprechenden Enzymbuffer inkubiert, die Durchfiihrung der Experimente erfolgte wie in der
Legende von Abbildung 17 beschrieben. Die Balken stellen die Mittelwerte nach Abzug der
Kontrollwerte (Buffer) dar.

4.3 Ergebnisse der biochemischen Analysen

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Messungen der LDL-Oxidation, der
totalen antioxidativen Kapazitat und des C-reaktiven Proteins beschrieben. Kapitel 4.3.1
zeigt die Resultate, die nach Einnahme des Isoflavonpraparats erhalten wurden, in
Kapitel 4.3.2 werden die Auswirkungen des Resveratrolpraparats auf die biochemischen

Parameter beschrieben.

4.3.1 Resultate mit dem Isoflavonpréaparat

In Abbildung 30a sind die Ergebnisse der Messung der LDL-Oxidation im Plasma
dargestellt. Nach eintdgiger Einnahme des Prdparats kam es zu einem geringfligigen
Anstieg des oxidierten LDLs, der jedoch statistisch nicht signifikant war. Die Resultate
der Messung der totalen antioxidativen Kapazitdt sind in Abbildung 30b grafisch
dargestellt. Wahrend und nach der Intervention konnten keine signifikanten Anderungen
detektiert werden. Bei der Messung des C-reaktiven Proteins kam es an keinem der

Zeitpunkte zu einer Veranderung der Plasmakonzentrationen (Abbildung 30c).
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Abbildung 30: Auswirkung der Einnahme des | soflavonpr éparats auf die Oxidation von
LDL (a), auf die totale antioxidative Kapazitat (b) und auf die CRP-K onzentration (c).
Die Balken zeigen die Mittelwerte und die Standardabweichungen. Die Daten wurden mittels
unabh&ngigen t-Test statistisch ausgewertet.
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4.3.2 Resultate mit dem Resveratrolpraparat
Abbildung 31a zeigt die Ergebnisse der Beeinflussung der LDL-Oxidation im Plasma.

Weder nach eintégiger noch nach flnftagiger Einnahme des Préparats kam es zu einer
Anderung dieses Parameters. Die Resultate der Messung der totalen antioxidativen
Kapazitdt sind in Abbildung 31b grafisch dargestellt. Wahrend und nach der
Intervention wurden keine signifikanten Anderungen detektiert. Bei der Messung des C-
reaktiven Proteins ergab sich nach eintagiger Einnahme des Nahrungserganzungsmittels
eine geringfugige Erhéhung der Konzentration, die aber statistisch nicht signifikant war
(Abbildung 31c).
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Abbildung 31: Auswirkung der Einnahme des Resver atr ol pr par ats auf die Oxidation von
LDL (a), auf die totale antioxidative Kapazitét (b) und auf die CRP-Konzentration (c).
Die Balken zeigen die Mittelwerte und die Standardabweichungen. Die Daten wurden mittels
unabhéngigen t-Test statistisch ausgewertet.
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5 Diskussion

Dieses Kapitel besteht aus zwei Hauptteilen. Der erste betrifft die Wirkungen des
isoflavonhéltigen Nahrungsergédnzungsmittels, der zweite die des Resveratrolpréparats.
In den entsprechenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse der in vitro Experimente
und der Humanstudien hinsichtlich der Beeinflussung der DNA-Stabilitat durch die
beiden Nahrungserganzungsmitteln diskutiert. Die letzten Abschnitte beinhalten die
Analyse der biochemischen Parameter und die méglichen Effekte weiterer Bestandteile

der beiden Praparate.

5.1 Schutz vor oxidativen DNA-Schaden durch das | soflavonpr apar at
Wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben, enthielt das Préparat Soja- und Rotkleeextrakte. Der
Gesamtgehalt der Isoflavone betrug 90 mg pro Tablette. Das aus Sojapflanzen
stammende Extrakt zeichnet sich durch einen hohen Gehalt von Genistein und Daidzein
aus, wéhrend im Rotkleeextrakt Formononetin und Biochanin A dominieren. Die
Isoflavonmenge, die von den Probanden eingenommen wurde (3 Tabletten/Tag),
entspricht dem Verzehr von etwa 350 g gekochten Sojabohnen [168]. Zusétzlich
enthielt das Préparat eine geringe Menge Nachtkerzendél, das vor allem Omega-6-
Fettséduren wie Linolséure und Gamma-Linolenséure enthalt.

Aus friheren Experimenten ist bekannt, dass eine der wichtigsten
Wirkungsweisen der in den Extrakten enthaltenen Phyto6strogene die
rezeptorvermittelte Interaktion mit dem Ostrogenhaushalt ist (siehe Kapitel 2.1.3.1,
Seite 7) [3]. Darlber hinaus wurden (wie in Kapitel 2.1.3.2 beschrieben) mit Genistein,
Diadzein und Equol antioxidative Effekte gefunden, allerdings ist die Evidenz fur die
Inaktivierung freier Sauerstoffradikale derzeit vorwiegend auf Resultate beschrankt, die

unter in vitro Bedingungen detektiert wurden.
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5.1.1 Ergebnisse der in vitro Experimente
Die in den Abbildungen 14-17 (Seiten 56-58) beschriebenen Ergebnisse der in vitro

Experimente mit dem Isoflavonpréparat zeigen deutlich, dass die Behandlung der Zellen
mit den Phytodstrogenen zu Schutzwirkungen vor endogen zugesetzten freien
Sauerstoffradikalen fiihrt. AuBerdem wurde eine Reduktion der Bildung oxidierter
Purine und Pyrimidine in peripheren Lymphozyten beobachtet. Der U-formige Verlauf
der Kurven kann durch die Tatsache erklart werden, dass das Praparat per se bei
hoheren Konzentrationen DNA-Schaden auslést. Dosierungen > 110 pg/ml fihrten zu
einem signifikanten Anstieg der DNA-Migration unter Standardbedingungen. Auch mit
anderen antioxidativ wirkenden Verbindungen, beispielsweise mit Quercetin [175],
Vitamin C [176] und Carotinoiden [177], wurden in in vitro Experimenten bei
unphysiologisch hohen Dosierungen die Auslésung von DNA-Schéden beobachtet, die
auf Freisetzung von Radikalen (Haber-Weiss-Fenton-Reaktion) zuriickzufihren sind.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten friherer in vitro Experimente
Uberein, die mit den einzelnen Inhaltsstoffen des Prdparats durchgefiihrt wurden. In
diesen Untersuchungen wurden humane Lymphozyten und verschiedene Zelllinien mit
Genistein, Daidzein oder Equol behandelt und Schutzeffekte gegeniber
Wasserstoffperoxid-induzierter DNA-Schadigung gefunden. Bei den Versuchen mit
Lymphozyten lagen die Konzentrationen der Isoflavone zwischen 2,54 und 635 ng/ml
bei Genistein und Daidzein und zwischen 2,42 ng und 27 pg/ml bei Equol (siehe
Tabelle 2, Seite 11. Diese Dosierungen waren grofdtenteils niedriger als die in den
vorliegenden Experimenten eingesetzten Mengen der Phytotstrogene, die in den H,O,-
Versuchen zwischen 2,3 und 18 pg/ml lagen. Da aber in dieser Untersuchung keine
Reinsubstanzen, sondern ein Gemisch aus verschiedenen Isoflavonen verwendet wurde,
ist es schwierig die Ergebnisse mit den Befunden der friheren Experimente zu

vergleichen.

5.1.2 Ergebnisse der Humanstudie

In der Humanstudie wurde keine Beeinflussung der DNA-Migration unter
Standardbedingungen gefunden, allerdings kam es zu einem signifikanten Riickgang der
Empfindlichkeit gegeniiber ROS-induzierter DNA-Schadigung. Auch die Bildung

oxidierter Purine und Pyrimidine war nach Einnahme des Isoflavonpréaparats reduziert.
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Diese Resultate stimmen teilweise mit den Ergebnissen einer Studie Uberein, die von
Mitchell et al. [53] durchgefuhrt wurde. In dieser konsumierten die Teilnehmer Uber
einen Zeitraum von vier Wochen taglich einen Liter Soja-, Reis- oder Kuhmilch. Wie in
der vorliegenden Untersuchung kam es zu einer Abnahme der oxidierten Pyrimidine. Da
der Riickgang nur nach Konsum der Sojamilch zu sehen war, ist anzunehmen, dass der
Effekt auf Isoflavone und/oder andere Sojainhaltsstoffe zurlickzufiihren ist. Im
Gegensatz zum Isoflavonpraparat hatte keine der drei Milchsorten Einfluss auf ROS-
induzierte DNA-Schédigung. Der Isoflavongehalt der Getrdnke wurde in dieser Studie
nicht ermittelt, je nach Sorte enthalt ein Liter Sojamilch ca. 100 mg der Phytodstrogene.
Diese Menge ist wesentlich geringer als die Dosierung, die in der vorliegenden
Untersuchung von den Probanden konsumiert wurde. Die protektive Wirkung vor
Wasserstoffperoxid 1&sst  sich  mdoglicherweise auf die hohere Menge an
Phytodstrogenen zuruckfihren.

Weder in der Sojamilchstudie, noch in einer weiteren Untersuchung mit einem
isoflavonhéltigen Nahrungserganzungsmittel [54] wurde ein Rickgang der DNA-
Schadigung unter Standardbedingungen gefunden. Diese Ergebnisse stimmen mit den
Resultaten der vorliegenden Interventionsstudie Uberein, in der ebenfalls kein
signifikanter Einfluss auf die DNA-Migration festgestellt wurde.

Im Gegensatz zu den Humanstudien wurde in Experimenten mit Ratten nach
einmonatiger Verabreichung eines isoflavonhéltigen Sojapulvers ein Riickgang der
Strangbriiche beobachtet [47]. In dieser Untersuchung wurde den Tieren eine
sojahéltige Diat verabreicht, die 3,12 g Isoflavone/kg enthielt. Umgerechnet auf den
Menschen wirde das etwa dem téglichen Konsum von 11 g der Phytodstrogene
entsprechen [178]. Diese Dosis ist um ein Vielfaches hoher als die in den friheren
Humanstudien (50-100 mg/Tag) und der vorliegenden Untersuchung (270 mg/Tag) von
den Teilnehmern konsumierten Mengen. Die protektive Wirkung in den
Tierexperimenten ist daher wahrscheinlich durch die hohere Dosierung der Isoflavone
erklarbar.



73

5.1.3 Beeinflussung biochemischer Redoxparameter

In der vorliegenden Untersuchung kam es bei keinem der untersuchten Zeitpunkte zu
einer signifikanten Anderung der biochemischen Parameter. Diese Ergebnisse stimmen
teilweise mit den Resultaten anderer Studien Uberein, in denen ebenfalls keine
Beeinflussung des Redoxstatus durch den Konsum isoflavonhaltiger Nahrungsmittel
festgestellt wurde. Beispielsweise konnten weder Samman et al. [60] noch Vega-Lopez
et al. [61] in humanen Interventionsstudien einen Riickgang der Konzentrationen von
oxidiertem LDL durch die Aufnahme von Phytodstrogenen beobachten. In der ersten
Untersuchung nahmen die Probanden Uber einen Zeitraum von zwei Monaten zweimal
taglich ein Préparat ein, das 43 mg Isoflavone enthielt, in der zweiten konsumierten die
Teilnehmer 42 Tage eine isoflavonhéltige Diat (50 mg Isoflavone/1000 kcal). Auch die
Parameter der Lipidperoxidation (MDA, F2-Isoprostane) wurden durch die
Nahrungssupplementation nicht verandert [61-63].

In drei weiteren Untersuchungen wurde hingegen eine Reduktion dieser Marker
gefunden [57-59]. Allerdings wurden den Probanden in diesen Studien sojahéltige
Produkte verabreicht, die neben Isoflavonen auch andere bioaktive Substanzen
enthielten, daher ist es fraglich, ob die protektiven Wirkungen tatsachlich auf die
Phytoostrogene zurlickzufiihren sind.

Wiseman et al. [59] fanden nach Konsum von Sojaburgern eine deutliche
Verminderung der Ausscheidung von F2-lsoprostanen im Harn, allerdings war die
taglich aufgenommene Isoflavonmenge gering (21,2 mg Daidzein und 34,8 mg
Genistein). Es ist daher auch in diesem Fall moglich, dass andere Nahrungsinhaltsstoffe
fur den Riickgang der Lipidperoxidation verantwortlich waren. Neben Isoflavonen
enthalten Sojabohnen auch Protease-Inhibitoren, Flavonoide und Saponine sowie einen
hohen Ballaststoffanteil [2]. Es ist nicht auszuschlieRen, dass diese Substanzgruppen flr
die Schutzeffekte, die in den verschiedenen Humanstudien beobachtet wurden,
verantwortlich waren.

In einer Studie von Nikander et al. [179] wurde nach dreimonatiger Einnahme
von Isoflavontabletten (114 mg/Person/Tag) kein Einfluss auf die Konzentration von C-
reaktivem Protein im Plasma der Probanden detektiert. Diese Resultate stimmen mit
denen der vorliegenden Humanstudie uberein, in der es, trotz hoherer Dosierung (270

mg/Tag), ebenfalls zu keinen VVerédnderungen dieses Entziindungsparameters kam.
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5.1.4 Wirkungen des Nachtkerzendls

Das im Isoflavonpréparat enthaltene Nachtkerzendl wird aus den Samen der gemeinen
Nachtkerze (Oenothera biennis) gewonnen und zur symptomatischen Behandlung von
Neurodermitis und rheumatoider Arthritis verwendet. Des weiteren kann das Ol
pramenstruelle und Wechseljahrbeschwerden lindern und wird zunehmend auch in
Bezug auf therapeutische Effekte bei anderen Erkrankungen wie Diabetes mellitus,
Krebs, Asthma und Schizophrenie untersucht. Die biologischen Wirkungen des Ols
werden den Omega-6-Fettsauren zugeschrieben, die die Funktion von Immunzellen und
die Eicosanoidsynthese beeinflussen und dadurch in Entzlindungsprozesse eingreifen
kdnnen [180].

De La Cruz et al. [181] untersuchten die antioxidativen Effekte von
Nachtkerzendl in Experimenten mit Kaninchen. Nach sechswdchiger Verabreichung
kam es zu einem deutlichen Riickgang der TBARS-Konzentrationen, einem Marker fir
Lipidperoxidation, in Leber, Gehirn, Herz, Aorta und Thrombozyten und zu einer
Erhohung der Aktivitat der Enzyme Glutathionreduktase und -transferase. Die Nahrung
der Tiere wurde in diesem Experiment mit 15% Nachtkerzendl angereichert.
Umgerechnet auf den Menschen wiirde diese Menge einer Dosierung von ca. 600 g pro
Tag entsprechen [182]. In der vorliegenden Untersuchung konsumierten die Probanden
hingegen taglich lediglich 270 mg des Ols, daher ist es unwahrscheinlich, dass die

Schutzeffekte des Isoflavonpréparats auf das Nachtkerzendl zurlickzufihren sind.
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5.2 Schutz vor oxidativen DNA-Schaden durch das Resveratrol-
prapar at

Wie bereits im Kapitel 2.2.1 erwahnt, wurde in zahlreichen Studien postuliert, dass
Resveratrol fur das ,,French Paradox* verantwortlich ist und protektive Effekte vor
Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen mit der Aufnahme des Polyphenols in
Zusammenhang stehen [115].

Diese Hypothese wurde durch Befunde erhartet, die zeigten, dass Resveratrol
antioxidative Eigenschaften besitzt. Es ist bekannt, dass oxidative Verdnderungen von
Makromolekdilen, insbesondere von Low Density Lipoproteinen (LDL), fir die
Auslésung von kardiovaskuldren Erkrankungen mitverantwortlich sind [146]. Da die
Auslésung von Mutationen in Onkogenen das Auftreten von malignen Erkrankungen
beginstigen kann, spielen oxidative Schéden der Erbsubstanz auch bei der
Krebsentstehung eine zentrale Rolle [183]. Zusétzlich wurde nachgewiesen, dass
Resveratrol Apoptose induziert und andere Prozesse, die mit der Entwicklung von
Tumoren in Zusammenhang stehen, beispielsweise die DNA-Synthese und die
Zellteilung, beeinflusst [93]. Inwieweit diese molekularen Mechanismen mit
antioxidativen Eigenschaften in Zusammenhang gebracht werden kénnen, ist nicht klar.
Wie bereits in der Einleitung erwahnt, kénnten neben dem Schutz vor oxidativen DNA-
Schéden auch andere Mechanismen flr die gesundheitlichen Effekte von Resveratrol
verantwortlich sein. Kapitel 2.2.3 gibt eine Ubersicht (ber die diversen biologischen
Wirkungen des Polyphenols.

5.2.1 Ergebnisse der in vitro Experimente

Wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, war in den in vitro Versuchen mit peripheren
Lymphozyten ein deutlicher Schutzeffekt nachweisbar. Bei allen verwendeten
Konzentrationen nahm das Ausmald der Bildung oxidierter Purine zwischen 62% und
67% ab, bei den oxidierten Pyrimidinen waren die Effekte geringer und erreichten keine
Signifikanz. Auch in den Experimenten mit Wasserstoffperoxid wurde eine deutliche
Schutzwirkung gefunden. Am starksten war die Inhibition der Kometbildung bei einer
Konzentration von 38 pg/ml, bei der die DNA-Schadigung um 67% zurlickging (Abb.
20, Seite 60).
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Diese Befunde bestéatigen die Ergebnisse friherer in vitro Untersuchungen, in
denen ebenfalls Lymphozyten [118, 119] und verschiedene S&ugerzelllinien [120, 121]
mit Resveratrol behandelt wurden (siehe Tabelle 5, Seite 21). Die erforderlichen
Substanzmengen waren in diesen Versuchen wesentlich hoher und lagen zwischen 1,4
und 22,8 pg/ml. In den vorliegenden H,0O,-Experimenten wurden niedrigere
Resveratrolkonzentrationen (zwischen 0,2 und 0,8 pg/ml) eingesetzt. Da aber nicht die
Reinsubstanz, sondern ein Substanzgemisch untersucht wurde, sind die Schutzeffekte
maoglicherweise auf die Wirkungen anderer Inhaltsstoffe und/oder auf synergistische
Effekte zuriickzufihren.

Auch mit anderen Komponenten des Praparats, beispielsweise mit Vitamin C
[184] und Lykopin [185], wurden in in vitro Experimenten Schutzeffekte gegentiber
H,O, nachgewiesen, die Dosierung der Substanzen war in diesen Untersuchungen
allerdings ebenfalls hoher als in den mit dem Resveratrolpraparat durchgefuhrten
Versuchen.

Der in der vorliegenden Arbeit gemessene Riickgang der Kometbildung flhrt
nicht notwendigerweise zur Verhinderung der Auslosung vererbbarer Mutationen, da
die Strangbriche, die zur Kometbildung flhren, durch Reparaturprozesse eliminiert
werden konnen [160]. Im Fall von Resveratrol ist es jedoch bekannt, dass die Substanz
unter in vitro Bedingungen auch die Auslosung von Kleinkernen verhindert, die durch
numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen entstehen [186]. Beispielsweise
wurde in Experimenten mit M&usen nach Verabreichung von 100 mg Resveratrol/kg
Korpergewicht in Knochenmarkszellen die Bildung von Chromosomenaberrationen, die
durch Bestrahlung ausgel6st wurden, inhibiert [187]. Diese Effekte konnen als

Konsequenz der Inhibition von oxidativ ausgeldsten Primarschaden erklart werden.

5.2.2 Ergebnisse der Humanstudie

Im Gegensatz zu den in vitro Ergebnissen ergab die vorliegende Humanstudie keine
Hinweise auf Schutzeffekte vor oxidativen DNA-Schéden. Diese Beobachtung stimmt
mit den Resultaten friiherer Untersuchungen Gberein, in denen ebenfalls keine
Schutzwirkungen von Resveratrol nachgewiesen wurden. Beispielsweise fanden

Matsuoka et al. [188] nach sechsmonatiger Verabreichung des Polyphenols in
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Tierexperimenten mit Mausen keine Schutzeffekte vor Kaliumbromat-induzierten
DNA-Schéden.

Wie erwéhnt wurden auch einige Studien mit Rot- und WeiBwein durchgefuhrt,
wobei unklar ist, ob die Effekte durch Resveratrol oder durch andere Inhaltsstoffe
ausgelost wurden. In einer Untersuchung von Fenech et al. [129] wurden zwar
Schutzwirkungen vor radikalinduzierter Kleinkernentstehung in Lymphozyten nach
Rotweinkonsum gefunden, allerdings traten &hnliche Effekte auch nach Konsum von
Weillwein auf, der wesentlich niedrigere Konzentrationen an Resveratrol enthélt.

Die vorliegenden Befunde deuten darauf hin, dass der Konsum von Resveratrol
unter Normalbedingungen zu keinen Schutzeffekten fiihrt und machen es fraglich, ob
die dem Polyphenol zugeschriebenen antioxidativen Eigenschaften fur die positiven
Gesundheitseffekte, die in epidemiologischen Untersuchungen gefundenen und auf den
Konsum von Rotwein zurtickgefiihrt wurden, verantwortlich sind. Wie erwahnt gibt es
eine Reihe anderer Mechanismen, die ebenfalls eine Rolle spielen kénnten.

Betrachtet man die Verstoffwechselung von Resveratrol, so zeigt sich, dass die
Verbindung im Korper des Menschen sehr schnell in Glucuronid- und Sulfat-Konjugate
und in weitere Stoffwechselprodukte wie Piceatannol umgewandelt wird, sodass die
Ausgangssubstanz bereits nach kurzer Zeit aus dem Serum verschwindet (siehe Kapitel
2.2.2, Seite 21) [189, 190]. Die biologischen Wirkungen der Stoffwechselprodukte sind
von der Anzahl und Position der Hydroxylgruppen und Doppelbindungen und der
Isomerie der Molekile abhangig. Trans-Stilben mit einer 4°‘-Hydroxygruppe weist
beispielsweise hohere chemopraventive Effekte auf als Resveratrol [121]. Aktuelle in
vitro Untersuchungen zeigen, dass Piceatannol die Transkription von Nrf2 beeinflusst
und die Expression zahlreicher anderer Gene auslost, die fur antioxidativ wirksame
Enzyme wie die Hamoxygenase-1 kodieren [191]. Des weiteren inhibiert die
Verbindung die Aktivierung von NF-xB und die Transkription von Cyclooxygenase-2,
die beide mit der Auslésung von Entziindungsprozessen in Zusammenhang stehen
[192].

Ovesna et al. [121] verglichen die antioxidative Wirkung von trans-Resveratrol,
Piceatannol und 3,3',4,4',5,5'-Hexahydroxy-trans-Stilben in verschiedenen Zelllinien.
Diese wurden mit H,O inkubiert und nachfolgend die DNA-Migration in SCGE-Tests
bestimmt. Alle drei Substanzen verursachten einen Riickgang der DNA-Schédigung; die
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Schutzeffekte waren mit Piceatannol und 3,3'4,4'5,5-Hexahydroxy-trans-Stilben
starker als mit trans-Resveratrol. Auch andere Untersuchungen zeigten, dass die
antioxidativen Effekte von Piceatannol stdarker sind, als jene von Resveratrol.
Beispielsweise wurde nach Behandlung von Tumorzellen mit den beiden Substanzen
durch  Piceatannol mehr freie Radikale gebunden und eine stérkere
Wachstumshemmung beobachtet [193]. Allerdings sind auch diese Befunde auf in vitro
Experimente beschrankt, sodass sie nicht direkt auf den Menschen (bertragen werden

kdnnen.

5.2.3 Beeinflussung biochemischer Redoxparameter
Wie in Abbildung 31 in Kapitel 4.3.2 (Seite 69) dargestellt, wurden die diversen

biochemischen Parameter nach Einnahme des Resveratrolpraparats nicht mafRgeblich
beeinflusst. In einer friiheren Interventionsstudie fand man jedoch nach Konsum von
Rot- und Weillwein eine signifikante Erh6hung der antioxidativen Kapazitat im Plasma.
Da der Anstieg durch WeilRwein geringer war, ist es wahrscheinlich, dass die in
Rotwein in héheren Mengen vorkommenden Polyphenole fir die Effekte verantwortlich
sind [130]. Auch in einer Studie mit einem Konzentrat aus rotem Traubensaft fand man
nach einer Woche eine signifikante Erhohung der antioxidativen Kapazitat im Serum
und einen Riickgang der Oxo-LDL-Konzentration im Plasma [131].

Fuhrman et al. [133] stellten nach zweiwdchigem Konsum von 400 ml Rotwein
ebenfalls eine Abnahme der LDL-Oxidation fest, wéahrend die gleiche Menge Weilwein
keinen Einfluss auf diesen Parameter hatte. Diese Ergebnisse stimmen nicht mit einer
nachfolgend durchgefuhrten Studie Gberein, in der die Teilnehmer &hnliche Mengen an
Rot- und Weillwein tber einen Zeitraum von vier Wochen zu sich nahmen, aber keine
Veranderung der Oxidation von LDL beobachtet wurde [135].

In einer aktuelleren Publikation, in der die Probanden entweder getrocknete
Weintrauben oder deren Schalen konsumierten, wurde ebenfalls eine Reduktion der
LDL-Oxidation festgestellt [134]. Da Resveratrol im Fruchtfleisch nicht enthalten ist
und der Schutzeffekt nach dem Konsum der Traubenschale nicht starker war als in der
Untersuchung mit ganzen Frichten, ist anzunehmen, dass das Polyphenol nicht oder
bestenfalls nur teilweise fur die Effekte verantwortlich ist.
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Zern et al. [136] fanden nach vierwdchiger Einnahme eines polyphenolreichen
Pulvers, das aus Weintrauben hergestellt wurde, eine reduzierte Ausscheidung von F2-
Isoprostanen im Harn. Allerdings enthielt das Praparat neben Resveratrol auch weitere
Flavonoide wie Quercetin und Kaempferol, die ebenfalls fiir die Effekte verantwortlich
sein konnten. Des weiteren war die tagliche Aufnahme der Verbindung mit 58 pg/pro
Person um ein Vielfaches geringer als die in der vorliegenden Untersuchung verwendete
Dosis (6 mg/P/T).

In allen bisherigen Humanstudien, in denen man antioxidative Parameter
untersuchte, konsumierten die Probanden resveratrolhdltige Getranke und
Nahrungsmittel wie Weintrauben oder Pistazien, es wurden jedoch bisher keine
Untersuchungen mit der Reinsubstanz publiziert. Nur in drei der erwdhnten Studien
wurde der Resveratrolgehalt mit chemisch analytischen Verfahren ermittelt. Die
taglichen Aufnahmemengen lagen in diesen Untersuchungen zwischen 58 ug und 3,6
mg pro Person. Da aber eine Vielzahl anderer bioaktiver Inhaltsstoffe in den
untersuchten Getrdnken und Nahrungsmitteln enthalten sind, ist es nicht moglich die
Schutzeffekte ausschliel3lich dem Resveratrol zuschreiben.

5.2.4 Wirkungsweise weiterer Bestandteile des Praparats

Wie in Kapitel 3.1.1 erwéhnt enthielt das Nahrungserganzungsmittel neben reinem
Resveratrol und phenolreichem Traubenextrakt in geringen Mengen auch Polyphenole
aus Olivendl, Flavonoide aus Zitrusfrichten, Lykopin und Vitamin C (siehe Tabelle 10,
Seite 43). Uber die letzten beiden Substanzen liegen bereits Ergebnisse aus
Interventionsstudien vor, in denen die oxidative Schadigung von DNA-Basen beim
Menschen untersucht wurde.

In Untersuchungen von Anderson et al. [194] und Mastaloudis et al. [195], in
denen 60, 1000 oder 6000 mg Vitamin C pro Tag verabreicht wurden, waren keine
Effekte feststellbar. Auch einmalige Gabe von 500 mg des Vitamins pro Person hatten
keine Auswirkung auf die DNA-Stabilitat [196]. Allerdings kam es in anderen Komet-
Studien nach Einnahme von 250 mg und 1000 mg Vitamin C in peripheren
Lymphozyten zu deutlichen Schutzeffekten gegenuber H,O;-induzierter DNA-
Schadigung [197, 198]. In der vorliegenden Untersuchung nahmen die Probanden eine

Dosis von 300 mg/Tag zu sich, es konnte jedoch kein Einfluss auf die DNA-Migration
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festgestellt werden. Die protektiven Wirkungen, die in den friiheren Studien gefunden
wurden, sind moglicherweise durch die langere Einnahmezeit (42 Tage bzw. zwolf
Wochen) erklarbar.

Mit Lykopin wurden in einer Reihe von Untersuchungen Hinweise auf
Schutzeffekte gefunden [199-202], allerdings wurden die meisten Studien mit Tomaten
oder daraus hergestellten Produkten durchgefiihrt, die zwischen 6 und 16,5 mg des
Carotinoids enthielten. In einer Untersuchung mit reinem Lykopin (12 mg/Tag) konnten
Zhao et al. [203] nach 57 Tagen in SCGE-Experimenten mit Lymphozyten einen
Rickgang der endogenen DNA-Schaden unter Standardbedingungen nachweisen, es
wurden aber keine protektive Wirkung gegeniiber H,O, beobachtet. Die in der
vorliegenden Studie von den Probanden aufgenommene Tagesdosis lag mit 9 mg pro
Teilnehmer im Bereich der friiheren Untersuchungen.

Salvini et al. [204] beobachteten nach achtwdchiger Einnahme von 50 mg
Olivendél/Tag in Komet Assays eine signifikante Abnahme der DNA-Schadigung in
Lymphozyten, die mit polyphenolreichem Ol ausgepragter war. In einer spéteren
Untersuchung, in der die Probanden verschiedene Olivendle mit unterschiedlichen
Polyphenolgehalten konsumierten, wurde dariiber hinaus ein Rickgang der 8oxodG-
Konzentrationen im Urin nachgewiesen. Da dieser Effekt aber unabhéngig vom
verabreichten Ol auftrat, schloss man daraus, dass die Polyphenole nicht fir die

Schutzwirkungen verantwortlich waren [205].
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6 Zusammenfassung

Isoflavone und Resveratrol sind pflanzliche Phenole, die in der menschlichen Nahrung
vorkommen und denen positive gesundheitliche Effekte wie Schutz vor Krebs und
Herz-Kreislauferkrankungen zugeschrieben werden.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es festzustellen, ob der Konsum von
zwei kommerziell vermarkteten Nahrungsergédnzungsmitteln, die entweder Resveratrol
oder Isoflavone enthalten, den Menschen vor DNA-Schdaden schitzt und zur
Verbesserung des Redox-Gleichgewichts beitragt. Ergebnisse friherer in vitro
Experimente und tierexperimenteller Studien legen diese Vermutung nahe.

Die Inhaltsstoffe der beiden Nahrungserganzungsmittel wurden in vitro in
Einzelzellgelelektrophoresetests (SCGE-Assays) mit Lymphozyten untersucht.
AnschlieBend wurden zwei Interventionsstudien mit jeweils 12 Probanden durchgefthrt.
Nach einer ,run-in“-Phase konsumierten die Teilnehmer das Isoflavonpraparat, das
Soja- und Rotkleeextrakte enthielt (270 mg Isoflavone/P/T), bzw. das
Resveratrolpraparat (6 mg Resveratrol/P/T). Zu Beginn der Studie, sowie nach einem
und funf Tagen und nach einer zehntagigen ,,wash-out“-Phase wurden Blutproben
abgenommen und das Ausmall der DNA-Schadigung unter Standardbedingungen
bestimmt. Diese Messungen ermdglichen  Aussagen (Uber Einzel- und
Doppelstrangbriiche. Zusétzlich wurden Anderungen der Empfindlichkeit der Zellen
gegenuber reaktiver Sauerstoffspezies, sowie der endogenen Bildung oxidierter Purine
und Pyrimidine durch Einsatz von l&sionsspezifischer Restriktionsenzyme
(Formamidopyrimidinglycosylase, FPG und Endonuclease I1I, ENDO III) ermittelt.
Weiters wurden eine Reihe biochemischer Parameter im Plasma bestimmt. Dazu zahlten
die Messung der gesamten antioxidativen Kapazitit (TAC), die mit dem ,, TRAP*“-Test
erfasst wurde, sowie die Bestimmung der Konzentrationen von oxidiertem Low Density
Lipoprotein und C-reaktivem Protein (einem Marker fur Entziindungsprozesse).

In den in vitro Experimenten wurden mit beiden Praparaten Schutzeffekte vor
oxidativen DNA-Schaden gefunden (Abnahme der Empfindlichkeit gegentiber ROS-
induzierten DNA-Schéaden und Reduktion der Bildung oxidierter DNA-Basen). In der
humanen Interventionsstudie wurde mit dem Resveratrolpraparat kein Hinweis auf
Schutz vor oxidativen und nicht-oxidativen Schaden der Erbsubstanz festgestellt, auch

die biochemischen Parameter veranderten sich durch die Einnahme des Praparats nicht.
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Im Gegensatz dazu wurde mit den Isoflavonen ein Rickgang der durch ROS
induzierten DNA-Migration beobachtet (Abnahme der Kometbildung um 20%). Die
endogene Bildung von FPG-empfindlichen Stellen (die auf Bildung oxidierter Purine
zuriickgeht) wurde ebenfalls signifikant (50%) reduziert, die diversen Redox-Parameter
veranderten sich durch die Intervention nicht.

Die in der vorliegenden Untersuchung von den Teilnehmern konsumierten
Isoflavon- und Resveratrolmengen konnen durch Verzehr von Lebensmitteln erreicht
werden, die diese Phenole enthalten (z.B. von ein bis drei Litern Rotwein oder 350 g
Sojabohnen pro Person pro Tag). Die Resultate der vorliegenden Untersuchung deuten
darauf hin, dass eventuelle positive Gesundheitseffekte von resveratrolhaltigen
Lebensmitteln nicht mit den antioxidativen Eigenschaften des Phenols in
Zusammenhang stehen, wahrend dies bei den Isoflavonen moglicherweise der Fall ist.
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7 Summary

Isoflavones and resveratrol are plant derived phenolics which are found in human food
and several positive health effects including protection against cancer and
cardiovascular diseases have been attributed to their consumption. The aim of the
current investigation was to find out if the intake of two commercially marketed dietary
supplements which contain either isoflavones or resveratrol protect humans against
DNA-damage and whether they cause an improvement of the redox status. The results
of earlier in vitro experiments and animal studies support such an assumption.

Both supplements were tested under in vitro conditions in single cell gel
electrophoresis assays with human lymphocytes. Subsequently, two human intervention
trials with twelve participants were conducted. After a “run in”- phase the participants
consumed either the isoflavone preparation which contains extracts of soy and red
clover (total content 270 mg of isoflavones/person/day) or alternatively the resveratrol
preparation which contains 6.0 mg of the phenol/person/day. Blood samples were
collected at the beginning of the study, after one and five days of consumption and also
after a ten days “wash out”-period and the extent of DNA damage was determined
under standard conditions. These measurements provide information about single and
double strand breaks. In addition, also changes of the sensitivity towards reactive
oxygen species were determined by hydrogen peroxide treatment of the cells.
Furthermore, the endogenous formation of oxidized purines and pyrimidines was
detected by use of lesion specific restriction enzymes (FPG and endonuclease I11). A
number of biochemical parameters were determined in plasma, including the
measurement of total antioxidant capacity (TAC) with the TRAP assay, oxidized low
density lipoprotein and C-reactive protein (a marker of inflammation).

In the in vitro experiments protective effects against oxidative DNA damage
were seen with both supplements, i.e. reduction of sensitivity against ROS-induced
DNA damage and reduction of formation of oxidized DNA bases. In the human
intervention trial, no indication of protection against oxidative and non-oxidative
damage of the genetic material was found after the resveratrol consumption. Also the
biochemical parameters were not altered after intake of the supplement. On the contrary,
reduction of ROS-induced DNA-migration was observed with the isoflavones

(reduction of comet formation by 20%), also the endogenous formation of FPG-
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sensitive sites which is due to formation of oxidized purines was significantly reduced.
None of the biochemical redox parameters was altered in the course of the study.

The amounts of isoflavones and resveratrol which were consumed by the
participants can be achieved after intake of foods which contain these phenolics (for
example one to three liters of red wine or 350 grams of soy beans). The results of the
present study indicate that the presumptive positive health effects of resveratrol
containing foods are not related to the antioxidant properties of this phenolic, while this
may be the case for isoflavone-containing food.
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