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~Sage nicht, ein Pal} sei unuberwindlich;
wenn du hinaufsteigst, kannst du ihn Gberschreiten.
Sage nicht, es ist weit, du kannst es nicht erdulden;

Wer geht, langt auch an.”

Mongolisch
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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Einleitung: Homocystein (tHcy) gilt als unabhéngiger kardiovaskularer Risikofaktor und korreliert eng mit
einer endothelialen Dysfunktion, welche nichtinvasiv mittels der flussinduzierten Vasodilatation (FMD) messbar
ist. Experimentelle Hyperhomocysteindmie ist mit einer reduzierten Bioverfligharkeit von endothelialen
Stickstoffmonoxid (NO) bei gleichzeitig erhohten Spiegeln des kompetetiven Inhibitors der NO-Biosynthese
asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) assoziert. In-vivo senkt eine Ostrogenbehandlung neben tHcy auch die
ADMA-Spiegel und verbessert signifikant die Endothelfunktion. Hinsichtlich ihrer Wirkung als selektive
Ostrogenrezeptormodulatoren wird angenommen, dass Phytodstrogene, speziell Sojaisoflavone, &hnliche Effekte

hervorrufen.

Zielstellung: Innerhalb einer européischen, multizentrischen, doppelblinden Interventionsstudie an 89
gesunden, postmenopausalen  Frauen wurde der Einfluss von  Sojaisoflavonen auf den
Homocysteinmetabolismus, den Blutdruck und die in-vivo Endothelfunktion untersucht. Die cross-over Studie
umfasste zwei achtwdchige Interventionsperioden, die von einer gleichlangen Wash-out-Phase unterbrochen
waren. Die Zuteilung zum Isoflavon- (50 mg/d) oder Plazeboregime fiir die erste Interventionsphase erfolgte

randomisiert. Endpunkterhebungen fanden jeweils in den Wochen 0 und 8 der Interventionsperioden statt.

Ergebnisse: Die renale Ausscheidung von Genistein, Daidzein und Equol war wahrend der
Isoflavonintervention signifikant erhéht (P>0,001). Die Phyodstrogene hatten weder einen Effekt auf die tHcy-
Konzentration (P=0,286), noch auf ADMA, Erythrozytenfolat und Vitamin B-12 (P>0,05) im Plasma. Wahrend die
Summe aus Nitrat und Nitrit (NOx), welche die NO-Bioverfiigbarkeit reflektiert, im Verlaufe der
Plazebobehandlung abfiel, wurde ein leichter Anstieg bei der Isoflavonsupplementation beobachtet (AWo8-Wo0:
-2,60 [-8,75; 2,25] vs. 1,00 [-6,65; 7,85] umol/L P<0,001), was zu einem signifikanten Behandlungseffekt fiihrte.
Weiterhin wurde eine positive Korrelation zwischen ADMA und Vitamin B-12 gefunden (R=0,252; P=0,018). Die
flussinduzierte Vasodilatation (P=0,716), ein MaR fiir die Endothelfunktion, blieb durch die Isoflavonbehandlung
unbeeinflusst, obwohl sich diese Uber die Zeit insgesamt verbesserte (P>0,001). Bis auf einen marginalen
Anstieg des systolischen Wertes (P=0,032) im Vergleich zur Plazebobehandlung blieb der Blutdruck wahrend der

Isoflavonintervention unverandert.

SchluRfolgerung: Im Gegensatz zu Ostrogen iibten Sojaisoflavone weder einen Einfluss auf die in-vivo
Endothelfunktion noch auf die traditionellen und neuen kardiovaskularen Risikofaktoren den Blutdruck, tHcy und
ADMA aus. Demzufolge ist der gesundheitliche Nutzen isolierter Isoflavone hinsichtlich einer Pravention

hormonmangelbedingter Erkrankungen in gesunden postmenopausalen Frauen fraglich.
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2 Abstract

Background: Homocysteine (tHcy) is a strong and independent risk factor for cardiovascular disease.
Hyperhomocysteinemia contributes to endothelial dysfunction as assessed by flow-mediated vasodilation (FMD).
The mechanisms by which homocysteine generates endothelial dysfunction remain incompletely understood
although a growing body of data suggests that the bicavailability of nitric oxide (NO) is reduced. The principal
competitive inhibitor of endothelial NO-synthase asymmetric dimethylarginine (ADMA) may play a central role in
homocysteine related dysfunction as it is derived from homocysteine metabolism. Cardiovascular risk factor
modification has suggested beneficial effects of estrogen on endothelial function by lowering homocysteine and

ADMA levels. We hypothesize that phytoestrogens particular isoflavones act in a similar manner.

Objective & Methods: The effects of soy isoflavones on homocysteine metabolism and endothelial function
were investigated within a multi-centre, double blind, cross-over intervention trial in 89 European postmenopausal
women. Subjects consumed either fruit cereal bars with or without soy isoflavones (50 mg/d) for 8 weeks each
with a 8 weeks washout period in between. Endpoint measurements were during both treatment phases at

baseline and weeks 8, respectively.

Results: Urinary phytoestrogens increased significantly after isoflavone intervention (P<0.001). Isoflavone
supplementation did affect neither plasma total homocysteine (P=0.286) nor ADMA, vitamin B-12 or folate
(P<0.05). Isoflavones had a favorable effect on NO-metabolism assessed by analysis of NO-metabolites (NOx)
nitrite and nitrate. While NOx concentration significantly decreased during placebo there was a slight increase
after isoflavone supplementation leading to a significant treatment difference (Awk8-wk0: -2.60 [-8.75; 2.25] vs.
1.00 [-6.65; 7.85] umol/L P<0.001). There was no association between total homocysteine and ADMA whereas a
positive correlation was found for ADMA and vitamin B-12 (R=0.252; P=0.018). The endothelial function model
did not demonstrate any difference between either treatment regime (P=0.716), although endothelial function
assessed by flow-meditaed vasodilation improved in general (P<0.001). A potential adverse effect was noted,
with an elevation in systolic blood pressure (P=0.032) whereas diastolic blood pressure and mean arterial

pressure remained unaffected.

Conclusion: Soy isoflavones did not have beneficial effects on endothelial function as well as on traditional
and novel cardiovascular risk factors like plasma homocysteine, blood pressure and ADMA as observed for

estrogen treatment. The health benefit of isolated isoflavones in healthy postmenopausal women is questionable.
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3 Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen stellen die haufigste Todesursache von Frauen in Industrielandern dar '. Das
kardiovaskulare Risiko steigt rapide mit dem Einsetzen der Menopause. Dieser Anstieg wird hauptsachlich auf
den Riickgang der endogenen Ostrogenproduktion zuriickgefiihrt 2. Verschiedene Risikofaktoren werden durch
die Menopause negativ beeinflusst. So finden unerwiinschte Verschiebungen im Blutgerinnungs- und
hamolytischen System statt 3. Postmenopausale Frauen weisen aullerdem héhere endogene Spiegel von HDL-
Cholesterin 4 und der atherogenen Aminosaure Homocystein ® auf als premenopausale Frauen. Homocystein ist
eine nicht am Proteinaufbau beteiligte Aminosdure des Methioninstoffwechsels. Erhdhte Konzentrationen gelten
als unabhangiger Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen © und korrelieren eng mit einer gestorten
Endothelfunktion 78, Eine Endotheldysfunktion (ED) entwickelt sich friih im arteriosklerotischen Prozess und gilt
als geeigneter surrogater Marker fiir die Progression der Arteriosklerose 9. Die ED ist durch eine Stérung der
endothelvermittelten NO-abhangigen Tonusregulation gekennzeichnet, welche in-vivo nichtinvasiv (ber die
flussinduzierte endothelabhangige Vasodilatation (FMD) mittels hochauflésendem Ultraschall messbar ist 10. Die
brachiale FMD korreliert eng mit der koronaren Endothelfunktion ' und stellt einen guten Prédiktor flr
kardiovaskulare Ereignisse dar '2. Die altersbedingte Abnahme der Endothelfunktion verzeichnet mit dem Eintritt
in die Wechseljahre eine Progression 13, wahrend eine Ostrogentherapie die Endothelfunktion verbessert .
Neueste Studien belegen, dass erhohte Konzentrationen von asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA), einer
Aminosaure, die bei der posttranslationalen Modifikation von Proteinen entsteht, ebenso mit einem erhéhten
kardiovaskularen Risiko verbunden ist 5. ADMA ist ein kompetitiver Inhibitor der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) und gilt als neuer Risikofaktor fiir eine ED 6. Hervorzuheben ist, dass ein Zusammenhang zwischen
ADMA und dem Homocysteinmetabolismus besteht, da die Methylgruppen in ADMA von S-Adenosylmethionin
stammen, aus welchem nach Demethylierung S-Adenosylhomocystein hervorgeht 7. Eine weitere
Gemeinsamkeit besteht darin, dass beide Aminosduren der Kontrolle der kdrpereigenen Geschlechtshormone
unterliegen. Eine Ostrogentherapie konnte nicht nur erfolgreich die endogenen Homocysteinspiegel sondern
auch die ADMA-Konzentration in postmenopausalen Frauen senken 1819,

Hinsichtlich der mit einer Ostrogenapplikation verbundenen Risiken 2 stellen pflanzliche Ostrogene
(Phytoostrogene) insbesondere die  Sojaisoflavone eine potentielle  Alternative zur herkdmmlichen
Hormontherapie dar. Soja und Sojaprodukte sind besonders reichhaltig an den Isoflavonen Genistein, Daidzein
und Glycitein 2! und liefern den Hauptanteil aller Phytodstrogene in der menschlichen Ernahrung. Der Konsum
von Isoflavonen ist in asiatischen Landern 22 20- bis 50-fach hoher als in den westlichen Industrielandern 23. Die
weitaus niedrigere Prévalenz von Herz-Kreislauferkrankungen, postmenopausalen Symptomen und Osteoporose
in den Landern mit habituellem Sojaverzehr wird zumindest teilweise auf die hohe Aufnahme von
Phytodstrogenen zuriickgefiihrt 4. Hinsichtlich der strukturellen Ahnlichkeit zum endogenen Geschlechtshormon
binden Isoflavone an beide Ostrogenrezeptoren (ER) o und { %, und wirken in Abhéngigkeit von der endogenen
Ostrogenkonzentration selektiv als Agonisten oder Antagonisten %. Analog zu Ostrogen hemmen Isoflavone die

Replikation und Migration von glatten GefaBmuskelzellen 27 und inhibieren eine Neointimabildung in
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Versuchstieren 28, Neben potenten konzentrationsabhéngigen vasodilatatorischen Eigenschaften 2° konnten
positive Effekte auf die in-vivo Endothelfunktion demonstriert werden 30.

Es gibt bisher nur wenige Daten bezlglich einer Isoflavonaufnahme und der endogenen Homocystein- und
ADMA-Konzentrationen. In einer aktuellen epidemiologischen Studie war eine hohe Aufnahme von
Sojaprodukten invers mit der Plasmahomocysteinkonzentration assoziiert 3'. Jedoch ist der Wissensstand iber
die Auswirkungen von Isoflavonen auf Homocystein und ADMA wegen des geringen Umfanges von kontrollierten
Interventionsstudien sehr begrenzt.

Im Rahmen einer européisch angelegten Interventionsstudie wurden die physiologischen Wirkungen von
didtetisch verabreichten Phytodstrogenen auf das Herz-Kreislaufsystem postmenopausaler Frauen untersucht.
Zahlreiche kardiovaskuldre Risikomarker in Plasma und Serum wurden mit modernen molekularbiologischen
Methoden analysiert. Zudem erfolgte die Erfassung funktioneller Parameter des Gefallsystems mittels
nichtinvasiver Techniken. Diese Arbeit diskutiert im Wesentlichen die Auswirkungen von Isoflavonen auf den

Homocysteinmetabolismus und die Gefallwandfunktion bei postmenopausalen Frauen.
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4 Grundlagen
4.1 Die Arteriosklerose

4.1.1 Epidemiologie

Die Mehrzahl aller in den westlichen Industrienationen auftretenden Todesfélle sind die Folge von destruktiven
arteriosklerotischen Gefawandveranderungen, der Hauptursache fir Herz-Kreislauferkrankungen (CVD) wie
koronare Herzerkrankung, Schlaganfall und periphere Gefalerkrankung 32. Obwohl in den letzten Jahrzehnten
die Mortalitatsrate sank, war die Abnahme bei Frauen weniger stark ausgepragt als bei Mannern 3. Infolge der
steigenden Lebenserwartung und der damit einhergehenden Verschiebung der Altersstruktur ist jedoch die
absolute Zahl steigend 34. Im direkten Vergleich zwischen den Geschlechtern ist die Gesamtsterblichkeit an Herz-
Kreislauferkrankungen bei Mannern und Frauen ahnlich, jedoch setzt der altersbedingte Anstieg der CVD-
Mortalitat bei Frauen erst etwa 10 Jahre spéater ein '. Da Herz-Kreislauferkrankungen bei Frauen vor dem
50. Lebensjahr relativ selten auftreten, wurde bis Ende des Zwanzigsten Jahrhunderts ein Zusammenhang mit
dem Ostrogenverlust in der Menopause assoziiert 2. Dies fiihrte zu einer Flut von Studien, die die Wirkungen von
Ostrogen auf das kardiovaskuldre System in postmenopausalen Frauen untersucht haben. Zweifelsfrei konnten
kardioprotektive Effekte von Ostrogen auf das GefaRsystem nachgewiesen werden, die insbesondere auf einer
guinstigen Beeinflussung des Blutlipidprofils 3536 sowie der GefaRfunktion und Gefalwandstruktur beruhen 3741, In
klinischen Studien 204243 und Meta-Analysen 4445 wurde jedoch keine Abnahme der CVD-Mortalitat unter
Hormoneinnahme (Hormonersatztherapie, HRT) beobachtet. Im Gegenteil, in den ersten Jahren ist die HRT
sogar mit einem hoheren CVD-Risiko verbunden, welches in den Folgejahren jedoch wieder auf das
Anfangsniveau absinkt. Zusammengenommen scheint Ostrogen allein verabreicht einen neutralen Effekt auf das
Herz-Kreislaufsystem zu haben. Derzeit wird davon ausgegangen, dass die protektiven Wirkungen von Ostrogen

auf das Gefalsystem von dessen negativen Effekten (Kapitel 4.1.3.4) iberdeckt werden 4.

4.1.2 Pathogenese

Wiederholte Schadigungen der Gefalwand resultieren in einer Aktivierung endothelialer Abwehr- und
Schutzmechanismen. Diese sind durch eine vermehrte Expression von Adhasionsmolekiilen, eine erhdhte
Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen, eine Stimulierung der Thrombozytenaggregation sowie durch eine
vermehrte Produktion von Sauerstoffradikalen gekennzeichnet [Abb 4-1]. Eine permanente Aktivierung dieses
proinflammatorischen, prokoagulatorischen und proadhasiven Stimulus fiihrt Gber Jahre zu einer irreversiblen
Schadigung des Gefales, gekennzeichnet durch Entartung in einen pathologisch fibroproliferativen Prozess
unter Bildung fibréser Fettstreifen 47. Durch Einlagerung von Lipiden und Bindegewebe sowie durch Migration und
Proliferation von Makrophagen und glatten Muskelzellen transformieren die Fettstreifen zu instabilen

arteriosklerotischen Plaques 4849,
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Abbildung 4-1  Vereinfachte Darstellung des Pathomechanismus der Arterioskleroseentstehung

Kardiovaskulare Risikofaktoren flinren zu einer Schadigung und vermehrten Permeabilitdt des Endothels, so dass LDL-
Partikel infiltrieren konnen. Reaktive Sauerstoffspezies aus Leukozyten, Endothelzellen und Myozyten oxidieren die LDL-
Partikel (Ox-LDL). Letztere induzieren die Freisetzung chemotaktischer Substanzen aus den Endothelzellen und Myozyten,
wodurch die Infiltration von Monozyten und deren Transformation zu Makrophagen geférdert wird. Makrophagen sezernieren
Superanoxidionen (O2-Radikale), welche das Apolipoprotein B der Ox-LDL modifizieren. Diese hochmodifizierten Ox-LDL
werden mittels Phagozytose (ber den Scavengerrezeptor von Makrophagen internalisiert. Da keine
Rickkopplungshemmung stattfindet, erfolgt eine unkontrollierte Aufnahme der Ox-LDL, wodurch die Makrophagen zu
lipidbeladenen Schaumzellen konvertieren. Ox-LDL sind zytotoxisch und erhdhen so die Permeabilitdt des Endothels.
Monozyten und Makrophagen sezernieren weitere chemotaktisch aktive Substanzen, Wachstumsfaktoren und Prostanoide.
Diese begiinstigen eine weitere Monozyteninfiltration, die Proliferation und Migration von Myozyten sowie die
Thrombozytenaggregation. Mit fortschreitendem Prozess bilden sich Ansammlungen von Schaumzellen, Fettstreifen und
Bindegewebswucherungen, wodurch das GefaRlumen eingeengt wird. [Quelle: A.J. Lusis, Nature (2000) 407(Sep): 233-241;
Abb. nach Hahn et. al. Ernahrungsumschau (2002) 49(5):172-177]

Das GefalRendothel ist fiir die Aufrechterhaltung der vaskularen Homdostase von besonderer Wichtigkeit. In
seiner Funktion als para- und endokrines Organ ist es fiir die antithrombotischen, antiinflammatorischen und
antiadh&siven Eigenschaften der GefaRwand verantwortlich. Es fungiert als Regulator von GeféRtonus und
Blutdruck, und dient der Aufrechterhaltung von GefalRwandarchitektur und GefalRpermeabilitdt. Neben der
Modulierung von Lipidstoffwechsel und Lipidintegration spielt es eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Leukozyten-GefaRwand-Interaktion %. Stérungen dieser grundlegenden Funktionen des Gefallendothels werden
unter dem Begriff endotheliale Dysfunktion zusammengefasst. Infolge des Ungleichgewichtes vasoaktiver
Substanzen, entziindungsmodulierender Stoffe, Wachstumsfaktoren sowie gerinnungsfordernder und -
hemmender Mediatoren ist eine endotheliale Dysfunktion durch Vasokonstriktion, Entziindung, Migration,

Proliferation und  Transformation glatter ~ GefaRmuskelzellen,  Thrombenbildung und  vermehrte
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Monozytenadhdsion gekennzeichnet. Personen mit ein oder mehreren kardiovaskularen Risikofaktoren weisen
haufiger eine endotheliale Dysfunktion auf als andere. In Individuen mit subklinischer Arteriosklerose wurde eine
erhéhte Monozytenadhésion, Monozytenmigration sowie eine gesteigerte Proliferation glatter Muskelzellen
nachgewiesen %'. Im Fortschreiten des arteriosklerotischen Prozesses duBert sich die Gefalkdysfunktion durch
eine Beeintrachtigung des Gefaltonus, was sich durch Vasokonstriktion nach Verabreichung des potenten
Vasodilators Acetylcholin veranschaulichen 1aRt 5253,

Kardiovaskulare Risikofaktoren, wie Alter, Geschlecht, Hyperlipidamie, Bluthochdruck und Rauchen, korrelieren
eng mit einer endothelialen Dysfunktion 105456, Die Therapie von Hyperlipiddmie und Bluthochdruck sowie die

Einstellung des Rauchens fiihren zu einer deutlichen Verbesserung der Endothelfunktion 5457.58,

Noch bis vor einigen Jahren wurde angenommen, dass Angina Pectoris, Myokardinfarkt und Schlaganfall
Folgeereignisse einer fortgeschrittenen destruktiven GefaRwandveranderung darstellen, bei der die Plaques das
GefaBlumen fast vollstandig verschlieen. Nach und nach wurde dieses Konzept widerlegt, als nachgewiesen
wurde, dass die Syndrome Ausdruck des Schweregrades der vorliegenden Obstruktionen sind und diese mit dem
raschen Fortschreiten des Krankheitsprozesses assoziiert sind 5. Morphologische Analysen solcher Lasionen
deuten auf Plaquebriiche und intraluminale Thrombenbildung hin 4°. Tatsachlich beschrieb Davis et al., dass
95 % aller unerwarteten Todesfalle auf Plaqueeruptionen zurlickzuflihren sind 80. Entziindliche Prozesse
innerhalb der Plaques erhdhen die Anfélligkeit fir Briiche, beglinstigen die Gerinnselbildung unter
Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung des Myokards (Ischédmie) und filhren letztendlich zum klinischen
Erkrankungsbild. Therapeutische Mafinahmen werden im akuten Krankheitsfall gezielt zur Auflésung von

Thromben eingesetzt, um eine Perfusion des Herzmuskels zu gewéahrleisten .

4.1.3 Ostrogenwirkungen im Herz-Kreislaufsystem

4.1.3.1 Pharmakologie, Ostrogenrezeptor und Wirkungsmechanismen

Die weiblichen Sexualhormone, insbesondere die (")strogene, regulieren das Wachstum, die Differenzierung und
die Funktion von Geweben innerhalb und auRerhalb des Geschlechtssystems. Die Klassifizierung der Ostrogene
erfolgt in steroidale und nicht-steroidale Formen 62, Innerhalb dieser werden natiirliche und synthetische
Ostrogene unterschieden. Im menschlichen Korper zirkulieren vornehmlich drei natiirliche Ostrogenderivate: das
von den Ovarien synthetisierte Ostradiol und Ostriol sowie das in der Peripherie gebildete und wichtigste
zirkulierende Ostrogen Ostronsulfat 2. Die Sekretion des von den ovarialen Granulosazellen gebildeten
Ostradiols ist hauptséchlich vom Vorhandensein der Follikel abhangig. Die Zahl der Follikel nimmt in den letzten
zehn Jahren vor dem Einsetzten der Menopause rapide ab 63 und erreicht mit der letzten Menstruation den
Nullpunkt. Der Verlust der Follikel geht mit einer stark verminderten Ostrogenproduktion einher. Die
Plasmaspiegel erreichen dann nicht mal ein Zehntel der ehemaligen Ostrogenkonzentrationen 4.

Der Ostrogenrezeptor (ER) gehdrt zur Superfamilie von Proteinen, die die Wirkungen von Steroidhormonen auf

nukledrer Ebene vermitteln 5. Diese intrazellulér lokalisierten Rezeptoren fungieren als ligandenaktivierbare
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Transkriptionsfaktoren und regulieren die Synthese spezifischer mRNA und Proteine . Sie bestehen aus einer
Ligandenbindungsdomane, einer DNA-Bindungsdoméane und einer hypervariablen Region — dem A-Terminus 6.
Die sehr grofie Ligandenbindungsdoméne ist strukturell sowie funktionell uBerst komplex 6. N-terminal gelegen
ist die Transkriptionsaktivierungsfunktion (AF-1), die ligandenunabhangig bei DNA-Bindung die Transkription
aktiviert. C-terminal befindet sich die ligandenabhangige Transkriptionsaktivierungsfunktion (AF-2), deren Aktivitat
durch Bindung oder Interaktion mit co-regulatorischen Proteinen reguliert wird [Abb. 4-2] 6. Der inaktive im
Zytoplasma befindliche ER ist mit dem Hitzeschockprotein 90 (HSP 90) komplexiert. Infolge der Bindung eines
Liganden unterliegt der ER Konformationsanderungen unter Abdissoziation des HSP 90 8. Nach Dimerisierung
des ER-Ligandenkomplexes mit einem weiteren ER transloziert das Dimerkonstrukt in den Zellkern. Dort triggert
es nach Bindung an palindromische Promotorsequenzen, dem Ostrogenbindungselement (ERE; engl. estrogen
responsible element), Transkriptionsprozesse [Abb. 4-2]. Die ER-DNA-Bindung bewirkt die Rekrutierung weiterer
co-regulatorischer Proteine und anderer Transkriptionsfaktoren, die letztendlich zusammen mit dem ER und der
DNA einen Préinitiationskomplex bilden. ERs regulieren die Transkription nicht nur durch Bindung an deren
verwandtes responsibles Element, sondern auch durch Protein-Proteininteraktionen mit anderen

Transkriptionsfaktoren . Bisher wurden zwei Isoformen des Ostrogenrezeptors identifiziert: ERa und ERP 2.

A Direkte Bindung von ER-Homodimeren an das
Ostrogen responsible Element

@@‘@9 ot %@:@g . OIS

= o

ERE ERE ERE
ER o Homodimer ER 8 Homodimer ER o/ER 3 Heterodimer
B Direkte Bindung von ER-Homodimeren oder Heterodimeren an andere
Transkriptionsfaktoren

& e & e

ERa & ERB & ERa &ERB
Transkriptionsfaktoren Transkriptionsfaktoren Co-expression

Abbildung 4-2  Alternativen der éstrogenabhéngigen Modulierung der Transkription durch ER a-ER B-
Homo- und Heterodimere

Schematische Darstellung der ER-Subtypen mit der am N-Terminus gelegenen ligandenunabhéngigen
Aktivierungsfunktion (AF-1) und der am C-Terminus befindlichen ligandenabhangigen Aktivierungsfunktion (AF-2), in
der Ligandenbindungsdomane gelegen. Unterschiedliche Aktivierungsmuster der ER-vermittelten Transkription durch
Bindung an das Ostrogen responsible Element (ERE). Die relativen dstrogenabhéngigen Transkriptionsaktivitaten sind
durch die Stéarke der Pfeile gekennzeichnet. ER o und ER B sind dargestellt in blau bzw. weiR} [Quelle: Matthews &
Gustafsson Molecular Interventions (2003) 3: 281-2921.
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Ein Grofteil der Ostrogenwirkungen scheint auf dessen Bindung an den ER zu beruhen. Dass die 8strogene
Aktivitat nicht zwingend an eine steroidale Konfiguration gebunden ist, beweisen eine Reihe strukturell dhnlicher
nichtsteroidaler Substanzen, die ebenfalls 6strogenwirksam sind. Die meisten Liganden besitzen vergleichbare
Bindungsaffinitaten zu ERo und ER[3, mit Ausnahme von Phytodstrogenen (pflanzlichen Hormonen), die selektiv
an ERpP binden ?. Die ,absolute Ostrogene Aktivitat* einer Substanz ist schwierig zu ermitteln, da die
Bindungsaffinitat nicht unmittelbar mit der biologischen Aktivitat gleichzusetzen ist. Divergenzen in der Effektivitat
von Ostrogenen oder von anderen Substanzen mit 6strogener und antidstrogener Aktivitat kommen vor allem
durch die unterschiedliche Verteilung der ER-Subtypen im Korper zustande. Der ER ist hauptséchlich in den
Ovarien, den Testes, der Prostata, dem Gastrointestinaltrakt, dem Gefalsystem sowie im Skelettsystem und im
Gehirn lokalisiert, wahrend ERa. im Hypothalamus und im Uterus dominiert [siehe auch Tab. 4-1] %27, Die
Verteilung der ER-Isoformen lasst vermuten, dass eine selektive Bindung an ERP fir die schiitzenden
Mechanismen im Herz-Kreislaufsystem verantwortlich ist, ohne jedoch das Uteruswachstum zu stimulieren 27.
Das Vorhandensein beider ER-Subtypen in Endothelzellen sowie in glatten GefaRmuskelzellen ist bekannt,
jedoch sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen einer ER-Wirkung in der Gefalwand noch
weitestgehend ungeklart 65. Hervorzuheben ist, dass die Rezeptorendichte in arteriosklerotischen Lasionen bei
postmenopausalen Frauen verringert ist 70, wahrend eine vermehrte Expression von ER[3 nach GefaRverletzung

festgestellt wurde 7.

Die Beteiligung von spezies- und gewebsspezifischen co-regulatorischen Proteinen (Inhibitoren und Aktivatoren)
der Genaktivitdt ist ausschlaggebend flir die auBerordentliche Komplexitdt und Intransparenz der
Hormonwirkungen . Zudem modulieren Ostrogene eine Vielzahl von nichtgenomischen Prozessen, wie den
lonenflu® von lonenkanalen, die Aggregation von Membranrezeptoren sowie Phosphorylierungs- und

Dephosphorylierungsreaktionen von Proteinen 7274,

4.1.3.2 Hormonersatztherapie

Das Klimakterium ist durch ein Defizit an Ostrogen, Progesteron und Androgen gekennzeichnet. Die Behandlung
Klimakterischer Beschwerden mit Ostrogensupplementen wird bereits seit {iber 50 Jahren praktiziert 7. Ob die
Kurz- und Langzeitfolgen des Hormonmangels in die Kategorie physiologisch oder pathologisch einzuordnen
sind, wird bis heute kontrovers diskutiert. Der erfolgreiche Einsatz von Ostrogenen zur kurzzeitigen Behandlung
der Wechseljahrssymptome ist gut belegt. Zum Schutz vor unkontrolliertem Zellwachstum in der Gebarmutter
erhalten Frauen mit intaktem Uterus die kontinuierliche oder sequenzielle Hormonersatztherapie (HRT), eine
Kombination aus Ostrogen und Progesteron 7, wahrend Frauen ohne Uterus die Ostrogenersatztherapie
verabreicht wird. Hinsichtlich der mit einer Langzeitapplikation verbundenen Risiken sollte die HRT nach
derzeitigem Kenntnisstand nicht mehr zum Schutz vor Folgeerkrankungen bei Hormonmangel verabreicht,
sondern wird nur noch zur kurzfristigen Behandlung von Wechseljahrsbeschwerden - und auch hier nur unter

sorgfaltiger Abwégung des individuellen Risikos — empfohlen werden 7.
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4.1.3.3 Hormonersatztherapie und Herz-Kreislauferkrankungen: Beobachtungsstudien

Die gefaRschiitzende Eigenschaft von Ostrogen wurde zunachst auf der Grundlage epidemiologischer Daten
postuliert. In zahlreichen Kohorten- und Fall-Kontrollstudien erfolgte die Einschatzung der Effektivitat einer HRT
anhand kardiovaskularer Endpunkte wie Mortalitat, Myokardinfarkt, dem Grad koronarer Stenosen, Inzidenz von
Stents oder Bypassen 7. Die Studien variieren erheblich beziiglich ihrer Endpunkte, des Designs, und der
statistischen Auswertung. Friiheren epidemiologischer Studien und Metaanalysen zufolge sinkt das
kardiovaskulare Risiko mit HRT um 40-50 % 7879, Trotz hoher Reliabilitdt und Prazision solcher Daten, widerlegen
neueste Plazebo-kontrollierte Interventionsstudien 2080 sowie aktuelle Metaanalysen 4445 nun die in den frilhen
neunziger Jahren gemachten Beobachtungen. Das kardiovaskulare Risiko bleibt demzufolge unter alleiniger
Ostrogensubstitution unverandert, wahrend eine kombinierte Ostrogen-Progestin-Therapie das Risiko,
insbesondere fir Ereignisse wie Schlaganfall oder Lungenembolie, deutlich erhdht 8'. Vermutlich neutralisiert
eine Aktivierung solcher prothrombotischen Prozesse die zweifelsohne vorhandenen protektiven Wirkungen von
Ostrogen auf das Herz-Kreislaufsystem. Eine zusatzliche Verabreichung des Ostrogenantagonisten Progesteron
diirfte das unter Ostrogen noch gut austarierte Gleichgewicht zwischen positiven und negativen kardiovaskularen
Wirkungen zugunsten eines erh6hten Risikos verschieben.

Neben Bias' im Studiendesign kann trotz scheinbar homogener sozioSkonomischer Studienpopulationen das
Vorhandensein von nicht unmittelbar sichtbaren Gruppenunterschieden die Ergebnisse beeinflussen. Frauen mit
HRT haben im Durchschnitt ein héheres Bildungsniveau, einen niedrigeren Blutdruck und niedrigere
Plasmacholesterinspiegel, treiben mehr Sport und nehmen aktiver an gesundheitlichen Vorsorgemanahmen teil
als jene, die eine Hormoneinnahme entweder ablehnen oder gar nicht erst in Betracht ziehen 2. Demnach sind
HRT-Anwenderinnen bereits zu Beginn der Therapie einem niedrigeren CVD-Risiko ausgesetzt. Kritisch zu
betrachten ist aulBerdem die Tatsache, dass die Mehrzahl der friihen epidemiologischen Studien auf
Ostrogenersatztherapie und nicht auf der kombinierten Ostrogen-Progestin-Therapie basieren, wie sie fiir Frauen
mit intaktem Uterus gewohnlich verschrieben wird 76, Dies ist von entscheidender Relevanz, da Progesteron die
kardioprotektiven Eigenschaften von Ostrogen antagonisieren kann . Die wenigen hierzu durchgefiihrten
Human- und Tierstudien weisen auf eine negative Beeinflussung der Blutlipidspiegel, der arteriellen
Vasodilatation, des Blutflusses und der Arterioskleroseentwicklung in Abhangigkeit von der Art des applizierten
Progesterons hin 428, Diese Confounder kénnen in ihrer Gesamtheit dazu beigetragen haben, dass der Nutzen

einer HRT in Kohorten- und Fall-Kontroll-Studien in den friihen neunziger Jahren tberschatzt wurde.

4.1.3.4 Humanstudien

Negative Schlagzeilen grofier Interventionsstudien der letzten Jahre haben dazu gefiihrt, dass in jlingster Zeit der
Wert einer HRT fiir die Pravention kardiovaskularer Erkrankungen in Frage gestellt und zugleich intensiv nach
alternativen Therapien geforscht wird.

Die Women's Health Initiative (WHI-Studie) war die erste randomisierte, plazebo-kontrollierte Interventionsstudie

zur Primarpravention, die an 16.608 gesunden, postmenopausalen Frauen im Alter von 50-79 Jahren mit

1 Verzerrung
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intaktem Uterus durchgeflihrt wurde. Der Interventionsarm mit kontinuierlicher HRT (0,625 mg/d konjugiertes
Equinedstrogen [CEE] plus 2,5 mg/d Medroxyprogesteronacetat) musste nach 5,2 Jahren vorzeitig abgebrochen
werden, da der Nutzen-Risiken-Index die zulassige Grenze iberstieg 8. Die geschétzten relativen Risiken
(nominal 95 % Konfidenzintervall [CI]) beliefen sich fiir die koronare Herzerkrankung auf 1,29 (1,02-1,63) mit 286
Fallen; flr Brustkrebs auf 1,26 (1,00-1,59) mit 290 Fallen; fur Schlaganfall auf 1,41 (1,07-1,85) mit 212 Fallen; fiir
Lungenembolie auf 2,13 (1,39- 3,25) mit 101 Fallen; fir Darmkrebs auf 0,63 (0,43-0,92) mit 112 Fallen; fiir
Gebarmutterkrebs auf 0,83 (0,47-1,47) mit 47 Fallen; fir Hiftfrakturen auf 0,66 (0,45-0,98) mit 106 Fallen; und fiir
sonstige Todesfalle auf 0,92 (0,74-1,14) mit 331 Féllen 8. Das Thromboserisiko erreichte im ersten Jahr der
Intervention das Maximum und fiel zum Ende der Intervention wieder ab.

Ahnliche Ergebnisse wurden in der ersten Plazebo-kontrollierten Interventionsstudie zur Sekundérintervention
(Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study, HERS) erzielt 2. Die doppel-blinde, randomisierte ,HERS*-
Studie untersuchte die Effekte oral verabreichter kombinierter HRT in 2.763 postmenopausalen Frauen mit
vorbestehender koronarer Herzerkrankung. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
bezlglich der Haufigkeit kardiovaskularer Ereignisse einschlieRlich Myokardinfarkt, koronare Gefaneubildung,
instabile Angina, kongestives Herzversagen, Hirninsulte, transiente Ischdmien und periphere arterielle
GefaBerkrankung ermittelt. Lediglich beim Blutlipidprofil konnte eine signifikante Verbesserung in der Verum-
Gruppe im Vergleich zu Plazebo beobachtet werden 2. Die Inzidenz arterieller Gefalerkrankungen stieg im
ersten Jahr signifikant (RR=1,52) und fiel dann kontinuierlich zum Ende der 4-j&hrigen Intervention auf ein RR
von 0,67. Die HRT war in den ersten 12 Monaten mit einem 50 % gesteigerten Risiko fiir Myokardinfarkte sowie
mit einem fast 3-fach erhdhten Risiko fir vendse Thrombosen und Lungenembolien (RR 2,89; 95% Cl 1,50-5,58)
assoziiert. Zwar sank die Rate kardiovaskuldrer Ereignisse nach dem ersten Jahr wieder, jedoch war der
Unterschied zwischen den Gruppen Uber 4 Jahre betrachtet nicht signifikant 2. Auch nach 6,8 Jahren Follow-up
(HERS I1) konnte keine positive Bilanz bezlglich der praventiven Wirkung einer HRT gezogen werden 8485,

Zwei Faktoren, die die Ostrogeneﬁekte in der HERS-Studie wesentlich beeinflusst haben dirften, sind die
kontinuierliche Einnahme von Progesteron und von weiteren Medikamenten. Von daher ist die Aussage der
HERS-Studie weitgehend begrenzt.

4.1.35 Kardioprotektive Mechanismen von Ostrogen

4.1.35.1 Arteriosklerose und GefaRreaktivitat

Die Wirkungen einer HRT auf das Herz-Kreislaufsystem sind am eingehensten im Primatenmodell untersucht
worden 8. Um einen kinstlichen Hormonmangel zu erzeugen, wurden die Affen zunachst oophorektomiert und
dann einem der drei Behandlungsregime randomisiert zugeordnet: Plazebo, Ostrogenersatztherapie oder
kombinierte HRT mit kontinuierlicher oder zyklischer Einnahme von Progesteron. Die Affen erhielten Gber 2 Jahre
eine atherogene Kost und wurden anschliefiend zur vollstandigen Untersuchung des Blutgefasystems getotet 87
Die Einnahme von Ostrogen reduzierte arteriosklerotische Plaques um 50 % bzw. 70 % (Hormonimplantate bzw.
orale Therapie) %. Im HRT-Regime liess sich dieser Effekt nur nach zyklischer Verabreichung von Progesteron

beobachten 8. Andere Studien mit diesem Tiermodell zeigten kein vermehrtes Auftreten kardiovaskularer
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Ereignisse infolge der Hormonbehandlung nach kinstlich induziertem GefaRtrauma auf 8. In einer zu Beginn der
neunziger Jahre durchgefiinrten Studie konnte eine Verbesserung der acetylcholininduzierten Vasodilatation
arteriosklerotischer GefaRe nach Ostrogenbehandlung demonstriert werden 53. In den Folgejahren wurde der
antiatherogene Effekt von Ostrogen auch in anderen Tiermodellen bestatigt .

Die Beobachtung, dass Ostrogen eine weiteres Fortschreiten des arteriosklerotischen Prozesses nur in milden
oder moderaten Lasionen, nicht aber bei fortgeschrittenen Stadien inhibierte %, deutete auf eine Modulation
vasoprotektiver Mechanismen des Endothels hin. Der Beweis wurde bereits Anfang der neunziger Jahre durch
die Arbeit von Wiliams et al. 52 erbracht. Jene infundierten intrakoronar den Vasodilator Acetylcholin bei
ovarektomierten Primaten, welche zuvor entweder mit oder ohne Ostrogen behandelt wurden. Wahrend bei den
Primaten ohne Ostrogenbehandlung eine paradoxe Konstriktion der Koronararterien zu beobachten war, erfolgte
in jenen mit Ostrogenbehandlung eine leichte Vasodilatation. Zudem reduzierte Ostrogen das AusmaR von
Plaques in den Koronarien.

Endothelzellen exprimieren ERa und ERp in etwa gleichem Verhéltnis. Das Vorhandensein zahlreicher
funktioneller Abnormalitdten bei GefalRmuskelzellen und BlutgefdRen von ERpB-Knockout-M&usen und die
vemehrte Expression von ERB nach Gefalverletzung verdeutlichen dessen Stellenwert fiir die Regulation der
GefaRfunktion 279", Die Fahigkeit von Ostrogen, konzentrationsabhéngig die Migration und Replikation glatter
GefaRmuskelzellen zu hemmen 274192, diirfte einen grundlegenden Mechanismus darstellen, durch den Ostrogen
effizient vor Intimaverdickung schitzt. Diese antiproliferative Wirkung setzt das Vorhandensein von
Ostrogenrezeptoren voraus  und wird durch Progestin gehemmt %. Daneben ist Ostrogen in der Lage, die

Reendothelialisierung nach katheterinduzierter Gefaverletzung zu fordern 3994,

41352 Gefaltonus

Veranderungen der GefaRreaktivitat durch Ostrogen werden partiell auf eine erhdhte Bioverfiigbarkeit von
endothelialem Stickstoffmonoxid (NO) zuriickgefiihrt %. Ostrogen aktiviert in einem nichtgenomischen
ERa—abhangigen Prozess das Schllisselenzym fiir die NO-abhangige Vasodilatation — die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) %. Diese schnelle Aktivierung der eNOS ist in arteriosklerotischen Arterien beeintrachtigt. In-
vitro Studien weisen auflerdem auf eine langfristige Stimulierung der NO-Synthese durch eine vermehrte
Expression der eNOS hin 7.9, Tatsachlich sind zahlreiche Teilsequenzen des ERE im Promotorbereich des
eNOS-Gens nachgewiesen worden %,

NO ist fir die vaskulare Homdstase von besonderer Bedeutung. Als potenter Vasodilator ist es nicht
ausschlieBlich fiir die Regulation von Blutdruck und GeféBtonus verantwortlich, sondern moduliert ebenso
wichtige Interaktionen zwischen Gefalwand und Blutzellen (Monozyten, Thrombozyten) und ist maRgeblich an
der Aufrechterhaltung der antiinflammatorischen und antiaggregatorischen Eigenschaften der GefaRwand
beteiligt . Die Regulation der Bioverfigbarkeit dieses multifunktionellen Mediators durfte fiir die
gefaRschitzende Eigenschaft von Ostrogen ausschlaggebend sein 1°'. Die Modulierung der NO-abhangigen
Vasodilatation durch Ostrogen wurde anhand von geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Freisetzung von

NO demonstriert 192, Ebenso konnte ein niedrigerer Basaltonus sowie eine verminderte Vasokonstriktion nach



Grundlagen 13

Verabreichung von gefallverengenden Substanzen in Gefallen weiblicher Ratten beobachtet werden 3, Trotz
der offensichtlichen Evidenz fiir eine Regulation der eNOS-Aktivitat durch Ostrogen werden Interferenzen des
Steroidhormons mit nachgeschalteten Signalwegen (,downstream’ der NO-Interaktion) nicht ausgeschlossen. NO
kurbelt durch Aktivierung der loslichen Guanylatzyklase ,downstream? die Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) an [Abb. 4-3] 1. ¢cGMP initiiert als ,second messenger’ die Relaxation glatter
GefaBmuskelzellen vornehmlich Gber einen Proteinkinase G gesteuerten Mechanismus. Letzterer vermittelt die
Phosphorylierung verschiedener Schliisselproteine der Vasodilatation, darunter der kalziumabhéngigen ATPase
des Sarkoplasmas, der Kalzium-Magnesium-abhangigen ATPase des Sarkolemms sowie der Kalzium-Kalium-
abhangigen Myosinleichtkettenkinase (engl. myosin light chain kinase) und der Myosinleichtkettenphosphatase

(engl. myosin light chain phosphatase) '%5. Inwieweit Ostrogen in diese Prozesse eingreift, ist derzeit noch unklar.

NO

CGMP — PKG {—)

./@)/1 PR ]

MLCP MLCK

Glatte Muskelzelle

Abbildung 4-3  Mechanismen der Relaxation glatter Muskelzellen durch Stickstoffmonoxid (NO) und
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)

Die Relaxation wird Uber einen Proteinkinase G (PKG) abhangigen Prozess gesteuert. Dieser bewirkt die Verminderung
der intrazelluléren Kalziumkonzentration, die Aktivierung der MLCP (engl. myosin light chain phosphatase) und die
Hemmung der MLCK (engl. myosin light chain kinase). cGMP inhibiert membrangebundene Kalziumkanale wie
rezeptorabhangige (ROCC) und spannungsabhangige Kalziumkanale (VOCC) oder intrazellulére Kalziumrezeptoren wie
den Inositoltrisphosphatrezeptor (IPsR). SR=sarkoplasmatisches Retikulum

41353 Wirkungen auf Blutlipide

Obwohl hormonell bedingte Veranderungen im Lipidprofil nur fir 25 % bis 50 % der Reduktion des Herz-
Kreislaufrisikos durch bstrogen verantwortlich sein dirften 19, zahlt dieser Mechanismus dennoch zu den

bedeutensten aller bislang postulierten. In zahlreichen aktuellen Interventionsstudien liess sich die in den spaten

2 unterhalb der Guanylatzyklasereaktion im Signalweg
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achziger Jahren gemachte Beobachtung, dass eine Hormonersatztherapie einen giinstigen Einfluss auf das
Blutlipidprofil hat, bestdtigen 3542 Mit Ostrogen wurde eine Senkung der Gesamt- (GC) und LDL-
Cholesterinkonzentrationen (LDL-C) von 5 % - 15 % erreicht, wahrend der HDL-Cholesterinspiegel (HDL-C) um
10 % gesteigert werden konnte 7. Die Modulierung der HDL-Konzentration ist von besonderem Belang, da
niedriges Plasma HDL-C positiv mit der CVD-Mortalitat von Frauen assoziiert ist '8, Die antioxidative Aktivitat
von Ostrogen schiitzt ferner vor der Bildung oxidativ veranderter atherogener LDL-Partikel 1%, die eine wichtige
Rolle im Initiationsprozess der Arteriosklerose spielen. Neben der vorteilhaften Beeinflussung des
Lipidmetabolismus ist eine Ostrogensupplementation signifikant mit einer Erhéhung der Triglyzeridkonzentration

(TG) 3542107 - ginem guten Préadiktor der CVD-Sterblichkeit von Frauen 1% — assoziiert.

41354 Hémostatische Wirkungen

Das Thromboserisiko steigt im Verlauf des arteriosklerotischen Prozesses signifikant an. Die vermehrte
Expression von Metalloproteinasen und anderen Enzymen mit proteolytischer Aktivitat (z.B. plasminogen
activator inhibitor 1, PAI-1) innerhalb der Plaques vermindert deren Stabilitat und erh6ht somit die Gefahr von
Plaquebriichen deutlich. Die WHI & und HERS 2 Studie, aber auch andere Studien 4110 weisen auf ein deutlich
erhdhtes Thromboserisiko vor allem in den ersten Jahren einer Hormonapplikation hin. In kurzfristigen
Interventionen erfolgte eine Stimulation der Hyperkoagulation nach Hormoneinnahme -3, Allerdings sind die
Studienkollektive relativ begrenzt, um definitive Aussagen treffen zu kdnnen. Hinsichtlich des prothrombischen
Potentials von Ostrogen wird die HRT nur noch fiir die kurzfristige Behandlung von Wechseljahrsbeschwerden,
nicht jedoch fiir einen langfristigen Einsatz zur Prévention von Osteoporose und Herz-Kreislauferkrankungen

empfohlen.

41355 Homocystein

Moderate Hyperhomocysteindmie tritt haufig in westlichen Industrienationen auf und ist mit einem erhohten
Risiko fiir Schlaganfall, kardiovaskulare Erkrankung, periphere arterielle GefaRerkrankung sowie vendser
Thrombose assoziiert 4115, Der Homocysteinmetabolismus unterliegt unter anderem dem Einfluss der
Geschlechtshormone 16, Das offenbart sich vor allem dadurch, dass Manner generell hohere Plasma
Homocysteinkonzentrationen haben als Frauen vergleichbaren Alters "7, und dass postmenopausale Frauen
héhere Homocysteinspiegel aufweisen als pramenopausale Frauen 5. Dementsprechend vermindert eine HRT
signifikant die Gesamthomocysteinkonzentration im Blut postmenopausaler Frauen 118120, F(ir die Pravention von
Herz-Kreislauferkrankungen spielt die Beeinflussung des Homocysteinmetabolismus durch HRT mdglicherweise
eine wichtige Rolle. Im Durchschnitt wurde der Homocysteinspiegel in randomisierten, Plazebo-kontrollierten
Interventionsstudien mit sequenzieller HRT und mit ERT um 10 % gesenkt 18119121 Konzentrationsabhangige
Reduktionen des Homocysteinspiegels von 4 % bis 14 % erfolgten ebenfalls mit Raloxifen, einem selektiven
Ostrogenrezeptormodulator 1%8. In Langzeitstudien konnte das niedrigere Homocysteinniveau (ber einen
Zeitraum von 2 Jahren gehalten werden '8 was auf die Einstellung eines neuen metabolischen Gleichgewichtes
hindeutet. Der genaue Mechanismus dieser Ostrogenwirkung ist noch nicht eindeutig geklart. Es wird ein

Zusammenhang mit einer erhéhten Methioninsynthaseaktivitat in den Nieren '22 einem Enzym, das fir die
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Remethylierung von Homocystein zu Methionin verantwortlich ist, sowie mit einer gesteigerten Transaminierung

von Methionin 123 vermutet.

41356 Weitere Ostrogenwirkungen

Zahlreiche weitere Ostrogenwirkungen wurden bisher demonstriert, darunter Veranderungen im Renin-
Aldosteron-System 124125 eine glinstige Beeinflussung des Kohlenhydratmetabolismus % und der
Gesamtkorperfettverteilung ' sowie eine Reduktion zirkulierender Entziindungsparameter wie E-Selektin,
VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) und ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1), die
Ausdruck fur die Plaquestabilitat sind 128129,

Endothelin-1 (ET-1) ist einer der potentesten Vasokonstriktoren im menschlichen Organismus und wichtigster
Gegenspieler von endotheliallem NO. Frauen weisen im Vergleich zu Mannemn geringere
Endothelinkonzentrationen auf. Insbesondere wahrend der Schwangerschaft verzeichnet die endogene
Endothelinproduktion einen Ruckgang. Auf der Basis von Ergebnissen randomisierter, kontrollierter
Interventionsstudien schlussfolgerten Baal et al. (1999), dass eine HRT die Konzentration von ET-1 senkt 130,
Ubereinstimmend wurde vor kurzem in-vitro eine Hemmung der Transkriptionsaktivitdt des Gens fiir das
Endothelin-Converting-Enzym-1 3! sowie in-vivo eine Reduktion der ET-1 Konzentration 132 durch 17-p Ostradiol

nachgewiesen.
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4.2 Isoflavone — Charakteristik, 0strogene Aktivitat und Effekte auf das Herz-

Kreislaufsystem

4.2.1 Definition, Chemie und Vorkommen

Phytodstrogene  (pflanzliche ~ Hormone)  sind  ubiquitar

vorkommende sekundare Pflanzeninhaltsstoffe der
Polyphenolklasse mit funktioneller Ahnlichkeit zu den endogenen
Ostrogenen des menschlichen Organismus. Ausgehend von ihrer
chemischen Struktur werden drei Klassen unterschieden: die
Coumestane. Isoflavone  und

Isoflavone,  Lignane und

Isoflavonglykoside sind die am haufigsten in der Natur
vorzufindenden Phytodstrogene, unter denen Genistein und
Daidzein die héchste biologische Aktivitdt besitzen 138, Das
Isoflavongrundgertist wird von zwei Uber einen heterozyklischen
Pyronring (C) verbundenen Benzenringen (A+B) [Abb. 4-4(a)]
gebildet. Die sterische Konfiguration des gesamten Molekiils,
welche der von Ostrogen dhnelt [Abb. 4-4(b)], erlaubt es den
Isoflavonen, an die ERs zu binden und auf diese Weise die
physiologische Wirkung des endogenen Steroidhormons zu
modulieren. Das Vorhandensein der 4 OH-Gruppe determiniert im
Wesentlichen die Bindungsaffinitat zum Ostrogenrezeptor und
damit deren dstrogene Aktivitat 1. Verglichen mit 17- Ostradiol
ist die dstrogene Wirkung der Isoflavone um den Faktor 100 bis
10.000 geringer %, Bei regelmafigem Verzehr kdénnen jedoch
Plasmakonzentrationen erreicht werden, die jene der Ostrogene
um das 100- bis 10.000-Fache Ubersteigen 22. In Abhangigkeit von

der Konzentration der endogenen Steroidhormone vermitteln

Ostrogene und Isoflavone
im Strukturvergleich

Abbildung 4-4

(a) Isoflavongrundgeriist, (A+B) Benzen; (C)
Pyron (b) Isoflavone besitzen strukturelle
Ahnlichkeit zum weiblichen Hormon Ostrogen
und gehdren deshalb zu den Phytodstrogenen.
Dargestellt sind Genistein  (hellblau) und
Ostradiol (violett), das potenteste Gstrogene
Hormon. [Quelle: Cassidy et al., Exp Rev 2000
(5):1-15]

Isoflavone sowohl Gstrogene als auch antidstrogene Wirkungen 3. Unter Bedingungen einer ausreichenden

endogenen Ostrogenproduktion (z.B. Pramenopause) agieren Isoflavone als kompetetive Inhibitoren. In

Ostrogenmangelsituationen (z.B. Postmenopause) ahmen sie jedoch durch Bindung an den Ostrogenrezeptor die

Wirkung des endogenen Steroidhormons nach.

Isoflavone werden fast ausschlieBlich von Leguminosen gebildet. Wichtigste Nahrungsquelle flir den Menschen

ist die Sojabohne, in der die Isoflavonisomeren Genistein, Daidzein und Glycitein in nennenswerten Mengen zu

finden sind 21, Isoflavone liegen in der Pflanze zumeist gebunden am Sojaprotein als hochpolare B-Glykoside vor,

die bei der Lebensmittelproduktion durch Einwirkung von Hitze oder durch mikrobielle enzymatische Hydrolyse

wahrend des Fermentationsprozesses (Miso, Tempeh) in Aglykcone gespalten werden konnen 136, Bei der
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Herstellung des in westlichen Industrienationen weit verbreiteten Sojadls und Sojalecithins werden die Isoflavone
im technologischen Prozess mit dem Sojaprotein abgetrennt. Diese Sojaprodukte enthalten daher nur Spuren
dieser bioaktiven Substanzen 136. Schatzungen zufolge liegt die durchschnittliche tagliche Isoflavonaufnahme in
Populationen mit traditionellem Sojaverzehr bei 20-50 mg 22 verglichen mit 1 mg in den westlichen Landern 2.

Die hydrolytische Abstaltung des Zuckerrestes durch zytosolische und Burstensaum-B-Glukosidasen ist
Voraussetzung fiir die intestinale Absorption der Isoflavone 137. Wegen ihrer hohen Lipophilie erfolgt die
Resorption der Aglykone vermutlich Gber nichtionische passive Diffusion. Nicht resorbierte Isoflavone werden im
Dickdarm durch bakterielle B-Glukosidasen gespalten und anschlieBend einem weiteren reduktiven
Metabolismus durch die Darmflora unterzogen 3. Die Verstoffwechselung von Daidzein erfolgt (ber
Zwischenstufen zu O-Demethylangolensin und Equol, einem hormonell aktiven Metaboliten ¥, Das AusmaR der
Equolbildung ist vor allem von der Zusammensetzung der Darmflora abhangig und unterliegt groRen
interindividuellen Schwankungen. Nur zwei Drittel aller Menschen sind in der Lage, Equol zu bilden (Equolbildner)
140, Analog zum Daidzeinmetabolismus wird Genistein zunachst zu 6°-Hydroxy-O-methylangolensin
verstoffwechselt und partiell weiter zu p-Ethylphenol abgebaut . Im Unterschied zum Daidzein erfolgt jedoch
keine Bildung des analogen Equolmetaboliten. Die Isoflavone sowie ihre reduktiven Metaboliten werden nach
Resorption und Transport im Pfortaderblut zur Leber durch Phase-ll-Enzyme entweder unter Bildung von
Monoglukuroniden und Sulfaten konjugiert oder — jedoch in wesentlich geringerem Umfang - durch Cytochrom-
P450-abhé&ngige Monooxygenasen hydroxyliert. Die Ausscheidung dieser Metaboliten erfolgt vorwiegend renal
141142 Nur ein geringer Teil wird biliar ausgeschieden und kann nach Dekonjugation durch die Darmflora erneut
resorbiert werden (enterohepatischer Kreislauf) '43. Die Isoflavonkonzentrationen im Urin reflektieren relativ
zuverlassig die Isoflavonaufnahme mit der Nahrung und korrelieren eng mit den Serumkonzentrationen 44, Bei
maRigem Sojaverzehr kénnen Plasmakonzentrationen von 50-800 ng/mL erreicht werden, die die endogenen
Ostrogenspiegel pramenopausaler Frauen von 40-80 pg/mL bei weitem Ubersteigen 5. Maximale
Konzentrationen sind bereits 8 bis 10 Stunden nach Sojaverzehr messbar 4. Interessanterweise unterliegt die
Serumisoflavonkonzentration sehr grofen interindividuellen Schwankungen selbst dann, wenn eine
standardisierte Verabreichung erfolgt *47. Insbesondere die Zusammensetzung der Darmflora 1%, Unterschiede
zwischen den Geschlechtern, eine Einnahme von Antibiotika und das Vorhandensein von gastrointestinalen
Erkrankungen haben signifikanten Einfluss auf die Isoflavonbioverfligharkeit 48,

Die Interpretation von Studien mit Isoflavonen setzt das Verstandnis der unterschiedlichen Isoflavonquellen
voraus. Isoflavone sind in zahlreichen Varianten verfligbar, unter anderem als konzentrierte Isoflavonextrakte, als
modifiziertes und konzentriertes Sojapulver (TVP, engl. textured vegetable protein), als Sojaproteinisolat (SPI,
engl. soy protein isolate), als Sojaprodukte per se (Tofu, Miso, Tempeh, Sojaflocken) und als Lebensmittel mit
Sojabestandteilen (Sojabrot). SPI ist das in klinischen Studien am haufigsten eingesetzte Isoflavonsubstrat. Nicht
nur der Proteinanteil sondern ebenso die Isoflavonkonzentration all dieser Produkte ist groRen Schwankungen
unterworfen. Die Isoflavonkonzentrationen gleicher Produkte variieren aulerdem erheblich in Abhangigkeit vom
Hersteller 49, Grundsatzlich bleibt nach Extraktion der Kohlenhydrate und Fette das reine Protein zurlick, an

welchem nicht nur Isoflavone, sondern auch weitere bioaktive Substanzen, wie Saponine, gebunden sind.
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4.2.2 Ostrogene Aktivitat

In Abhangigkeit von der Expression der jeweiligen Ostrogenrezeptorisoform (ERo. und ERP) und dem
Vorhandensein von regulatorischen Proteinen, sogenannten Co-aktivoren und Co-repressoren, vermittein
Phytoostrogene sowohl dstrogene als auch antiéstrogene Wirkungen im Zielgewebe 25150.151 Die Liganden
wirken nicht nur als Antagonisten oder Agonisten, sondern kénnen ebenso partielle oder selektive Aktivitat
aufweisen 152193, Trotz intensiver Bemuhungen, die Bindungsaffinitat verschiedener Isoflavone fiir beide ER zu
bestimmen, bleibt das Verstandnis der biologischen Aktivitat dieser Substanzen aufgrund der &uBerst komplexen
Liganden-ER-Interaktion relativ begrenzt 1%4. Das biologische Potential eines entsprechenden Isoflavons variiert
in Abhangigkeit vom methodischen Aspekt erheblich zwischen den einzelnen Studien. In der Mehrzahl der
Studien diente das potenteste endogene Ostrogen 17-B Ostradiol als Referenzsubstanz, dessen dstrogene
Aktivitat willkurlich mit dem Faktor 100 gleichgesetzt wurde. Vergleichsweise sind die relativen Potenzen flr
Coumestrol 0,202, fiir Genistein 0,084, fir Equol 0,061, fir Daidzein 0,013, fir Biochanin A < 0,006 und fiir
Formononetin < 0,006 '5. Wichtig fiir das Verstandnis der Isoflavonwirkungen ist die Tatsache, dass die
Bindungsaffinitat der Isoflavone nicht mit dem biologischen Outcome korrespondiert. Ursache dafiir sind nicht nur
Unterschiede in ihren Bindungsaffinitaten 25, sondern ebenso in ihrem Potential die ER-ERE Bindung zu
aktivieren 16, Phytodstrogene, speziell Genistein vermag, die transkriptionelle Aktivitdt mit ERP tausendfach
starker zu triggern als mit ERo., wahrend die Bindungsaffinitat nur um den Faktor 30 variiert 150157, AuRerdem
erfolgt eine effektivere Modulierung der Signalwege durch Bindung an ER im Sattigungsbereich '57. Urséchlich
fur diese Divergenz scheint die Fahigkeit der Phytodstrogene, selektiv Co-regulatoren fiir ERB zu rekrutieren 157,
wahrend 17-B Ostradiol relativ unselektiv regulatorische Proteine fiir beide Ostrogenrezeptoren aktiviert.
Entsprechend vermittelt Ostrogen das gesamte Wirkungsspektrum im kardiovaskuldren System sowohl mit
positiven als auch mit negativen Effekten, wahrend Phytodstrogene nur einen Teil der Ostrogenwirkungen

modulieren.

Tabelle 4-1 Gewebeverteilung und relative Bindungsaffinitaten der Ostrogenrezeptoren
[Quelle: Cassidy et al. ExpRev 2000 (5):1-15]

Relative Bindungsaffinitat

ER Verteilung im Gewebe = =
Ostrogen Anti-Ostrogen Phytodstrogen
17-p Ostradiol
Nebennierendrise, Brust, (E2): 100 % 4-OH-Tamoxifen: o
ERa Niere, Ovarien, Testes, Uterus | 17-p Ostradiol: 178 % Rl CIEET:
58 %
: 17-p Ostradiol
GaIIeanasg, Knochen, Gehirn, (Ex): 100 % 4-OH-Tamoxifen: o
ERB | Brust, Ovarien, Prostata, 17-8 Ostradiol: 339 Genistein: 36 %
GefaRsystem, Uterus, Darm 1 1;/[3 RIS °
0

a Die relative Bindungsaffinitat ist das Verhaltnis der Konzentration von 17-B Ostradiol (E2) und des jeweiligen Gegenspielers,
welche notwendig ist, um 50 % des radioaktiv markierten Liganden vom ER zu verdréngen (i.e.S. Ratio der ICso Werte). Die
relative Bindungsaffinitat von E2 wurde willkirlich 100 gesetzt. Das Isoflavon Genistein hat mit 36 % eine starkere Affinitat
zum ERB im Vergleich zum ERa. (5 %).




Grundlagen 19

Neben den komplexen Interaktionen zwischen den beteiligten Komponenten: Ligand, ER, ERE und
regulatorischen Proteinen ist fir die kardiovaskularen Effekte die hohere Genaktivitdt von ER im vaskularen
Gewebe von auBerordentlicher Relevanz 198, Eine vermehrte Expression von ERP infolge einer
GefaBwandverletzung konnte in Endothel- sowie in glatten Gefallmuskelzellen demonstriert werden 2. Dennoch
scheint die durch 17-p Ostradiol, Genistein und Daidzein hervorgerufene Hemmung einer Intimaneubildung nach
Endotheldenudation® ER-unabhéngig zu sein 3. Studien mit ER-Knock-out-Mausen weisen zudem auf eine
auBerst komplexe Gewebsspezifitat dieser Rezeptoren hin 1%°,

Die ostrogene Aktivitat von Isoflavonen wurde erstmals 1951 von Bennetts et al. beschrieben 160, Neben der
fertilitdttsmodulierenden Wirkung sind Isoflavone in der Lage, selektiv neuroendokrine Effekte hervorzurufen
161162 die sexuelle Entwicklung zu hemmen '3 und das Uteruswachstum zu stimulieren 164165, Bereits eine
pranatale Phytodstrogenexposition konnte die sexuelle Differenzierung erheblich beeinflussen 16, Wahrend des
zweiten Weltkrieges wurden Zyklusstorungen bei Frauen nach dem Verzehr von Tulpenzwiebeln, die reich an
hormonell aktiven Substanzen sind, beobachtet 167, Ein vermehrter Sojaverzehr ist bei postmenopausalen Frauen
auBerdem mit einem erhdhten vaginalen Reifegrad assoziiert 168169, Der erwartete Ostrogene Effekt von Soja
konnte jedoch in Interventionsstudien bisher nicht eindeutig bestatigt werden 170172, Dennoch, nach der Einnahme
von Phytodstrogenen wurden Veranderungen sowohl im Hormonmetabolismus 173176 als auch in der Zykluslange
pramenopausaler Frauen beobachtet 162177, |n Landern, in denen Soja ein fester Bestandteil der traditionellen
Erndhrung ist, leiden postmenopausale Frauen weit weniger unter Wechseljahrsbeschwerden wie Hitzewellen
und SchweiBausbriichen '8, Die geringere Inzidenz wird partiell auf den hohen Phytodstrogenanteil in der
Nahrung zurtickgefuhrt. In zahlreichen Interventionsstudien wurde der Nutzen von Phytodstrogenen zur
Behandlung von klimakterischen Beschwerden untersucht, jedoch mit wenig (iberzeugenden Ergebnissen 151.17¢-
185 Auf der Grundlage dieser Studien stellen weder Sojaproteinprodukte noch lIsoflavone eine geeignete
Alternative zur Behandlung von Wechseljahrsbeschwerden dar.

Hinsichtlich der hohen Selektivitdt und ausgepragten Komplexizitdt der endokrinen Wirkungen von
Phytodstrogenen bedarf es der individuellen Charakterisierung jeder einzelnen Substanz bezogen auf einen

spezifischen Endpunkt 18,

4.2.3 Isoflavone und deren Wirkungen im Herz-Kreislaufsystem

Epidemiologischen Daten zufolge bietet eine phytodstrogenreiche Ernahrung einen gewissen Schutz vor Herz-
Kreislauferkrankungen 8. Inverse Beziehungen wurden zwischen Sojakonsum und der Inzidenz von Herz-
Kreislauferkrankungen, dem kardiovaskuldren Risiko sowie der Anzahl vorliegender Risikofaktoren gefunden
188,189 Basierend auf diesen Erkenntnissen sind Phytodstrogene in den vergangenen Jahren in den Mittelpunkt
der kardiovaskularen Forschung geriickt. Im Hintergrund der mit einer HRT verbundenen Risiken ist die

Akzeptanz pflanzlicher Produkte zur Behandlung von Wechseljahrsbeschwerden in der Bevélkerung enorm hoch

190,

3 katheterinduzierte Zerstorung der intimalen Gefalschicht
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Tabelle 4-2 Potentielle Wirkungsmechanismen von Isoflavonen im kardiovaskuldren System
[Quelle: Cassidy et al. Exp Rev 2000 (5):1-15]

Eigenschaften Mechanismen

Hemmung der Oxidation von low-density lipoprotein (LDL)
antioxidative Aktivitat Stimulation antioxidativer Enzyme
Induktion der Glutathionsynthese

Stimulation der Gallensauresekretion
cholesterinsenkende Wirkung Erhéhung der LDL-Rezeptoraktivitat
Hemmung der Gallenséureresorption im Darm

Hemmung des NF-«kB-Signalweges

Hemmung der Proteintyrosinkinaseaktivitat
genregulatorische Aktivitat Hemmung der induzierbaren NO-Synthase in Makrophagen
Hemmung der Expression von Zelladh&sionsmolekdlen und
inflammatorischer Zytokine

Thrombozytenfunktion Hemmung der Thrombozytenaggregation

Verbesserung der Endothelfunktion und der arteriellen Compliance

AiEls s 2 ol Ceriig Hemmung der Proliferation und Migration glatter Muskelzellen

4231 Wirkungen auf Blutlipide

In der Mehrzahl aller Interventionsstudien sind die Auswirkungen von Soja oder Isoflavonen auf den
Lipidmetabolismus untersucht worden. Im Primatenmodell reduzierte Sojaprotein die LDL-C- und VLDL-C-
Spiegel um 30 bis 40 % 1°'. Wahrend die HDL-Konzentration in den meisten Studien unbeeinflusst blieb oder nur
wenig stieg, konnte die cholesterinsenkende Wirkung, insbesondere flir das nicht-HDL-Cholesterin durch weitere
Tierexperimente 19219 aber auch durch Humanstudien im sowohl ménnlichen 1% als auch weiblichen Geschlecht
177, bestéatigt werden. Entsprechend deutlich wirkte eine Sojadiat der Entwicklung arteriosklerotischer Lasionen
nach Ovarektomie* entgegen 89193, Das AusmaR der Hemmung entsprach dem von Ostrogen. Jedoch ist es
spekulativ, ob dieser antiatherogene Effekt allein auf der glinstigen Beeinflussung der Lipidspiegel beruht.

In einer 1995 an 38 klinischen Studien durchgefiihrten Metaanalyse wurde eine durchschnittliche Reduktion der
GC-, LDL-C- und TG-Konzentrationen von 9,3 % (95 % CI 0,35 bis 0,85 mmol/L); 12,9 % (95 % CI 0,30 bis 0,82
mmol/L) und 10,5 % (95 % CI 0,003 bis 0,29 mmol/L) durch Sojaprotein (Durchschnitt 47 g/d) ermittelt 9. Auf der
Basis dieser Ergebnisse erliel die Food and Drug Administration (FDA) ein ,Health Claim’, welches den Verzehr
von taglich 25 g Sojaprotein als gesundheitsférderlich einstuft 1%. Neben Mangeln im Studiendesign und in der
statistischen Auswertung einiger der einbezogenen Studien liess die Tatsache, dass in der Halfte aller Falle keine
oder nur marginale Abnahmen des Cholesterinspiegels erzielt wurden, Zweifel an der Gliltigkeit des ,Health
Claim’ aufkommen. Auch aktuellere Interventionsstudien konnten diese Zweifel nicht vollstandig ausraumen 197-
202, Ob die hypocholesteramische Wirkung von Soja auf das Sojaprotein per se oder auf dessen Interaktion mit
weiteren Komponenten in Soja zurlckzufihren ist, ist bisher noch nicht eindeutig geklart. Zahlreiche

Interventionen untersuchten in diesem Zusammenhang die Rolle der Isoflavone an Versuchstieren. Eine

4 Eierstockentfernung
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Trennung der Sojaprotein-Isoflavon-Effekte wurde durch die randomisierte Applikation einer Sojadiat mit
Isoflavonen (Soy+) und einer Sojadiat nach Alkoholextraktion der Isoflavone (Soy-) erreicht. In der Soy+ Gruppe
waren die HDL- Spiegel generell héher und die LDL- und VLDL-Konzentrationen niedriger als in der Soy- Gruppe
191193203 |Ungeachtet dessen bleiben Unklarheiten beziiglich der cholesterinsenkenden Aktivitat von Isoflavonen,
da Interventionen nach Riickfiihrung des Alkoholexiraktes und der reinen Isoflavone zum Sojaprotein 204205 oder
nach Inkorporation der Isoflavone in eine andere Proteinmatrix (Casein, Lactalbumin) 206207 keinen positiven
Effekt zeigten. Auch Humanstudien blieben hinsichtlich einer Identifikation der verantwortlichen Substanz im
Sojaprotein erfolglos. Zwar wurde zwischen der Isoflavonkonzentration und der LDL- sowie VLDL-Konzentration
eine Dosis-Wirkungsbeziehung ermittelt 208210 die aber nicht in allen Studien konsistent war 192", Ebenso
erfolgten nach Verabreichung von Isoflavonisolaten keine oder nur marginale Veranderungen der Blutlipide
199,200206.212-219 Auf Grundlage der vorliegenden Studien ist der maximale cholesterinsenkende Effekt nur durch
Aufnahme von intaktem Sojaprotein zu erreichen und kann nur eingeschrénkt auf den Gehalt von Isoflavonen
zurlickgefiinrt werden. Komplexe Interaktionen zwischen Sojaprotein, Isoflavonen und anderen aktiven
Komponenten der Sojamatrix (z.B. Phytine, Saponine) sind moglicherweise flir diese Eigenschaft von Bedeutung
220'

Da LDL dem Einfluss diverser anderer Faktoren unterworfen ist, stellt die initiale LDL-Konzentration einen
wichtigen Confounder’ in klinischen Studien dar. Die durch Soja erzielten Reduktionen von LDL korrelierten
signifikant mit den Ausgangscholesterinspiegeln 19928, Weiterhin ist zu bedenken, dass die Wirkung von
Isoflavonen in Abhangigkeit von der Darmflora individuell sehr unterschiedlich sein kann 140221, Obwohl noch nicht
experimentell bestatigt, wird davon ausgegangen, dass Equolproduzenten effektiver auf eine Isoflavonzufuhr
reagieren als Nichtproduzenten 222,

Die cholesterinsenkende Eigenschaft von Soja basiert méglicherweise auf verschiedenen Mechanismen. Neben
einer Hemmung der Cholesterinabsorption durch Sojaprotein 22 konnte eine vorteilhafte Beeinflussung des
Lipoproteinstoffwechsels durch Isoflavone 204224 ynd durch Sojapeptide 225 nachgewiesen werden. Die Erhdhung
der LDL-Rezeptoraktivitdt gekoppelt mit einer gesteigerten Gallensauresekretion diirfte primar fir die erhdhte

Serum-LDL-Clearance verantwortlich sein 226227,

4232 GefaRwand und GefaRfunktion

Neben der cholesterinsenkenden Wirkung konnten direkte Effekte von Sojaprotein und Phytodstrogenen auf die
GefaBwand demonstriert werden. Die Struktur der GefaBwand wird entscheidend von endothelialen Faktoren
beeinflusst. Das Endothel selbst bildet eine Barriere zwischen glatter GefaBmuskulatur und mitogenen sowie
chemotaktischen Substanzen. Endothelial gebildete Substanzen wie NO u.a. inhibieren die Proliferation und
Migration glatter GefaBmuskelzellen, die Thrombozytenadhasion und —aggregation sowie eine Interaktion von
Leukozyten mit dem Endothel 1%, Die mechanische Entfernung von Gefalkendothel durch Ballondilatation (engl.

ballon catheter injury) induziert komplexe Interaktionen von sezernierten Faktoren aus geschadigten

5 Storfaktor: systematischer Fehler, der durch Verwechselung eines Expositionsfaktors mit einem anderen Faktor entsteht
und zu einer Fehlinterpretation der Studienergebnisse flihren kann.
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Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Monozyten/Makrophagen und Thrombozyten 4. Dabei aktivieren
freigesetzte mitogene Substanzen ruhende Muskelzellen, wodurch diese von einem normalen kontraktilen
Phanotyp zu einem mehr proliferativen und sekretorisch aktiven Phénotyp transformieren. Die veranderten
Muskelzellen wandern in die Intima, wo sie proliferieren und extrazellulare Matrix synthetisieren 228, Eine erhohte
Produktion mitogener Substanzen und eine verminderte Freisetzung endothelialer inhibitorischer Faktoren rufen
eine unkontrollierte Hyperplasie mit GefaBverengung hervor 22°, Es konnte gezeigt werden, dass Phytodstrogene
die Replikation und Migration glatter GefaRmuskelzellen in-vitro 27 ebenso effektiv hemmen, wie 17- Ostradiol.
Genistein wurde auferdem als potenter Inhibitor einer Neointimabildung nach Ballondilatation identifiziert 28.
Diese Proliferationshemmung war unabhéngig vom ER-Signalweg und vergleichbar mit der von 17-B Ostradiol %.
Obendrein sind Isoflavone offensichtlich in der Lage, iber einen MAP-Kinase-gesteuerten Prozess in die
Synthese extrazellularer Matrix einzugreifen 2%, Diese in-vitro Daten implizieren eine potentielle Schutzwirkung
von Phytodstrogenen vor destruktiver Gefallwandveranderung.

Die Integritit von Intima und Media ist Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der normalen
GefaBwandfunktion. Eine wichtige Funktion der groRen Leitungsgefale ist es, den pulsatilen ventrikularen
BlutfluR der Systole in einen gleichmaRigen Strom wahrend der Diastole zu (iberfiihren (Windkesselfunktion) und
damit die Versorgung der Koronarien und der peripheren GefdRe zu gewahrleisten. Die sogenannte arterielle
Compliance (Dehnbarkeit, Elastizitat) wird vor allem durch das Verhaltnis der GefaRwandkomponenten Elastin,
Kollagen und Proteoglykane sowie durch die Funktion der glatten Muskelzellen determiniert. Teede et al. (2003)
untersuchten die Effekte von den Genistein- und Daidzeinvorlaufern Biochanin A und Formononetin auf die
biomechanischen Eigenschaften des arteriellen GefaRsystems bei Mannern und Frauen 23'. Dabei konnte eine
deutliche Verbesserung der Compliance im Formononetinregime beobachtet werden. In beiden Isoflavonregimen
erfolgte auBerdem eine vorteilhafte Verminderung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV), welche ein indirektes
MaR fir die Steifheit der Gefallwande darstellt. In anderen Studien verbesserte sich die arterielle Compliance in
der Isoflavongruppe um jeweils 25 % 23214, Daneben ermittelten van der Schouw et al. (2002) eine inverse
Beziehung zwischen Phytodstrogenverzehr und der PWV bei postmenopausalen Frauen 22, Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass der Schweregrad arteriosklerotischer Lasionen signifikant mit der Steifheit der
Gefallwande korreliert 233,

Im Unterschied zur Compliancemessung spiegelt die endothelabhangige Vasodilatation zuverlassig die Integritat
des Endothels wieder. Die endotheliale Freisetzung vasoaktiver Substanzen ist invasiv durch Infusion von
Acetylcholin oder nichtinvasiv durch mechanische Beanspruchung (z.B. Dehnung) des Endothels einleitbar. In
Tierversuchen erzeugte ein  kiinstlich  hervorgerufener ~ Ostrogenmangel eine  Konstriktion  nach
Acetylcholininfusion, welche durch Applikation von 17-p Ostradiol und Isoflavonen wieder aufgehoben werden
konnte 24, Im Primatenmodell rief die isoflavonhaltige Kost beim Vergleich von Soy+ und Soy-Diaten eine
starkere Vasodilatation arteriosklerotischer GefaRe hervor als Sojaprotein allein 2%52%, Die kombinierte
Verabreichung von Isoflavonen und Ostrogen resultierte in einer Amplifikation des Effektes 2%. Zwar blieb diese
Wirkung in einer vergleichbaren Studie aus, dennoch wurde eine deutliche Reduktion arteriosklerotischer

Lasionen in der Soy+Gruppe festgestellt 2%, Ferner erfolgte nach Genisteininfusion in die Mikrozirkulation des
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Unterarmes beim Menschen eine signifikante Erhdhung des Blutflusses infolge Vasodilatation 2. In mehreren in-
vitro Studien wurde die konzentrationsabhéangige vasodilatatorische Aktivitat von Isoflavonen an Aortenringen
eindeutig bestétigt 13323723 Diese Aktivitat korrespondiert weitgehend mit der von 17-p Ostradiol 13. Die
Endothelabhangigkeit der isoflavoninduzierten Vasodilatation konnte durch Ausbleiben des Effektes nach
Endothelentfernung sowie nach Applikation von eNOS-Antagonisten veranschaulicht werden. Neben der NO-
Abhangigkeit sind moglicherweise auch kalziumantagonistischen und tyrosinkinaseabhé@ngige Mechanismen an
einer isoflavonvermittelten Vasodilatation beteiligt 23%24, In den letzten Jahren wurden zur Erhebung der
Endothelfunktion zunehmend nichtinvasive Techniken in Humanstudien eingesetzt. Diese Studien werden
ausflihrlicher in Abschnitt 4.3 diskutiert.

Trotz der vorliegenden Evidenz flir das vasoaktive Potential von Phytodstrogenen gibt es nur wenige Studien, die
den Einfluss auf den 24-h Blutdruck untersuchten. Teede et al. (2001) konnten kleine, aber signifikante
Reduktionen im Pulsdruck nach Verabreichung von Sojaprotein demonstrieren 9, Die Wirkung isolierter

Isoflavone auf den Blutdruck ist bis dato noch nicht eindeutig definiert 242243,

4.2.3.3 Antioxidative Eigenschaften von Isoflavonen

In Abhé&ngigkeit von ihrer Struktur besitzen PhytoGstrogene eine mehr oder weniger stark ausgepragte
antioxidative Aktivitat 244, lhre Fahigkeit, Radikale und Metallionen direkt zu deaktivieren, wird im Wesentlichen
durch das Vorhandensein von Hydroxylgruppen in der C-5 und C-4'Position des Molekiils determiniert. Die
antioxidative Aktivitat von Isoflavonen, insbesondere Equol und Genistein, konnte in-vitro mit LDL-Cholesterin
demonstriert werden 245246, So wurde im Beisein von Phytodstrogenen die experimentell induzierte LDL-Oxidation
durch Verlangerung der Initiationsphase (engl. lag phase) signifikant gehemmt. Neben diesen direkten Effekten
vermdgen Phytodstrogene die intrazellulére antioxidative Kapazitat durch Aktivierung protektiver Enzymsysteme
(wie Katalase; Glutathionperoxidase, GPx; Superoxiddismutase, SOD) und durch Férderung der Bildung von
Glutathion indirekt zu beeinflussen 2¢7.248, Diese effektive Reduktion des oxidativen Stresses spielt mitunter eine
wesentliche Rolle fir die vasoprotektiven Eigenschaften der Isoflavone.

Im Gegensatz zu diesen Zellkulturstudien sind Ergebnisse von in-vivo Studien bisher nicht (iberzeugend. Bei
einem Vergleich von Soy+ und Soy- Didten bot die Soy+ Diat zwar einen effektiveren Schutz vor der LDL-
Oxidation als die Soy-Diat 249250, jedoch beruhte die erhhte Resistenz von LDL gegentiber oxidativen Prozessen
nicht auf einem vermehrten Einbau von Isoflavonen in die Partikel 2°. Die in einer anderen Studie beobachtete
Hemmung der LDL-Oxidation erfolgte unabhéngig von der Isoflavonkonzentration 2. Studien mit isolierten

Isoflavonen blieben bisher erfolglos 252253,

4.2.3.4 Entzindliche Prozesse und Zelladhasion

Die Aktivierung des Endothels stellt einen wichtigen Schutzmechanismus der Gefalle zur Abwehr schadigender
Einflisse dar. Kennzeichen einer Endothelaktivierung ist die vermehrte Freisetzung chemotaktischer und
inflammatorischer Zytokine sowie die gesteigerte Expression von vaskularen Zelladhdsionsmolekiilen. Diese
molekularen Veranderungen bewirken eine vermehrte Rekrutierung, Adhasion und Migration von Leukozyten, die

auch zentraler Ausgangspunkt fir die Initierung destruktiver GefaRwandveranderungen sind. Entsprechend
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korreliert die Konzentration zirkulierender Adhasionsmolekille mit dem Auftreten zukinftiger kardiovaskularer
Ereignisse 254, Die Synthese, Oberflachenexpression und Aktivitat der Adhasionsmolekiile werden vor allem
durch inflammatorische Zytokine und Chemokine reguliert 2. Wahrend P-Selektin und E-Selektin hauptséchlich
fir den ersten transienten Kontakt zwischen Leukozyten und Intima (Rollen) verantwortlich sind, bewirken
ICAM-1 und VCAM-1 eine feste Anheftung an das Endothel 2%5. Nach Stimulation des Endothels erfolgt zunéachst
die schnelle Freisetzung von P-Selektin aus intrazellularen Speichern, wohingegen die Expression der anderen
Adhéasionsmoleklle auf Basis der Transkription reguliert und durch Stimuli wie Interleukin-1 und
Tumornekrosefaktor (TNF) induziert wird 2%, Die meisten der fiir wichtige endotheliale Proteine kodierenden
Gene besitzen in den Promotorregionen NF-kB Erkennungssequenzen sowie AP-1 (engl. activator protein 1)
Bindungsstellen fir den c-fos Transkriptionsfaktor 257, Die Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren wird im
Wesentlichen durch den innerhalb der Zelle herrschenden Redoxstatus und durch Proteintyrosinkinasen reguliert.
Dementsprechend sind Antioxidantien 258 und Tyrosinkinaseinhibitoren wie Genistein 259 in der Lage, die NF-«kB-
Aktivierung wirksam zu blockieren, wogegen eine Daidzeinapplikation wirkungslos ist. Die kurzfristige
Verabreichung von Isoflavonsupplementen verminderte ex-vivo die TNFa-stimulierte NF-kB-Aktivierung 250, Eine
Vorbehandlung von Endothelzellen mit dem potenten Proteintyrosinkinaseinhibitor Genistein resultierte in einer
dosisabhangigen Hemmung der TNFa-induzierten Expression von Adhasionsmolekilen %' und einer
verminderten Adhasion von Monozyten an Endothelzellen 262,

Unlangst konnte demonstriert werden, dass Isoflavone der Monozyteninfiltration auch durch Herunterregulation
der MCP-1-Expression (engl. monocyte chemotactic protein-1) entgegensteuern kdnnen 263, In einer Studie mit
MCP-1-Rezeptor-Knockout-Mausen war der Verlust von MCP-1-Rezeptoren mit einer Reduktion
arteriosklerotischer Lasionen assoziiert 264, Monozytire Makrophagen représentieren den am héufigsten im
Atherom vorkommenden Zelltyp. Im Rahmen von Entziindungsprozessen setzen Makrophagen durch Aktivierung
der induzierbaren NOS (iNOS) zusatzlich zur basalen Produktion groBe Mengen an NO frei, welches in diesen
Dimensionen zytotoxisch wirkt und Eindringlinge, Erreger oder veranderte Zellen abtotet. Eine stete
Uberproduktion von NO schadigt jedoch Endothelzellen und ist mit oxidativem Stress, chronischer Entziindung
und letztendlich dem Verlust der vaskularen Homdostase verbunden 2%, An Zellkulturen konnte gezeigt werden,
dass Genistein und Daidzein in der Lage sind, die Interferon-y-stimulierte NO-Produktion der iINOS zu hemmen
263, Hinsichtlich der Fahigkeit von Isoflavonen, den initialen Prozessen der Atherogenese entgegenzusteuern,
konnte die Applikation von Phytodstrogenen fiir die Primarpravention von Herz-Kreislauferkrankungen von

groRem Nutzen sein.
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4235 Isoflavone, Plattchenaktivitat und Thrombogenese

Phytodstrogene besitzen eine ausgepragte antikoagulatorische Aktivitat, die vor allem auf einer Hemmung der
Thrombozytenaktivitdt und —aggregation basiert 220263, Die grundlegenden molekularen Mechanismen sind noch
nicht im Einzelnen bekannt. Es wird vermutet, dass die antioxidative Eigenschaft der Phytodstrogene und deren
Hemmung verschiedener Enzymsysteme, wie der Proteinkinase, der Phosphodiesterase oder auch der
Lipoxygenase hierbei eine Rolle spielen. Im Unterschied zu Ostrogen 112266 wurde bisher in Interventionsstudien

kein erhdhtes Thromboserisiko nach Einnahme von Soja bzw. Isoflavonen nachgewiesen %7,
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4.3 Nichtinvasive Messung der Endothelfunktion:

Wirkungen von Ostrogenen, Isoflavonen und Homocystein

Das Endothel bildet eine einreihige Zellschicht, die das Lumen des arteriellen und vendsen Gefallsystems
auskleidet. Es fungiert nicht nur als permeable Grenzmembran zwischen extra- und intravasalem Raum, sondern
sezerniert ahnlich einer dynamisch arbeitenden endokrinen Driise zahlreiche vasoaktive Substanzen, die an der
Regulation von immunologischen Prozessen, der GefaRwandarchitektur, der Blutgerinnung und
Thrombozytenaggregation, dem GefaRtonus und dem Blutdruck, sowie dem Stofftransport beteiligt sind 268.269,
Physiopathologische Stresssituationen setzen einen komplexen Prozess in Gang, der durch eine verstarkte
endotheliale Ausschittung von vasokonstriktiven, mitogenen, proinflammatorischen und prokoagulatorischen
Substanzen und durch eine gesteigerte Expression von endothelialen Adhésionsmolekiilen gekennzeichnet ist 47.
Die Fahigkeit des Endothels, vasoaktive Substanzen als Antwort auf verschiedene Stimuli freizusetzen, reflektiert
zumindest teilweise die Gesundheit desselben. Etablierte Risikofaktoren wie Rauchen, Dyslipidamie, Diabetes
mellitus und Hypertonie wirken gefalischadigend und konnen die regulatorischen Funktionen des Endothels
beeintrachtigen. Da eine Stérung der endothelialen Funktion bereits in der friihen praklinischen Phase einer
makrovaskularen Erkrankung nachweisbar ist 1%, kommt ihr in der Entwicklung von Arteriosklerose, Hypertonie,
Thrombosen und Vasospasmen eine zentrale Bedeutung zu 270, Es ist entscheidend, dass nur ein intaktes
Endothel in der Lage ist, die antiarteriosklerotischen Effekte von Ostrogen zu vermitteln. Die in den
Anfangsstadien einer Makroangiopathie sich entwickelnden Gefalwandverdnderungen sind in der Regel
reversibel. Daher ist eine endotheliale Dysfunktion von grundlegender diagnostischer, therapeutischer und
prognostischer Relevanz 271, In Zellkulturstudien, isolierten GefaRabschnitten, Tierversuchen und sogar in
Humanstudien wurden verschiedene Methoden zur Diagnose einer gestorten endothelialen Balance getestet.
Invasive Techniken erfassen Veranderungen des Blutflusses, des Gefalwiderstandes und des
GefaRdurchmessers infolge Injektion vasoaktiver Substanzen 272, Die hierbei am haufigsten eingesetzte Substanz
ist Acetylcholin — ein potenter endothelabhangiger Vasodilator. Im Unterschied zur invasiven Technik misst die
nichtinvasive Methode Veranderungen im GefalRdurchmesser nach flussinduzierter Stimulation des

Gefalendothels 10.

4.3.1 Methodik der flussinduzierten Vasodilatation

Der Gefaltonus wird durch den Kontraktionszustand der glatten Muskelzellen determiniert und durch
zirkulierende humorale Faktoren (Acetylcholin, Bradikinin, Angiotensin Il) und hamodynamische Krafte (z.B.
Wandschubspannung, engl. shear stress) reguliert. Das Gefalendothel fungiert dabei als Chemo- und
Mechanosensor und sezerniert als Antwort auf diese Reize vasokonstriktorische oder vasodilatatorische Faktoren
[Tab. 4-3]. Endotheliale Vasodilatatoren sind NO, Prostazyklin und der endotheliale hyperpolarisierende Faktor,
dagegen présentieren Endothelin-1, Thromboxan A, und Prostaglandin H, wichtige Gegenspieler 273. Die

Stimulation des Endothels mit einem Agonisten, wie z.B. Acetylcholin, bewirkt einen biphasischen Anstieg der
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Tabelle 4-3
[Quelle: H. Drexler Am J Cardiol 1998 (82):3S-4S]

Endothelial sezernierte Faktoren

Vasodilatoren Vasokonstriktoren
Stickstoffmonoxid Angiotensin I
Bradykinin Endothelin

Prostazyklin
Endothelium-derived hyperpolarizing factor
Serotonin, Histamin, Substanz P

Thromboxan A,
Serotonin, Arachidonséaure, Prostaglandin Hy,
Thrombin, Nicotin

wachstumsstimulierende Faktoren

wachstumshemmende Faktoren

Platelet-derived growth factor
Basic fibroblast growth factor
Insulin-like growth factor-1
Endothelin, Angiotensin ||

Stickstoffmonoxid, Prostazyklin
Bradikinin

Heparinsulfat

Transforming growth factor 3

Adhasionsmolekiile

Thrombolytische Faktoren

Endothelial leukocyte adhesion molecule
Intercellular adhesion molecule
Vascular cell adhesion molekule

Tissue-type plasminogen activator
Plasminogen activator inhibitor-1
Thrombomodulin

*Serotonin fungiert als gefalerweiternde (vasodilatatorisch) Substanz in normalen BlutgefaRen, jedoch produziert es eine
paradoxe Gefaliverengung (Vasokonstriktion), wenn das Endothel beeintrachtigt ist.

intrazellularen Kalziumkonzentration. Es wurde nachgewiesen, dalt die Synthese endothelialer Vasodilatatoren
direkt von der Zellhyperpolarisierung abhéngen 2’4, Um das Endothel vor einer mechanischen Schadigung zu
schiitzen und eine adaquate Perfusion nachfolgender Organe zu gewéahrleisten, wird eine Vasodilatation auch
durch eine gesteigerte Blutflussrate und eine damit einhergehende erhdhte Wandschubspannung ausgeldst. Die
sogenannte flussinduzierte Vasodilatation (FMD) wird in Humanstudien zunehmend als Indikator fir die
Funktionsfahigkeit des Endothels eingesetzt, da eine gesteigerte Organperfusion (reaktive Hyperamie) durch
kurzzeitige Minderdurchblutung (transiente Ischamie) nichtinvasiv induziert und mittels hochauflésenden
Ultraschall gemessen werden kann 275. Wegen der minimalen Unterschiede in der GefaBweite dirfen die
Ausgangswerte nicht zu gering sein. Die Erhebung der FMD erfolgt daher fiir gewohnlich an der Arteria brachialis
des rechten Oberarmes. Die transiente Ischamie des Unterarmes wird experimentell durch eine fiir mindestens
4 Minuten auf 40 mmHg oberhalb des systolischen Blutdruckes aufgepumpte Blutdruckmanschette erzeugt. Der
ischamische Stimulus ruft nach Deflation geringe aber detektierbare Veranderungen des GefaRdurchmessers
hervor. Diese GefaRerweiterung beruht primar auf einer vermehrten endothelialen Freisetzung von NO 276,
allerdings wurde auch eine Aktivierung mechanosensitiver nichtselektiver Kationenkanale detektiert 277. Letztere
ermdglichen einen direkten Kalziumeinstrom mit nachfolgender Hyperpolarisierung, wodurch die
kalziumabhangige Synthese von NO aktiviert wird 2. Unabhangig davon wurde erst kirzlich der VEGF-
Rezeptor-2 (engl. vascular endothelial growth factor receptor 2) als endothelialer Mechanotransduktor
identifiziert, welcher ber einen PI-3-K/Akt/Src-Signalweg ligandenunabhangig die eNOS aktiviert 28, Die NO-
Abhangigkeit dieses Prozesses wurde 1995 von Joannides et al. durch Administration eines eNOS-Antagonisten
(L-NMMA) bewiesen 29, Im Unterschied zu den Kontrollsubstanzen (u.a. Aspirin) blockierte L-NMMA die FMD zu
70 %.

Die Validierung der FMD erfolgte gegen Koronarangiographie. Es konnte eine gute Korrelation zwischen der

koronaren Endothelfunktion und der brachialen FMD mit einem positiv pradiktiven Wert von 95 % ermittelt
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werden 1120 Obwohl selten klinisch manifest, korreliet der Grad der arteriosklerotischen
Gefallwandveranderungen in der A. brachialis mit dem der Koronararterien und der Arteria Karotis 26,
Kardiovaskulare Risikofaktoren, einschlieBlich Rauchen, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie, mannliches
Geschlecht, Alter und Bluthochdruck sind mit einer verminderten FMD assoziiert 1254, Mit zunehmendem Alter
erfolgt eine progressive Abnahme der Endothelfunktion 3. Daneben variiert die FMD in Abhangigkeit von
externen Faktoren wie kdrperlicher Aktivitat 28! und Erndhrung 22, Eine einzelne fett- bzw. zuckerreiche Mahlzeit
genugt, um die FMD um 50 % zu verringern 22284 Neben diesen externen Confoundern erfordern ebenso die
interindividuelle Beobachtervariabilitit und die geringe GroRe der zu erwartenden Veranderungen eine
Durchfilhrung der FMD unter standardisierten Bedingungen (z.B. niichtern und in Ruhe) und von vorzugsweise
derselben Person. Bei Vernachldssigung dieser Rahmenbedingungen sind die Ergebnisse wenig verlsslich 28,
Die Confounder sind nicht nur im Studiendesign, sondern auch bei der Berechnung der Fallzahlen in
Abhangigkeit von der individuellen Reproduzierbarkeit zu bericksichtigen. Beachtet man aber diese Faktoren,

dann verfiigt die FMD (iber eine hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit 2%,

4.3.2 Steroidhormone und Endothelfunktion

Bei postmenopausalen Frauen erhdht Ostrogen den basalen Blutfluss, die GefaBweite und vermindert den
GefaRwiderstand. In friiheren Interventionsstudien erfolgte die Erhebung solcher Ostrogeneffekte zumeist auf der
Grundlage intraarterieller Acetylcholininfusion 52272. Die kurzzeitige Infusion von Ostrogen verbesserte die
Reaktion der Koronararterien auf Acetylcholin signifikant 272, In neueren Studien wurde vermehrt auf nichtinvasive
Verfahren, insbesondere die FMD zuriickgegriffen. Fluktuationen der Endothelfunktion konnten in Abhédngigkeit
von der endogenen Ostrogenproduktion nachgewiesen werden 287, mit einem Ansteigen der FMD in der
follikuldren und lutealen Phase (wenn die Ostrogenspiegel hoch sind) und einem Absinken in der menstruellen
Phase (wenn die Ostrogenspiegel niedrig sind). Bei Frauen bis zum 50. Lebensjahr ist die FMD relativ konstant
und nimmt mit Eintritt in die Wechseljahre stark ab 3. Beim mannlichen Geschlecht hingegen ist eine
Beeintrachtigung jener bereits in einem Alter von 40 Jahren messbar. Pramenopausale Frauen weisen im
Vergleich zu postmenopausalen Frauen und Mannern ahnlichen Alters eine héhere FMD auf, wahrend dieser
Unterschied bei postmenopausalen Frauen mit Hormonersatztherapie weniger stark ausgepragt ist 2, Eine
kurzfristige Verabreichung von Ostrogen erhoht konzentrationsabhéngig die FMD bei postmenopausalen Frauen
37289 Dagegen konnten nicht alle Interventionen mit langfristiger Ostrogenadministration bisher Verbesserungen
der FMD demonstrieren 14303829  Unterschiede im Studiendesign, dem Behandlungsregimen, der Art

(transdermal, oral, intravends) und Dauer der Applikation erschweren einen Vergleich der Studienergebnisse.

4.3.3 Isoflavone und Endothelfunktion

Zwar wurde der Einfluss von Phytodstrogenen und Sojaprotein auf die Endothelfunktion postmenopausaler
Frauen in den letzten Jahren intensiv untersucht, jedoch ist es nicht mdglich, aus den vorliegenden Ergebnissen
eindeutige Schlussfolgerungen zu ziehen. In der ersten Studie erfolgte keine Veranderung der FMD nach

achtwdchiger Verabreichung von 80 mg Isoflavonkonzentrat 25, Dieser Negativeffekt wurde im Weiteren sowohl
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mit isolierten Isoflavonen 197217.231.291 gl guch mit Sojaprotein 1% bestatigt. Squadrito et. al. (2003) zeigten vor
kurzem, dass die isolierte Gabe von Genistein die Endothelfunktion postmenopausaler Frauen &hnlich wie
Ostrogen verbessert. Diese Veranderungen wurden teilweise auf eine Erhdhung des NOx/Endothelin-1
Verhaltnisses zurlickgefiinrt %, Weitere Studien folgten, die eine Verbesserung der FMD mit Sojaprotein

nachwiesen 200292,

4.3.4 Homocystein - Risikofaktor einer Endotheldysfunktion

Homocystein gilt als wichtiger, unabhangiger Risikofaktor einer endothelialen Dysfunktion 8. Der Nachweis dafiir
wurde zunachst im Primatenmodell erbracht. In dieser Studie war eine experimentell induzierte, moderate
Hyperhomocysteindmie mit einer beeintrachtigten in-vivo Endothelfunktion assoziiert 2%, Nach und nach konnte
ein Zusammenhang zwischen Homocystein und endothelialer Dysfunktion auch in anderen Tierspezies 2%42% und
sogar im Menschen nachgewiesen werden 296297 Die genauen Mechanismen einer durch Hyperhomocysteinamie
hervorgerufenen endothelialen Dysfunktion sind noch nicht vollstdndig aufgeklart, scheinen jedoch multifaktoriell
zu sein. Weder die Expression der eNOS noch die nitroglyzerininduzierte endothelunabhéngige Vasodilatation
sind wahrend einer Homocysteindmie beeintrachtigt. Diese Erkenntnis weist auf eine relativ normale NO-
Sensitivitat der I6slichen Guanylatzyklase in den glatten Muskelzellen hin 2%, Trotz normaler eNOS-Expression
konnte eine beeintrachtigte NO-Bioverfiigbarkeit bei Hyperhomocysteindmie beobachtet werden 2. Uber die
Initiation reaktiver Sauerstoffspezies 300 vermag Homocystein das Endothel nicht nur direkt zu schadigen,
sondern auch eine oxidative Inaktivierung von NO 31, aber auch der eNOS 2% hervorzurufen. Weiterhin wird ein
Zusammenhang mit dem Inhibitor der eNOS - asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) vermutet, da zwischen
beiden eine enge metabolische Beziehung besteht. Als kompetitiver Inhibitor bewirkt ADMA eine Entkopplung der
eNOS und behindert dadurch die NO-Synthese 302. ADMA entsteht im normalen Proteinturnover bei der
Hydrolyse von methylierten Proteinen. Die Methylierung von L-Argininresten innerhalb von Proteinen erfolgt im
Rahmen der posttranslationalen Modifikation unter Wirkung von Proteinargininmethyltransferasen-1 (PRMT-1),
die als Methylgruppendonor das Intermediat des Homocysteinmetabolismus S-Adenosylmethionin (SAM) nutzen
und dabei den Vorlaufer von Homocystein S-Adenosylhomocystein (SAH) bilden 303, Der metabolische
Zusammenhang wurde sowohl in-vitro 18304 als auch in Humanstudien '® verdeutlicht, wo die diatetische Gabe
von Methionin zu einem raschen Anstieg von Homocystein selbst und ADMA fiihrte. Eine aktuelle Studie mit
Cystathionin-p-synthasedefizienten Mausen wies jedoch nach, dass oral zugefiihrtes Methionin nicht nur einen
Anstieg von Homocystein sondern auch eine Akkumulation von SAH, einem potenten Inhibitor von SAM-
abhangigenTransmethylierungsreaktionen, bewirkt 2%. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die Regulation der
ADMA-Konzentration durch Homocystein mdglicherweise (ber eine Beeinflussung des ADMA-Katabolismus
gesteuert wird. Hinsichtlich Homocysteins oxidativer Eigenschaften und des Vorhandenseins von SH-Gruppen im
katalytischen Zentrum des ADMA katabolisierenden Enzyms Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase 2 (DDAH-
2), wird eine oxidative Inaktivierung nicht ausgeschlossen 305306,

Ungeachtet der Interaktionen von Homocystein mit dem NO-Signalweg konnte jingst ein Anstieg

inflammatorischer Substanzen wie ICAM-1, MCP-1, Malondialdehyd sowie eine erh6hte Aktivitat des
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redoxsensitiven Transkriptionsfaktors NF-xB nach experimentell induzierter Hyperhomocysteindmie beobachtet
werden 37, Erhéhte Konzentrationen inflammatorischer Molekiile stehen mit einer Endotheldysfunktion in engem

Zusammenhang 308-310,

43.4.1 Homocystein-Ostrogeninteraktion und Endothelfunktion

Die Rolle von Ostrogen in der Pravention einer homocysteinvermittelten Endotheldysfunktion ist bisher nur in
wenigen Studien untersucht worden. Smolders et al. (2004) testeten die Reaktion isolierter, vorkontrahierter
Arteriolenringe von Ratten nach Inkubation mit Ostrogen, einem Gemisch aus Ostrogen und Homocystein sowie
Ostrogen in Kombination mit dem eNOS-Inhibitor L-NA 311, Pathophysiologische Homocysteinkonzentrationen
erhdhten die spontane Vasokonstriktion der Arteriolenringe um 6-10 % und inhibierten die durch Ostrogen
hervorgerufene endothelabhéngige rapide (nichtgenomische) Vasodilatation. Ebenso wurde eine verminderte
endothelabhangige Vasodilatation an koronaren Gefallabschnitten von Schweinen nach Vorinkubation mit
Homocystein im Vergleich zu Inkubationen mit Ostrogen und mit einer Kombination aus Ostrogen und
Homocystein beschrieben 312, Die Beeintrachtigung der Endothelfunktion ging mit einer deutlich gesteigerten
Superoxidanionenproduktion und einer verminderten eNOS-Expression einher. Obwohl noch nicht durch
Interventionsstudien in-vivo bestétigt, deuten diese Ergebnisse auf eine potentielle Schutzwirkung von Ostrogen

vor homocysteininduzierter Endotheldysfunktion hin.

4.3.5 ADMA -ein neuer kardiovaskularer Risikofaktor

Neben Homocystein wurde kirzlich auch ADMA als Risikofaktor fiir eine ED identifiziert. ADMA-Konzentrationen
sind erhéht in jungen, Kklinisch asymptomatischen Personen mit Hypercholesterindmie 33, Zudem
korrespondieren ADMA-Spiegel mit dem Schweregrad einer makrovaskularen Erkrankung in Individuen mit
peripherer arterieller GefalRerkrankung und generalisierter Arteriosklerose 5. Der ADMA-Anstieg in diesen
Personen war mit einer verminderten NO-Produktion assoziiert, welche durch eine reduzierte renale
Nitratexkretion, dem NO-Abbauprodukt, und eine beeintrachtigte endothelabhangige Vasodilatation
nachgewiesen wurde. Darliberhinaus gilt ADMA als (iberaus starker Pradiktor von kardiovaskularen Ereignissen
und der Gesamtmortalitdt in Hamodialysepatienten 3'4. In Personen ohne klinische Symptomatik korreliert die
ADMA-Konzentration mit der karotidalen Intima-Media-Dicke 3. In einer weiteren Studie konnten ADMA und C-
reaktives Protein (CRP) als unabhéngige Pradiktoren der Progression intimaler L&sionen in Patienten mit renaler

Dysfunktion, aber initial normaler Intima-Media-Dicke der A. Karotis identifiziert werden 36,
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4.4  Ziele der vorliegenden Arbeit

Aktuelle Studien weisen auf eine effektive Senkung traditioneller (Blutdruck, Blutlipide etc.) und neuer
kardiovaskularer Risikomarker (Homocystein und ADMA) durch eine Ostrogenbehandlung in postmenopausalen
Frauen hin. Insbesondere Homocystein und ADMA stehen im Verdacht, eine endotheliale Dysfunktion mit
eingeschrankter Bioverflgbarkeit des endothelialen Vasodilators NO hervorzurufen. Hormonersatztherapien
konnten in der Vergangenheit erfolgreich die mittels NO-abhangiger flussinduzierter Vasodilatation gemessene
Gefalfunktion verbessern. Hinsichtlich eines deutlichen Anstiegs des Risikos von Thrombosen und malignen
Erkrankungen im Zuge einer HRT-Anwendung steht heutzutage die Erforschung pflanzlicher Alternativen im

Vordergrund.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden,
+  ob diatetisch verabreichte Phytodstrogene, speziell Sojaisoflavone, ebenso wie Ostrogen einen positiven
Einfluss auf die kardiovaskuldaren Risikofaktoren Blutdruck, Homocystein und ADMA bei

postmenopausalen Frauen ausiiben und

+ inwieweit sich Veranderungen von Homocystein und ADMA auf die mittels FMD erhobene

Endothelfunktion und die NO-Bioverfligbarkeit in dieser Zielgruppe auswirken und

+ wie und mit welchen Unterschieden Equolproduzenten und Nichtequolproduzenten auf die erhobenen

Endpunkte reagieren.

Diese Fragestellung wurde als ein Teilaspekt im Rahmen einer internationalen multizentrischen
Interventionsstudie (Isoheart) bearbeitet. In dieser randomisierten, doppelblinden Studie wurden 117
europaischen  Studienteilnehmerinnen in einer ersten achtwdchigen Interventionsphase téglich 50 mg
Sojaisoflavone in Form von angereicherten Lebensmitteln oder ein identisches Plazebo verabreicht. In einer
zweiten Interventionsphase erfolgte der Wechsel zum jeweils anderen Regime. Beide Interventionsphasen waren

durch eine achtwéchige Wash-out-Phase voneinander getrennt.



Studiendesign und Untersuchungsmethoden 32

5 Studiendesign und Untersuchungsmethoden

Die vorliegende Interventionsstudie ist zentraler Bestandteil eines von der Europadischen Kommission geforderten
Forschungsprojektes ,Isoheart’ (isoflavones for reducing risk of coronary heart disease). Das Ziel dieser
Interventionsstudie war es, die physiologischen Wirkungen von Sojaisoflavonen auf das Herz-Kreislauf-System
postmenopausaler Frauen zu untersuchen. Die Interventionsstudie wurde in vier europaischen Zentren
durchgefiihrt:

+ The Royal Veterinary & Agricultural University, Department of Human Nutrition, Frederiksberg, Danemark

+  The University of Reading, Department of Food Science and Technology, Reading, GroRbritannien

+ |stituto Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione, Rom, Italien

+ Deutsches Institut fiir Ernahrungsforschung, Potsdam-Rehbriicke, Nuthetal, Deutschland
Weitere Vertragspartner waren das Agrotechnical Research Institute ATO BV, Wageningen aus den
Niederlanden, verantwortlich fiir Bioverfiigbarkeitsstudien und die Produktion der Studienlebensmittel, sowie
Unilever Research, Bedford (UK), welches die Analyse der Isoflavongehalte (bernahm. Zahlreiche
kardiovaskulére Biomarker im Urin und Blut der européischen Studienteilnehmerinnen wurden unter Anwendung
neuester molekularbiologischer Methoden und proteombasierter Techniken in den verschiedenen europaischen
Zentren analysiert. Zudem erfolgte die Erfassung funktioneller Parameter des GeféRsystems, jedoch
eingeschrankt in der deutschen und dénischen Subpopulation. In der vorliegenden Arbeit werden nur
ausgewahlte Parameter beschrieben und diskutiert, deren Analyse mit Ausnahme der Nitrit/Nitrat-Konzentration
(NOx) und der Endothelfunktion von Kooperationspartnern des deutschen Zentrums erfolgten. Alle dargestellten

Ergebnisse beziehen sich exklusive der Endothelfunktion auf die deutsche, dénische und britische Kohorte.

5.1 Studiendesign

Das Studienkonzept sah eine Gliederung in 5 Abschnitte vor [Abb. 5.1]:

Der erste Studienabschnitt umfasste zwei Phasen - die Rekrutierung und das Screening. Wahrend die
Rekrutierungsphase der Anwerbung potentieller Studienteilnehmer diente, erfolgte in einem Stufenverfahren in
der zweiten Phase - dem Screening - die Auswahl geeigneter Probanden nach einem Kriterienkatalog.

Die eigentliche Studienphase begann mit der Run-in-Phase. Diese verfolgte das Ziel, die
Phytodstrogenaufnahme zu minimieren, um eine gemeinsame Ausgangsbasis fiir alle Studienteilnehmer zu
schaffen. Die in dieser Periode erhobenen Messwerte dienten als Bezugsgrofie (Baseline) fiir alle Ergebnisse
aus den nachfolgenden Studienphasen.

Die Interventionsphase setzte sich aus zwei jeweils achtwdchigen Abschnitten (Arm-1 und Arm-2) zusammen, die
durch eine achtwdchige interventionsfreie Phase (Wash-out-Phase) voneinander getrennt waren. Beide
Interventionsphasen sahen eine Ernahrungsintervention anhand zweier parallel gefiihrter Studiengruppen mit
einer Isoflavonphase und einer Plazebophase vor. Die Zuteilung der Probanden zu einer der beiden Gruppen fiir
die erste Intervention (Arm-1) erfolgte am Ende der Run-in-Phase randomisiert. Wahrend der interventionsfreien

Phase erfolgte ein Wechsel der Gruppen zum jeweils anderen Regime (Cross-over-Design) fiir die zweite
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Intervention (Arm-2). Dieses Vorgehen ermdglichte eine Kontrolle innerhalb jeder Gruppe. Mit der Wash-out-
Phase sollte die vollstdndige Clearance aller physiologischen durch die Erndhrungsintervention potentiell

beeinflussten Parameter sichergestellt werden.

Randomisierung

Isoflavone Plazebo
Gruppe 1 Phytosstrog - Cross-over
freie Kost
Gruppe 2
Plazebo Isoflavone
Rekrutierung & Screening | Run-in Intervention Wash-out Intervention

PP P—— >

4 Monate 2 Wochen 8 Wochen Woihen 8 Wochen

Abbildung 5-1  Studiendesign

5.1.1 Probandenrekrutierung und Anforderungsprofil

Gemal Powerabschatzung und nach Einkalkulation von Dropouts wurde ein Stichprobenumfang von 35
Personen pro Zentrum angestrebt, um signifikante Veranderungen der Endothelfunktion nach Verabreichung der
Isoflavone zu erzielen. Als Probanden kamen nur gesunde Personen mit einem leicht erhdhten Risiko fiir Herz-

Kreislauferkrankungen in Betracht. Die Probandenrekrutierung erfolgte durch unterschiedliche Vorgehensweisen:

+ Pressemitteilungen wurden in regionalen Zeitungen Uber die Pressestelle des Institutes veranlasst.

+ Ehemalige Probanden der Abteilung wurden brieflich Gber die neue Studie in Kenntnis gesetzt.
Umfangreiches Informationsmaterial wurde zur Verfiigung gestellt.

+ Zusatzlich wurden Informationsblatter in Frauenarztpraxen, gemeinniitzigen Organisationen (Verein zweite

Lebenshalfte) und éffentlichen Einrichtungen (Bibliothek, Urania, Charité) verteilt.

Die Rekrutierung und das Screening der deutschen Teilnehmer erstreckte sich von Januar bis einschlieilich April
2003. Die Probandenauswahl erfolgte in einem zweistufigen Verfahren nach speziellen Ein- und
Ausschlusskriterien [Tab. 5-1]. Mit Ausnahme der klinischen Parameter wurden alle Kriterien anhand eines
standardisierten Fragebogens erfasst. Von insgesamt 385 Interessenten erwiesen sich 85 als potentiell geeignet.
Im Rahmen einer morgendlichen Untersuchung im Studienzentrum wurde die endglitige Eignung der
vorausgewahlten Kandidaten festgestellt. Aus arztlicher Sicht war diese gegeben, wenn das Ergebnis der

medizinischen Anamnese, die Parameter der Nichtern-Blutprobe und der Spontan-Urinprobe, sowie die
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Ergebnisse ~ der  standardisierten  anthropometrischen ~ Messungen  und  der  ambulanten
Gelegenheitsblutdruckmessungen die Einschlusskriterien erflllten. Von 55 so als geeignet ermittelten Frauen

wurden 38 deutsche Studienteilnehmerinnen nach dem Zufallsprinzip ausgewahit.

5.1.1.1 Informationsveranstaltung

Vor Beginn der Run-in-Phase wurden die Probanden im Rahmen einer Informationsveranstaltung ausfiihrlich
Uber Zielsetzung und Ablauf der Interventionsstudie informiert. Danach erfolgte eine Einflhrung in die
verschiedenen Untersuchungsmethoden und deren Voraussetzungen sowie eine ausfiihrliche Einweisung in die
Handhabung des Ernahrungsprotokolls. Alle mindlich Gbermittelten Hinweise wurden ebenfalls in schriftlicher
Form an die Studienteilnehmerinnen abgegeben. Diese Materialien enthielten neben Protokoll- und
Durchfilhrungsblatter fir die einzelnen Untersuchungen ein individuell auf jede Probandin zugeschnittenes
Studientagebuch. Dieses Buch beinhaltete einen detaillierten Zeitplan sowie eine Liste mit gangigen
Sojaprodukten und anderen isoflavonhaltigen Lebensmitteln, die wéhrend der Studie gemieden werden sollten.
Die Probanden wurden gebeten, ihren Riegelverzehr sowie eventuell auftretende Unvertraglichkeiten,
Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen innerhalb des Studienzeitraumes auf speziell vorbereiteten
Formularen zu dokumentieren. Durch das Unterschreiben der Einverstandniserklarung wurde die Einwilligung zur

Studienteilnahme abgegeben.

Tabelle 5-1 Kriterienkatalog des zweistufigen Auswahlverfahrens

Einschlusskriterien:
+ Alter 45 - 70 Jahre
+ BMI 20 - 32 kg/m?
* > 12 Monate seit letzter Menstruation

Ausschlusskriterien des biochemischen Screening:
+ wenn Postmenopause < 3 Jahre, Analyse von LH und FSH (<14 bzw. <41-124 IU/L)
Gesamtcholesterin > 8mmol/L
Triglyzeride > 3 mmol/L
Niichtern-Glukose > 6,5 mmol/L
Hamoglobin < 120 g/L
pathologische Leber- oder Nierenwerte

* * * * *

weitere Ausschlusskriterien:
* Hormonersatztherapie 6 Monate vor Studienbeginn
+ Stoffwechselerkrankungen (Diabetes mellitus, Hyperlipidamien) chronisch entziindliche Erkrankungen
(Psoriasis, Arthritis, Morbus-Crohn etc.), Herz-Kreislauferkrankungen, Schlaganfall
+ unbehandelter Bluthochdruck > 160/90 mmHg
+ Einnahme von Antihypertensiva, Blutfettsenkern, Gerinnungshemmern (z.B. Aspirin),
entziindungshemmenden Medikamenten (z.B. Ibuprofen)
Antibiotikaeinnahme oder Impfung 3 Monate vor Studienbeginn
Blut- oder Plasmaspende 4 Monate vor Studienbeginn
Rauchen und Ex-Raucher < 12 Monate
Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln, Vitamin- und Mineralstoffpraparaten
Verzehr von Sojaprodukten (> 4 Portionen/Woche) oder Einnahme von phytodstrogenhaltigen
Praparaten
+ alternative Ernahrungsformen, z.B. Vegetarismus oder Reduktionsditen
+ intensive sportliche Betatigung > 2 Stunden pro Woche
+ bekannte Allergie gegen para-Aminobenzoesaure (PABA)

* * * * *
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5.1.2 Studienablauf

5121 Run-in

Die Einteilung der Studienteilnehmer erfolgte in 8 Gruppen (A-H) mit je 4 Personen bzw. (1) mit 6 Personen. Die
Intervention wurde durch die Run-in-Phase eingeleitet. Gruppe A startete als Erste, wahrend jede weitere Gruppe
jeweils um einen Tag versetzt die Studie begann. Von diesem Zeitpunkt an sollte das Studientagebuch téglich
gefuhrt werden. Die Studienteilnehmer wurden gebeten, ihre habituelle Erndhrung Uber den gesamten
Studienzeitraum beizubehalten. Sojaprodukte und Supplemente jeder Art waren vom Verzehr ausgeschlossen.
Zu Beginn der Run-in-Phase erfolgte fiir den ersten Interventionszeitraum basierend auf einer Stratifizierung nach
Alter, BMI und Triglyzeriden eine randomisierte Zuordnung aller Probanden entweder zu Isoflavonen oder zu
Plazebo. Am letzten Tag der Run-in-Phase erfolgte die Erhebung der Baseline-Werte.
Die Messungen umfassten:

+ drei aufeinander folgende Gelegenheitsblutdruckmessungen,

+  Anthropometrie (Gewicht, Taille- und Hiiftumfang),

+  Blutabnahmen, niichtern,

*  24-Stunden-Urinsammlung,

+  Bestimmung der Endothelfunktion nichtinvasiv,

+  3-Tages-Schatzprotokoll,
und wurden zum Ende jeder Interventionsphase (Woche 8) und der Wash-out-Phase wiederholt.
Die Lebensmittel fiir die erste Intervention wurden nach der ersten Untersuchung im Studienzentrum an die
Probanden verteilt. Die Codierung der Studienlebensmittel durch den Hersteller erfolgte zur Verblindung mit A
und B. Sowohl die Untersucher als auch die Studienteilnehmer erhielten erst nach Auswertung der Ergebnisse

die Information, welches Lebensmittel die Isoflavone enthielt.

5.1.2.2  Erste Intervention

Im Anschluss an die Run-in-Phase begann die erste achtwdchige Interventionsperiode. Wahrend dieser Zeit
nahmen die Studienteilnehmer taglich zwei Portionen der Studienlebensmittel zu sich und dokumentierten den
Verzehr im Studientagebuch. In der vierten Woche von Arm-1 erfolgten eingeschrankt niichtern-Blutabnahmen
und Blutdruckmessungen. Alle Parameter der Run-in-Phase wurden dann erst wieder am Ende der ersten
Intervention in der Woche 8 ermittelt. Die Kontrolle von Korpergewicht, Taillen-Hiifte-Umfang und

Medikamenteneinnahmen erfolgte zu jedem Untersuchungstermin.

5.1.2.3 Wash-out

Nach Beendigung von Arm-1 folgte die achtwdchige Wash-out-Phase, die der physiologischen Clearance diente.
Zur Beurteilung eines Ubernahmeeffektes wurden alle Parameter zum Ende der Wash-out-Phase wiederholt
erhoben. Die Richtlinien und Rahmenbedingungen der Studie mussten daher auch in dieser Periode eingehalten
werden. Mit der Aushandigung der Lebensmittel fiir die zweite Interventionsperiode erfolgte der Wechsel der

Studienteilnehmer von Isoflavonphase zur Placebophase und vice versa (cross-over).
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5.1.2.4  Zweite Intervention und Studienabschluss

Von der Wash-out-Phase erfolgte ein nahtloser Ubergang zum Arm-2. Alle Untersuchungen wurden zu
denselben Zeitpunkten (Woche 4 und Woche 8) und im gleichen Umfang wie bereits in der ersten Intervention
durchgefiihrt. Nach Abschluss der Studie bekamen die Probanden ihre individuellen Zwischenergebnisse in Form
personlicher Auswertungen ausgehandigt. Die Abschlussveranstaltung beschrankte sich im Wesentlichen auf die
Besprechung der GefaRfunktionsmessung und relevanter Blutparameter, deren Ergebnisse jeder

Studienteilnehmer in einem verschlossenen Kuvert (iberreicht bekam.

5.2 Studienlebensmittel und Compliance

Als Matrix fir den Isoflavonextrakt (Solgen 40, Solbar Ltd., Israel; kommerziell erhaltlich) dienten Miisliriegel auf
Basis von Trockenfrichten (Health & Diet, Ltd, Manchester, United Kingdom). Diese wurden in vier
verschiedenen Geschmacksrichtungen (Haselnuss, Himbeere, Apfel-Kardamon, Aprikose-Mandel) angeboten.
Jeder Musliriegel (40 g) enthielt durchschnittlich 652 kJ Energie, 2,6 g Protein, 17,3 g Kohlenhydrate, 8,5 g Fett,
1,8 g Ballaststoffe und 0,012 g Natrium. Die angereicherten Misliriegel hatten einen durchschnittlichen
Isoflavongehalt (MW+SEM) von 29 + 2 mg mit einem Genistein-Daidzein-Verhaltnis von 2:1. Als Plazebo diente
ein identisches Lebensmittel ohne Isoflavone. Beziiglich der Verpackung aber auch der Konsistenz und der
Sensorik war kein Unterschied zwischen den Lebensmitteln mit und ohne Isoflavone ausmachbar, so dass eine
vollstandige Verblindung sichergestellt war. Durch den taglichen Verzehr von 2 Portionen erfolgte eine
Gesamtisoflavonzufuhr von 50 mg/Tag in der Isoflavonphase. Diese Konzentration entsprach im Mittel der mit der
habituellen Erndhrung zugefiihrten Isoflavonmenge in Japan und im pazifischen Raum 837 Zur mdglichst
vollstandigen Resorption der Isoflavone wurde ein Miisliriegel am Morgen und einer am Nachmittag verzehrt.
Wegen des hohen Energiegehaltes sollten die Misliriegel unter Auslassung anderer Lebensmittel in die normale
Erndhrung integriert werden. Die Kontrolle der Riegeleinnahme (Compliance) erfolgte durch Messung der
Isoflavonkonzentration sowohl im Plasma als auch Urin der Probanden und durch Eintrag im Studientagebuch.
Entsprechend fiihrten die Studienteilnehmer jeweils zum Ende der Run-in-Phase, der Wash-out-Phase sowie

beider Interventionenphasen eine 24-Stunden-Urinsammlung durch.

Auf der Grundlage zahlreicher Interventionsstudien, die 1995 in einer Metaanalyse von Anderson 1%
zusammengefasst wurden, verabschiedete die U.S. Food and Drug Administration 1999 ein ,Health Claim’,
welches Sojaprotein ein kardioprotektives Potential bescheinigt 3'8. Spater empfahl die American Heart
Association (AHA) eine tagliche Aufnahme von 25 bis 50 g Sojaprotein zur Senkung des LDL-Cholesterinspiegels
1%, Die effektiv wirksame Isoflavondosis wurde jedoch bisher nicht ermittelt. Es gibt bislang nur empirische
Schétzungen, die sich an Beobachtungen einer friihen Studie orientieren. Nach dieser Interventionsstudie rief
eine tagliche Zufuhr von 40 mg Isoflavonen signifikante Verdnderungen im Menstruationszyklus
pramenopausaler Frauen hervor 7. Die empirisch ermittelte Konzentration von = 50 mg ist weitgehend

akzeptiert und dient als Grundlage fiir heutige Interventionsstudien.
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Die Musliriegel wurden vor Studienbeginn und wahrend der Intervention auf den Isoflavongehalt und deren
prozentuale Zusammensetzung geprift. Die Analyse erfolgte in den Laboren von Unilever Research (Bedford,
UK) unter Anwendung eines auf monoklonalen Antikérpern basierenden DELFIA assay (Dissociation Enhanced
Lanthanide Fluorescent ImmunoAssay) mittels des AutoDelfia 1235 automatic immunoassay system (Perkin
Elmer, Boston, USA). Die mittlere Isoflavonkonzentration von 29 + 2 mg blieb wahrend des gesamten
Studienzeitraumes stabil. Das Isoflavonverhéltnis des Extraktes entsprach weitestgehend dem der Sojabohne 319
mit Genistein 28,9 %, Daidzein 10,5 % und Glycitein 2,0 % (ausgedriickt als Aglykon und zugehdrige Glykoside)

[Tab. 5-2]. Neunundneunzig Prozent der Isoflavone lagen in glykosidischer Form vor.

Tabelle 5-2 Zusammensetzung des Isoflavonextraktes
Isoflavon Isomere Glykoside+Aglykone [%)] Aglykonanteil [%)] Anteil des Konjugates [%]
Daidzin 9,80 5,99
Genistin 27,74 17,34 95,03
Glycitin 1,83 1,17
Malonyl-Daidzin 0,12 0,07
Malonyl-Genistin 0,76 0,47 2,26
Malonyl-Glycitin 0,05 0,03
Acetyl-Daidzin 0,02 0,01
Acetyl-Genistin 0,12 0,07 0,59
Acetyl-Glycitin 0,10 0,07
Daidzein 0,52 0,52
Genistein 0,28 0,28 2,12
Glycitein 0,07 0,07
Summe 4143 26,10
Verhaltnis [%)]
Gesamt Daidzin & Daidzein [%] 10,47
Gesamt Genistin & Genistein [%)] 28,90
Gesamt Glycitin & Glycitein [%] 2,06

5.3 Untersuchungsmethoden

5.3.1 Anthropometrie

Die anthropometrischen Messungen umfassten neben der Dokumentation der Kérperhdhe (Anthropometer, Siber
und Hegner, Zirich) die Bestimmung von Kdrpermasse (Séhnle-Waage, Murrhardt) sowie von Taille- und
Huftumfang. Auf Grundlage dieser Messdaten erfolgte die Kalkulation des Body Mass Index (BMI) und der Waist-
to-Hip-Ratio (WHR) nach folgenden Formeln:

_  Korpermasse [kg] - Taillenumfang [cm]
BMI (KGrperhéhe m)2 WHR Huftumfang [cm]
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5.3.2 Gelegenheitsblutdruckmessungen

Die Bestimmung des Gelegenheitsblutdrucks basierte auf dem oszillometrischen Messprinzip. Dazu wurde ein
vollautomatisches Oberarmblutdruckmessgerét (Boso medicus memory, BOSCH + SOHN, Jungeningen) mit
digitaler Anzeige eingesetzt. Die infolge der Pulswellenwanderung hervorgerufenen Druckschwankungen
(Oszillationen) innerhalb der Manschette werden durch Veranderungen der Luftstrdmung im Druckventil
registriert und vom Mikroprozessor ausgewertet. Der grofle Vorteil dieser Technik liegt darin, dass im Gegensatz
zur Messmethode nach Korotkov oder Riva-Rocci kein Mikrophon erforderlich ist.

Der arterielle Blutdruck wird gewohnlich an einem oberflachlich gelegenen Gefall des Armes, der Arteria
brachialis, gemessen. Um eine optimale Signaliibertragung zu gewahrleisten, muss darauf geachtet werden,
dass die Manschette am Oberarm mdglichst zentral an der Arteria brachialis im Abstand von etwa 2,5 cm zur
Ellenbeuge angebracht wird. Durch Aufpumpen der Manschette auf suprasystolische Werte wird das Gefal
zunachst okkludiert. Sinkt der Manschettendruck in den Bereich des systolischen Blutdruckes, erzeugt die gegen
die Manschette anprallende Pulsdruckwelle Druckschwankungen zundchst mit zunehmender Amplitude. Nach
dem Erreichen des Maximums im Bereich des mittleren arteriellen Druckes (MAP) erfolgt mit weiterem Abfall des
Manschettendruckes eine sukzessive Abnahme der Amplitude. Erst wenn der diastolische Blutdruck deutlich

unterschritten wird, verschwinden die Oszillationen.

Die Gelegenheitsblutdruckmessung wurde unter standardisierten Rahmenbedingungen durchgefiihrt. Die
Studienteilnehmer waren angehalten, unmittelbar vor der Blutdruckmessung eine schwere korperliche
Beanspruchung sowie eine starke psychische Erregung zu vermeiden. Die Messungen erfolgten im Sitzen nach
einer 10-minitigen Ruhepause. Die Beine durften nicht (iberkreuzt werden und der linke Arm wurde in leicht
angewinkelter Position auf einem Tisch positioniert. Der Arm musste frei sein und durfte nicht durch zu eng
anliegende Oberbekleidung abgeschnlrt werden. Die Manschette wurde so angelegt, dass der untere
Manschettenrand etwa 2 c¢cm oberhalb der Ellenbeuge abschloss und der aufpumpbare Gummiteil an der
Innenseite des Oberarms im Bereich der A. brachialis lokalisiert war. Zwei Messwiederholungen erfolgten im
zweimindtigen Abstand. Die systolischen und diastolischen Werte jeder Erhebung wurden gemittelt und zur

Berechnung des mittleren arteriellen Blutdrucks herangezogen.

MAP =  Systolischer Blutdruck - Diastolischer Blutdruck

3 + Diastolischer Blutdruck [mmHg]

5.3.3 Blutuntersuchungen

Morgendliche Blutabnahmen erfolgten im nlchternen Zustand beim Screening und an jedem der sechs
Untersuchungstermine im Studienzentrum (Run-in, Wash-out, Woche 4 und Woche 8 vom Arm-1 und Arm-2). Die
Blutentnahme wurde im Sitzen mit Hilfe eines geschlossenen Blutabnahmesystems vom é&rztlichen Personal
durchgefiihrt. Fir das biochemische Screening wurden 9 ml Serum durch eine S-Monovette ® mit

Gerinnungsaktivator und 2,7 ml Plasma durch eine S-Monovette ® mit K-EDTA als Antikoagulans (Sarstedt
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AG&Co.KG, Nirmbrecht, Deutschland) zur Analyse von Gonadotropinen (luteinisierendes Hormon (LH),
follikelstimulierendes Hormon (FSH)), metabolischer Parameter (Glukose, GC, TG, HDL), Leber- und
Nierenfunktionswerte (Aspartat-Aminotransferase, Alanin-Aminotransferase, Gamma-Glutamyl-Transferase,
Kreatinin) sowie zur Blutbildbestimmung entnommen. Die Sammlung der Blutproben wahrend der Studie erfolgte
mittels BD Vacutainer™ Blutentnahmesystemen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) [Tab. 5-3]. Von
jedem Probanden wurde am Untersuchungstermin jeweils eine mittlere Blutmenge von 35 ml gewonnen. Alle
Plasmablutproben wurden unmittelbar nach Entnahme fir 10 min bei 4°C und 1.600 x g zentrifugiert,
aufgearbeitet und bis zur Analyse eingefroren. Zur vollstandigen Gerinnung wurde Serumblut erst 45 min nach

der Blutentnahme flir 15 min bei 4°C und 3.000 x g zentrifugiert, aufgearbeitet und ebenfalls tiefgefroren.

Tabelle 5-3 Ubersicht der biochemischen Parameter

Parameter Matrix Antikoagulanz Aliquot Lagerung
Nitrit/Nitrat Plasma Na-Heparin 0,5ml -80°C
ADMA Plasma K-EDTA 2ml -80°C
Homocystein Plasma K-EDTA 2ml -80°C
Vitamin B-12 Plasma K-EDTA 0,5mi -80°C
Folat

Isoflavone Serum Gerinnungsaktivator 4 m| -20°C

Die Bestimmung des Blutbildes erfolgte mit Hilfe des Hamatologie-Analyzer COBAS MINOS STE (Hofman-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Schweiz). Die klinisch-chemischen Parameter der Screeninguntersuchung wurden
am Selektiv-Analyzer COBAS MIRA S (Hofman-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Schweiz) auf Basis
enzymatischer Farbtests mit kommerziell erhéltlichen Kits (Axon Lab AG, Schweiz) ermittelt. Die Analyse der
Gonadotropine flinrte die Abteilung Endokrinologie, Diabetes und Emahrungsmedizin der Charité -
Universitatsmedizin, Campus Benjamin-Franklin ~ (Berlin, Deutschland) unter Verwendung des
Chemilumineszens-Immunoassay-Systems IMMULITE 2000 (DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland)
durch.

Die Konzentrationsbestimmung der Stickstoffmetaboliten NOx — als Summe von Plasmanitrat und -nitrit - erfolgte
in Anlehnung an eine modifizierte Variante des Farbtestes nach Griess unter Einsatz eines reduzierten
Nicotinamiddinucleotidphosphat (NADPH)-abhéngigen Nitratreduktaseassays in den Laboren des Istituto
Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione (INRAN, Rom, ltalien). Das beim Abbau von
Stickstoffmonoxid durch Reaktion mit Oxyhamoglobin im Blut entstehende Nitrat und Nitrit wird bei dieser
Methode als Stickstoffmonoxidreprasentant eingesetzt und quantifiziert. Das vorhandene Nitrat wird hierbei durch
Vorinkubation der Blutproben mit Nitrat-Reduktase (Aspergillus niger) und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
zu Nitrit reduziert. Diese Reduktion verhindert eine Interferenz mit NADP* in der nachfolgenden Griessreaktion.

Im Gegensatz zu den weitaus sensitiveren Fluoreszenztechniken besitzt diese Methode den Vorteil, dass sie
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nicht durch Interferenzen mit Plasmaproteinen gestdrt werden kann. Die Genauigkeit dieser Methode liegt
zwischen 98-102 % 320, Der inter-assay Variationskoeffizient (CV) betragt < 7 %.

Die Plasma Homocystein - und die Vitaminanalysen (Vitamin B-12, Folat) wurden in der Abteilung fir Klinische
Chemie der Universitdt Magdeburg unter Anwendung eines Fluoreszenz-lmmuno-Assays (Axsym analyzer,
Abbott Laboratories, Wiesbaden, Deutschland) durchgefiihrt. Das EDTA-Blut fiir die Homocysteinbestimmung
wurde bis zur Separierung max. 15 min bei 4°C gelagert, um eine nachtragliche Erhéhung des
Homocysteinspiegels durch erythrozytale Produktion zu verhindern. Hyperhomocysteinamie wurde als tHcy > 15
pmol/L definiert 32!, Die inter-assay CVs fir alle Methoden liegen unter 5 %.

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) wurde unter Anwendung der ELISA-Technik im Zentrallabor des
Saarléndischen Universitatskrankenhauses (Abteilung fir Klinische Chemie, Homburg, Deutschland) mittels
eines kommerziell erhaltlichen ADMA-ELISA-Kits (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Deutschland) bestimmt.
Dieser kompetitive Enzym-Immuno-Assay wurde entsprechend den Vorgaben des Herstellers durchgefilhrt. Vor
der Analyse erfolgte die Derivatisierung unter Bildung von N-Acyl-ADMA. Die Emission wurde bei einer
Wellenlange von 450 nm gemessen. Die Genauigkeit dieser Methode basiert auf der Wiederfindungsrate von
ADMA. Letztere betragt 89-105 %. Der intra-assay CV liegt bei 6 % und der inter-assay CV bei 9,5 %.

Die Bestimmung von Genistein, Daidzein und Equol im Blut und im Urin erfolgte auf der Grundlage eines neuen,
validierten auf monoklonalen Antikérpern basierenden DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescent
ImmunoAssay) unter Verwendung des AutoDelfia 1235 automatic immunoassay system (Perkin Elmer, Boston,
USA) in den Laboren von Unilever Research (Bedford, UK) %22, Zur Generierung des Signals wurden je 25 pl
Plasma mit einem Europium-beladenen Tracer (Labmaster Diagnostics Ltd., Turku, Finnland) und einem
spezifisch gegen das jeweilige Isoflavon gerichteten monoklonalen Maus-Antikérper (Fortune Kohen, Weizmann
Institute, Rehovot, Israel) inkubiert. Zur Quantifizierung wurde das Signal der Serumprobe mit einer fiir das
entsprechende Isoflavon generierten Standardkurve verglichen. Der intra-assay CV fiir Serumgenistein mit einer
Konzentration von 462,5 nmol/L liegt bei 4 % und der inter-assay CV bei 0,8 %. Die intra- und inter-assay CVs fir
Serumequol mit einer Konzentration von 97,5 nmol/L und Serum Daidzein mit einer Konzentration von 157,2

nmol/L betragen 2,9 % und 1,9 % bzw. 3 % und 0,6 %. Die Analyse aller Proben erfolgte stets probandenweise.

5.3.4 Endothelfunktionsmessungen

Eine endotheliale Dysfunktion gilt als friihes Indiz fiir eine sich langsam entwickelnde GefaRerkrankung 10288, Die
Diagnose erfolgt noch nicht routinemafig, wird aber zu Forschungszwecken nichtinvasiv mittels der
flussinduzierten Vasodilatation (FMD) gestellt. Die FMD, die auf einer endothelialen Freisetzung von NO basiert
219 ist durch Einleiten einer reaktiven Hyperamie induzierbar 268, Eine Vasodilatation infolge physikalischer
Beanspruchung kann weitgehend ausgeschlossen werden, da sich die maximale GefaRerweiterung erst
45 - 60 s nach reaktiver Hyperamie einstellt 323, ndmlich wenn die Flussgeschwindigkeit sich bereits wieder im
Normbereich befindet. Die FMD hat einen positiv pradiktiven Wert fiir eine koronare ED 20, wahrend eine
beeintrachtigte FMD mit kardiovaskuldren Risikofaktoren assoziiert ist 35455, Querschnitts- und

Longitudinalstudien weisen auf eine Verbesserung der FMD durch Ostrogen hin 3132324325 wenngleich auch die



Studiendesign und Untersuchungsmethoden 41

Ergebnisse von Interventionsstudien nicht immer (berzeugend sind 20 (Kapitel 4.3.2). Limitierende Faktoren
dieser Technik sind eine schlechte Reproduzierbarkeit und eine starke Beobachterabhangigkeit. Die FMD steht
aulerdem unter dem Einfluss externer Faktoren (Kapitel 4.3.1). Zyklusabhéngige Veranderungen der FMD 27
wurden in dieser Studie ausgeschlossen, indem nur postmenopausale Frauen ohne HRT-Anwendung teilnehmen
durften. Die FMD-Messungen wurden durch einen einzigen erfahrenen Beobachter unter kontrollierten
Bedingungen in einem temperaturstabilen Raum in supinaler Position des Probanden nach 15 Minuten Ruhe
durchgefiihrt. Die Untersuchung erfolgte aufgrund einer zu dieser Tageszeit héheren dilatatorischen Kapazitt
der Arteria brachialis generell am Nachmittag drei Stunden nach der letzten Mahlzeiteneinnahme 3%, Aus
Griinden der vasomodulierenden Aktivitat verschiedener Nahrstoffe, vor allem Fett 282283 Vitamin C 327, Vitamin E
328 ynd Zucker 24, wurden am Untersuchungstag standardisierte Mahlzeiten verteilt. Diese enthielten maximal
10 g Fett, 20-30 mg Vitamin C und 3 mg Vitamin E. Die Aufnahme von Koffein und Alkohol in jeglicher Form war
nicht gestattet. Auch musste die Einnahme vasoaktiver Medikamente 24 Stunden vor Messbeginn ausgesetzt
werden. Weiterhin waren nur leichte kérperliche Aktivitaten am Tage vor der Messung zu erlaubt 32, Der Einfluss
von Nikotin wurde ausgeschlossen 330, indem nur Nichtraucher mit mindestens 12 Monaten Abstinenz an der
Studie teilnehmen durften.

Im Rahmen der zu Studienbeginn stattfindenden Informationsveranstaltung wurden die Probanden miindlich
sowie schriftlich durch Mitgabe von Merkblattern ausfihrlich Uber den Ablauf und die notwendigen
Voraussetzungen der Gefaftfunktionsmessungen in Kenntnis gesetzt. Die standardisierten Mahlzeiten bekamen
die Probanden am Tage der Messung bei ihrem morgendlichen Blutabnahmetermin im Studienzentrum

ausgehandigt.

Studienprotokoll

Die Erhebung der flussinduzierten Vasodilatation erfolgte nach der von Celermajer et al. beschriebenen Methode
10, Die Arteria brachialis wurde im B-Mode mit Hilfe eines hochauflésenden 10 MHz linear Array Schallkopfes und
einem Standard Acuson 128 XP/10c-System (Acuson, Mountain View, California) visualisiert. Der Schallkopf
wurde circa 5 ¢cm oberhalb der Ellenbeuge so positioniert, dass das Gefall im Ultraschallbild longitudinal
abgebildet war. Nach Auffinden der besten Schallkopfposition (Winkel > 60°) zur Darstellung der anterioren und
posterioren GefdBwand wurden Arm und Schallkopf fir die Dauer der gesamten Untersuchung fixiert. Nach
Aufnahme des Ruhedurchmessers erfolgte die Einleitung der reaktiven Hyperamie durch vierminltige Inflation
einer am Unterarm befestigten Blutdruckmanschette auf suprasystolische Werte [Abb. 5-2]. Die FMD wurde 60
Sekunden nach reaktiver Hyperamie aufgezeichnet. Zur Kontrolle erfolgte im Anschluss an einen zweiten
Ruhescan 10 Minuten nach reaktiver Hyperamie die Einleitung der endothelunabhangigen Vasodilatation (GTN-
MD), welche ein MaR fiir die Funktion der glatten Muskelzellen darstellt 33!, Die GTN-MD wurde durch sublinguale
Applikation von 400 Mg Nitroglyzerin induziert und der GefalRdurchmesser
4 Minuten spater aufgenommen. Die Messung der arteriellen Flussgeschwindigkeit erfolgte mittels gepulsten

Dopplersignal im 70° Winkel zum Blutgefal zu allen vier Zeitpunkten.
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Bildanalyse

Die Ultraschallbilder wurden auf einer optischen Diskette gespeichert und computergestiitzt (Qlab, Philips
Medizin Systeme GmbH, Hamburg, Deutschland) durch zwei unabhéngige, verblindete Beobachter ausgewertet.
Die Analyse des Gefalidurchmessers eines 5 bis 10 mm langen GefaRabschnittes erfolgte enddiastolisch
(kontinuierliche EKG-Triggerung) und von zwei unterschiedlichen Herzzyklen. Der GefaRdurchmesser gemessen

nach Hyperéamie (FMD) und Nitroglyzerin (GTN-MD) wurde prozentual auf den Ruhediameter bezogen.

60's nach 4min nach
Baseline Hyperamie Nitroglyzerin

mER g
;‘E'IIJ (il =

Abbildung 5-2  Der GefaRdurchmesser der Arteria brachialis wird zu drei Zeitpunkten gemessen:

in Ruhe, wahrend reaktiver Hyperdmie, und nach Nitroglyzerinapplikation. Ein proximal zur Unterarmmanschette am
Oberarm angebrachter hochauflésender Ultraschallkopf liefert zweidimensionale Ultraschallbilder des BlutgefaRes. (Quelle:
Raitakari & Celermajer, Br J Clin Pharmacol 2000 50(5): 397-404)

5.3.5 Urinuntersuchungen

Das biochemische Screening schloss eine morgendliche Spontan-Urinprobe unter Anwendung der
Mittelstrahlurintechnik (clean catch) ein. Unter Einsatz eines Urinstreifentests (Combur 9 Urinsticks, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) konnte das Vorhandensein aktuell vorliegender Entziindungen, Infektionen
und Blutungen im Bereich der Nieren und Harnwege sowie extrarenaler Erkrankungen (Diabetes mellitus)
bewertet werden.

Die Befolgung der Erndhrungsintervention wurde durch die quantitative Beurteilung der zugefiihrten Isoflavone im
24-Stunden-Urin kontrolliert. Eine Analyse der Isoflavonausscheidung Uber den Urin ist insbesondere fir die
Beurteilung einer kurzzeitigen Isoflavonexposition tber die Nahrung geeignet 332333, Maximale Genistein- und
Daidzeinurinkonzentrationen konnen bereits 8-12 Stunden nach oraler Zufuhr von Isoflavonglykosiden detektiert

werden, wahrend die vollstandige renale Clearance innerhalb von 48 Stunden erfolgt 45146,
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Eine grundlegende Voraussetzung fiir die Messung der Isoflavonkonzentrationen ist die Vollstandigkeit der 24-
Stunden-Urinsammlung. Als Kontrollsubstanz und BezugsgroRe diente para-Aminobenzoesaure (PABA). PABA
ist Bestandteil des Vitamin-B-Komplexes und gilt deshalb als unbedenklich. Auf der Grundlage der vollstandigen
renalen Clearance innerhalb von 24 Stunden wird PABA seit Jahren zur Uberpriifung der Vollstandigkeit von
24-Stunden-Urinsammlungen in Humanstudien eingesetzt 334, In der European Prospective Investigation into
Nutrition and Cancer — EPIC Studie wurde in einer Kohorte von 1000 Personen eine Korrelation von 0,8 bis 0,9
zwischen dem Stickstoff-Gehalt der Urinproben und dem PABA-Gehalt ermittelt 335,

Die Absorption von PABA im Diinndarm erfolgt weitgehend unabhangig von Nahrungsbestandteilen und der
PABA-Konzentration durch einfache Diffusion. In den Lebermikrosomen wird PABA durch Phase-ll-Enzyme
konjugiert oder acetyliert. Die dabei entstehenden Metabolite, darunter das Hauptabbauprodukt para-
Aminohippursaure (PAHA), werden innerhalb von 24 Stunden vollstandig (iber glomerulare Filtration und aktive

tubulére Sekretion ausgeschieden.

Am Tage der Urinsammlung wurden drei Tabletten mit je 80 mg PABA (Fontane-Apotheke, Ludwigsfelde) zu den
drei Hauptmahizeiten eingenommen. Bei einer Wiederfindungsrate von 85-110 % PABA im 24-Stunden-Urin gilt
die Sammlung als vollstandig 3. Eine geringere Ausscheidungsquote ist auf eine nicht vollstandig durchgefiihrte
Urinsammlung oder eine nicht korrekte PABA-Einnahme zurlckzuflihren. Ausscheidungsquoten Gber 110 %
kénnen aus einer zusatzlichen Einnahme PABA-haltiger Medikamente (z.B. Paracetamol) resultieren. Die
Probanden wurden ausfihrlich tber den Zweck der PABA-Einnahme unterrichtet und auf einen Verzicht von

Paracetamol wahrend der 24-Stunden-Urinsammlung hingewiesen.

Der 24-Stunden-Urin wurde jeweils zum Ende der Studienphasen Run-in, Wash-out sowie beider
Interventionsperioden am Tag vor einer niichtern-Blutentnahme gesammelt. Vor Studienbeginn erfolgte eine
ausfilhrliche Einweisung der Studienteilnehmer in die Notwendigkeit der Urinsammlung sowie in die Handhabung
der Materialien und der zugehorigen Urinprotokolle. Vor Ausgabe der Urinsammelbehalter (C. Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) bekamen diese zur Unterbindung des Geruchs und des Wachstums mikrobieller Keime
2 g kristalline Borsaure (Fluka, Buchs, Schweiz) zugesetzt und im Anschluss wurde das Leergewicht ermittelt.
Nach Durchfihrung der jeweiligen Urinsammlung erfolgte die Bestimmung von Urinvolumen und —masse.
AnschlieBend wurde der Urin griindlich homogenisiert, aliquotiert (Polypropylentubes, C. Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) und bis zur Weiterverarbeitung bei —20 °C gelagert. Die PABA-Analyse und die quantitative
Bestimmung der Isoflavonmetaboliten erfolgte in den Laboren von Unilever Research (Bedford, UK). Die PABA-
Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm unter Verwendung einer
Standardverdinnungsreihe nach alkalischer Hydrolyse der PABA Metaboliten ermittelt. Die Quantifizierung der
Isoflavonmetabolite im Urin erfolgte in Anlehnung an das Protokoll fir die Serum-Isoflavonbestimmung unter
Einsatz des AutoDelfia Immuno-Assay Systems (Perkin Elmer, Boston, USA). Die Glukuronidierung der
Isoflavonmetaboliten in der Leber durch Phase-II-Enzyme ist eine grundlegende Voraussetzung fiir die renale
Ausscheidung dieser stark lipophilen Substanzen. Um Interferenzen mit den konjugierten Glukuronsauregruppen

zu vermeiden, wurden die Urinproben vor der Analyse mit Glukuronidase inkubiert.
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5.3.6 Erfassung der Energie- und Nahrstoffzufuhr

Zur Dokumentation der allgemeinen Erndhrungsgewohnheiten sowie der Nahrstoff- und Energiezufuhr wéahrend
des Studienzeitraumes wurden 3-Tages-Schéatzprotokolle eingesetzt. Anhand der Berechnung von
Makronahrstoffen sollte dberprift werden, ob sich die Ermnéahrung, insbesondere die Energieaufnahme, wahrend
der Interventionsphasen durch den Konsum der Studienlebensmittel signifikant veranderte.

Die Mengen der verzehrten Lebensmittel und Getrdnke werden bei dieser Art von Verzehrsprotokoll in
haushaltsiiblichen Malen (Essléffel, Teeloffel, Scheibe etc.) angegeben. Diese Methode ist zwar weniger prazise
als der ,Golden Standard’ der prospektiven Ernahrungserhebungsinstrumente — das Wiegeprotokoll — wird aber in
Anbetracht der relativ einfachen Handhabung bevorzugt als Kontrollelement in Erndhrungsinterventionen

eingesetzt (Preparation and use of food based dietary guidelines, World Health Organisation, 1996).

Die Probanden wurden im Vorfeld intensiv im Umgang mit den Schétzprotokollen geschult. Diese Schulung
beinhaltete neben einer Einweisung in die haushaltstiblichen Male eine ausfihrliche Anleitung, wie die einzelnen
Lebensmittel und Getrénke protokolliert werden. Das 3-Tage-Schétzprotokoll wurde mit Ausnahme des

Screenings einmal in jeder Studienphase gefihrt.

Die Auswertung der Schatzprotokolle der deutschen Teilnehmer erfolgte computergestiitzt mit der
Ernahrungssoftware Prodi 4.5/04 LE expert 2001 (Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart). Als
Datenbasis fiir die Nahrwertberechnung diente der Bundeslebensmittelschllissel Version 11.2 (BLS 11.2, 1994).
Alle anderen Studienzentren nutzten nationale Datenbanken, die speziell auf die Verzehrgewohnheiten des
Landes zugeschnitten sind und Né&hrstoffangaben landestypischer Produkte enthalten (UK: Software WinDiets
produced by Robert Gordon University Aberdeen, Datenbank: McCance and Widdowson's ,The Composition of
Foods’ 6th Summary ed., 2002; Danemark: Dankost 2000 dietary assessment software (National Food Agency);
Italien: INRAN Diario 2.2 3%7).

5.3.7 Statistische Auswertung

Alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten Parameter sind als Median und Perzentile [25; 75] angegeben mit
Ausnahme der Gruppencharakteristika und der Differenzen, die als Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt wurden. Die Auswertung von Behandlungsdifferenzen (Plazebo vs. Isoflavone)
erfolgte mittels der PROC MIXED Prozedur (einem gemischten linearen Modell; GLM) in SAS 8.4 (SAS Institute
Inc., Cary, NC). Die Veranderungen von Baseline dienten dabei als unabhéngige Variable. Bei fehlender
Normalverteilung wurden die Originaldaten logarithmiert. Die Probandennummer wurde als zufalliger Faktor in
das Modell mit einbezogen, um die Ergebnisse fiir alle postmenopausalen Frauen zu verallgemeinern und den
Messwiederholungen Rechnung zu tragen. Das gemischte lineare Modell fand ebenso Anwendung bei der
Testung auf Interventionseffekte (Woche 0 vs. Woche 24) und beim Vergleich der Baselinewerte in der Plazebo-
und Isoflavonperiode. Da zu Beginn der Studie bereits eine randomisierte Stratifizierung bezlglich Alter, BMI und

Triglyzeriden stattfand, wurden als feste Kovariaten der Baselinewert, die Behandlung (Plazebo/lsoflavone), die
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Nationalitat (nicht fir Gefalparameter), die Behandlungsreihenfolge (A/B), der Equolstatus und die Periodizitat
(nur fur Blutdruck) definiert. Im Falle signifikanter Effekte wurden zusétzlich folgende Wechselwirkungen in das
Modell mit  eingeschlossen: Behandlungsreihenfolge*Behandlung, Baseline*Behandlung und
Nationalitat*Behandlung.  Unterschiede zwischen den randomisierten Gruppen zu Baseline wurde unter
Anwendung der univariaten Varianzanalyse (ANOVA) in SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL) ermittelt. Alle
Korrelationen sind als Spearman Rho Koeffizient angegeben und wurden ebenfalls in SPSS berechnet. Fiir die

Testung wurde ein zweiseitiges Signifikanzniveau von P < 0,05 festgelegt.
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6 Ergebnisse

6.1 Verénderung im Stichprobenumfang und allgemeine Charakteristika

Von 133 Teilnehmern beendeten 117 Frauen die Studie. Die Drop-out Rate betrug 12 % (N=16). Insbesondere
gesundheitliche Probleme und der hohe zeitliche Aufwand fiihrten zum Ausscheiden einiger Teilnehmer. Tabelle
6-1 gibt Auskunft (iber die Anzahl der Studienteilnehmer in den einzelnen europaischen Subkohorten zu Beginn

und zum Ende der Interventionsstudie.

Tabelle 6-1 Zusammensetzung der Subkohorten entsprechend der Nationalitat zu Beginn und nach
Beendigung der Interventionsstudie
Nationalitat Déanemark Deutschland Grofbritannien Italien
Einschluss N=30 N=38 N=31 N=34
Studie beendet N=28 N=34 N=27 N=28
N=117 93 % 90 % 87 % 82 %

Aufgrund von Problemen bei der Aufbereitung des biologischen Materials der italienischen Subkohorte beziehen
sich die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nur auf Daten der dénischen, deutschen und britischen
Studienpopulationen.

Wie bereits in Kapitel 5.1.2.1 beschrieben erfolgte die Zuordnung der Gruppen stratifiziert randomisiert nach Alter
(P=0,292; one-way ANOVA), BMI (P=0,842) und Triglyzeriden (P=0,648). Trotz Ausscheidens einiger
Studienteilnehmer erfolgte keine signifikante Veranderung der Gruppencharakteristika. Die Charakteristik der

Gesamtpopulation (N=89) stellt sich wie folgt dar [Tab. 6-2]:

Tabelle 6-2 Charakteristika der Studienpopulation
N=89 Kohorte A8 Kohorte B¢ Insgesamt
Mittelwert SEM Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Alter [Jahre] 59 0,75 58 0,86 59 0,57
BMI [kg/m?] 24,6 0,46 24,5 0,42 24,5 0,31
SBP [mmHg] 124 2 121 3 123 2
DBP [mmHg] 77 1 74 1 76 1
Glukose [mmol/L] 5,21 0,07 5,05 0,07 513 0,05
GC [mmol/L] 5,96 0,12 6,19 0,15 6,07 0,09
LDL-C [mmol/L] 3,60 0,11 3,82 0,13 3,71 0,09
HDL-C [mmol/L] 1,84 0,06 1,83 0,06 1,84 0,04
Triglyzeride (mmol/L) 1,13 0,07 1,18 0,08 1,16 0,05

Standardfehler des Mittelwertes (SEM), Body Mass Index (BMI)

6 Kohorte A=Arm-1 Plazebo; Kohorte B=Arm-1 Isoflavone
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Wahrend der Intervention klagten 49 % der Studienteilnehmerinnen (DK N=8 vs. GER N=27 vs. UK N=9) lber
gastrointestinale Probleme, darunter vor allem Obstipation, Diarrhoe und Flatulenz. Diese Symptome traten
sowohl wahrend der Isoflavon- als auch wahrend der Plazebophase auf. Eine isoflavonspezifische Reaktion
wurde somit ausgeschlossen. Weiterhin berichteten Probanden vereinzelt (iber vermehrte Hitzewallungen (DK
N=3, GER N=7, UK N=2), und insbesondere in der deutschen Kohorte wurde (iber eine erhohte Reizbarkeit
(N=7) und vermehrtes Brustziehen (N=4) geklagt. Die Veranderung der spezifischen Menopausensymptome war

jedoch unabhangig von der Art der Behandlung.

6.2 Compliance und Phytodstrogenausscheidung

Die Analyse der Phytodstrogenausscheidung im 24-h Urin zur Baseline und in den Wochen 8 beider
Interventionsphasen erfiillte zwei wichtige Zwecke. Einerseits gab sie Aufschluss (iber die basal endogen
zirkulierende Phytodstrogenmenge im Organismus zur Baseline, was insbesondere eine Abschatzung der
Phytodstrogenaufnahme mit der Gblichen Erahrung zulaBt. Andererseits wurde damit die Compliance der
Probandinnen wéhrend der Intervention beurteilt, da ein Anstieg der Isoflavone im Plasma in der Isoflavonphase
erwartet werden konnte. Die beiden randomisierten Gruppen unterschieden sich nicht signifikant bezlglich der
basalen Phytodstrogenexkretion (P>0,05; one-way ANOVA). Wie erwartet stieg in der Isoflavonphase die
Ausscheidung von Daidzein um das 50-fache (von 48,4 [30,0; 107,8] ng/mL auf 2420,0 [1645,0; 3330,0] ng/mL
Urin, P<0,001) , von Genistein um das 21-fache (von 152,0 [107,0; 236,0] ng/mL auf 3170,0 [2425,0; 4445,0]
ng/mL Urin; P < 0,001) und von Equol um das 2-fache (von 39,9 [27,0; 59,3] ng/mL auf 93,7 [54,9; 571,0] ng/mL
Urin, P<0,001), wahrend sich die renale Phytodstrogenexkretion in der Plazebophase nicht signifikant veranderte
(DAI: von 55,2 [31,8; 136,5] auf 54,2 [29,9; 128,5] ng/mL Urin; GEN: von 156,0 [116,0; 215,0] auf 152,0 [96,3;
278,5] ng/mL Urin; EQU: von 43,7 [25,4; 60,2] auf 40,4 [29,7; 56,3] ng/mL Urin) [Abb. 6-1]. GroRe interindividuelle

Schwankungsbreiten fiir die Phytodstrogenausscheidung im Urin konnten dokumentiert werden.
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Abbildung 6-1  Vergleich der absoluten Verédnderungen der Phytodstrogenausscheidung, ***P<0.001
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Auch im Serum nahm die Isoflavonkonzentration erwartungsgeman in der Isoflavonphase zu [Tab. 6-3].

Wie bereits in Kapitel 4.2 beschrieben zahlen nur 30-50 % der Bevélkerung zu den so genannten
Equolproduzenten, was sich deutlich in den Ergebnissen der paneuropaischen Interventionsstudie widerspiegelt
[Abb. 6-2]. Die Kategorisierung in Equolproduzenten, grenzwertigen Equolproduzenten (Borderliner) und
Nichtproduzenten basiert auf einer Definition von Setchell et al. (2002) 38, Gemal dieser erfolgt eine Einteilung in
Equolproduzenten nur dann, wenn die Equolausscheidung im Urin den Grenzwert von 240 ng/mL (oder eine
aquivalente Equolausbeute im Urin von > 0,45 mg/Tag) und die Konzentration im Serum 10 ng/mL Uberschreitet.
Grenzwertige Equolproduzenten weisen vergleichbar hohe Ausscheidungsraten im Urin auf, haben jedoch
wesentlich niedrigere Serumkonzentrationen (Borderliners > 240 ng/mL Urin, < 10 ng/mL Serum vs.
Nichtproduzenten < 240 ng/mL Urin, < 10 ng/mL Serum).

Auffallig ist, dass keine homogene Verteilung der Equolproduzenten zwischen den einzelnen Subkohorten
vorliegt [Abb. 6-3]. Wahrend in der deutschen Studiengruppe die Halfte aller Teilnehmerinnen (N=16) zu den
Equolproduzenten gezahlt werden kdnnen, ist die Pravalenz in der danischen (N=6) und britischen (N=7)
Subpopulation deutlich geringer (Germany 56,7 %, Denmark 20,0 %, UK 23,3 % P=0,036).

Landerunterschiede konnten flr die Genistein- und Daidzeinausscheidung ermittelt werden (P<0,001). Wahrend
die britische Kohorte die hdchste Ausscheidung von Genistein und Daidzein aufwies, hatten die deutschen
Frauen die niedrigste Daidzeinexkretion (UK: 3015 ng/mL vs. DK: 2654 ng/mL, P=0,006 bzw. vs. GER: 1923
ng/mL, P<0,001) und die britische Kohorte die niedrigste Genisteinausscheidung (UK: 3591 mg/mL vs. GER:
2984 ng/mL, P=0,002 bzw. vs. DK: 2591 ng/mL, P<0,001).

Tabelle 6-3 Serumkonzentrationen der Phytodstrogene zum Ende der Intervention

Zeitpunkt Woche 8 Behandlungsregimen 5
Serumkonzentration Plazebo Isoflavone

Genistein [ng/mL] 0,69 [0,0; 2,65] 72,20 [38,70; 119,0] <0,001
Daidzein [ng/mL] 8,41(7,72;9,82] 33,90 [22,30; 42,40] <0,001
Equol [ng/mL] 0,01[0,0; 0,27] 0,83[0,38; 4,79] <0,001

Angabe der Konzentrationen als Median und Perzentile [25;75]
Test auf signifikante Unterschiede in der Phytodstrogenausscheidung Woche 8 mittels

one-way ANOVA; Baselinewerte unterscheiden sich nichtsignifikant (nicht abgebildet), adjustiert fiir Ausgangswerte
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Abbildung 6-2  Klassifikation der Studienteilnehmer (N=89) hinsichtlich des Equolstatus
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Abbildung 6-3  Vergleich der Pravalenz von Equolproduzenten in Abhangigkeit von der Nationalitat, P<0,001
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6.3 Energieaufnahme und anthropometrische Parameter

Zu Studienbeginn und einmal innerhalb jeder Interventionsphase wurden die Erndhrungsgewohnheiten der
Studienteilnehmer Uber jeweils drei Tage nach den Vorgaben in den Schatzprotokollen dokumentiert. Mit diesem
Erndhrungserhebungsinstrument konnten etwaige Veranderungen der Ernahrungsgewohnheiten wahrend der
Studienphase erfasst und evaluiert werden. Wie Tabelle 6-4 zeigt, gab es keine signifikanten Unterschiede in der
Néhrstoffzufuhr zwischen der Plazebo- und Isoflavonbehandlung. Im Vergleich zur Baseline konnte jedoch eine
signifikant erh6hte Zufuhr von Energie (Baseline vs. Wo4 8,08 [7,20; 9,31] vs. 8,70 [7,57; 9,66] MJ P<0,001), Fett
(70,2 [56,6; 85,8] vs. 75,6 [63,9; 89,7] g P=0,002), Kohlenhydraten (228,0 [204,1; 256,0] vs. 240,2 [212,2; 280,0]
g P<0,001), Ballaststoffen (21,7 [17,3; 28,0] vs. 25,0 [19,3; 29,7] g P<0,001) und Vitamin E (9,06 [6,34; 13,0] vs.
12,30 [9,19; 15,02] mg P<0,001) im Interventionsverlauf ermittelt werden, wahrend die Versorgung mit
Retinolaquivalenten (1041 [668; 1833] vs. 951 [678; 1493] ug P=0,015) einen signifikanten Riickgang
verzeichnete. Die Zunahme der Energiezufuhr wahrend der Intervention war von einem signifikanten, aber relativ
geringen Anstieg des BMI begleitet (Baseline vs. Wo 8 24,0 [22,5; 26,1] vs. 24,3 [22,6; 26,2] kg/m? P<0,001),
wahrend der Taillen-Hfte-Index unveréandert blieb (0,79 [0,75; 0,83] vs. 0,80 [0,76; 0,85] cm P=0,530).

Tabelle 6-4 Vergleich der Nahrstoff- und Vitaminaufnahme wahrend der Intervention
. Plazebo (P) Isoflavone (IF)
N=89 Baseline P-IF PA
Woche 4
i . . : -0,01
Energie [MJ] 8,08 [7,20; 9,31] 8,80 [7,68; 9,70] 8,64 [7,39; 9,58] [-0,88: 0,98] 0,163
Fett [g] 70,2 [56,6; 85,8] 76,9 [64,2; 90,6] 73,4 [63,2; 88,8] 2,0[-12,0; 10,2] 0,613
Cholesterin 2699 258,3 2442
[mg] [175,5; 338,8] [190,0; 228,4] [162,8; 340,0] TS, SO b
Kohlenhydrate 228,0 2404 240,0 -1,93 0.749
9] [204,1; 256,0] [209,5; 281,4] [215,2; 280,0] [-30,4; 34,3] ’
Protein [g] 72,0 [60,0; 83,9] 73,1[65,7; 82,5] 75,0 [62,2; 84,9] 0,2 [-9,97; 14,0] 0,330
Ballaststoffe [g] | 21,7 [17,3; 28,0] 25,0[19,3; 30,2] 24,7[19,2; 29,7] 1,0[-3,2; 4,4] 0,715
Alkohol [g] 9,03[1,9; 16,9] 7,510,10; 18,0] 10,6 [0,2; 17,4] 0,0 [-5,6; 2,1] 0,264
280,0 275,8 : :
Folat [ug] [231,0: 360,0] [230.8: 329,2] 269,3 [230,0; 320,0] | 10,0 [-40,0; 50,0] 0,779
Vit. B-12 [ug] 3,80 [2,86; 5,598] 4,05[2,84; 5,98] 3,76 [2,90; 5,38] 0,28 [-1,34; 1,55] 0,314
Vit. B-6 [mg] 1,72 [1,50; 2,04] 1,70 [1,40; 2,10] 1,68 [1,32; 1,90] 0,10 [-0,20; 0,40] 0,037
, 139,4 , : .
Vit. C [mg] [91,6; 213,0] 128,4 [80,3; 187,1] | 119,4[85,1;172,0] | 1,0[-34,0;53,2] 0,485
Vit. E [mg] 9,06 [6,34; 13,0] 12,6 [9,36; 16,6] 12,14 [8,85; 15,0] | 0,54 [-1,49; 2,24] 0,326
RE [ug] 1041 [668; 1833] | 1004 [800; 1496] 854 [543; 1491] 86,0 [-218; 528] 0,089

Angabe der Nahrstoffzufuhr als Median und Perzentile [25; 75]. P-Wert repréasentiert Behandlungsunterschiede mit dem
Baselinewert, der Nationalitit und der Behandlungsreihenfolge als feste Kovariate (GLM): Isoflavone vs. Plazebo.

Retinolaquivalent (RE)
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6.4 Gelegenheitsblutdruckmessung

Im Vergleich zu Plazebo wurde wahrend der Isoflavonintervention ein signifikanter Anstieg beim systolischen
Blutdruck beobachtet (P=0,032) [Tab. 6-5]. Weder der diastolische noch der mittlere arterielle Blutdruck wurden
durch die achtwdchige Isoflavonbehandlung signifikant beeinflusst (P>0,05). In der ersten Halfte der
Plazebobehandlung erfolgte zunachst ein signifikanter Abfall des Ruheblutdrucks (Baseline vs. Wo4 Systole 113
[102; 123] mmHg P=0,001, Diastole 72 [67; 76] mmHg P=0.003, MAP 85[80; 90] mmHg P<0,001). Zwar an
Deutlichkeit reduziert, blieb der signifikante Unterschied beim systolischen Wert in den letzten vier Wochen der
Behandlung bestehen. Der diastolische Blutdruck und der mittlere arterielle Blutdruck verzeichneten aufgrund der
Annéherung an den Ausgangswert einen Signifikanzverlust. Uber den gesamten Studienzeitraum war eine
signifikante Abnahme beim Gelegenheitsblutdruck erkennbar (Systole Wo0 vs. Wo24: 117 [107; 128] vs. 115
[106; 126] mmHg, P=0,035; Diastole Wo0 vs. Wo24: 73 [68; 78] vs. 72 [68; 78] mmHg, P=0,020; MAP Wo0 vs.
Wo24: 88 [82; 94] vs. 87 [81; 93] mmHg; P=0,018).

Tabelle 6-5 Blutdruckwerte im Studienverlauf
Plazebo [soflavone
N=89 P
Baseline Woche 4 Woche 8 Baseline Woche 4 Woche 8
Ambulanter Gelegenheitsblutduck [mmHg]
118 113 114 115 112 116
SBP [107, 128] [102, 123] [107, 125] [106, 128] [105, 124] [108, 126] 0,032
DBP 7369, 78] 72 [67, 76] 7268, 78] 73168, 79] 72[67, 78] 7368, 78] 0,226
MAP | 87[82, 94] 8580, 90] 8781, 93] 88 [82, 94] 8580, 94] 8781, 93] 0,069

Blutdruckwerte sind als Median und Perzentile [25; 75] angegeben. P-Werte représentieren Behandlungsunterschiede mit
dem Baselinewert, der Nationalitat, der Behandlungsreihenfolge und dem Equolstatus als Kovariate (GLM): Isoflavone vs.
Plazebo. SBP= systolischer Blutdruck, DBP=diastolischer Blutdruck, MAP= mittlerer arterieller Blutdruck

6.5 Verdnderung der Blutparameter

Es gab keine signifikanten Unterschiede bei den Ausgangsblutwerten (Baseline) zwischen den Kohorten [Tab. 6-
6]. Im gesamten Studienverlauf erfolgte eine signifikante Zunahme des Gesamthomocysteins (P=0,003), obwohl
kein signifikanter Behandlungsunterschied zwischen der Isoflavon- und Plazebointervention festgestellt werden
konnte (P=0,286). Auch blieben die ADMA-, Folat- und Vitamin B-12-Konzentrationen durch die
Isoflavonintervention unbeeinflusst (P>0,05). Dennoch war ein signifikanter Abfall der Vitaminspiegel (P<0,001)
sowie von ADMA (P=0,003) Uber den gesamten Studienzeitraum zu beobachten. Diese Veranderung erfolgte
allerdings unabhéangig von der Art der Behandlung (P>0,05). In der Plazebophase konnte weiterhin eine
signifikante Reduktion der NOx-Konzentration (P<0,001) beobachtet werden, wahrend der NOx-Spiegel bei der
Isoflavonintervention weitgehend unverandert blieb (P=0,813). Der Unterschied zwischen Plazebo und

Isoflavonen bestatigte sich als hochsignifikant (P<0,001).
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Tabelle 6-6 Veranderung der Blutwerte im Studienverlauf
N=89 Baseline Woche 8 A8-0 P
Homocystein [umol/L]
Plazebo 9,74 [8,54; 11,52] 10,11 [9,02; 11,50] 0,29 [-0,45; 1,09]
Isoflavone 9,65 [8,78; 10,94] 10,28 [8,92; 11,87] 0,32 [-0,31; 0,93] 0,286
Folat [nmol/L]
Plazebo 27,3 [20,4; 34,9] 27,4[19,7; 33,8] -0,7 [-3,6; 3,3]
Isoflavone 25,7 [20,4; 35,6] 27,7 [18,8; 34,3] 0,3 [4,2; 2,6] 0,934
Vitamin B-12 [pmol/L]
Plazebo 392,4 [312,3; 467,2] 371,8 [298,3; 455,2] -1,7 [-41,4; 23,9]
Isoflavone |  406,0 [297,3; 451,9] 371,4 [281,5; 448,6] -17,6 [-43,6; 16,2] 0,465
ADMA [umol/L]
Plazebo 0,66 [0,59; 0,76] 0,67 [0,58; 0,79] 0,00 [-0,05; 0,04]
Isoflavone 0,68 [0,59; 0,76] 0,66 [0,58; 0,74] -0,02 [-0,08; 0,03] 0,340
NOX [umol/L]
Plazebo 24,0 [19,7; 32,4] 20,2 [16,2; 26,9] -2,60 [-8,75; 2,25]
Isoflavone 23,6 [17,6; 33,6] 23,8 [18,0; 33,7] 1,00 [-6,65; 7,85] <0,001

Konzentrationen sind als Median und Perzentile [25; 75] angegeben. P Werte représentieren Behandlungsunterschiede mit

dem Baselinewert der jeweiligen Variable, der Nationalitét, der Behandlungsreihenfolge und dem Equolstatus als Kovariate

(GLM) (iber die achtwdchige Interventionsphase: Plazebo vs. Isoflavone. Weitere Kovariaten flir Homocystein & ADMA:

Folat, Vitamin B-12. A absolute Veranderung der jeweiligen Variable (Differenz der P50-Werte) zum Zeitpunkt Woche 8.
Nitrat/Nitrit (NOx), asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

Die Zusammenhange zwischen den gemessenen Blutwerten zur Baseline waren generell schwach. Jedoch

konnten Unterschiede zwischen den Korrelationskoeffizienten der einzelnen Studienphasen festgestellt werden

[Tab. 6-7]. ErwartungsgemaR korrelierte Homocystein invers mit Plasma Vitamin B-12 (P=0,024), wobei eine

positive Korrelation zwischen ADMA und Vitamin B-12 ermittelt wurde (P=0,018). Dagegen korrelierten weder
ADMA noch Homocystein signifikant mit Blutlipidwerten, Blutdruck, BMI, Waist-to-Hip-Ratio oder NOx [Daten

nicht abgebildet].
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Tabelle 6-7 Korrelationsmatrix (Spearman’s Rho Korrelationskoeffizient) mit N=89 zu Beginn jeder

Interventionsperiode

tHey ADMA Folat Vitamin B-12

P IF P IF P IF P IF
ADMA 0,084 0,139
Folat -0,143 -0,057 -0,129 -0,199
B-12 -0,136 -0,239" 0,252 0,118 -0,136 0,015
NOx 0,088 0,048 -0,109 -0,113 0,183 -0,068 -0,014 -0,062
Plazebo (P), Isoflavone  (IF), asymmetrisches  Dimethylarginin  (ADMA),  Gesamthomocystein  (tHcy),

Stickstoffmonoxidmetabolite Nitrit und Nitrat (NOx); * P<0,05

6.6 Endothelfunktion und Blutfluss

Tabelle 6-8 zeigt die absoluten Werte des GefaRdurchmessers der Arteria brachialis und der mittleren
Blutflussgeschwindigkeit vor und nach GefaRerweiterung ‘auf der Basis mechanischer (Induktion von Hyperamie)
und fpharmakologischer (Applikation von Nitroglyzerin) Stimulation sowie deren prozentuale Veranderung
bezogen auf die basalen Messungen. Es konnte kein signifikanter Isoflavoneffekt auf die endothelabhangige,
flussinduzierte Vasodilatation (FMD) demonstriert werden (P=0,716), obwohl eine signifikante Verbesserung der
Endothelfunktion unabhangig von der Art der Behandlung zu verzeichnen war (0,42 [-2,87; 7,27] vs. 4,90 [1,69;
7,571 % P<0,001). Die Isoflavone Ubten auch keinen Einfluss auf die endothelunabhangige Nitroglyzerin-
induzierte Vasodilatation aus (GTN-MD, P=1,000). Ebenso blieb die mittlere Blutflussgeschwindigkeit nach der

Isoflavoneinnahme unverandert (P=0,520).

Tabelle 6-8 Gefalidiameter, mittlere Blutflussgeschwindigkeit und deren relative Verdnderungen nach
mechanischer und pharmakologischer Stimulation
. Plazebo Isoflavone
N=28 Baseline PA
Woche 8

Durchschnittliche Blutflussgeschwindigkeit [cm/s]
basal 0,2110,14; 0,27 0,1510,10; 0,22] 0,1110,08; 0,16]
nach Hyperamie 0,74 [0,60; 0,91] 0,50 [0,44; 1,20] 0,46 [0,36; 0,99]
Relative Veranderung basal vs. | 66 1187. 4051 | 340 [200: 556] 301 [187; 459] 0,520
nach Hyperamie [%]
absolute Werte des brachialen Durchmessers [mm] und deren relative Veranderung zum Ausgangswert
basal 3,18 [2,98; 3,54] 3,23 [2,95; 3,68] 3,39 2,93; 3,69]
nach Hyperamie 3,33 [2,96; 3,60] 3,48 [3,11; 3,89] 3,53 [3,13; 3,84]
nach Nitroglycerin (GTN) 3,75[3,32; 4,01] 3,95 [3,51; 4,37] 3,91 [3,66; 4,26]
FMD [%] 0,41[-2,9; 73] 3,4 [1,6;9,4] 5701,9;7,3] 0,716
GTN-MD [%]' 13,3197:16,7] | 14,2[11,0: 17,6] 14,9 [11,4: 22,5] 1,000

Angabe als Median und Perzentile [25; 75]. P-Werte reprasentieren Gruppenunterschiede mit dem Baselinewert, dem
Equolstatus und der Behandlungsreihenfolge als Kovariaten (GLM): Isoflavone vs. Plazebo. endothelabhéngige
flussinduzierte Vasodilatation (FMD), endothelunabhéngige Nitroglyzerin-induzierte Vasodilatation (GTN-MD)
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6.7 Einfluss des Equolstatus

Wechselwirkungen zwischen dem Equolstatus und der Behandlungsart konnten fir keinen der erhobenen
Parameter ermittelt werden (P>0,05). Auch hatte der Equolstatus keinen maRgeblichen Einfluss auf die absolute
Differenz der gemessenen Blutwerte. Die NOx-Konzentration war in allen Gruppen nicht signifikant reduziert
(P=0,208), wobei die Nichtequolproduzenten die geringste Abnahme aufwiesen [Tab. 6-9]. Ein &hnliches Muster
jedoch in die entgegengesetzte Richtung konnte fiir den Gesamthomocysteinspiegel beobachtet werden
(P=0,057). Dieser erhohte sich zum Ende der Intervention in allen Gruppen nicht signifikant, wobei die
Equolproduzenten und Borderliner insgesamt starkere Zunahmen verzeichneten. Die Vitaminversorgung
verschlechterte sich nicht signifikant in den Kategorien Nichtproduzenten und Borderliner (Folat P=0,245; Vitamin
B-12 P=0,530). Die geringste Abnahme der Vitamin B-12-Werte gab es bei den Equolproduzenten. Im Gegensatz

zu den beiden anderen Gruppen verbesserte sich deren Folatversorgung tendenziell.

Tabelle 6-9 Vergleich der absoluten Differenzen erhobener Blutwerte unter Beriicksichtigung des Equolstatus
. Differenz Differenz DIiiEE Differenz
DI ADMA Homocystein PIEITE Plasmafolat
Equolstatus NOX [umol/L] y Vitamin B-12
Wo8-Wo0 [umol/L] [umol/L] [pmollL] [nmol/L]
Wo8-Wo0 Wo8-Wo0 Wo8-Wo0
Wo8-Wo0
Nichtproduzenten | Mittelwert -0,47 -0,02 0,22 12,2 -0,77
SEM 1,00 0,01 0,13 55 0,31
Borderliner Mittelwert -3,52 0,00 0,41 -11,5 -0,50
SEM 2,35 0,01 0,18 10,4 0,53
Equolproduzenten | Mittelwert -1,93 -0,03 0,90 -1,3 0,15
SEM 2,09 0,01 0,35 9,4 0,59
Insgesamt Mittelwert -1,23 -0,02 0,37 -10,2 -0,57
(N=89) SEM 0,85 0,01 0,11 43 0,25

Die Kovarianzanalyse identifizierte unabhangig von der Art der Behandlung eine signifikante Interaktion zwischen
dem Equolstatus und der endothelabhangigen (FMD, P=0,049) sowie der endothelunabhangigen (GTN-MD,
P=0,002) Vasodilatation [Tab. 6-10]. Aufgrund der geringen Fallzahl wurden die Equolproduzenten und
Borderliner unter dem gemeinsamen Begriff Equolproduzenten zusammengefasst. So zeigte sich eine
signifikante Verbesserung der FMD bei den Equolproduzenten im Vergleich zu den Nichtproduzenten. Umgekehrt
verschlechterte sich die endothelunabhangige Vasodilatation bei den Equolproduzenten signifikant, wahrend die
Nichtproduzenten Zunahmen verzeichneten. Ein &hnliches Bild ergab sich fir die Differenzen der
durchschnittlichen Blutflussgeschwindigkeit (TAVM).
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Tabelle 6-10 Einfluss des Equolstatus auf die Veranderung der funktionellen GefaRparameter
Equolstatus Differenz FMD (%) Differenz GTN (%) Differenz TAVM (%)
Nichtproduzent Mittelwert 1,47 440 82,10
SEM 1,14 1,51 39,04
Equolproduzent Mittelwert 10,64 -8,34 -69,91
SEM 2,61 4,27 76,67
Insgesamt Mittelwert 3,47 1,46 49,52
N=28 SEM 1,17 1,68 35,48

Endothelabhéngige flussinduzierte Vasodilatation (FMD), endothelunabhéngige

Nitroglyzerin-induzierte Vasodilatation (GTN), mittlere Blutflussgeschwindigkeit (TAVM)

6.8 Landereffekte

Zwischen Behandlung und Nationalitat konnten nur fiir die NOx-Werte signifikante Wechselwirkungen ermittelt

werden. Die Behandlungsdifferenz bei den Stickstoffmetaboliten resultierte somit vor allem auf einem
signifikanten Abfall wahrend der Plazebophase bei der britischen (P=0,002) und danischen Subkohorte (P=0,002)

[Abb. 6-4]. Ein Landerunterschied konnte ebenso fiir die Folat- und Vitamin B-12-Differenzen erfasst werden.

Danach sind signifikante Abnahmen der Cobalaminwerte in der danischen Studiengruppe (P=0,001) und

tendenziell in der britischen Kohorte (P=0,057) zu verzeichnen. Ahnlich verhélt es sich bei den Folatwerten. Auch

hier verschlechterte sich die Folatversorgung signifikant in der britischen Kohorte (P=0,019) [Tab. 6-11].

Abbildung 6-4
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Tabelle 6-11 Vergleich der absoluten Differenzen erhobener Blutparameter in Abhangigkeit von der
Nationalitét
. Differenz Differenz Dliteieiz Differenz
DIETEE ADMA Homocystein PLEETE Plasmafolat
Nationalitat NOXx [umol/L] y Vitamin B-12
Wo8-Woo [umol/L] [umol/L] [pmoliL] [nmol/L]
Wo8-Wo0 Wo8-Wo0 Wo8-Wo0
Wo8-Wo0
Deutschland Mittelwert -0,43 -0,02 0,55 7,89 0,27
SEM 1,31 0,01 0,19 8,71 0,39
Dénemark Mittelwert -1,67 -0,02 0,17 41,37 -0,80
SEM 1,78 0,01 0,17 10,33 0,28
UK Mittelwert -1,79 -0,01 0,35 -12,66 -1,36
SEM 1,30 0,01 0,18 10,99 0,57
Insgesamt Mittelwert -1,23 -0,02 0,37 -13,86 -0,57
N=89 SEM 0,85 0,01 0,11 5,89 0,25
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7 Diskussion

Seitdem groR angelegte Interventionsstudien 208 mit dem Ziel der Primar- und Sekundarpravention von Herz-
Kreislauferkrankungen auf ein erhdhtes Risiko von Thrombosen sowie Gebarmutter- und Brustkrebs nach
langzeitiger Behandlung mit Hormon- bzw. Ostrogenpraparaten verweisen, sind natiifich vorkommende
pflanzliche Ostrogene, vor allem Sojaisoflavone, in den Forschungsschwerpunkt geriickt. Hinsichtlich dieser in
den letzten Jahren sich erhartenden Tatsachen ist das Interesse der betroffenen Frauen an der Anwendung
natirlicher Produkte gegen Wechseljahrsbeschwerden sehr hoch 19, Als natirliche selektive
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM) kdnnen Isoflavone in Abhéngigkeit vom Hormonstatus sowohl pro- als
auch antiéstrogene Wirkungen im Zielgewebe vermitteln 2577, Diese Eigenschaft basiert auf der Fahigkeit, an
beide Ostrogenrezeptoren ERo. und ERB zu binden, wobei eine hdhere Affinitat zum ERp besteht. ER ist der
dominierende ER im GefaRsystem '8 und wird vermehrt nach Verletzung der GefaBwand (z.B. katheterinduzierte
Endotheldenudation) in glatten GefaBmuskelzellen exprimiert 27. In zahlreichen Studien wurden signifikante
Effekte von Isoflavonen auf das GefaRsystem demonstriert. Analog zum Ostrogen sind Isoflavone in der Lage,
die Replikation und Migration von glatten GefaBmuskelzellen in-vitro zu hemmen 27 und einer Neointimabildung
nach katheterinduzierter GefaRwandverletzung entgegen zu steuern 3. Oral applizierte Ostrogene und
isoflavonhaltiges Sojaeiweifl reduzieren signifikant die Plasmalipidkonzentration, die LDL-Oxidation und den
Cholesterinestergehalt von LDL-Partikeln, wobei sich eine kombinierte Verabreichung beider Substanzen am
effektivsten erwies. Intaktes Sojaprotein bietet einen effektiven Schutz vor der Bildung arteriosklerotischer
Lasionen 23, |soflavone rufen konzentrationsabhéngig eine Vasodilatation hervor und verbessern die
GefaRerweiterung nach Acetylcholingabe, wie auch schon mit Ostrogen gezeigt werden konnte 2%52%. In den
letzten Jahren wurde ein signifikanter Einfluss von Isoflavonen auf die in-vivo Endothelfunktion unter Anwendung
der endothelabhangigen flussinduzierten Vasodilatation (FMD) nachgewiesen 3021321429233 Dg die FMD
zuverlassig die Endothelfunktion reflektiert, dient es vor allem als guter prognostischer Marker fir friihzeitige

arteriosklerotische GefaRwandveranderungen %5268,

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die erfolgreiche Senkung der neuen
kardiovaskularern Risikofaktoren Homocystein und ADMA durch Ostrogen auch nach Applikation von
Sojaisoflavonen an postmenopausale Frauen erreicht werden kann. Weiterhin sollten Ergebnisse von aktuellen
Interventionsstudien, die den Einfluss einer Isoflavongabe auf die Endothelfunktion untersuchten, verifiziert
werden. Da Homocystein und ADMA positiv mit einer endothelialen Dysfunktion korrelieren, wurden die
Veranderungen wéahrend der Intervention im Zusammenhang mit der in-vivo Endothelfunktion und der
Bioverfligharkeit des endothelialen Vasodilators NO diskutiert.

In der vorliegenden Studie konnte weder ein Effekt von Isoflavonen auf Homocystein noch auf die zirkulierende
ADMA-Konzentration in postmenopausalen Frauen beobachtet werden. Die in anderen Interventionsstudien mit

Phytodstrogenen hervorgerufene Verbesserung der Endothelfunktion konnte in dieser Studie nicht verifiziert
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werden. Die Isoflavoneinnahme bot jedoch einen effektiven Schutz vor einem unvorteilhaften Absinken der
zirkulierenden endothelialen NOx-Konzentration. Daneben wurde auch ein negativer Effekt der
Isoflavonsupplementation verzeichnet, der sich in einem marginalen aber signifikanten Anstieg des systolischen

Blutdruckes auRerte.

Warum generell nur ein geringer Effekt der Isoflavonintervention auf die interessierenden Parameter zu
beobachten war, kann nach den in der Studie gewonnenen Resultaten nur hypothetisch beantwortet werden. Die
fur die Studie gewahlte tagliche Dosis an Isoflavonen von 50 mg mit einem Verhaltnis von Genistein zu Daidzein
von 2:1 repréasentiert die typische Isoflavonaufnahme in asiatischen Landern, wie z.B. Japan. Hinsichtlich der
relativ kurzen Zeitrdume der Interventionen mag die verabreichte Dosis zu gering gewesen sein, um eine
signifikante Wirkung zu erreichen. Anhand der Analyse der Isoflavone in Serum und Urin kann zumindest
bestatigt werden, dass die Isoflavone in den Supplementen biologisch verfugbar waren. Damit verbleibt die
Wahrscheinlichkeit, dass Isoflavone nur in ihrem urspriinglichen Zustand, namlich gebunden in der
Sojaproteinmatrix, kardioprotektiv  wirken. In vorangegangenen Studien wurde beispielsweise mit
isoflavonreichem Sojaprotein eine grofere Senkung des Gesamt- und LDL-Cholesterins erzeugt als mit
isoflavonarmen Sojaprotein (nach Extraktion der Isoflavone).

Weiterhin ist zu bedenken, dass die Hypothese eines positiven Einflusses von Soja auf das Herz-Kreislaufsystem
zunachst auf der Basis epidemiologischer Studien geschlussfolgert wurde. Laut jener ist die Prévalenz
kardiovaskul@rer Erkrankungen in Landern mit habituellem Sojaverzehr (und damit erhohter Isoflavonaufnahme)
deutlich geringer als in westlichen Industriestaaten. Klinische Studien, in denen der Wert von Sojaeiweifd oder
Sojaisoflavone bezliglich einer kardiovaskuldren Primar- und Sekundarprévention untersucht wurde, lieferten
nicht immer konsistente Ergebnisse. Die Exposition mit isoflavonhaltigen Sojaprodukten bereits im Kindesalter
mag fir Diskrepanzen zwischen epidemiologischen Studien und Interventionsstudien verantwortlich sein.

Ebenso klafft eine Licke zwischen eindeutig kardioprotektiven Eigenschaften von lIsoflavonen in-vitro und
fehlenden Nachweisen in-vivo. Komplexe Vorgange im menschlichen Organismus verandern méglicherweise die
Eigenschaften von Isoflavonen. Nach Resorption im Darm unterliegen Phytodstrogene in der Leber
Konjugationsreaktionen. Unlangst wurde gezeigt, dass eine Konjugation mit Sulfat durch Sulfotransferasen die
Eigenschaften der Phytodstrogene, speziell deren antioxidative Fahigkeit, deutlich schmalern 340, Dies kdnnte
eine Erklarung dafur sein, weshalb sich die in Zellkultur- und Organstudien gefundenen vaskuloprotektiven

Effekte der Isoflavone oftmals nicht auf epidemiologisch-angewandter Ebene bestétigen lassen.

In der vorliegenden Studie erfolgte die Kontrolle der Compliance (iber die Isoflavonausscheidung im 24-h Urin der
Studienteilnehmerinnen. Die renale Phytodstrogenausscheidung zu Studienbeginn war in beiden randomisierten
Gruppen vergleichsweise niedrig. Wie erwartet, zeigte sich ein deutlicher Anstieg von Genistein und Daidzein im
Blut und Urin wahrend des Verzehrs der isoflavonhaltigen Testlebensmittel. Analog jiingster Ergebnisse von
Setchell et al. (2002) 3! konnte auch in der gegenwartigen Studie der Daidzeinmetabolit Equol im Plasma und

Urin von 30 % der Teilnehmerinnen identifiziert werden. Dieses Ergebnis geht konform mit Studien, die auf eine
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hohe interindividuelle Variabilitét in der Equolproduktion verwiesen haben 40, Hierzu ist zu bemerken, dass die
Hélfte aller Equolproduzenten der deutschen Kohorte angehodrte. Trotz der Gabe aquivalenter Mengen von
Isoflavonen in beiden Interventionsperioden konnten groRe interindividuelle Schwankungen bezlglich der
Ausscheidung von Genistein, Daidzein und Equol im Urin der Studienteilnehmerinnen festgestellt werden. Beide
Beobachtungen weisen auf signifikante Unterschiede im Isoflavonmetabolismus zwischen den Individuen
einerseits "0 und auf die aulerordentliche Bedeutung der regionalbedingten Variation im Ernahrungsmuster
andererseits hin 342, Dennoch reflektiert die renale Ausscheidung von PhytoGstrogenen immer noch verlasslich

die Phytodstrogenaufnahme uber die Erndhrung 3%,

Seit nachgewiesen wurde, dass die Bindungskapazitéat zum Ostrogenrezeptor und die antioxidative Kapazitat von
Equol groRer ist, als die von dessen Precursor Daidzein wird angenommen, dass Personen in Abhangigkeit vom
Equolstatus unterschiedlich auf eine diatetische Isoflavonsupplementation reagieren 33, Eine aktuelle Studie von
Kreijkamp-Kaspers und Kollegen (2005) zeigte, dass die Veranderungen des Blutdrucks nach Gabe von
Sojaprotein unterschiedlich sind, wenn die 202 postmenopausalen Frauen im Alter zwischen 60-75 Jahren in
Equolproduzenten und Nichtequolproduzenten unterteilt werden 343, In der vorliegenden Studie wurden allerdings
keine Unterschiede in den Konzentrationen der zirkulierenden Biomarker sowie der Endothelfunktion zwischen
den Interventionsgruppen nach Kategorisierung in Equolproduzenten und Nichtequolproduzenten nachgewiesen.
Ursachlich fiir diese Divergenz kann sein, dass die relativ jiingere Studienpopulation (Alter 45-70 Jahre) von
vornherein einem niedrigeren kardiovaskularen Risiko ausgesetzt war und somit Unterschiede basierend auf dem

Equolstatus nicht detektiert werden konnten.

Der endotheliale Vasodilator Stickstoffmonoxid (NO) gilt als einer der wichtigsten Mediatoren der éstrogen- und
isoflavongesteuerten Tonusregulation %. Dies wird dadurch deutlich, dass eine Entfernung des Endothels oder
eine Vorbehandlung mit kompetitiven eNOS-Inhibitoren eine signifikante Hemmung des Relaxationprozesses
isolierter Aortenringe zur Folge hat 237238 NO wird von der konstitutiven Isoform der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) aus dem Substrat L-Arginin gebildet 1%, Das Enzym ist membrangebunden und bindet in Abhé&ngigkeit
von der Kalziumkonzentration reversibel Calmodulin 344, Die Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration
resultiert in einer Aktivierung der eNOS 34. Im physiologischen Prozess wird NO kontinuierlich vom Endothel
freigesetzt. Zusatzlich zu dieser basalen Produktion kann die NO-Synthese durch einen Anstieg
hamodynamischer Krafte um ein Vielfaches gesteigert werden. Eine Erhdhung der Blutflussrate und der mit dem
Blutfluss assoziierten Wandschubspannung 16st infolge einer vermehrten Ausschiittung endothelial gebildeten
NOs und der Aktivierung mechanosensitiver nichtselektiver Kationenkanale eine Vasodilatation aus 276277346,
Dieser Mechanismus schiitzt das Endothel vor mechanischer Schadigung und gewahrleistet eine adaquate
Blutversorgung nachgeschalteter Gewebe. Die flussinduzierte Vasodilatation macht sich diesen natlrlichen
Prozess zunutze, um die Funktionalitat des Endothels wahrheitsgetreu widerzuspiegeln '".

Da NO auf molekularer Ebene mit Schllisselprozessen der Atherogenese interferiert, wird es als ein

gefaBschiitzender Faktor angesehen 1%, Eine reduzierte Bioverfligbarkeit von endothelial gebildeten NO spielt
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somit eine zentrale Rolle in der Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion. Jene ist neben einer
beeintrachtigten endothelialen Vasodilatation durch zahlreiche weitere Funktionsstorungen des Endothels wie
durch eine erhohte Adhasivitat, Entziindung, Zellproliferation, Vasokonstriktion und abnormale Blutgerinnung
gekennzeichnet. Die endotheliale Dysfunktion ist bereits im frihen Stadium einer sich entwickelnden
Arteriosklerose mittels der FMD nachweishar. Letztere gilt daher als guter surrogater Marker einer
makrovaskularen Erkrankung 0. Eine beeintrachtigte NO-abhangige flussinduzierte Vasodilatation ist in
Personen mit subklinischer Arteriosklerose nachweisbar und korreliert mit der Anzahl und Stérke
kardiovaskularer Risikofaktoren auf individueller Ebene 0%, Auf Grund der nichtinvasiven Erhebung wird die

FMD bevorzugt in klinischen Studien zur Beurteilung der Effektivitat einer Intervention herangezogen.

In der gegenwartigen Studie konnte die in zahlreichen in-vitro, ex-vivo und in-vivo Studien beobachtete
vasodilatatorische und endothelschiitzende Wirkung von Isoflavonen nicht mittels FMD reflektiert werden. Die
Daten sind in Konkordanz mit anderen Interventionen, die ebenfalls keinen signifikanten Einfluss von diatetisch
verabreichten Sojaprotein oder Sojaisoflavonen auf die Endothelfunktion von Mannern und postmenopausalen
Frauen zeigten 198215217.231 Trotz eindeutiger in-vitro und ex-vivo Hinweise auf eine gefallerweiternde Wirkung
von Isoflavonen 2%, wird hinsichtlich immer wiederkehrender Inkonsistenzen zwischen den
Forschungsergebnissen von Humanstudien, die vasoprotektive Wirkung von Isoflavonen noch immer kontrovers
diskutiert. Die bisherigen Interventionsstudien differieren beziiglich der Behandlungsdauer, der Art und Weise der
Verabreichung und der Dosishdhe, Aspekte, die einen Vergleich zwischen den einzelnen Studien erschweren.
Tatsachlich dauert es Jahrzehnte bis zur klinischen Manifestation einer makrovaskul@ren Erkrankung. So scheint
es wenig verwunderlich, dass eine Verbesserung der Endothelfunktion meist nur nach langfristiger
Isoflavoneinnahme (= 6 Monate) nachweisbar ist. In der gegenwartigen Interventionsstudie verzehrten die
Teilnehmerinnen angereicherte Musliriegel Uber einen Zeitraum von 8 Wochen. Auch wenn diese
Interventionsperiode als biologisch akzeptabel fiir eine klinische Studie angesehen wird, mag dieser Zeitraum zu
kurz gewesen sein, um Effekte hormonell schwacher pflanzlicher Substanzen im Vergleich zur lebenslangen
Exposition in epidemiologischen Studien wahrzunehmen. Derzeit existiert nur eine Studie, die einen signifikanten
Anstieg der FMD bereits nach achtwdchiger Intervention mit Isoflavonen demonstrieren konnte 2%2. Allerdings ist
hier Vorsicht vor einer Uberbewertung der Ergebnisse geboten, da die GroRe des Studienkollektivs sehr begrenzt
war (N=18). Ferner sind zwei wichtige Unterschiede beim Vergleich mit der gegenwartigen Studie auffallig.
Erstens erfolgte die Verabreichung von isoflavonhaltigem Sojaproteinisolat. Das gleichzeitige Vorhandensein
anderer Komponenten in der Sojaproteinmatrix wie Phytine, Saponine etc. konnte die Studienergebnisse
grundlegend beeinflusst haben. Zweitens umfasste deren Studienpopulation nur Frauen mit einem stark erhohten
kardiovaskularen Risiko (Hyperlipidamie) 7. Es ist moglich, dass der Zustand des GefalRsystems der gesunden
Teilnehmerinnen in der gegenwartigen Studie noch nicht den Grenzbereich einer inkompensierbaren Schadigung
erreicht hatte, wodurch folglich auch kein Nutzen einer isoflavonreichen Erndhrung sichtbar wiirde 348, Neben NO
ist ein gesundes Endothel durch Sekretion zahlreicher anderer vasoaktiver Molekile gekennzeichnet. Dazu
gehdren insbesondere Faktoren, die die Interaktionen von Blutzellen (Monozyten/Thrombozyten) mit den

Endothelzellen regulieren. Friihes Ereignis im atheroproliferativen Prozess ist die vermehrte Aktivierung und
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Anheftung von Monozyten an die Intima, deren Eindringen in die GefaBwand und Differenzierung in LDL-
fressende Makrophagen. Die fir eine Monozytenaktivierung und -adhésion von den Endothelzellen gebildeten
Adhasionsmolekile und Chemokine wie ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin und MCP-1, blieben durch die
Isoflavonintervention  ebenfalls unbeeinfluBt und bestdtigen damit das Uber die nichtinvasive

Endothelfunktionsmessung ermittelte Resultat 342,

Wie bereits erwahnt, gilt der Daidzeinmetabolit Equol als potenteres Phytodstrogen als dessen Vorlaufer
Daidzein 222, Daher wird vermutet, dass mdglicherweise nur die relativ begrenzte Gruppe der Equolproduzenten
aus dem Verzehr von isoflavonhaltigen Lebensmitteln/Praparaten einem Nutzen bezliglich hormonsensitiver
Endpunkte zieht 33, In der vorliegenden Studie konnte diese Hypothese allerdings nicht bestétigt werden. Es
wurde aber eindeutig nachgewiesen, dass die generelle Verbesserung der Endothelfunktion vor allem auf
positiven Veranderungen bei den Equolproduzenten beruht. Jedoch traten diese Modifikationen sowohl wahrend
der Isoflavonphase als auch wahrend der Plazebointervention auf, wenn auch in geringerem Ausmall. Zudem
waren keine statistisch signifikanten Interaktionen zwischen dem Equolstatus und der Isoflavonbehandlung
nachweisbar. Dies mag darauf hindeuten, dass die potentielle Regulation der Endothelfunktion durch Isoflavone

nicht auf Interaktionen mit dem ER-Signalweg beruht.

Es gibt auRerdem eine Reihe von Stérfaktoren, die die FMD-Messung akut beeinflussen kdnnen 5282, Wegen der
geringen GrofRe der zu messenden Veranderungen im Gefalidurchmesser und der Beobachterabhéngigkeit ist es
eminent wichtig, diese Methode unter kontrollierten Bedingungen durchzuflihren. Beriicksichtigt man aber all jene
StorgréRen, stellt die FMD ein verlassliches und akkurates Werkzeug zur Erhebung der Endothelfunktion dar 2.
In Anlehnung an Coretti et al. (2002) wurde in dieser Studie ein standardisiertes Protokoll eingesetzt, welches
neben einem detaillierten, zeitlich genau umrissenen Ablaufplan auch die notwendigen Rahmenbedingungen den
durchfiihrenden Zentren vorgab 34°. Abweichend von den in der Literatur beschriebenen Standardisierungen
erfolgte die Durchfiihrung der FMD allerdings nicht vollstandig niichtern, was die Studienergebnisse nachhaltig
beeinflusst haben kénnte.

Ein weiterer limitierender Faktor in der vorliegenden Studie diirfte mdglicherweise die Kohortengroe gewesen
sein. Die FMD erhohte sich wahrend der Isoflavonphase deutlich starker als in der Plazebophase. Jedoch konnte
wegen der groflen interindividuellen Unterschiede bei relativ geringer Personenzahl (N=28) unter Anwendung
dieser storanfalligen Methode keine statistische Signifikanz zwischen den Behandlungsdifferenzen ermittelt
werden. Um eine fiinfprozentige Irtumswahrscheinlichkeit in einer vergleichbaren Studie wie der vorliegenden
(mit cross-over Design) fiir ein zweiseitiges Signifikanzniveau zu erreichen, hatte die Kohorte laut Liang et al.

(1998) eine GroRe von mindestens N=207 haben mussen 3%,

Die Hypertonie gilt als traditioneller Risikofaktor flir Herz-Kreislauferkrankungen. In einer epidemiologischen
Studie mit 7813 postmenopausalen Frauen im Alter zwischen 49 und 66 Jahren wurde festgestellt, dass der

systolische Blutdruck und der mittlere arterielle Blutdruck am starksten mit der CVD-Mortalitat korrelieren 1. Es
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gibt bis dato jedoch nur wenige Interventionsstudien, die den Einfluss von Isoflavonen auf den Blutdruck in
postmenopausalen Frauen untersucht haben. In der gegenwértigen Studie wurde ein leichter Anstieg des
systolischen Wertes nach Isoflavoneinnahme beobachtet, wahrend der diastolische Wert und der mittlere
arterielle Blutdruck unverandert blieben. Die Blutdruckdaten sind jedoch vorsichtig zu interpretieren, da nur
ambulante Gelegenheitsblutdruckmessungen vorgenommen wurden. Diese Art der Blutdruckmessung gibt
allgemein Auskunft tGber den physischen Zustand der Person zu einem definierten Zeitpunkt. Hiermit lassen sich
allenfalls Trends ableiten, aber keine Aussagen zur Abschatzung des kardiovaskularen Risikos treffen. Fiir die
Beurteilung einer Zustandsveranderung und der Behandlungsbedirftigkeit eines Individuums ist die Erfassung
des zirkadianen Rhythmus Uber die ambulante 24-h Blutdruckmessung (ABPM) unumganglich %%2. Die ABPM
korreliert besser mit der kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitat als konventionelle Blutdruckmessungen in der
Klinik 352383 und ist das Mittel der Wahl, um eine mégliche Uberschatzung des Blutdruckes durch den ,WeiRen-
Kittel-Effekt’ auszuschlieien 35,

Bisherige Studien haben auBerdem gezeigt, dass Patienten mit einem beeintrachtigten nachtlichen
Blutdruckabfall (Nondipping) ofter von ernsten kardiovaskularen Ereignissen betroffen zu sein scheinen als
andere %5, Somit gilt der nachtliche Blutdruck als besserer Pradiktor eines Organschadens. Der Erfolg geeigneter
Interventionsmalinahmen ware dementsprechend nur (iber Erstellung eines Tagesprofils mittels einer ABPM
beurteilbar.

Der marginale Anstieg des systolischen Blutdruckes in der vorliegenden Studie wéhrend der Isoflavonphase ist
auf einen Zentrumseffekt zuriickzufiihren und mag zumindest teilweise die angespannte psychische Situation der
Teilnehmer (Weiler-Kittel-Effekt) zu dem gemessenen Zeitpunkt widerspiegeln. Ungeachtet dieser marginalen
Blutdruckerhéhung stimmen die Ergebnisse mit denen von Hodgson et al. (1999) (berein, die nach
Verabreichung eines Isoflavonkonzentrates an gesunde Personen mit hochnormalem Blutdruck weder
Veranderungen des Blutdruckes im Liegen und Stehen noch des ambulant gemessenen 24-Stundenblutdruckes
dokumentieren konnten 22, Dennoch wurde in der Vergangenheit eine effektive Senkung des Blutdruckes durch
Applikation von isoflavonhaltigem Sojaprotein 18419835 ynd Isoflavonen aus Rotklee 2#2 erzielt. Demnach scheinen
Isoflavone unter gewissen Umstanden doch zu einer Senkung des Blutdruckes zu fihren. Weshalb dieser Effekt
in der vorliegenden Studie ausblieb, kann auBer den methodischen Einschrankungen nicht ausreichend erklart

werden.

Homocystein (tHcy) gehort zu jenen kardiovaskularen Risikofaktoren, die eng mit einer gestérten flussinduzierten
Vasodilatation korrelieren 37:3%, Es konnte nachgewiesen werden, dass eine moderate experimentell induzierte
Hyperhomocysteindmie zu einer raschen Beeintrachtigung der in-vivo Endothelfunktion flhrt 2%6.297 Zahlreiche
Studien haben bestitigt, dass eine kardiovaskulare Risikomodifikation auf der Grundlage einer Ostrogen- oder
Hormonersatztherapie effektiv zur Senkung der endogenen Homocysteinkonzentration fiihrt 35%-362 wobei analog
zum Cholesterin Personen mit initial erhdhten Homocysteinspiegeln am meisten von der Maflnahme profitieren.
Die enge Beziehung zum Hormonstatus wird vor allem dadurch deutlich, dass mit dem Eintritt in die

Wechseljahre der Homocysteinspiegel bei Frauen stark ansteigt %2
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Hinsichtlich des unstrittigen Einflusses von Ostrogenen auf den Homocysteinmetabolismus sind die Ergebnisse
der gegenwartigen Studie uberraschend. Da angenommen wird, dass die Mehrheit der Isoflavoneffekte auf dem
konventionellen ER-vermittelten Mechanismus basiert, wurde eine Abnahme von Homocystein nach einer
Isoflavonsupplementation erwartet. Dass die Modulation der Homocysteinspiegel durch Ostrogen zumindest
partiell ER-gebunden erfolgen diirfte, lasst sich daraus ableiten, dass kiinstliche SERM wie Raloxifen die
Homocysteinkonzentration im gleichen Ausmal} senken wie das endogene Geschlechtshormon 118121361 Qb
andere Mechanismen eine Rolle spielen, ist derzeit noch nicht nachgewiesen. Zumindest sind bisher keine
Interaktionen von Isoflavonen mit den tHcy-Spiegel regulierenden Enzymen bekannt, weder mit der
Methioninsynthase dem flir die Remethylierung von Homocystein zustdndigen Enzym noch mit der die
Transsulfurierung Homocysteins katalysierende Cystathionin-B-Synthase [Abb. 7-1].

In den wenigen Studien, die den Einfluss von Isoflavonen auf den Homocysteinmetabolismus untersucht haben,
wurde Sojaproteinisolat als Vehikel anstelle von isolierten Isoflavonen genutzt. Der Vergleich des
Interventionseffektes erfolgte flr gewdhnlich gegen eine caseinangereicherte Diat. Die gegenwartige Studie ist
die Erste, die die Wirkung von reinem Isoflavonextrakt auf die zirkulierende Homocysteinkonzentration in
postmenopausalen Frauen mit Plazebo vergleicht. In der Studie von Jenkins et al. (2002) wurden
hyperlipiddmischen Mannern und postmenopausalen Frauen Sojaprotein mit entweder 10 mg/d oder 73 mg/d
Isoflavonen (iber einen Monat verabreicht 2!'. Eine marginale aber signifikante Senkung der Homocysteinspiegel
wurde wahrend der Diat mit niedrigem Isoflavonanteil beobachtet. Tonstad et al. (2002) untersuchten die Wirkung
von 30 g oder 50 g Sojaproteinisolat mit einem Isoflavongehalt von 111 mg/d oder 185 mg/d (iber einen Zeitraum
von 16 Wochen an gesunden Mannern und postmenopausalen Frauen 34, Im direkten Vergleich mit der
caseinangereicherten Diat wurde der Homocysteinspiegel durch die Sojaproteindiat um 0,8 umol/L gesenkt. In
Patienten mit Typ 2 Diabetes Mellitus reduzierte isoliertes Sojaprotein, welches 165 mg Isoflavone pro Tag
lieferte, die Gesamthomocysteinkonzentration um 14 % im Gegensatz zu Casein 3.

Die gegenwartige Studie verglich nicht die Wirkung unterschiedlicher Proteinquellen miteinander, sondern
spezifische an Sojaprotein gebundene Komponenten mit Plazebo. Somit kann diese Studie nicht direkt mit den
anderen Interventionen verglichen werden. Casein hat im Gegensatz zu Sojaprotein einen wesentlich hdheren
Methioningehalt 36, Aktuelle Humanstudien haben gezeigt, dass eine Methioningabe zu einem rasanten Anstieg
von Plasmahomocystein fiihrt 27, Der Effekt in den mit Sojaproteinisolat erzielten Interventionsstudien ist daher

eher der Proteinquelle als dem Isoflavongehalt zuzuschreiben.

Unabhéngig von der Art der Intervention konnte im gesamten Studienverlauf eine signifikante Zunahme der
Homocysteinspiegel beobachtet werden. Dieser Anstieg beruht mdglicherweise auf einer signifikanten Abnahme
der Cobalamin- und inshesondere der Folatspiegel. Die Aktivitdt der Methioninsynthase wird entscheidend von
dem Vorhandensein des Kofaktors Vitamin B-12 und dem Methylgruppendonor 5-Methyltetrahydrofolat
beeinflusst [Abb. 7-1] 3%, Eine Depletion von Vitamin B-12 und Folat beeintrachtigt die Aktivitat dieses Enzyms
erheblich, was eine Akkumulation von Homocystein in den Zellen begiinstigt 367-36%, Tierexperimentell konnte eine

schwere Hyperhomocysteinamie durch eine folatarme Ernahrung induziert werden, welche neben einer gestorten
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FMD auch mit erhdhter arterieller Permeabilitdt und einer beginnenden Reduktion der arteriellen Compliance
assoziiert war %70, Bei Zufuihrung von Folat und Vitamin B-12 erfolgt auch bei initial normalen Vitaminspiegeln eine
Abnahme der Homocysteinkonzentration 37371.372) was gleichzeitig mit einer Verbesserung der Endothelfunktion
einhergeht 372,

Die allgemeine Verschlechterung der Vitaminplasmaspiegel wahrend der Intervention kann gegebenenfalls auf
eine Einschrankung des Konsums Folsdure- und Vitamin B-12-reicher Lebensmittel wahrend der
Ernahrungsintervention zurlickzufihren sein, obwohl dies anhand der Erndhrungserhebung nicht bestatigt
werden kann. Der Goldstandard — das Wiegeprotokoll - stellt ein geeignetes Instrument fiir die Schatzung der
ublichen Folat- und Vitamin B-12-Aufnahme dar %73, Die von uns eingesetzten 3-Tages-Schatzprotokolle sind
jedoch weniger prazise in der PortionsgroRenangabe als das Wiegeprotokoll. Dieser Unterschied kann
maglicherweise die Diskrepanz zwischen der Folat- und Vitamin B-12-Versorgung dber die Erndhrung und dem
endogenen Versorgungsstatus erklaren. Ein weiteres Problem von Schéatzprotokollen fiir die Erfassung der
Aufnahme von Mikronutrienten ist das Unterschatzen der PortionsgroRe von ungesunden Lebensmitteln,
wahrend die Zufuhr von gesunden Lebensmitteln wie Obst und GemUse haufig Gberschatzt wird. Insbesondere
erwachsene Frauen konsumieren haufig kleinere Portionen als angegeben 973, Zusatzlich erfolgt mit

zunehmender Protokollierungsdauer die Abnahme der Compliance der Probanden.

THF
/ SAM
5,10-methylen
THF CHs ~| PRMT
Betain SAH
MTHFR 5-methyl L
THF )
Homocystein CH;-Protein
cBs | B-6 Proteolyse

Cystathionin ADMA

Abbildung 7-1  Homocysteinmetabolismus und ADMA-Bildung

Methionin  wird zu  S-Adenosylmethionin  (SAM) aktiviert, welcher den Methylgruppendonor fiir  diverse
Methyltransferreaktionen darstellt. S-Adenosylhomocystein (SAH) entsteht beim Methyltransfer aus SAM. L-Homocystein
wird durch reversible Hydrolyse aus SAH gebildet. Die Ubertragung der Methylgruppen auf Protein wahrend der
posttranslationalen Modifikation wird durch die Proteinargininmethyltransferasen (PRMT) katalysiert. Hydrolyse von
methylierten Proteinen filhrt zur Freisetzung von ADMA. Die Regulation der Homocysteinspiegel erfolgt auf Ebene der
Remethylierung von Homocystein zu Methionin durch das Enzym Methioninsynthase (MS) und durch die Transsulfurierung
von Homocystein zu Cystathionin durch die Cystathionin 3-Synthase (CBS). Die Remethylierung erfordert Vitamin B-12 und
5-Methyltetrahydrofolat (5-methyl THF), welches durch die 5,10-Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) gebildet wird.
Die Transsulfurierung unterliegt einer Vitamin B-6-abhéngigen Reaktion. In der Leber und Niere erfolgt die Remethylierung
durch einen alternativen Weg mit Betain. [adaptiert aus: Lentz et al. Atherosclerosis Supplements 4 (2003) 61-65]
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Die Mechanismen einer durch Homocystein hervorgerufenen Endotheldysfunktion sind bisher nur ungentigend
geklart. Obwohl die vorhandenen Daten sehr limitiert sind, wurden in den letzten Jahren verschiedene
Hypothesen generiert. Homocystein hat nicht nur einen direkten Einfluss auf den GefaRtonus 25374375 sondern
zusatzlich besteht ein unmittelbarer Zusammenhang zur endothelialen Dysfunktion durch Begiinstigung der
Bildung arteriosklerotischer Plaques und der Proliferation glatter GefaBmuskelzellen. Diese Prozesse ftragen
entscheidend zur Schadigung des Gefalendothels und zur Reduktion der Gewebeelastizitdt bei 376377, |n
Tierexperimenten war eine Exposition mit Homocystein mit einer Vasokonstriktion und einer verminderten
Vasodilatationskapazitat der GefalRe assoziiert 295374375, Dem mit einer Hyperhomocysteinamie einhergehenden
oxidativen Stress kommt in der Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion zweifellos eine pathophysiologische
Bedeutung zu 378380, Homocystein stellt nicht nur selbst eine Quelle fiir reaktive Sauerstoffradikale dar 3%,
sondern ist auferdem Vorlaufer von Cystein, dem Substrat fir das wichtigste intrazellulare Antioxidanz
Glutathion. Ferner beeintrchtigt Homocystein die Funktion der Glutathionperoxidase, eines antioxidativ
wirkenden Enzyms %5, Zhang et al. (2000) wiesen nach, dass Homocystein infolge der vermehrten Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die Bioverfligbarkeit von merklich NO reduziert 2%. Dieser Effekt basiert
im Wesentlichen auf der oxidativen Inhibierung der eNOS. eNOS Enzyme sind als Homodimere katalytisch aktiv
und erfordern die Bindung von Kofaktoren wie Flavinadenindinucleotid (FAD), Flavinmononucleotid (FMN),
Haem, Tetrahydrobiopterin (BH4) und Calmodulin fiir eine optimale Aktivitat. Sauerstoff reagiert mit eNOS, in
welcher BH4 NAD(P)H mit Arginin koppelt, um zu NO und Citrullin umgesetzt zu werden. Erfolgt eine
Entkopplung infolge der oxidativen Inaktivierung von BH4, wird das Enzym zum Nettoproduzent von
Superoxidradikalen. Aktuell wurde in-vitro mit Homocystein eine eingeschrankte NO-Synthese durch eine
verminderte BH4-Verflgbarkeit nachgewiesen 38'. Dieser Effekt war durch BH4-Inkubation reversibel 382, Der
Abbau von NO erfolgt Uber eine schnelle Reaktion mit Superoxidanionen. Eine vermehrte Bildung von
Superoxidanionen infolge eines Homocysteiniiberangebots kann das fein austarierte Gleichgewicht zwischen NO
und Superoxid empfindlich stéren. NO wird, noch bevor es die glatte Muskulatur erreicht, durch Reaktion mit
Superoxid nicht nur schnell inaktiviert, sondern bildet zusammen mit diesem ein noch potenteres Oxidanz, das
Peroxynitrit (ONOQ") 30, Eine zusétzliche Verschiebung des Glutathionperoxidstoffwechsels durch Homocystein
kann die endotheliale antioxidative Kapazitdt weiter beeintrachtigen 3%, wodurch sowohl die basale NO-

Produktion als auch die eNOS-Synthese betroffen ist.

Einen Anhaltspunkt flr die endotheliale NO-Bioverflgbarkeit in-vivo kann die Messung der NO-Abbauprodukte
Nitrit und Nitrat liefern 38, Allerdings sollte bei der Diskussion der Ergebnisse beachtet werden, dass NOx kein
realistisches Abbild der NO-Konzentration darstellt, da dieser Parameter von der individuellen Ernahrung
abhangig ist. Die Beeinflussung des NO-Stoffwechsels durch Isoflavone wurde erstmals in-vivo durch die
Arbeitsgruppe von Squadrito (2002) 3% direkt gemessen, und kann nun durch die vorliegende Studie verifiziert
werden. Squadrito et al. applizierten postmenopausalen Frauen 54 mg/d Genistein Uber einen Zeitraum von 6
Monaten. Die durchschnittliche NOx-Konzentration stieg von 22 umol/L auf 41 umol/L nach der Intervention,
wobei keine Veranderungen in der Plazebogruppe sichtbar waren. Der Mechanismus dieser NOx Erhéhung

wurde jedoch nicht beschrieben. In der vorliegenden Studie konnte im Vergleich zur Plazebobehandlung eine
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héhere Konzentration der NO-Stoffwechselprodukte Nitrit und Nitrat ermittelt werden, was mdglicherweise einen
Hinweis auf eine erhohte NO-Verfligbarkeit gibt. Allerdings konnen hiermit keine Aussagen Uber die Bioaktivitat
von NO getroffen werden. Theoretisch kann eine vermehrte Bildung von NOx auch durch die gesteigerte

Inaktivierung von freiem NO reflektiert werden.

Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, wie Isoflavone in den NO-Metabolismus eingreifen kénnen. Diese
betreffen zum einen die NO-Biosynthese und zum anderen den NO-Katabolismus [Abb. 7.2]. Isoflavone sind
theoretisch in der Lage, die NO-Synthese durch Heraufregulation der eNOS-Expression zu stimulieren. Dies kann
ganz klassisch (iber eine ER-Interaktion erfolgen, wie bereits mit Ostrogen bewiesen wurde 383384, oder iiber
Inhibierung des NF-kB Signalweges 258260, Tatsachlich konnten verschiedene Halbsequenzen des ERE aber
auch Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor NF-xB im Promotorbereich der eNOS identifiziert werden 385,
Daneben wére theoretisch eine nichtgenomische Aktivierung der eNOS via ER-Bindung mdglich 386, Niedrige
endogen zirkulierende Ostrogenkonzentrationen, wie sie bei postmenopausalen Frauen der Fall sind, bilden
prinzipiell eine gute Basis flr eine Ostrogenagonistische Wirkung der Isoflavone 1%, Unabhéngig von der
klassischen ER-vermittelten Wirkweise wurde jlingst der Beweis einer ER-unabhéngigen Stimulation der eNOS
durch Genistein erbracht 37. Grundlage fiur den Genisteineffekt war die Erhéhung der Konzentration von
zyklischem Adenosinmonophosphat, welches seinerseits die Aktivitat der eNOS Uber einen Proteinkinase A-
vermittelten Mechanismus stimulierte. Eine nichtgenomische Calveolin/Calmodulin-abhéangige Erhdhung der
eNOS Aktivitat wurde aulerdem mit Daidzein demonstriert 38, Dies war nicht nur mit einer vermehrten NO-
Freisetzung, sondern auch mit einer verbesserten acetylcholinvermittelten Vasodilatation assoziiert. Alternativ zur
Stimulation des NO-Anabolismus, ist eine Interferenz von Isoflavonen mit dem oxidativen Abbau von NO
durchaus denkbar, zumal die antioxidativen Fahigkeiten von Sojaisoflavonen und dem Metaboliten Equol
eindeutig nachgewiesen sind 24938383 Das antioxidative Potential der Isoflavone umfasst jedoch nicht nur direkte
radikaldeaktivierende Effekte (Quenchen), sondern auch indirekte Effekte, wie eine Aktivierung antioxidativer
Enzyme, was die intrazellulére antioxidative Kapazitat zusatzlich erhdht %. Ubereinstimmend konnte in-vitro eine
gesteigerte Freisetzung von biologisch aktivem NO infolge einer effektiven Hemmung der Superoxidproduktion

durch Equol demonstriert werden 245,
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Abbildung 7-2 Potentielle Mechanismen der Isoflavonwirkung auf den Stickstoffmonoxidmetabolismus

Vereinfachtes Schema der redoxabhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB. In unstimulierten Zellen wird NF-
kB via Sequestrierung durch Inhibitorproteine der IxB Familie aktiviert. Verschiedene Stimuli, die die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) ankurbeln, filhren zu einer Phosphorylierung der inhibitorischen Untereinheit von kB und zu
dessen nachfolgender Proteolyse. Einmal freigesetzt transloziert NF-xB in den Nucleus und bindet an entsprechende
Sequenzen im Promotorbereich des Gens fiir die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), wo er mdglicherweise
deren Expression inhibiert (eNOS). Isoflavone kdénnen der Aktivierung von NF-xB durch Verminderung der
Sauerstoffradikale, Inhibierung der kB Kinase, oder eine Behinderung der NF-kB Translokation und DNA-Bindung
entgegensteuern. Eine Stimulation der eNOS-Expression durch Isoflavone kann theoretisch auch tber eine Aktivierung des
klassischen Ostrogenrezeptor (ER)-Signalwegs durch Bindung an das Ostrogen responsible Element (ERE) erfolgen.
Andererseits konnen Isoflavone via ER-Bindung aber auch (iber ER-unabhangige Mechanismen die eNOS durch
Phosphorylierung aktivieren. Die antioxidative Aktivitat der Isoflavone schiitzt direkt vor einer oxidativen Inaktivierung von
endothelialem Stickstoffmonoxid (NO). [adaptiert aus: Cassidy et al. Expert Rev Mol Med (2003) 5 (30) 1-15]

Die Prasenz von Homocystein in-vitro ist nicht nur durch eine Abnahme von NO, sondern auch durch eine
deutliche Zunahme der ADMA-Produktion gekennzeichnet 3%. Dies ist nicht verwunderlich, denn das primér fiir
den Abbau von ADMA verantwortliche Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase-2 (DDAH-2) ist extrem
oxidationsanfallig und wird in Anwesenheit von Homocystein schnell inaktiviert 3%4. Der kompetitive eNOS-
Inhibitor ADMA gqilt als der wichtigste physiologische Modulator der NO-Biosynthese 3%, Erhohte ADMA-
Konzentrationen stehen in einem direktem Zusammenhang mit einer gestorten Gefalifunktion 19.3043% ynd sind
positiv mit dem Schweregrad von Gefalerkrankungen bei Patienten mit generalisierter Arteriosklerose korreliert
15, In-vitro und in-vivo stimulierte ADMA die Adhasion von Monozyten und inhibierte die NO-Bildung 397:3%, |m
Hintergrund dieser proatherogenen Wirkungen wird ADMA neben Homocystein als neuer Risikofaktor fir eine
endotheliale Dysfunktion angesehen. Das fur die Synthese von ADMA verantwortliche Enzym
Proteinargininmethyltransferase-1 (PRMT-1) stellt ein Verbindungsglied zwischen dem Homocystein- und ADMA-
Metabolismus dar 3%, Diese katalysiert den Transfer von Methylgruppen aus S-Adenosylmethionin auf L-Arginin
in Proteinen unter Bildung von S-Adenosylhomocystein, dem direkten Vorlaufer von Homocystein [Abb. 7-1] 303,
Somit mindet ein erhdhter Durchsatz von Methionin nicht nur in einer vermehrten Homocysteinproduktion,

sondern auch in einer Stimulation der ADMA-Biosynthese, wie in-vitro gezeigt werden konnte 3%,
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Im Jahre 2001 konnten Boger et al. erstmals die Bedeutung der Homocystein-ADMA-Interaktion fiir die
Entstehung einer endothelialen Dysfunktion innerhalb einer Interventionsstudie veranschaulichen *°. Sydow und
Muinzels Konzept einer homocysteininitiierten Endotheldysfunktion integriert die komplexen Zusammenhange
zwischen Homocystein, oxidativem Stress, NO-Bioverfligharkeit und ADMA 40, Danach verursacht die mit einer
Hyperhomocysteindmie einhergehende Bildung von ROS via Aktivierung der PRMT-1 und Inhibierung der DDAH-
2 eine Akkumulation von ADMA [Abb. 7-3]. Erhdhte ADMA-Konzentrationen hemmen dann nicht nur die NO-
Biosynthese, sondern vermindern auch die L-Argininverfligbarkeit, was eine Entkopplung der eNOS zur Folge
hat. Die kontinuierliche Einwirkung von ROS und die Potenzierung des oxidativen Stresses durch ADMA
beglinstigt eine weitere Schadigung des Endothels. Die Relevanz dieses Konzepts konnte unter Einsatz von

Antioxidanzien veranschaulicht werden 401,

NADPH+O,+L-Arginin

ciruin- SNO — ONOO"

ADMAJ?‘ Homocystein — H,0,
SH +—

Glu
Citrullin >Dimethylamin

Abbildung 7-3  Schematische Darstellung der Mechanismen und Auswirkungen eines Anstiegs von
Homocystein

Tetrahydrobiopterin (BH4) koppelt die NADPH-Oxidase innerhalb des endothelialen Stickstoffmonoxidsynthasekomplexes
(eNOS) mit L-Arginin. Sauerstoff reagiert mit dem Enzym unter Generierung von Stickstoffmonoxid (NO) und Citrullin. eNOS
agiert als Homodimer und enthalt verschiedene Co-enzyme, wie Flavinmononucleotid (FMN), Flavinadenindinucleotid (FAD)
und bindet Calmodulin (Cal). NO wird durch schnelle Reaktion mit Superoxidanionenradikalen (O2*) zu Peroxynitrit (ONOO"),
einem noch stérkeren Oxidanz, umgewandelt. Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) agiert als kompetetiver Inhibitor,
welcher die eNOS entkoppelt und diese dabei zu einem Nettoproduzent von Oz werden lasst. ADMA wird durch
Dimethylarginin Dimethylaminohydrolasen (DDAH) zu Citrullin und Methylaminen hydrolysiert. Das fiir den Katabolismus
verantwortliche Enzym besitzt innerhalb des aktiven Zentrums eine katalytische Triade bestehend aus Cystein (Cys249),
Histidin (His162) und Glutaminsdure (Glu114). Homocystein reagiert wahrscheinlich mit Cystein unter Bildung einer
kovalenten Disulfidbindung, wobei das Enzym inaktiviert wird. Die Inaktivierung fiihrt zu einer Akkumulation von ADMA und
folglich zu einer Inhibierung von eNOS mit verminderter NO-Biosynthese. Die vermehrte Bildung von Wasserstoffperoxid
(H202) und Oz durch Homocystein beginstigt eine weitere Inaktivierung der DDAH und auch von NO selbst. Die verminderte
Bioverfligbarkeit von NO fordert eine endotheliale Dysfunktion.
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Die vorliegende Studie ist bisher die einzige, welche den Effekt von Isoflavonen auf die zirkulierende ADMA-
Konzentration in postmenopausalen Frauen untersuchte. Mit diesem Negativergebnis kann ausgeschlossen
werden, dass die Veranderungen der NOx-Konzentration wahrend der Intervention auf einer Verschiebung der
ADMA-Konzentration beruht. Die Beobachtungen sind divergent zu den Ergebnissen von aktuellen
Interventionsstudien, die die Wirkung von Ostrogen auf ADMA dieser Zielgruppe untersuchten 8402, Teerlink et
al. verabreichten gesunden postmenopausalen Frauen iiber einen Zeitraum von 2 Jahren 0,625 mg/d CEE (engl.
conjugated equine estrogen), was bereits nach 6 Monaten zu einer 7,8 %-igen Senkung (95 % Konfidenzintervall
128 % bis -29 %; P=0,003) der ADMA-Konzentration fiihrte 8. Ahnliche Effekte (-11,6 % (95 %
Konfidenzintervall -19,9 bis -3,3 %)) konnten Post et al. nach 12 Wochen sequenzieller HRT (2 mg 17- Estradiol
und 0,5 mg Trimegestone taglich) beobachten. In Tierversuchen wurde demonstriert, dass Ostrogen nicht nur
erfolgreich die Endothelfunktion verbessert, sondern dass dieser Effekt gleichzeitig mit einer Reduktion der
ADMA-Spiegel gekoppelt ist 43, Der Mechanismus fiir die Senkung der ADMA-Spiegel durch Ostrogen ist bisher
nicht beschrieben, erfolgt aber wahrscheinlich durch Aktivierung der DDAH 4%, Dieses in-vitro Ergebnis konnte
allerdings bisher nicht durch in-vivo Studien in postmenopausalen Frauen belegt werden.

Zwei wichtige Aspekte missen allerdings bei der Diskussion der ADMA-Werte berticksichtigt werden. Erstens ist
die durchschnittliche ADMA-Konzentration der Studienteilnehmer in der vorliegenden Studie verglichen mit denen
anderer Studienpopulationen innerhalb der physiologischen Grenzen 402, Zum anderen wéren grofRere
Veranderungen der ADMA-Konzentration eher bei Patienten mit initial erhéhten Werten zu erwarten. Zweitens
liegen bisher keine Daten vor, die den fir eine in-vivo ADMA-Reduktion minimalen Interventionszeitraum
erfassen. Zudem sind keine Studien verfligbar, die die ADMA-Konzentration in Populationen mit traditionellem
Isoflavonverzehr (in Form von Sojaprodukten o.a.) und mit einer westlich orientierten Ernahrung vergleichen.
Deshalb kann derzeit auch nicht beantwortet werden, ob eine Erndhrungsweise, die reich an Isoflavonen oder

Sojaprotein ist, die ADMA-Spiegel in der normalen Bevdlkerung beeinflusst.

7.1 Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass eine isoflavonreiche Erndhrung keinen Einfluf auf die Endothelfunktion
und die kardiovaskularen Risikomarker Homocystein, ADMA und den Blutdruck in gesunden postmenopausalen
Frauen austibt. Der gesundheitliche Nutzen einer Isoflavonsupplementation in einer gesunden westlichen
Bevélkerung ist daher fragwiirdig. Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Interventionsstudien, die weder eine
vorteilhafte Beeinflussung der Blutlipidwerte 205 noch typischer Menopausenbeschwerden (z.B. Hitzewellen) 182
mit isolierten Isoflavonen nachweisen konnten. Auch sind Ergebnisse von Interventionen mit Schwerpunkt der
Osteoporosepravention 4% und hormonabhéngiger Krebsarten 4% derzeit noch inkonsistent. Deshalb kann eine
generelle Supplementation von isolierten Isoflavonen an gesunde postmenopausale Frauen in westlichen
Landern nicht empfohlen werden, auch wenn bisher keine ausreichenden Beweise einer schadlichen Wirkung

vorliegen 407,
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9 Anhang

Rekrutierungsmaterialien

Pressemitteilung flr Printmedien

TEILNEHMER FUR EINE ERNAHRUNGSSTUDIE
AM DEUTSCHEN INSTITUT FUR ERNAHRUNGSFORSCHUNG
IN POTSDAM-REHBRUCKE GESUCHT

Im Rahmen eines von der EU geforderten Forschungsprojektes wird das Deutsche Institut fir
Emahrungsforschung in naher Zukunft eine Erndhrungsstudie durchfiihren. Ziel ist es, den gesundheitlichen
Wert einer Soja-reichen Ernahrung auf das Herz-Kreislauf-System von Frauen nach den Wechseljahren zu
untersuchen.

Dafiir werden interessierte Frauen im Alter zwischen 45 — 70 Jahren gesucht, die die Wechseljahre bereits
durchschritten haben. Die Studienteilnehmerinnen sollen (iber 2 x 8 Wochen neben ihrer Ublichen Kost
Soja-angereicherte Lebensmittel verzehren. Vorgesehen sind Blut- und Urinuntersuchungen sowie nicht-
invasive Messungen der Gefalkfunktion. Fir die Teilnahme wird eine Aufwandsentschadigung gezahlit.

Interessentinnen werden gebeten, sich von Montag bis Freitag unter 033200 / 88-682 oder —667 in der

Abteilung Interventionsstudien zu melden.

Aushang in gynakologischen Praxen

IlProbandinnen gesucht!!

Liebe Patientinnen !

Das Deutsche Institut fiir Emahrungsforschung sucht noch weiterhin interessierte Frauen fiir ein im April diesen Jahres
anlaufendes Forschungsprojekt der Européischen Union.

In dieser 6 Monate andauernden Studie soll der Einfluss einer Soja-reichen Erndhrung auf das Herz-Kreislauf-System von
Frauen nach den Wechseljahren untersucht werden. Die ausliegende Studieninformation erlautert lhnen kurz den
wesentlichen Ablauf der Studie. Sollten Sie an einer Teilnahme interessiert sein, kontaktieren Sie bitte die verantwortliche

Mitarbeiterin der Abteilung Interventionsstudien (Telefonnummer siehe unten stehend zum Abreissen).




Anhang XXX

Anschreiben an ehemalige Probanden

Frau
«Vorname» «Name»
«Adresse»

«PLZ» «Ort»

Rehbricke, den 20.01.2003

Sehr geehrte Frau «Namey,

lhre Anschrift haben wir unserer Probandendatei mit Adressen ehemaliger Studienteilnehmer(innen) der
Abteilung Interventionsstudien entnommen, die an einer Teilnahme in neuen Projekten interessiert sind.

Im Rahmen eines Forschungsprojektes der Europaischen Union wird unsere Abteilung in naher Zukunft wieder
eine Ernahrungsstudie durchfiihren. Ziel dieser Studie ist es, die Wirkungen einer Sojareichen Ermnahrung auf das
Herz-Kreislauf-System von Frauen nach den Wechseljahren zu untersuchen.

Dafiir suchen wir interessierte Nichtraucherinnen im Alter zwischen 45 — 70 Jahren, die vor mindestens 1 Jahr
ihre letzte Menstruation hatten. Wir méchten deshalb in den néchsten Tagen telefonisch mit Ihnen Kontakt
aufnehmen. Sollten wir lhr Interesse geweckt haben, lassen wir lhnen gerne weitere Informationen zukommen.
Fur Fragen vorab steht Ihnen Frau Reimann unter der oben angegebenen Telefonnummer selbstversténdlich
gerne zur Verfligung.

Uber eine Mitarbeit von Ihnen wiirden wir uns sehr freuen.

Mit freundlichen Griissen

Dr. Oec. troph. Corinna Koebnick Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Informationsmaterial fiir angeschriebene ehemalige Probanden

ISOHEART

Mit dem Eintritt in die Wechseljahre steigt das Risiko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Frauen sprunghaft. Fir
die Entwicklung charakteristischer Gefalveranderungen wird der Verlust des weiblichen Geschlechtshormons
Ostrogen verantwortlich gemacht. In asiatischen Landern mit einem hohen Verzehr an Soja und Sojaprodukten
leiden deutlich weniger Frauen in der postmenopausalen (post = nach; Menopause = Wechseljahre)
Lebensphase unter Herz-Kreislauf-Krankheiten. Die niedrigere Rate fir derartige Erkrankungen wird auf positive
Effekte bestimmter Inhaltsstoffe von Soja zuriickgefiihrt.

Im Rahmen des ISOHEART-Projektes wird das Deutsche Institut fiir Ernahrungsforschung in Zusammenarbeit
mit weiteren europdischen Landern eine Interventionsstudie an postmenopausalen Frauen im Alter von 45 - 70
Jahren durchfiihren, um:

+ den Einfluss einer Sojareichen Ernahrung auf das Herz-Kreislauf-System des weiblichen Organismus
unter Bedingungen der reduzierten Ostrogenproduktion zu erfassen.

Abb. 1: Studieninhalte des ISOHEART-Projektes

Beurteilung des Wirkungsspektrums von
Soja auf den Stoffwechsel des Menschen

Funktionelle Parame ter
< Blutfette, Cholesterin
< Entziindungsfaktoren

FRAGEBOGENERHEBUNG
<~ Erfassung wes entlicher
Basisdaten

< Auswahl geeigneter

ERNAHRUNGSSTUDIE

—> o Effekte Soja-angereicherter Lebens - —>

mittel auf das Herz -Kreislauf-System

< oxidativer Stress
< Blutgerinnung

Gefalfunktion

Neubewertung des Risikos von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen nach Soja-
reicher Ernahrung

s Erndhrungsempfehlungen fiir Frauen

Stoffwechselprodukte im nach den Wechseljahren beziiglich
Urin Sojaprodukte

Die zu Beginn erfolgende Fragebogenerhebung (Abb. 1) dient als Grundlage, um geeignete Kandidatinnen fur die
sich anschliefende Ernahrungsstudie auszuwahlen und wichtige Basisdaten der Studienteilnehmer zu erfassen.

Wahrend der Studienperiode (Abb. 2) werden den Probandinnen (iber einen Zeitraum von 2 x 8 Wochen
Sojaangereicherte Lebensmittel verabreicht und deren Effekte auf bestimmte Blut- und Urinparameter sowie auf
die Reaktionsfahigkeit und Elastizitat der Blutgefale ermittelt.

Abb. 2: Aufbau der Interventionsstudie

1 Woche 8 Wochen 8 Wochen 8 Wochen >
20 postmenopausale RUN IN ISOFLAVONE WASH OUT PLAZEBO
Frauen
2 pOStF”r‘SS:r?ausa'e RUN IN PLAZEBO WASH OUT ISOFLAVONE

Blut- und Urinparameter
+Verzehrsprotokolle
+ GefaRelastizitat
+ Blutdruck

PAUSE

Blut- und Urinparameter
+Verzehrsprotokolle
+ GefaRelastizitat
+ Blutdruck

EAus den neugewonnenen Erkenntnissen des ISOHEART-Projektes wollen die beteiligten europaischen
Studienzentren zusammen mit dem Deutschen Institut fur Erndhrungsforschung Ernahrungsempfehlungen
ableiten, um das Risiko fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Frauen in der postmenopausalen Lebensphase zu
verringern.
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TELEFON INTERVIEW

Datum - |__|__| /||| /1| |||

NI ettt ettt e et e ettt e e eeteeeaeaeeeaaseeesaaeeesaseeeeaateeeaneeeateeeaaseeeansreeenreeeareeeaareeeeanreees

AV Lo (AT 1 0[S SRRRRR

Telefon: priv.| || e
dienstl. ||| |||/ ]

Geburtsdatum: I A I T
Nichtraucher: Jal | Nein[ ]

Letzte Menstruation: |__|_ | /||| ||
Monat Jahr
Hormontherapie:  Ja[ | Nein[_]

Teilnahme von Apr/2003. — Okt/2003. méglich? Ja[ ] Nein[ ]
Plan fiir 6ffentliche Verkehrsmittel zuschicken? Ja[ ] Nein[ ]

Fragebogen zuriickgeschickt?  Ja [ ] Datum......ccceveeriiiie
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Anschreiben an interessierte Personen

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Rehbriicke, den 14.03.2003

Sehr geehrte Frau «Zunamey,

fir Ihr Interesse an unserer neuen Ernéhrungsstudie “Isoheart” méchten wir uns herzlich bedanken.
Mit diesem Anschreiben mdchten wir Innen einen ersten Einblick in unsere demnéchst anlaufende Studie vermitteln. Zum
besseren Verstandnis soll zunachst eine kurze Erlduterung zum Titel der Studie gegeben werden.

Iso steht symbolisch fiir Isoflavone. heart ist ein englischer Begriff und bedeutet Herz. Isoflavone sind natirlich
vorkommende pflanzliche Bestandteile, die in gréReren Mengen in Sojabohnen zu finden sind. In asiatischen
Landern mit einem hohen Verzehr an Soja und Sojaprodukten, wie Japan oder China, leiden weit weniger Frauen
nach den Wechseljahren unter bestimmten Beschwerden und Erkrankungen. Es wird angenommen, dass bisher
noch undefinierte Inhaltsstoffe der Sojapflanzen fir diese Effekte verantwortlich sind. Im Rahmen des Isoheart-
Projektes mochten wir daher untersuchen, ob eine Diat — reich an natlirlichem Isoflavon aus Soja - einen positiven
Einfluss auf das Herz-Kreislauf-Geschehen von Frauen nach den Wechseljahren austibt.

Isoheart ist ein européisches Projekt, an dem Forschungseinrichtungen aus 5 Landern beteiligt sind. Das Deutsche Institut
fir Ernahrungsforschung (DIfE) als deutscher Partner mdchte zusammen mit Ihnen seinen Beitrag zum Erkenntniszuwachs
auf europaischer Ebene leisten. Die Erkenntnisse aus dem Isoheart-Projekt sollen der zukinftigen Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien dienen, mit denen sich das Herz-Kreislauf-Risiko von Frauen in und nach den Wechseljahren
mindern lasst. Als Probandin unserer Studie tragen Sie also wesentlich zur Gewinnung solcher Erkenntnisse bei.

Wie Sie der beigefiigten Studieninformation entnehmen konnen, ist unsere Studie in 5 Teile untergliedert. Im ersten Teill,
dem sogenannten Screening, wird festgestellt, ob Sie aus medizinischer Sicht als Proband fiir unsere Studie geeignet sind.
Daran schlieBt sich die eigentliche Studienzeit von 25 Wochen an, die sich aus einer Run-in-Phase, d.h. einer
Eingewdhnungszeit von 1 Woche, und der eigentlichen Interventionsphase von zweimal 8 Wochen zusammensetzt. Letztere
ist durch eine Wash-out-Phase (Unterbrechung) von ebenfalls 8 Wochen in zwei unabhéngige Teile getrennt.

Wir wiirden uns freuen, wenn wir Sie als Probandin in unserer Abteilung begriiBen kénnten. Dazu bitten wir Sie, den
beiliegenden Fragebogen ausgefiillt innerhalb der néchsten 10 Tage an uns zurlickzuschicken.

Den Termin flir die Screening-Untersuchung werden wir lhnen nach Erhalt des Fragebogens bekannt geben. Um uns die
Terminplanung zu erleichtern, méchten wir Sie bitten, uns tber den zeitlichen Rahmen eines bereits geplanten Urlaubes in
Kenntnis zu setzen. Fir die Organisation des Studienablaufes sind weiterhin Angaben zu Ihrer zeitlichen Verfiigbarkeit
wichtig. Verwenden Sie bitte dazu das vorgedruckte Formular und schicken Sie dieses zusammen mit dem Fragebogen an
uns zurick.

Sollten Sie weitere Fragen haben, steht lhnen meine Mitarbeiterin, Frau Manja Reimann, telefonisch unter 033200/88-682
gerne zur Verfligung.

Mit freundlichen Griissen

Dr. Oec. troph Corinna Koebnick Dipl. Emn. wiss. Manja Reimann
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Informationsblatt fiir interessierte Personen (Blatt1-3)

INFORMATIONSBLATT
ZUR \so%emnt-STUDIE

Im Rahmen eines Forschungsvorhabens der Europdischen Union - dem Isoheart-Projekt - will das Deutsche Institut fiir
Ernéhrungsforschung in Zusammenarbeit mit drei weiteren europdischen Studienzentren die Wirkung von bestimmten
Inhaltsstoffen aus Sojabohnen, speziell von Isoflavonen, im Hinblick auf das Risiko fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen an
Frauen nach den Wechseljahren untersuchen und bewerten.

Genauere Informationen zum Studienablauf finden Sie in dieser Informationsbroschiire. Sollten Sie Interesse haben, an der

Isoheart-Studie mitzuwirken, lesen Sie sich bitte die folgenden Abschnitte aufmerksam durch.

Wie st die Studie aufgebaut?

Die Studie ist in fiinf Abschnitte gegliedert. Zundchst wird im sogenannten Screening festgestellt, ob Sie aus
medizinischer Sicht als Proband fiir unsere Studie geeignet sind. Die Screening-Untersuchung umfasst eine Nichtern-
Blutabnahme, eine Urinabgabe, Messungen Ihres Korpergewichtes, lhrer KorpergrolRe, des Taillen-Hifte-Verhaltnisses
sowie des Gelegenheits-Blutdrucks. Daran schlieft sich die eigentliche Studienzeit an (Abb. 1), die durch eine
einwdchige Run-in-Phase, einer sogenannten Eingewdhnungszeit, eingeleitet wird. Die sich anknipfende
Interventionsphase von insgesamt 16 Wochen wird durch eine achtwdchige Wash-out-Phase, eine sogenannte
Ruhephase, zweigeteilt. Wahrend der beiden sich dber jeweils 8 Wochen erstreckenden Interventionsphasen, ist die
tagliche Einnahme eines Riegels vorgesehen, den Sie neben lhrer normalen Kost zusatzlich verzehren. In der
dazwischen liegenden Ruheperiode, der Wash-out-Phase, erhalten Sie von uns keine Lebensmittel und ernéhren sich
normal weiter. Blutabnahmen und Gewichtsmessungen werden zu Beginn und zum Ende jeder Interventionsphase
sowie je einmal wéhrend der Interventionen erfolgen. Weitere Untersuchungen zu Beginn und zum Ende der
achtwdchigen Interventionszeitrdume umfassen Gelegenheitsblutdruck- und Gefalfunktionsmessungen per Ultraschall
durch einen Arzt sowie 24-Stunden-Urin-Sammlungen. Genauere Informationen zum Zeitpunkt der einzelnen

Messungen entnehmen Sie bitte dem beiliegenden Zeitplan.

In einer der beiden Interventionsphasen sind die Ihnen zur Verfligung gestellten Lebensmittel mit natlrlichen
Isoflavonen (50 mg/Tag) aus Soja angereichert. In der entsprechend anderen Phase sind diese frei von diesen
natirlichen Wirkstoffen (sogenannte Plazeboperiode). In welcher der beiden Interventionsphasen Sie die
angereicherten Lebensmittel bzw. das Plazebo erhalten, erfahren weder Sie noch wir (doppelt verblindete Studie). Erst

nach Abschluss der Studie wird uns dies vom Lebensmittelhersteller mitgeteilt.

Abbildung 1: Studienablauf schematisch

1 Woche 8 Wochen 8 Wochen 8 Wochen
>
20 pOStF”r‘:L‘gr?ausale RUN IN ISOFLAVONE WASH OUT PLAZEBO
2 pOStFme”Opausa'e RUN IN PLAZEBO WASH OUT ISOFLAVONE
rauen
Blut- und Urinparameter Blut- und Urinparameter
+ Gefalelastizitat PAUSE + Gefalelastizitat
+ Blutdruck + Blutdruck
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Ist eine Veranderung meines Lebensstils nétig?

Wichtig ist, dass sie Ihre Gblichen Erndhrungsgewohnheiten wahrend des gesamten Studienzeitraumes beibehalten.

Um eine Verfalschung der Studienergebnisse zu vermeiden, bitten wir Sie, 7 Tage vor Beginn und wahrend der
gesamten Dauer der Studie auf Soja und Sojaprodukte (Sojamilch, Sojakase, mit Soja angereicherte Lebensmittel etc.)
zu verzichten. Eine Liste mit den zu meidenden Sojaprodukten werden wir lhnen zur Verfligung stellen. Zur Erfassung
lhrer Verzehrsgewohnheiten ist vor dem Beginn der Studie die Filhrung eines 7-Tage-Schatz-Protokolls vorgesehen.
Waéhrend der Interventionen wird die Verzehrshéufigkeit einzelner Lebensmittelgruppen anhand von speziellen

Fragebdgen ermittelt.

Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt erwahnt, werden Sie gebeten, viermal wahrend des gesamten
Studienzeitraumes Ihren 24-Stunden-Urin zu sammeln. Um die Vollstandigkeit tberpriifen zu kdnnen, ist es notwendig,
wahrend der Sammeltage 3 x téglich ein vitamindhnliches Praparat (PABA — genaue Bezeichnung para-Amino-

Benzoesaure) einzunehmen.

Wir bitten Sie, uns alle Verdnderungen vor und wahrend der Studie anzuzeigen. Damit meinen wir unter anderem das
Auftreten von Neuerkrankungen jeglicher Art, die Einnahme neu verordneter Medikamente oder das Absetzen von
Praparaten, die Anwendung von Antibiotika, Beschwerden nach dem Verzehr der Isoflavon-haltigen Lebensmittel oder

auch den einmaligen Gebrauch von Schmerzmitteln.

Sind durch die Teilnahme an der Studie nachteilige Auswirkungen auf meine Gesundheit zu erwarten?

Die Blutentnahme ist ein Routinevorgang, der durch fachkundiges, erfahrenes Personal durchgefiihrt wird. Die Menge
des abgenommenen Blutes variiert zwischen 30-50 ml bei jedem Besuch. Die Blutabnahme erfolgt immer niichtern. Am

Vorabend sollten Sie vermeiden, grofte Mengen Alkohol zu sich zu nehmen.

Der wahrend der 24-Std.-Urinsammlung einzunehmende Wirkstoff para-Amino-Benzoeséaure (PABA) wird seit fast 20
Jahren in erndhrungswissenschaftlichen Studien verwendet, ohne dass nachteilige Effekte bekannt sind. Falls eine
Unvertraglichkeit gegentiber diesem Wirkstoff bekannt ist oder Sie wahrend der Einnahme allergisch auf PABA

reagieren, teilen Sie uns das bitte unverziiglich mit.

Die den Lebensmitteln zugesetzten Isoflavone sind nattirliche Bestandteile aus Sojapflanzen. Die Hohe der Einnahme
in den bereitgestellen Lebensmitteln (50 mg/Tag) entspricht der geschatzten Menge, die die Menschen in China und

Japan in der taglichen Nahrung konsumieren.

Werden die gewonnenen Resultate vertraulich behandelt (Datenschutz)?

lhre Teilnahme an der Studie ist streng vertraulich. Die Ergebnisse der Studie werden durch Nummern anonymisiert und
fur Dritte unzuganglich aufoewahrt. Nach Abschluss aller Untersuchungen werden Ihr Name und Ihre Adresse geldscht.
Die gewonnenen Daten und Informationen aus der Studie werden ausschlieRlich in verschlisselter Form anhand von

Mittelwerten veréffentlicht oder prasentiert.
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Werden mir die Ergebnisse der Studie mitgeteilt?

Auf Wunsch werden wir lhnen die Ergebnisse der Screening-Blutuntersuchung zukommen lassen. Im Rahmen einer
Informationsveranstaltung nach Abschluf} der Studie méchten wir Ihnen die Mdglichkeit geben, einen kleinen Einblick in

die Studienergebnisse des Isoheart-Projektes zu erhalten.

Erhalte ich eine Aufwandsentschadiqung?

Haben Sie bis zum AbschluB aller Untersuchungen an der Studie teilgenommen, erhalten Sie eine
Aufwandsentschédigung in Héhe von 260 €.

Kann ich meine Teilnahme an der Studie noch absagen, nachdem ich die Zustimmungserkldrung unterzeichnet
habe?

Sie konnen jederzeit Ihre Teilnahme an der Studie ohne Angabe von Griinden beenden. Die gegebene
Zustimmungserklarung ist in keiner Weise bindend. Mit lhrer Unterschrift geben Sie lediglich lhr Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie und erklaren sich bereit, Blut- und Urinproben abzugeben sowie an allen fir die Studie
notwendigen Untersuchungen mitzuwirken. Dariiber hinaus bestétigen Sie mit der Unterzeichnung des Formulars, dass
Sie das Informationsblatt gelesen haben und Sie ausreichend (iber den Studienablauf aufgeklart wurden. Vor und auch
wahrend des gesamten Studienzeitraumes konnen Sie sich bei Fragen und Problemen jederzeit an die Betreuer der
Studie wenden.

Wo befindet sich das Studienzentrum und wer sind meine Ansprechpartner?

Studienzentrum: Deutsches Institut fiir Emnahrungsforschung
Abteilung Interventionsstudien
Arthur-Scheunert-Allee 114-116
14558 Bergholz-Rehbrticke

Ansprechpartner: Manja Reimann  Tel.: 033200/88-682
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Isoheart - Screeningfragebogen

 Bitte gehen Sie den Fragebogen Frage fiir Frage durch. Kreuzen Sie immer nur ein Kastchen pro Frage an, es
sei denn, es wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass Mehrfachantworten erlaubt sind.

Sollten Sie Schwierigkeiten beim Ausflillen des Fragebogens haben, kénnen Sie sich jederzeit an Frau Manja
Reimann unter @ 033200 / 88-682 wenden.

Vorlaufige Probandennummer: EelrEE T |:| |:| |:| |:| 19|:| |:|
D D |:| Tag  Monat Jahr

Gewicht: DDD, D kg KorpergroRe: D,DD m

Wieviele Personen leben sténdig in ihrem Haushalt, Sie selbst eingeschlossen?
€INE PEISON.....cviiiiiicieieiss st D
zwei oder mehr PErSONEN ..........covviiveueuerniieeiceeseee e D
B iNSPESAME ..eviiee s DD
= davON KINder (< 18 J) oo 1]
Welchen SchulabschluB haben Sie? (x= bei mehreren Abschliissen nur den hdchsten nennen)
HauptschulabschluR/VolksSChulabSChIUR .............cccviuiviieiiceceeee e D
RealschulabschluB (MIttere REIE).........ccueuereiiiiiiiicieicisisceeetee et D
Abschlu Polytechnische Oberschule 10. Klasse (vor 1965 8. KIaSSe) ...........cccceererviririircrereriireenens D
Fachhochschulreife (AbschluB einer FachobersChule) ..o []
Abitur, allgemeine oder fachgebundene Hochschulreife
(GyMN@SIUM DZW. EOS)......oiiiiiiiiiiisieee ettt es e D
Anderer SChUIADSCRIUR .........ciiieiece e D
Schule beendet 0hNe ADSCRIUR ..o D
In welchem Alter schlossen Sie die allgemeinbildende Schule (Grundschule — Abitur) ab? ...

D D Jahren

Haben Sie eine abgeschlossene Berufsausbildung oder Hochschulausbildung? Wenn ja, welche? (s=
bei mehreren Abschllissen nur den hdchsten nennen)

Lehre (Beruflich-betriebliche AUSDIlAUNG).........ccoviuiieiiiicce e D
Berufsfachschule, Handelsschule (beruflich-schulische Ausbildung).........ccccceevieeiceceeicecciee, D
Fachschule (z.B. Technikerschule, Berufs- und Fachakademie) ..............cccocvviiveiccvcrccsccccvene, D
Fachhochschule, INGENIBUISCRUIE ..ot D
UNIVErSItat, HOChSCRUIB. ... .cviiv ettt sttt ettt te et e sesaesreebe e ereerns D
Anderen AusbilduNgSADSCRIUR..............ciiiiii D

KN DEIUFICNET ADSCAIUR e []
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Welche der folgenden Angaben trifft auf ihre derzeitige Situation zu?
Zur Zeit nicht berufstatig/arbeitslos gemeldet..........covviiiiiiiiricee s

[]
Teilzeit- oder stundenweise berufstatig (< 15 StA/WOChE) ........ccvevvieiiiriieecccce e D
Teilzeit-berufstatig (15 bis 34 SIA/WOCHE)..........cceuiriiiiiciiceec et D
VO DETUTSEALIG (5 35 SEWOCNE) oo []
Umschulung/Arbeitsforderungsmalnanme ...........cccueuiiriiiicereieieeieeeeecie e D
AUSSChIIERIICA HAUSTTAU ...t D
[N RENTEIPENSIONIEIT ...ttt ettt D
NIChtS daVON trffl ZU......o.eeeeceeece et D

Wurden bei Ihnen folgende Erkrankungen jemals arztlich diagnostiziert? # Bitte kreuzen sie in jeder
Zeile das zutreffende Késtchen an'!

BIUtNOCRAIUCK.........cvcvieieiiiece et ﬁ ﬁn
Durchblutungsstorungen am Herzen, Verengung

der Herzkranzgefalle, ANgina PECIOMS ........vovuevevereieiieiecceiesi e D D
andere GefaRerkrankUNGEN .........covccveueieieiiecerce e D D
HEIZINFATKL ..o D D
HEIZSCAWACHE ... D D
SChIAGANTAll......oviiiccce e D D
Durchblutungsstorungen der Beine oder des GEhimns ...........ccccevivveiiceciiiiienns D D
Chronische Magen-Darm-Erkrankungen (Morbus Crohn,

Colitis UIcerosa, DIVErKUIOSE, ZOTAKIE) ..o [] []
DarMIESEKHON ....c.vveiiicei ettt D D
REIZAAIMM ...ttt D D
DiabeteS MEIITUS ... D D
ETNLE BIUEHWETE ...ttt [] []
Erkrankungen der Geschlechtsorgane oder der Gebarmutter...............cccccccvvenees D D
entziindliche Erkrankungen (z.B. Schuppenflechte, Neurodermitis

Rheumatoide Arthritis, chronische Polyarthritis etC.)..........ccoeveeeviiiiiiiiiiiiiines D D
SchilddrisenerkrankunQ..............vcveueveriiriiieereees e erenes D D
o)L= 1= o TR SRRR D D
WEICHET AT 2.ttt bbbt e sttt et tene

Andere ErkrankungeN ..........coveriiiiiniiicsei e
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10.

1.

12.

=

Wurde bei Ihnen jemals eine Allergie gegen para-Aminobenzoesaure arztlich diagnostiziert?

Wurde bei Ihnen jemals eine Krebserkrankung (einschl. Leukamie) festgestellt?

N LT TR L= TSR D
Ja, ICN DIN AN KIEDS BIKIANKE ......cveeeeeeee ettt ettt e ettt e st et e st st ese et eseesseaseereseearesseeneenseereneeareas D

Ja, aber ich bin krebsfrei seit L L1 LT LT (JaNM oo []

Nehmen Sie regelmé&Rig auf arztliche Anweisung folgende Medikamente? % Bitte kreuzen sie in jeder

Zeile das zutreffende Kastchen an ! lj_il nein
Blutdruck senkende Medikamente ............cccooieiuirirniniiiiceeseeeeee e

L0

Blutfettsenker, CholeSteriNSENKET ..........coieoiiiieeee e e D
entziindungshemmende Medikamente (Cortikoide,

[IMMUNSUPPIESSIVA) ...ttt ea bt s seneee D D
Gerinnungshemmer (z.B. Aspirin, HEParin)........ccccoveviiiveveiiiiecccce e D D
ANHDIOHKE, SUFONAMIAR ...ttt [] []
ASPITIN L.tttk ettt ettt D D
IDUPTOTEN ..t D D
Insulin/orale Antidiabetika ............ceeriiiiee e D D
SchilddrliSENNOIMONE ......vviiiiecieiese et enees D D
KBINE ..ttt ettt teen D D
1010 (TSRO D D

B Bitte ANQEDEN: ..o

Wie oft nehmen Sie ohne arztliche Anweisung Aspirin (z.B. gegen Kopfschmerzen)?
Denken Sie bitte an die vergangenen 6 Monate!

TAGHCH ..t

Mehrmals in AEr WOCKE ........eceeeeeee ettt ettt ettt e e e ere e

Etwa zwei- bis dreimal im MOnat .........ooveveeeee ettt

Einmal im Monat 001 SEIRENET ..........eoeeeeee ettt

[]
[]
Etwa einmal pro WOCKE ..o D
[]
[]
[]

(FASE) MIB....ve s
Falls Sie Aspirin ohne &rztliche Anweisung nehmen, waren Sie bereit, im Falle einer Studienteilnahme
wahrend des Studienzeitraumes auf eine Aspirineinnahme zu verzichten ?
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14.  Nehmen Sie gelegentlich Abfuihrmittel ein ?

15.  Litten Sie in den vergangenen 6 Monaten unter einer Entziindung des Magen-Darm-Traktes ?

A [

16.  Bitte geben Sie an, wann Sie zuletzt akut erkrankt waren (Erk&ltung, Infektion, Grippe, Angina,

Mittelohrentziindung etc.) ! |:| D |:| D |:| |:|

Monat Jahr

17.  Wann hatten Sie Ihre letzte Periode ?
Ich bekomme meine Periode NOCh regelMaBIg .........covevveireririieiiieresee e []
Ich bekomme meine Periode nur noch Unregelmaig.........cvveeeureieeerieeiniesessee e []
Ich habe meine Periode seit einigen Monaten nicht mehr (< 1 Jahr) ..., []
Meine letzte Periode liegt mehr als 1 Jahr aber weniger als 2 Jahre zuriick.............ccccccvvvincnenee. D
Ich habe meine Periode seit mehr als 2 aber weniger als 5 Jahren nicht mehr ... D
Meine letzte Periode liegt mehr als 5 Jahre ZUrUCK............ccucveveiiiieiiieesice e, D
Ich kann mich nicht MENr €rINNEIMN ..o D
Ich weil’ es nicht, da ich HOrmMONE BINNENME...........ooveeeee oottt e e eeeeene e D

18.  Befinden oder befanden Sie sich in einer Hormonersatztherapie (Einnahme synthetischer Hormone) ?
N =TT TR 0 T (= RS D
Ja, ich NENME ZUI ZEit HOMMONE ...ttt ettt ettt et es et s e e te et s e ere e sreerens D
Ja, aber ich habe die Einnahme nach dem 30.09.02 beendet ..o []
Ja, aber ich habe die Einnahme bereits vor dem 01.10.02 beendet ............ccovvivrnivniinininnnes []

19.  Spenden Sie in regelméfigen Abstanden Blut ?

Wiirden Sie im Falle einer Studienteilnahme 2 Monate vor Studienbeginn und wéhrend des gesamten
Studienzeitraumes auf das Blutspenden verzichten?
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

Ist bis einschlieRlich Oktober eine Reise geplant, die eine Impfung erforderlich macht?
JB s []
= Zeitpunkt der Impfung: D D (Monat)
NBIN oot []
WEIMR NICHT L. D
Falls Sie wahrend der 8-wdchigen Interventionsphasen verreisen, wéren Sie bereit, die von uns
bereitgestellten Lebensmittel im Urlaub taglich zu verzehren?
J8 e D
NBIN .ottt []
Haben Sie friiher geraucht oder rauchen Sie zur Zeit ?
Ich habe noch nie geraucht (bis auf ganz seltenes probieren)..................... D
w= \Weiter mit Frage 23 !
Ich rauche seit mindestens 1 Jahr nicht mehr ... D
Ich habe in den letzten 12 Monaten aufgehort zu rauchen...........ccccce..e.... D
[Ch raUCRE ZUF ZEit........o.oeieeee s »
e 1S AN []
GElegeNtliC ... D
Wieviele Zigaretten rauchen Sie fiir gewohnlich bzw. haben Sie friiher geraucht?.......... taglich
10T stiick
WECHBNHICN ettt LI stiick
MONACH ... D D Stlick
Halten Sie sich tagsiber oder abends haufiger in Raumen auf, in denen geraucht wird? % Mehrfachantworten

sind erlaubt!

= T LU 1 01 AT D
A, ZU HAUSE.....o. ettt sttt st et st e e see e erenea D
Ja, AN ANAEIEN OMtBN......eeeeeee ettt sae et s see e ere e D

Erndhren Sie sich strikt vegetarisch (kein Fisch, kein Fleisch)?
INBIN, B ettt ettt ettt e et eeeeereareseeereereeeeentesesneseearenreaneas D

Nein, ich esse aber Selten FIBISCH ...........ooveeveie e D
Nein, ich esse kein FIBISCh NUI FiSCh .........oveiveieceeeeeeeeeeeeeee e D
- T 01111 1< TP D
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26.

27.

Wie oft essen Sie folgende Sojaprodukte ? Denken Sie bitte an die letzten 12 Monate!
% Bitte kreuzen sie in jeder Zeile das zutreffende Kastchen an !

taglich Mehrmals/ Etwa  Etwa 2- 1x/  (fast)
Woche 1x1 3x/ Monat u. nie
Woche Monat seltener

1. Sojabohnen/Sojasprossen ..........c.cccoee.... D D |:| D |:| D
2. Sojamehl/-flocken/-schrot/-kleie ................. D D |:| D |:| D
3. Backwaren aus Sojamehl..............cccc........ D D |:| D |:| D
4. Sojamilch/-joghurt/-desserts............c.......... D D |:| D |:| D
T P, O O O 0O O O
6. TOfUMISO/TEMPEN e L O O O O O
7. S0JASORE ... D D |:| D |:| D
8. Fleischersatz auf Sojabasis...............c.c..... [] [] [] [] [] []
9. Sojateigwaren ..........cccvevriernsnnienns D D |:| D |:| D
10. Brotaufstriche/Pasten/Cremes ................. [] [] [] [] [] []
11, Kéise (Natt0, SUR) v O O O 0O O 0O
12. andere Sojaprodukte..........cccvverirvirinnee. D |:| |:| D |:| D

Waren Sie bereit, im Falle einer Studienteilnahme 2 Wochen vor Studienbeginn und wahrend des
gesamten Studienzeitraumes auf den Verzehr von Soja und Sojaprodukten zu verzichten?

o ——— . - . " Hochprozentige
h h ) .
Wie hanlg trinken Sie fOIge 1de alkoholische Getrénke? Wein, Sekt, e

Fruchtwein Getranke!

Mehrmals taglich ... D D D
TAGHCN. et [] [] []
Mehrmals in der WOChE ........cceueuviiiiieeiccccces e D D D
Etwa einmal pro WOChE ........cccovvvriiiciiiicicccee e D D D
Etwa zwei- bis dreimal pro Monat...........ccocvvvvveeeieieiereneieisnn, D D D
Einmal im Monat oder Seltener...........ccocevvrvniiecencnccee, D D D
(FASE) NG 1. D D D

Twie Weinbrand, Likdr, Rum, klare Schnapse etc.
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28.

29.

30.

Wie oft nehmen Sie folgende Nahrungsergéanzungsmittel oder Vitamin- und Mineralstoffsupplemente
zu sich? % Bitte kreuzen Sie in jeder Zeile das zutreffende Kastchen an!

gelegentlich regelmaRig  nurim Winter nie
Vitamine- u. Mineralstoffpraparate .............cccccocoviirinne. D D |:| D
SOJABIWEIBPUIVET ... D D |:| D
NaChtKEIZENG! ......cvcveviiicieieise e D D |:| D
Fischole/Lebertran..........oovcevrviiiiceecceeeceess D D |:| D
pflanzliche Wirkstoffe ..o D D |:| D
JOhaNNISKraUt........ccuvvriiceee e D D |:| D
KnoblauChKapSeln ............cccveeeeeieieiiniiesi e eieeeenns D D |:| D
GINKO BIIODA oottt ] [] [] []
Ballaststoffpraparate ...........ccccceviveiceeiicccceesc D D |:| D
ANABIE .. D D |:| D
Bitte @NGEDEN: .......vieic

Ich nehme keinerlei Supplemente ...........ccooveevnnniicccesse |:|

Waren Sie bereit, im Falle einer Studienteilnahme 2 Monate vor Studienbeginn und wahrend des
gesamten Studienzeitraumes auf die Einnahme von Supplementen zu verzichten?

selten, weniger als einmal IM JaNT ..o D
etwa ein oder Zweimal im JaNT............cccoceeiiii e D
ofter als Zweimal iM JANE ........coiiiicce e D
Ich versuche standig abzunehmen ............cccoviiiiiieicccce e, D

Praktizieren Sie eine spezielle Diat (z.B. Atkins Diét, Trennkost, Makrobiotische Diat, Weight Watchers,
Veganismus)?

Wenn ja, spezifizieren Sie bitte:

Diatform



Anhang XLIV

31.  Haben Sie in den vergangenen 6 Monaten an einer Klinischen Studie teilgenommen?

Wenn ja, spezifizieren Sie bitte:
AL AEE STUGIE ...ttt bbbt e et e ettt e b e b e s e e e s s s st et ebenenenan
ZEIraUM eI STUGIE ........cvcveveteieice ettt ettt ea et et b s s e et et et sanas

SHUTIBNZENMIIUNM ...ttt ettt ettt e et et et et et et et e et eeseseeereeeeeeteseeneeseeneeeseseeaneeneaataneeeeeareseeareneeans

32.  Wie oft treiben sie Sport?

Ich treibe nicht regelmAig SPOrt........c.cvveviiiiiiccceee e D
Weniger als 1 Stunde in der WOChE ..........ccucveieiiiiiicceecececee e D
RegelmaRig, 1 bis 2 Stunden in der WOChE .........ccccovevivivcveieiiiecccee e D
RegelmaRig, 3 bis 4 Stunden in der WOChE .........ccccveviiveveeiiicicccee e D
RegelmaRig, mehr als 4 Stunden in der WOChe ..........ccceveveviiiiiciceeece e D
Bitte geben Sie die Sportart an: ...

33.  Haben Sie schon einmal von Isoflavonen gehért, bevor Sie von dieser Studie erfahren haben?

34.  Waren Sie bereit, unabhéngig von der Studienteilnahme einen mehrseitigen Fragebogen zur Erhebung
der Akzeptanz von Sojaprodukten und angereicherten Lebensmitteln auszufillen?

Alles ausgefullt und nichts vergessen?

Dann mochten wir uns recht herzlich ftr Ihre Mihe bedanken!

‘so%eaﬁc
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Informations- und Studienmaterialien

Zeitplan

Studienphase Termine/Zeit-aufwand Aktivitaten

Screening 1 Termin 1 x Urinprobe
1 x Blutabnahme (niichtern)
1 x Anthropometrie (Grolke, Gewicht, Taillen-Huifte-

Verhaltnis)
1 x Gelegenheits-Blutdruck
Informationsabend 1 Termin Informationen zu
(Einflhrungs- e  Studienablauf
veranstaltung) e  24-Stunden-Urin-Sammlungen

o  Gefalfunktionsmessungen
,Wie flhre ich ein Ernéhrungsprotokoll ?*
Austeilung der Urinbehalter
Run-in 1 Woche 1 x 3-Tage-Schatz-Protokoll
1 x Blutabnahme (nlichtern)
1 x 24-Stunden-Urin
1 x Gelegenheits-Blutdruck
1 x Anthropometrie
1 x GefaRfunktionsmessung
Vergabe der Lebensmittel fiir die erste

Interventionsphase
=>RANDOMISIERUNG: zuféllige Zuteilung zu einer der zwei Interventionsgruppen
erste Intervention 8 Wochen Isoflavon- und Plazebogruppe

1 x Blutabnahme (niichtern)
1 x 24-Stunden-Urin

1 x Gelegenheits-Blutdruck

1 x GefaRfunktionsmessung
1 x Anthropometrie

Wash-out voraussichtlich »
8 Wochen b St dienuriaub
7 Wochen 1 x 3-Tage-Schétz-Protokoll
in der letzten Woche 1 x Blutabnahme (niichtern)
1 x 24-Stunden-Urin
1 x Gelegenheits-Blutdruck
1 x Anthropometrie
1 x GefaRfunktionsmessung
Ausgabe der Lebensmittel fir die zweite
Interventionsphase
=>CROSSOVER: Wechsel zwischen der Isoflavon- und Plazebogruppe
zweite Intervention 8 Wochen Isoflavon- und Plazebogruppe

1 x 3-Tage-Schétz-Protokoll

1 x Blutabnahme (niichtern)

1 x 24-Stunden-Urin

1 x Gelegenheits-Blutdruck

1 x GefaRfunktionsmessung

1 x Anthropometrie

1 x Fragebogen zur sensorischen Bewertung und
Akzeptanz der Lebensmittel

Informationsabend 1 Termin Abschlussbesprechung, Ergebnisprasentation
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EINVERSTANDNISERKLARUNG

LOR, ettt et b et b e b et b e she e be st e beebe st ebeebe st ebeebe et ebe e be et et ebe s be e ebeebe e ebeebe e ebeebe s eresberserestans
Familienname Vorname Geb.-Datum
L0 a0 T 8 TR
Postleitzahl Ort Strasse
Telefon privat Telefon dienstlich

nehme als Probandin freiwillig und auf eigene Verantwortung an Untersuchungen zum Forschungsthema:

JSOHEART- Effekte von PhytoGstrogenen (Isoflavonen) aus Soja auf kardiovaskuldre Risikofaktoren bei
postmenopausalen Frauen®

im Deutschen Institut fiir Ernahrungsforschung Potsdam-Rehbrticke (DIfE) teil.

Ich erklare mich bereit:
e in einem Zeitraum von 2 x 8 Wochen taglich die vom DIfE zur Verfligung gestellten mit Isoflavonen
angereicherten Lebensmittel zu verzehren
zu insgesamt sechs Blutentnahmen nlichtern zu erscheinen
vier 24-Stunden-Urin-Sammlungen mit PABA durchzufithren
an kardiologischen Untersuchungen in der Klinik Havelhdhe teilzunehmen
anthropometrische Messungen und Blutdruck-Momentaufnahmen vornehmen zu lassen
viermal ein 3-Tage-Ernahrungsprotokoll zu flihren
sowie Fragebdgen auszufillen.

Ich bin darliber aufgeklart, dass in meinen Blut- und Urinproben biochemische (funktionelle) Parameter sowie
Stoffwechselprodukte der aufgenommenen Isoflavone analysiert werden.

Uber den Inhalt und den Ablauf der vorgesehenen Untersuchungen bin ich durch das DIfE miindlich und
schriftlich unterrichtet worden. Ich habe die Informationen verstanden und meine Fragen sind mir
zufriedenstellend beantwortet worden.

Ich verpflichte mich, das Studienteam lber mogliche Allergien und Unvertraglichkeiten zu informieren.

Meine Angaben und die Untersuchungsergebnisse werden nicht in Verbindung mit meinem Namen, sondern
getrennt davon gespeichert. Die Namens- und Adressdatei wird unmittelbar nach Eingabe der letzten Erhebungs-
oder Messdaten geléscht. Die Datenbehandlung und —auswertung erfolgt gemaR den Bestimmungen des
Brandenburgischen Datenschutzgesetzes.

Ich bin dariber informiert, dass ich mein Einverstandnis zur Teilnahme jederzeit schriftlich oder mindlich ohne
Angabe von Griinden widerrufen kann. Bei Widerruf werden mein Name und meine Adresse aus der geschiitzten
Personendatei gel6scht, jedoch nicht die bisher erhobenen Daten. Ich nehme zur Kenntnis, dass mir aus der
Verweigerung oder dem Widerruf meines Einverstandnisses keinerlei Nachteile entstehen.

Bergholz-Rehbriicke, den ..........cccoeovrernnnnnes 2003 e e e e e e e s e eeens



Anhang XLVII

Liste verbotener Lebensmittel

Sojaprodukte meiden?
Bitte nur im Rahmen unserer Studie!!

Isoflavone kommen in allen Sojaprodukten vor, die im Handel erhaltlich sind. Mit dem Verzehr unserer
Lebensmittel nehmen Sie am Tag durchschnittlich 50 mg dieser pflanzlichen Wirkstoffe auf. Fiir eine
korrekte Auswertung der Blut- und Urinparameter sowie der GefalRfunktionsmessungen ist es
notwendig, dass die Konzentration der taglich zugefihrten Isoflavone konstant bleibt. Wir bitten Sie
deshalb, auf den Verzehr von anderen Soja-haltigen Lebensmitteln mindestens 2 Wochen vor
Studienbeginn und wahrend des gesamten Studienzeitraumes, einschlieRlich der Wash-Out-Phase, zu
verzichten.

Unterhalb finden Sie die wichtigsten Isoflavon-haltigen Lebensmittel aufgelistet.

Sojamehl/-flocken/-schrot

Sojabohnen/Sojasprossen

Backwaren aus Sojamehl/Sojakeimlingen
Sojamilch/-joghurt/-desserts

Sojadl, Sojamargarine

Tofu/Miso/Tempeh

Sojasofe

Bratlinge/Wurst/Fleischersatz auf Sojabasis

Sojateigwaren

Brotaufstriche/Pasten/Cremes aus Soja oder mit Sojaanteilen
Vegetarische Bolognese/Fertiggerichte mit Fleischersatz
Kase (Natto, Sufu)

Eiweildrinks auf Sojabasis (z.B. wird haufig in Fitnesscentern
angeboten)

Bitte denken Sie daran, dass die meisten Gerichte beim Asiaten bzw. im Chinarestaurant SojasoRe
oder Sojasprossen enthalten. Verzichten Sie im Zweifel auf solche Speisen.
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Kurzubersicht Uber Ihre Termine

vorlaufige Probandennummer: -

neue Probandennummer: \A|/|_\_|_|
erster Studienzeitraum: 04.05.2003 - 30.06.2003

Datum Uhrzeit Untersuchung Bemerkung

Sonntag, 27.04.2003 bis Dienstag, 29.04.2003 3-Tage-Erndhrungsprotokoll fihren

v" PABA-Tabletten einnehmen
Sonntag, Beginn der 24-Stunden- \\; t:::ep\:rza(r:;ltr;%ifarate
04.05.2003 Urinsammiung v’ fettarmes Abendessen
v keinen Alkohol
-Ende der 24-Stunden-Urin- v" niichtern erscheinen
Sammiung v 24 Stunden vorher keinen
-Blutabnahme Alkohol, keinen Sport und
-Anthropometrie keine Medikamente
-Blutdruck v" standardisierte Mahlzeit
Montag, 05.05.2003 Bitte mitbringen:  -Ernahrungsprotokoll
-Urinsammelprotokoll
Treffpunkt im DIfE
um: GefaRfunktionsmessung in der Klinik v* 3 Stunden vor Beginn der
Havelhdhe Messung nichts mehr essen
. -Blutabnahme V" 02.06.03 fettarmes Abend-
Dienstag, -Anthropometrie essen
03.06.2003 -Blutdruck v" niichtern erscheinen
Sonntag, 22.06.2003 bis Dienstag, 24.06.2003 3-Tage-Ernéhrungsprotokoll fiihren
v" PABA-Tabletten einnehmen
Sonntag, Beginn der 24-Stunden- j l;e!nepvnammprararate
29.06.2003 Urinsammlung ein Paracetamo
v’ fettarmes Abendessen
v" keinen Alkohol
-Ende der 24-Stunden-Urin- v" niichtern erscheinen
Sammlung v" 24 Stunden vorher keinen
-Blutabnahme Alkohol, keinen Sport und
-Anthropometrie keine Medikamente
-Blutdruck v" standardisierte Mahlzeit
Montag, 30.06.2003 Bitte mitbringen:  -Ernahrungsprotokoll
-Urinsammelprotokoll

Treffpunkt im DIfE
um: GefaRfunktionsmessung in der Klinik v* 3 Stunden vor Beginn der
Havelhdhe Messung nichts mehr essen
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Kurzubersicht Uber Ihre Termine

vorlaufige Probandennummer: ]

neue Probandennummer: [Al/|_|_|_|
zweiter Studienzeitraum: 24.08. 2003 - 20.10. 2003

Datum Uhrzeit Untersuchung Bemerkung

Sonntag, 17.08.2003 bis Dienstag, 19.08.2003 3-Tage-Ern&hrungsprotokoll fiihren

v PABA-Tabletten einnehmen
Sonntag, Beginn der 24-Stunden- j Ee!ne U
24.08.2003 Urinsammlung ein Paracetamol
v’ fettarmes Abendessen
v keinen Alkohol
-Ende der 24-Stunden-Urin- v" niichtern erscheinen
Sammlung v" 24 Stunden vorher keinen
-Blutabnahme Alkohol, keinen Sport und keine
-Anthropometrie Medikamente
Montag, 'E.”Utdﬂ_JCk. " v' standardisierte Mahlzeit
25.08.2003 Bitte mitbringen: -Ernahrungsprotokoll
-Urinsammelprotokoll
Treffpunkt im DIfE
um: Gefalfunktionsmessung in der v" 3 Stunden vor Beginn der
Klinik Havelhdhe Messung nichts mehr essen
Dienstag, -Blutabnahme v’ 22.09.03 fettarmes
23.09.2003 -Anthropometrie Abendessen
-Blutdruck v"niichtern erscheinen

Sonntag, 12.10.2003 bis Dienstag, 14.10.2003 3-Tage-Ernahrungsprotokoll fiihren

v' PABA-Tabletten einnehmen
Sonntag, Beginn der 24-Stunden- \\; te!nePV|tam|npraFarate
19.10.2003 Urinsammiung ein Paracetamo
v’ fettarmes Abendessen
v keinen Alkohol
-Ende der 24-Stunden-Urin- v" niichtern erscheinen
Sammlung v" 24 Stunden vorher keinen
-Blutabnahme Alkohol, keinen Sport und keine
-Anthropometrie Medikamente
-Blutdruck V" standardisierte Mahlzeit
Montag, 20.10.2003 Bitte mitbringen:  -Erndhrungsprotokoll
-Urinsammelprotokoll

Treffpunkt im DIfE

um: Gefalfunktionsmessung in der v" 3 Stunden vor Beginn der
Klinik Havelhéhe Messung nichts mehr essen
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Haben Sie eine medizinische oder chirurgische Krankengeschichte?

Wenn ja, bitte spezifizieren:

Vorgeschichte

gastrointestinal
Leber

Nieren
metabolisch
neurologisch
psychiatrisch
Atemwege
Allergien
Endokrine Driisen
kardiovaskular
dermatologisch
Blutkrankheit
Hals-Nase-Ohren
Augen
Muskeln/Skelett
Resektion

Krebs

Anderes

Beginn der Krankheit

Krankengeschichte

1
N /o
N I
T 4
1
1
N /o
N I
T 4
1
N /o
N I
T 4
1
1
N /o
N I
T 4
1

DJa

Genaue Bezeichnung

KS = Krankheitsstufe: 1=akut 2=chronisch 3=gelegentlich 4=anderes

NP = Krankheit noch prasent: 1=ja 2=nein

D Nein

KS NP
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Auszug aus dem Studientagebuch

Studienablauf Woche 0 Probandennummer: ACIOC

Checkliste Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag Freitag Samstag Sonntag

= 28.04.03 29.04.03 30.04.03 01.05.03 02.05.03 03.05.03 04.05.03
Lebensmittelverzehr
Ernahrungsprotokoll

te|9] ‘e
24-Stunden-Urin-Sammlung
+ Protokoll
PABA-Tabletten!

Blut- u. Urin-Abgabe, Fettarmes
Blutdruckmessung, Abendessen!
Anthropometrie siehe Rezepte
GefaRfunktionsmessung
Veranderungen/Auffalligkeiten
- Beschwerden1 a0 nein O jaO neind jalO neind jalO neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O
- Unvertraglichkeiten jald nein O jalO neind jalO neind jalO neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O
- Neuerkrankungen j@ad nein O jalO neind jalO neind jal neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O

Wenn ja, welche?

Neumedikation2 ja

Wenn ja, welche?

12.B. Brustziehen, plétzlich wiederkehrende Blutungen, Magen-Darm-Beschwerden (Verstopfung, Durchfall, Blahungen)
2 kurzfristige Medikamenteneinnahmen, Verénderungen der Dosis, Absetzen von Medikamenten, Neueinnahme von Medikamenten

Studienablauf Woche 1 Probandennummer: A/C00O0O
Checkliste Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag Freitag Samstag Sonntag
e 05.05.03 06.05.03 07.05.03 08.05.03 09.05.03 10.05.03 11.05.03

o o o o o o o o o o o o

Lebensmittelverzehr m “’,?é "é m “% ”é

Bitte ausgefillt
mitbringen!

24-Stunden-Urin-Sammlung
+ Protokoll

Blut- u. Urin-Abgabe,

Ernahrungsprotokoll

Blutdruckmessung, Termin: ...

Anthropometrie @

GefaRfunktionsmessung

Termin Mo: .....c.ccoveunee.

Verénderungen/Auffalligkeiten

- Beschwerden1 @l nein O jaO neind jalO neind jalO neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O
- Unvertraglichkeiten a0 nein O jaO neind jalO neind jalO neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O
- Neuerkrankungen jald nein O jalO neind jalO neind jal neind jalO nein O jalO nein O ja O nein O

Wenn ja, welche?

- Neumedikation2 jald neinO jaO neind jalO neind jalO neind jal nein O jalO nein O jaO nein OJ

Wenn ja, welche?

1z.B. Brustziehen, plétzlich wiederkehrende Blutungen, Magen-Darm-Beschwerden (Verstopfung, Durchfall, Blahungen)

2 kurzfristige Medikamenteneinnahmen, Veranderungen der Dosis, Absetzen von Medikamenten, Neueinnahme von Medikamenten
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Studientagebuch: Erlauterung der Symbole (oben), Riickseite flr jedes Wochenblatt (unten)

Symbol Bezeichnung

Einnahme der zugeteilten
Lebensmittel

Arztliche Untersuchung
Blutabnahme,
Blutdruck, Gewicht

S 2

7
»

3-Tage-Schatzprotokoll

/)s
N
)

GeféaRfunktionsmessung

24-Stunden-Urin-Sammlung

= S

Was ist zu beachten ?

Bitte verzehren Sie taglich Uiber den Tag verteilt zwei von den angereicherten Riegeln. Notieren sie in
den vorgedruckten Kastchen, zu welcher Tageszeit Sie diese verzehrt haben. (F=Friihstiick,
M=Mittagessen, A=Abendessen, S=Spatmahizeit, Z=Zwischenmahlzeit)

@ niichtern erscheinen, d.h. ab 21 Uhr des Vorabends nichts mehr essen und trinken
mit Ausnahme Mineralwasser

@ Alkoholkonsum am Vortag meiden

@ Bitte bereiten Sie am Abend vor der Blutabnahme eine fettarme Mahlzeit nach den
vorgegebenen Rezepten zu.

Bitte fiihren Sie (iber 3 Tage ein Emahrungsprotokoll, wobei der Lebensmittelverzehr an einem
Wochenendtag und an zwei Wochentagen zu erfassen ist. Alle von lhnen verzehrten und getrunkenen
Lebensmittel sind so genau wie mdglich aufzuschreiben.

am Vorabend fettreduzierte Abendmahizeit (siehe Rezeptvorschlage)
standardisierte Mahlzeit (Verzicht auf koffein- und zuckerhaltige Getrénke)

24 h vor der Messung keine anstrengenden sportlichen Aktivitaten

24 h vor der Messung keine Blutdruck beeinflussenden Medikamente

24 h vor der Messung Verzicht auf alkoholische Getranke

Verzicht auf Vitaminpréparate und mit Vitaminen angereicherte Lebensmittel bzw.
Getranke

00O OO

@ morgens, mittags und abends je eine PABA-Kapsel

@ Verzicht auf Vitaminpraparate oder mit Vitaminen angereicherte Lebensmittel bzw.
Getranke wahrend der Sammlung

@ Medikamente mit Paracetamol meiden

Notizen und Bemerkungen

Bitte notieren und erldutern Sie hier eventuell aufgetretene Beschwerden und Unvertraglichkeiten nach Einnahme unseres Lebensmittels, Neuerkrankungen jeder Art

oder Verénderungen der Medikamenteneinnahme. Vermerken Sie ebenfalls alle Abweichungen von lhren normalen Lebensgewohnheiten (z.B. wenn Sie mehr Sport

als sonst getrieben haben, wenn Sie beim Asiaten essen waren, wenn Sie mehr oder weniger oder anders/andere Lebensmittel als tiblich gegessen haben, wenn Sie

mehr Alkohol getrunken haben, Zigaretten geraucht...) oder alles, was Ihnen erwdhnenswert erscheint.

Datum Bemerkungen

Name des Medikaments

Dosierung ( z.B. 2 Tabletten a Wogegen? Beginn und Ende
500 mg taglich) Symptom oder Diagnose der Anwendung
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1.

Hinweise fur die 24-Stunden-Urin-Sammlung

Allgemeines

Die Untersuchung des 24-Stunden-Urins ermoglicht eine genaue Ermittlung der
mengenmaligen Tageszufuhr an Isoflavonen. Uberdies erhalten wir Aufschluss dariiber, in
welchem Ausmall und mit welcher Geschwindigkeit die Isoflavone innerhalb von 24 Stunden
verstoffwechselt werden und wie groR die individuellen Unterschiede im Stoffwechselverhalten
der einzelnen Isoflavone sind. Daher ist es besonders wichtig, dass Sie den gesamten
Tagesurin, unter Zuhilfenahme eines von uns bereit gestellten Messbechers sammeln, und
dessen Inhalt in einen der zwei dafiir vorgesehenen Tagesurinbehalter fillen. Diese Behaltnisse
werden so vorbereitet, dass eine Geruchsbelastigung unterbunden wird.

Tag der Urinsammlung

Wir bitten Sie, wahrend der gesamten Studienphase viermal eine 24-Stunden-Urinsammiung
durchzufihren. Der Tag der Urinsammlung ist zeitlich vor die nachste Blutabnahme gelegt und
in lhrer personlichen Probandenmappe gesondert gekennzeichnet.

Einnahme von PABA als Bezugspunkt fiir unsere Analysen

Analysen von 24-Stunden-Urinproben sind nur dann sinnvoll, wenn tatsachlich der gesamte
Tagesurin gesammelt wurde. Um diese Vollstandigkeit Uberpriifen zu konnen, bitten wir Sie,
wahrend des Sammeltages ein vitaminahnliches Praparat (PABA) einzunehmen.

Was ist PABA ?

PABA (genaue Bezeichnung: para-Aminobenzoesaure) ist ein natirlich vorkommender
Bestandteil eines Vitamins des B-Komplexes (Folsaure) und daher in geringen Mengen in Hefe,
Getreide, Fleisch, Milch und Vitaminpraparaten vorzufinden.

Die Einnahme von PABA erfolgt 3 x téglich, wobei je 1 Tablette zum Frihstuck, Mittagessen
und Abendessen eingenommen werden soll.

Die insgesamt zugefilhrte Menge wird dabei innerhalb von 24 Stunden wieder vollstandig mit
dem Harn ausgeschieden.

Durchftihrung
Im Rahmen der Informationsveranstaltung werden Sie von uns in die Durchfuhrung der
Urinsammlung eingewiesen. Alle notwendigen Materialien erhalten Sie bei uns im
Studienzentrum.

Falls Sie Fragen zur Urinsammlung haben oder Probleme auftreten,
so wenden Sie sich bitte an

Frau Manja Reimann
&° 033200/ 88-682



Anhang LIV

Protokollanleitung

24-Stunden-Urin-Sammlung

BEACHTEN SIE BITTE:

e Sammeln Sie bitte am 1. Tag der Urinsammlung nicht den ersten Urin, sondern erst ab dem zweiten
Urin!

e Sammeln Sie ab dem zweiten Urin jede weitere Probe zuerst im skalierten Messbecher und
bestimmen Sie das Volumen jeder Probe. = Notieren Sie bitte die Milliliter in  Ihrem
Urinsammelprotokoll. Fillen Sie den Inhalt anschlieBend in eine der beiden Tagessammelflaschen.

e Nehmen Sie bitte je 1 PABA-Tablette zum Friihstiick
zum Mittagessen
zum Abendessen

¢ In einigen Vitamintabletten ist PABA oft in groRen Mengen enthalten. Deshalb ist es besonders
wichtig, dass Sie wahrend der Probensammlung und der Gbrigen Studienphasen keine
Vitamintabletten oder ahnliche Praparate einnehmen. Darlber hinaus sollten Sie auch keine
Medikamente einnehmen, die Paracetamol enthalten, wie fiebersenkende und schmerzstillende
Praparate, da dadurch unsere Ergebnisse verfalscht bzw. beeintrachtigt werden konnen. Sollte sich
die Einnahme dieser Medikamente nicht vermeiden lassen, so = notieren Sie dies bitte.

¢ WICHTIG:

Falls Sie allergische Reaktionen gegeniber einem Sonnenschutzmittel haben,
informieren Sie uns bitte vor der Einnahme von PABA, da diese Substanz in vielen
Sonnencremes enthalten ist.

e Der letzte Urin, den Sie in die Tagessammelflasche filllen sollten, ist der erste Urin des nachsten
Tages.

e Eine Hilfestellung, um sich an das Sammeln aller Proben zu erinnern, kann eine Sicherheitsnadel
sein, die Sie an lhrer Unterwasche befestigen.

e Stellen Sie am besten einen der beiden Sammelbehalter zu Hause in Ihr WC , um sich selbst an
das Sammeln zu erinnern. Der andere Sammelbehalter kann fUr unterwegs und/oder auf der Arbeit
verwendet werden. Bitte vergessen Sie nicht, den MeRbecher und das Urinsammelprotokoll fir [hre
Eintragungen mitzunehmen.




Auszug aus dem 3-Tage-Schétzprotokoll (Blatt 1-3)

Liebe Studienteilnehmerin,

im Rahmen des Isoheart-Projektes ist es notwendig, etwas uber lhre
allgemeinen Erndhrungsgewohnheiten zu erfahren. Wir bitten Sie
deshalb, an 3 aufeinanderfolgenden Tagen ein Ernédhrungsprotokoll
zu flhren und dieses ausgeflllt zum nachsten Blutentnahmetermin
mitzubringen.

Es ist uns sehr wichtig, dass Sie Ihre Erndhrungsgewohnheiten in
dieser Zeit nicht andern und dass Sie vollstandig und ehrlich_alles
aufschreiben, was Sie verzehrt haben. Essen Sie also auch weiterhin
die gewohnten Lebensmittel in den gewohnten Mengen.

Bevor Sie jedoch mit der Protokollierung am ersten Tag beginnen,
beachten Sie bitte die Hinweise und Hilfestellungen auf den nachsten
Seiten.

Sollten Sie noch weitere Fragen haben, stehen wir lhnen geme unter
folgender Telefonnummer zur Verfugung:

Frau Reimann (03 32 00/88-682)

Bei dringenden Fragen konnen Sie Frau Reimann auch unter ihrer Handy-
Nummer (0160/7365384) aulerhalb der normalen Arbeitszeit erreichen.

Wir bedanken uns herzlich fur Ihre Teilnahme
und Mitarbeit!

Und so wird's gemacht:

Fullen Sie bitte das Protokoll nach jeder Mahlzeit aus. Notieren Sie alle
Lebensmittel und Getranke so genau wie mdglich. Vergessen Sie nicht,
auch kleine Zwischenmahizeiten anzugeben.

Notieren Sie lhren Verzehr nicht erst am Ende des Tages aus dem
Gedachtnis. Fihren Sie das Protokoll deshalb bitte immer mit sich —
auch wenn Sie bei Freunden eingeladen sind oder im Restaurant essen.

Bitte schatzen Sie niemals das Gewicht Ihrer Lebensmittel, da
Schatzangaben in der Regel sehr ungenau sind. Geben Sie die
verzehrten Mengen der Lebensmittel und Getranke in haushaltiiblichen
Mallen an:

- Teeldffel (TL), Essloffel (EL), gehauft (geh.), gestrichen (gestr.)

- Tasse (klein 150ml, mittel 200ml, gro 250ml)

- Glas (klein 150ml, mittel 200ml, grof} 250ml)

- Messerspitze = die Menge Gewdrz, Backpulver usw. die auf eine
Messerspitze passt, etwa 2-4 Prisen

- Prise = so viel Salz, Pfeffer usw. wie zwischen Daumen und
Zeigefinger passt

- Scheibe, Stlck - jeweils dick oder dunn, groB oder klein
angeben

Wenn die Mdglichkeit besteht, konnen Sie auch Lebensmittel, bei denen
die Angabe in haushaltsublichen MalRen schwerfallt, abwiegen. Das
erhoht ausserdem die Genauigkeit Ihrer Angaben.

Bei Fertigprodukten ist das Gewicht auf der Verpackung vermerkt, z.B.
150 g Joghurt, 33,5 g Musli Riegel. Geben Sie gegebenenfalls auch die
Nahrwertangaben auf der Verpackung an.

Schreiben Sie nur die wirklich verzehrten Mengen auf.



Wenn Sie Speisen fir die Familie zubereiten, notieren Sie bitte die
vollstandige Zutatenliste des Rezeptes in der dafiir vorgesehenen Spalte.
Den tatsachlich von lhnen verzehrten Anteil vermerken Sie dann unter der
entsprechenden Tageszeit (z.B. 74 Rezept Pizza, 1'% Suppenteller Rezept
Eintopf, 3 geh. EL Rezept Gemusecurry, 2 gr. Tassen Rezept bunter
Gemusesalat).

Vergessen Sie nicht, das zum Backen, Braten, Kochen etc. oder als
Aufstrich  verwendete Fett aufzuschreiben (einschl. Sorte  oder
Handelsname).

Geben Sie bei Bedarf die Speiseart wie folgt an: Fertiggericht oder selbst
zubereitet oder ausser Haus verzehrt

Vermerken Sie bitte in der vorgegebenen Spalte die entsprechende Zahl fir
den Zustand des verzehrten Lebensmittels:

Zustand des verzehrten Lebensmittels:

~NOo O WhN —

frisch/roh 8 gekocht

tiefgefroren 9 gedunstet

getrocknet 10  gedampft

eingeweckt 11 gebraten/fritiert
konserviert 12 gegrillt/getoastet
aufgetaut 13 gebacken/gebraten (Ofen)
erwarmt 14 gegart

Bezeichnen Sie alle Lebensmittel mdglichst genau: Beispiele

i

J

S —
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Milch:

Notieren Sie bitte, welche Milchart Sie verzehrt bzw. verwendet haben:
H-Milch, pasteurisierte Milch, Vorzugs-, Rohmilch, Sterilmilch mit ihrem
entsprechendem Fettgehalt, z.B. frische Vollmilch 3,5% Fett

Milch im Kaffee:

Verwenden Sie nur kleine Mengen Milch im Kaffee, so driicken Sie die
Menge in Essloffel aus. Geben Sie auch den Fettgehalt der
Kondensmilch an.

z.B. 1 kleineTasse Kaffee mit 1 EL Kondensmilch (4,0 % Fett)

Joghurt:

Wenn Sie einen Becher Joghurt essen, achten Sie bitte darauf, wieviel
Gramm dieser Becher enthalt (125g, 150g, 175g, 200g). Notieren Sie
auch den Fettgehalt und den Namen des Produktes. Verzehren Sie den
Joghurt nicht vollstandig, so rechnen Sie bitte den verzehrten Inhalt in
Essloffel (EL) um. So entspricht z. B. ein Becher Joghurt von 150g 77
EL (1 Essloffel = 20g).

z.B. 125g Fruchtjoghurt (3,5%), 3 EL geh. Joghurt Natur (3,5%) oder V2
500ml Becher Trinkfruchtjoghurt

Schlagsahne:

Durch das Schlagen der Sahne verdoppelt sich das Volumen der
Sahne, d.h. 1 EL geschlagene Sahne entspricht 2 gestrichenen EL
flissiger Sahne.

z. B. 1 kleines Stiick Apfelhefekuchen mit 2 EL geschlagener Sahne
(30% Fett)

Kése:

Alle Kasesorten, auch Frischkase, werden in verschiedenen Fettstufen
angeboten. Achten Sie bitte auf die Kennzeichnung der Ware auf der
Verpackung bzw. an der Kasetheke.

z.B. Gouda 45% Fetti. Tr. oder Frischkase 17 % Fett absolut



Brot und Backwaren:

Geben Sie genau an, welche Brot- oder Brétchensorte Sie verzehrt
haben, z.B. Mischbrot, Weizen- oder Vollkorntoast,
Weizenbrotchen, Vollkornbrot, Knackebrot, Pumpernickel

Getreide-Produkte:
Nudeln (gekocht), Reis parboiled (gedlnstet)

Kuchen:
Hefestreuselkuchen mit Obst, Mirbteigplatzchen, Obsttorte mit
Biskuitboden, Ruhrkuchen, Buttercremetorte

Fette und Ole:
Geben Sie bitte die Art, z.B. Olivendl, Margarine (halbfett), Butter
und die Menge [in Teeldffel (TL), Essloffel (EL)] des verwendeten
Fettes/Ols an.

Fleisch- und Wurstwaren:

Rindfleisch mager (geschmort), Schweineschnitzel halbfett parniert
(gebraten), Schinken (gekocht oder gerauchert). Charakterisieren
Sie gegebenenfalls die Lebensmittel mit: fett, mager und
fettreduziert naher.

Obst und Gemdse:

Apfel mit Schale und Gehause (groR), Banane ohne Schale (mittel),
Mohrribe roh (klein), Erbsen (Feinfrost) gedunstet, %2 Konserve
(325 g) PAirsiche

SofRen und Suppen: )
Bratensolie gebunden, Hollandische Sofe, Essig- Ol-Salatsolie,
Joghurtdressing, Klare Suppe, Eintopf, Cremesuppe, Soljanka

Getranke:

Orangensaft, Orangennektar, Orangenfruchtsaftgetrank,
Apfelsaftschorle (1:1), Bier (Pils), Hefeweizen,

Rotwein (trocken), Pflaumenschnaps 40% Alk., Rum

MUSTERPR

OTOKOLL

Datum: Wochentag:

verzehrte

c

Lebensmittel / Zutaten Menge 2 © Bemerkungen
1. Fruhstick

Vollkornbrdtchen 1 Stiick mittlere GroRe

Roggenmischbrot 1 Scheibe diinn

Butter 2TL geh.

Gouda (45% Fetti. Tr.) 2 Scheiben mittlere GroRe

Erdbeermarmelade 2TL geh.

Schinken (gerduchert, mit Fettrand) 1 Scheibe diinn

Kaffee 1 Tasse Kleine Tasse

Kondensmilch fiir den Kaffee (7,5% Fett) 1TL

Orangensaft (100%) 1 Glas groRes Glas

2.Frihstick
Apfel (geschalt) 1 1 mittlere GroRe
Mittag

Rezept ,Gulasch mit GemUse*

davon gegessen:

Gulasch 1 Tasse 14 mittlere Tasse

Nudeln 150g 8 gekocht gewogen

Apfelsaft (100%) 1 Glas mittleres Glas

Mineralswasser (Evian) 1 Glas kleines Glas

Pflaumenkompott 1 Tasse 4 mittlere Tasse

Nachmittagsimbiss

Kaffee (schwarz) 2 Tassen kleine Tassen

Apfelkuchen (Hefeteig mit Streussel) 1 Stuck klein

Schlagsahne 30% Fett geschlagen 1EL geh.




Anhang

LVIII

Information zur endothelabhéngigen flussinduzierten Vasodilatation

HINWEISE ZUR GEFARFUNKTIONSMESSUNG

Allgemeines

Die groRen BlutgefaRe des menschlichen Kérpers sind in der Lage, sich als Antwort auf bestimmte Reize
zusammenzuziehen (kontrahieren) oder zu erweitern (erschlaffen). Auf diese Art und Weise regulieren Sie den
Blutfluss durch den Kérper und passen ihn den jeweils herrschenden Bedingungen an. Eine Schédigung der
GefaBschicht kann dazu fiihren, dass das Gefall auf einen Reiz nur noch eingeschrankt mit Kontraktion und
Erweiterung reagieren. Diese verminderte Reaktionsfahigkeit dufert sich in einer gestdrten Regulation des
Blutflusses (Durchblutungsstérungen) und gilt als charakteristisches Merkmal verkalkter GefaBwande.

Die Gefalfunktionsmessung (FMD, englisch: flow-mediated Dilatation) mittels Ultraschall ist als nicht-invasive
Methode (d.h. ohne Eingriff in den Korper) hervorragend geeignet, um den Durchmesser von Blutgefalien im
Ruhezustand und nach einem Reiz zu bestimmen. Aus diesen Daten lassen sich Rickschliisse auf die
Reaktionsfahigkeit des GefaRes ziehen und Aussagen zum Grad der GeféRschadigung treffen.

Voraussetzungen fiir die Messungen

Die GefaRweite und damit auch das Ergebnis der Messung kann durch eine Vielzahl duRerer Faktoren beeinflusst
werden. Um stdrende Einflisse mdglichst gering zu halten und Fehler zu minimieren, mochten wir Sie bitten, am
Vorabend der Messung keinen sportlichen Aktivitdten nachzugehen und eine Medikamenteneinnahme, wenn
maglich, mindestens 12 Stunden vor der Messung auszusetzen. Da bestimmte Nahrungsinhaltsstoffe ebenfalls
eine Kontraktion oder Erschlaffung der GeféRe hervorrufen kénnen, sollten GefaRfunktionsmessungen
idealerweise vormittags am niichternen Patienten erfolgen. Aus organisatorischen Griinden ist dies leider bei uns
nicht mdglich, so dass jeder Proband von uns am Tage der Messung eine fettarme, Vitamin C- und E-reduzierte
Mahizeit erhalt. Bitte beachten Sie, dass diese mindestens 3 Stunden vor der Messung verzehrt werden muss.

¢ Beachten sie bitte, dass Sie am Tag der Untersuchung weder coffeinhaltige (Cola, Kaffee, schwarzer und
griner Tee, Mate, Guaranatee, Kakao, Fitnessdrinks mit aufputschender Wirkung) noch Vitamin-C-reiche bzw. -
angereicherte Getranke (Orangensaft, ACE-Drinks etc). zu sich nehmen diirfen.

Tagesablauf

Die GefaRkfunktionsmessung ist auf einen Tag der Blutabnahme gelegt und in lhrer persénlichen Probandenmappe
gesondert gekennzeichnet. Sie werden friihmorgens zur Blutabnahme einbestellt. Bitte vergessen sie nicht, an
diesem Tag lhren 24-Stunden-Urin mitzubringen. Wir werden ausserdem Ihren Blutdruck, Ihr Kérpergewicht und
den Taille-Hifte-Umfang bestimmen. Danach erhalten Sie von uns eine Nahrstoff-standardisierte Mahlzeit, die Sie
maglichst im Studienzentrum einnehmen. Am friihen Nachmittag werden wir Sie zur Klinik Havelhdhe” nach Berlin-
Kladow fahren, wo die Gefalfunktionsmessungen stattfinden. Die Untersuchung wird etwa 1,5 bis 2 Stunden in
Anspruch nehmen. Nach Abschluf} der Messungen haben Sie die Mdglichkeit, in der Kantine des Klinikums
kostenfrei zu speisen, bevor Sie wieder zum Emahrungsinstitut zurtickgebracht werden.

Da Sie an den Tagen der GefaRkfunktionsmessungen (fast) ganztagig im Studienzentrum sein werden, kann Ihnen
vom Klinikum bei Bedarf eine Bescheinigung tber eine arztliche Untersuchung zur Einreichung beim Arbeitgeber
ausgestellt werden. Wir stellen lhnen frei, wie Sie die Zwischenzeit bis zur kardiologischen Untersuchung am
Nachmittag nutzen. Fir alle diejenigen, die bis zur Abfahrt nach Berlin im Studienzentrum bleiben wollen, wird im
Patientenaufenthaltsraum der Villa Liegnitz ein Fernseher mit Videogerat und einer Auswahl an Videofilmen zur
Verfligung stehen.

Sollten Sie Fragen zu der Untersuchung oder zum Tagesablauf haben,
so wenden Sie sich bitte an

Frau Manja Reimann
4033200 / 88-682

7 Gemeinschaftskrankenhaus Havelhohe, Medizinische Klinik Station 5, Kladower Damm 221, 14089 Berlin




Anhang LIX

Standardisierung der FMD-Messung: technisches Protokoll

Voraussetzungen: standardisierte Mahlzeit
3 h vor Messung nichts mehr essen
keine anstrengende korperliche Aktivitat 24 h vorher
Pausieren der Medikamenteneinnahme fiir 12 h
Pausieren langwirkender vasoaktiver Medikamente fiir 24 h
Niktotinverzicht fir 24 h

Durchflihrung:

1. ca. 15 min ruhen in liegender Position
bequeme Lage des Probanden
Anbringen der Blutdruckmanschette am linken Arm
3 konsekutive Blutdruckmessungen
2.  Fixierung des rechten Armes in supinaler Stellung
Anbringung der 5 cm Manschette distal am rechten Unterarm
» Achtung die Manschette darf nicht zwischen Unterarm und Armhalterung liegen, da sonst beim
Aufpumpen die Armposition verandert wird
3.  Fixierung der Sonde 5 cm oberhalb der Ellenbeuge (Zuhilfenahme des Farbdopplers)
die Sonde soll nur leicht und ohne Druck auf dem Arm aufliegen
4.  Einstellen eines hohen Kontrastes (unterschiedliche Kontraste und Intensitaten fiihren zu unterschiedlichen
Messwerten!!)
¢ Probandin darf wahrend der Messung ihre Position nicht verandern, nicht Sprechen und Lachen, selbst das
Kopfanheben flhrt zu Veranderungen des Bildes
5. Baseline-Erhebung:
A) Erste Aufnahme der A. brachialis
B) der Flussgeschwindigkeit des Blutes
6. Blutdruckmanschette am rechten Arm mit 200 mmHg aufpumpen
Okklusion fiir 4,5 Min. konstant halten
wahrenddessen Positionierung des Kursor fiir die Flussmessung
Druck nach 5 Min schnell ablassen
7. Zweite Erhebung — nach Okklusion
A) Messung der Flussgeschwindigkeit innerhalb von 10-15 s
B) Zweite Aufnahme der A. brachialis innerhalb 1 Min nach Deflation
8. 10 Minuten ruhen in liegender Position
9.  Dritte Erhebung — nach 10 Min. Ruhephase (Baseline 2)
A) Dritte Aufnahme der A. brachialis
B) Messung der Flussgeschwindigkeit des Blutes
10. 400 ug GTN-Administration sublingual
4 Min warten
11. Vierte Erhebung — nach GTN-Gabe
A) vierte Aufnahme der A. brachialis
B) Messung der Flussgeschwindigkeit des Blutes
12 3 konsekutive Blutdruckmessungen

Bildbearbeitung: Enddiastolisch
0.5 - 1cm langer Abschnitt
Intima-Intima



Anhang LX

Standardisierung der FMD-Messung: Protokollfiihrung

Flow mediated dilation

Number of measurement

date
parameter unit data
" 15 min rest 1.
blood pressure measurement 2
- at rest mmHg | 3. Startat.....cooveeene
= mean
=N MAP
baseline diameter [base-fmd]
mm

1 min after occlusion

~
Inflation at 200 mmHg
é for 4,5 min
"y flow-induced dia_meter [post-fm_d]
o r

flow-mediated dilation

10 min rest
baseline diameter at rest [base-gtn]
400 pg GTN sublingual
E GTN-induced diameter [post-gtn]
~ | | after 4 min GTN
7

GTN-induced dilation % /
1.
2.

blood pressure measurement
after GTN Hg (3. Startat.....cccoeennee

mean
MAP

Arterial flow measuremen t

baseline flow velocity cm/s

flow velocity after cuff deflation = Peak

hyperaemic velocity cm/s +——

10-15 s after occlusion

hyperaemia %

flow velocity at rest cm/s

GTN-induced flow velocity cm/s

GTN-induced flow velocity %

an arterial pressure(MAP) = (asys-dias/3)+BDdias
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Datenspeicherung: ,vJorname* |_|_|-|_|_|-|_| [Probandennummer-Initialien-Erhebung I
,Zuname"“ base-fmd ...




Anhang LXI

Briefe an Probanden

Screening

Frau

<Vorname> <Name>
Strasse

PLZ, ORT

Bergholz-Rehbriicke, den 24.03.2003

Sehr geehrte Frau Name,
ich wlirde mich freuen, wenn ich Sie im Rahmen unseres Isoheart-Projektes am
<Tag>, den <Datum> um <Uhrzeit> Uhr
zu Ihrem Screening-Termin begriiBen konnte. Die an diesem Tag stattfindenden Untersuchungen umfassen

e eine nichtern-Blutabnahme (= Bitte ab 21 Uhr des Vortages nichts mehr essen und trinken mit Ausnahme von
Mineralwasser.)

e die Abgabe einer Urinprobe

e die Bestimmung des Korpergewichtes, der KérpergroRe und des Taille-Hifte-Verhéaltnisses

e sowie Blutdruckmessungen

und finden im Haus V (Arthur-Scheunert-Allee 155, Eingang Forschungsklinik, Villa Liegnitz) des Deutschen Instituts fiir
Erndhrungsforschung statt. Wie Sie dem beigefiigten Lageplan entnehmen kdnnen, ist dieses Institutsgebaude ca. 600 m
von dem Hauptgebaude Haus E (Arthur-Scheunert-Allee 114 — 116) entfernt.

Ich bitte Sie, zu diesem Termin die von lhnen ausgefiillte und unterschriebene Einverstandniserklérung mitzubringen, ohne
die wir keine Untersuchungen an Ihnen vornehmen diirfen.

Sollten sich Probleme mit der Einhaltung des oben genannten Termins ergeben, ersuche ich Sie, zwecks Vereinbarung
eines neuen Termins rechtzeitig bei mir anzurufen (@& 033200 / 88-682). Dies ist sehr wichtig, um einen angenehmen
Studienablauf fiir Sie und auch flir uns gewahrleisten zu kénnen.

Mit freundlichen GriiRen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann



Anhang LXII

Warteliste

Frau

«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbrucke, den 24.03.2003

Betr.: Ergebnisse der Screeninguntersuchung

Sehr geehrte Frau «Zunamey,

wir mochten uns recht herzlich fir lhre Teilnahme an der Screeninguntersuchung bedanken. Die

Messwerte finden Sie dem Schreiben beigefiigt.
Eine entgiiltige Entscheidung ber eine Teilnahme an der Studie kann erst gefallt werden, wenn die
Screeningergebnisse aller Interessentinnen vorliegen. Da die Screeninguntersuchungen noch nicht

vollstandig abgeschlossen sind, bitten wir Sie um ein wenig Geduld. Sobald das Auswahlverfahren
beendet ist, werden Sie von uns benachrichtigt.

Mit freundlichen Griifen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann



Anhang LXIlI

Ausschluss der Studienteilnahme

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»
Bergholz-Rehbriicke, den 17.04.2003
Sehr geehrte Frau «Zunamey,

wir haben uns sehr iber lhre Bereitschaft gefreut, an unserem Isoheart-Projekt teilzunehmen. Die Auswertung aller
Vorinformation, die wir von lhnen erhalten haben, ergab allerdings, dass Sie nicht in das vorher festgelegte Auswahlprofil
passen. In lhrem Falle betrifft das folgende(n) Punkt(e):

[0 Anwendung einer Hormonersatztherapie oder Beendigung der Einnahme weniger als 6 Monate vor
Studienbeginn

letzte Menstruation liegt weniger als 1 Jahr zuriick

gesundheitliche Griinde

bestimmte Blut- bzw. Urinparameter liegen nicht im Referenzbereich
Allergie gegen PABA

Einnahme bestimmter Medikamente

Korpergewicht und —grofie nicht im geforderten Verhéltnis
vegetarische Ernahrung o.a. spezielle Kostformen

obligatorische Einnahme von Supplementen

Rauchen

Uberdurchschnittlich hohe korperliche Aktivitat

Impfung oder Urlaubsreise wahrend der Interventionsphasen
Blutdruck auRerhalb des Referenzbereichs

Ooooooooooood

Wir mochten uns dennoch herzlich fiir Ihr Interesse bedanken und wiinschen Ihnen fiir die Zukunft alles Gute.

Wie Sie wissen, sind wir verpflichtet, gemaR den Bestimmungen des Brandenburgischen Datenschutzgesetzes unsere
Namens- und Adressdatei unmittelbar nach Erhebung aller Daten bzw. - wie in lhrem Fall - nach Ausschluss der Teilnahme
zu léschen.

Falls Sie interessiert sind, dass |hr Name und lhre Adresse in unserer Probandendatei fiir eventuelle neue Studien
verbleiben soll, dann bitten wir Sie, den beiliegenden Vordruck auszufiillen und im frankierten Riickumschlag an uns

zurlickzusenden. Sollten wir Ihre Daten bereits in unsere Probandendatei aufgenommen haben, brauchen Sie uns natirlich
nicht mehr zu informieren.

Mit freundlichen GriiRen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Absage der Studienteilnahme/Warteliste

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbriicke, den 17.04.2003

Sehr geehrte Frau «Zunamey,
wir haben uns sehr (iber |hre Bereitschaft gefreut, an unserem Isoheart-Projekt teilzunehmen.

Uberraschenderweise (ibersteigt die Anzahl der geeigneten Interessentinnen diejenige der von uns bendtigten
Studienteilnehmerinnen. Aus allen potentiellen Kandidatinnen wurde deshalb per Zufallsprinzip eine Auswahl getroffen. Wir
mussen Ihnen bedauerlicherweise mitteilen, dass Sie leider nicht zu den 38 zufallig ausgewahlten Frauen unserer Studie
gehoren. Sollte jedoch vor Beginn der Studie eine der Teilnehmerinnen absagen, wiirden wir uns vorbehalten, auf Grund
lhrer Eignung wieder an Sie heranzutreten.

Wie Sie wissen, sind wir verpflichtet, gemaR den Bestimmungen des Brandenburgischen Datenschutzgesetzes unsere
Namens- und Adressdatei unmittelbar nach Erhebung aller Daten bzw. - wie in lhrem Fall - nach Ausschluss der Teilnahme
zu léschen.

Falls Sie interessiert sind, dass |hr Name und lhre Adresse in unserer Probandendatei fir eventuelle neue Studien
verbleiben soll, dann bitten wir Sie, den beiliegenden Vordruck auszufiillen und im frankierten Rickumschlag an uns
zurlickzusenden. Sollten wir lhre Daten bereits in unsere Probandendatei aufgenommen haben, brauchen Sie uns natiirlich
nicht mehr zu informieren.

Wir winschen lhnen und Ihrer Familie ein schénes Osterfest sowie sonnige und erholsame Feiertage.

Mit freundlichen GriiRen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Bestatigung der Studienteilnahme

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»
«PLZ» «Ort»
Bergholz-Rehbriicke, den 07.04.2003
Sehr geehrte Frau «Zunamey,
ich freue mich, lhnen mitteilen zu kénnen, dass Sie unser Auswahlverfahren, das sogenannte Screening, erfolgreich

gemeistert haben. Auf diesem Wege maéchte ich Sie als Teilnehmerin unserer Sojastudie Isoheart herzlich willkommen
heiBen. Unsere Studie wird sich dber folgende Zeitrdume erstrecken:

Erste Studienphase: 04.05.2003 bis 10.07.2003
Unterbrechung: 11.07.2003 bis 23.08.2003
Zweite Studienphase: 24.08.2003 bis 30.10.2003

In beiden Studienphasen finden an jeweils 3 Terminen morgens Blutabnahmen in unserem Hause statt. Wie ich lhnen
bereits am Tage der Screeninguntersuchung mitgeteilt habe, werden an vier dieser insgesamt sechs Blutentnahmetage
immer am Nachmittag Messungen der GefaRfunktion in der Klinik Havelhdhe, Berlin-Kladow erfolgen.

Genauere Informationen zu diesen und weiteren Untersuchungen sowie zum geplanten Studienablauf mdchte ich lhnen im
Rahmen einer ausfiihrlichen Informationsveranstaltung am

«Infoveranstaltung» , um 16.30 Uhr

geben. Ich wiirde mich freuen, wenn ich Sie an diesem Tag in unserem Hause begriiBen kdnnte. Die Veranstaltung findet im
Fritz-Lipmann-Seminarraum des Hauses E (Hauptgebdude, von Potsdam kommend linkerhand gegeniiber dem
Standesamt, Bus 611 Haltestelle ,Ern&hrungsinstitut®), Arthur-Scheunert-Allee 114-116 statt. Erkundigen Sie sich bitte beim
Pfértner des Hauptgebaudes oder folgen Sie einfach unseren Hinweisschildern.

Unter Berticksichtigung lhrer Angaben zur zeitlichen Verflgbarkeit habe ich Sie in die Gruppe

,«Gruppe»*

eingeteilt. Die Termine der in dieser Gruppe stattfindenden Untersuchungen entnehmen Sie bitte der beiliegenden
Kurziibersicht.

Leider war es mir nicht immer maglich, jede Studienteilnehmerin in eine Gruppe entsprechend ihrer bevorzugten
Wochentage einzuordnen. Bitte sehen Sie mir nach, wenn der ein oder andere Termin nicht ganz lhren Vorstellungen und
Wiinschen entspricht. Benachrichtigen Sie mich bitte umgehend, wenn die Gruppenzuordnung fir Sie so ungtinstig sein
solite, dass Ihre Studienteilnahme geféhrdet wére. In diesem Falle wirde ich versuchen, Sie in einer anderen Gruppe
unterzubringen. Als Teilnehmerin unseres Projektes haben wir Ihnen folgende Probandennummer zugeteilt:

,«ProbNr_neu»"

Bitte ergénzen Sie diese in den vorgedruckten Feldern (nach dem Schrégstrich) auf lhrem Probandenkértchen. Tragen Sie
in das vorderste Kastchen zuséatzlich den Buchstaben Ihrer zugehérigen Gruppe ein.

Ich freue mich auf ein Wiedersehen bei der Informationsveranstaltung und wiinsche Ihnen und lhrer Familie ein schénes

Osterfest sowie ein paar erholsame, vor allem aber sonnige Tage!

Mit freundlichen GriiRen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann




Anhang LXVI

Run-in-Phase: Information zur Medikamenteneinnahme (Blatt1-2)

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbriicke, 30.05.03
Liebe Studienteilnehmerinnen,

mit Freude kann ich lhnen mitteilen, dass alle die erste Untersuchung mit Bravour gemeistert haben. Trotz der vielen
Entbehrungen (...der gute Kaffee am Morgen...das Frihstiicksmisli...), die in Kauf genommen werden mussten, und die
Beschwerden (Kopfschmerzen, Migréne etc.), mit denen der ein oder andere zu k&mpfen hatte, haben sich alle tapfer
geschlagen und ich bin froh, dass doch alles mehr oder minder reibungslos und ohne grofie Zwischenfélle abgelaufen ist ©.

Ansonsten hoffe ich, dass sich jeder mit unseren Friichteriegeln so gut es geht arrangiert. Ich habe unterdessen schon von
einigen lhre Eindrlicke von den Riegeln geschildert bekommen, von denen die Mehrzahl gllcklicherweise recht positiver
Natur waren.

Um unseren Studienkriterien Folge zu leisten, habe ich eine Liste verbotener Medikamente erstellt, um deren Einnahme
wahrend der gesamten Studiendauer vorzubeugen. Der Grund fiir die strikte Einhaltung dieses Verbots liegt in der mit einer
Einnahme dieser Medikamente verbundenen Verénderung bestimmter von uns zu analysierender Blutparameter (z. B.
Entzlindungsfaktoren, Gerinnungsfaktoren etc.). Generell bitte ich Sie, vor Einnahme von zweifelhaften Medikamenten
Ricksprache mit mir zu halten.

@ Antibiotika jeder Art
@ Cholesterin senkende Medikamente
@ Blutdruck senkende Medikamente
- Betablocker, ACE-Hemmer, Diuretika, Kalzium-Kanalblocker, Alphablocker
@ Schmerzmittel, Analgetika
Nicht-opioide Schmerzmittel, die nicht entziindungshemmend wirken
-Paracetamol (z. B. Benuron), Metamizol (z.B. Novalgin), Phenazon
Nicht-opioide Schmerzmittel, die entziindungshemmend (antiphlogistisch) wirken = nicht-steroidale Antiphlogistika
(NSAR)
-Acetylsalicylsaure (Aspirin z.B. in ASS), Ibuprofen (z.B. Anco, Dolgit, Imbun), Diclofenac (z.B. Voltaren),
Indometacin (z.B. Amuno), Piroxicam (z.B. Felden), Rofecoxib (z.B. Vioxx), Celecoxib (z.B. Celebrex),
Phenylbutazon (z.B. Ambene), Meloxicam (z.B. Mobec)
opioide Schmerzmittel
-Tramadol (z.B.Tramal), Codein, Nalbuphin, Tilidin mit Naxolon (z.B. Valoron N), Morphin, Pethidin,
Levomethadon, Piritamid (z.B. Dipidolor), Pentazocin
Corticosteroide (Cortison)
-Prednisolon (z.B. Decortin, Decortin H), Methylprednisolon (z.B. Urbason), Fluocortolon (z.B. Ultralan),
Cloprednol (z.B. Synthestan)

Paracetamol kann bei Bedarf eingenommen werden!

@ Antirheumatika
-Sulfasalazin (z.B. Azulfidine), Methotrexat (z.B. Lantarel), Leflunomid (z.B. Arava), Cyclophosphamid
(z.B. Endoxan)

@ Blut verdiinnende Medikamente
-Marcoumar, Sintrom, Heparine, Acetylsalicylsaure

Wie Sie wissen, soll eine Vitamin- und Mineralstoffeinnahme wahrend der Studie ebenfalls vermieden werden. Die Erfahrung
hat jedoch gezeigt, dass die biochemische Begriffsbezeichnung der Vitamine in der Bevélkerung weitgehend unbekannt ist.
Deshalb habe ich zusatzlich eine Auflistung aller Vitamine mit den entsprechenden Fachbegriffen erstellt, damit Sie im
Zweifel nachlesen kdnnen.
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Vitaminpréparate kénnen enthalten:
Vitamin A= Retinol , Beta-Carotin, Vitamin B1=Thiamin, Vitamin B2=Riboflavin, Vitamin B6=Pyridoxin, Vitamin
B12=Cobalamin, Vitamin C=Ascorbins&ure, Vitamin D=Calciferole (Cholecalciferol, Ergocalciferol), Vitamin
E=Tocopherol, Vitamin K=Phyllochinon, Biotin, Folsaure (Folat), Niacin, Pantothensaure (umgangssprachlich auch
Provitamin B5)

Vitamine sind manchmal auch in nennenswerten Mengen in verschiedenen Medikamenten z.B. ASS mit Vitamin C oder
Nahrungsergénzungsmitteln z. B. Lecithin, Kieselerdekapseln enthalten. In Algenpréparaten finden sich Gbrigens dusserst
hohe Mengen an lod. Bitte lesen Sie sich vor deren Einnahme immer den Beipackzettel bzw. die Tabelle mit den
Inhaltsstoffen durch.

In Mineralstoffpraparaten kénnen enthalten sein:

Calcium=Ca, Cobalt=Co, Chrom=Cr, Eisen=Fe, lod=I, Kalium=K, Kupfer=Cu, Magnesium=Mg, Mangan=Mn, Molybd&n=Mo,
Natrium=Na, Phosphat=P, Selen=Se (Selenhefetabletten!, Bierhefeflocken etc.), Zink=Zn

Falls Sie Fragen dazu haben, dann rufen Sie mich bitte an.

Ich méchte Sie nochmals daran erinnern, dass beim nachsten Mal nur Blutabnahmen vorgenommen werden. Wir werden

lhnen zu diesem Zeitpunkt das Erndhrungsprotokoll, die Urinsammelbehélter, die PABA-Kapseln, sowie den Menopause-
Bewertungsbogen fiir zweite Erhebung (Ende der ersten Intervention) aushandigen.

Bis zum n&chsten Wiedersehen in Bergholz-Rehbriicke wiinscht lhnen alles Gute

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Run-in-Phase: Terminvergabe

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»
Rehbriicke, den 01.05.2003
Liebe Frau «Zunamen,

uber ein Wiedersehen mit Ihnen bei unserer Informationsveranstaltung habe ich mich sehr gefreut. Ich hoffe, dass ich lhnen
die wichtigsten Informationen in der Kiirze der Zeit einigermafien verstandlich dargelegt habe. Sollten Sie beim Durchlesen
lhres Studientagebuches etwas nicht ganz verstehen oder Fragen zu der ein oder anderen Untersuchung haben, dann
kénnen Sie mich (Blro -033200/88-682, wéhrend der Blutabnahmewochen auch -794 oder Mobil 0160-7365384, in
Notféllen auch privat 0331-5506908) oder meine Kollegin Anja Carlsohn (Biro — 683, wéhrend der Blutabnahmewochen
auch -779) selbstverstandlich jederzeit anrufen.

In der folgenden Tabelle habe ich lhnen nochmals die wahrend der Informationsveranstaltung vereinbarten Termine fir die
Blutentnahmen und kardiologischen Untersuchungen aufgelistet. Vergleichen Sie bitte, ob diese mit denen in Ihren
Unterlagen (ibereinstimmen. Sollten Sie Abweichungen feststellen, dann melden Sie sich bitte telefonisch bei mir, damit wir
dies abklaren konnen.

Datum morgens Blutabnahme nachmittags kardiologische Untersuchung in Kladow!

«Visite1» «Blutabnahme1» Uhr Treffpunkt «Uhrzeit_FMD» Uhr beim Pfértner
(DIfE- Haupteingang)

«Visite_2» «Blutabnahme2» Uhr | e

«Visite_3» «Blutabnahme1» Uhr Treffpunkt «Uhrzeit_FMD» Uhr beim Pfortner
(DIfE- Haupteingang)

«Visite_4» «Blutabnahme1» Uhr Treffpunkt «Uhrzeit_FMD» Uhr beim Pfortner
(DIfE- Haupteingang)

«Visite_5» «Blutabnahme2» Uhr |

«Visite_6» «Blutabnahme1» Uhr Treffpunkt «Uhrzeit_FMD» Uhr beim Pfortner
(DIfE- Haupteingang)

1Es genugt, wenn diejenigen, die mit dem eigenen PKW nach Kladow fahren, erst um 15.00 Uhr erscheinen.
# Terminanderungen vereinbart?: «Terminand»

Um Wartezeiten wahrend der kardiologischen Untersuchung zu berbriicken, empfehle ich Ihnen, sich ein Buch oder eine
Zeitung zum Lesen mitzunehmen. Zur Information erhalten Sie eine Gesamttermintbersicht aller Gruppen.

Ich freue mich auf eine angenehme Zusammenarbeit mit Ihnen und hoffe, dass nicht nur wir sondern auch Sie ein wenig

Spal} an dieser Studie haben werden.

Alles Gute und viel Erfolg wiinscht lhnen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann

Die Sojabohne ,,Glycine max*
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Erste Intervention: Abschluss

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbrticke, 11.06.03

Liebe Studienteilnehmerinnen,

das Ende des ersten Studienzeitraumes né&hert sich mit groBen Schritten. Bitte bringen Sie zum nachsten
Blutabnahmetermin die leeren Tragetaschen fir die Lebensmittel mit, damit wir diese fir den zweiten Studienzeitraum neu
befiillen kénnen. Die Riegel fir die zweite Interventionsphase werden wir Ihnen am Tage der 4. Blutabnahme nach der
grolen Sommerpause aushandigen. Wer seine Riegel lieber schon vorher abholen mdchte, kann das im Zeitraum vom
18.08.03 bis 29.08.03 von 8.00-16.30 Uhr gerne tun. Prinzipiell ist dies bereits in der Woche zuvor méglich. Da ich mich zu
der Zeit aber im Urlaub befinde, ware es schon, wenn Sie Ihr Kommen kurz telefonisch bei Frau Carlsohn (033200/88-683)
anmelden wirden.

Desweiteren mdchte ich Sie bitten, sich bei der Zubereitung der fettarmen Abendmahizeit am Tag vor jeder Blutabnahme
maglichst an unsere Rezeptvorschldge zu halten. Alle Rezepte sind so berechnet, dass ein maximaler Fettgehalt von
15g/Mahizeit nicht (iberschritten wird. Diese sogenannte Standardisierung der Fettzufuhr ist fiir die spatere Datenauswertung
auBerst wichtig, da dartiber eine Vergleichbarkeit der Blutwerte gewahrleistet wird.

Am Tage der kardiologischen Untersuchung erhalten Sie von uns wie Ublich das Fett-, Vitamin E- und Vitamin C-
standardisierte Proviantpaket (Fettgehalt max. 10g). Auf Grund der sehr beschréankten Fettzufuhr an diesem Tag diirfen Sie
die letzten zwei Riegel der ersten Interventionsphase erst nach dem Abschluf® der kardiologischen Messungen (am spéten
Nachmittag und am Abend) verzehren. Ich bedanke mich fiir lhr Verstandnis.

Ferner mdchte ich die Gelegenheit nutzen, lhnen mitzuteilen, dass Frau Carlsohn und ich in der Zeit vom 25.07.03 bis
10.08.03 urlaubsbedingt nicht erreichbar sind. Bitte wenden Sie sich in dringenden Féllen an Frau Dr. Koebnick (Tel.
033200/88-663).

Alles Gute und ein paar schone sonnige Tage bis zum néchsten Wiedersehen wiinscht lhnen

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Zweite Intervention: Abschluss

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbriicke, den 10.10.03

Liebe Studienteilnehmerinnen,

nun haben Sie es bald geschafft, das Ende der Isoheart-Studie rlckt in Windeseile naher. Ich meine formlich lhre
Erleichterung zu spiren. Trotz allem hoffe ich, dass Ihre Lebensqualitdt wéhrend des vergangenen halben Jahres nicht zu
sehr gelitten hat und Sie ein wenig Spass am Mitwirken bei unserer Studie hatten. Mich persénlich wiirde interessieren, in
wieweit Sie mit dem Studienablauf und der Organisation zufrieden waren. Uber eine kleine ,Kritik" in schriftlicher Form wére
ich erfreut, sollte von Ihnen aber nicht als obligatorisch angesehen werden.

Gleichzeitig mdchte ich die Gelegenheit nutzen im Namen unseres gesamten Teams lhnen unseren Dank fir lhre Teilnahme
an der Studie, Ihr groRes Engagement und Durchhaltevermdgen auszusprechen.

Sicherlich haben Sie sich schon gefragt, wie es jetzt weitergeht und welchen Vorteil sie aus der Studie ziehen. Fir Friihjahr
des folgenden Jahres haben Dr. Fried vom Gemeinschaftskrankenhaus Havelhéhe und ich eine Veranstaltung geplant, in
der wir Sie Uber den aktuellen Zustand Ihrer Blutgefale und tber Sinn und Zweck der durchgefihrten kardiologischen
Messungen informieren wollen. Sobald die Auswertungen der Ultraschallbilder erfolgt sind, werden wir Ihnen den Termin fiir
dieses Treffen bekannt geben.

Ihre gesammelten Blut- und Urinproben werden wir im November diesen Jahres zur Analyse der verschiedensten Parameter
(unter anderem Blutfettwerte [Cholesterine, Triglyzeride], Faktoren der Blutgerinnung, Entzlindungsparameter,
Stresshormone [z.B. Adrenalin, Noradrenalin, Cortisol], Faktoren die Aufschlu® ber den Zustand der Blutgefale geben,
Stoffwechselprodukte der aufgenommenen Isoflavone und viele andere mehr) an unsere Projektpartner versenden. Da es
sich insgesamt um mehrere tausend Proben aus allen vier teilnehmenden Landern handelt, werden erste Ergebnisse nicht
vor Herbst des kommenden Jahres erwartet. Die Daten unterliegen dem Datenschutz und werden nur unter Einhaltung
grolter Diskretion ausgewertet. Daher ist es fir mich im Moment noch nicht absehbar, in wieweit ich Sie (ber die
Studienergebnisse unterrichten darf. Ich hoffe jedoch, Ihnen zumindest Informationen (ber Ihre persénlichen Werte
Ubermitteln zu dirfen.

Zum Schluft méchte ich Sie bitten, zur letzten Blutabnahme alle Studienmaterialien (Messbecher, Tragetaschen, die letzten
Seiten des Studientagebuches, Urinsammelbehalter, Ernahrungsprotokoll, librig gebliebene Riegel, sofern noch bei Ihnen
vorhanden, wieder mitzubringen. Bis dahin wiinsche ich lhnen alles Gute.

Liebe GriiRe

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Auswertung der Kontrolluntersuchung

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»
Bergholz-Rehbriicke, 18. November 2003

Sehr geehrte Frau «Zunamey,

hiermit Ubersende ich lhnen Ihre Blutwerte der letzten Blutabnahme, die wir zur Kontrolle Ihres

Gesundheitszustandes nochmals (iberprift haben.

Ich hoffe, dass es lhnen soweit gut geht und Sie noch keine Entzugserscheinungen von unseren Riegeln haben.

Ich méchte Ihnen bereits jetzt schon einen schonen ersten Advent wiinschen. GenieRen Sie die kommende

Weihnachtszeit. Bis zum neuen Jahr wiinscht Ihnen alles Gute

Dipl. Em. Wiss. Manja Reimann
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Auswertung der 3-Tages-Schétzprotokolle

Frau
«Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbriicke, 20.01.04

Liebe Teilnehmerinnen der Isoheart-Studie,

ich freue mich, lhnen die ersten Ergebnisse von ihren Erndhrungsprotokollen iibersenden zu kénnen. Anbei finden Sie ein
Informationsblatt, das lhnen Auskuntft tiber wichtige Nahrstoff-, Vitamin- und Mineralstofflieferanten gibt.

Wie sich herausgestellt hat, ist die Auswertung der kardiologischen Untersuchungen sehr aufwendig und wird daher noch
einige Zeit in Anspruch nehmen. Da ich in Kiirze einen 7-monatigen Auslandsaufenthalt antreten werde, muss ich leider die
fir dieses Frihjahr geplante Informationsveranstaltung auf Ende des Jahres verschieben. Bitte haben Sie Verstandnis, dass
ich Ihnen Ihre GeféRdaten nicht friiher tibermitteln kann.

Laut der Aussage unserer Projektpartner sollen die Blutanalysen bis September 2004 abgeschlossen sein. Das bedeutet,
dass Sie zum Ende des Jahres auch mit lhren persénlichen Blutwerten rechnen kénnen.

Im Rahmen eines kiirzlich ins Leben gerufenen Européischen GroRprojektes PHYTOHEALTH, soll die Rolle pflanzlicher
Inhaltsstoffe insbesondere von Phytodstrogenen (pflanzlichen Hormonen) auf die menschliche Gesundheit untersucht
werden. Dazu werden die neuesten Ergebnisse aus verschiedensten Europdischen Studien (auch ISOHEART!)
zusammengetragen und ausgewertet. Die Abteilung Interventionsstudien des Deutschen Institutes fiir Ernahrungsforschung
hat innerhalb dieses Gemeinschaftsprojektes die Aufgabe Ubernommen, die durchschnittliche Phytodstrogenaufnahme in
Deutschland bei verschiedenen Personengruppen (unterschieden nach Alter, Geschlecht, Ernahrungsformen speziell
Nichtvegetarier vs. Vegetarier, Rohkdstler etc.) zu bestimmen.

Zu diesem Zweck versenden wir an alle ehemaligen Probanden unserer Abteilung ein vereinfachtes, standardisiertes
Erndhrungserhebungsinstrument, aus dem wir die tagliche Phytodstrogenaufnahme schnell und einfach berechnen konnen.
Ich wiirde mich sehr freuen, wenn Sie Ihre Ernéhrung noch einmal unter Verwendung dieses vereinfachten (beiliegenden) 4-
Tage-Ernahrungsprotokolls dokumentieren wirden. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten, ist es
wichtig, dass Sie das Protokoll an den Wochentagen Sonntag bis Mittwoch fiihren. Eine ausfiihrliche Anleitung zum
Ausfilllen finden Sie auf den ersten Seiten des Erndhrungsprotokolls. Bitte z6gern Sie nicht mich anzurufen, wenn Fragen
auftreten sollten. Ich wiirde mich freuen, wenn Sie das ausgefiillte Ern&hrungsprotokoll méglichst innerhalb der néchsten 4
Wochen in beiliegendem frankierten Rickumschlag zurlicksenden kénnten.

Fur lhre Mitarbeit mochte ich mich recht herzlich bedanken.

Ich wiinsche Ihnen alles Gute, Gesundheit und Zufriedenheit im neuen Jahr und verbleibe mit lieben GriiRen bis zum
Wiedersehen.

Dipl. Emn. Wiss. Manja Reimann
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Terminvergabe fur die Abschlussbesprechung

Frau

<Vorname> <Zuname>
<Strasse>

<PLZ> <Ort>

Bergholz-Rehbriicke, den 26.10.04
Liebe Studienteilnehmerinnen,
zurlickgekehrt von meiner achtmonatigen ,Expedition’ auf dem australischen Kontinent widme mich wieder ganz
der Isoheart Studie. Ich kann lhnen mit Freude mitteilen, dass nun fast alle Analysen vollzogen sind und die
Ergebnisse zur Veroffentlichung bereitstehen. Um Ihnen einen kleinen Einblick letzterer zu vermitteln, méchte ich

Sie ganz herzlich am

Dienstag, den 7. Dezember 2004 um 16 Uhr

hier im Deutschen Institut fir Erndhrungsforschung, Haus E (Haupthaus)
zu einer Abschlussbesprechung in gemiitlicher Runde einladen.
Bitte informieren sich mich, ob Sie teilnehmen koénnen (Frau Vulprecht Tel. 033200-88 669; Email:

reimann@mail.dife.de). Anderenfalls wirde ich Ihnen lhre persénlichen Unterlagen per Post zusenden.

Ich hoffe auf zahlreiches Erscheinen und wiirde mich freuen, sie alle wieder begriilen zu kdnnen.

Liebe GriiRe

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Versand der Studienergebnisse

Frau

«\Vorname» «Zuname»
«Strasse»

«PLZ» «Ort»

Bergholz-Rehbriicke, den 08.12.04
Liebe Frau «Zunamey,
gestern fand die Abschlussbesprechung zur Isoheart-Studie statt. Da Sie leider nicht teilnehmen konnten, sende
ich lhnen - wie vereinbart - Ihre persénlichen Ergebnisse zu. Sollten Sie Fragen dazu haben, kdnnen Sie mich

jederzeit unter meiner Ublichen Telefonnummer (s.0.) anrufen.

Ich mochte mich noch einmal recht herzlich fiir lhre Studienteilnahme bedanken. Ihnen ein schdnes

Weihnachtsfest und ein gesundes neues Jahr.

Liebe GriiRe

Dipl. Ern. wiss. Manja Reimann
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Probandenauswertungsblatter

Screening: Auswertung Blatt 1

Proband Nr. «Prob_Nr»

Gemessene Blutparameter Wert Mal3einheit Normbereich Frauen
ASAT «ASAT_Ul» U/l <31
ALAT (1-GT) «ALAT_Ul» U/l <31
GGT «GGT_UL» U/l 9-37
Kreatinin «Creatinin_moll» pmol/l 53,0-100
Triglyceride «TAG_in_mmoll» mmol/| 0,46 - 1,60
Akzeptanzbereich Isoheart <
3,0
Gesamtcholesterin «Gesamt_cholesterin_ mmol/l niedriges Risiko < 5,2
mmoll» erhohtes Risiko > 6,5
Akzeptanzbereich Isoheart <
8,0
HDL-Cholesterin «HDL_in_mmoll» mmol/l gunstig > 1,7
Nichtern-Glukose «Glucose_in_mmoll» mmol/l 3,61-6,11
Akzeptanzbereich Isoheart <
6,5
Hamoglobin «Hb_in_gdI» g/dl 12-16
Akzeptanzbereich Isoheart >
11
Hamatokrit «HKk_» % 35-45
Leukozyten «Leuko_Gptl» Gpt/l 40-9,0
Thrombozyten «Thrombo_Gptl» Gpt/l 140 - 450

Gemessene Urinparameter Wert
Leukozyten «Leukos»
Nitrit «Nitrit»
pH-Wert «pH»
Protein «Protein»
Glukose «Glucose»
Ketone «Ketone»
Urobilinogen «Urobilinogen»
Bilirubin «Bilirubin»
Blut «Blut_EryHgb»

neg .... Negativ (Normwert), pos .... Positiv, n.... Normal (Norm-
wert), 1....geringfiigig erhoht, 2.... maRig erhdht, 3.... stark erhoht
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Screening: Auswertung Blatt 2

Probandin Nr. «Prob_Nr»

Anthropometrie Wert MaReinheit
KorpergroRe «KorpergroRe_in_m» m
Koérpergewicht «Korpergewicht_in_kg» kg
Taillenumfang «Taillenumfang_cm» cm
Hiftumfang «HUftumfang_cm» cm
Blutdruck Wert MaReinheit Referenzwerte laut WHO
Systole «Systole_mmHg» mm Hg optimaler Bereich: 120/ 80
Diastole «Diastole_mmHg» mm Hg normal; 130 - 139/ 85 -89

grenzwertig: 140 — 149 /90 - 94

Schweregrad 1: 140 — 159 /90 - 99

Schweregrad 2: 160 - 179 /100 - 109

Schweregrad 3: 180 / 110 und hoher

Akzeptanzbereich Isoheart: <160 /90

Auswertung: Kontrolle der Blutparameter nach Beendigung jeder Interventionsphase

Proband Nr. «id»

Datum der Blutabnahme: «datum_BA»

Gemessene Wert MaReinheit Normbereich
Blutparameter

ASAT «asat2y U/iL < 31
ALAT (y-GT) «alat2y» U/L <3
GGT «ggt2» UL 9-37
Kreatinin «creay pmol/L 53-100
Harnstoff «urea2» mmol/L 2,5-15
Glukose «gluc2» mmol/L 3,61-6,11
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Auswertung der 3-Tages-Schétzprotokolle
ID Erndhrungsprotokoll Zufuhrempfehlung
1
«ID» 1. 2. 3. 4, pro Tai )
Energie [keal] «Energy0_kcal»  «Energy8_kcal»  «Energy16_kcal»  «Energy24_kcal» 1800-2300 kcal
Kohlenhydrate [%] «KHO_» «KH8 » «KH16_» «KH24 » 55-60 % 3
Eiweild [%)] «EWO0_» «EW8_» «EW16_» «EW24 » 10-15 %3
Fett [%] «Fat_PCTO» «Fat_PCT8» «Fat_PCT16» «Fat_PCT24» <30 %3
Geséttigte A
Fettsauren (FS) [%] «SFA_PCTO» «SFA_PCT» «SFA_PCT16» «SFA_PCT24» 1/3
Eg f[f/f]h ungesatligle — \iUFA_PCTO»  «MUFA_PCT8»  «MUFA_PCT16»  «MUFA_PCT24» 1134
Mehrfach ~ (PUFA_PCTO» «PUFA_PCT8» «PUFAPCT16»  «PUFA_PCT24» 134
ungesattigte FS [%]
Cholesterin [mg] «Cho0_mg» «Cho8_mg» «Cho16_mg» «Cho24_mg» <300 mg
Ballaststoffe [g] «BSTO_g» «BST8_g» «BST16_g» «BST24_g» 3049
Wasser [g] «Was0_g» «Was8_g» «Was16_g» «Was24_g» 2250 g
Alkohol [g] «AIkO_g» «Alk8_g» «Alk16_g» «Alk24_g» <10 g
ID Erndhrungsprotokoll Zufuhrempfehlung!
«ID» 1. 2. 3. 4, pro Tag®
Vitamine
Vitamin A [ug] «Ret_A0_g» «Ret_A8_g» «Ret_A16_g» «Ret_A24_g» 800 g
Vitamin E [mg] «Toc_AO0_mg» «Toc_A8_mg» «Toc_A16_mg» «Toc_A24_mg» 12 mg
- - - - - 5 Mg
Vitamin D [ug] «Vit_D_0_g» «Vit_D_8_g» «Vit_D_16_g» «Vit_D_24_g» > 65 Jahre 10 jig
Vitamin C [mg] «Vit_C_0_mg» «Vit_C_8_mg» «Vit_C_16_mg» «Vit_C_24_mg» 100 mg
Folsaure [ug] «folate0_g» «folate8_g» «folate16_g» «folate24_g» 400 pg
Vitamin B12 [ug] «B12_0_g» «B12_8_g» «B12_16_g» «B12_24_g» 3 Mg
Mineralstoffe
Kalzium [mg] «Cal_mg» «Ca8_mg» «Ca16_mg» «Ca24_mg» 1000 mg
Magnesium [mg] «Mg0_mg» «Mg8_mg» «Mg16_mg» «Mg24_mg» 300 mg
Eisen [mg] «Fe0_mg» «Fe8_mg» «Fe16_mg» «Fe24_mg» 10 mg

Deutsche Gesellschaft fir Emahrung: Referenzwerte fir die Nahrstoffzufuhr, Umschau-Verlag 2000

2 Angaben gelten fiir Frauen ab 51 Jahren

3bezogen auf die Gesamtenergiezufuhr

4bezogen auf die Gesamtfettzufuhr
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Definitionen ausgewahlter Parameter fur die Studienteilnehmer

Definitionen

BMI: MaR fiir das Kérpergewicht in Bezug auf die KérpergroRe. Ist ein besseres MaR fiir Ubergewicht als das

Korpergewicht allein.
Taille-Hifte-Verhaltnis: Ist das Verhaltnis von Taillen- und Hiftumfang. Ist ein MaB fiir die Verteilung des

Korperfettes. Das Risiko fir Herz-Kreislauferkrankungen steigt mit einer hoheren Fettverteilung im Taillenbereich
(Apfelform).

SBP: systolischer Blutdruck — Blutdruck direkt nach dem Blutaussto vom Herzen in die Aorta.

DBP: diastolischer Blutdruck — Blutdruck direkt vor dem néachsten Blutausstol.

FMD: gibt die prozentuale Veranderung des GefaRdurchmessers nach Erhéhung des Blutflusses an. Ist ein Maf
fir die Gefaltfunktion.

SAC: systemische arterielle Compliance — Mal} fir die Elastizitat der Arterien.

HDL: gutes Cholesterin, welches von den Blutgefallen zur Leber transportiert wird.

LDL: schlechtes Cholesterin, welches von der Leber zu den BlutgefaRen transportiert wird.

Triglyzeride: Blutfette — sind ein MaB fir das Risiko von Herz-Kreislauferkrankungen.

Homocystein: Risikofaktor fiir Herz-Kreislauferkrankungen

Folsdure: ein Vitamin, welches zum Abbau von Homocystein notwendig ist
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Individuelle Auswertung der Interventionen

Personliche Ergebnisse der Isoheart Studie 2003

Erste Intervention

Prob.Nr. «ID»

- Streng vertraulich -

Behandlung «treatment1» Ausgangswert Woche 4 Woche 8
BMI «BMI1» «BMI2» «BMI3»
Taille-Hufte-Verhaltnis «WHR1» «WHR2» «WHR3»
SBP/DBP «SBP1»/«DBP1» «SBP2»/«DBP2» «SBP3»/«DBP3»
Gesamtcholesterin [mmol/l] «TC1» «TC2» «TC3»
LDL [mmol/l] «LDL1» «LDL2» «LDL3»
HDL [mmol/l] «HDL1» «HDL2» «HDL3»
Triglyzeride [mmol/l] «TAGT» «TAG2» «TAG3»
Ruhegefaldurchmesser «BDIA1»

[mm]

SAC [dyn*s/cm-5] «SAC1T» «SAC2»
Homocystein [uM/L] «HCY_1» «HCY_2»
Folsaure [nmol/L] «FOL_1» «FOL_2»
Zweite Intervention

Behandlung «treatment2» Ausgangswert Woche 4 Woche 8
BMI «BMI4» «BMI5» «BMIG»
Taille-Hufte-Verhaltnis «WHR4» «WHR5» «WHRG»
SBP/DBP «SBP4»/«DBP4» «SBP5»/«DBP5» «SBP6»/«DBP6»
Gesamtcholesterin [mmol/[] «TC4» «TCH» «TC6»
LDL [mmol/L] «LDL4» «LDL5» «LDL6»
HDL [mmol/L] «HDL4» «HDL5» «HDL6»
Triglyzeride [mmol/L] «TAG4» «TAGS» «TAGG»
Ruhegefaldurchmesser [mm] «BDIA3»

SAC [dyn*s/cm-5] «SAC3» «SAC4»
Homocystein [uM/L] «HCY_3» «HCY_4»
Folsaure [nmol/L] «FOL_3» «FOL_4»

Equolproduzent:«Equol_Producer»
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Abschlussbericht fiir die Teilnehmer der Isoheart-Studie: Blatt 1-2

Report flr die Teilnehmer der Isoheart-Studie 2003
Effekte von Soja-Phytodstrogenen auf das
Herz-Kreislaufsystem postmenopausaler Frauen:
eine Plazebo-kontrollierte, randomisierte, doppelblinde

Interventionsstudie im Cross-over Design

Autor: Manja Reimann

Bitte beachten Sie, dass der Inhalt dieses Reports streng vertraulich ist. Die hier zusammengefassten Ergebnisse wurden in
einer international renommierten Fachzeitschrift zur Publikation eingereicht und diirfen deshalb vor dessen Veréffentlichung
nicht an Personen aulerhalb der Studie weitergereicht werden.
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Herz-Kreislauferkrankungen sind die haufigste Todesursache bei Frauen und Mannern in Deutschland und anderen Landern
mit westlichem Lebensstil. Trotz grofer Fortschritte der Forschung in den letzten Jahren besteht weiterhin die Notwendigkeit,
die Prozesse, die zum Verschluss von Arterien flihren und damit die Blutversorgung von lebenswichtigen Organen wie dem
Herzen (Ursache fir Herzinfarkt) und dem Gehirn (Ursache fir Schlaganfall) beeintrachtigen, vollstandig aufzuklaren.
Risikofaktoren fiir die koronare Herzerkrankung und den Schlaganfall sind ein hoher, unkontrollierter Blutdruck, hohes
Blutcholesterin, Diabetes mellitus (Zuckerkrankheit), Ubergewicht, Bewegungsmangel, Rauchen und eine familidre
Belastung. Eine Verbesserung dieser Faktoren senkt das Risiko fiir Herz-Kreislauferkrankungen deutlich.

Korperliche Aktivitat und eine gesunde Erndhrung spielen flir einen gesunden Lebensstil eine ibergeordnete Rolle, denn sie
tragen zur Senkung von Blutdruck, Cholesterin, Kérpergewicht bei und unterstitzen die Kontrolle des Blutzuckerspiegels bei
Diabetes mellitus. Seit einigen Jahren wird von der Wissenschaft auf die Bedeutung von Lebensmittelinhaltsstoffen fiir die
Reduktion von Herz-Kreislauferkrankungen verwiesen, obwohl die Forschung in diesem Bereich derzeit noch in den
Kinderschuhen steckt.

In den letzten 10 Jahren konnte gezeigt werden, das SojaeiweiR, welches pflanzliches Eiwei® und Phytodstrogene
(Substanzen mit dstrogenahnlicher Aktivitat) enthalt, den Blutdruck und den Cholesterinspiegel senkt und wahrscheinlich
positiv die GefaRfunktion reguliert. Auf der Grundlage vorangegangener Studien wurde von Europaischen Wissenschaftlern
die Isoheart-Studie entwickelt mit dem Ziel, den Einfluss isolierter Phytodstrogene (ohne EiweiB) auf das Herz-
Kreislaufsystem, und hierbei primar auf die Gef&Rfunktion, von Frauen nach den Wechseljahren zu untersuchen. Sekundar
sollten Risikofaktoren wie u.a. Blutdruck und Blutfette erfasst werden.

Die Ergebnisse basieren auf Durchschnittswerten von 128 Teilnehmern aus 4 européischen Landern und wurden zur
Verdffentlichung in einer internationalen Fachzeitschrift eingereicht. Nachstehend habe ich diese fiir Sie zusammengefasst.
Zuvor mdchte ich mich aber ganz herzlich fir ihre Teilnahme bedanken und noch einmal betonen, dass diese Studie nicht
ohne ihre Kooperationsbereitschaft, Geduld und Mitarbeit mdglich gewesen wére.

Die mit Soja-Phytodstrogenen angereicherten Friichteriegel wurden im allgemeinen gut vertragen. Einige Teilnehmer klagten
uber leichte Nebenwirkungen (Verstopfung, breiiger Stuhl, Flatulenz, Brustziehen). Die Phytodstrogene, die schwacher sind
als die vom Korper produzierten (")strogene, hatten keinen Einfluss auf die GefaRfunktion, die GefaRelastizitat und auf die
Blutfette einschlieRlich Cholesterin. Jedoch konnte ein leichter Trend zur Verbesserung der GefaRelastizitat (nicht signifikant)
nach PhytoOstrogenverzehr festgestellt werden. Dies weist mdglicherweise darauf hin, dass entweder die Dosis an
Phytodstrogenen zu gering oder die Form, in der die PhytoGstrogene verabreicht wurden, nicht effektiv genug war. Die dritte
und wahrscheinlichste M®dglichkeit ist die, dass die Phytodstrogene nur in Verbindung mit dem kompletten und
unverénderten Sojaeiweill wirksam sind. Die GefaRfunktionsmessung bereitete insofern Probleme, als dass diese von sehr
vielen Faktoren abhangig ist. Die Tatsache, dass die Messungen nicht am Morgen in einem vollstandig nlichternen Zustand
durchgefiihrt werden konnten, legt die Vermutung nahe, dass Nahrungsbestandteile die Ergebnisse signifikant beeinflusst
haben kénnten.

Der Blutdruck sank in den ersten 4 Wochen sowohl nach Phytodstrogen- als auch Plazeboverzehr signifikant, stieg jedoch
zum Ende der Intervention wieder auf das Ausgangsniveau an. Dies beruht vermutlich auf einem Studieneffekt, d.h. die
Probanden nehmen im Bewusstsein der Studienteilnahme allgemein einen gestinderen Lebensstil an, der gerade in den
ersten Wochen zum Tragen kommt und sich spater relativiert.

Homocystein ist ein neuer Risikofaktor fir Herz-Kreislauferkrankungen. Frauen in und nach den Wechseljahren weisen
generell hohere Blutwerte auf als jlingere Frauen. Wahrscheinlich ist dies ein Grund, warum das Herz-Kreislaufrisiko nach
dem Einsetzen der Menopause steigt. In unserer Studie konnte ein signifikantes Ansteigen der Homocysteinwerte nach
beiden Interventionsphasen (Plazebo und Isoflavone) beobachtet werden. Demnach kann diese Veranderung nicht auf die
Zufiihrung der Sojaisoflavone zuriickgefuhrt werden. Da wir auch eine Reduktion der Vitamin B12 und der Fols&urespiegel,
wichtige Vitamine fir die Verstoffwechselung von Homocystein, feststellen konnten, gehen wir davon aus, dass der Anstieg
der Homocysteinwerte wahrend des Riegelverzehrs den gesunkenen Konsum an Obst und Gemiise reflektiert.

Alles in allem weist unsere Studie nicht auf einen Schutz von Sojaisoflavonen vor Herz-Kreislauferkrankungen hin. Die
Vermutung, dass Sojaphytodstrogene nur in Kombination mit intaktem Sojaeiweiss wirken, wird dadurch bestarkt

Alternative Therapien zur Reduktion des Herz-Kreislaufrisikos einschlieflich diatetischer Produkte werden durch die
Deutsche Gesetzgebung nicht umfassend genug reguliert. Vor Markteinfiihrung besteht daher keine Notwendigkeit der
Sicherheits- und Effektivitatspriifung. Soja und andere phytoGstrogenhaltige Produkte werden aus Profitstreben aggressiv
vermarktet, ohne vorher adequat getestet worden zu sein. Diese Ergebnisse sind sehr wichtig, um sowohl die Offentlichkeit
wie auch die Medizin auf die Bedeutung von Sicherheitskontrollen neuer Gesundheitsstrategien hinzuweisen, und um die
Erforschung potentiell wirksamer Therapien weiter voranzutreiben.
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