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Kurzfassung: Wirkung eines Trinksupplements auf antioxidativen Status und oxidative
Stress- und Entziindungsmarker bei Patienten mit aktivem Morbus Crohn

Problemstellung: Morbus Crohn (MC) Patienten weisen eine Verschiebung des pro-/ anti-
oxidativen Gleichgewichtes in Richtung Oxidantien (oxidativer Stress) auf, welche
entziindliche Prozesse beginstigt. Ziel war es zu Uberprifen, ob durch Gabe eines Trink-
supplements, das reich an Antioxidantien und Glutamin ist, bei MC-Patienten der
antioxidative Status und die antioxidative Kapazitadt im Plasma erhoht, der oxidative Stress
vermindert, und damit antiinflammatorische Effekte in der Darmmucosa und eine Steigerung
der Lebensqualitat erzielt werden kénnen.

Methoden: 8 MC-Patienten (2819 Jahre, CDAI 163+73) wurden zwischen 01/2005 und
03/2006 in zwei Klinischen Zentren (Marienhospital Essen, Medizinische Klinik Bonn)
rekrutiert. Sie erhielten 4 Wochen 2 x taglich 200 ml Intestamin® trink (Fresenius Kabi, Bad
Homburg) zusatzlich zur Basismedikation. Hiermit wurden taglich 1500 mg Vitamin C,
500 mg Vitamin E, 10 mg R-Carotin, 300 ug Selen, 20 mg Zink, 30 g Glutamin (als Dipeptid)
zugefihrt.

Vor und nach Intervention wurde die Konzentration der Vitamine A, C, E, sowie von
R-Carotin (HPLC), Selen und Zink (AAS) im Plasma bestimmt, sowie die antioxidative
Kapazitat (TEAC). Als oxidative Stressmarker wurden endogene und H,O,-induzierte DNA-
Strangbriiche in Leukozyten (Comet Assay) nachgewiesen. Zusatzlich wurden die
Plasmaspiegel von 8-Hydroxydesoxyguanosin (OHdG), 8-Isoprostanen, Peroxiden (ELISA)
sowie von Glutamin und Glutathion gemessen (HPLC). In der Mucosa wurden IL-8- und
MRP-14 mRNA (RT-PCR) sowie der Glutathiongehalt (HPLC) untersucht. Die Lebensqualitat
wurde mit Hilfe des IBDQ Fragebogens quantifiziert.

Ergebnisse: 6 Patienten beendeten die Studie. Die Compliance betrug 90 % der Zieldosis.
Nach der Einnahme des Trinkpraparates stiegen die Plasmaspiegel von Vitamin A (4,8+1,7
vs. 10,7+2,5 uyM; p=0,028), Vitamin C (36,8+17,2 vs. 55,5+19,4 uM, p=0,028), Vitamin E
(9,144,9 vs. 20,0£10,5 pM/mM Cholesterol, p=0,043), R-Carotin (0,41£0,3 vs. 1,6+0,6 uM,
p=0,028) und Selen (74,6£16,6 vs. 121,8+29,1 ug/l, p=0,021) sowie die antioxidative Kapa-
zitat (1,36+1,4 vs. 1,54+1,5 mM TE, p=0,027) signifikant an. Der Zinkspiegel blieb unver-
andert (10,2+2,3 vs. 11,9+2,1 yM, n.s.). Die DNA-Strangbriche (exogen: Tail Intensity:
3,643,8 vs. 7,1£1,5 %, Tail Moment: 0,4+1,1 vs. 1,0£1,8, n.s.) sowie die Plasmaspiegel von
8-OHdG (3,842 vs. 2,7+0,9 ng/ml, n.s.) und 8-Isoprostanen (16,72+6,7 vs. 18,3+5,5 pg/ml,
n.s.) veranderten sich nicht. Die Peroxide (0,4+0,2 vs. 0,3+0,1 mM, p=0,043) im Plasma
nahmen signifikant ab. Glutamin (606,6+206,6 vs. 587,5+92,7 yM) und Glutathion (3,7+1,3
vs. 5,61£3,4 uM) im Plasma blieben unverandert, ebenso die Transkriptspiegel der mukosalen
Entzindungsmarker (IL-8: 251614043 vs. 5614+12131, MRP-14: 426813774 vs.
12161122189 Transkripte/ul cDNA, n.s.). Der Glutathionspiegel in der entziindeten Mucosa
(4,0£1,6 vs. 9,614,4 umol/g, p=0,043) stieg an, ebenso die Lebensqualitat (12843 vs.
170£43 Punkte, p=0,027).

Schlussfolgerung: Die 4-wdchige Einnahme eines Trinkpraparates mit hohem Gehalt an
Antioxidantien und Glutamin ist geeignet, um den antioxidativen Status von Plasma und
entziindeter Mucosa zu verbessern. Aufgrund der geringen Fallzahl und/ oder der starken
Streuung ist eine Bewertung der Ergebnisse bzgl. oxidativer Stress- und Entziindungsmarker
schwierig. Das unkontrollierte Design schrankt die Aussagekraft der Ergebnisse ein. Daher
ist es wiinschenswert diesen Therapieansatz in einer placebokontrollierten Studie auf seine
Wirksamkeit zu untersuchen.



Abstract: Effect of an oral nutritional supplement on antioxidant status, oxidative
stress and inflammatory marker in patients with Crohn’s disease

Background: Patients with Crohn’s disease (CD) show an imbalance between oxidants
(radicals) and antioxidants (oxidative stress), which favours inflammation. The aim of the
study was to investigate whether supplementation with an oral nutritional supplement, which
is rich in antioxidants and glutamine improves antioxidant status and antioxidant capacity in
plasma, reduces oxidative stress and leads to anti-inflammatory effects in mucosa and to an
increase in life quality.

Methods: 8 CD patients (28419 years, CDAI 163173) were recruited between 01/2005 and
03/2006 in two clinical centers (Marienhospital Essen, Medical Clinic, University Hospital
Bonn). They received 200 ml Intestamin® drink (Fresenius Kabi, Bad Homburg) twice a day
additional to basic medication so that 1500 mg vitamin C, 500 mg vitamin E, 10 mg
R-carotene, 300 ug selenium, 20 mg zinc, 30 g glutamine (as dipeptide) was administered
daily.

Before and after intervention the concentration of vitamin A, C, E and R-carotene (HPLC),
selenium, zinc (AAS) as well as the antioxidant capacity (TEAC) was determined in plasma.
As oxidative stress markers endogeneous and H,O, induced DNA strand brakes in
leukocytes (comet assay) were detected. Additionally plasma levels of 8-OHdG,
8-isoprostanes, peroxides (ELISA) as well as glutamine and glutathione were measured
(HPLC). In gut mucosa IL-8, MRP-14 mRNA (RT-PCR) and glutathione (HPLC) were
investigated. Life quality was quantified by the IBDQ questionnaire.

Results: 6 patients finished the study. The compliance was 90 % of target. After
supplementation of the oral nutritional supplement the plasma levels of vitamin A (4.8+£1.7 vs.
10.7+2.5 pM; p=0.028), vitamin C (36.8+17.2 vs. 55.5£19.4 yM, p=0.028), vitamin E (9.1£4.9
vs. 20.0£10.5 yM/mM cholesterol, p=0.043), R-carotene (0.4+0.3 vs. 1.6+0.6 pM, p=0.028)
und selenium (74.6+16.6 vs. 121.8+29.1 ug/l, p=0.021) as well as the antioxidant capacity
(1.36£1.4 vs. 1.54+1.5mM TE, p=0.027) rose significantly. Der zinclevel remained
unchanged (10.2+2.3 vs. 11.9+2.1 yM, n.s.). The DNA-strand brakes (exogeneous: Talil
Intensity: 3.6+3.8 vs. 7.1£1.5 %, Tail Moment: 0.4+1.1 vs. 1.0£1.8, n.s.) as well as the
plasma levels of 8-OHdG (3.8+2 vs. 2.7£0.9 ng/ml, n.s.) and 8-isoprostanes (16.72+6.7 vs.
18.3+5.5 pg/ml, n.s.) did not change. The peroxides (0.4+0.2 vs. 0.3£0.1 mM, p=0.043) in
plasma decreased significantly. Glutamine und glutathione in plasma remained unchanged,
also the transcript levels of the mucosal inflammatory marker (IL-8: 2516+4043 vs.
5614+12131, MRP-14: 426813774 vs. 12161+£22189 transkripts/ul cDNA). The glutathione
level in the inflamed mucosa (4.0+£1.6 vs. 9.6+4.4 ymol/g, p=0.043) rose significantly, as well
as life quality (128443 vs. 170+43 points, p=0.027).

Conclusion: Four week ingestion of an oral nutritional supplement rich in antioxidants and
glutamine is suitable to improve antioxidant status in plasma and inflamed mucosa. Due to
the low falling number and/ or the broad variation an evaluation of results concerning
oxidative stress and inflammatory marker is difficult. The uncontrolled design limitates the
force of expression. Hence it is desirable to investigate the efficacy of this therapeutical
approach.
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1 Einleitung — wissenschaftlicher Sachstand

1 Einleitung — wissenschaftlicher Sachstand

1.1 Atiologie, Pathogenese, Klinik und medikamentése Therapie von

Morbus Crohn

Morbus Crohn (MC) ist eine chronisch-entzindliche Darmerkrankung, von der
bundesweit etwa 170 000 Menschen betroffen sind [1]. Da die Ursachen der Erkran-
kung noch nicht eindeutig geklart sind, werden schwerpunktmafig Symptome behan-
delt. Strategien fir eine erfolgreiche Pravention sind bisher sparlich bzw. nicht vor-
handen. Daher ist zurzeit nur eine symptomatische Behandlung mit entzindungs-

hemmenden Medikamenten moglich.

Charakteristisch fur Morbus Crohn ist ein transmuraler Befall, so dass alle Darm-
wandschichten betroffen sind [1]. Grundsatzlich kénnen jedoch alle Abschnitte des
Gastrointestinaltraktes vom Mund bis zum Anus befallen sein. Bei 80% der
Erkrankten liegt im terminalen lleum oder proximalen Kolon eine Entzindung vor [1,
2]. Charakteristisch fur Morbus Crohn ist der diskontinuierliche, segmentale Befall

(sog. ,skip lesions*) der Darmmucosa.

Im Plasma sind gehauft proinflammatorische Cytokine und vermindert entzindungs-
hemmende Cytokine nachweisbar. Bei Morbus Crohn werden vor allem TH4 Cytokine
wie TNF-a, IFN-y und IL-12 exprimiert [3]. TH, Cytokine wirken der TH4 Antwort ent-
gegen. Das Ungleichgewicht zwischen TH4 vs. TH2 Antwort ist typisch flir Morbus
Crohn.

Die Atiologie des Morbus Crohn ist noch weitgehend ungeklart, wird jedoch als multi-
faktoriell betrachtet. Danach liegt ursachlich eine genetische Pradisposition fur die
Entwicklung der Erkrankung bei gleichzeitig gestorter Immunregulation vor. Die Er-
krankung kann durch Umweltfaktoren ausgelost werden und wird durch eine gestei-
gerte T-Zell-vermittelte Immunreaktion aufrechterhalten [4]. Neue Studien weisen auf

einen unmittelbaren Defekt der mukosalen Immunantwort hin [4].

Morbus Crohn fuhrt zu abdominellen Beschwerden, zu chronischer Diarrhoe, selten
mit Blutauflagerungen, Gewichtsverlust, gelegentlich Fieber und tastbaren Resisten-
zen im rechten Unterbauch. Die Krankheitsaktivitat wird haufig mit Hilfe des CDAI

nach Best et al. [5] bestimmt.

Zusatzlich zu der frGheren Standardtherapie mit Sulfasalazin haben sich Glukokorti-

koide, Immunsuppressiva und vor allem 5-Aminosalicylate (5-ASA) entweder als Mo-
1



1 Einleitung — wissenschaftlicher Sachstand

no- oder Kombinationstherapie zur symptomatischen Behandlung von Morbus Crohn

etabliert [6].

5-ASA ist ein entzindungshemmender Wirkstoff, der haufig in der Therapie chro-
nisch entzundlicher Darmerkrankungen eingesetzt wird [7]. Aminosalicylate haben
eine antioxidative Wirkung; sie quenchen Superoxid- und Hydroxyl-Radikale [8].

Diese Medikation kann den antioxidativen Schutz der Mucosa wiederherstellen [9].
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1.2 Pathophysiologische Bedeutung von oxidativem Stress bei Morbus
Crohn

Im Organismus eines gesunden Menschen besteht ein physiologisches Gleichge-
wicht zwischen pro- und antioxidativ wirksamen Substanzen. Oxidativer Stress ftritt
dann auf, wenn dieses Gleichgewicht gestort ist und die Bildung von prooxidativen
Substanzen nicht durch den Abbau durch Antioxidantien kompensiert wird [10].
Oxidativer Stress spielt bei verschiedenen degenerativen Erkrankungen wie Diabetes
mellitus, Rheuma, Morbus Parkinson und Alzheimer sowie im Alterungsprozess eine

wesentliche pathophysiologische Rolle [11, 12].

Als freie Radikale werden Molekiile bezeichnet, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen besitzen und daher besonders reaktiv sind [13]. Sie induzieren Oxidatio-
nen in ihrer Umgebung, um dadurch ihre elektrochemische Stabilitdt zurtick zu ge-
winnen. Im menschlichen Organismus entstehen ROS (Superoxid, Wasserstoffper-
oxid und das Hydroxylradikal) physiologischerweise als Nebenprodukte der At-
mungskette in den Mitochondrien [14] und bei anderen mikrosomalen Elektronen-
transporten (Cytochrom P-450) durch unvollstandige Reduktion von molekularem
Sauerstoff [15]. Zusatzlich entstehen freie Radikale durch Autooxidation (z. B. Kate-

cholamine, Tetrahydrofolsaure) [16].

Freie Radikale unterteilen sich in ,reaktive Sauerstoffspezies® (ROS) und ,reaktive
Stickstoffspezies®. Zu den ROS zahlen das Superoxid-Radikal (O,*"), das Hydroxyl-
Radikal (OH"), das Peroxyl-Radikal (RO,*), aber auch nicht-radikalische Sauerstoff-
Derivate wie Wasserstoffperoxid (H202), Ozon und Hypochlorid [17]. Zu den reak-
tiven Stickstoffspezies zahlen hochreaktive Verbindungen wie z. B. Stickoxidradikale
(NO*) und Peroxynitrit (ONOO") [18, 19].

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies oxidieren Zellbestandteile, wie DNA, Pro-
teine und Lipide [11]. Diese oxidative Schadigung kann die Zellfunktionen beeintrach-
tigen und damit die Entstehung von Krankheiten beglnstigen [20, 21]. Im Organis-
mus erfolgt die zellulare Schadigung durch freie Radikale primar Gber die Peroxida-
tion von mehrfach ungesattigten Fettsauren in Membranen. Die dabei entstehenden
Peroxylradikale induzieren eine Kettenreaktion. Durch Dekomposition kdnnen zyto-
toxische Verbindungen, z. B. Aldehyde (z. B. Malondialdehyd) entstehen, welche die

Membranstabilitat und —permeabilitat stark beeintrachtigen, so dass sie das
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Zellvolumen und den Zellmetabolismus verandern oder sogar Zellen zerstoren [22].
Lipidperoxide und deren Metabolite konnen direkt auf Zellen und Zellorganellen
toxisch und chemotaktisch auf Neutrophile Granulozyten wirken und die Cytolin- und
Phospholipaseaktivitdten beeinflussen. Sie werden als Indikatoren flr oxidativen

Stress angesehen und ex vivo im Plasma quantifiziert [22].

Das Hydroxylradikal wird als reaktivstes ROS angesehen [23]. Es oxidiert u. a. DNA
Basen [24]. Dabei entstehen diverse oxidierte Verbindungen (z. B. 8-Hydroxydesoxy-
guanosin), die zum Abbruch von DNA-Replikationen fihren kénnen [25] und zu-
sammen mit unzureichenden Reparaturmechanismen fur die Tumorentstehung und

den Alterungsprozess verantwortlich gemacht werden [21].

Im Darm stimulieren Wasserstoffperoxid und Nitroxide die Wasser- und Elektrolytse-
kretion und sind damit zum Teil fir die Durchfalle bei entzindlichen Darmerkrankun-

gen verantwortlich [26].

Unter physiologischen Bedingungen werden ROS durch enzymatische und nicht-en-
zymatische Mechanismen abgefangen bzw. unschadlich gemacht. Im Vergleich zu
Gesunden wurde bei MC-Patienten eine reduzierte Aktivitdt von antioxidativen
Enzymen [27] und eine geringe Konzentration von antioxidativen Mikronahrstoffen in
der intestinalen Mucosa [28] und im Plasma [29, 30] beobachtet sowie eine erhohte

Konzentration von oxidativen Stressmarkern [31-33].

Die Schadigung des Gewebes ist Folge einer unphysiologischen mukosalen Immun-
reaktion auf bakterielle Produkte und andere luminale Faktoren [34]. Diese wird
durch infiltrierende polymorphe und mononukledare Phagozyten initiiert, die in die
Mukosa wandern und proinflammatorische Mediatoren sowie ROS und RNS [35]

sezernieren [19, 36-40].

ROS und RNS greifen Zellkomponenten an (z. B. MUFS, DNA) und gefahrden da-
durch die Zellintegritat und —funktion [32, 41]. Damit sind sie verantwortlich fur die
Gewebeverletzung bei chronisch entzindlichen Erkrankungen [26, 42]. Zusatzlich
stimulieren sie die Immunantwort und induzieren damit einen Teufelskreis, der die in-

flammatorische Kaskade aufrechterhalt [34].

ROS konnen auch die intestinale Entzindung durch eine gesteigerte vaskulare und
mukosale Permeabilitéat verstarken und so die Adhasion von neutrophilen Granulo-

zyten begunstigen [26, 36]. Daher spielen ROS eine wichtige Rolle in der Patho-
4
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physiologie von Gewebeverletzung bei entziindlichen Darmerkrankungen, insbeson-
dere in der Initierung und Aufrechterhaltung der Entzindung und der Schadigung
des Darmgewebes. Viele Studien zeigen erhohte Konzentrationen oxidierter Pro-
dukte in der Darmmucosa [16, 37, 43, 44].

RNS wie Stickstoffmonoxyd (NO) haben ebenfalls eine wichtige Rolle in Bezug auf
Gewebeschaden [45-47]. RNS werden von Neutrophilen und Makrophagen
produziert und sind in intestinalen epithelialen und endothelialen Zellen nachweisbar.
Ihre Synthese wird durch proinflammatorische Zytokine aktiviert. Hohe NO Spiegel,
die aus induzierbarer NO Synthaseaktivierung resultieren, sind assoziiert mit Gewe-
beschaden [45].

In einem Rattenmodell demonstrierten Grisham & Granger [48], dass entzindetes
Darmgewebe selbst bei adaquatem Antioxidantienstatus die Anzahl der entstehen-

den Radikale nicht kompensieren kann.

Bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen kann Apoptose direkt oder indirekt die
Barrierefunktion gefahrden, sowie die effektive epitheliale Ruckbildung beeintrachti-
gen. AulBerdem fuhrt dies zu Verlust von Stammzellen und regenerativer Kapazitat

und ist relevant fur die Carcinogenese.

Atiologische Faktoren

'

Phagozyten-

aktivierung
Entziindungsmediatore | Freisetzung von . Erh6hte Mucosa-
n (LTB,, PAF, TNF, IL-2) |~ Oxidantien i permeabilitit

\ 4

Eintritt bakterieller
Produkte

Phagozyteninfiltration <

H,0,, HOCI, RNHOCI,
NO

a

Proteasen

Mucosaverletzung

Abb 1: Die Rolle phagozytierender Leukozyten und reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffprodukte bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (modifiziert nach Yamada und Grisham, 1993)
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Die Einflussfaktoren von ROS auf die Pathogenese von Morbus Crohn sind in Abb. 1

dargestellt.

Morbus Crohn ist durch entzindliche Veranderungen der intestinalen Mukosa mit
Mukosaatrophie, erhohter intestinaler Permeabilitdt und daraus resultierender
systemischer Endotoxinamie charakterisiert [49]. Die Endotoxinamie und die erhohte
Freisetzung von Zytokinen werden unter anderem als eine Ursache der katabolen
Stoffwechsellage bei Patienten mit Morbus Crohn und anderen chronisch-entzind-

lichen Erkrankungen gesehen [50].

Zusatzlich fordert die Gabe von Steroiden im akuten Schub der Erkrankung eine
Mukosaatrophie [51]. Dabei kommt es zu einer Veranderung der Enzymaktivitat und

einer Abnahme der sekretorischen IgA-Level im Darm.

In vielen Studien wurde festgestellt, dass MC-Patienten geringere Konzentrationen
antioxidativer Vitamine im Plasma im Vergleich zu Gesunden aufweisen [13, 29, 30,
32, 52-56] und die antioxidative Kapazitat im Vergleich zu Gesunden erniedrigt
ist [57]. Die Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist im Plasma bei
diesen Patienten erhoht [9]. Verbindungen, die bei der Oxidation von Lipiden und
DNA entstehen, sind in erhdhten Konzentrationen im Plasma bzw. im Expirations-
volumen nachweisbar [29, 32, 38, 58, 59]. Diese generell erhohte Belastung des
Organismus mit ROS wird als ,oxidativer Stress” bezeichnet. Dieser korreliert invers

mit dem chronischen Entziindungsgeschehen [60].

1.2.1 Antioxidative Abwehr

Der Organismus verfugt uber zahlreiche enzymatische und nicht-enzymatische
Mechanismen, die eine Akkumulation von freien Radikalen und ROS im Korper ver-
hindern. Als Antioxidantien werden Substanzen definiert, welche die Oxidation eines
Substrates signifikant verzégern oder verhindern und dabei in geringerer Konzen-

tration als das Substrat vorliegen [61, 62].

Um den schadlichen Effekten durch ROS entgegen zu wirken, ist die gesunde
intestinale Mucosa mit einem effizienten antioxidativen Abwehrsystem ausgestattet.
Dazu gehéren Enyzme wie SOD, Katalase und GPx und niedermolekulare Antioxi-

dantien wie Glutathion und Metallothionin [40].
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Enzyme wie Superoxid Dismutase (SOD), Katalase und Glutathionperoxidase (GPx)
schutzen die Zellen vor oxidativem Stress [63], indem sie ROS reduzieren und sie
damit unschadlich machen [64]. Der Gewebespiegel der 0. g. Enzyme ist gewebe-
spezifisch. Der distale Darm besitzt z. B. im Vergleich zur Leber geringere enzyma-
tische antioxidative Aktivitat. Die Enzymaktivitat von SOD, Katalase und GPx in der
Mucosa betragt nur 8%, 4% und 40% der enzymatischen Aktivitat dieser Enzyme in
der Leber [48, 65].

Zu den nicht-enzymatischen endogenen Antioxidantien zahlen wasserlosliche Sub-
stanzen (Harnsaure, Albumin, Vitamin C, Bilirubin, Glutathion), die sich im Plasma
bzw. Zytosol befinden. Fettldsliche Antioxidantien (Vitamin E, Carotinoide, Ubichinon)

sind vor allem in Zellmembranen lokalisiert.

Tocopherol ist ein lipophiles Antioxidans, das uberwiegend zellmembrangebunden
vorliegt und im Blut an Lipoproteine gebunden ist. a-Tocopherol reagiert direkt mit
freien Radikalen, kann diese reduzieren [66] und so mehrfach ungesattigte Fettsau-
ren in Membranlipiden und Lipoproteinen vor einer Zerstorung durch Lipidperoxi-
dation schutzen [38]. Dabei wird es selbst zum stabilen und damit unschadlichen
Tocopherylradikal, das ein Fortschreiten der Lipidperoxidation verhindert. Das Toco-
pherylradikal kann durch Glutathion [66] oder Ascorbat [67] reduziert werden. Eine
diatetische Supplementation ist assoziiert mit einem erhdohten Schutz vor LDL-Oxida-
tion und einer reduzierten Haufigkeit verschiedener Krankheiten [68]. Es schutzt vor

Endothelschaden.

Ascorbinsaure ist das potenteste nutritive intra- und extrazelluare Antioxidans [69].
Das hydrophile Vitamin C schutzt durch einen Vitamin E abhangigen Pfad vor Lipid-
peroxidation [68]. Unter den nutritiven Antioxidantien wird Vitamin C daher als eines
der wichtigsten Antioxidantien zum Schutz vor Lipidperoxidation angesehen [25].
Vitamin C kann Hydroxylradikale, Wasserstoffperoxid und Hypochlorsaure [70]
abfangen. Dabei entsteht das reaktionstrage Ascorbylradikal. Im weiteren Verlauf
reagieren 2 Ascorbylradikale zu Dehydroascorbinsdure und Ascorbinsaure. Vitamin

C wirkt auRerdem indirekt antioxidativ, indem es oxidiertes Vitamin E regeneriert.

Glutathion ist ein Tripeptid (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin) und das wichtigste
intrazelluare Antioxidans. In Korperflissigkeiten ist die Konzentration vergleichsweise
gering, der grofldte Anteil liegt intrazellular (z. B. in Organen wie dem Darm) im Milli-
molarbereich vor [69, 71]. Die Rolle des intrazelluaren Glutathions in der Detoxifi-

7
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kation von Xenobiotika und ROS ist bekannt. AuRerdem ist es Coenzym flr diverse
Enzyme und spielt somit eine essentielle protektive Rolle gegen oxidativen
Stress [69]. Glutathion regeneriert Vitamin C Radikale zu Vitamin C [72].

In der Zelle spielt GSH eine Rolle in der Proteinsynthese, beim Aminosauretransport
und der DNA Synthese [33, 68]. Glutathion ist aullerdem in die Reduktion von H,0,

zu Wasser und in die Reduktion von Lipidhydroperoxiden involviert.

Beim Abbau intrazelluarer Peroxide wird Glutathion von der Glutathionperoxidase

oxidiert und von der Glutathionreduktase anschlie3end wieder reduziert [73].
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1.2.2 Antioxidativer Status bei Morbus Crohn

In vielen Studien wurde der antioxidative Status bei Morbus Crohn Patienten im Plas-
ma und in Erythrozyten untersucht und mit dem von Gesunden verglichen. Eine Be-
urteilung erfolgte anhand der Spiegel antioxidativ wirkender Pro-/ Vitamine (Vitamin
A, C, E, B-Carotin), Glutathion oder der Aktivitat antioxidativer Enzyme (GPx, Kata-
lase und SOD).

Tab 1: Konzentration antioxidativ wirksamer Substanzen und antiox. Kapazitit bei Morbus Crohn

Patienten im Vergleich zu Gesunden in Plasma und/ oder Erythrozyten

n Sta- R/ Medi- VitA | VitC | VitE | B-Ca- | Se | TRAP | GSH
dium NR kation rotin
Hinks et al., 20 Rv+Rm kA S 1
1988 [74]
Fernandez- 23 Rv+Rm | kA kA l l l
Banares et al.,
1989 [52]
Rannem et al., 66 kA kA 5-ASA, !
1992 [75] S, |
Kuroki et al., 24 Rv+Rm | kA kA l (] l
1993 [53]
Hoffenberg et 12 Rv+Rm | kA | 5-ASA ! 1 1
al., 1997 [13] S, |
Bousvaros et 61 Rv+Rm | kA | 5-ASA l l
al., 1998 [54] S, |
Geerling etal.,, | 37 Rm kA | 5-ASA (] l l
1998 [30] S|
Genser et al., 24 Rv+Rm kA kA J %] l l
1999 [57]
Geerling etal., | 62 Rv+Rm | kA | 5-ASA l l l l
1999 [55] S, |
Reimund et al., | 26 Rv kA 5-ASA, 1
2000 [60] S|
Levy et al., 22 Rv+Rm | NR | 5-ASA ! 10} 10} 1
2000 [58]
D’Odorico et 37 Rv+Rm | kA | 5-ASA l l l
al., 2001 [29] S, |
Wendland et 37 Rv+Rm | NR | 5-ASA, (0] l (0] l
al., 2001 [32] S LA
Bala et al., 19 Rv kA kA (%] %]
2002 [38]
Tuzun et al., 12 Rv+Rm kA Su, S l l
2002 [56]

TRAP = Total radical antioxidant capacity, GSH = Glutathion, Rv = Rezidiv, Rm = Remission, R = Raucher,
NR = Nichtraucher, 5-ASA = 5-Aminosalicylsaure, S = Steroide, |= Immunsuppressiva, Su = Sulfasalazin,

A = Antibiotika, Vit A = Vitamin A, Vit C = Vitamin C, Vit E = Vitamin E, Se = Selen,

| = erniedrigte Plasmakonzentration, 1 = erhéhte Plasmakonzentration, @ = nicht signifikant erhéht/erniedrigt,

kA = keine Angabe
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Wie in Tab. 1 dargestellt, war in 60-70% der untersuchten Studien die Konzentration
vieler antioxidativer Vitamine im Plasma bei MC-Patienten im Vergleich zu einem
gesunden Kollektiv erniedrigt [29, 30, 32, 52-54, 56, 76-78]. Dies qilt fir Patienten im
Rezidiv und auch fir heterogene Kollektive aus Rezidiv und Remissionspatienten.
Nur wenige Studien stellten bei einzelnen Parametern keine signifikanten
Unterschiede [30, 32, 38, 53, 57] oder sogar hohere Plasmawerte [13] im Vergleich
zu Gesunden fest. Auch die antioxidative Kapazitat im Plasma war bei MC-Patienten

geringer [9, 57].

Bei den antioxidativen Enzymen zeigten sich widersprichliche Ergebnisse.
Bala et al. [38] stellten im Vergleich zu Gesunden keine Unterschiede bezliglich der
Katalaseaktivitat fest allerdings eine geringere SOD-Aktivitat. Reimund ef al. [60]
beobachteten dagegen keine Unterschiede bezuglich der Superoxiddismutaseaktivi-
tat. Die Aktivitat der erythrozytaren GPx war in zwei Studien im Vergleich zur Kon-
trollgruppe erhoht [13, 38], in einer vermindert [60] und bei Wendland et al. [32] nicht

signifikant unterschiedlich.

Selen lag in Plasma und Erythrozyten von MC-Patienten in geringerer Konzentration
vor als bei Gesunden [74, 75, 79]. In einer weiteren Studie wurde der Zinkspiegel im
Plasma untersucht, der dort keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu
Gesunden aufwies [60].

Es existieren nur wenige Studien, bei denen die Konzentration antioxidativ wirksamer
Substanzen oder Entzindungsmarker in der entzindeten Mucosa gemessen

wurden. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 dargestellt.

Buffinton & Doe [28] stellten in Untersuchungen an 17 MC-Patienten fest, dass der
Vitamin C Spiegel (reduziert und gesamt) in der entzindeten Schleimhaut im
Vergleich zur makroskopisch unauffalligen Probe derselben Probanden signifikant
um ca. 35 % erniedrigt war. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass lokal in

entzindeten Mucosaabschnitten oxidativer Stress vorliegt.

In einer weiteren Untersuchung derselben Arbeitsgruppe an 28 MC-Patienten wurde
die Kapazitat der Darmschleimhaut, Peroxylradikale im wassrigen Milieu zu fangen,
mit Hilfe der Total Radical Antioxidant Capacity (TRAP) in entziindeter im Vergleich
zu normaler Mucosa gemessen. Aullerdem wurden Harnsdure- und Glutathion-
gehalte der Mucosa bestimmt [80]. Dabei stellte sich heraus, dass die TRAP in

entzindetem Gewebe deutlich geringer war als in nicht entzindeten Gewebe
10
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derselben Person. Da die Harnsaure- und Glutathiongehalte sehr grof3e Varianzen

aufwiesen, lie3en sich diesbezlglich keine eindeutigen Aussagen machen [80].

Tab 2: Antioxidativer Status und antioxidative Kapazitiat in der Mucosa von Morbus Crohn

Patienten
n Stadium R/ Medi- Antioxidativer Status Antiox.
NR | kation Kapazitat
Rv/ Rm VitC | VitE GSH Harn- | FRSC
saure
Buffinton & Doe* 17 kA kA kA l
1995 [28]
Buffinton & Doe* 28 kA kA kA a g g l
1995 [80]
Miralles-Barra- 18 Rv kA | 5-ASA !
china**et al., 1999 S
[27]
Kruidenier*/****et al., | 19 kA kA | kKA (0]
2003 [81]
Morgenstern*** 5 kA kA kA 1]
et al., 2003 [82]

Rv = Rezidiv, Rm =Remission, R =Raucher, NR = Nichtraucher, S = Steroide, 5-ASA = 5-
Aminosalicylsdure, | = Immunsuppressiva, Vit C = Vitamin C, Vit E = Vitamin E, GSH = Glutathion,
FRSC = Free Radical Scavenging Capacity, kA = keine Angabe, @ = keine Veranderung

*entziindete Mucosa vs. normaler Mucosa desselben Individuums (gepaarte Biopsien)

** Gesunde Probanden vs. MC-Patienten sowie gepaarten Biopsien

*** MC vs.andere Erkrankungen

**** MC vs. gesunde Kontrollen

Miralles-Barrachina et al. [27] stellten fest, dass die Glutathionkonzentration bei
MC-Patienten in entzindeter Mucosa und in gepaarten nicht-entztindlichen Proben
signifikant niedriger war als bei Gesunden. Es zeigte sich jedoch keine Korrelation

zwischen dem CDAI und der Glutathionkonzentration in der Mucosa.

Morgenstern et al. [82] bestimmten die Gluathionkonzentration in der Mucosa bei
Patienten verschiedener intestinaler Erkrankungen (u.a. Morbus Crohn, Colitis ulce-
rosa, Divertikulitis, Darmkrebs). Dort zeigte sich, dass MC-Patienten im Gegensatz
zu Patienten mit anderen Erkrankungen keine signifikant niedrigeren Glutathion-kon-

zentrationen aufweisen.

Kruidenier et al. [81, 83] zeigten, dass die Konzentration von Glutathion, Metallo-
thionin und die Aktivitat antioxidativer Enzyme (Katalase, GPx und Myeloperoxidase)
in der intestinalen Mucosa bei MC-Patienten reduziert sind. Dabei wurden entziinde-
te und nicht-entzindete Gewebeproben von MC-Patienten mit makroskopisch unauf-
falliger Darmmucosa von Gesunden verglichen. In derselben Studie wurde aul3er-

dem die Aktivitat von Cu/Zn-, Mn- und extrazelluarer SOD Isoformen in gepaarten

11
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nicht-entziindeten und entziindeten mukosalen Biopsien von MC-Patienten be-
stimmt [83]. Die mukosalen SOD Isoformen im Darm waren unterschiedlich betroffen
bei MC-Patienten. Die Mn-SOD Aktivitat war in nicht-entzindlicher und entzindlicher
Mucosa nicht unterschiedlich, wogegen die Cu/Zn-SOD Aktivitat mit der Entziindung

abnahm. Bei MC-Patienten war die extrazelluare SOD Aktivitat erniedrigt.

1.2.3 Oxidative Stressmarker in Plasma und Mucosa bei Morbus Crohn

In nahezu allen Studien konnten bei MC-Patienten im Vergleich zu Gesunden er-
hdhte Konzentrationen von Lipidperoxidationsprodukten wie Malondialdehyd (MDA),
Thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBARS), Isoprostane im Plasma [29, 38,
56, 58-60] bzw. Pentan/ Ethan im Expirationsvolumen [38] nachgewiesen werden
(Tab. 3). Auch oxidierte DNA [29] und Neopterin [60] waren im Vergleich zu Gesun-
den erhoht.

Tab 3: Oxidative Stressmarker im Plasma bzw. Expirationsvolumen bei Morbus Crohn

Patienten im Vergleich zu Gesunden

Lipdiperoxidationsmarker Ox.
DNA
n Sta- R/ Medi- MDA | TBARS | Fz-so- Pentan/ 8- Neop
dium NR | kation pros- Ethan** OHdG | terin
tane
Levy et al., 22 | RvtRm | NR | 5-ASA 1
2000 [58]
Reimund et 26 | Rv kA 5-ASA 1] 1
al., 2000 [60] S, |
D Odorico 37 | RvtRm | kA 5-ASA 0
et al., 2001 S, |
[29]
Wendland 37 | RvtRm | NR | 5-ASA il T
et al., 2001 S, LA
[32]
Bala * et al., 19 | Rv kA kA 1
2002 [38]
Sampietroet | 20 | Rv kA 5-ASA )
al., 2002 [59] S
TizUn et al., 12 | Rv#Rm | kA S, Su %]
2002 [56]

MDA = Malondialdehyd, TBARS = Thiobarbitursaure, 8-OHdG = 8-Hyroxydesoxyguanosin, S =
Steroide, 5-ASA = 5-Aminosalicylsaure, | = Immunsuppressiva, Su = Sulfasalazin, R = Raucher,

NR = Nichtraucher, Rv = Rezidiv, Rm = Remission,kA = keine Angabe, T = signifikant erhéht, & = kein
signifikanter Unterschied

* Kinder mit chronischer Gastroduodenitis

** im Expirationsvolumen

12
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In Biopsien entziindeter Darmmucosa von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa fanden Lih-Brody et al. [15] erhOhte Konzentrationen an Stoffwechselpro-
dukten, die bei der Oxidation von Proteinen und DNA in vivo entstehen (Tab. 4). Eine
erhdhte Chemilumineszenz wurde gemessen, die auf einen erhdhten Spiegel an
ROS (02, H203) hindeutet. Aulzerdem zeigte sich eine erniedrigte Aktivitat von SOD
in der entzundeten vs. nicht entziindeter Mucosa. Der Spiegel an freiem Eisen, das
die Fenton-Reaktion initiieren kann und damit die Synthese von ROS, war erhoht.

Tab 4: Konzentrationen oxidativer Stressmarker in der Mucosa bei Morbus Crohn Patienten

n Stadium R/NR Medikation MDA 8-OHdG
Lih-Brody* et al., 38 Rv+Rm kA kA 0
1996 [15]
Kruidenier et al., 19 Rv kA kA 1
2003 [15]

MDA = Malondialdehyd, 8-OHdG = 8-Hydroxydesoxyguanosin, R=Raucher, NR=Nichtraucher, Rv =
Rezidiv, Rm = Remission, kA = keine Angabe, T = signifikant erhoht, | = signifikant erniedrigt

* Entziindete Mucosa vs. nicht-entziindete Mucosa

** MC-Patienten vs. Gesunde, sowie vs. gepaarte Biopsien

Kruidenier et al. [40] stellten fest, dass die Lipidperoxidation, die anhand der Konzen-
tration von MDA bestimmt wurde, in entzindeter Mucosa von MC-Patienten erhoht
ist. Die Lipidperoxidation war unabhangig davon assoziiert mit der Konzentration von
Metallothionin und mit der Mn-SOD Aktivitat.

13
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1.3 Interventionsstudien zur Wirkung von Antioxidantien auf Morbus Crohn

Erste Interventionsstudien bei MC-Patienten zeigen, dass durch Supplementierung
von Vitamin C und E die Konzentration an oxidierten Lipiden im Plasma reduziert
werden kann [38, 39]. Da der chronische Entziindungsprozess zu oxidativem Stress
beitragt und ROS die Genexpression von Entziindungsmarkern induzieren bzw.
verstarken, wird die Gabe von Antioxidantien bei entzindlichen Erkrankungen zum
Schutz vor Zell- und Gewebeschaden diskutiert [60, 84-86]. Inflammatorische Mar-
ker, die bei MC-Patienten mit moderater bzw. schwerer Erkrankung erhoht sind [60],
wurden in diesen Studien [38, 39] jedoch nicht untersucht. Dartber hinaus gibt es
bisher auch keine Daten darlber, ob die Supplementierung mit einer Linderung
klinisch relevanter Beschwerden einhergeht. Ob diese Wirkungen auch mit diate-
tischen Malknahmen anstelle medikamentdser Therapie zu erreichen sind, wurde

bisher ebenso nicht untersucht.

Es existieren bisher nur wenige Interventionsstudien, bei denen die Wirksamkeit
einer hochdosierten Gabe von antioxidativ wirksamen Vitaminen auf die
Plasmaspiegel antioxidativ wirksamer Vitamine und/ oder auf den antioxidativen
Status (gemessen in Plasma, Erythrozyten und Atemluft) bei MC-Patienten unter-

sucht wurden. Einen Uberblick dariiber gibt Tab. 5.

Geerling et al. [87] fuhrten eine dreiarmige, placebokontrollierte Studie zur Wirkung
von Antioxidantien an 27 MC-Patienten in Remission durch. Dabei wurde die
Wirkung der Antioxidantien (40 mg Vitamin C, 8 mg Vitamin E, 0,38 mg Vitamin A,
4,6 mg Zink, 12,4 ug Selen pro Tag) allein und zusatzlich zu Fischdl auf die Plasma-
spiegel von Vitamin C, E, B-Carotin und auf die Aktivitdt antioxidativer Enzyme
untersucht. Durch die Supplementation mit Antioxidantien stieg der Vitamin C und E
Spiegel im Plasma signifikant an. Aullerdem war die Aktivitat von SOD nach der
Intervention signifikant hoher. Die Plasmakonzentrationen von R-Carotin, Selen, Zink,

die Aktivitat der GPx sowie die antioxidative Kapazitat blieben unverandert.

In der Gruppe, die zusatzlich zu den Antioxidantien w3-Fettsauren erhielt, stiegen die
Vitamin C und E Spiegel ebenfalls an. Die antioxidative Kapazitat sowie R-Carotin
veranderten sich nicht signifikant. In dieser Gruppe nahm jedoch die Aktivitat der
GPx und der SOD signifikant zu. In der Placebogruppe wurden keine signifikanten

Veranderungen beobachtet.
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1 Einleitung — wissenschaftlicher Sachstand

Eine Studie mit hochdosierten Antioxidantien fihrten Bala et al. [38] durch. 19 Kinder
mit chronischer Gastroduodenitis erhielten Gber 2 Monate 600-1000 mg Vitamin C
und 100-200 mg Vitamin E pro Tag. Es zeigte sich zwar keine signifikante Anderung
in der Plasmakonzentration von Vitamin C und Vitamin E; jedoch konnte in den
Erythrozyten eine Reduktion des Malonaldehydspiegels beobachtet werden sowie
eine Erhohung der SOD. Die Aktivitat von Katalase und GPx in den Erythrozyten

veranderte sich nicht signifikant.

Eine weitere klinische, placebokontrollierte doppelblinde Studie wurde von Aghdassi
et al. [39] durchgeflhrt. Ziel dieser Studie war festzustellen, ob die Supplementation
antioxidativer Vitamine einen Einfluss auf Lipidperoxidation bei MC-Patienten hat.
Untersucht wurden Patienten, die in Remission waren, nicht rauchten und einen
Atempentanoutput > 6 pmol/kg/min aufwiesen. Sie sollten ihre normale Medikation
mindestens 2 Wochen vor Studienbeginn unverandert beibehalten. Von den 57
MC-Patienten erhielten 28 Probanden utber 4 Wochen das Vitaminpraparat, 29 Pro-
banden das Placebo. Die Probanden nahmen mit dem Vitaminpraparat taglich
1000 mg Vitamin C und 537 mg Vitamin E auf. Die Plasmaspiegel von Vitamin C und
E waren nach 4 Wochen Intervention in der Vitamingruppe signifikant erhéht im
Vergleich zum Ausgangswert. In der Placebogruppe wurde keine Anderung beo-
bachtet. Der Pentanoutput im Expirationsvolumen sowie die Konzentration von
Isoprostanen, MDA und Lipidperoxiden im Plasma nahmen signifikant ab, in der

Placebogruppe blieben sie dagegen unverandert.

In der kurzlich publizierten randomisierten, placebokontrollierten doppelblinden
Studie von Trebble et al. [88] erhielten 61 MC-Patienten entweder Antioxidantien (90
mg Vitamin C, 150 ug R-Carotin, 30 mg Vitamin E, 200 pg Selen pro Tag) und
Fischdl oder ein Placebo. Die Patienten befanden sich seit mindestens 4 Wochen im
Rezidiv und nahmen seit dieser Zeit weder Corticosteroide noch Immunsuppressiva
ein. Nach 6-monatiger Supplementierung konnte kein Anstieg des Vitamin A, C oder
R-Carotinspiegels im Plasma beobachtet werden. Aullerdem zeigte sich keine
signifkante Veranderung des CDAI, des C-reaktiven Proteins (CRP) und der
Erythrozytensedimentationsrate im Vergleich zu Studienbeginn. Auch im Vergleich

zur Placebogruppe wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet.
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1 Einleitung — wissenschaftlicher Sachstand

In einer unkontrollierten Studie von Sturniolo et al. [89] erhielten 12 Crohn Patienten

in Remission 3 x taglich 110 mg Zink uber 8 Wochen. Nach der Intervention war der

Zinkspiegel im Plasma signifikant angestiegen.

Insgesamt lassen die vorliegenden Studien folgendes Fazit zu:

MC-Patienten haben verminderte Plasmaspiegel antioxidativer Vitamine sowie

erhohte Spiegel von ROS

Eine Gabe von Antioxidantien bei MC-Patienten kann zu einem Anstieg der

Vitaminspiegel im Plasma flihren

Die Supplementation reduziert die Konzentration von Lipidperoxidationspro-

dukten in Plasma und Expirationsvolumen

Es existieren keine Studien, die die Wirkung von oral zugefihrten Antioxidan-

tien auf das Entziindungsgeschehen in der Mucosa untersuchen
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Tab 5: Interventionsstudien zur Wirkung von nutritiven Antioxidantien auf antioxidative Parameter und oxidativen Stress bei MC-Patienten
n Intervention Dauer | Sta- | R/ | Medi- | VitC | VitE | B-Car | TAS | GPx | SOD
(Dosis / Tag) dium | NR | kation
Geerling*et al., | 27 | 40 mg VitC 3 Mo Rm kA | konst 1 1 1] %] %] 1
2000 [87] 8 mg Vit E
0,38 mg VitA
4,6 mg Zink
12,4 pg Selen
Fischdl
Bala*/**et al., 19 | 600-1000 mg VitC | 8 Wo kA NR | kA 0] (0]
2002 [38] 100-200 mg Vit E
Aghdassi*et 57 | 1000 mg Vit C 4 Wo Rm NR | konst 1]
al., 2003 [39] 537 mg Vit E
Trebble* etal., | 31 | 90 mg Vit C 6 Mo Rv kA | konst (0] (0] 0]
2004 [90] 150 ug R-Carotin ohne C
300 pg Retinol und |

30 mg Vit E
200 pg Selen
Fischol

Ll

Rv = Rezidiv, Rm = Remission, R = Raucher, NR = Nichtraucher, TAS = Totaler antioxidativer Status, GPx = Glutathionperoxidase, LPO = Lipidperoxide, MDA =

Malondialdehyd, C = Corticosteroide, | = Immunsuppressiva, & = keine Veranderung, kA = keine Angabe

* placebokontrolliert

** bei Kindern mit chronischer Gastroduodenitis

***in Atemluft
****in Erythrozyten

I
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2 Zielsetzung

2 Zielsetzung

In einer Interventionsstudie wurden daher die Effekte einer vierwochigen Zufuhr eines
Trinksupplementes, das reich an antioxidativen Vitaminen ist, auf die antioxidative
Kapazitat und den oxidativen Stress in Plasma und Leukozyten bei MC-Patienten im
akuten Schub Uberpruft. Um die Wirkung des Praparates auf die Darmmucosa zu mes-
sen, wurden Glutathiongehalte wie auch Transkriptspiegel von Entziindungsmarkern in

den entzindeten und nicht entzindeten Arealen bestimmt.
Folgende Ziele sollen in der Studie verfolgt werden:

1. Verbessert die Gabe eines Trinksupplements, das in hohen Konzentrationen antioxi-
dative Vitamine und Glutamin enthalt, den antioxidativen Status von Morbus Crohn
Patienten im Plasma?

2. Reduziert die Einnahme des Trink-Supplements oxidativen Stress?

3. Sind nach Einnahme des Trinksupplements antiinflammatorische Effekte in der Mu-
cosa nachweisbar, die durch eine Reduktion der IL-8 und MRP-14 Konzentrationen
angezeigt werden?

4. FUhrt die Supplementierung zu einer Besserung der Lebensqualitat?
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

Das vorliegende Projekt wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Nordrhein

gepruft und befurwortet.

Die Untersuchungen folgten den Empfehlungen des Weltarztebundes (Deklaration von
Helsinki, 1989) sowie den EU-Richtlinien der ,Good Clinical Practice®. Alle Probanden/-

innen gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

Die Studie wurde in Zusammenarbeit mit dem Marienhospital Altenessen (Prof. Dr.
Stallmach) sowie der Medizinischen Klinik der Universitat Bonn (Prof. Dr. Lammert)

durchgefuhrt. Professor Stallmach betreute diese Studie als Prifarzt.

31 Studiendesign

Die Interventionsstudie wurde prospektiv und bizentrisch durchgefihrt.

3.2 Probanden

Die Probanden wurden durch Prof. Dr. Lammert, PD Dr. Terjung (Bonn) und Prof. Dr.

Stallmach (Essen) rekrutiert.

An der Studie konnten nur MC-Patienten in einem leichten Schub ihrer Erkrankung
teilnehmen. Mit Hilfe der arztlichen Untersuchung und eines Fragebogens wurden die
Ein- und Ausschlusskriterien Uberpruft. Dariber hinaus wurden die Aspekte der Ein-
nahme von Medikamenten, Konsum von Genussmitteln, Zigaretten und Nahrungser-

ganzungsmitteln erfragt.

Die Probanden erflllten die folgenden Einschlusskriterien:
e Gesicherte MC Diagnose

e Alter: 18-50 Jahre

e Schriftliches Einverstandnis
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3 Material und Methoden

Ausschlusskriterien waren:

Schwangerschaft und Stillzeit

e Diabetes mellitus

e Einnahme von Antibiotika

e Bekannte Erkrankungen der Leber und des Pankreas

e Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln (z. B. Vitaminpraparate, Fischdlkapseln

(Fragebogen)
¢ Konsum von Probiotika, Multivitamin- sowie ACE-Saften (Fragebogen)
¢ Nierenfunktionsstdrung (Kreatinin > 2 mg/dl)
e Eingeschrankte Geschaftsfahigkeit

e Jeder andere Zustand, der nach Ansicht des Prifers den Probanden fur die Auf-

nahme in die Studie als ungeeignet erscheinen lasst

e Teilnahme an einer anderen klinischen Studie gleichzeitig und wahrend der vergan-

genen 4 Monate

Die Patienten wurden mundlich und schriftlich Gber den Studienablauf und mdgliche

Risiken informiert.

Auf eine Fallzahlabschatzung wurde verzichtet, weil es sich bei der vorliegenden Studie

um eine Pilotstudie handelt.
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3 Material und Methoden

3.3 Durchfihrung

Die Patienten nahmen uUber 4 Wochen 2 x taglich 200 ml eines Trinksupplementes

(Intestamin®, Fresenius Kabi, Bad Homburg) zu sich.

Die Blutproben sowie die Biopsien im Rahmen der Koloskopie wurden vor und nach der
4-wdchigen Interventionsphase gewonnen. AulRerdem wurde vor der Intervention ein
Interview zur Anamnese durchgefuhrt (Anhang A), bei der auch der CDAI ermittelt wur-
de. Die Patienten wurden angewiesen, ihre Beschwerden wahrend der Intervention
sowie die tagliche Aufnahme des Trinksupplementes in einem Patiententagebuch zu

dokumentieren. Dies diente gleichzeitig zur Uberpriifung der Compliance (Anhang B).

Die Patienten erhielten ein standardisiertes Ernahrungsprotokoll, das an 3 Tagen in der
2. Interventionswoche gefuhrt werden sollte. Zur Ermittlung der Lebensqualitat wurde
vor und nach der Intervention aullerdem ein entsprechender Fragebogen (IBDQ-D)

ausgefullt.

Die Interventionsdauer von 4 Wochen orientiert sich an Studien, bei denen nach
Supplementierung vergleichbarer Dosen von Vitamin C und E die Lipidperoxidation re-

duziert und die antioxidative Kapazitat im Plasma angestiegen war [38, 39].

34 Anamnese

Im Rahmen der Anamnese wurden anthropometrische Basisdaten wie Grofle, Gewicht
und BMI erhoben.

Die krankheitsbezogenen Daten (Krankheitsdauer, Lokalisation der Erkrankung, Aller-
gien, Medikation) wurden zum Teil im Interview erfragt und zum Teil der Krankenakte

entnommen.

Die Einstufung der Krankheitsaktivitat erfolgte mit Hilfe des Crohn’s Disease Activity
Index (CDAI) nach Best et al. [91]. Dieser Index errechnet sich aus subjektiven (Allge-
meinbefinden, Bauchschmerzen) und objektiven (Hamatokrit, Gewicht) Parametern, de-

ren Punktsumme die individuelle Krankheitsaktivitat widerspiegelt.
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3 Material und Methoden

3.5 Trinksupplement

Fir die Studie wurde Intestamin® trink (Fresenius Kabi, Bad Homburg) verwendet, das
besonders reich an antioxidativen Vitaminen ist. Die Energie- und Nahrstoffzufuhr einer

Tagesdosis von 400 ml Intestamin® ist in Tab.6 angegeben.

Tab 6: Energie- und Nahrstoffzufuhr einer Tagesdosis Intestamin® trink

Tagesdosis Intestamin® trink

Energie kcal ca. 250
Protein (Dipeptide) g 45
Fett g 0
Kohlenhydrate' g 15
Glutamin? g 30
Vitamin C mg 1500
Vitamin E mg 500
R-Carotin mg 10
Selen Mg 300
Zink mg 20

Mit Natriumcyclamat (150 mg) und Na-Saccharin (30 mg)
1: 64% Maltodextrin, 24% Saccharose, 12% Fructose,
2: als Dipeptid
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3 Material und Methoden

3.6 Blutentnahme, Gewinnung der Biopsien und Aufbereitung der

Plasmaproben

Die Blutentnahmen wurden durch Punktion der Armvene mit Monovetten (Fa. Sarstedt,
Numbrecht) vorgenommen. Dabei wurde Vollblut in Lithium-Heparin, in EDTA beschich-
tete Vakuumrohrchen sowie fur die Selen- und Zinkanalytik in Spurenmetall-freie

Lithium-Heparin Monovetten entnommen.

Fiur die Messung der DNA-Strangbruche in peripheren Leukozyten wurde ein separates
Heparin Plasmarodhrchen (1,2 ml) verwendet, das bis zur Durchfuhrung des Tests (ca.
60-120 Minuten nach der Blutentnahme) bei Raumtemperatur (RT) lichtgeschutzt
aufbewahrt wurde. Nach Betti et al. [92] hat eine Lagerung bis zu 24 h unter diesen

Bedingungen keinen Einfluss auf das Ergebnis der Einzelzellgelelektrophorese (SCGE).

Die Ubrigen Blutproben wurden sofort nach der Entnahme auf Eis gelegt, bei 4°C

zentrifugiert (2000 x g, 10 Min) und das Plasma gewonnen.

Zur Stabilisierung des Vitamin C wurden 200 pl EDTA Plasma mit 600 ul einer frisch
hergestellten 1 M meta-Phosphorsaureldsung versetzt und geschuttelt. Anschliel3end
wurde bei 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand in flissigem Stickstoff schock-

gefroren.

Das Heparinplasma fir die Bestimmung des Glutamingehaltes wurde zunachst depro-
teinisiert. Dafur wurde 1 ml Plasma mit 100 pl einer 30%igen Sulfosalizinsaurelosung
(SSA) versetzt, geschittelt und 60 Min bei 4°C inkubiert, um eine vollstandige Protein-
fallung zu gewahrleisten. Nach der Zentrifugation (2000 x g, 15 Min, 4°C) wurde der

proteinfreie Uberstand gewonnen und in fllissigem Stickstoff gelagert.

Fur die Bestimmung der Ubrigen Parameter wurde das Plasma in entsprechende
Eppendorf Gefalde pipettiert und bis zur endgultigen Lagerung bei -80 °C in flissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Die Biopsien der Darmmukosa wurden im Rahmen der Koloskopie gewonnen. Eine
entzindete und eine makroskopisch unauffallige Mucosaprobe (Rektum) wurden sofort
in 2mL ,RNA Later® Uberfuhrt und zum Institut fur Immunologie der Universitat
Heidelberg geschickt. Jeweils 2 Biopsien aus entzindeten und aus makroskopisch
unauffalligen Darmabschnitten wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.
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3 Material und Methoden

3.7 Nutritive Aufnahme von Antioxidantien

Um die nutritive Aufnahme an antioxidativ wirksamen Mikronahrstoffen (Vitamin A, C, E,
R-Carotin), sowie Zink und Selen zu erheben, wurde in der zweiten Interventionswoche

ein standardisiertes dreitagiges Ernahrungsprotokoll gefuhrt.

In diesem Protokoll waren die Lebensmittel nach Gruppen sortiert (z. B. Brot, Obst, Ge-
muse) und die einzelnen Lebensmittel in haushaltsublichen Verzehrmengen (z. B.
1 Scheibe Vollkornbrot = 50 g) angegeben. Die verzehrten Portionen wurden von den

Patienten geschatzt.

Berechnet wurde die durchschnittliche tagliche Aufnahme an Energie, Makronahr-
stoffen, antioxidativen Pro-/Vitaminen und Mineralstoffen aus der Nahrung unter Ver-
wendung der Software EBIS pro® fiir Windows, Version 4.0 (Erhardt, Universitat Hohen-

heim), dessen Auswertung auf dem BLS Il 3.2 basiert.

3.8 Antioxidantienstatus in Plasma und Mucosa
3.8.1 Vitamin A, E und R-Carotin

Die Bestimmung der Retinol- und a-Tocopherolkonzentration im Plasma erfolgte mit
Hilfe der Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) [93]. Zunachst wurden durch
Zugabe von 400 ul Ethanol zu 400 yul EDTA-Plasma die Proteine gefallt und damit die
Proteine gegebenenfalls aus der Proteinbindung freigesetzt. Anschlielliend konnten die
Vitamine mit Hilfe von n-Hexan (400 ul) aus dem Uberstand extrahiert werden. Der
fettldsliche Uberstand (150 pl) wurde in Mikrovials pipettiert und mit einem Probengeber
(Basic Marathon, Spark Holland, Emmen, Niederlande) in das HPLC Gerat (Sykam,
Firstenfeldbruck) injiziert. Alle Proben wurden doppelt aufbereitet und analysiert. Der

Variationskoeffizient betrug 7,8 %.

Fir die HPLC wurde eine EC 200-4 Nucleosil 100-5 CN Saule verwendet (Macherey
Nagel, Duren). Der Lauf erfolgte jeweils isokratisch bei einem Verhaltnis Hexan/

Isopropanol von 50:1 bei einer Flussrate von 2 ml/ min.

a-Tocopherol wurde bei einer Wellenlange von 292 nm gemessen, Retinol bei 325 nm.
Beide Vitamine konnten in einem 6-minutigen Lauf analysiert werden. Die ermittelten

Peakflachen wurden manuell integriert (Software Pyramid 1.0, Axxiom Chromato-
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3 Material und Methoden

graphy, Moorpark, USA) und auf den jeweiligen Standard bezogen. Die Berechnung der
Vitaminkonzentrationen im Plasma erfolgte durch folgende Formel:

Konzentration (Probe) = (Konz. Standard * Peakflache Probe)/ Peakflache Standard.
Die Konzentrationen von Tocopherol wurden auf die Cholesterolkonzentration im Plas-
ma bezogen.

Die Konzentration von 3-Carotin im Plasma wurde von der Firma BioTeSys, Esslingen,
mittels HPLC bei einer Wellenlange von 405 nm bestimmt.

3.8.2 VitaminC

Die Konzentration von L-Ascorbinsaure im EDTA-Plasma wurde ebenfalls mit HPLC
(Sykam, Furstenfeldbruck) nach der Methode von Steffan [94] bestimmt. Nach dem
Auftauen wurden die Proben zentrifugiert und 150 pl des Uberstandes in Mikrovials
gegeben. Fir die Injektion der Proben in die HPLC wurde ein kihlbarer automatischer
Probengeber (Basic Marathon, Spark Holland, Emmen, Niederlande) verwendet. Alle

Proben wurden doppelt analysiert. Der Variationskoeffizient der Methode betragt 5,4 %.

Zur Herstellung der mobilen Phase wurden 1,38 g Natriumdihydrogenphosphat-1-
Hydrat in 1000 ml Aqua bidest. gelost und mit 23 ml 14 %iger (w/w) Ortho-
phosphorsaure auf pH 2,0 eingestellt. Der erhaltene 0,045 M Phosphatpuffer (pH 2)
wurde anschliel3end durch einen 0,45 pym Filter filtriert. Die mobile Phase wurde taglich
neu angesetzt, um mikrobielle Verunreinigungen zu verhindern. Die Flussrate betrug

1 mli/min.

Fir die Standards wurden 60 mg L-Ascorbinsaure (Sigma Aldrich, Minchen) in 50 ml

eines 3 % (w/w) Perchlorsaure / 1 % (w/w) Metaphosphorsaure-Gemisches gelost.

Die Kalibrierlosungen mit 1,2 mg/l und 12 mg/l L-Ascorbinsdure wurden durch
Verdunnen der 1200 mg/l Ascorbinsaure-Stammldsung mit einer 3 % (w/w) Perchlor-

saure/ 1 % (w/w) Metaphosphorsaure-Mischung erhalten.

Aufgrund der Instabilitat von L-Ascorbinsaure und der Hydrolyse der Metaphosphor-

saure wurden alle Losungen taglich neu hergestellt.

Die Messung der Ascorbinsaurekonzentration erfolgte bei einer Wellenlange von
243 nm in einem 10-mindtigen Lauf. Die Messung der Peakflachen erfolgte durch einen
Integrator (Kontron, Munchen). Durch den Bezug der Peakflache auf den Standard

konnte die Konzentration ermittelt werden.
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3.8.3 Selen und Zink

Selen und Zink wurden im heparinisierten Plasma mittels Atomabsorptions-
spektroskopie (AAS) mit der Graphitrohrtechnik vom Labor W&T (Berlin) analysiert. Die
Proben wurden in ein Graphitrohr eingefuhrt und dort verschiedenen Temperaturen
ausgesetzt. Dabei wurden sie getrocknet, thermisch zersetzt und atomisiert. Der

Variationskoeffizient der Methode betragt 4,4 %.

Die Extinktion wurde bei folgenden Wellenlangen gemessen: Selen: 196 nm,
Zink: 213,9 nm.

3.8.4 Glutamin und Glutathion
Glutamin

Die Konzentration von Glutamin im Heparin-Plasma wurde mittels reversed-phase
HPLC nach Vorsaulenderivatisierung mit OPA/3-MPA (Orthophthaldialdehyd/ 3-Mer-
captopropionsaure) und anschlielender Fluoreszenzdetektion ermittelt [95]. Der
Variationskoeffizient der Methode betragt 1,53 % [96].

Von den proteinfreien Uberstanden der Proben wurden 20 ul zu 1 mL Aqua bidest. und
0,2 mL Boratpuffer (1,0 M, pH 10,2) in Vials pipettiert und gut durchmischt.

Die Proben wurden im Probengeber mit OPA/3-MPA 5 min derivatisiert und an-
schlieBend 20 mL auf die Saule injiziert. Die Trennung der Aminosauren erfolgte mittels
ansteigender Acetonitril-Gradientenelution auf einer RP-HPLC-Saule (Inertsil ODS-2,
5 um, 250 x 4,6 mm, MZ Analysentechnik, Mainz). Die Flussrate betrug 0,9 mL/min. Die
Analyse erfolgte in einem Gradientenverfahren, wobei Eluent A aus 1,5 % Tetrahydro-
furan in Natriumphosphatpuffer (12,5 mmol/L, pH 7,2) bestand und sich Eluent B aus
35 % Methanol, 15 % Acetonitril und 50 % Natriumphosphatpuffer zusammensetzte.

Die Detektion erfolgte mit einer Anregung von 330 nm und einer Emission bei 450 nm.

Das HPLC-System bestand aus einem HPLC Controller S4010, einer HPLC Pumpe
S1100 (Sykam, Munchen), einem Triathlon Autosampler (Spark, Emmen, NL) und
einem Linear Fluor LC 304 Detektor (Linear Instruments, Frement, CA, USA). Die Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe der Software Pyramid P1931 (Pyramid, Moorpark, CA, USA).
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Glutathion in Plasma und Mucosa

Die Konzentration von Gesamtglutathion (GSH + GSSG) im heparinisierten Plasma
wurde mit HPLC bestimmt. Der Variationskoeffizient der Methode betragt 5,2 %. Hierzu
wurden die oxidationsempfindlichen Thiole im heparinisierten Plasma mit Tri-n-
Butylphosphin reduziert und stabilisiert. Gleichzeitig wurden proteingebundene Thiolver-
bindungen gelost. Die Proteinfallung erfolgte durch Zugabe von SSA, das
N-2-Mercaptopropionylglycin als internen Standard enthielt.

Die reduzierten Thiole wurden mit Ammonium-7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfo-
nat, einem Reagenz, das spezifisch mit Thiolgruppen reagiert, zu stabilen fluoreszieren-

den Derivaten umgesetzt.

Als Saule wurde eine RP-18 Saule verwendet. Die Detektion erfolgt fluorimetrisch, die
Konzentrationen wurden durch Vergleich mit einem Standardgemisch und MPG als

internem Standard ermittelt [97].

Die Konzentration von Glutathion in der Mucosa wurde ebenfalls nach Kuhn et al. [97]
analog zur Bestimmung im Plasma durchgefuhrt. Der Variationskoeffizient dieser Me-
thode betragt 1,1 % [97].

Die Mucosa (ca. 20-50 mg) wurde im gefrorenen Zustand gewogen. AnschlieRend wur-
den die Proben jeweils in ein Homogenisationsrohrchen gegeben und mit 0,5-2 ml eis-
gekuhlter SSA-L6sung nach Zugabe von internem Standard homogenisiert. Das Homo-
genisat wurde dann in 2 ml Eppendorfgefalle umgeflllt und 1 h bei 4 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (150 x g, 15 Min, 4 °C), und die Gluta-

thionkonzentration wurde bestimmt.

Die Ergebnisse wurden anschlieRend auf die Einwaage bezogen und in ymol/ g umge-

rechnet.

3.8.5 Harnsaure

Die Harnsaurekonzentration in heparinisiertem Plasma wurde in einem medizinischen

Labor (Lentzen-Gutgemann, Bonn) im Autoanalyzer bestimmt.
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3.8.6 Antioxidative Kapazitat

Die antioxidative Kapazitat im Plasma wurde mittels TEAC nach Miller et al. [98]
bestimmt. Durch Metmyoglobin wird in Gegenwart von H;O, aus 2.2°-Azinobis-(3-
ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat (ABTS) ein stabiles ABTS-Radikalkation gebildet, das bei
einer Absorption von 734 nm photometrisch gemessen wird. Je hdher der Gehalt an
Antioxidantien in der Probe, desto starker wird die Bildung von ABTS-Radikalen und
damit die Bildung des grunen Farbstoffs verzogert. Die Extinktion wird gemessen und
die Inhibition in Relation zur Standardsubstanz Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carboxylsaure), eines wasserloslichen, synthetischen Tocopherolderivates

in Troloxaquivalenten angegeben. Der Variationskoeffizient betrug 2,85 %.

Die Herstellung der Myoglobinlésung (400 uM) erfolgte durch Lésen von 0,1128 g equi-
nem Herzmuskel-Myoglobin (Sigma Aldrich, Minchen) in 15 mL PBS (5 mM, pH = 7,4).

Fir die Herstellung des Kaliumhexacyanoferrats (Ill) wurden 0,0244 g Kj[Fe(CN)g]
(Sigma Aldrich, Minchen) kurz vor Gebrauch in 100 mL PBS (RT) geldst.

Metmyoglobin entsteht durch die Oxidation von Myoglobin mit Kaliumhexacyanoferrat
(111). Beide Losungen wurden gemischt und 15 Min lichtgeschutzt inkubiert (RT). Das
entstandene Metmyoglobin wurde aufgereinigt Uber 2 Ultrafree-15 Filtereinheiten
(Millipore, Billerica, USA), die in Zentrifugenrdhren eingesetzt wurden. Die Ldsung
wurde bei 2000 x g 15-45 Min zentrifugiert, bis in jeder Filtereinheit nur noch wenige mL

Uberstand vorhanden waren.

Die Metmyoglobinkonzentration wurde Uber den Whitburn-Algorithmus berechnet.
Whitburn-Algorithmus (Miller et al., 1993):

Konz. Met-Mb = 146 x A (490 nm) -108 A (560 nm) + 2,1 A (580 nm)

Konz. Ferryl-Mb = -62 A (490 nm) - 242 A (560 nm) - 123 A (58 nm)

Konz. MbO, = 2,8 A (490 nm) - 127 A (560 nm) + 153 A (58 nm)

Der Metmyoglobinanteil macht in der Regel > 95 % des gesamten Hamproteins aus.
Die Konzentration der Metmyoglobinstammlosung sollte bei etwa 140 uM liegen. Die
konzentrierte Losung ist bei -20 °C bis zu 6 Monate, bei 4 °C etwa 5 Tage haltbar. Das

Metmyoglobin wurde aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.

Die Wasserstoffperoxidlosung (0,45 mM) wurde durch Verdinnung von 515 pL H20»
mit 10 mL PBS hergestellt. Von dieser wurden 50,1 pL entnommen und auf 50 mL mit
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PBS aufgeflllt. Die H,O, Arbeitslosung wurde lichtgeschitzt aufbewahrt und taglich
frisch angesetzt.

Die Trolox-Stammlésung (5 mM) bestand aus 0,15641 g Trolox, das in 250 ml PBS
gelést wurde. Der pH-Wert wurde anschlieBend mit HCI auf 7,4 eingestellt. Die

Stammldsung ist bei -20 °C mehrere Monate haltbar.

Far die ABTS-Stammlosung (5 mM) wurde 0,02743 g ABTS in 10 mL PBS gel6st. Diese
Losung wurde taglich neu angesetzt.

Aus den Stammldsungen entstanden taglich die verdinnten Arbeitslosungen. Die

Metmyoglobinldsung wurde hierzu mit PBS auf 90 uL verdunnt.

Aus der Trolox-Stammlésung wurde durch Zugabe von PBS eine Verdinnungsreihe mit

Konzentrationen von 0-2,5 mM angesetzt.
Die ABTS Stammlosung wurde mit PBS 1:10 verdunnt (500 uM).

Das Plasma wurde im Wasserbad bei 24 °C aufgetaut und bei 10 000 x g fur 10 min
zentrifugiert, um Trlibungen zu beseitigen. Im Uberstand erfolgte die Messung der anti-

oxidativen Kapazitat des Plasmas.

Hierzu wurden 300 yL ABTS Arbeitslosung, 8,4 uL Standard (bzw. Probe und Puffer fur
den Leerwert), 506 yL PBS und 36 uL Metmyoglobin-Arbeitslésung gemischt und
15 Minuten im Photometer bei 30 °C inkubiert. Durch Zugabe von 150 pyL H2O»-
Arbeitslosung wurde die Reaktion gestartet. Die Messung der Absorption wurde jeweils
3 Minuten nach Hy02-Zugabe bei 734 nm durchgefuhrt.

Die Absorption (Abs) der einzelnen Proben wurde im UV/Vis Spektralphotometer

(Uvikon, AJ Bunnik, Niederlande) gemessen und auf den Leerwert bezogen:
(Absl_eerwert - AbSProbe)/ AbSLeerwert = |nh|b|t|0n (%)

Die antioxidative Kapazitat der Probe wurde anhand der Trolox-Standardgeraden be-

rechnet und in Troloxaquivalenten angegeben.
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3.9 Oxidative Stressmarker in Plasma und Leukozyten
3.9.1 DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten

Die Einzelzell-Gelektrophorese (SCGE, Comet Assay) ist eine Technik, die es er-
mdglicht, DNA-Schaden in einzelnen Zellen semiquantitativ zu bestimmen. Einen
Uberblick Uber die Einsatzgebiete und unterschiedlichen Methoden bieten
Kassie et al. [99]. Entwickelt wurde der Test 1984 von Ostling und Johanson zum Nach-
weis von DNA-Doppelstrangbrichen [100]. Mit der Modifizierung durch Singh et al.
[101] im Jahre 1988 konnen durch die Verwendung von basischen Puffern zusatzlich
auch DNA-Einzelstrangbriche festgestellt werden. In dieser Arbeit wurde der Comet

Assay nach der Methode von Bauch et al. durchgefuhrt [102].

Die Zellen werden als Einzelzellsuspension in Agarose eingebettet. Danach werden die
Zellen entweder in phosphatgepufferter Salzlésung oder in einer Wasserstoffperoxid-
|I6sung inkubiert. Durch die Wasserstoffperoxidlésung werden DNA-Einzelstrangbriche
induziert. AnschlieRend werden die Zellen lysiert, um die Kernmembran aufzulésen. Bei
der Elektrophorese werden die Bruchstucke entsprechend ihrer GroRe getrennt. Nur
DNA mit Strangbrichen kann aus dem Zellkern herauswandern, chromosomale DNA
verbleibt im Kern. Nach Anfarbung mit einem DNA-interkalierenden Fluoreszenz-
farbstoff ist die DNA im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Der Zellkern erscheint als stark
fluoreszierender Kopf, die im elektrischen Feld aufgetrennten DNA-Fragmente erschei-
nen als Schweif. Bestimmt wird der Anteil der beschadigten und unbeschadigten DNA
mit Hilfe einer Software. Die SCGE gilt als sensitive Methode, um oxidativen Stress und

die Wirkung nutritiver Antioxidantien in vitro sowie ex vivo zu untersuchen [99, 103-105].

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Isolierung mononuklearer Zellen wie bei Gio-
vanelli et al. [106] verzichtet. Stattdessen wurde Vollblut eingesetzt, um Artefakte durch

die Aufarbeitung zu vermeiden. Der Variationskoeffizient der Methode betragt 24 %.
Die Lésungen flr die Durchfliihrung des Tests wurden folgendermal3en angesetzt:

Die 10 mM PBS Losung wurde durch 9,55 g PBS-Pulver (Sigma Aldrich) hergestellt,

das mit Aqua bidest. auf 1 L aufgefullt wurde.

Fir die Vorbeschichtung der Objekttrager (mattiert mit klarem Fenster, Best-Nr: ES-
370-CE24, (Erie Scientific, Portsmouth, USA)) wurden 0,01 g niedrig schmelzende
Agarose (Serva, Heidelberg, D) in 10 mL PBS aufgekocht. Anschlielend wurde die
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Lésung im Wasserbad fur 20 Min. auf 80 °C gehalten und vor der Verwendung auf 60°C
(Vorbeschichtung) abgekuhilt.

FUr das Auftragen der Zellen wurde 0,075 g Agarose mit 10 ml PBS gelost (Procedere
wie oben). Die 0,75 %ige Agaroseldésung wurde auf 42 °C abgekuhlt, um eine Schadi-

gung der Zellen zu verhindern.

Die 300 uM H;0O, Losung zur Induktion der DNA-Strangbriche wurde durch Zugabe
von 51,6 yL einer 30 %igen H,O, Losung (Applichem, Darmstadt) zu 5 mL PBS ange-
setzt. AnschlieBend wurden 769 pL dieser Stammldésung in 200 mL PBS (300 uM)

verdunnt. Die Lésung wurde taglich frisch angesetzt.

Die Lyselosung setzte sich aus 25,0g Natriumlaurylsulfat (SDS), 10,0g N-
Lauroylsarcosinat und 7,35 g Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA) zusammen und
wurde mit Aqua demin. auf 1 L aufgeflllt. Der pH-Wert wurde zuvor mit 10 M NaOH auf
9,5 eingestellt.

Der Elektrophoresepuffer bestand aus 14,2 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Carl
Roth, Karlsruhe), 5,6 g Borat (Merck) und 0,74 g EDTA (Sigma Aldrich, Minchen), der
mit Aqua demin. auf 1 L aufgefullt wurde. Der pH-Wert der Losung lag bei 8,3.

Es wurde eine Stammdsung von Propidiumiodid (Sigma Aldrich) hergestellt (1 mg/mL in
Aqua bidest.). 3,08 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 1,468 g NaCl wurden in
200 mL Aqua bidest. gelost, 4,175 mL der Propidiumiodid-Stammldsung zugegeben
und der pH-Wert mit 1 M HCI auf 7,5 eingestellt. AnschlieRend wurde mit Aqua demin.

auf 250 mL aufgeflllt, so dass eine 25 yM Ldsung entstand.

Die Objekttrager wurden mit jeweils 500 yL der 0,1 %igen Agarose vorbeschichtet und
auf einer Warmeplatte bei 75 °C etwa 20 Min getrocknet. Die vorbeschichteten Objekit-

trager waren bei 4°C eine Woche haltbar.

Um DNA-Strangbriche durch UV-Strahlung zu vermeiden, wurde das Labor abge-

dunkelt. Alle Inkubationsschritte wurden in einer Styroporkiste mit Deckel durchgefihrt.

10 pL heparinisiertes Vollblut wurden in 90 yL PBS (37 °C) gegeben. Nach der Zugabe
von 500 pL 0,75 %iger Agarose (40-45 °C) wurde die Losung sofort auf Objekttrager

aufgetragen. Die Agarose gelierte 10 Min. im Dunkeln auf einer Kuhlplatte bei 4 °C.

Die Objekttrager wurden danach fir 20 Min in 300 uM Wasserstoffperoxid inkubiert, um
oxidative DNA-Schaden in den Leukozyten zu induzieren. Nach Benitez-Bribiesca &
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Sanchez-Suartez [107] handelte es sich dabei hauptsachlich um Einzelstrangbriiche.
Kontrollen wurden stattdessen in PBS inkubiert. Die Inkubation fand im Eiswasserbad
statt, um eine Reparatur der oxidativ induzierten DNA-Strangbriche zu verhin-
dern [108]. Danach wurden die Gele 15 Min in Lyselésung (15 °C) gegeben und

anschlielend 5 Min in Aqua demin. (4 °C, 5 Min) gewaschen.

Die Objekttrager wurden in eine horizontale Elektrophoresekammer (Harnischmacher
Labortechnik, Kassel) gelegt und mit dem Elektrophoresepuffer (4 °C) bedeckt. Die
Elektrophorese erfolgte fur 4 Min bei 1,14 V/cm (Elektrodenabstand 34 cm). Als
Netzgerat diente ein Power Supply E835 (Consort, Turnhout, Belgien).

Die Bedingungen wurden so gewahlt, dass auch die Kometen der unbehandelten Zellen
erkennbare Schweife aufwiesen. Dadurch wurde sichergestellt, dass alle H,O, indu-
zierten DNA-Strangbriche durch eine weitere Migration der DNA in den Schweif bei
einer spaterer Untersuchung im Floureszenzmikroskop sichtbar werden. Typische Ko-

meten von Zellen mit und ohne H,O, Behandlung zeigt Abb. 2.

A

Abb 2: Zellkern nach Einzelzell-Gelelektrophorese und Anfarbung mit Propidiumiodid im

Flureszenzmikroskop

400-fache Vergrolerung A: Unbehandelte Zellen, B: Nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid (300 uM, 20
Min, 4°C)

Die Gele wurden anschlieBend noch einmal 10 Min in Aqua demin. (4 °C) gewaschen
und dann auf einer Warmeplatte bei etwa 50 °C fir 20-30 Min getrocknet. Die Praparate

wurden bis zur Messung bei -20 °C aufbewabhrt.

Fur die Messung der DNA-Schaden wurden die Mikrogele 10 Min in Aqua bidest. bei
Zimmertemperatur rehydriert und die DNA durch Zugabe von 150 uL Propidiumiodid—
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Lésung angefarbt. Nach 20 Min Inkubation im Dunkeln bei 4 °C wurden die Kometen
bei 400-facher Vergrofierung im Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss, Jena) ausgestattet
mit einer 50 W-Quecksilberlampe und einem Filter zur Grunanregung, sichtbar
gemacht. Die Fluoreszenz der Kerne wurde mit dem Bildverarbeitungsprogramm Comet
Assay lll quantifiziert. Pro Objekttrager wurden 50 zufallig ausgewahlte Zellkerne
gemessen. Fur die weiteren Berechnungen wurde das arithmetische Mittel der 50
Einzelwerte herangezogen. Von allen Proben wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Bei Verlust einzelner Gele durch die Aufarbeitung wurde im verbleibenden

Gel die doppelte Anzahl an Zellen gemessen.

Das Bildanalysesystem Comet Assay lll (Perceptive Instruments, Suffolk, GB) bietet
eine Reihe von Parametern, mit denen die Verteilung der DNA in Kopf und Schweif der
Kometen beschrieben wird. In Abb. 3 ist ein Beispiel dargestellt, aus dem die Ermittlung

der Tail Intensity deutlich wird.

In der Literatur werden Ublicherweise die Lange des Schweifs (Tail Length), der pro-
zentuale Anteil der DNA im Schweif (Tail Intensity, Tl) oder das Tail Moment (TM), ein

Produkt aus der Lange des Schweifs und dem Anteil der DNA im Schweif, angegeben.

Tail Intensity und Tail Moment in unbehandelten Zellen (Tlo, TMo) spiegeln die
endogenen, bereits im Korper vorliegenden DNA-Schaden wider. DNA-Strangbriiche,
die durch ex vivo Behandlung mit H,O, verursacht werden (Tlsp0, TMs3g0; €xogene
Strangbriche), entsprechen der Differenz zwischen behandelten und unbehandelten

Zellen [109]. Diese spiegeln die Resistenz von Zellen vs. oxidativem Stress wider [110].
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Tail
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Abb 3: Bestimmung von Kopf- und Schweiflange zur Ermittlung der Tail Intensity eines Zellkerns
mit dem Comet Assay Ill-System (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Bianca
Arendt)[111]

Die aufieren Linien begrenzen das Messfenster, in dem der Zellkern in Falschfarben dargestellt wurde.
Die linke (1) und die rechte Linie (3) im Messfenster markieren die Ausdehnung des Kometen, die mittlere
Linie (2) den Punkt der hochsten Fluoreszenz (Peak Position). Die Lange des Kopfes (Head Length)
entspricht dem doppelten Abstand zwischen 1 und 2, die Lange des Schweifs (Tail Length) dem Abstand
zwischen 2 und 3. Die Fluoreszenz innerhalb der Kopfregion spiegelt die Kopfregion (Head Intensity), die
Punkte zwischen dem Ende der Kopfregion und dem Ende des Kometen die Schweifregion wider, die

Summe der Punkte darin bildet die Schweifintensitat (Tail Intensity).
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3.9.2 8-Hydroxydesoxyguanosin

Zur Bestimmung der 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG) Spiegel in heparinisiertem
Plasma wurde das ELISA ,New 8-OHdG" Kit der Firma Gentaur (Brussel, Belgien)
verwendet. Das 8-OHdG der Probe bzw. des Standards bindet dabei an den Primar-
antikorper (8-OHdG-spezifischer monoklonaler Antikérper) und anschliefiend an den
Sekundarantikorper (Meerrettich-Peroxidase-konjugierter Antikorper), der mit einem
Enzym konjugiert ist. Alle nicht gebundenen Antikorper werden durch Waschschritte
entfernt. Nach Zugabe des Substrats wird in einer enzymkatalysierten Reaktion ein
Farbstoff gebildet. Die Extinktion ist proportional zur Konzentration des 8-OHdG in der
Probe.

Anhand einer Eichgerade, bei der die Absorption gegen die logarithmierte
Konzentration der Proben aufgetragen wird, kann mit Hilfe der Regressionsgleichung
die 8-OHdG Konzentration der Probe berechnet werden. Der inter- und intra-Assay

Variationskoeffizient betragt < 15 %.

Die Plasmaproben wurden zunachst mit Microcon Zentrifugen Filtereinheiten
(PorengrofRe 10 kDa) der Fa. Millipore (Eschborn) aufgereinigt. Durch Zentrifugieren
(RT, 10000 xg, 30 Min) wurden alle Plasmabestandteile > 10 kDa im Retentat

zuruckgehalten. Das Filtrat wurde fur den ELISA-Test verwendet.

In die Wells der Mikrotiterplatte wurden gemaf® der Anleitung des Herstellers jeweils
50 ul der mitgelieferten Standards sowie der Proben aufgetragen. Danach wurden 50 pl
des Primarantikdrpers in jede Vertiefung gegeben. Nach 60 Min Inkubation bei 37 °C
wurde die Lésung in den Wells verworfen und es wurde in jedes Well 3 x 250 pl
Waschlosung aufgetragen. Nach Entfernen der Flussigkeit aus den Wells wurden
jeweils 100 pl des Sekundarantikdrpers aufgetragen und 60 Min bei 37 °C inkubiert.
Auch dieser Inkubation folgten 3 Waschschritte. Anschlieiend wurden jeweils 100 pl
einer Substratldsung zugegeben und 15 Min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Danach wurden jeweils 100 ul eines Stoppreagenz zugegeben.

Die Extinktion wurde bei 450 nm im ELISA-Reader (Tecan Sunrise, Fa. Tecan,

Schweiz) gemessen.
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3.9.3 Peroxide

Mit Hilfe des Testkits zur Messung der Peroxide (Totale Oxidative Kapazitat (TOC),
Labor Diagnostika Nord, Nordhorn) wurde die gesamte oxidative Kapazitat im EDTA-
Plasma gemessen. Der Nachweis erfolgte Uber eine Reaktion von Peroxiden in den
Proben mit Peroxidase und die darauf folgende Farbung des chromogenen Substrates

Tetramethylbenzidin.

In die Mikrotiterplatte wurden gemaly der Anleitung des Herstellers jeweils 10 yL der
mitgelieferten Kontrollen und Standards sowie der Proben aufgetragen. Danach wurde
das Reagenzgemisch A aus Substrat und Peroxidaseldsung im Verhaltnis 1:1 herge-
stellt. 200 ul dieser Mischung wurden in jedes Well gegeben. Nach 20 Min Inkubation
bei 4 °C wurden jeweils 50 pl einer Stopplosung zugegeben und die Extinktion wurde

bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen.

Die Bestimmung der TOC erfolgte Uber eine mitgeflihrte Standardreihe. Der erwartete
Referenzbereich wurde als Richtwert angegeben und lag bei < 0,350 mmol/Il. Der Varia-

tionskoeffizient betrug 4,9 %.

3.9.4 8-lsoprostane

Zur Bestimmung der 8-Isoprostankonzentration im Plasma wurde das ELISA-Testkit der

Firma Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA) verwendet.

Der Test basiert auf einem kompetitiven ELISA, bei dem 8-Isoprostane und
8-Isoprostan-Acetylcholinesterase (AChE) Konjugat um eine limitierte Anzahl von
8-Isoprostan-spezifischen Kaninchen-Antiserum Bindungsstellen konkurrieren. Die
Menge der 8-Isoprostantracer, die an das Antiserum binden konnen, ist invers
proportional zur Konzentration des 8-lsoprostans im Well. Dieser Kaninchenserum
8-Isoprostankomplex (frei oder Tracer) bindet an den monoklonalen anti-Kaninchen IgG
Maus Antikoérper, der an die Platte gebunden ist. AnschlieRend wird die Platte
gewaschen und dabei nicht spezifisch gebundene Reagentien entfernt. Das Ellmann
Reagenz (Substrat der Acetylcholinesterase) wird in der AChE-katalysierten Reaktion
zu einem Produkt umgesetzt, dessen Extinktion proportional zur Menge der
8-Isoprosantracer ist, die gebunden haben, und somit invers proportional zum Gehalt an
freien 8-Isoprostanen der Probe bzw. Standards. Der Variationskoeffizient der Methode
betragt ca. 10 %.
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Die an Lipoproteine gebundenen Isoprostane wurden mit Hilfe einer Hydrolyse freige-
setzt. Dazu wurden 0,4 ml Plasma mit 0,1 ml NaOH (10 M) und 4 pl Butylhydroxitoluol
(BHT, 0,5 %) versetzt, geschuttelt und danach 2 Stunden bei 45 °C inkubiert. Nach dem
Abklhlen der Proben auf Eis wurde 0,2 ml HCI (10 M) zugegeben und wieder ge-
schuttelt. Dabei bildete sich ein weilter Niederschlag. AnschlielRend wurden die Proben
5 Minuten bei 14 000 RPM zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und bei
mittlerer Stufe ca. 3 Stunden in einer Speedvac getrocknet. Das Lyophilisat wurde in 3

ml Acetat-Puffer (1 M) resuspendiert. Der pH-Wert betrug etwa 4,0.

AnschlieBend wurde eine Festphasenextraktion mit C-18 Kartuschen durchgefuhrt.
Dazu wurden die Kartuschen mit 5 ml Methanol, danach mit 5 ml H,O (ultra pure)
gespult. SchlieBlich wurden 3 ml der hydrolysierten Proben aufgetragen und die Kar-
tuschen wieder mit 5 ml H,O (ultra pure) und 5 ml Hexan gespdult. Die Elution erfolgte
mit 5 ml Ethylacetat + 1 % Methanol unter Vakuum. Das Eluat wurde dann bei 37 °C

unter Stickstoff eingedampft, in 0,5 ml Puffer gelost und im ELISA eingesetzt.

Zunachst wurden 50 ul der jeweiligen Probe und Standards in Dreifachbestimmung auf

die vorbeschichtete ELISA-Platte aufgetragen.

Die gesamte enzymatische Aktivitat des AChE-gebundenen Tracers (Totale Aktivitat,
TA) wurde untersucht, indem 5 ul des Tracers in die entsprechenden Wells pipettiert
wurden. Nicht-immunologische Bindungen des Tracers an die Platte (Nicht-spezifische
Bindung, NSP) wurden durch Zugabe von 100 pl Puffer und 50 ul Tracer in die jeweili-
gen Wells kontrolliert. Die maximale Menge des Tracers, den das Antiserum in Ab-
wesenheit der freien Analyten binden kann (Maximale Bindung, Bo), wurde durch Zu-
gabe von 50 pl Puffer, 50 pl Tracer und 50 ul Antikorper untersucht. Fir den Blankwert

wurde im ersten Schritt nichts zugegeben.

Im nachsten Schritt wurde der 8-Isoprostan AChE Tracer zugeflgt. Dabei wurden die

Totale Aktivitat Wells und die Blank Wells ausgelassen.

Im dritten Schritt wurde das 8-lsoprostan Antiserum zugegeben. 50 pl wurden in jedes
Well pipettiert, aul3er in die folgenden Kontrollwells: Totale Aktivitat, die nichtspezifi-

schen Bindungen und in den Blank.
Anschlieend inkubierte die Platte 18 Stunden bei Raumtemperatur.

Danach wurden die Wells geleert und jedes Well 5-mal mit Waschpuffer gewaschen. Im

Anschluss wurden 200 pl von Ellmanns Reagenz in jedes Well pipettiert und 5 pl des
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Tracers zu den Totalen Aktivitat Wells. Die Platte wurde nach 60 Minuten im ELISA-

Reader bei 412 nm gemessen.

Verschiedene Kontrollen wurden durchgefuhrt, um die Validitat des Tests zu bestim-
men. Die Kontrollen wurden ebenso wie die Proben in 3 fach Bestimmung durchgeflhrt.

Das Pippetierschema, das hierzu verwendet wurde, ist in Tab. 7 dargestellt.

Fiur die Auswertung wurde der Mittelwert der unspezifisch-gebundenen Wells (NSB) er-
mittelt und von dem der maximalen Bindung (Bo) subtrahiert. Die Differenz entspricht
der korrigierten maximalen Bindung. Fur die restlichen Wells wurde der Anteil der B/ By
ermittelt. Daflr wurde der Mittelwert der NSB gemessenen Absorption von Standard S1
dividiert durch die korrigierte B,. Anschliel3end wurde mit 100 multipliziert um % B/Bg zu

erhalten. Genauso wurde fir die Standards 2-8 verfahren.

Fir die Regressionsgerade wurde % B/By fur die Standards S1-S8 gegen 8-Isoprostan-
konzentration (pg/ml) halblogarithmisch aufgetragen und Uber die Regressionsglei-

chung wurde die 8-Isoprostan Konzentration der Probe/Standards ermittelt.

Tab 7: Pippetierschema des 8-Isoprostantests

Puffer Standard/Probe Tracer Antikorper

Leerwert - - - -
Totale Aktivitat (TA) - - 5ul -
Nicht-spezifische Bindung (NSB) 100 pl - 50 pl -
Maximale Bindung (Bo) 50l - 50 pl 50 pl
Standard/ Probe - 50 pl 50 pl 50 pl
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3.10 Inflammatorische Marker

Als mukosale Entzindungsmarker wurden die Transkriptspiegel von Myeloid Related
Protein-14 (MRP-14) und Interleukin-8 (IL-8) am Institut fur Immunologie, Universitats-
klinik Heidelberg, mittels RT-PCR bestimmt [112]. Hierbei handelt es sich um Zytokine
bzw. Mediatoren, die von aktivierten Monozyten/Makrophagen und Granulozyten bei
aktivem Crohn in der entzindeten Mucosa verstarkt exprimiert werden. Bei diesen
Markern wurde kurzlich eine signifikante Korrelation zwischen Anzahl der Transkripte

und CDAI bzw. der endoskopischen Bewertung der Krankheitsaktivitat festgestellt [113].

3.1 Deskriptive Parameter
3.11.1 Lebensqualitat

Der Fragebogen zur Lebensqualitat nach Guyatt et al. [114] besteht aus 32 Fragen aus
vier Bereichen: Darmfunktion, emotionaler Status, systemische Symptome und soziale
Funktionen. Die Anworten werden mit Punkten bewerten und aufsummiert. Die Gesamt-
punktzahl reicht von 32-224. Je hoher die Summe, desto besser ist die Lebensqualitat.

Bei Patienten in Remission liegt die Summe normalerweise bei 170-190 [115].

3.11.2 Subjective Global Assessment (SGA)

Das Subjective Global Assessment ist eine einfach durchzufihrende Methode zur Ein-
schatzung des Ernahrungszustandes. Diese Methode wurde von Detsky et al. [116] ent-

wickelt und an 202 Patienten mit gastrointestinalen Beschwerden validiert.

Auf Grundlage von Anamnese (Gewichtsveranderung, Nahrungszufuhr, gastrointes-
tinale Symptome, Leistungsfahigkeit, Grunderkrankung) und klinischer Untersuchung
(Unterhautfettgewebe, Muskelmasse, Odeme) schatzt der Untersucher den Ernah-

rungszustand des Patienten ein als:
SGA A = gut ernahrt
SGA B = maRig mangelernahrt bzw. mit Verdacht auf Mangelernahrung

SGA C = schwer mangelernahrt
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3.11.3 Praalbumin

Die Bestimmung der Praalbuminkonzentration erfolgte mit Hilfe der radialen Immun-
diffusion. Die Proben wurden auf Immundiffusionsplatten (The Binding Site, Birming-
ham, GB) aufgetragen, die in der Agarschicht ein Antiserum gegen Praalbumin enthiel-
ten. Nach 10-20 Min Inkubation der Probe wurden die Platten fest verschlossen und bei
RT stehen gelassen. Nach 2-3 Tagen Diffusionszeit wurde der Durchmesser der
Prazipitate abgelesen. Die Konzentration wurde anhand von Bezugswerttabellen

ermittelt. Der Variationskoeffizient der Methode betragt 0,72 %.

3.12  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Programmes SPSS,
Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) auf der Basis von nichtparametrischen
Tests. Die Unterschiede vor und nach Intervention wurden mit dem Wilcoxon Test Uber-

pruft. Allen Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 zugrunde gelegt.

Soweit nicht anders vermerkt, wurden in Text und Tabellen das arithmetische Mittel
(MW), Standardabweichungen (SD), Minimum (Min) und Maximum (Max) angegeben.
Zur graphischen Darstellung wurden Boxplots verwendet, die wesentliche Informationen
uber die Verteilung und Streuung der Daten liefern und die auf dem Median, den Quar-
tilen und Extremwerten basieren. Die Box stellt den Interquartilbereich dar, in dem 50 %
der Werte liegen. Die von der Box ausgehenden Linien fuhren jeweils bis zum héchsten
und bis zum niedrigsten Wert, ohne dass Ausreil3er und Extremwerte berlcksichtigt
werden. Die horizontale Linie in der Box gibt die Lage des Medians wider. Ausreilder
und Extremwerte sind als einzelne Datenpunkte dargestellt. Im Text, der die Werte der
Boxplots enthalt, wird der Median angegeben, sowie in Klammern die 5. und 95. Per-

zentile.
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4 Ergebnisse

4.1 Probanden

Insgesamt nahmen 8 Probanden (intention to treat) an der Studie teil. Zwei Probandin-

nen wurden wegen mangelnder Compliance aus der Studie ausgeschlossen. 6 Proban-

den (per protocol) beendeten die Studie.

Allgemeine Merkmale zur Beschreibung des Probandenkollektivs sind in Tab. 8 auf-

geflhrt.

Tab 8: Probandencharakteristika

Interventionsgruppe

Probanden
Geschlecht
Raucher
Alter (Jahre)

Gewicht (kg)
Grolde (cm)
BMI (kg/m?)

Compliance (%)

n
3%
R/NR

MW + SD
Min-Max

MW £ SD
Min-Max

MW £ SD
Min-Max

MW + SD
Min-Max

MW £ SD

8
3/5
6/2

38,5+8,5
22-47

68,2+ 17,1
45-95

174 £ 12
158-193

22,3+41
16,5-27,2

90 + 20

n = Anzahl, & = mannlich, ¢ = weiblich, R = Raucher, NR = Nichtraucher, MW = Mittelwert,
SD = Standard-abweichung, Min = Minimum, Max = Maximum, BMI = Body Mass Index
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4.2 Krankengeschichte der Probanden

Der CDAI lag durchschnittlich bei 176. Vier Patienten befanden sich vor der Intervention
im akuten Schub, vier waren in Remission. Die Krankheitsdauer der Probanden betrug
durchschnittlich 12,6 Jahre.

Bei den meisten MC-Patienten war entweder das Kolon oder das lleum betroffen. In

Tab. 9 sind der CDAI sowie krankheitsbezogene Daten dargestellt.

Tab 9: CDAI/ Krankheitsbezogene Daten

Daten Auspragung
CDAI (MW £ SD, n = 8) 176 £ 77
Krankheitsdauer (in Jahren), (MW + SD, n = 8) 12,6 £8,9
Lokalisation der Erkankung (n)

o Diunndarm (Duodenum/ Jejunum/ lleum) 1/ 0/ 3

o Kolon 4
Medikation (n)

o 5-ASA 6

o Corticosteroide 8 (3 30,63 mg/ d)

o Antibiotika 1

Nahrungsmittelallergien/ Intoleranzen (n)
o Nahrungsmittelallergien
o Laktoseintoleranz

o Zoliakie

CDAI = Crohn’s Disease Activity Index, 5-ASA = 5-Aminosalicysaure

Alle Patienten nahmen Corticosteroide, viele von ihnen zusatzlich 5-ASA Praparate.
Ein Studienteilnehmer bekam Antibiotika.

Aulerdem wiesen 6 Patienten Nahrungsmittelallergien auf, 4 hatten eine Laktose-

intoleranz.
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4.3 Nutritive Aufnahme von Antioxidantien

Einen Uberblick Uber die durchschnittliche Energie- und Nahrstoffaufnahme in der
2. Studienwoche gibt Tab. 10. Die Energieaufnahme lag im Mittel bei
2277 + 1054 kcal/d, die Cholesterolaufnahme bei 352 £ 143 mg/d. Taglich wurden im
Durchschnitt 1026 £ 716,5 ug/d Retinol, 1+ 1 mg Carotin, 8 £ 3 mg Tocopherol,
69 + 42 mg Ascorbinsaure und 10 £ 5 mg Zink aufgenommen. Die Selenaufnahme der
verzehrten Nahrungsmittel konnte leider nicht bestimmt werden, weil im Bundeslebens-

mittelschlissel keine Daten zu Selengehalten in Lebensmitteln aufgeflhrt werden.

Tab 10: Mittlere nutritive Energie- und Nahrstoffaufnahme wéahrend der Intervention (n = 6)

Parameter Durchschnittliche Aufnahme / Tag
Energie (kcal) 2277 £ 1054

Cholesterol (mg) 353 £ 143

Vitamin A (ug) 1026 + 717

Carotin (ug) 1100 £ 950

Vitamin E (mg) 8+3

Vitamin C (mg) 69 + 42

Zink (mg) 10+5
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Antioxidantienstatus in Plasma und Mucosa
4.3.1 Vitamin A, E und R-Carotin

Die Konzentration von Vitamin A nahm, wie in Abb. 4 dargestellt, von 4,8 uM (2,4-
7,0 uM) auf 10,0 pM (7,8-14,3 pM) signifikant zu (p = 0,028).
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Abb 4: Retinolkonzentration im Plasma vor und nach 4-wochiger Gabe des Trinkpraparates

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,028)
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Der a-Tocopherolspiegel im Plasma lag zu Beginn bei durchschnittlich 39,4 uM (7,9-
69,5 uM). Nach der Intervention betrug er 99,1 yM (42,2-180,2 uM). Der Anstieg um
durchschnittlich 59,7 pmol/l war statistisch signifikant (p = 0,028). Der korrigierte Toco-
pherolspiegel (Abb. 5) lag vor Intervention bei 10,7 yM/mM Cholesterol (1,4-
14,5 yM/mM Cholesterol) und stieg signifikant auf 19,5 ymol/mmol Cholesterol (7,0-
33,0 yM/mM Cholesterol) an (p = 0,043).
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Abb 5: Korrigierter a-Tocopherolspiegel im Plasma vor und nach 4-woéchiger Gabe des
Trinkpraparates

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,043)
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Die Konzentration von R-Carotin im Plasma nahm nach der Supplementierung des

Prufpraparates gegenuber dem Ausgangswert von 0,2 uyM (0,1-1,1 uM) auf 1,8 uM (0,5-

2,2 uM) signifikant zu (p = 0,028) und ist in Abb. 6 dargestellt.
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Abb 6: B-Carotinkonzentration im Plasma vor und nach 4-wochiger Gabe des Trinkpraparates

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,028)
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4.3.2 Vitamin C

Es wurde, wie in Abb. 7 dargestellt, eine statistisch signifikante Steigerung des L-Ascor-
binsaurespiegels im Plasma von 37,2 yM (9,2-58,1 uM) auf 52,5 uM (36,5-87,2 uM)

nach Einnahme des Trinksupplementes beobachtet (p = 0,028).
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Abb 7: Vitamin C Konzentration im Plasma vor und nach 4-wéchiger Gabe des Trinkpréaparates

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,028)
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4.3.3 Selen und Zink

Es wurde ein statistisch signifikanter Anstieg der Plasmakonzentration von Selen nach
Konsum des Trinkpraparates beobachtet (p = 0,021). Vor Studienbeginn betrugen die
Selen Plasmaspiegel 69,0 ug/l (59-98 pg/l) und nach der Intervention 121,0 pg/l (73-154
pg/l). Der Zink Plasmaspiegel lag vor der Intervention bei 9,3 umol/l (8,2-14,4 uM), nach
der Intervention bei 13,1 ymol/l (8,7-13,5 uM) und blieb somit unverandert. Die Selen-
und Zinkspiegel im Plasma sind in Abb. 8 dargestellt.
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Abb 8: Selen- und Zinkspiegel im Plasma vor und nach 4-wéchiger Intervention

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,021)
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4.3.4 Glutamin und Glutathion
Glutamin

Die Glutaminkonzentration im Plasma lag vor der Intervention bei 606,6 uM (149-857
MM) und nach der Intervention bei 587,5 uM (495-722 uM) (Abb. 9). Es wurde keine

signifikante Veranderung nachgewiesen.
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Abb 9: Glutaminkonzentration im Plasma vor und nach 4-wochiger Intervention
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Glutathion

Der Plasmaspiegel des Gesamtglutathions lag vor der Intervention bei 3,7 £ 1,3 pumol/|

und nach der Intervention bei 5,6 + 3,4 ymol/l und war nicht signifikant unterschiedlich.

Die Glutathionkonzentration der makroskopisch unauffalligen Darmmucosa (Rektum)
lag vor Intervention bei 7,8 ymol/g (6,1-10,4 umol/g) und nach Intervention bei
8,3 umol/g (0-16,3 umol/g). Dieser Unterschied war nicht signifikant. Die Mucosaproben
der entzundeten Darmabschnitte hatten vor Intervention einen Glutathiongehalt von
4.4 ymol/g (0,7-5,6 umol/g), nach der Intervention von 7,18 umol/g (6,0-14,5 umol/g)
(p =0,043). Die Mucosaproben aus den entzindeten Arealen wiesen vor der
Intervention niedrigere Glutathiongehalte auf als die makroskopisch unauffalligen
(p = 0,018). Nach der Intervention war kein Unterschied zwischen entzindeter und nicht

entzindeter Mucosa nachweisbar (Abb. 10).
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Abb 10: Gesamtglutathiongehalte entziindeter und nicht entziindeter Mucosa vor und nach 4-

wochiger Intervention

MR = makroskopisch unauffallige Mucosa aus Rektum, MX = entziindete Mucosa a: MX statistisch

signifikant versus MR (p = 0,018), b: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,043)
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4.3.5 Harnsaure

Der Harnsaurespiegel im Plasma veranderte sich wahrend der Intervention nicht signi-
fikant. Er lag vor der Intervention bei 4,1 + 1,4 mg/dl (n = 8) und nach der Intervention
bei 4,6 + 1,2 mg/dl (n = 6).

4.3.6 Antioxidative Kapazitat im Plasma

Die antioxidative Kapazitat im Plasma nahm nach 4-wochiger Intervention von 1,36 mM
(1,28-1,62 mM) auf 1,54 mM (1,41-1,83 mM) um 0,18 mM Troloxaquivalente zu (Abb.
11). Dieser Anstieg war signifikant (p = 0,027).
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Abb 11: Antioxidative Kapazitat im Plasma vor und nach 4-wdéchiger Intervention

a: statistisch signifikant versus Tag 1
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4.4 Oxidative Stressmarker in Plasma und Leukozyten
4.41 DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten

Das Ausmal} der endogenen DNA-Strangbrtche (Tly, TMy) war nach der Intervention
im Vergleich zu Studienbeginn unverandert. Die Tail Intensity lag zu Studienbeginn bei
6,4 % (2,1-12,7 %) und nach der Intervention bei 7,5 % (4,5-8,6 %) (p =0,173). Das
Tail Moment (TMp) der endogenen Strangbruche betrug vor der Intervention 2,3 (0,6-
3,2) und nach der Intervention 2,0 (1,3-2,8) (p = 0,599).

Bei den H,0; induzierten DNA-Strangbrtchen (Tlso0, TM3go) wurden ebenfalls keine sig-
nifikanten Anderungen beobachtet. Die Tail Intensity, die nach H,O, Belastung gemes-
sen wurde, lag zu Studienbeginn bei 4,8 % (0-8,4 %) und nach der Intervention bei
1,8 % (0-10,2 %) (p=0,753). Das H;O: induzierte Tail Moment betrug vor der
Intervention 0,4 (0-1,85) und nach der Intervention 0,64 (2,1-12,7) (p = 0,345).

Die oben angegebenen Werte sind in Abb. 12 als Boxplots graphisch dargestelit.
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Abb 12: Endogene DNA-Strangbriiche in peripheren Leukozyten als Tail Intensity (Tl) bzw. als

Tail Moment (TM) vor und nach 4-wéchigem Konsum des Trinkpraparates
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44.2 8-Hydroxydesoxyguanosin

Die Konzentration von 8-OHdG im Plasma lag vor der Intervention bei 3,8 + 2 ng/ml
(n = 8) und nach der Intervention bei 2,7 £ 0,9 ng/ml (n =6). Es waren keine signifikann-

ten Veranderungen nachweisbar (p = 0,249).

4.4.3 Peroxide

Die Konzentration an Peroxiden im Plasma nahm nach der 4-wdchigen Einnahme des
Prufpraparates im Vergleich zu Studienbeginn signifikant ab (p = 0,043). Die Konzentra-
tion der Peroxide lag zu Studienbeginn bei 0,46 mM (0,1-0,6 mM) und nach der
Intervention bei 0,32 mM (0,1-0,5 mM). In Abb. 13 ist die Konzentration der Peroxide im

Plasma vor und nach Intervention dargestellt.
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Abb 13: Peroxide im Plasma vor und nach Intervention (mM)

a: statistisch signifikant versus Tag 1 (p = 0,043)

444 8-lsoprostane

Die Konzentration der Isoprostane lag vor der Intervention bei 16,72 + 6,7 pg/ml (n = 8)
und nach der Intervention bei 18,3 £ 5,5 pg/ml (n =6). Es war keine signifikante Veran-
derung nachweisbar (p = 0,917).
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4.5 Inflammatorische Marker

In der Mucosa wurden die Entzindungsmarker IL-8 und MRP-14 untersucht. Der
Transkriptspiegel von IL-8 in den entzindeten Gewebestellen lag vor der Intervention
bei 2516 + 4043 und nach der Intervention bei 5614 + 12131 Transkripte/pul cDNA. In
den makroskopisch normalen Rektumproben waren vor der Intervention 300 + 692
Transkripte/y cDNA nachweisbar und nach der Intervention 38 + 50 Transkripte/pl
cDNA. Die Transkriptspiegel vor und nach der Intervention waren weder in den entzun-

deten Gewebeproben noch in den Rektumproben signifikant unterschiedlich.

Die Transkriptspiegel von MRP-14 der entzindeten Gewebestellen lagen vor der Inter-
vention bei 4268 + 3774 Transkripte/ul cONA und nach der Intervention bei
12161 + 22189 Transkripte/ul cDNA. Bei den makroskopischen normalen Rektumpro-
ben lagen die Transkriptspiegel an Tag 1 bei 346 + 386 Transkripte/ul cDNA und an
Tag 28 bei 565 + 738 Transkripte/ul cDNA. Auch diese Veranderungen waren nicht sig-

nifikant.

Die Spiegel der Entzundungsmarker in der Mucosa vor und nach der Intervention sind
in Tab. 11 dargestellt.

Tab 11: Entziindungsmarker IL-8 und MRP-14 vor und nach Intervention (Transkripte/pul cDNA)

Tag1(n=8) Tag28(n=6) p

IL-8 (entziindet) 2516 £ 4043 5614 + 12131 0,5
IL-8 Rektum (makroskopisch normal) 300+ 692 38 £ 50 0,180
MRP-14 (entziindet) 4268 + 3774 12161 +22189 0,5
MRP-14 Rektum (makroskopisch normal) 346 + 386 565 + 738 1,0

IL-8=Interleukin 8, MRP-14=Myeloid Related Protein-14

Die makroskopisch normalen Rektumproben des MRP-14 wiesen signifikant geringere

Transkriptspiegel auf als die Proben der entztiindeten Mucosa (p = 0,018).
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4.6 Deskriptive Parameter

4.6.1 Lebensqualitat

Die Lebensqualitdt der Probanden war vor der Intervention mit durchschnittlich

128 Punkten (72-177 Punkte) signifikant geringer als nach der Intervention mit

170 Punkten (97-197 Punkte) (p = 0,027), wie in Abb. 14 dargestellt.
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Abb 14: Einschiatzung der Lebensqualitat vor und nach Intervention bestimmt nach Guyatt et al. [117]

a: statistisch signifikant zu Tag 1 (p = 0,027)
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4.6.2 Ernahrungszustand

Laut SGA waren 4 Probanden normal ernahrt, 3 mit Risiko zur Mangelernahrung und 1
Patient war mangelernahrt (n = 8). Betrachtet man hingegen den Praalbuminspiegel im
Plasma, liegen 3 Probanden im unteren Referenzbereich < 150 mg/l, was auf ein mai-

ges Defizit bezuglich Proteinversorgung hinweisen kann [118].

4.6.3 Praalbumin

Der Praalbuminspiegel im Plasma betrug zu Beginn der Studie durchschnittlich
184 + 95 mg/l (n = 8), veranderte sich nicht signifikant und lag nach der Intervention bei
300 £ 63 mg/l (n = 6).
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5 Diskussion

5.1 Studiendesign und Methoden

Viele Studien zeigen, dass MC-Patienten signifikant niedrigere Konzentrationen von
Vitamin- und Spurenelementen im Plasma aufweisen als Gesunde und oxidative
Stressmarker erhoht sind. Diese Stérung des pro-/ antioxidativen Gleichgewichtes ist
klinisch relevant, da die Expression von Entzundungsmarkern in vitro durch oxidativen

Stress erhoht [119] und durch Zugabe von Antioxidantien in vitro verringert wird [85].

Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit Uberpruft werden, ob der vierwéchige Konsum
eines Trinksupplementes mit hohem Gehalt an Antioxidantien und Glutamin den antioxi-
dativen Status steigern, den oxidativen Stress verringern, den Entzindungsprozess bei
MC-Patienten vermindern kann und Einfluss auf die Lebensqualitat hat. Dieser Zeitraum
wurde gewahlt, da nach Supplementation ahnlicher Dosen von Vitamin C und E Uber 4
Wochen eine signifikante Verbesserung des antioxidativen Status sowie eine Abnahme

der oxidativen Stressmarker beobachtet wurde [39].

Um eine ausreichende Anzahl an Patienten als Studienteilnehmer zu gewinnen, die die
Teilnahmekriterien erfullten und compliant waren, wurde die Intervention im Rahmen
einer bizentrischen prospektiven Pilotstudie mit unkontrolliertem Design durchgefihrt. In
der vorliegenden Studie wurden in zwei klinischen Zentren Uber den Zeitraum von 14

Monaten 8 MC-Patienten konsekutiv rekrutiert.
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Nutritive Aufnahme von Antioxidantien

Das 3-Tage Ernahrungsprotokoll zeigt, wie hoch der Anteil der Antioxidantien war, die
mit der Nahrung aufgenommen wurden, und in welchem Malle diese zur Gesamt-
aufnahme beigetragen hat. Diese Information hilft, die Wirksamkeit des Supplements
auf den Antioxidantienspiegel im Plasma und oxidative Stressmarker abzuschatzen.
Das ausgewahlte Protokoll liefert reprasentative Daten zur Energie- und Nahrstoffauf-
nahme [120].

Antioxidativer Status

Um zu Uberprifen, ob sich durch die Supplementation der antioxidative Status ver-
bessert, wurden vor und nach der Intervention verschiedene Substrate im Plasma quan-
tifiziert, die mit dem Trinksupplement aufgenommen wurden (Vitamin C, E, R-Carotin,
Selen, Zink, Glutamin). Zusatzlich wurde Glutathion in Plasma und Mucosa sowie die

antioxidative Kapazitat im Plasma bestimmt.

Da Tocopherol zusammen mit Lipoproteinen im Plasma vorliegt und da der Tocopherol
Plasmaspiegel die hochste Korrelation mit der Cholesterolkonzentration zeigt (r = 0,94),
wurde der Tocopherolstatus anhand des Tocopherol-Cholesterol Ratios beurteilt [53,
121]. Eine Messung der Plasmakonzentrationen von Ascorbinsdure und [R-Carotin
mittels HPLC Iasst eine valide Aussage Uber die Versorgung mit beiden Nahrstoffen zu.
Die Messung des Retinolspiegels im Plasma allein ist nur bedingt aussagefahig, da
Retinol homdostatisch geregelt wird [122]. Ein Retinolmangel im Plasma kommt daher

selten vor, sollte aber in der vorliegenden Studie ausgeschlossen werden.

Die Messung von Selen im Plasma mittels AAS stellt eine standardisierte Methode zur
Bestimmung der Selenversorgung dar. Selen hat als Cofaktor der GPx fur die

Beurteilung des antioxidativen Status eine wichtige Bedeutung.

Die Zinkkonzentration im Plasma wird haufig zur Beurteilung eines Zinkmangels heran-
gezogen, obwohl sie nur begrenzt aussagefahig ist [123]. Da die Zinkkonzentration im
Blut homoostatisch reguliert wird, verandert sich der Plasmazinkspiegel nur bei Er-
schopfung der Zinkreserven [124]. Dennoch ist der Zinkspiegel im Plasma oder Serum
ein haufig verwendeter Parameter, der unter kontrollierten experimentellen Bedingun-

gen als Indikator fur den Zinkstatus verwendet wird [124].
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Zum Nachweis von Glutamin im Plasma wurde die OPA Methode nach Fuerst et al. [95]
verwendet, die sich zur Beurteilung der Glutaminkonzentration im Plasma als spezi-
fisch, sensitiv und reproduzierbar erwiesen hat. Die Glutathionkonzentration in Plasma

und Mucosa wurde mittels etablierten HPLC-Verfahren gemessen [97].

Die antioxidative Kapazitat diente als Parameter flr den extrazellularen antioxidativen
Status im Plasma. Dieser wird dadurch besser wiedergegeben als durch die Messung
der einzelnen Antioxidantien im Plasma, da auch unbekannte Verbindungen sowie Sy-
nergieeffekte zur Gesamtwirkung beitragen koénnen. Generell gibt es verschiedene
Mdglichkeiten die antioxidative Kapazitat zu bestimmen. Der TEAC ist eine Standard-
methode zur Messung der antioxidativen Kapazitat [125], mit der man bei Patienten mit
oxidativem Stress nach Gabe von Antioxidantien Effekte nachweisen konnte [126].

Zudem ist sie einfach durchfuhrbar und kostengunstig.

Oxidativer Stress

Bei der Beurteilung des oxidativen Stresses ist es wichtig, verschiedene Parameter zu
untersuchen, um eine verlassliche Aussage machen zu kdnnen. Die DNA-Strangbriche
in Leukozyten sowie das 8-OHdAG ermdoglichen eine Aussage Uber den Redoxstatus in
der Zelle bzw. die Resistenz der DNA gegenliber ROS-induzierten Strangbriichen. Da
ROS, insbesondere Peroxylradikale, Doppelbindungen in Membranlipiden angreifen
konnen, wurde die Lipidperoxidation im Plasma durch Messung der 8-lsoprostane
quantifiziert. AuRerdem wurden zusatzlich die Gesamtperoxide im Plasma nachge-

wiesen.

Der Comet Assay stellt eine sensitive Methode zur Quantifizierung oxidativer
DNA-Schaden dar [127]. Wahrend DNA-Strangbriche in unbehandelten Zellen das
Gleichgewicht zwischen auftretenden Schaden und Reparaturmechanismen in vivo
widerspiegeln, wird bei ex vivo Behandlung mit H,O, die intrazellulare Radikalfanger-
kapazitat erfasst [128]. Die exogenen DNA-Schaden reflektieren den Schutz vor DNA-
Schaden durch nicht-enzymatische Antioxidantien, da die enzymatischen Antioxidantien
einschlieBlich der Reparaturenzyme bei 4 °C inaktiviert sind [110, 128, 129]. Giova-
nelli et al. [106] stellten fest, dass die Verwendung von Vollblut im Comet Assay zur
Messung von DNA-Schaden in peripheren Leukozyten gunstiger ist als der Einsatz von
Subpopulationen, weil die Dichtegradientenisolation Artefakte hervorruft. Artefakte

durch Isolation einzelner Zelltypen kbnnen daher ausgeschlossen werden.
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8-OHdG ist ein DNA Addukt, das durch spezifische Endonukleasen eliminiert werden
kann, die auch in polymorphonuklearen Leukozyten vorkommen [130]. Oxidierte Basen
aus den Zellen liegen zunachst im Plasma vor, bevor sie Uber den Urin ausgeschieden
werden, und stellen somit die Schadensrate der DNA dar [131]. Erhdohte 8-OHdG
Spiegel im Plasma kénnen aus einem defizitdren antioxidativen Schutz der DNA in der
Mucosa resultieren. 8-OHdG ist selbst mutagen [132]. In der vorliegenden Studie wurde
ein ELISA Testkit zur Messung von 8-OHdG im Plasma eingesetzt. Eine Bestimmung
von 8-OHdG mittels HPLC ist der Goldstandard. Eine Untersuchung von Moller & Loft
[133] zeigte, dass der Korrelationskoeffizient bei optimierten ELISA Tests zwischen
HPLC und ELISA Verfahren relativ hoch war (r = 0,88), so dass alternativ auch ELISA

Verfahren verwendet werden konnen.

Der TOC-Test ist ein sensitives ELISA Verfahren, mit dem Gesamtperoxide im Plasma
nachgewiesen werden konnen. Eine Quantifizierung aller Peroxide (Lipid- und Hydro-
peroxide) ist sinnvoll, um das Ausmal} des oxidativen Stresses im Plasma insgesamt

bewerten zu kbnnen.

Die Messung von Isoprostanen gilt als Goldstandard zur Erfassung von oxidativem
Stress in vivo. Aktuelle Untersuchungen machen deutlich, dass Isoprostane der
verlasslichste Marker flr Lipidperoxidation sind [134-138] und im Hinblick auf Spezifitat
den TBARS Uuberlegen sind [139, 140]. Sie kommen unter physiologischen Bedingun-
gen in geringen Konzentrationen in Plasma und Urin vor. Die genaueste und sensitivste
Methode zum Nachweis der Isoprostane ist die GC-MS [69]. In der vorliegenden Studie
wurde jedoch aus praktischen Griinden ein ELISA Testkit verwendet, das eng mit dem

GC/MS Verfahren korreliert (r = 0,99), so dass valide Daten zu erwarten sind.

Inflammatorische Marker

Das Spektrum der chronisch-entzindlichen Erkrankungen reicht von meist segmentalen
Prozessen mit minimalen systemischen Reaktionen bis hin zu heftiger Erkrankung mit
starken gastroenterologischen Symptomen und systemischen Manifestationen [112].
Eine systemische Entzindung, die durch erhdhte CRP und ESR Spiegel angezeigt
wird, ist daher nur ein indirekter Hinweis auf die inflammatorische Aktivitat im Darm.
Daher wurden in der vorliegenden Studie lokale Entzindungsmarker in den betroffenen
Darmabschnitten untersucht. Die Quantifizierung der Transkriptspiegel proinflamma-

torischer Cytokine in der Mucosa durch RT-PCR stellt eine einfache und objektive
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Methode dar, die verlassliche Ergebnisse liefert. Diese Bestimmung der mRNA
Transkriptspiegel von IL-8 und MRP-14 dient zur Abschatzung der inflammatorischen
Aktivitat und ist geeignet zur Verlaufskontrolle bei Patienten mit Morbus Crohn [141]
sowie zur Beurteilung der Wirksamkeit einer diatetischen MalRnahme [142]. Um
beurteilen zu konnen inwieweit die Intervention zu einer Abnahme der mukosalen
Entzindung fuhrt, wurden die IL-8 und MRP-14 Transkriptspiegel in der entzindeten
Mucosa gemessen. Zusatzlich wurde die Bestimmung in makroskopisch unauffalligen

Darmabschnitten (Rektum) als Kontrolle durchgefuhrt.

Lebensqualitat

Mit Hilfe der Durchfihrung des IBDQ Fragebogens vor und nach der Intervention sollte
uberpruft werden, ob durch die Supplementation eine Besserung der klinischen Symp-
tome und der Lebensqualitat erreicht werden kann. Der IBDQ ist ein validierter
Fragebogen zur Lebensqualitat, bei dem eine Punktsumme ermittelt wird, die mit dem
CDAI korreliert (r=0,74)[143, 144]. Da der IBDQ kurzfristige Anderungen der
Symptomatik und dadurch bedingten Einschrankungen im alltaglichen Leben abfragt
[144], ist er ein besonders geeigneter Marker, um die Wirkung einer Intervention auf die

Lebensqualitat in klinischen Studien beurteilen zu kénnen [145].

Ernahrungsstatus

In der vorliegenden Arbeit wurde das SGA ermittelt, da es ein guter Marker zur
Einschatzung des Ernahrungsstatus ist und sich als prognostischer Marker bei chirur-

gisch-internistischen und geriatrischen Patienten erwiesen hat [146].

Da Praalbumin zur Beurteilung des Vitamin A Status mitbestimmt wurde und ebenfalls
ein Marker zur Einschatzung des Ernadhrungszustandes ist, wurde Praalbumin zusatz-

lich zum SGA zur Beurteilung des Ernahrungszustandes herangezogen.
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5.2 Antioxidantiver Status in Plasma und Mucosa

In einigen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass die Plasmaspiegel von Vita-
min E, Vitamin A, 3-Carotin und Vitamin C bei MC-Patienten (Rezidiv und Remission)
signifikant geringer sind im Vergleich zu Gesunden [29, 30, 52-56]. In der vorliegenden
Studie sollte deshalb festgestellt werden, ob durch die Gabe des Trinksupplementes die

Spiegel der Antioxidantien ansteigen.

Die Konzentration von Tocopherol im Plasma war in der vorliegenden Studie nach vier-
wochiger Intervention signifikant hoher als zu Studienbeginn (Abb. 5). Morrissey et
al. [147] geben als Grenzwert fur einen Mangel 2,2 umol a-Tocopherol/mmol Choleste-
rol an. In dieser Studie lag der a-Tocopherol-Cholesterol Quotient bei 9,1 umol/mmol
vor Intervention und bei 20,0 ymol/mmol nach der Intervention. Es gibt keine vergleich-
baren Studien, bei denen Tocopherol auf Cholesterol bezogen wurde. Bei MC-Patienten

kommt Hypocholesterinamie infolge einer geringeren LDL-Konzentration vor [58].

In einer Interventionsstudie von Aghdassi et al. [39] erhielten MC-Patienten in Remis-
sion Uuber 4 Wochen 537 mg Tocopherol/d. Nach der Intervention war ein signifikanter
Anstieg des Tocopherolspiegels im Plasma nachweisbar. Diese Studie ist sehr gut ver-
gleichbar mit der vorliegenden Studie, da die Patienten eine ahnlich hohe Tocopherol-
dosis erhielten (500 mg a-Tocopherol/d) und die Studiendauer bei beiden Studien
4 Wochen betrug. Bei Aghdassi et al. war der Anstieg von Tocopherol im Plasma von
26,5 uyM auf 69,1 uM (+ 160 %) etwas geringer als in dieser Studie, in der ein Anstieg
von 37,5 uM auf 105 yM gemessen wurde (+ 185 %). Es ist unklar, weshalb die
absoluten Tocopherol Plasmaspiegel bei Aghdassi et al. geringer waren als in der
vorliegenden Studie. Weiterhin ist unklar, weshalb der Anstieg in der vorliegenden
Studie hdher war, zumal die Patienten bei Aghdassi et al. in Remission waren und somit
hdhere Plasmaspiegel zu erwarten gewesen waren, wahrend in der vorliegenden Studie
die meisten Probanden im Rezidiv waren. Da der Cholesterolspiegel bei MC-Patienten
haufig geringer ist als bei Gesunden, ware es sinnvoll, die Tocopherolspiegel auf
Cholesterol zu beziehen, wie es in der vorliegenden Studie gemacht wurde, um eine

valide Aussage zu erhalten.

Zwei weitere Untersuchungen stammen von Trebble et al. [90] und Geerling et al. [87]
In beiden Studien war die tagliche Tocopheroldosis deutlich geringer als in den bereits
genannten Studien. Bei Geerling et al. nahmen die Probanden 8 mg Vitamin E/d Uber 3

Monate zu sich und bei Trebble et al. 30 mg/d Uber eine Dauer von 6 Monaten.
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Trebble et al. untersuchten MC-Patienten im akuten Schub und Geerling et al. MC-Pa-
tienten in Remission. Bei Geerling zeigte sich nach 3 Monaten trotz der geringen Dosis
ein Anstieg der Tocopherolkonzentration im Plasma, bei Trebble et al. war kein Anstieg
der Plasmakonzentration nachweisbar. Die im Vergleich zu anderen Studien relativ
niedrige Dosis war bei Patienten im akuten Stadium in der Studie von Trebble et al.
wahrscheinlich zu gering, um einen messbaren Anstieg der Vitamin E Konzentration im
Plasma hervorzurufen. In Remission war sie offenbar ausreichend, so dass der

Plasmaspiegel bei Geerling et al. anstieg.

Nach vierwochiger Gabe des Trinkpraparates stieg der Retinol Plasmaspiegel in der
vorliegenden Studie signifikant an (Abb. 4). Dieser Anstieg kdnnte auf den R-Carotinge-
halt des Trinkpraparates zurtckzufuhren sein, da 3-Carotin im Organismus zur Vitamin
A Synthese herangezogen wird. Mit dem Prufpraparat wurden in der Studie von Geer-
ling et al. taglich 0,38 mg Retinol Aquivalente/d zugefiihrt. Die Retinolspiegel im
Plasma wurden nicht bestimmt. In der Interventionsstudie von Trebble et al. enthielt das
Prufpraparat 150 ug R-Carotin. Ein Anstieg von R-Carotin und/oder Retinol ware
eventuell zu erwarten gewesen, es wurden jedoch weder der R-Carotinspiegel noch der

Retinolspiegel im Plasma untersucht.

Die Vitamin A Serumkonzentration korreliert mit der Konzentration von Retinol-bin-
dendem Protein und Praalbumin, die im Verhaltnis 1:1:1 im Plasma vorliegen [148]. Da
sowohl der Retinol- als auch der Praalbuminspiegel bei dem untersuchten Probanden-
kollektiv zu Studienbeginn im Normbereich lagen und der Retinolspiegel nach der Inter-
vention signifikant angestiegen ist, hat vermutlich eine Absorption des R-Carotins woei

eine Umsetzung zu Retinol stattgefunden.

Der R-Carotinspiegel stieg in der vorliegenden Studie nach 4-wochiger Intervention sig-
nifikant an (Abb. 6). Die tagliche R-Carotinaufnahme lag mit 10 mg/d deutlich Gber der
3-Carotindosis, die das Prufpraparat in der Studie von Trebble et al. enthielt (150 ug/d).
Bei Trebble et al. wurde kein Anstieg des R-Carotin Plasmaspiegels festgestellt, was
sicherlich auf die gerine Dosierung des Praparates zuruckzufuhren ist. Auch Geer-
ling et al. und Aghdassi et al. stellten keine Veranderung des R-Carotin- und Retinol-
spiegels fest. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da das Supplement in der Studie von

Aghdassi et al. kein 3-Carotin enthielt.

Die vorliegende Studie ist die einzige, in der sich nach Supplementierung von R-Carotin

ein signifikanter Anstieg von 3-Carotin im Plasma zeigte.
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Es erfolgte die Supplementation Uber 4 Wochen, die Dosierung des Trinksupplementes
war vergleichsweise hoch (1500 mg Vitamin C, 500 mg Vitamin E, 10 mg R-Carotin,
300 ug Selen, 20 mg Zink/d) und das Probandenkollektiv setzte sich gemaly CDAI aus
Remissions- und Rezidivpatienten zusammen. Da die Studie nicht placebo-kontrolliert
durchgefuhrt wurde, kann der Anstieg der Antioxidantien nicht mit Sicherheit auf das
Trinkpraparat zuruckgefuhrt werden. Aufgrund der hohen Dosierung scheiden andere

Erklarungsmoglichkeiten jedoch aus.

Vitamin C ist das bedeutendste nutritive wasserldsliche Antioxidans im Plasma. In
vielen Studien wurde ein signifikant niedrigerer Vitamin C Plasmaspiegel bei

MC-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen [13, 30, 32, 52, 55, 76].

Nach Gabe des hochdosierten Trinkpraparates (Aufnahme 1500 mg Vitamin C/d) stieg
die Vitamin C Konzentration im Plasma signifikant an (Abb. 7). Einen signifikanten
Anstieg der Ascorbinsaurekonzentration im Plasma beobachteten auch Aghdassi et
al. [39] nach 4-wdchiger und Geerling et al. [87] nach 12-wdchiger Gabe eines Vitamin-
praparates bzw. einer Formula. Bei Aghdassi et al. war die taglich zugefuhrte Vitamin C
Dosis mit 1000 mg/d deutlich hdher als die von Geerling et al. mit 40 mg/d. Es scheint,
dass sowohl durch eine hohe Dosierung tUber 4 Wochen als auch durch eine niedrige
Dosierung uber 12 Wochen ein signifikanter Effekt erzielt werden kann. Es bleibt jedoch
unklar, ob diese Effekte auch bei einem Mischkollektiv (Remission- und Rezidivpatien-
ten) wie in der vorliegenden Studie erzielt worden waren, da beide oben genannten Un-

tersuchungen mit Patienten in Remission durchgeftihrt wurden.

Trebble et al. [90] stellten keine signifikante Zunahme der Ascorbinsaure im Plasma
fest. Dass bei Trebble et al. [90] die tagliche Ascorbinsauredosis mit 90 mg/d noch uber
der von Geerling verwendeten Dosis lag und die Interventionsdauer mit 6 Monaten
sogar noch langer war, ist wahrscheinlich mit dem hohen Bedarf im Vergleich zur

Remission zu erklaren.

Aghdassi et al. beobachteten einen Anstieg des Ascorbinsaurespiegels von 52,6 auf
89,7 umol/l (+ 70 %) bei Nichtrauchern. In der vorliegenden Studie wurden vor Interven-
tion 36,9 und nach Intervention 55,6 umol/l Vitamin C im Plasma festgestellt (+ 50%).
Vermutlich war der Anstieg des Vitamin C Gehalts im Plasma in dieser Studie geringer,
weil 75 % der Probanden Raucher waren und dadurch bedingt reduzierte Antioxidan-

tiengehalte im Plasma aufweisen [149].
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Deshalb ist der starkere Anstieg bei Aghdassi et al. wahrscheinlich darauf zurtickzufih-
ren, dass die Probanden in Remission waren und zudem generell hohere Plasma
Ascorbinsaurespiegel aufwiesen. Die geringeren Ascorbinsaurespiegel zu Beginn der
Studie konnten in der vorliegenden Studie auf eine geringere Aufnahme von
Ascorbinsaure mit der Nahrung zurlickzufihren sein, da MC-Patienten haufig Unver-
traglichkeiten bei dem Konsum von Obst und Gemuse aufweisen. Eine andere
Erklarungsmoglichkeit ist, dass bei Patienten, v.a. bei Rauchern, im akuten Schub der

Bedarf an Antioxidantien hoher ist als bei Patienten in Remission.

Ein Verlust von L-Ascorbinsaure durch die Lagerung der Proben kann in der
vorliegenden Studie ausgeschlossen werden, da dem Plasma sofort nach der
Gewinnung Metaphosphorsaure zugesetzt wurde. Dieser Zusatz verhindert eine
Autoxidation und stellt somit einen Erhalt der L-Ascorbinsdure nach Blutentnahme
sicher [150]. Ein Zusatz von Metaphosphorsaure wurde bei Aghdassi et al. nicht
beschrieben, ein Lagerungsverlust von Ascorbinsaure ist jedoch unwahrscheinlich

aufgrund der hohen Konzentrationen, die gemessen wurden.

Ein Vergleich der Ascorbinsauredaten in verschiedenen Studien ist schwierig, da die
Verfahren zur Vitamin C Bestimmung sehr unterschiedlich sind. Deshalb ist es Ublich,
fur jede Analytik die spezifischen Referenzwerte anzugeben. In dieser Studie liegen die
von Speek et al. [151] angegebenen Referenzwerte fur die verwendete Methode bei 17-
79 umol/l. So betrachtet, zeigen die L-Ascorbinsaurespiegel, dass die Baseline-Werte
zu Studienbeginn im unteren Drittel des Referenzbereichs lagen und nach der Interven-
tion im mittleren Bereich. Bei den anderen Untersuchungen wurden keine Aussagen

hierzu gemacht.

Selen und Zink

Zahlreiche Studien belegen, dass MC-Patienten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe einen niedrigeren Plasma-Selenstatus haben [30, 60, 74, 75, 79]. Da
Selen Cofaktor der GPx ist, tragt es indirekt zum antioxidativen Schutz des Korpers bei.
Mit Ausnahme von Wendland et al. [32] wurde in allen Studien festgestellt, dass die
Selenkonzentration bei MC-Patienten im akuten Schub im Vergleich zu Gesunden
signifikant reduziert ist [29, 30, 75, 152].
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In der vorliegenden Studie wurde wie erwartet ein signifikanter Anstieg der Selenkon-
zentration im Plasma beobachtet (Abb. 8). Es existiert eine Interventionsstudie von
Geerling et al. [87], in der die Selenkonzentration sowie die GPx-Aktivitat nach 3-mona-
tiger Gabe eines selenhaltigen Praparates bei MC-Patienten untersucht wurde. Dort
konnte kein signifikanter Anstieg der GPx-Aktivitat und des Plasmaselens festgestellt
werden [87].

In der vorliegenden Studie lag der Selenspiegel im Plasma vor der Intervention bei
74,6 ug/l und nach der Intervention bei 121,8 ug/l. Das entspricht einem Anstieg von
63 %. Bei Geerling et al. lag der Selenspiegel vor Intervention bei 72,4 ug/l und nach
der Intervention bei 75,6 ug/l (+ 4 %). Der Anstieg von Selen im Plasma in der vorlie-
genden Studie ist wahrscheinlich durch die deutlich hohere Dosis bedingt, die taglich
mit dem Trinkpraparat aufgenommen wurde (300 pg/d). Verglichen mit der Dosis des
Prufpraparates bei Geerling et al. [87] fallt auf, dass dieses mit 12,4 ug/d nur ca. 4,1 %
der Menge enthielt, die im Trinkpraparat der vorliegenden Studie enthalten ist. Zudem
tragt es in Hinblick auf den Schatzwert fur die Selenzufuhr von 30-70 ug nur

unwesentlich zur winschenswerten Zufuhr bei [153].

Dieser Anstieg im Plasma ist glunstig zu bewerten, da ein niedriger Selenspiegel sowie
eine geringe GPx-Aktivitat akute und chronische Entzindungen im mukosalen Epithel
auslosen bzw. verstarken konnte [154]. Bisher konnten bei Patienten mit Morbus Crohn
allerdings keine Korrelationen zwischen Plasmaselen, dem CDAI und Entzindungsmar-

kern festgestellt werden [152].

Studien, in denen der Zinkspiegel von MC-Patienten im Plasma im Vergleich zu Gesun-
den untersucht wurde, zeigten widerspruchliche Ergebnisse [74, 155-163]. Der Zink-
gehalt im Plasma veranderte sich in der vorliegenden Studie nach Supplementierung
von 20 mg Zink/d nicht signifikant (Abb. 8). Diese Beobachtung machten auch Geer-
ling et al. [87] nach 3-monatiger Supplementation einer zinkhaltigen Formula
(4,6 mg Zink/d).

Die Zinkdosis war wahrscheinlich in beiden Studien zu gering, um einen Anstieg des
Plasmazinkspiegels zu erreichen. Verglichen mit den Referenzwerten von 7 bzw. 10
mg/d (D-A-CH Referenzwert 2000) sind 4,6 mg sehr wenig. Die mit dem Praparat
zugefuhrten 20 mg/d entsprechen dem doppelten der empfohlenen Zufuhrmengen, was
beispielsweise im Vergleich mit den im Praparat enthaltenen Vitamin C und E Dosen
vergleichsweise gering ist.
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Im Gegensatz dazu beobachteten Mulder et al. [157] und Sturniolo et al. [89] nach Zink-
supplementierung einen Anstieg des Zinkspiegels im Plasma. In der Interventionsstudie
von Sturniolo et al erhielten 12 Morbus Crohn Patienten 8 Wochen lang 330 mg Zink/d
und bei Mulder et al wurde eine Zinksupplementation mit 300 mg Zinkaspartat/d
(= 60 mg elementares Zink) uber 4 Wochen durchgefihrt. Vermutlich ist der Anstieg der
Serumkonzentration bei Sturniolo et al. und Mulder et al. durch die hohere Dosierung
(330 mg/d bzw. 60 mg/d) zu erklaren. Sehr hohe Zinkgaben wie bei Sturniolo et al. und
Mulder et al. konnen die Plasma Zinkkonzentration kurzfristig auch bei Patienten ohne

Zinkmangel stark anheben, bis der Zinkplasmaspiegel reguliert wird und absinkt [124].

Daher ist es verstandlich, dass nach einer vierwéchigen Aufnahme einer Zinkdosis, die
dem 2-fachen des D-A-CH Referenzwertes entspricht, kein Anstieg im Plasma nachge-

wiesen werden konnte.

Einige Studien haben bei MC-Patienten einen Zinkmangel im Plasma beobachtet:
Naber et al. [164] bei 68 %, Kruis et al. [165] bei 34 % und Sjogren et al.[166] hingegen
nur bei 17 % der untersuchten MC-Patienten. Vermutlich sind diese unterschiedlichen
Ergebnisse durch die sehr heterogenen Probandenkollektive zu erklaren. Leider wurden
hierzu keine genaueren Angaben gemacht. In der vorliegenden Studie hatten 5 der 8
Probanden vor der Intervention einen Plasmaspiegel < 10 uM und nach der Intervention
waren es noch 2 der 6 Probanden, deren Plasmaspiegel unter dem Referenzbereich

lagen.

Da Zink an Plasmaproteine gebunden transportiert wird [167], kann die Serumzinkkon-
zentration aufgrund von akuter Entziindung oder Hypoalbuminamie absinken. So kann
wahrscheinlich der niedrige Plasmazinkgehalt, der bei einigen Studien festgestellt
wurde, durch einen Abfall des Serumalbumins bedingt sein und somit eine Abnahme
der Zinkkonzentration im Serum erklaren. Dieser Abfall im Serum ist also Folge der Ent-
zindung und bleibt asymptomatisch [164, 168]. Da in der vorliegenden Studie die Albu-
minspiegel im Plasma nicht untersucht wurden, kann diesbezuglich keine Aussage ge-
macht werden. Eine Malabsorption von Zink ist unwahrscheinlich, da Zink im oberen
Dunndarm absorbiert wird und bei MC-Patienten meist das terminale lleum oder das

Kolon betroffen sind.
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Glutamin

Glutamin ist ein primares Energiesubstrat und Stickstoffdonor fur Enterozyten und Kolo-
nozyten, die eine hohe Zellteilungsrate aufweisen. Eine Glutaminsupplementation
beeinflusst damit die Integritat der Mucosa [169]. Glutamin ist zudem Bestandteil von
Glutathion [170]. In der vorliegenden Studie wurden mit dem Supplement taglich 30 g
synthetische Glutamindipeptide als Glutaminquelle mit hoher Bioverfugbarkeit zuge-
fuhrt. Wie in Abb. 9 dargestellt veranderte sich der Glutamin Plasmaspiegel nicht signi-
fikant und lag sowohl vor als auch nach der Intervention im Referenzbereich (438-
827 uM) [171].

Das steht in Einklang mit den Ergebnissen von Den Hond et al. [172], die bei einer
4-wochigen Supplementation von 21 g Glutamin/d bei einem gemischten Kollektiv aus
Rezidiv- und Remissionspatienten ebenfalls keine signifikante Anderung des Glutamin-

spiegels im Plasma feststellen konnten.

Da sowohl in der vorliegenden Studie als auch in der Untersuchung von Den Hond et al.
die Glutaminkonzentrationen im Referenzbereich lagen, ist fraglich, ob bei MC-

Patienten ein zusatzlicher Bedarf an Glutamin vorliegt.

Eine Untersuchung von Boureille et al. [173] belegt, dass es keinen Bedarf fir Gluta-
minsupplementation bei Patienten, die in Remission sind und einen guten Ernahrungs-
status haben, gibt, da die Umsatzrate des Glutamins im Normalbereich lag [173]. Es
wurde jedoch nicht ausgeschlossen, dass MC-Patienten im akuten Schub einen hohe-
ren Bedarf haben. In einer Studie von Akobeng et al. [174] wurde der Einfluss einer
glutaminangereichterten Diat bei Kindern mit aktivem Morbus Crohn untersucht. Es
zeigte sich, dass in der Gruppe, die eine glutaminangereicherte Diat zu sich nahm,
keine Veranderung des padiatrischen CDAI (PCDAI) festgestellt werden konnte,
wahrend in der Niedrig-Glutamingruppe der PCDAI sank. Bei Den Hond et al. [172]
wurde der CDAI durch die Glutaminsupplementation ebenfalls nicht beeinflusst.
Zusatzlich konnte auch keine Veranderung der intestinalen Permeabilitdt beobachtet

werden.

In der vorliegenden Studie wurde der CDAI nur zu Studienbeginn erfasst. Die Lebens-
qualitat, die mittels IBDQ ermittelt wurde, korreliert negativ mit dem CDAI
(r=0,67)[143, 144]. Da die Lebensqualitat signifikant gestiegen ist, ist es wahrschein-
lich, dass der CDAI gesunken ist. Allerdings ist kein klarer Bezug zu Glutamin maoglich,

da Glutamin nur eine Komponente des Supplementes war und die Studie nicht placebo-
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kontrolliert durchgefuhrt wurde. Effekte durch die Medikation auf die Lebensqualitat
bzw. den CDAI sind nicht auszuschlief3en.

Glutathion

Glutathion verhindert die Oxidation von Sulfhydrylgruppen in Proteinen und regeneriert
das Tocopheryl-Radikal. Glutathionmangel begunstigt oxidativen Stress, indem dieser
die Expression proinflammatorischer Cytokine stimuliert [171]. Daher spielt dieser eine

wichtige Rolle in der Pathogenese vieler Erkrankungen, u. a. bei Morbus Crohn [175].

Vor der Supplementation wies kein Proband eine Glutathionkonzentration im Plasma
unterhalb des Referenzwertes von 2,88 ymol/l auf und die Konzentration blieb unver-
andert. Da die Methode zum Nachweis von Glutathion sehr sensitiv und spezifisch ist,

hat scheinbar kein Anstieg des Spiegels im Plasma stattgefunden.

Es gibt keine Untersuchungen, in denen der Glutathionspiegel im Plasma bei erwach-
senen MC-Patienten gemessen wurde. Das kann darauf zurlickzufihren sein, dass
Glutathion nur in geringen Mengen extrazellular (2-20 umol/l) und in ca. 500-facher

Konzentration intrazellular vorliegt (0,5-10 mmol/l) [175].

Die Tatsache, dass Cystein die limitierende Aminosaure fur die Glutathionsynthese
ist [176, 177], kdnnte erklaren, wieso sich die Glutathionsynthese in der vorliegenden
Studie nicht verandert hat. Da die Glutathionspiegel vor der Intervention im Normal-
bereich lagen (2,88-3,25 umol/l) [178] und bei Hoffenberg durch kompensatorische
Steigerung des antioxidativen Status erhoht waren, war ein Anstieg nicht zu erwarten.
Es ist jedoch unklar, wie gut beide Untersuchungen miteinander vergleichbar sind, da

bei Hoffenberg et al. [13] reduziertes Glutathion gemessen wurde.

Da Glutathion intrazellular das wichtigste zellulare Antioxidans ist, das physiologischer-
weise als Redoxpuffer den antioxidativen Status in der Mucosazelle aufrechterhalt
[170], wurde in der vorliegenden Studie der Glutathiongehalt in der Mucosa gemessen.
Hierbei wiesen die Proben der entzindeten Mucosa zu Studienbeginn signifikant
geringere Glutathiongehalte auf als die Proben der makroskopisch normalen Darm-
abschnitte (Abb. 10).

Im Gegensatz dazu konnten Kruidenier et al. [81] sowie Miralles-Barrachina et al. [27]

keine signifikanten Unterschiede im Glutathiongehalt bei entzindeter im Vergleich zu
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nicht-entziindeter Mucosa von MC-Patienten nachweisen, obwohl in diesen Studien

ausschlief3lich Patienten im akuten Schub untersucht wurden.

Da Mangelernahrung die mukosale Glutathionkonzentration beeinflusst [27] und der
Anteil der Mangelernahrten in der vorliegenden Studie hdéher war als bei Miralles-Barra-
china et al. (50 % vs. 39 %), kdnnte dieser Aspekt die Unterschiede im GSH-Gehalt in
entziandeten vs. nicht-entzindeten Darmabschnitten in der vorliegenden Studie er-

klaren.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass nach Einnahme des Trinkpraparates der
Gesamtglutathiongehalt der entziindeten Mucosaproben signifikant gesteigert werden
konnte. Es gibt keine Interventionsstudien, in denen der Glutathiongehalt in der Mucosa

gemessen wurde.

Da Glutamin Bestandteil des Glutathions ist und Glutamingaben den Glutathiongehalt in
der Mucosa beeinflussen kann der Anstieg des Glutathions in der Mucosa auf der
Supplementation basieren. Auch wenn Glutamin flr den Glutathionanstieg verantwort-
lich sein konnte [179, 180], kdnnen die Veranderungen nicht mit letzter Sicherheit auf

das Supplement zurlckgefuhrt werden.

lantomasi et al. [181] und Sido et al. [71] stellten bei Morbus Crohn Patienten fest, dass
der GSH-Gehalt in der Mucosa signifikant niedriger war als bei Gesunden, die GSSG-
Werte jedoch erhoht waren. Um den Redoxstatus noch besser einschatzen zu kdnnen,
sollte das Ratio oxidiertes/ reduziertes Glutation zusatzlich zum Gesamtglutathion er-
mittelt werden [182].

Nutritive Aufnahme von Antioxidantien

In der vorliegenden Arbeit wurde die nutritive Aufnahme von Antioxidantien mit der
Nahrung anhand der Zufuhr Uber Lebensmittel erhoben, um den Anteil der nutritiven
Aufnahme an der gesamten Zufuhr zu ermitteln (Tab. 10). Die Energieaufnahme der
Frauen und Manner lag mit durchschnittlich 1521 kcal bzw. 2236 kcal um 50 % bzw.
33 % unterhalb der Richtwerte fur die Altersgruppe der 25-50 Jahrigen (2400 kcal fur
Frauen, 2900 kcal fir Manner) der gemeinsamen Referenzwerte der Deutschen, Oster-

reichischen und Schweizerischen Gesellschaften flr Ernahrung (D-A-CH, 2000).

Dies ist wahrscheinlich auf eine geringe Nahrungsaufnahme zurtckzufuhren, bedingt

durch die gastrointestinalen Beschwerden, und nicht auf eine Unterschatzung der
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Verzehrsmengen (Underreporting). Dieser Vermutung wird von D’Odorico et al. [29]
gestutzt, die festgestellt haben, dass MC-Patienten weniger Energie aufgenommen

haben als Gesunde.

Die Aufnahme der Vitamine A, E und R-Carotin sowie des Mineralstoffs Zink aus Nah-
rungsmitteln entsprach mit Ausnahme von Vitamin C der empfohlenen Zufuhr (Tab. 10).
Die Vitamin C Zufuhr lag mit 69 mg etwa 1/3 unterhalb der Empfehlungen von 100 mg.
Da MC-Patienten im akuten Schub Obst und Gemuse haufig nicht vertragen und daher
weniger verzehren [29], meiden die Betroffenen Lebensmittel, die wesentlich zur Vita-
min C Aufnahme beitragen. Daher ist eine Zufuhr unterhalb der Empfehlungen plausi-
bel.

Die Zufuhr dieser Nahrstoffe war mit dem Trinkpraparat deutlich hoher als die tagliche
Aufnahme mit der Nahrung (Vitamin C 22-fach, Vitamin E 66-fach, 3-Carotin 10-fach,
Zink 2-fach). Deshalb kdnnen Veranderungen beim antioxidativen Status sowie bei der

antioxidativen Kapazitat auf die Aufnahme des Supplements zurtickgefuhrt werden.

Antioxidative Kapazitat

Um beurteilen zu kénnen, ob sich der antioxidative Status verandert hat, wurden in der
vorliegenden Studie nicht nur die einzelnen Substrate gemessen, sondern auch die

antioxidative Kapazitat, welche die synergistische Wirkung im Plasma widerspiegelt.

Um die Wirkung des Trinksupplements beurteilen zu kdnnen, ist es wichtig, einen mog-
lichen Einfluss von Harnsaure auf den TEAC ausschliel3en zu kdnnen (Harnsaure tragt
mit 19,3 % zum TEAC bei) [183]. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie der Harn-
saurespiegel vor und nach der Intervention gemessen. Da sich der Harnsaurespiegel
nicht signifikant veranderte, kann eine Anderung des TEAC durch Harns3ure ausge-

schlossen werden.

In der vorliegenden Studie war die antioxidative Kapazitat im Plasma nach der
4-wochigen Supplementation im Vergleich zum Ausgangswert signifikant hoher (+13 %,
siehe Abb. 11). Da Vitamin C und E im Plasma zusammen 5 % des TEAC ausmachen
[125, 184] und beide Spiegel um 50 % bzw. 185 % signifikant angestiegen sind, ist der
Anstieg des TEAC zu erwarten gewesen. Auch aufgrund der Beobachtung, dass die
antioxidative Kapazitat im Plasma bei gesunden Erwachsenen hoher ist als bei MC-
Patienten (TEAC Gesunde: 1,68 + 0,08 mM [185] vs. MC-Patienten vorliegende Studie:
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1,36 £ 0,4 mM) - was auch von Genser et al. [57] mittels TRAP nachgewiesen wurde -

ist eine Zunahme der antioxidativen Kapazitat plausibel.

Im Unterschied zur vorliegenden Studie konnten Geerling et al. [87] keine signifikante
Veranderung der antioxidativen Kapazitat im Plasma vor und nach einer 3-monatigen
Supplementation bei MC-Patienten feststellen. Dies ist wahrscheinlich damit zu
erklaren, dass die taglich mit dem Praparat aufgenommene Dosis (40 mg Vitamin C,
8 mg Vitamin E, 0,38 mg Vitamin A, 4,6 mg Zink, 12,4 ug Selen) bei Geerling et al. nur
fur Vitamin C 3 % und fur VitaminE 2 % der Dosis, die mit Intestamin in der
vorliegenden Studie zugefuhrt wurde, betrug. Betrachtet man die absoluten Mengen der
Antioxidantien, fallt auf, dass 40 mg Vitamin C und 8 mg Vitamin E [87] unterhalb der
Mengen liegen, die durchschnittlich pro Tag in Deutschland verzehrt werden [186]. Die
Zufuhr durch das Supplement stellt somit einen unerheblichen Anteil dar. Abgesehen
davon waren die Patienten bei Geerling et al. in Remission und unterschieden sich
bezlglich der antioxidativen Kapazitat nicht von Gesunden [87], wahrend es sich in der
vorliegenden Studie um Patienten in Remission und Rezidiv handelte. Untersuchungen
zeigen, dass MC-Patienten in Remission einen hoheren antioxidativen Status [54] und
wahrscheinlich eine hdhere antioxidative Kapazitat haben als im akuten Schub, dies

konnte die unterschiedlichen Ergebnisse begrunden.

Auch wenn ein Anstieg des TEAC aufgrund des gestiegener Plasmaspiegel von
Vitamin E, Vitamin C und B-Carotin durch die Supplementierung in der vorliegenden
Studie plausibel zu sein scheint, ist zu bedenken, dass Albumin zu 28 % zum TEAC im
Plasma beitragt [187, 188]. Der hohe Beitrag endogener Antioxidantien zum TEAC kann
nachweisbar einen Anstieg der antioxidativen Kapazitat im Plasma bewirken [189]. Da
der Albuminspiegel in der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde, kann ein
madglicher Anstieg von Albumin als Ursache nicht ausgeschlossen werden. In welchem
Ausmaly der Anstieg von Selen (Uber die GPx Aktivitat), R-Carotin oder weiterer
Substanzen mit antioxidativer Wirkung, die nicht gemessen wurden, zur Steigerung des
TEAC beigetragen haben, ist unklar. Alle Patienten nahmen wahrend der Studie 5-
Aminosalicylate ein, die antioxidativ wirken. Da die Medikation wahrend der Studie
konstant gehalten wurde, kann jedoch ein Einfluss auf Unterschiede in der antioxi-

dativen Kapazitat ausgeschlossen werden.

Ein Anstieg der antioxidativen Kapazitat sollte den Schutz vor oxidativem Stress

verbessern. Allerdings ist die klinische Bedeutung bezliglich des gestiegenen TEAC in
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der vorliegenden Studie schwer abzuschatzen, da das im TEAC induzierte ABTS
Radikal nicht im Organismus vorkommt und daher die antioxidative Kapazitat in vivo
nicht zwingend abbildet [190].

Da im Korper diverse Radikale vorkommen, wird von Prior & Cao [125] der Einsatz ver-
schiedener Methoden zur Erfassung der antioxidativen Kapazitat im Plasma empfohlen,
die sich vor allem in der Oxidationsquelle unterscheiden [189]. Die Messung der antioxi-
dativen Kapazitat gegenuber physiologisch relevanten Radikalen (Hydroxyl-, Peroxyl-
und Peroxynitrit) war geplant, konnte jedoch aufgrund methodischer Schwierigkeiten

nicht durchgeflhrt werden.

5.3 Oxidative Stressmarker in Plasma und Leukozyten

Durch reaktive Sauerstoffspezies werden vor allem Leukozyten oder Membranlipide an-
gegriffen. Da ein Anstieg des antioxidativen Status zu erwarten war, wurden in der vor-
liegenden Studie Biomarker ausgewahlt, die sowohl das Ausmal an oxidativem Scha-
den an der DNA (in Plasma und Leukozyten) als auch den Grad der Lipidperoxidation

im Plasma messen.

In der vorliegenden Studie zeigte sich lediglich bei den Peroxiden im Plasma eine signi-
fikante Abnahme im Vergleich zu Studienbeginn. Alle anderen Parameter (DNA-Strang-
briche in Leukozyten, 8-Isoprostane und 8-OHdG im Plasma) blieben unverandert. Das

ist erstaunlich, da der antioxidative Status signfikant gestiegen ist.

DNA Strangbriiche

Um zu Uberprifen, inwieweit sich Veranderungen des Antioxidantiengehaltes und der
antioxidativen Kapazitat im Plasma auf zellularer Ebene auswirken, wurden DNA-Scha-

den in peripheren Leukozyten mit der SCGE gemessen.

In der vorliegenden Studie blieben die endogenen und exogenen Strangbriche unver-
andert (Abb. 12). Vergleichbare Untersuchungen von DNA-Strangbrichen mittels Co-

met Assay bei MC-Patienten existieren bislang nicht.

Auch wenn Artefakte, die durch Isolation von Zellen auftreten, aufgrund der Verwen-
dung von Vollblut ausgeschlossen werden konnen, kann moglicherweise die hetero-

gene Ausstattung der unterschiedlichen Zelltypen bezuglich Katalase und Superoxiddis-
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mutase den hohen Variationskoeffizienten in der vorliegenden Studie (24 %) erklaren
[191, 192].

In einigen Interventionsstudien an Gesunden wurde nach Supplementation von Antioxi-
dantien eine erhdhte Resistenz gegentber H,O, induzierten Strangbrichen festgestellt,
die endogenen DNA-Schaden blieben jedoch unverandert [129, 193-195]. In anderen
Untersuchungen wurden keine Effekte auf endogene und exogene DNA-Schéaden be-
obachtet [196-198]. Deshalb wird vermutet, dass der antioxidative Schutz dieser
Probanden ausreichend war, um mononukleare Blutzellen vor ROS zu schitzen [197,
199]. Untersuchungen zeigen, dass vorwiegend bei Mangelernahrung oder einem er-
héhten Maly an oxidativem Stress eine Supplementierung von Antioxidantien mit einer
Abnahme von DNA-Schaden einhergeht [200, 201] und dass bei Patienten mit chro-
nisch-entzundlichen Erkrankungen mehr Schaden vorliegen als bei Gesunden [202].
Deshalb war in der vorliegenden Studie eine Abnahme der exogenen DNA-Strang-

briche zu erwarten.

Die vorliegende Studie zeigt, dass bei MC-Patienten durch Gabe eines Trinkpraparates,
das reich an Antioxidantien ist, der antioxidative Status sowie die antioxidative Kapazitat
im Plasma verbessert werden kann. Jedoch sagen diese Parameter nichts Uber den
zellularen Redoxstatus aus, der flr das Ausmal} der Einzelstrangbriiche relevant ist. Es
ist daher zu vermuten, dass der zellulare Redoxstatus durch die Intervention unveran-

dert blieb und auch keine Anderungen von DNA-Schaden eingetreten sind.

Eine weitere Erklarung bietet die in vitro Studie von Singh [203], in der nach Zugabe
von 25-50 uM Na-Ascorbat — d.h. bei Konzentrationen im physiologischen Bereich - ein
gesteigerter oxidativer DNA-Schaden in Leukozyten festgestellt wurde. Dies wurde auf
die prooxidativen Effekte von Ascorbinsaure zurtuckgefuhrt. Moglicherweise wurden die
antioxidativen Effekte durch die Supplementation von 1500 mg Ascorbinsaure kompen-
siert. Eine Untersuchung von Szeto & Benzie [204] zeigte jedoch, dass die Zugabe von
Ascorbinsaure und a-Tocopherol ex vivo in Konzentrationen von 0-200 uM bei Lympho-
zyten weder einen DNA protektiven noch bei hdéherer Dosierung einen prooxidativen
Effekt hervorruft.

Da die Messung der Strangbriiche in vivo eine Momentaufnahme vom Gleichgewicht
zwischen Schaden und Reparatur darstellt [110], ist eine Bewertung moglicher Veran-
derungen schwierig. Eine Quantifizierung der DNA-Schaden in vivo ist daher nur zur

Berechnung der exogenen DNA-Schaden als Differenz von behandelten und unbehan-
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delten Zellen zu empfehlen. In weiteren Studien sollte aufgrund der zelltypspezifischen
Sensitivitat der DNA gegenuber Strangbrichen [106] bei der mikroskopischen Analyse
zwischen Leukozytenpopulationen differenziert werden. Da die Unterschiede zwischen
endogenen und exogenen Schaden marginal waren und bei H,O, Behandlung mehr
Strangbriiche zu erwarten sind als bei unbehandelten Zellen, sollte in kiinftigen Studien
die Elektrophoresedauer verlangert werden. Aullerdem konnten die Sensitivitadt und
Spezifitat des Comet Assay durch Zugabe von Reparaturinhibitoren eventuell noch ver-
bessert werden [201, 205].

Um die Bedeutung der antioxidativen Vitamine fir die endogenen DNA-Strangbriche
abschatzen zu kdonnen, ware eine Messung der intrazellularen Konzentrationen sinnvoll.
Zudem sollte der Redoxstatus (GSH) intrazellular bestimmt werden, da nur so eine Aus-

sage Uber oxidativen Stress in vivo mdglich ist [206].

8-Hydroxydesoxyguanosin

8-OHdG ist ein DNA Addukt, das durch spezifische Endonukleasen eliminiert werden
kann, die auch in polymorphonuklearen Leukozyten vorkommen [130]. Oxidierte Basen
aus den Zellen liegen zunachst im Plasma vor bevor sie Uber den Urin ausgeschieden
werden und stellen somit die Schadensrate der DNA dar [131]. Gesteigerte 8-OHdG
Spiegel im Plasma konnen aus einem defizitaren antioxidativen Schutz der DNA in der

Mucosa resultieren. 8-OHdG ist selbst mutagen [132].

D’Odorico et al. [29] stellten mittels HPLC unabhangig von der Krankheitsaktivitat bei
37 MC-Patienten (Rm und Rv) im Vergleich zu Gesunden signifikant erhéhte 8-OHdG
Spiegel in Leukozyten fest. Lih-Brody et al. [15] wiesen hohere mukosale 8-OHdG Kon-
zentrationen bei MC-Patienten im Vergleich zu Gesunden nach. Da der 8-OHdG Spie-
gel in Zellen das Gleichgewicht zwischen 8-OHdG Bildung und Elimination darstellt,
deuten diese Studien auf eine Verschiebung des Gleichgewichtes bei Patienten mit
Morbus Crohn hin. In Hinblick darauf war zu erwarten, dass erhohte 8-OHdG Konzen-
trationen auch im Plasma von MC-Patienten vorliegen. Es existieren keine Unter-
suchungen, in denen die Konzentration von 8-OHdG im Rahmen einer vergleichbaren

Interventionsstudie bei MC-Patienten untersucht wurde.

In der vorliegenden Studie blieb der 8-OHdG Spiegel im Plasma unverandert (Kapitel
4.5.2). Aufgrund der Beobachtungen von D’'Odorico et al. [29], die keine Korrelation
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zwischen 8-OHdG in Leukozyten und den Vitaminen A, E und dem R-Carotinspiegel im
Plasma feststellten, scheinen diese Antioxidantien im Plasma jedoch nicht mafRgeblich
zum Schutz der DNA vor oxidativem Stress beizutragen. Diese Vermutung wird durch
die Ergebnisse von Prieme et al. [207] gestltzt, die nach Supplementation von 500 mg
Ascorbinsaure und 200 mg Tocopherol / Tag bei gesunden Rauchern, welche ebenfalls
unter oxidativem Stress leiden, Uber zwei Monate ebenfalls keine Veranderungen der
8-OHdG Spiegel im Urin zeigten. Da der zellulare Redoxstatus primar durch das intra-
zellulare GSH-GSSG Ratio bestimmt wird [170] und nicht durch die Konzentration
antioxidativer Pro-/ Vitamine im Plasma, sind diese Ergebnisse nachvollziehbar. Das
wurde auch erklaren weshalb der 8-OHdG Spiegel trotz eines Anstieges des mukosalen

Glutathionspiegels in den entzindeten Darmabschnitten unverandert blieb (Abb. 10).

Andererseits ist zu bedenken, dass die Standardabweichung mit 30-40 % relativ hoch
war und die Fallzahl sehr gering. Deshalb ist das Ergebnis bezlglich des 8-OHdG frag-
wurdig. Zudem gibt es keine experimentellen Daten, die die Existenz einer Verbindung
zwischen Leukozyten und anderen Geweben betreffend oxidativer DNA Schaden unter-
suchen [208].

Peroxide

In der vorliegenden Studie nahm die Konzentration der Peroxide (Lipid- und Hydroper-
oxide) im Plasma ab (Kapitel 4.5.3). Bei Aghdassi et al. [39], die im Unterschied zu der
vorliegenden Studie ausschlieBlich den Lipidperoxidspiegel untersuchten, wurde nach
4-wochiger Supplementation von Antioxidantien (1000 mg Vitamin C, 536 mg Vitamin
E) ebenfalls eine signifikante Abnahme bei MC-Patienten beobachtet. Allerdings waren

die Patienten bei Aghdassi et al. in Remission und Nichtraucher.

Wegen der fehlenden Kontrollgruppe ist es schwierig, die Abnahme der Peroxide im
Plasma auf die Supplementation zurickzuflihren. Auf der anderen Seite zeigt die
doppelblinde, randomisierte und kontrollierte Studie von Aghdassi et al., die in vielen
Merkmalen (z.B. Interventionsdauer, Dosis) ahnlich ist, vergleichbare Ergebnisse. Da
sich der antioxidative Status der fett- und wasserl6slichen Antioxidantien nach Gabe der
hochdosierten Antioxidantien verbessert hat, ist eine Abnahme der Peroxide im Plasma

verstandlich.
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In der vorliegenden Studie nahmen 6 der 8 Probanden zu Studienbeginn 5-ASA Prapa-
rate ein, die antioxidativ wirken [209]. Die Tatsache, dass jedoch selbst bei Einnahme
von 5-ASA Praparaten die Pentankonzentration im Expirationsvolumen erhdht war [32],
lasst vermuten, dass die Wirkung von 5-ASA in vivo marginal ist. Abgesehen davon
wurde die Medikation wahrend der Intervention konstant gehalten, so dass eine Abnah-

me der Peroxide in der vorliegenden Studie durch die Medikation unwahrscheinlich ist.

Daher kann die Abnahme der Peroxide im Plasma wahrscheinlich auf die Wirkung des

Trinksupplementes zuruckgefuhrt werden.

Isoprostane

Isoprostanspiegel sind in Plasma und Urin bei MC-Patienten im Vergleich zu Gesunden
signifikant erhoht [32, 39, 210].

In der vorliegenden Studie veranderte sich die Isoprostankonzentration im Plasma nicht
signifikant (Kapitel 4.5.4), wahrend bei Aghdassi et al. [39] nach Supplementierung ver-
gleichbarer Dosen von Vitamin C (1000 mg/d) und Vitamin E (560 mg/d) uber 4 Wochen

eine Abnahme der Isoprostane nachgewiesen wurde.

Da die fettldslichen Antioxidantien im Plasma (3-Carotin und Tocopherol) vor Lipidper-
oxidation schitzen und ihre Konzentration in der vorliegenden Studie angestiegen ist,
ware eine Abnahme der Isoprostankonzentration wie bei Aghdassi et al. zu erwarten

gewesen.

Auffallig ist, dass die Isoprostanspiegel im Plasma bei Aghdassi et al. zur Baseline im
Mittel bei 200-300 pg/ml lagen und nach der Intervention bei 100-200 pg/ml. In der vor-
liegenden Studie waren die Isoprostanspiegel im Durchschnitt deutlich geringer (17 =7
pg/ml vor und 18 + 6 pg/ml nach Intervention). Die Lipidperoxidation ist bei Rauchern
[211] und im akuten Schub [210] erhdht. Bei Patienten im akuten Schub wurden héhere
Isoprostanspiegel festgestellt als bei Patienten in Remission [32]. Da in der vorliegen-
den Studie 75 % der Probanden Raucher waren und die meisten im akuten Schub — bei
Aghdassi et al. nahmen ausschlie3lich Nichtraucher in Remission teil — sind héhere Iso-

prostanspiegel zu erwarten als bei Aghdassi et al.

Durch Hydrolyse werden die mit Lipoproteinen veresterten Isoprostane freigesetzt und
mit den freien Isoprostanen im Plasma (ca. 50 %) nachgewiesen [69, 212]. In Hinblick

auf die Hydrolyse, die in der vorliegenden Studie durchgeflhrt wurde, waren hohere
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Konzentrationen als bei Aghdassi et al. zu erwarten gewesen, da veresterte und freie

Isoprostane erfasst wurden.

Die F2-lsoprostanklasse besteht aus diversen Substanzen [213]. Aus der Veroffent-
lichung von Aghdassi et al. geht nicht hervor, welche Substanzen gemessen wurden, da
dort nur generell der Nachweis von F2-lIsoprostanen erwahnt wird, ohne diese Angabe
zu spezifizieren. Aufgrund der o.g. Argumente ist zu vermuten, dass bei Aghdassi et al.
diverse Substanzen der F2-Isoprostanklasse nachgewiesen wurden und daher in dieser
Studie der Isoprostanspiegel ungefahr um den Faktor 10 hoher liegt als in der vorliegen-
den Studie, bei der nur 8-Isoprostane gemessen wurden. Mdéglicherweise hat bei Agh-
dassi et al. der Plasmaspiegel von anderen Substanzen der F2-Isoprostanklasse abge-

nommen, die in der Summe zu einer signifikanten Veranderung gefuhrt haben.

Vergleichende Messungen von Isoprostanen im Plasma von Gesunden zeigten 6-fach
geringere Konzentrationen als bei den MC-Patienten der vorliegenden Studie zur Base-
line (3 pg/ml vs. 17 pg/ml). Da das Plasma gesunder Probanden noch geringere Kon-
zentrationen aufweist (3 pg/ml), die um ein Vielfaches unterhalb des vom Hersteller ge-
nannten Referenzbereiches liegen (40-100 pg/ml) [214], ist ein systematischer Fehler in
der vorliegenden Studie nicht auszuschliel3en. Dieser kdnnte auch die im Vergleich zu
Aghdassi et al. geringeren Isoprostanspiegel erklaren. Isoprostane stellen aufgrund
ihrer Stabilitat im Probenmaterial einen verlasslichen Marker fur Lipidperoxidation
dar [138], so dass Lagerverluste als Ursache fur die niedrigen Isoprostanspiegel in der

vorliegenden Studie ausgeschlossen werden kénnen.

Die Tatsache, dass die Peroxide im Plasma abgenommen haben und sich die Isopros-
tane nicht verandert haben ist nicht als Widerspruch zu sehen, weil die Peroxide eine
Substanzgruppe aus Hydro- und einer Vielzahl von Lipidperoxiden umfassen, wogegen
die Isoprostane nur eine spezifische Substanzklasse unter den Lipidperoxiden dar-

stellen.

54 Inflammatorische Marker

Untersuchungen von Stallmach et al. [113] zeigten, dass Biopsien von entziindeten
Darmabschnitten bei MC-Patienten verglichen mit Biopsien von nicht-entziindeten

Darmabschnitten signifikant hohere Transkriptspiegel von IL-1, IL-8 und MRP-14 auf-
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wiesen [215]. Diese Beobachtung legt nahe, dass die Expression dieser Gene eng mit

der Pathogenese der mukosalen Entzindung und der Gewebezerstérung assoziiert ist.

MRP-14 ist ein calciumbindendes Protein, das von humanen Monozyten/ Makrophagen
und Granulozyten nach Aktivierung von Protein Kinase C sezerniert wird. Der Trans-
kriptspiegel von MRP-14 ist bei akuter Entzindung erhéht [216]. Bei MC-Patienten
wurden im Vergleich zu Gesunden in nicht-entzindeten Mucosaproben hohere mRNA
Spiegel von MRP-14 nachgewiesen [217]. Die Expression von MRP-14 korreliert mit der

Krankheitsaktivitat bei entzindlichen Darmerkrankungen (r = 1) [112].

Interleukin-8 wirkt als Chemotaxin und aktiviert polymorphonukleare Neutrophile, die in
grolier Anzahl in intestinalen Lasionen bei MC-Patienten nachzuweisen sind. In Studien
zeigten sich bei MC-Patienten signifikant erhohte IL-8 mMRNA Konzentrationen im Ver-
gleich zu Gesunden [215, 218-220]. Eine erhdhte Expression von TH-1 assoziierten
Cytokinen wie IL-8 wurde hauptsachlich in chronischen Lasionen von MC-Patienten
beobachtet und korreliert ebenfalls mit dem CDAI (r = 1) [112, 218, 221, 222].

In der vorliegenden Studie veranderten sich die Transkriptspiegel von IL-8 und MRP-14
nicht signifikant. Da die Transkriptspiegel von IL-8 und MRP-14 in Remission geringer
sind als im akuten Schub [142] und 6 der 8 Probanden nach der Intervention in Hinblick
auf den IBDQ die Remission erreicht haben, ware eine Abnahme der Transkriptspiegel
zu erwarten gewesen. Auf der anderen Seite zeigte eine Untersuchung von Yama-
moto et al., dass MC-Patienten auch ohne Normalisierung der Cytokinspiegel die Re-
mission erreichen konnen [142]. Da die Standardabweichungen der untersuchten
Transkriptspiegel sehr hoch waren (bis zu 182 %), moglicherweise bedingt durch das
heterogene Probandenkollektiv, ist die untersuchte Fallzahl (n = 8) zu gering, wodurch
potentielle Effekte durch die Intervention Uberlagert worden sein konnten. Deshalb kann

die Aussagekraft dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden.

Bisher existiert eine in vitro Untersuchung von Reimund et al. [85], bei der nach Zugabe
von Antioxidantien (Butylhydroxianisol, Tetrahydropyran und Nordihydroguaiaretische
Saure (5 M) zu Zellkulturen von Peripheren Mononucledren Zellen und Mucosa-
gewebe eine Abnahme der IL-1 und IL-6 Konzentration beobachtet wurde. Ob diese
Effekte auch durch Supplementierung von Antioxidantien bei MC-Patienten erreicht
werden konnen, sollte in der vorliegenden Studie geklart werden. Diese Frage kann auf-

grund des unkontrollierten Studiendesigns nicht beantwortet werden.

79



5 Diskussion

5.5 Klinische Parameter
Lebensqualitat

Es sollte mit Hilfe des IBDQ Uberpruft werden, ob durch die Intervention eine Besserung

der klinischen Symptome und der Lebensqualitat erzielt werden konnte.

Zu Beginn der Studie waren gemaf des IBDQ 5 von 8 Patienten (62 %) im akuten Sta-
dium ihrer Erkrankung, das als Punktesumme < 170 definiert ist [145]. Dieses Ergebnis
deckt sich nahezu mit dem CDAI, wonach vor der Intervention 50 % der Patienten im
akuten Schub waren. Nach der Intervention hatten 3 der 6 Patienten einen IBDQ > 170

und erzielten damit die Remission.

In der vorliegenden Studie war die Lebensqualitdt nach der Intervention signifikant
hoher als vor der Intervention. Da die Punktsumme des IBDQ mit dem CDAI korreliert
[223, 224], kann davon ausgegangen werden, dass der Anstieg der Lebensqualitat auf
eine Besserung der klinischen Symptome zurtickzuflhren ist. Diese Veranderung kann
jedoch nicht ausschlieBlich auf die Intervention zurtickgeflihrt werden, weil alle Patien-
ten medikamentos u. a. mit Cortison behandelt wurden, das die Entzundung verringert

und damit die Beschwerden und eine Verbesserung der Lebensqualitat erwarten lasst.

Vergleichbare Interventionsstudien, bei denen der IBDQ nach einer diatetischen Inter-
vention gemessen wurde, liegen nicht vor, da die Validierungsphase der verschiedenen
Lander erst seit kurzem abgeschlossen ist. Der IBDQ wird bisher in Medikationsstudien

oder als Screeninginstrument in Querschnittstudien verwendet.

Ernahrungszustand

In dieser Studie waren gemafly SGA 50 % der Probanden gut ernahrt, 50 % zeigten ein
Risiko fur Mangelernahrung bzw. waren mangelernahrt. Norman et al. [225] stellten da-
gegen fest, dass 8 % der hospitalisierten Patienten mit chronisch-entzindlichen Darm-
erkrankungen ein Risiko fir Mangelernahrung aufwiesen (SGA B), bzw. mangelernahrt
waren (SGA C). Der 6-fach hohere Anteil der Patienten mit Mangelernahrung bzw.
Risiko fur Mangelernahrung in der vorliegenden Studie konnte durch das Krankheitssta-
dium bedingt sein. In der vorliegenden Studie waren 62 % der Patienten (gemessen
anhand CDAI) im akuten Schub, in dem eine bedarfsgerechte Energie- und Nahrstoff-
zufuhr haufig nicht maoglich ist [29]. Bei Norman et al. wurden keine Angaben zum

Krankheitsstadium gemacht. Auch wenn der SGA eine subjektiver Parameter ist, fuhrt
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die Einschatzung des Erndhrungsstatus mittels SGA in 91 % der Falle zum gleichen Er-
gebnis [226]. Die Subjektivitat des SGA kann daher die unterschiedlichen Ergebnisse

nicht erklaren.

Betrachtet man hingegen den Praalbuminspiegel im Plasma als Indikator flr den Ernah-
rungszustand, liegen 3 Probanden im unteren Referenzbereich < 150, der auf ein mafi-

ges Defizit bezuglich Proteinversorgung hinweist [118].

Diese Patienten waren jedoch mit einer Ausnahme nach SGA nicht mangelernahrt. Dies
ist andererseits nicht als Widerspruch zu sehen, da der Praalbuminspiegel einen kurz-
fristigen Proteinmangel (> 2 Tage) anzeigt [118], wahrend der SGA Symptome berlck-
sichtigt, die in Folge eines mehrwdchigen Protein-/ Energiemangels entstehen [226]. Da
der SGA nicht als Verlaufsparameter geeignet ist, wurde der Erndhrungsstatus nach der
Intervention nur anhand von Praalbumin eingeschatzt. Hierbei zeigte keiner der Patien-
ten mehr einen Praalbuminspiegel im defizitaren Bereich, auch wenn der durchschnitt-

liche Praalbuminspiegel nicht signifikant angestiegen ist.

In einigen Untersuchungen stellte man keine Korrelation bei kritisch Kranken zwischen
Praalbumin und dem Ernahrungsstatus (BMI und SGA) fest [227, 228]. In Hinblick auf
auf die kurze Halbwertszeit des Praalbumins sowie die alleinige Abhangigkeit der Pro-
teinversorgung ist jedoch fraglich, inwiefern Praalbumin als Marker zur Beurteilung des

Ernahrungszustandes bei MC-Patienten herangezogen werden kann.

5.6 Schlussbetrachtung

Die vorliegende Arbeit sollte zeigen, ob der vierwdchige Konsum eines Trinksupplemen-
tes mit hohem Gehalt an Antioxidantien und Glutamin den antioxidativen Status ver-
bessern, den oxidativen Stress verringern und den Entzindungsprozess in der Mucosa

bei Patienten mit aktivem Morbus Crohn vermindern kann.

Mit dem Trinksupplement wurden u. a. Vitamin C, E, 3-Carotin und Selen in einer Dosis
zugefuhrt, die einem Vielfachen der D-A-CH Referenzwerte entspricht. Da die Plasma-
spiegel der meisten Antioxidantien, die im unteren Normbereich lagen und durch die
Einnahme des Trinksupplementes (mit Ausnahme von Zink) auf Konzentrationen im
mittleren bis oberen Referenzbereich angestiegen sind, scheint die zugefiuhrte Dosis

adaquat gewesen zu sein. Die zugeflhrte Tagesdosis an Antioxidantien lag unterhalb
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einer kritischen Dosis, bei der gesundheitsschadliche Effekte zu beflirchten sind [153,
229].

Da die mit dem Trinksupplement zugefihrte Dosis an Mikronahrstoffen um ein Viel-
faches hoher war als die mit der Nahrung aufgenommenen Mengen, kann die Verbes-
serung des antioxidativen Status (Vitamin A, C, E, 3-Carotin und Selen) im Plasma auf

die Einnahme des Trinksupplementes zuruckgefuhrt werden.

Der Anstieg der antioxidativen Kapazitat im Plasma ist in Hinblick auf den verbesserten
antioxidativen Status plausibel. Ein Einfluss von Harnsaure auf den Anstieg des TEAC
konnte ausgeschlossen werden. Albumin liefert unter den Antioxidantien den héchsten
Beitrag zum TEAC im Plasma [125], wurde aber in der vorliegenden Studie nicht unter-
sucht und sollte in zukunftigen Untersuchungen bertcksichtigt werden, um ausschlie-
Ren zu koénnen, dass Veranderungen des TEAC nicht durch Anderungen von Albumin

bedingt sind.

Glutamin ist das bevorzugte Energiesubstrat flr Enterozyten und Kolonozyten [171] und
Precursor von Glutathion. Die Konzentration von Glutamin im Plasma blieb unverandert.
Da 50 % der Patienten laut SGA mangelernahrt waren oder ein Risiko fur Mangel-
ernahrung hatten und die Energiezufuhr wahrscheinlich nicht bedarfsgerecht war, wur-
de das Glutamin wahrscheinlich zur Energiegewinnung verwendet. Vermutlich wurde
ein Teil des Glutamins zur Glutathionsynthese herangezogen, was auch den Anstieg

der Glutathionkonzentration in der entziindeten Mucosa erklaren konnte.

Aufgrund der Beobachtung, dass weder DNA-Strangbriiche in vivo und ex vivo noch
8-OHdG im Plasma abnahmen, ist zu vermuten, dass der Anstieg der Antioxidantien im
Plasma nicht zu einer Veranderung des zellularen Redoxstatus gefuhrt hat. Auch wenn
Glutathion den zellularen Redoxstatus bestimmt [170] und eine Zunahme des Gluta-
thiongehaltes in der Mucosa festgestellt werden konnte, ist dies nicht als Widerspruch
zu sehen, weil der Redoxstatus vielmehr vom GSH-GSSG Ratio bestimmt wird als von
Gesamtglutathion [230].

Als oxidative Stressmarker im Plasma wurden Peroxide und 8-lsoprostane gemessen.
Im Gegensatz zu den zellularen Biomarkern flr oxidativen Stress (8-OHdG, DNA-
Strangbriche) konnte eine Abnahme der Peroxide beobachtet werden. Dieser Effekt ist
plausibel, da sich der antioxidative Status und die antioxidative Kapazitat im Plasma
insgesamt verbessert haben. Die Tatsache, dass sich die 8-Isoprostane als spezieller

Marker fur Lipidperoxidation nicht verandert haben, steht nicht im Gegensatz zu der Ab-
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nahme der Gesamtperoxide, da die 8-Isoprostane nur eine kleine Substanzgruppe

innerhalb einer Vielzahl von Lipidperoxidationsprodukten darstellen [138].

Da die Genexpression vom zellularen Redoxstatus abhangt [231] und die Transkript-
spiegel von IL-8 und MRP-14 in der Mucosa unverandert blieben, ist zu vermuten, dass
sich der zellulare Redoxstatus nicht verandert hat. Neuere Untersuchungen deuten da-
rauf hin, dass der Redoxstatus von vielen unbekannten Groflen moduliert wird [131] um
oxidativen Stress zu kompensieren. Da die Krankheitsaktivitat mit der mukosalen Ent-
zundung assoziiert ist [112] und die Lebensqualitat, die auch die Krankheitsaktivitat
reflektiert [224], angestiegen ist, ware mit der Steigerung der Lebensqualitat indirekt

eine Abnahme der Transkriptspiegel zu erwarten gewesen.

Ein Nachteil dieser Studie ist das unkontrollierte Studiendesign, das die Aussagekraft
generell einschrankt. Wahrend eine Verbesserung des antioxidativen Status im Plasma
trotz des unkontrollierten Designs wahrscheinlich ist, und daher auch eine direkte
Wirkung auf die Gesamtperoxide im Plasma haben kénnte, hangen die Ubrigen Para-
meter (DNA Strangbruche, Oxidation von DNA Basen, Expression inflammatorischer
Cytokine/ Chemokine) vom zellularen Redoxstatus ab [232], der nicht untersucht wurde.
Eine Korrelation zwischen Peroxidationsprodukten im Plasma und DNA-Einzelstrang-
briichen wurde von Dotan et al. [233] nicht festgestellt. Ob eine Verbesserung des anti-
oxidativen Status im Plasma Auswirkungen auf den Redoxstatus in der Zelle hat, bleibt
unklar. Die Hypothese, dass Antioxidantien freie Radikale quenchen und somit oxidati-
ven Stress vermindern, ist wahrscheinlich zu einfach. Viele zellulare Prozesse wie die
Regulation der Genexpression, und intrazellulare Signalwege werden durch den zellula-
ren Redoxstatus in einem komplexen Austausch moduliert. Die Konsequenzen, die eine
Supplementation mit Antioxidantien bewirken kdnnte, sind noch nicht abschlieRend ge-
klart worden [131].

Abgesehen davon ist aufgrund der hohen Standardabweichung sowie des hohen Varia-
tionskoeffizienten bei den Parametern fur oxidativen Stress (DNA-Strangbrichen, 8-
OHdG, Peroxiden, Isoprostanen) und bei den Transkriptspiegeln von IL-8 und MRP-14
eine Bewertung dieser Daten bei der geringen Fallzahl sowie dem heterogenen Proban-

denkollektiv nur eingeschrankt moglich.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass eine hochdosierte Gabe von Antioxidantien und
Glutamin den antioxidativen Status zumindest im Plasma verbessern kann. Ob damit

tatsachlich eine Abnahme der oxidativen Stressmarker und des Entzindungsprozesses

83



5 Diskussion

in der Darmmucosa erzielt werden kann, kann mit dieser Pilotstudie nicht beantwortet
werden. Deshalb sind weitere Studien mit kontrolliertem Design und einer adaquaten

Fallzahl wiinschenswert.

Diese Studie hat gezeigt, dass der Erfolg einer Interventionsstudie von der Compliance
der Patienten abhangt. In der vorliegenden Studie war die Rekrutierung geeigneter
Probanden mit guter Compliance schwierig, so dass die Fallzahl sehr gering war, keine
Kontrollgruppe mitgefuhrt werden konnte und auch bei den Teilnahmekriterien Kompro-
misse getroffen werden mussten. Die Bereitschaft, sich einer Koloskopie zu unter-
ziehen, die zur Gewinnung der Biopsien notwendig war, schrankte das Probanden-
kollektiv ein. Wenn in weiterflihrenden Untersuchungen mukosale Biopsien gewonnen
werden, was aus wissenschaftlicher Sicht winschenswert ist, z. B. zur Messung von
antioxidativem Status, Redoxstatus und lokalem Entzindungsgeschehen in der
Mucosa, musste eine Multicenterstudie durchgefuhrt werden, da eine adaquate Fallzahl
bei einer Mono-/ Bicenterstudie nicht realisiert werden kann. Andernfalls musste sich
eine Interventionsstudie auf systemische Marker beschranken, die laut Vermeire et al.
[234] und Solem et al. [235] bezuglich Praktikabilitat bzw. Compliance eine gute

Alternative sind und gut mit mukosalen Markern korrelieren [235].

In Hinblick auf die starke individuelle Streuung bei Markern fir oxidativen Stress und
Entzindung ist ein homogenes Probandenkollektiv bezuglich Krankheitsaktivitat und

Raucherstatus anzustreben.

Wie in der vorliegenden Studie bereits realisiert scheint es wichtig, in weiteren Studien
neben dem antioxidativen Status, der antioxidativen Kapazitat zur Abschatzung der Bio-
verfugbarkeit und der oxidativen Stress- und Entzindungsmarker die Lebensqualitat
und den Erndhrungszustand zu ermitteln. Dartber hinaus empfiehlt sich eine Bestim-
mung des GSH/GSSG-Ratio als Indikator fir den Redoxstatus, der eine zentrale Rolle
fur die Expression inflammatorischer Gene spielt, sowie des CRP und des CDAI vor

und nach Intervention.

Auch wenn aus den Ergebnissen dieser Studie bezuglich oxidativem Stress und muko-
saler Entzindung keine Empfehlungen zur Supplementierung von MC-Patienten abge-
leitet werden kdnnen, ware diese wegen der Verbesserung des antioxidativen Status in

Erwagung zu ziehen.
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6 Zusammenfassung

Studien haben gezeigt, dass MC-Patienten im Vergleich zu Gesunden geringere Kon-
zentrationen an antioxidativen Vitaminen im Plasma aufweisen. Verbindungen, die bei
der Oxidation von Lipiden und DNA entstehen, sind in erhéhten Konzentrationen nach-
weisbar, was eine erhOhte Belastung des Organismus mit ROS anzeigt (oxidativer
Stress). Da oxidativer Stress durch verstarkte Genexpression inflammatorischer Cyto-
kine den chronischen Entzindungsprozess stimuliert, sollte in dieser Studie untersucht
werden, ob durch Gabe eines Trinksupplementes mit hohem Gehalt an Antioxidantien
und Glutamin der antioxidative Status verbessert, der oxidative Stress reduziert, die

Entzindung in der Mucosa verringert und die Lebensqualitat gesteigert werden kann.

Hierzu wurde eine Interventionsstudie mit 8 Patienten (5 Frauen, 3 Manner, CDAI
163 + 73) aus 2 klinischen Zentren (Marienhospital Essen, Medizinische Klinik Bonn)
zwischen Januar 2005 und Marz 2006 durchgefuhrt. Die Probanden erhielten 4 Wochen
lang 2 x taglich 200 ml Intestamin® trink (Fresenius Kabi, Bad Homburg) zusatzlich zur
Basismedikation. Hiermit wurden taglich 1500 mg Vitamin C, 500 mg Vitamin E, 10 mg
3-Carotin, 300 ug Selen, 20 mg Zink, 30 g Glutamin (als Dipeptid) zugefihrt.

Vor und nach Intervention wurden Blutproben und Biopsien aus der entziindeten sowie
der makroskopisch normalen Mucosa gewonnen. Die Konzentration von Vitamin A, C, E
und R-Carotin, Selen und Zink, Glutamin, Glutathion sowie die antioxidative Kapazitat
wurden im Plasma gemessen. Oxidativer Stress wurde mittels DNA-Strangbrichen in
Leukozyten, sowie der Spiegel von 8-OHdG, Peroxiden und 8-Isoprostanen im Plasma
bestimmt. In den Biopsien wurden die Glutathiongehalte sowie die Transkriptspiegel
von IL-8 und MRP-14 analysiert. Die Aufnahme der nutritiven Antioxidantien wurde mit
einem standardisierten 3-Tage Ernahrungsprotokoll ermittelt. Die Einnahme des
Supplementes sowie Medikation und Beschwerden wurden in einem Patiententagebuch

dokumentiert. Die Lebensqualitat wurde mit Hilfe des IBDQ quantifiziert.

Von den 8 Patienten beendeten 6 die Studie. Nach 4-wdchiger Intervention waren die
Spiegel von Vitamin A, C, E, R-Carotin, Selen und die antioxidative Kapazitat im Plasma
gestiegen. Dies belegt einerseits die gute Compliance sowie die hohe Bioverfluigbarkeit
der im Praparat enthaltenen Substanzen. Da der Beitrag des Trinksupplementes zur

Gesamtaufnahme um ein Vielfaches Uber der nutritiven Aufnahme von Antioxidantien
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lag, ist die Verbesserung des antioxidativen Status im Plasma auf die Einnahme des

Trinksupplementes zurtckzufuhren.

Die Abnahme der Gesamtperoxide im Plasma ist nachvollziehbar, da sich der anti-
oxidative Status verbessert hat. Es ist unklar, weshalb alle anderen Spiegel oxidativer
Stressmarker (DNA-Strangbriiche in Leukozyten, 8-OHdG, 8-Isoprostane im Plasma)
nicht abgenommen haben. Moglicherweise hat sich der Redoxstatus in der Zelle trotz
einer Zunahme der antioxidativen Kapazitat im Plasma nicht verbessert. Dies konnte
das Ausbleiben von Effekten auf zellulare Stressmarker (DNA-Strangbriche, 8-OHdG)
erklaren. Da die 8-Isoprostane lediglich eine Subgruppe innerhalb der F2-lIsoprostane
und damit innerhalb der Lipidperoxidationsmarker darstellen, ist das Ausbleiben von
Effekten nicht in Widerspruch zur Abnahme der Gesamtperoxide im Plasma zu sehen.
Aufgrund der geringen Fallzahl und der hohen Streuung ist eine Bewertung streng ge-

nommen nicht moglich.

Mit der Einnahme des glutaminhaltigen Trinksupplementes stieg der Glutathiongehalt in
der entzindeten Mucosa an und erreichte Gehalte der makroskopisch unauffalligen
Mucosa. Da der Gesamtglutathiongehalt nicht den zellularen Redoxstatus reflektiert,
kann damit nicht zwingend ein antiinflammatorischer Effekt assoziiert werden. Eine
Reduktion der mukosalen Transkriptspiegel von IL-8 und MRP-14 wurde nicht
beobachtet. Allerdings war die Standardabweichung auch hier relativ hoch, evtl. bedingt
durch die unterschiedliche Krankheitsaktivitat. Um valide Aussagen bezuglich oxidativer
Stress- und Entzindungsmarker treffen zu kdnnen, ist ein kontrolliertes Studiendesign

sowie ein homogeneres Probandenkollektiv erforderlich.

Der Anstieg der Lebensqualitat reflektiert auch eine Abnahme der Beschwerden, kann
jedoch aufgrund der Basismedikation und des unkontrollierten Designs nicht auf das

Trinksupplement zurlickgefuhrt werden.

Trinksupplemente mit hohem Gehalt an Antioxidantien und Glutamin koénnen bei
MC-Patienten den antioxidativen Status im Plasma und moglicherweise auch in der ent-
zuindeten Mucosa verbessern. Da Uber eine verminderte Expression inflammatorischer
Gene gunstige Effekte auf den Krankheitsverlauf zu erwarten sind, ware es winschens-
wert, diesen Therapieansatz in einer placebokontrollierten Studie mit einer adaquaten

Fallzahl auf seine Wirksamkeit hin zu untersuchen.
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Anhang

Anhang
Anhang A
Aufnahme Klinik Nr. Proband Nr.
Allgemeine Patientendaten (1)
Datum __.2004
Geschlecht O mannlich O weiblich
Geburtsdatum .
Aufnahme O Ambulant
O Stationar (Notambulanz / Chirurgie / Innere Medizin
O Sonstige:
Vorverweildauer Tage
Staatsangehdérigkeit O deutsch
O andere
Geburtsland O Deutschland

O anderes Land
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Aufnahme Klinik Nr. Proband Nr.

Allgemeine Patientendaten (ll)

Korperliche Situation

ICD-10-Code

Aufnahme- / Arbeitsdiagnose .
Nebendiagnosen bei Aufnahme L
Medikamente

Stlick/Tag

Stlick/Tag

Stick/Tag
5-ASA O ja O nein
Antibiotika Oja O nein
Immunsuppressiva O ja O nein
Keine Medikation O ja O nein
Einnahme von Corticosteroiden O ja O nein, nicht seit
CDAI O <150 O 150-250 O > 250

Wie lange besteht die Krankheit schon? Diagnose?

Welche Darmabschnitte sind hauptsachlich befallen? O Kolon O Dinndarm O lleum O
Sonstige

Dinndarmresektion O ja O nein

Kurzdarmsyndrom O ja O nein

Allergien / Unvertraglichkeiten

Bestehen Nahrungsmittelallergien oder Intoleranzen? O ja O nein
Besteht eine Lactoseintoleranz? O ja O nein
Besteht eine Zoliakie / Sprue? O ja O nein
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Ergebnis der Biopsie:

Abszesse
Stenosen
Fissuren

Besonderheiten

O ja
O ja
O ja

O nein
O nein

O nein

Biopsie entnommen aus: O Rektum

Klinische Einschéatzung

Anthropometrie

aktuelles Gewicht
GroRRe
BMI

Labor

Albumin (neph.) (g/dL)
Leukozyten (TSD)
Erythrozyten (Mio.)
Hamoglobin (g/dL)
Hamatokrit (L/L)
Thrombozyten (TSD)
Lymphozyten (%)

%

O sonstige Abschnitte, welche

O unterernahrt

OIN0)

normal ernahrt
uberernahrt

kg

cm (stehend / liegend / nicht gemessen / Ausweis)

abs. Lymphozytenzahl (TSD/pl)

Blutglucose (mg/dL)

Creatinin (mg/dL)
Harnstoff (mg/dL)
Cholesterin (mg/dL)
Gesamtprotein (g/dL)
Cholinesterase (u/L)
Natrium (mval/L)
Kalium (mval/L)
Calcium (mval/L)
CRP (mg/dL)

Harnsaure
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Aufnahme Klinik Nr. Proband Nr.

Erndhrungszustand

Subjective Global Assessment (SGA) — Subjektive Erfassung des Erndhrungszustands

A. Anamnese
1. Gewichtsveranderung
Gewichtsverlust in den letzten 6 Monaten: kg ( % )
Veranderung in den letzten 2 Wochen: O Zunahme
O keine Veranderung
O Abnahme

2. Veranderung der Nahrungszufuhr (im Vergleich zur gewdhnlichen Zufuhr)

[ keine Veranderung

O Veranderung: Dauer: __ Wochen Art: suboptimale feste Kost
ausschlieBlich flissige Kost
hypokalorische Flissigkeiten

keine Nahrungsaufnahme

oooa

3. Gastrointestinale Symptome (die > 2 Wochen bestehen)
[ keine [ Erbrechen O Appetitlosigkeit
O Ubelkeit O Durchfall

4. Leistungsfahigkeit

O voll leistungsfahig

O eingeschrankt: Dauer: __ Wochen Art: [0 eingeschrankt arbeitsfahig

O gehfahig
1 bettlagrig
5. Auswirkungen auf den Nahrstoffbedarf
Hauptdiagnose:
Metabolischer Bedarf: O kein Stress O geringer Stress

OO maRiger Stress O grolder Stress
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B. Untersuchung (0 = normal, 1+ = gering; 2+ = maRig, 3+ = ausgepragt)
___ Verlust von subkutanem Fettgewebe (Trizeps, Brust)
____ Muskelatrophie (Quatrizeps, Deltoideus)
Kndchelddem
____ Prasakrale Odeme (Anasarka)
Aszites

C. Subjektive Einschdtzung des Ernahrungszustandes
0 A =guterndhrt

O B = maRig mangelernahrt oder mit Verdacht auf Mangelernahrung
O C = schwer mangelernahrt
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Aufnahme

Klinik Nr. Proband Nr.

Ublicher Umgang mit Erndhrungsproblemen (l)

Dokumentation des Erndhrungszustands in der Krankenakte

nein
@)

O O O

ja
O

O O O

O

klinische Einschatzung: O gut O schlecht O mittelmafig
O adipés O Stammfettsucht O kachektisch

Gewicht vor Intervention: kg

Gewicht nach Intervention: kg

Korpergrolie cm
sonstiges

Dokumentation von Erndhrungsproblemen / Risikofaktoren in der Krankenakte

nein
@)

O O O O

ja
O

O O O O

Appetit: © 0.B./
Gewicht vor der Einweisung: O 0.B. O zu O ab kg seit:

Genussmittelkonsum (Alkohol, Rauchen)
Schwierigkeiten bei Lebensmitteleinkauf und/oder Zubereitung

sonstiges

Durchgefiihrte TherapiemalRnahmen

Ernahrungsberatung O nein O ja

Diatverordnung

O nein O ja

Erndhrungsmedizin. Intervention O nein O ja
wenn ja: Art: O total parenteral O supportiv parenteral
O total enteral O supportiv enteral
O supportiv oral (Trinknahrung)
Menge kcal / Tag
Dauer Anzahl Tage
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Anhang B

Tagebuch

4-wochige monozentrische Doppelblindstudie im placebokontrollierten
Parallelgruppenvergleich zur Untersuchung eines Trinksupplementes, das
reich an Antioxidantien ist, bei Morbus Crohn Patienten, die sich im leicht
akuten Schub ihrer Erkrankung befinden, auf antioxidativen Status, sowie

Stress- und Entziindungsmarker
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Angaben zur Person

Vorname

Nachname

Adresse

Tel (privat)

Tel (dienstl)

Angehorige

Name

Familiare Beziehung

Tel (privat)

Angaben zum Hausarzt

Name

Telefon:
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Kontakt in Notfallen

Diese/r Patient nimmt an einer klinischen Priifung teil.
Wenn Sie im Notfall medizinische Hilfe bendtigen, rufen Sie bitte folgende Tel-Nr. an:

Telefon:

Oder

Und fragen Sie nach

Oder

Bei Routinefragen wenden Sie sich bitte an:

Telefon:
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Termine fur Klinikbesuche

Datum

Uhrzeit

Information
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Uber dieses Tagebuch

Wie Sie wissen, wurden Sie gebeten, an einer klinischen Studie teilzunehmen, die

Ihre Behandlung des Morbus Crohn unterstutzen kann.

Bitte lesen Sie diese Anweisungen sorgfaltig durch und fragen Sie, wenn Sie etwas

nicht verstehen, oder unsicher sind.

Um festzustellen, ob die Behandlung wirksam ist, miissen die Arzte, die sich um Sie
kimmern, wissen, wie Sie sich taglich fuhlen. Dies gelingt Ihnen am besten, wenn

Sie jeden Tag kurz notieren, wie es Ihnen geht.

Um Ihnen diese Aufgabe zu erleichtern, erhalten Sie von uns dieses Tagebuch, in
dem Sie alles notieren konnen. Sie mussen lediglich am Ende eines Tages ein paar

Fragen beantworten und dieses Tagebuch bei jedem Klinikbesuch mitbringen.
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Einnahme von Medikamenten wahrend der Studie

Wenn Sie Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Methotrexat, Langzeitmittel gegen
Infektionen, Sulfasalazin, Mesasalazin, Olsalazin, Balsalazid oder ahnliche 5-Amino-
salicylsaure (5-ASA) Analoge oder ein vergleichbares Mittel zur Behandlung des
Morbus Crohn einnehmen, missen Sie daflir sorgen, dass die Dosis dieser Arznei-

mittel im Studienverlauf nicht gedndert wird.

Es ist wichtig, dass Sie alle Medikamente, die Sie bei Studienbeginn regelmaliig
eingenommen haben, auch wahrend der Studie in unveranderter Dosierung, wenn

vom Arzt nicht anders verordnet, einnehmen.

Wenn Sie jedoch zu irgendeinem Zeitpunkt die Dosis ihres Standardmedikaments
andern oder aus einem beliebigen Grund ein anderes Medikament einnehmen, ist es
wichtig, dass Sie die Arzte darliber informieren. Deshalb méchten wir Sie bitten, auch

alle anderen Medikamente einzutragen, die Sie einnehmen.

Auch zu diesen Punkt haben wir ein paar Beispiele aufgefuhrt, die zeigen, wie Sie

diese Angaben machen sollen.

Die Tabelle auf der nachsten Seite dient Ihren privaten Zwecken.

Datum Name des Wie viel und wie Warum haben Sie
Medikaments oft es eingenommen?
8.-10. April Paracetamol 2 Tabletten pro | Kopfschmerzen
Tag, bei Bedarf
15. April Temazepam 1 Tablette nachts Konnte nicht
schlafen
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Datum

Name des

Medikaments

Wie viel und wie
oft

Warum haben Sie

es eingenommen?
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Ausfillen des Tagebuchs

Vor dem Schlafengehen mussen Sie jeden Tag sechs Fragen beantworten.

In lhrer Antwort sollten Sie die letzten 24 Stunden bericksichtigen. Bitte schreiben

Sie Ihre Antworten fir jeden Tag in die richtige Spalte.

Die erste Frage soll herausfinden, wie oft Sie im Laufe des jeweiligen Tages flussi-
gen oder sehr weichen Stuhlgang hatten. Wenn Sie das Tagebuch mit sich fuhren,

kénnen Sie am Ende des Tages eine Zahl notieren, z. B. 8

Die zweite Frage befasst sich mit Bauchschmerzen. Hier geht es darum, ob Sie
Bauchschmerzen hatten und wenn ja wie stark. Bitte verwenden Sie zur Bewertung

der Starke eine Zahl von 0-3. 0 bedeutet keine Schmerzen und 3 starke Schmerzen.

Die dritte Frage soll herausfinden, wie Sie sich fuhlen. Auch hier missen sie zur
Bewertung eine Zahl eintragen. 0 bedeutet, dass es Ihnen gut ging und 4, dass es

Ihnen extrem schlecht ging.

Die vierte Frage befasst sich mit Fieber. Wenn Sie sich fiebrig fuhlen, missen Sie
abends lhre Temperatur messen und die gemessene Temperatur eintragen. Wenn
Sie nicht genau wissen, wie das geht, kann |hnen Ihr Arzt behilflich sein. Bitte

kreuzen Sie das entsprechende Kreuzchen fur °C (Celsius) oder °F (Fahrenheit) an.

Die funfte Frage wurde aufgenommen, weil wir wissen mussen, ob Sie Medikamente
gegen lhren Durchfall einnehmen mussten. Hier missen Sie einfach mit JA oder
NEIN antworten. Falls Sie Medikamente gegen Durchfall einnehmen, dann missen

Sie dasselbe Medikament wahrend der gesamten Studie weiter nehmen.

Die sechste Frage ist sehr wichtig, weil wir unbedingt wissen mussen, ob Sie daran
gedacht haben, das Produkt 2 x taglich zu sich zu nehmen. Bitte seien Sie ganz
ehrlich und tragen Sie bei der 2-maligen Einnahme des Praparates eine 2 ein, wenn
Sie das Praparat nur 1 x an diesem Tag zu sich genommen haben, eine 1 und wenn

Sie es vollig vergessen haben, eine 0.
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Beginn des Tagebuchs (z.B. Tag 1)

Tag

.200

Monat

Jahr

Anzahl flissiger oder sehr
weicher Stiihle

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Bauchschmerzen?
Keine =0

Leicht =1

MaRig = 2

Schwer =3

Allgemeines Wohlbefinden?
Allgemein gut =0

Etwas unter Durchschnitt = 1
Schlecht = 2

Sehr schlecht = 3

Extrem schlecht = 4

Abendliche
Temperaturmessung, wenn
Sie sich fiebrig fiihlen?

°C| °F]

Loperamid,
Diphenoxylat/Atropin* oder
Codeinphosphat
eingenommen? JA oder NEIN

Intestamin oral
eingenommen?

Morgens und abends = 2
Nur 1 x taglich = 1

Gar nicht eingenommen =0

* auch bekannt als Lomotil, Di-Atro, Logen, Lonox, Reasec, Eldox, Diarphen, Tropergen, Protector, Co-phenotrope, Retardin

Bueyuy



Datum von Montag

Tag

.200

Monat

Jahr

Anzahl flussiger oder sehr
weicher Stiihle

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Bauchschmerzen?
Keine =0

Leicht = 1

MaRig = 2

Schwer = 3

Allgemeines Wohlbefinden?
Allgemein gut =0

Etwas unter Durchschnitt = 1
Schlecht = 2

Sehr schlecht =3

Extrem schlecht = 4

Abendliche
Temperaturmessung, wenn
Sie sich fiebrig fiihlen?

°C|]  °F]

Loperamid,
Diphenoxylat/Atropin* oder
Codeinphosphat
eingenommen? JA oder NEIN

Intestamin oral
eingenommen?

Morgens und abends = 2
Nur 1 x taglich = 1

Gar nicht eingenommen = 0

* auch bekannt als Lomotil, Di-Atro, Logen, Lonox, Reasec, Eldox, Diarphen, Tropergen, Protector, Co-phenotrope, Retardin

9Ll

Bueyuy



Datum von Montag . .200

Tag Monat Jahr

Anzahl flussiger oder sehr Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag Freitag Samstag
weicher Stihle

Sonntag

Bauchschmerzen?
Keine =0

Leicht = 1

MaRig = 2

Schwer = 3

Allgemeines Wohlbefinden?
Allgemein gut =0

Etwas unter Durchschnitt = 1
Schlecht = 2

Sehr schlecht = 3

Extrem schlecht = 4

Abendliche
Temperaturmessung, wenn
Sie sich fiebrig fiihlen?

°C|]  °F]

Loperamid,
Diphenoxylat/Atropin* oder
Codeinphosphat
eingenommen? JA oder NEIN

Intestamin oral
eingenommen?

Morgens und abends = 2
Nur 1 x taglich = 1

Gar nicht eingenommen =0

* auch bekannt als Lomotil, Di-Atro, Logen, Lonox, Reasec, Eldox, Diarphen, Tropergen, Protector, Co-phenotrope, Retardin

L1

Bueyuy
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Datum von Montag

Tag

.200

Monat

Jahr

Anzahl fliissiger oder sehr
weicher Stuhle

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Bauchschmerzen?
Keine =0

Leicht =1

MaRig = 2

Schwer =3

Allgemeines Wohlbefinden?
Allgemein gut =0

Etwas unter Durchschnitt = 1
Schlecht = 2

Sehr schlecht = 3

Extrem schlecht =4

Abendliche
Temperaturmessung, wenn
Sie sich fiebrig fiihlen?

°C|]  °F]

Loperamid,
Diphenoxylat/Atropin* oder
Codeinphosphat
eingenommen? JA oder
NEIN

Intestamin trink
eingenommen?
Morgens und abends = 2
Nur 1 x taglich = 1

Gar nicht eingenommen = 0

* auch bekannt als Lomotil, Di-Atro, Logen, Lonox, Reasec, Eldox, Diarphen, Tropergen, Protector, Co-phenotrope, Retardin

Bueyuy
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