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Die Erfindung betrifft neue Verwendungen von Praparaten, die aus elektrolytangereicherten
Keimlingen hergestellt werden.

Wihrend der positive Einfluss regelméBigen Obst-, Gemiise und Ballaststoff-Konsums auf die
Gesundheit und das Immunsystem unbestritten ist, zeigt die Zufuhr einzelner isolierter Vitamine oft
widerspriichliche Ergebnisse in klinischen Untersuchungen und Interventionsstudien.

Es ist bekannt, dass bedarfsadaquat dosierte und kombinierte Mikronahrstoff-Komplexe einen
positiven Einfluss auf das Immunsystem von HIV-positiven Patienten haben, insbesondere den
Quotienten aus T-Helferzellen und T-Suppressorzellen steigern knnen (N. Fuchs et alii: WMW
1996; 145:483-493. |. Guth et alii: J.f.Ortho Med. 5; 4 (1997) 325-348).

Dagegen fiihrte die isolierte Zufuhr einzelner Nahrstoffe, z.B. von antioxidativem beta-Carotin
zu erhdhter Lungenkrebs-Inzidenz und héherer Mortalitatsrate bei Rauchern (ATBC-Studie: New
England Journal of Medicine 1994; 15: 1029-1035). Eine andere Studie zeigte einen Anstieg des
Schiaganfall-Risikos nach Einnahme von isoliertem, synthetischem Vitamin E.

Offensichtlich also zeigen Labor-Vitamine nicht immer jene positiven Wirkungen, wie sie von
Vitalstoffen aus Obst und GemUse erwartet werden.

Ein wesentlicher Grund fiir die unterschiedliche Wirkung von "chemischen" und "natiirlichen”
Vitaminen beim Menschen mag die Komplexitat des menschlichen Zelistoffwechsels sein. Aus der
Biochemie sind bis heute etwa 50.000 verschiedene Stoffwechselreaktionen bekannt. Jede dieser
Reaktionen bendtigt ein spezielles Vitamin, Spurenelement oder einen anderen Vitalstoff, um
optimal ablaufen zu kdénnen. Der menschliche Korper bendtigt also nicht einzelne Vitamine und
Spurenelemente um gesund zu bleiben, sondern eine Vielzahl von einander unterstitzenden und
regenerierenden Vitalstoffen (Vitaminen, Spurenelementen, essentiellen Fettsduren, sogenannten
sekundaren Pflanzenstoffen). Wie zahlreiche Erndhrungs-Studien zeigen, bedarf der humane Stoff-
wechsel, insbesondere auch jener des Immunsystems, des komplexen Zusammenspiels zellulérer
Enzym-Aktivatoren, einander regenerierender antioxidativer Systeme, hochungeséttigter Fettsau-
ren zur Regeneration der zellularen Biomembranen sowie interstitieller Bindegewebsmodulatoren.

Vergleichende Untersuchungen des pflanzlichen und humanen Zellstoffwechsels zeigten weit-
gehende Analogien im Metabolismus von Proteinen, Fetten und Kohienhydraten. Im Gegensatz zur
humanen Zelle ist jedoch die Pflanzenzelle in der Lage, die fur Wachstum und Regeneration ver-
mehrt bendtigten organischen Reduktions-Aquivalente (z.B. Vitamine) Uber photosynthetische
Prozesse endogen zu synthetisieren (A.E.Harmuth-Hoene, A.E. Bognar et alii: Der Einfluss der
Keimung auf den Nahrwert von Weizen, Mungbohnen und Kichererbsen, Z. Lebensm. Unters.
Forsch. 1987, 185; 286-393). Die gesteigerte endogene Syntheseleistung keimender Getreidezel-
len fiir antioxidative Vitamine und hochungesittigte Fettsauren ist somit vermutlich biochemischer
Ausdruck des erhdhten Bedarfs im Rahmen reduktiver Aufbau- und Regenerationsprozesse. Im
Rahmen zahlreicher Versuchsreihen gelang es, keimende Getreidesamen mit mineralischen,
essentiellen Spurenelementen anzureichern (J. Lintschinger, N. Fuchs et alii: Uptake of various
trace elements during germination of wheat, buckwheat and quinoa; Plant Foods for Human Nutri-
tion 50: 223-237, 1997). Durch die moderate Zufuhr essentieller Spurenelemente wurde sowohl die
enzymatische Syntheseleistung zur Ausbildung organischer Vitamine, als auch der Gehalt an
organisch gebundenen Spurenelementen gesteigert (J. Lintschinger, N. Fuchs et alii: Selenium
Enriched Sprouts. A Raw Material For Fortified Cereal-Based Diets; J. of Agricultural and Food
Chemistry, 2000: 48, 11: 5362-5368).

Die Keimung von Pflanzensamen in Elekrolyt-Losungen zur Herstellung elektrolytangereicher-
ter Keimlinge ist beispielsweise in den EP 0 770 324 A und EP 0 799 578 A beschrieben.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, neue Verwendungen fur derartige Pra-
parate aus elektrolytangereicherten Keimlingen zur Verfigung zu stellen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung eines aus elekrolytangerei-
cherten Pflanzenkeimlingen hergestellten Préparates zur Herstellung einer pharmazeutischen
Praparation zur T-Lymphozytenvermehrung in nicht-immunsupprimierten Personen. Es zeigte sich
iiberraschender Weise, dass die erwéhnten Praparate nicht nur bei immunsupprimierten Personen
mit pathologischen Werten hinsichtlich des zelluldren Immunsystems eine positive Wirkung erzie-
len kénnen, sondern auch bei nicht-immunsupprimierten Personen. Es zeigte sich allerdings im
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass sich - im Gegensatz zur Behandlung von immunsuppri-
mierten Personen, bei denen die Behandlung mit einer Steigerung des Quotienten aus T-Helfer-
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zellen und T-Suppressorzellen einhergeht (vgl. EP 0 799 578 A) - bei nicht-immunsupprimierten
Personen dieser Quotient in die gegenteilige Richtung, also mehr in Richtung der T-Suppressor-
zellen entwickelt.

Vorzugsweise werden erfindungsgemaR daher generell CD3+ spezifische Immunzellen ver-
mehrt, insbesondere CD3+/CD4+ spezifische Immunzeilen (Helferzellen), CD3-/CD16,56+ spezifi-
sche Immunzellen (natirliche Killer-Zellen), CD4+/CD45RA+ spezifische Immunzellen (naive
T-Zellen) und CD3+/CD8+ spezifische Immunzellen (Suppressorzellen).

Generell zeigte sich eine Verjlingung des Immunsystems mit der erfindungsgemafen Verwen-
dung. Insbesondere ergab sich eine Verbesserung der Vigilanz und eine Erhéhung der Reagibilitat
des Immunsystems.

Die erfindungsgemaRen Verwendungen haben sich insbesondere im geriatrischen Bereich be-
wahrt, wie die in den Beispielen gezeigten Ergebnisse der medizinischen Studie eindrucksvoll
belegen.

ErfindungsgemaR werden die pharmazeutischen Praparationen vorzugsweise in Lebensmittel-
form zur Verfiigung gestellt, um so die prophylaktische Anwendung so leicht wie méglich fir die
Ziel-Individuen zu gestalten.

Dabei war es aber umso Uberraschender, dass zwar die zelluldre Immunantwort spezifisch mit
den erfindungsgeméaRen Verwendungen beeinflusst werden konnte, nicht aber die humorale Im-
munantwort. Weiters konnten auch keine signifikanten Wirkungen auf das rote Blutbild (Erythrozy-
ten, Hamoglobin, etc.), auf die Blutchemie (ausgenommen Cholesterin und LDL) oder die Throm-
bozytenzahl durch die erfindungsgemaie Verabreichung der elektrolytangereicherten Keimlings-
Préparate nachgewiesen werden. Auch klinische Parameter, wie Gewicht, Temperatur, Herzfre-
quenz, Blutdruck und EKG blieben unbeeinflusst.

Bevorzugte elektrolytangereicherte Keimlinge, die gemaR der vorliegenden Erfindung verwen-
det werden kénnen, sind die gemaR der EP 0 770 324 A geoffenbarten Keimlinge bzw. die geman
der EP 0 799 578 A beschriebenen Kombinationspraparate.

Bevorzugter Weise soliten die erfindungsgemaiien Keimlinge einen im Vergleich zu herkémm-
lich (also in herkémmlichem Leitungswasser) aufgekeimten Samen um mindestens 10 bis 20 %,
vorzugsweise um mindestens das 1,5- bis 3-fache, insbesondere um mindestens das 5- bis
10-fache, erhéhten Gehalt an einem oder mehreren Elektrolyten, vorzugsweise an Zink, Eisen,
Kalium, Magnesium, Kupfer, Mangan, Strontium, Selen, Molybdén, Chrom, Arsen, Vanadium
und/oder Kobaltionen, aufweisen.

Bei der herkdmmlichen Samenkeimung, bei welcher die Samen in destilliertem Wasser oder in
Leitungswasser zur Keimung gebracht worden sind, treten immer zum Teil erhebliche Verluste an
diesen fiir die Erndhrung wichtigen Bestandteilen auf. Diese Verluste waren sowoh! durch den
beginnenden Stoffwechselprozess des Pflanzenkeimlings selbst bedingt, aber auch durch die
Natur des Quellmittels Wasser, welches zu einer zusétzlichen Elektrolytauslaugung des Keimlings
beitrug, da, im Gegensatz zum Ruhezustand (Samen), die Schale des Keimlings einer Elektrolyt-
auslaugung sehr wohl zugénglich ist.

Es hat sich weiters gezeigt, dass die erfindungsgemaf verwendeten elektrolytangereicherten
Keimlinge nicht nur eine hohere Konzentration an Mineralstoffen aufweisen, sondern, bedingt
durch den erhdhten Mineralstoffgehalt, auch ganz allgemein im Hinblick auf ihre Inhaltsstoffe
verbessert sind, beispielsweise einen erhéhten Vitamingehalt aufweisen.

Eine bevorzugte Herstellungsform der erfindungsgematen Keimlinge besteht darin, dass die
keimfahigen Samen in eine Elektrolytlésung eingebracht werden und die Keimlinge in der Elektro-
lytldsung bei einer geeigneten Temperatur wihrend einer Zeitdauer, die ausreicht, um in den
Keimlingen eine Elektrolytanreicherung zu erzielen, inkubiert werden.

Unter Verwendung einer Elektrolytidsung, also einer Lésung, die im Gegensatz zu den her-
kommlichen Keimungslosungen (Leitungswasser bzw. destilliertes oder sterilisiertes Wasser)
erhéhte lonenkonzentration beinhaltet, kénnen die im Zuge der Keimung auftretenden Elektrolyt-
verluste ausgeglichen werden bzw. sogar durch einen Elektrolytfluss aus der Keimungslésung in
die Keimlinge ins Gegenteil verkehrt werden. Somit kénnen Keimlinge entstehen, die z.T. sogar
einen gegeniber dem Samen erhdhten Gehalt an Elektrolyten aufweisen.

Unter Elektrolytidsung wird vorzugsweise eine wasserige Ldsung verstanden, welche mit
einem oder mehreren Elektrolyten wie nachstehend definiert versetzt bzw. angereichert ist.
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Die lonenkonzentration der Elektrolytidsung kann um mindestens 10 bis 20 % Uber derjenigen
von herkdmmlichem Leitungswasser liegen, vorzugsweise ist die lonenkonzentration der Elektrolyt-
l6sung zumindest in Bezug auf Eisen- und/oder Kupfer- und/oder Mangan- und/oder Strontium-
und/oder Lithium- und/oder Molybdén-lonen zweimal so hoch wie die von herkémmlichem Lei-
tungswasser, besonders bevorzugt mindestens finfmal so hoch, insbesondere mindestens zehn-
mal so hoch.

Die geeignete Temperatur zur Durchfiihrung der Keimung ist selbstverstandlich von Samenart
zu Samenart verschieden. Prinzipiell ist die Keimungstemperatur, welche im Stand der Technik far
die jeweilige Samenart beschrieben ist, auch fiir das erfindungsgemaie Verfahren anzuwenden.
Vorzugsweise liegt diese Temperatur zwischen 10 und 50°C, insbesondere zwischen 20 und 30°C.

Die Zeitdauer, um in den Keimlingen eine ausreichende Elektrolytanreicherung zu erzielen, ist
ebenfalls von Keimlingsart zu Keimlingsart unterschiedlich, es hangt auch davon ab, welche Elek-
trolytwerte im Keimling erreicht werden sollen. Auch hier dienen fir eine bestimmte Art die Kei-
mungsdauern, welche im Stand der Technik beschrieben sind, als Richtwerte, bevorzugterweise
wird daher die Keimung wahrend einer Zeitdauer von etwa 12 bis 120 Stunden, insbesondere etwa
60 bis 100 Stunden, durchgefiihrt.

Es versteht sich, dass sowohl die Keimungstemperatur als auch die Keimungsdauer von einem
Fachmann ohne weiteres durch einfache Versuche firr jedes System optimiert werden und fiir
bestimmte Arten durchaus auch tber oder unter den oben angegebenen Richtwerten liegen kann.

Als bevorzugte Keimlinge sind erfindungsgemaf Keimlinge von gangigen pflanzlichen Nah-
rungsmitteln vorgesehen, insbesondere Keimlinge von Hilsenfriichten und Getreidesamen. Beson-
ders bevorzugte Keimlinge sind daher Weizen-, Buchweizen-, Quinoa-, Mungbohnen-, Bockshorn-
klee-, Rettich-, Alfalfa-, Mais-, Kiirbis-, Walnuss-, Roggen-, Gerste-, Reis-, Adzuki-Bohnen-, Erb-
sen-, Hirse-, Palmen-, Hafer-, Kichererbsen-, Kresse-, Leinsamen-, Linsen-, Senf-, Sesam-, Soja-
bohnen-, Sonnenblumen-, Amaranthkeimlinge und Mischungen dieser Keimlinge.

Die Elektrolytidsung kann 1 mg/i oder mehr, vorzugsweise 10 mg/l oder mehr, insbesondere
50 mg/l oder mehr Zink- und/oder Eisen- und/oder Kalium- und/oder Magnesiumionen, 0,5 mg/|
oder mehr, vorzugsweise 5 mg/l oder mehr, insbesondere 25 mg/l oder mehr Kupfer- und/oder
Mangan- und/oder Strontium- und/oder Lithiumionen, 0,1 mg/l oder mehr, vorzugsweise 1 mg/i
oder mehr, insbesondere 5 mg/l oder mehr Selen- und/oder Molybdén- und/oder Chrom- und/oder
Arsen- und/oder Vanadium- und/oder Kobaltionen enthalten mit der MaRgabe, dass sich die lonen-
konzentration der Elektrolytidsung in zumindest einer lonenspezies von der lonenkonzentration in
Leitungswasser um mindestens 10 bis 20 % unterscheidet.

Eine besonders bevorzugte Elekirolytidsung enthalt zumindest 0,5 mgll Kupfer- und/oder
1 mg/| Zink- und/oder 0,1 mg/l Kobalt- und vorzugsweise mindestens 0,1 mg/l Molybdan- und/oder
0,5 mg/l Lithium- und/oder 1 mg/l Selen- und/oder 1 mg/l Vanadiumionen.

Die elektrolytangereicherten Keimlinge kénnen nach ihrer Herstellung je nach Verwendungs-
zweck gewaschen, getrocknet und gegebenenfalls fur den Verkauf geeignet weiterverarbeitet
werden. Besonders bevorzugt ist die Aufbereitung der erfindungsgemafien Keimlinge zu Frisch-
kost, zu Brotaufstrichen, zu Backwaren, Suppen oder zu Snack-artigen Lebensmitteln oder Nah-
rungsergéanzungen in Form von Mueslis, Kautabletten, Kapseln oder Liquida.

Vorzugsweise werden bei den erfindungsgemafen Verwendungen die Keimlinge in Kombinati-
on mit Mikronahrstoffen eingesetzt. Bevorzugte Mikronahrstoffe sind dabei mehrfach ungeséttigte
Fettsauren, natirliche Karotenoidgemische, Keimextrakte, natirliche Anthocyangemische, natirli-
che Tocophenol- und Tocotrienolgemische, Vitamine und Coenzyme, essentielle und nicht essen-
tielle Aminosauren, Mineralstoffe und Mischungen derselben.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung im Sinne der Anspriiche ist selbstversténdlich auch
der nicht-therapeutische Bereich.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden medizinischen Studie auf die sie selbstverstand-
lich nicht eingeschrankt ist, ndher erlautert.

Beispiel:

Medizinischer Bericht iiber die Verwendung von einem Mikrondhrstoff-Konzentrat, ent-
haltend Priparationen von elekrolytangereicherten Keimlingen, zur Immunmodulation in der
Geriatrie.
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Indikation:
Erndhrungssupplementation von Bewohnern einer geriatrischen Institution mit Erhebung der
Auswirkungen auf das Immunsystem.

Priffmedikation:

Auf Basis getrockneter elektrolytangereicherter Keimlinge, insbesondere Weizenkeimlinge, mit
hohen Gehalten endogener Vitamin-, essentieller Fettséuren- und Spurenelemente-Komplexe
wurde ein diatetisches Lebensmittel PMN®-Mikronahrstoff-Konzentrat im Rahmen der vorliegen-
den Studie eingesetzt ("Immunstabilisierender Faktor" ISF® (Integriertes Mikronahrstoffkonzentrat
PMN® vis vitalis AG/Osterreich) versus Placebo: Suspendierbare Pulver in vier Geschmacksrich-
tungen (Tomate, Knoblauch-Spargel, Gemiise, Pilze). In heitem Wasser aufgelést, 3 Monate
hindurch, taglich in Form einer Suppe verabreicht.).

PMN® steht fir Pan Molekulare Nahrstoffe und driickt die Lickenlosigkeit der N&hrstoff-
Komplexe im Gegensatz zu synthetischen Vitamin- und Spurenelement-Kombinationen aus.

Studienablauf:
Screeningphase

Blutabnahme aller Parameter
2 Monate Supplementation
Grippeimpfung in der 8. Woche
1 Monat Supplementation
Blutabnahme aller Parameter
2 Monate Follow up

Zielgrofen:

[) Immunologie

1) Lymphozytenphanotypisierung per FACS

2) Lymphozytenfunktionstestung (IL-2, IL-2R)
Lymphozytenaktivierbarkeit in vitro

3) Antikérpertiter nach Grippeimpfung

Parameter der Sicherheit:

I) Labor

I} klinische Parameter

) Erfassung von unerwiinschten Wirkungen

Die priméren Zielvorgaben lagen vorrangig in der Erhebung von schulmedizinisch akzeptierten
und relevanten Parametern, mittels derer die Auswirkungen der Priifsubstanz auf das Immunsy-
stem evaluiert werden kann. Da es sich um die Beurteilung eines Mikronahrstoffpraparates in Form
eines Supplements zur taglichen Erndhrung handelt, wurde nach einer Patientenpopulation ge-
sucht, in der der Faktor Erndhrung méglichst homogen verteilt ist. Diese wurde in Form von Be-
wohnern einer geriatrischen Institution gewahlt, da alle an der Prifung teilnehmenden Personen
von derselben GroRkiiche versorgt werden und es somit zu keiner Verféalschung der Ergebnisse
kommt.

Die Auswirkungen der Priifsubstanz auf das Immunsystem wurden entsprechend der zelluldren
und humoralen Immunitat des Menschen mit Parametern, die beiden gerecht werden, evaluiert.
Diese waren: Leukozytenphanotypisierung per FACS, in vitro Aktivierung der T-Lymphozyten mit
Bestimmung von IL-2 und IL-2r, sowie Antikérpertiterbestimmung nach einer Grippeimpfung im
Laufe der Priifung.

Beschreibung des Patientenkoliektivs:

Rekrutiert wurden Patienten beiderlei Geschlechts, die seit mindestens 3 Monaten im Geriat-
riezentrum wohnhaft waren. Eine schriftliche Einverstandniserklarung wurde vom Patienten oder
seinem Sachwalter eingeholt.

106 Personen wurden randomisiert. 54 in der Verum- und 52 in der Placebogruppe.
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Verum: 45 weibliche, 9 mannliche.

Placebo: 44 weibliche, 8 mannliche.

Das mittlere Patientenalter betrug 85 Jahre (62-98) in der Verum- und 85,5 Jahre (65-98) in der
Placebogruppe. Die Alters- und Geschlechtsverteilung entspricht demographischen Studien aus
dieser Alterspopulation. Diese Verteilungsmuster, Alter und Geschlecht betreffend, éndern sich
nicht signifikant in Bezug auf die fiir die "per protokol Analyse" definierten Patienten. Als solche
wurden Patienten definiert, die mindestens 80% der Therapietage wenigstens 50% des Prifprapa-
rates konsumiert haben. Dies waren in der Verumgruppe 40 (32 weibliche und 8 ménnliche) und in
der Placebogruppe 42 (35 weibliche und 7 mannliche) Personen.

I) Zielparameter

1) Leukozytenphanotypisierung:

Diese wurde mittels einer standardisierten, good laboratory practice-konformen Methode per
FACS durchgefiihrt. Bestimmt wurden die Oberflachenmarker CD2+/CD3-, CD2+/CD3+, CD3+,
CD3+/CD4+, CD3+CD8+, CD3-/CD16,56+, CD3+/CD16,56+, CD19, CD3+/HLA-DR¥,
CD4+/CD45RA+, CD4+/CD45R0+, CD8+/CD38+.

Mit Hilfe von Oberflachenmarkern an den Lymphozyten kénnen die einzelnen Subpopulationen
beschrieben und quantifiziert werden. Lymphozyten sind eine Fraktion der Leukozyten. Diese
wurden im Zuge der Blutabnahmen zu Beginn und am Ende der Priiffung abgenommen und aus-
gewertet.

Leukozyten:

Im Vergleich der Ausgangswerte zwischen den beiden Gruppen findet sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,468).

Die statistische Auswertung der Veranderungen innerhalb der Gruppen zueinander zeigt eine
Signifikanz zugunsten der Verum-Gruppe von p=0,03.

Eine Vermehrung der Leukozyten kann, aus medizinischer Sicht, einen Infekt andeuten. Ein
Vergleich dieses Einzelparameters mit den Ergebnissen der Blutsenkung, des CRP und der Auf-
zeichnung von fiebersenkenden Medikamenten/Antibiotika und Fiebertagen lasst in Kombination all
dieser Parameter den Schluss zu, dass die Leukozytenvermehrung in der Verum-Gruppe nicht
durch vermehrte Infekte verursacht ist.

Lymphozyten:

Der Vergleich der Ausgangswerte ist mit p=0,989 nicht signifikant.

Eine Signifikanz von p=0,034 bei der Gegeniiberstellung der Gruppenveranderungen Beginn-
Ende zeigt eine Vermehrung der Lymphozyten in der Verum-Gruppe.

In Zusammenschau mit den anderen erhobenen Parametern, ist aus medizinisch-hamatologi-
scher Sicht ein Einfluss durch die Priifsubstanz anzunehmen. Dies wird insoferne bestarkt, da sich
aus der Kombination aller vorliegenden Daten (siehe oben) keine anderen Ursachen (Infekte etc.)
im Kklinischen Sinn verifizieren lassen.

Die Lymphozyten reprasentieren das Immunsystem. Man unterscheidet T- und B-Lympho-
zyten. Die T-Ly repréasentieren die zellulare Immunitat und die B-Ly die humorale (Produktion von
immunglobulinen). In friheren Studien (siehe Einleitung) sind Auswirkungen der Priifsubstanz auf
das zellulare Immunsystem beobachtet worden. Mit Hilfe der FACS-Untersuchung wurden die
Lymphozyten subtypisiert.

B-Lymphozyten:

Der Oberflachenmarker CD-19 ist représentativ fur die Population der B-Ly.

Weder in der Verum- (p=0,216) noch in der Placebo-Gruppe (p=0,509) kommt es zu Verande-
rungen wahrend des Studienveriaufs. Auch eine Auswertung der Verlaufe einander gegenlberge-
stellt, zeigt keine Signifikanz (p=0,856).

Da B-Ly immunglobulinproduzierende Zellen sind, wurde deren Auswertung in Kombination mit
den Labordaten der Elektrophorese diskutiert:

Sowohl in der Gesamtproteinmenge, als auch in den einzeln ausgewerteten Subgruppen
(Alb, a1, a2, B und y-Globuline) kam es zu keinen medizinisch interpretierbaren Verénderungen. In
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der Zusammenschau aller, das humorale Immunsystem reprasentierenden Parameter, kommt es
in keiner der beiden Gruppen zu einer Veranderung im Sinne einer hamatologisch-immunologi-
schen Relevanz.

Zellulare Immunitat:

Mit Hilfe der Oberfiachenmarkerprofile CD2+/CD3+, CD2+/CD3- und CD3+ wurde die Popula-
tion der T-Ly ermittelt. Zusatzliche Fraktionierungen der "Helferzellen" (CD3+/CD4+), "Suppressor-
zellen" (CD3+/CD8+), "natiirlichen Killerzellen" (CD3-/CD16,56+), "aktivierten T-Ly" (CD3+/HLA-
DR+) und der "zytotoxischen T-Ly" (CD8+/CD38+) wurden zur exakten Beschreibung der zellula-
ren Immunitat herangezogen.

T-Lymphozyten:

CD3+ definiert T-Ly allgemein. Da in der Immunologie eine Zellart nicht durch einen einzigen
Marker, sondern durch Kombinationen aus denselben eingegrenzt wird, wurde auch CD2+/CD3+
bestimmt, um die Population der T-Ly méglichst exakt darzustellen.

In der Auswertung beider Lymphozytenprofile lagen keine signifikanten Unterschiede der Aus-
gangswerte vor.

CD3+
In der Verumgruppe kommt es zu einem signifikanten Anstieg im Verlauf (p=0,004). Der Grup-
penvergleich zueinander liegt mit p=0,023 ebenfalis signifikant zu Gunsten Verum vor.

CD2+/CD3+

Auch hier kommt es zu einem signifikanten Anstieg in der Verumgruppe (p=0,011) und einer
Signifikanz von p=0,037 im Vergleich Verum zu Placebo.

Durch diese exakte Definition der T-Ly und einer statistischen Signifikanz in beiden Populatio-
nen ist der Schluss zuléssig, dass die Priifsubstanz eine Veranderung dieser Zellen bewirkt.

Helferzellen CD3+/CD4+
Mit einem p=0,014 innerhalb des Verlaufes und einem p=0,093 im Gruppenvergleich zeigt sich
in dieser Subpopulation ebenfalls ein Effekt zu Gunsten von Verum.

Suppressorzellen CD3+/CD8+
Innerhalb der Verumgruppe zeigt sich ein signifikanter Anstieg mit p=0,003. Keine Signifikanz
liegt mit p=0,061 im Gruppenvergleich vor.

Ratio CD4+/CD8+
Dieser Wert ist in der Verumgruppe mit p=0,019 signifikant im Verlauf abgefallen. Im Gruppen-
vergleich zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p=0,979).

Natiirliche Killerzellen CD3-/CD16,56+
Mit p=0,026 findet sich eine signifikante Zunahme dieser Zellen in der Verumgruppe. Der Grup-
penvergleich resultiert in einem p-Wert von 0,509 als nicht signifikant.

T-Lymphozyten in aktivierter Form CD3+/HLA-DR+

Diese Zellen reprasentieren jenen Anteil, der durch einen internen oder externen Reiz in eine
aktivierte Form Ubergegangen ist. Weder innerhalb der Gruppenverlaufe, noch im direkten Grup-
penvergleich kommen Signifikanzen zur Darstellung.

Zytotoxische T-Lymphozyten CD8+/CD38+
Signifikante Anstiege sind sowoh! in der Verum- (p<0,001), als auch in der Placebogruppe
(p=0,002) zu verzeichnen. Der Gruppenvergleich ist mit p=0,089 im nicht signifikanten Bereich.

Reprasentative T-Ly Marker des "alten” Immunsystems
Mit den beiden hier gesondert evaluierten Parametern wurde der Einfluss der Priifsubstanz auf
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das Immunsystem des alten Menschen beschrieben.

"naive Zellen" CD4+CD45RA+
Im Vergleich zwischen den beiden Gruppen findet sich eine signifikante Zunahme von p=0,032
zu Gunsten Verum. Der Anstieg innerhalb des Verumverlaufes zeigt einen p-Wert von 0,026.

Zellen mit "memory-Funktion" CD45RO+
Die Verumgruppe verzeichnet einen Anstieg von p=0,037, zwischen den Gruppen entstand
kein signifikanter Unterschied.

2) Lymphozytenaktivitat:

Zur Testung der Lymphozytenaktivitat wurden ausreichende Mengen an Zellmaterial von jedem
Patienten fiir die Zeitpunkte Beginn und Ende bei -70°C tiefgefroren. Alle Proben wurden gemein-
sam, nach "good laboratory practice guidelines", einer Aufarbeitung fur folgende Parameter zuge-
fuhrt:

- Anzahl der aktivierbaren Lymphozyten

- Anzahl Interleukin-2 Rezeptor (IL-2r)

- Interleukin-2 (IL-2)

Anzahl der aktivierbaren Lymphozyten

Es wurden jeweils exakt 3000 Lymphozyten untersucht. Die Angaben beziehen sich auf die
Prozentzahl der davon in vivo aktivierbaren Zellen. In beiden Gruppen kam es zu einem signifikan-
ten Anstieg von p<0,001. Der p-Wert im Gruppenvergleich betragt 0,095.

Interleukin-2 Rezeptor
Bestimmt wurde die mittlere Anzah! der Interleukin-2 Rezeptoren per 1000 Zellen. Ein p<0,001
findet sich im Verlauf beider Gruppen. Der Vergleich ergibt keine Signifikanz mit p=0,488.

interleukin-2

Die Werte werden als Faktor dargestellt. Ermittelt wird, um das Wievielfache sich die IL-2 Pro-
duktion nach Stimulierung im Vergleich zu "Beginn" erhéht. In der Verumgruppe findet sich ein
Wert von p=0,054. In der Placebogruppe von p=0,045. Der Vergleich zwischen den beiden Grup-
pen liegt bei p=0,102.

3) Antikérpertiter nach Grippeimpfung
Einen Monat nach der Grippeimpfung wurden die Seren auf Antikorper gegeniiber der Stdmme
Caledonia, Panama und Yamanashi untersucht.

Caledonia
Die Anstiege waren in beiden Gruppen mit p<0,001 signifikant. Der Gruppenunterschied lag mit
p=0,745 im nicht signifikanten Bereich.

Yamanashi
Neben signifikanten Gruppenanstiegen (p<0,001) zeigt sich eine Signifikanz von p=0,042 von
Placebo.

Panama
Die Beurteilung dieses Parameters ist wegen einer Signifikanz von p=0,007 zu Gunsten von
Placebo bei den Ausgangswerten nur eingeschrankt beurteilbar.

Zusammenfassende Beurteilung aller erhobenen Immunparameter

Im folgenden Abschnitt werden die, der Prifung zugrundeliegenden, wissenschaftlich belegten
Fakten den Ergebnissen gegeniibergestelit.

Aus den Untersuchungen der letzten Jahre ist bekannt, dass die Immunantwort mit zunehmen-
dem Alter abnimmt. Dies betrifft besonders die Fraktion der T-Lymphozyten.
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Die Analyse der zelluldren Immunitat anhand der T-Lymphozyten hat in der vorliegenden Prii-
fung zum Ergebnis, dass die mit Verum behandelte Gruppe einen signifikanten Anstieg dieser
Zellen von p=0,032 (CD3+) und p=0,037 (CD2+/CD3+) aufweist. Die Gesamtlymphozytenzahi
nimmt mit p=0,034 ebenfalls signifikant zu.

Sowohl die klonale Proliferation, als auch der Reifungsprozess der Lymphozyten nehmen mit
zunehmendem Alter ab. Das Verhdltnis unreifer zu reifer Zellen verschiebt sich in Richtung der
unreifen Formen. Das Aquilibrium Suppressor - zu Helfer-Lymphozyten verandert sich in Richtung
Helferzellen.

Die Ergebnisse in der Verumgruppe zeigen eine signifikante Vermehrung von
CD3+/CD4+(Helfer) mit p=0,014 und CD3+/CD8+ von p=0,003. Die Verénderungen des T4/T8-
Verhaltnisses mit 0,019 im Sinne eines Wertabfalles zeigen eine relative Vermehrung der Suppres-
sorzellen an. Im Gegensatz dazu kommt es in der Placebogruppe zu keiner Signifikanz.

Weiters ist bekannt, dass neben einer Verminderung der Suppressorzellen im Alter diese auch
eine geringere Zytotoxizititskapazitat aufweisen.

In der Beurteilung der CD8+/CD38+ zytotoxischen T-Zellen im vorliegenden Datenmaterial fin-
det sich ein Anstieg in beiden Gruppen (Verum: p=<0,001, Placebo: p=0,002). Der Unterschied
zwischen den Gruppen ist mit p=0,089 nicht signifikant, zeigt aber einen deutlicheren Zuwachs in
der Verumgruppe. Die "natiirlichen Killerzellen" (CD3-/CD16,56+) steigen in der Verumgruppe
signifikant an (p=0,026)

Naive (CD45RA+) und memory T-Zellen (CD45R0O+) unterliegen wahrend des fortlaufenden
Lebens einer zunehmenden Gewichtung der memory-Funktion. Dies wird mit der Abnahme der
"Vigilanz" des alternden Immunsystems in Verbindung gebracht. Mit einem p-Wert von 0,032
liegen die naiven T-Zellen der Verumgruppe am Ende der Prifung signifikant hoher als Placebo.

Die erwadhnten, in der Literatur angefiihrten, phanotypischen Veradnderungen resultieren in ei-
ner reduzierten Lymphozytenfunktion im Alter. Eine verminderte Proliferationstendenz nach Anti-
korperstimulus ist ebenso nachweisbar wie eine geringere Zytokinproduktion.

in der vorliegenden Priifung wurden neben einer in vitro Stimulierung die Expression von IL-2r
und der Produktionszuwachs von IL-2 gemessen. Da das Immunsystem sehr komplexen Einfliis-
sen unterliegt bzw. ebenso reagiert, finden sich sehr groRe Standardabweichungen bei den erho-
benen Parametern.

Der Median des Prozentsatzes von aktivierbaren Zellen am Studienende betragt 32% (2-61) in
der Verum- und 26% (10-52) in der Placebogruppe. Die Auswertung der IL-2r pro Zelle zeigt einen
Median von 7378 (2622-28659) in der Verum- und von 5884 (2927-30732) in der Placebogruppe.
Die Zunahme der IL-2 Produktion bezogen auf 1000 Zellen weist sehr hohe Standardabweichun-
gen auf und ist im Gruppenvergleich mit 0,102 nicht signifikant.

In Zusammenfassung aller aufgelisteten Parameter zeigt sich ein positiver Einfluss von Verum
auf phanotypische Leukozytenverénderungen im Sinne einer Vermehrung der Zellen der zeliularen
Immunantwort. Werden die Aktivitatsparameter (IL-2, IL-2r) auf die Anzahl der aktivierbaren Lym-
phozyten bezogen, zeigt sich auch hier eine Veranderung zugunsten von Verum.

Im Gegensatz dazu sind keine Veranderungen im Bereich der humoralen Immunitat zu erken-
nen. Die Population der B-Lymphozyten zeigt in keiner Gruppe deutliche Tendenzen. Dies gilt
ebenso fiir die in Zusammenhang stehende Globulinanalyse.

Bei der Analyse der erhobenen Grippeantikérpertiter liegt eine signifikante Erhéhung der Spezi-
fitat "Yamanashi" in der Placebogruppe vor. "Panama" kann wegen signifikanter Ausgangsunter-
schiede nicht evaluiert werden. "Caledonia” ist im Gruppenvergleich nicht signifikant.

Es kann somit aus hadmatologischer Sicht gesagt werden, dass die Priifsubstanz einen positi-
ven Einfluss auf das zellulére Immun-System bei diteren Menschen hat.

Gesamtbeurteilung:

Die Beurteilung des roten Blutbildes wird ebenfalls als Parameter zur Evaluierung der Lebens-
qualitdt herangezogen. Dies basiert auf der Tatsache, dass eine erhéhte Sauerstoffsattigung des
Blutes verbesserte cognitive Leistungen mit sich bringt. Ein Zusammenhang der Verdnderungen
des roten Blutbildes mit den hier angefiihrten Testergebnissen, ist moglich, in den vorliegenden
GroRenordnungen aber nicht beweisend.
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Parameter der Sicherheit:

1) Laborparameter

Blutbild:

Fir die immunologischen Untersuchungen war die Gewinnung von ausreichend Leukozyten
essentiell. Die Beschreibung der einzelnen Parameter wurde im Kapitel "Immunologie" abgehan-
dett.

Thrombozyten )
Sowohl in der Verum-, als auch in der Placebogruppe sind keinerlei Anderungen erkennbar.
Die Mediane und Mittelwerte liegen zu Beginn und am Ende im Normalbereich.

Rotes Blutbild:

Erythrozyten

Es treten keine Signifikanzen auf. Alle erhobenen Werte liegen im standardisierten Normalbe-
reich.

Hamoglobin:

Zwischen den Gruppen und Untersuchungszeitpunkten zeigen sich keine signifikanten Unter-
schiede. In der Verumgruppe bleiben Median und Mittelwert stabil. Der Median in der Placebo-
gruppe verandert sich von 13,1 auf 12,8. Ebenso ist ein Abfall des Mittelwertes von 12,94 auf 12,73
zu verzeichnen.

Hamatokrit
In der Placebogruppe findet sich ein signifikanter Abfall des Wertes wahrend des Studienver-
laufes (p=0,002).

MCV
Es kommt zu einem signifikanten Abfall der Werte innerhalb beider Gruppen (p<0,001 Verum
und Placebo). Dieser Abfall ist deutlicher in der Placebogruppe.

MCH
Keine Signifikanzen kommen zur Darstellung. Der Median ist in der Verumgruppe mit 28,9 (vor)
zu 28,85 (nach) sehr stabil. In der Placebogruppe &ndert er sich von 29,4 auf 28,5.

MCHC
In beiden Gruppen ist ein signifikanter Anstieg wahrend des Verlaufes zu verzeichnen (Verum
p=0,025, Placebo p=0,003).

Eisen:

Dieser Parameter wurde wegen seiner Verbindung zur Hamoglobinsynthese zum Blutbild hin-
zugefiigt. Gemessen wurde der freie Eisenspiegel. In der Verumgruppe kommt es zu einem deutli-
chen Abfall wahrend der Priifung mit einem p-Wert von 0,075.

Bilirubin
Dieser Wert wurde ebenfalls wegen seiner Nahe zum roten Blutbild hier angefiihrt. In der
Verumgruppe kommt es zu einem signifikanten Abfall mit p=0,017.

Gesamtbeurteilung der vorliegenden Parameter des roten Blutbildes:

Hamoglobin, Hamatokrit und MCV fallen in der Placebogruppe teilweise signifikant ab. Der
Eisenspiege! in der Verumgruppe verzeichnet einen nahezu signifikanten Abfall. In Zusammenfas-
sung aller erhobenen Befunde ist eine positive Auswirkung der Priif-Substanz auf das rote Blutbild
nachvollziehbar.

Blutchemie:
Eisen und Bilirubin wurden bereits beim roten Blutbild gelistet. Es werden hier nur jene Para-
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meter angefiihrt, bei denen signifikante Anderungen eingetreten sind. Die (ibrigen sind deskriptiv
dem biometrischen Bericht zu entnehmen.

Kreatinin
Mit p=0,006 zeigt sich eine signifikante Verminderung dieses Parameters in der Placebogrup-

pe.

GGT
Es findet sich ein signifikanter Anstieg in der Verumgruppe von p=0,049.

LDH
In der Placebogruppe zeigt sich ein signifikanter Anstieg von p=0,01.

Cholesterin
Die Verumgruppe verzeichnet einen signifikanten Abfall von p=0,002.

LDL
Eine Verminderung dieses Parameters mit p<0,001 wurde in der Verumgruppe evaluiert.

Albumin
P=0,005 bei einem Abfall in der Verumgruppe.

02-Globulin
Sowohl in der Verum-, als auch in der Placebogruppe kommt es zu signifikanten Abfallen.
P=0,018 bei Verum und p=0,026 bei Placebo.

Blutsenkung

nach 1 Stunde:

In beiden Gruppen ist ein signifikanter Abfall zu verzeichnen. Verum: p=0,044; Placebo:
p=0,012

nach 2 Stunden:

Auch hier zeigt sich eine Signifikanz im Abfall von p=0,027 fiir Placebo. Die Verumgruppe ist
mit p=0,09 nicht signifikant.

Interpretation der Sicherheitsdaten aus medizinischer Sicht:

Auffallig ist der Abfall von Cholesterin und der Low-density-Lipoproteine (LDL) in der Verum-
gruppe. Eine Erhdhung von LDL gilt als internistischer Risikofaktor fiir atherosklerotische Erkran-
kungen. Eine Besserung dieses Parameters kann als Benefit fiir die Patienten interpretiert werden.
Eine Aussage lber die anderen, signifikant veranderten Laborparameter (Kreatinin, GGT, Albumin,
a2-Globulin und LDH) ist aufgrund eines Mangels an konformen Tendenzen bei klinisch verwand-
ten Parametern nicht méglich.

ll) klinische Parameter

Gewicht:

Vergleich der Mediane Screening zu Follow up nach 5 Monaten: Der Median in der Verum-
gruppe steigt von 67 auf 68,5 kg an. in der Placebogruppe sinkt er von 59,5 auf 57,5 kg.

Body mass Index:

Der Median in der Verumgruppe betrug 25,95 zu Beginn und 26,3 am Ende der Prifung. Jener
der Placebogruppe lag bei 24,4 vor bzw. 24,1 nach Abschluss des Beobachtungszeitraumes. Es
besteht somit keine signifikante Anderung innerhalb oder zwischen den beiden Gruppen.

Temperatur:

Alle erhobenen Mediane liegen in beiden Gruppen, zu allen Zeitpunkten bei 36,2 - 36,3 Grad
und entsprechen klinisch einer normalen Kérpertemperatur.

1"
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Herzfrequenz:
Die medizinische Evaluierung aller Mittelwerte und Mediane, zu allen Zeitpunkten, zeigt normo-
frequente und nicht relevante Daten.

Blutdruck

diastolisch:

Zu allen Zeitpunkten und in beiden Gruppen keine Werte von klinischer Relevanz.
systolisch:

Ebenso, wie beim diastolischen Wert ohne Veranderungen in den Verlaufen.

EKG:

Als "pathologisch" bezeichnete Aufzeichnungen:

Im Vergleich Screening zu Studienende nach 3 Monaten andert sich in der Verumgruppe die
Anzahl von 19 auf 15. In der Placebogruppe von 22 auf 16.

ll) Erfassung von unerwiinschten Wirkungen

Es liegen keine Berichte Uber unerwiinschte Wirkungen vor. Die "serious adverse event
reports" betreffend die, wahrend der Priifung verstorbenen Patienten, wurden an die Ethikkommis-
sion weitergeleitet. Auch bei der medizinischen interpretation der Labor- und Klinikparameter
kénnen keine unerwiinschten Wirkungen abgeleitet werden. Eine Sichtung der erhobenen ICD-9
Codes fiir die neu aufgetretenen Erkrankungen, entspricht der normalen Inzidenz und Préavalenz in
der untersuchten geriatrischen Personengruppe.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verwendung eines aus elektrolytangereicherten Pflanzenkeimlingen hergesteliten Prépara-
tes zur Herstellung einer pharmazeutischen Préparation zur T-Lymphozytenvermehrung in
nicht-immunsupprimierten Personen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass CD3+ spezifische Immun-
zellen vermehrt werden.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass CD3+/CD4+ spezifi-
sche Immunzellen (Helferzellen) vermehrt werden.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
CD3-/CD16,56+ spezifische Immunzellen (natiirliche Killer-Zellen) vermehrt werden.

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass
CD4+/CD45RA+ spezifische Immunzellen (naive T-Zellen) vermehrt werden,

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass
CD3+/CD8+ spezifische Immunzelien (Suppressorzellen) vermehrt werden.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die phar-
mazeutische Praparation im geriatrischen Bereich eingesetzt wird.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die phar-
mazeutische Praparation in Lebensmittelform zur Verfigung gestellt wird.

KEINE ZEICHNUNG
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