














Stellungnahme zu einer Pilot-Studie im Rahmen des Thyreogym-Projektes

Einfiihrende Bemerkungen

Im vergangenen Jahr wurde eine Vorrichtung mit einem Modul, das ein die Schilddriise aktivierendes Magnetfeld
erzeugt (im weiteren als ,erfindungsgemé@Be Vorrichtung" bezeichnet), im Rahmen einer Pilotstudie an 10 Patienten
(8 F, 2M) mit moderat ausgepragter Schilddriisenunterfunktion (und leichter bis schwerer Adipositas) (iber einen
Zeitraum von 4 Wochen zur Anwendung gebracht. Das pulsierende Magnetfeld (Frequenz 14 Hz, Sinusschwingung,

magnetische Flussdichte von 50 pT) wurde 1-mal taglich zu verschiedenen Tageszeiten appliziert.

Folgende Plasma-Parameter wurden analysiert: Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH) und die beiden in freier

Form vorliegenden Schilddriisenhormone Triiodthyronin (fT3) und Thyroxin (fT4).

Die Untersuchungen wurden in der Laborgemeinschaft fiir ganzheitliche Medizin, Grandweg 64, 22529 Hamburg
mittels validierter analytischer Messmethoden durchgefiihrt. Die Blutentnahmen erfolgten unter standardisierten
Bedingungen jeweils zur gleichen Tageszeit (10 Uhr). Der Effekt der einmal téiglich induzierten

Schilddriisenstimulierung wurde nach einer weiteren Blutentnahme nach 4 Wochen ermittelt.

Ergebnisse

Wie oben erwdhnt, wiesen die unter Spontanbedingungen ermittelten Schilddriisenparameter im Serum auf eine
moderate Schilddriisenunterfunktion hin. Die mittleren Serumkonzentrationen fiir fT3 betrugen 2,26 ng/l (als
Normwerte sind in der wissenschaftlichen Literatur 3,5-8,0 ng/l angegeben). Fiir fT4 wurde eine mittlere
Serumkonzentration von 0,924 ng/dl ermittelt (als Normwerte sind in der wissenschaftlichen Literatur 0,8-1,8 ng/dl
angegeben).

Die mittlere Serumkonzentration von TSH betrug 1,986 muU/I (Normwerte 0.3-4,0 mUjl).

Nach 4-wdchiger Stimulierung der Schilddriise zeigten sich in der iberwiegenden Mehrzahl der Patienten
Verdnderungen im Gehalt von TSH, fT3 und fT4, wie sie fiir eine Aktivierung der Schilddriise charakteristisch sind.
Eine detaillierte Ubersicht mit einer Gegeniiberstellung der Werte vor und nach Stimulierung ist der Tabelle im

Anhang zu entnehmen.

Eine deutliche Zunahme der Serumkonzentrationen der freien Anteile von fT3 und fT4 ist evident. Im Falle von fT4
stieg die mittlere Konzentration nach 4 Wochen von 0,924 ng/dl auf 1,03, was einem Anstieg von etwa 12 %
entspricht. Der Unterschied ist wegen der duBerst geringen Schwankungen um den Mittelwert als bedeutsam
einzustufen.

Eine nahezu identische Steigerungsrate wurde fiir fT3 ermittelt (von 2,26 ng/| auf 2,53 ng/l).

Auch hier durften aufgrund der geringen Streuungsbreite (s. SE bzw. SEM- Standardabweichung bzw. mittlerer
Fehler des Mittelwertes) der Unterschied statistisch signifikant sein.

Die auffalligste stimulierungsinduzierte Anderung wurde fiir die MessgréBe TSH beobachtet. So nahm die TSH

Serumkonzentration im Mittel von 1,99 auf 1,54 mU/I ab, was einer 22 %-igen Reduktion entspricht. Die mittlere



Veranderung betrug 0,443 mU/. Dieser Unterschied war statistisch signifikant, wie eine vorliufige statistische
Analyse mittels t-Test ergab.

Eine wesentliche Anderung des Selen-Spiegels wurde nach Schilddriisenstimulierung nicht festgestellt.

Eine Placebo Anwendung, nach gleichem Vorgehen wie beschrieben, liber einen Zeitraum von 4 Wochen an 3
Patienten, mit Blutanalyse zu Beginn und einer Blutanalyse am Ende der 4 Wochen erbrachte keine Anderung der
Schilddriisenwerte T3, T4 und TSH.

Schlussfolgerungen

Die Anwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung filhrte somit unzweifelhaft zu einer moderat ausgeprégten
Aktivierung der Schilddriise, wie sie durch die entsprechende Regulation der im thyreotropen Regelkreis essentiellen
Hormone fT3, fT4 und TSH nachgewiesen kann. Wichtig ist hierbei, dass der Anstieg der freien Schilddriisenhormone in
moderater Weise erfolgt ist, so dass die fiir eine medikament@ise Schilddriisenaktivierung typischen Nebenwirkungen nicht
beobachtet wurden.

Zusammenfassend lasst sich zu den bisherigen Ergebnissen feststellen, dass die Stimulierung der Schilddriise durch
die erfindungsgemaBe Vorrichtung und die damit einhergehende Gewichtsreduktion eine ,physiologische® Prozedur
darstelit, weil der Regelkreis der Schilddriisenhormone simuliert werden konnte. Als zusatzliches Argument kann die
Sicherheit der Patienten- kein Patient berichtete (iber nennenswerte Nebenwirkungen - nach Applikation ins Feld

gefithrt werden.

Dr. med. Heinrich Nemec

Kaiser-Fried.-Promenade 26
61348 Bad Homburg

Bad Homburg den 22.03.2010
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Magnetfeldinduzierte forderliche Wirkeffekte bei kultivierten Binde-
gewebszellen durch Anwendung des Thyreogymgerates

1 Zusammenfassung und Schluf3folgerungen

Nach mehreren Vorversuchen zur Etablierung des Versuchsdesigns wurden kultivierte und
70-80% konfluente Bindegewebsfibroblasten der Zelllinie L-929 in 96-Loch-Kulturplatten
fur 30 min bei 37T einer magnetischen Flussdichte von 120-140 nT ausgesetzt. Dies
wurde mit einer standardisierten Versuchsanordnung unter Verwendung eines Prototyps
des Thyreogymgerates erzielt. Zellen am Rand der gleichen Kulturplatte, welche nicht dem
Magnetfeld ausgesetzt waren, dienten als entsprechende Kontrollen. Unmittelbar nach
Magnetfeldeinwirkung wurde der zellulare Energiestoffwechsels/Zellvitalitat bestimmt.

In drei unabhéangigen standardisierten Versuchen mit L-929-Zellen bewirkte das Magnet-
feld eine statistisch signifikante Stimulation der exponierten Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen um 32 + 8 % (Mittelwert + Standardabweichung; p < 0,05, Student’s t-Test).
Die direkte Steigerung des Energiestoffwechsels dieser Zellen ist sicherlich auf die Einwir-
kung des Magnetfeldes durch das Thyreogymgerates zurlickzufiihren, da die Kontrollzel-
len ohne Magnetfeld in der gleichen Kulturplatte keine Stimulation zeigten. Die Einwirkung
eines Magnetfeldes stellt jedoch keinen zelltypspezifischen Stimulus dar, der ausschliel3-
lich far kultivierte Bindegewebszellen gilt. Daher muss von einer allgemeingultigen zellula-
ren Wirkung ausgegangen werden. Untersuchungen mit Zellen der Schilddriise sind nicht
moglich, da es in den Zellbanken keine Zellen aus normalem Schilddriisengewebe gibt.
Zellen aus Tumorgewebe der Schilddriise sind fir diese Untersuchungen aus nahe lie-
genden Grinden nicht geeignet.
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2 Thyreogymgerat und magnetische Flussdichte auf Z  ellebene

Ein Prototyp des Thyreogymgerates wurde von der Fa. RAYONEX Schwingungstechnik
GmbH, D-57368 Lennestadt, fiur die Untersuchungen mit den kultivierten Zellen zur Verfu-
gung gestellt. Exemplarisch fur eine 96-Loch-Kulturplatte wurde die direkt auf Zellebene
einwirkende magnetische Flussdichte bestimmt und mit einer Standerkonstruktion fur das
Gerat standardisiert (Abb. 1). Es zeigte sich, dass nur in der Mitte der Kulturplatte in einem
Bereich von 4 Vertiefungen eine maximale magnetische Flussdichte von 140 nT erzielt
wird und am Rand der Platte weniger als 80 nT erreicht werden. Da in den Vorversuchen
eine vergleichbare Wirkung zwischen 120 und 140 nT erzielt wurde, wurden nur diese Ver-
tiefungen in der Kulturplatte fur die Auswertung als ,behandelte Zellen* verwendet. Die
Zellen in den Vertiefungen am &auf3ersten Rand einer jeden getesteten Platte wurden als
zunbehandelte Zellen" (= Kontrollen) herangezogen.
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Abb. 1: Prototyp des verwendeten Thyreogymgerates in der eigens von der RAYONEX
GmbH gebauten Standerkonstruktion zur Aufnahme einer 96-Loch-Kulturplatte. Nach der
Abgnahme des Deckels wurden die Zellen in den Vertiefungen der Kulturplatte fir 30 min
bei 37C im Brutschrank dem Magnetfeld ausgesetzt.
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3 Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

In mehreren vororientierenden Tests mit Bindegewebsfibroblasten der Zelllinie L-929
(DSMZ), in denen unterschiedliche Kulturgefal3e und Auswertungsparamter ausgetestet
wurden, wurde das folgende endgultige Versuchsdesign fur die standardisierte Untersu-
chung der Magnetfeldwirkungen auf die kultivierten Bindegewebsfibroblasten verwendet:

Die Zellen wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-Kulturplatte in einer Dichte von
20.000 Zellen/Vertiefungen in 200 pl Kulturmedium (RPMI 1640 mit 10% fetalem Kalberse-
rum und Penicillin/Streptomycin) ausgesat. Nach zweitagiger Inkubation im Brutschrank
bei 37C und Begasung mit 5% CO , waren die Zellen in den Vertiefungen zu 70-80% kon-
fluent. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und durch 200 pl Phosphatpuffer mit Calcium
und Magnesium (PBS+) ersetzt. Bei abgenommenem Deckel wurde die Kulturplatte in die
Standerkonstruktion des Thyreogymgerates gesetzt und die Zellen im Brutschrank bei
37<C fur 30 min dem Magnetfeld ausgesetzt. Unmittel bar nach der Exposition wurden die
Zellen durch 180 pl PBS+ mit 10 mM Glucose stimuliert. Der zellulare Energiestoffwechsel
mit seinen verschiedenen Redoxprozessen flihrt dabei zu einer Spaltung und damit auch
einer Anderung der optischen Dichte des ebenfalls zum Ansatz zugegebenen wasserlosli-
chen Tetrazoliumfarbstoffes WST-1 (20 pl/Vertiefung; Roche Diagnostics, Mannheim). Je
hoher dabei die Stoffwechselaktivitat der Zellen, desto starker verandert sich die optische
Dichte durch Spaltung des zugesetzten Farbstoffes. Die Anderung der optischen Dichte
wurde im BioTek-Elisareader als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich fur
120 min aufgezeichnet.

Durch lineare Regression der erhaltenen Kurvenziige und Berechnung der mittleren Stei-
gung (= mOD/min bei 20-60 min) wurden die Messdaten zwischen behandelten und unbe-
handelten Zellen zueinander in Beziehung gesetzt.

4 Versuchsergebnisse

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche (V 712 bis V 714) sind in Tabelle 1 dargestellt. In
allen Versuchen kam es durch das Magnetfeld zu einer deutlichen Stimulation des zellula-
ren Energiestoffwechsels um maximal 40,3 £ 5,9 % und minimal 26 + 5,2 %. Aus allen drei
Versuchen ergibt sich eine mittlere und statistisch signifikante Stimulation der exponierten
Zellen um 32 + 8 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ( p < 0,05, Student’s t-Test).
Diese Steigerung des Energiestoffwechsels der Zellen ist sicherlich auf die Einwirkung des
Magnetfeldes durch das Thyreogymgeréates zurtckzufihren, da die Kontrollzellen ohne
Magnetfeld in der gleichen Kulturplatte keine Stimulation zeigten. Die Einwirkung eines
Magnetfeldes stellt jedoch keinen zelltypspezifischen Stimulus dar, der ausschlielich fur
kultivierte Bindegewebszellen gilt. Daher muss von einer allgemeingdltigen zellularen Wir-
kung ausgegangen werden.
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Tab. 1. Darstellung der Messergebnisse der einzelnen Versuche zur Stimulation des
Energiestoffwechsels kultivierter Bindegewebsfibroblasten durch das Magnetfeld.

Versuch 1 (V 712)

Einzelne Messwerte )
Probe Steigung in mOD/min Mittelwert S.D.
120-140 nT| 121 123 117 129 122,5 5,0
Kontrolle 97 95 98 99 97,3 1,7
Stimulation des zellulédren 26 50
Energiestoffwechsels in % ’
Versuch 2 (V 713)
Einzelne Messwerte )
Probe Steigung in mMOD/min Mittelwert S.D.
120-140 nT| 119 114 118 126 119,3 5,0
Kontrolle 104 69 75 92 85 16,0
Stimulation des zellulédren
Energiestoffwechsels in % 40,3 5.9
Versuch 3 (V 714)
Einzelne Messwerte )
Probe Steigung in mOD/min Mittelwert S.D.
120-140 nT| 97 112 134 135
121,9 14,8
124 142 113 118
Kontrolle 85 100 97 90
94 5,6
94 98
Stimulation des zellularen 29.7 15.8

Energiestoffwechsels in %
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Tierversuchsfreie zellbiologische Untersuchungen zu forderlichen
Wirkeffekten einer Polyphenolmischung

1 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Mit tierversuchsfreien, zellfreien und zellbasierten Testverfahren wurden die forderlichen
Wirkeffekte einer Polyphenolmischung der Fa. Tisso Naturprodukte GmbH untersucht. Die
Polyphenolmischung zeigte ein dosisabhangiges antioxidatives Potenzial und konnte die
freien exogenen Radikale bei der berechneten theoretischen Blutflissigkeitskonzentration
von 0,6 mg/ml um 70 % reduzieren. Durch die antioxidative Wirkung kénnen frei im Blut
zirkulierende Radikale, welche aus der Umwelt stammen oder durch ein metabolisches
Ungleichgewicht (z.B. oxidativer Stress) entstehen, inaktiviert werden. Vergleichbare Test-
ergebnisse wurden auch bei der Untersuchung der entziindungshemmenden Wirkung er-
zielt, so dass durch die Einnahme der Polyphenolmischung auch ein lokaler Uberschuss
reaktiver Sauerstoffradikale im Gewebe, wie er beispielsweise bei Entziindungs- oder
komplizierten Wundheilungsprozessen auftreten kann, neutralisiert werden kann. In einem
weiteren Versuchsansatz wurden 70-80 % konfluente Kulturen von Bindegewebsfibrobla-
sten der Zelllinie L-929 fur 30 min bei 37 T gleic hzeitig der Polyphenolmischung und ei-
nem Magnetfeld mit einer magnetischen Flussdichte von 120-140 nT ausgesetzt. Die
Kombination von Polyphenolmischung und Magnetfeld bewirkte eine statistisch signifikan-
te Stimulation der exponierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, was auf eine For-
derung der Zellregeneration/-vitalitdt auch in vivo hinweist.
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2 Fragestellungen der durchgefiihrten Untersuchungen

« Kann die Polyphenolmischung einen Uberschuss der im Blut zirkulierenden freien
reaktiven Sauerstoffradikale neutralisieren und somit einer Schadigung des Organis-
mus durch aul3ere (exogene) Umwelteinflisse und/oder oxidativem Stress vorbeu-
gen?

» Kann die Polyphenolmischung endogene und lokal im Gewebe gebildete tiberschissi-
ge Sauerstoffradikale inaktivieren? Ein solcher Radikalliberschuss direkt im Gewebe
kann beispielsweise bei Entziindungs- oder komplizierten Wundheilungsprozessen
durch die aus dem Blut ins Gewebe eingewanderten neutrophilen Granulozyten als
entztindungsvermittelnde Zellen hervorgerufen werden.

* Kann durch die Kombination der Polyphenolmischung mit dem Magnetfeld aus dem
Thyreogymgeréat der Energiestoffwechsel von Bindegewebszellen stimuliert und so
eine Zellerneuerung bzw. -vitalisierung geférdert werden?

3 Testkonzentrationen der Polyphenolmischung

Um in den hier durchgeflihrten tierversuchsfreien zellbiologischen Untersuchungen mit
verschiedenen zellfreien und zellbasierten Testverfahren die Testkonzentration der Poly-
phenolmischung abschatzen zu kénnen, wurde von den folgenden Uberlegungen ausge-
gangen: Die Einnahmeempfehlung fur die Polyphenolmischung betragt 4 Kapseln pro Tag.
Dies entspricht einer taglichen Zufuhr von 2 g Wirkstoffmischung. Geht man von einer
vollstdndigen Resorption der Wirkstoffe und einer Verteilung in der Blutfliissigkeit von ca
3,3 Litern aus, so erhalt man eine Blutfliissigkeitskonzentration von etwa 0,6 mg/ml.

Die konzentrierte wassrige Basis-Stammldsung (10x) wurde mit einer Konzentration von
20 mg/ml in Phosphatpuffer mit Calcium und Magnesium (PBS+) durch Aufschlammen
und Morsern hergestellt und dann mit PBS+ weiter verdinnt.

Fur die Untersuchungen zur antioxidativen und entziindungshemmenden Wirkung wurden
die folgenden Testkonzentrationen verwendet: 0 — 0,1 — 0,25 — 0,5 — 1 — 2 mg/ml. Dabei
bezeichnet die Konzentration ,0“ die unbehandelte Kontrolle ohne Wirkstoff. Die Untersu-
chungen zum Energiestoffwechsel von Bindegewebszellen wurden bei 0,25 und 0,5 mg/ml
Polyphenolmischung im Reaktionsgemisch durchgefuhrt.

4 Antioxidative und entziindungshemmende Wirkung

Ohne Sauerstoff kbnnen wir nicht leben, aber Sauerstoff in Form von hochreaktiven freien
Sauerstoffradikalen (ROS = reactive oxygen species) kann pathophysiologische Verande-
rungen bewirken und auch den vorzeitigen Alterungsprozess fordern. Freie Radikale wer-
den als nattrliche Stoffwechselprodukte permanent in unserem Korper bei der Energiege-
winnung in den Mitochondrien produziert und erfullen grundsatzlich lebenswichtige Aufga-
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ben. Zudem stehen sie in einem standigen Gleichgewicht mit den regulierenden naturli-
chen enzymatischen Entgiftungsmechanismen wie Glutathion, Superoxid-Dismutase und
Katalase. Umweltbelastungen, Erndhrungsmangel, korperlicher oder seelischer Stress,
aber auch Medikamente, Verletzungen und Entziindungen kdnnen zu einer unkontrollier-
ten Uberproduktion freier Radikale fiihren. Die Selbstregulation durch den Kdorper ist ge-
stort. Ubersteigt die Aufnahme oder Bildung freier Radikale deren korpereigene Entgiftung,
so spricht man von ,oxidativem Stress”. Die schnell und aggressiv wirkenden freien Radi-
kale stbren und zerstdren wichtige Funktionen und Strukturen im Korper; sie kdnnen oxi-
dative Verdnderungen verursachen und damit Schadigungen aller wichtigen Biomolekule
wie Nukleinsauren (DNA und RNA), Proteine, Lipide und Kohlenhydrate.

4.1 Antioxidative Wirkung im zellfreien Testsystem

In diesem zellfreien Testsystem wurde ohne die Verwendung von Zellen im Testansatz
gepruft, ob verschiedene Konzentrationen der Testsubstanz in der Lage sind, frei im Blut
zirkulierende Sauerstoffradikale zu inaktivieren. Fur die Untersuchung wurden die ver-
schiedenen Konzentrationen der Polyphenolmischung in Aqua dest. vorgelegt und dazu
Kaliumsuperoxid in Aqua dest. (1 mg/ml) pipettiert. Die nicht durch die Mischung inaktivier-
ten und damit noch aggressiven und reaktionsfreudigen Superoxidanion-Radikale fiihren
dabei zu einer Spaltung und zu einer Anderung der optischen Dichte des ebenfalls zum
Ansatz zugegebenen Tetrazoliumfarbstoffes WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Die
optische Dichte wurde als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich aufge-
zeichnet und nach linearer Regression der erhaltenen Kurvenziige in Form der Steigung
(Zeitintervall 0-10 min) in mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann
als Relativwerte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt und gegen die Kon-
zentration aufgetragen.

Ergebnis: Wie in Abb. 1A dargestellt, konnte die Polyphenolmischung in einer dosisab-
hangigen Weise die freien exogenen Radikale inaktivieren. Das maximale antioxidative
Potenzial mit einer nahezu vollstandigen Inaktivierung der freien Radikale wurde ab einer
Konzentration = 1 mg/ml erzielt. Bei der theoretisch berechneten Blutfllissigkeitskonzentra-
tion von 0,6 mg/ml wurden bereits Uber 70 % der Radikale neutralisiert. Die EC50, d. h. die
Konzentration, bei der 50 % der Radikale inaktiviert wurden, lag bei 0,35 mg/ml. Fir reine
Ascorbinséaure liegt die EC50 unter gleichen Versuchsbedingungen bei 1,3 mg/ml. Damit
hat die Polyphenolmischung ein etwa dreimal so hohes antioxidatives Potenzial wie reines
synthetisch hergestelltes Vitamin C. Durch die antioxidative Wirkung koénnen frei im Blut
zirkulierende Radikale, welche aus der Umwelt stammen oder durch ein metabolisches
Ungleichgewicht (z. B. oxidativer Stress) entstehen, inaktiviert werden.
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4.2. Entzindungshemmende Wirkung im zellbasierten Testsystem

Zunachst wurden humane Promyelozyten (Zelllinie HL60, ECACC 98070106) als perma-
nente Zelllinie in Routinekultur durch sechstéagige Behandlung mit Dimethylsulfoxid zu sog.
funktionalen Neutrophilen differenziert. Dies sind Zellen, welche die Eigenschaften von
phagozytierenden und entzindungsvermitteinden Zellen (neutrophile Granulozyten) im
Blut besitzen. Nach Stimulation bilden diese Zellen in einem sog. oxidativen oder respira-
torischen Burst Superoxidanion-Radikale, welche das Gewebe lokal zerstéren kdnnen. Ein
solcher Burst stellt nach der Einwanderung dieser Zellen aus dem Blut ins betroffenene
Gewebe einen Teilaspekt des komplexen Entziindungs- oder Wundheilungsprozesses dar
und kann durch die weitere Gewebezerstorung diesen Prozess dauerhaft in Gang halten.
Die funktionalen Neutrophilen wurden durch Zugabe eines Phorbolesters (Phorbol-12-
myristat-13-acetat; Sigma-Chemie, Taufkirchen) dazu angeregt, Superoxidanion-Radikale
zu bilden. Die Radikale fuhren zu einer Spaltung des ebenfalls dem Versuchsansatz zuge-
setzten Tetrazoliumfarbstoffes WST-1. Dabei ist die Menge der gebildeten Sauerstoffradi-
kale direkt proportional zur Farbstoffspaltung, d. h. je mehr reaktive Radikale vorhanden
sind, desto starker ist die Farbstoffspaltung und damit auch die Anderung der optischen
Dichte. Werden die von den Zellen gebildeten Radikale durch den Wirkstoff inaktiviert, so
verandert sich die optische Dichte weniger stark. Es wurde die optische Dichte als Diffe-
renzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich aufgezeichnet und nach linearer Re-
gression der erhaltenen Kurvenzige in Form der Steigung (Zeitintervall 10-30 min) in
mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann als Relativwerte im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt und gegen die Konzentration aufgetragen.

Ergebnis: Das Versuchsergebnis ist in Abb. 1B dargestellt und zeigt im Vergleich zur anti-
oxidativen Wirkung im zellfreien Test einen deutlich steileren dosisabhé&ngigen Anstieg der
Wirkung, aber mit etwa 70 % einen geringeren maximalen entziindungshemmenden Effekt
durch die Inaktivierung der endogen gebildeten Radikale. Dieser steilere Anstieg wird
durch die niedrigere EC50 von 0,2 mg/ml verdeutlicht. Somit war bei der untersuchten Po-
lyphenolmischung die lokal entzindungshemmende Wirkung bei niedrigen Testkonzentra-
tionen ausgepragter als die antioxidative Wirkung. Somit kann durch die Einnahme der Po-
lyphenolmischung ein lokaler Uberschuss reaktiver Sauerstoffradikale im Gewebe, wie er
beispielsweise bei Entziindungs- oder komplizierten Wundheilungsprozessen auftreten
kann, deutlich neutralisiert werden.
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Abb. 1: (A) Konzentrationsabhéngige antioxidative Wirkung im zellfreien Test bei exoge-
nen freien Radikalen mit einer maximalen Inaktivierung von nahezu 100 %. (B) Die maxi-
male Inaktivierung der endogen gebildeten Radikale (= entzindungshemmende Wirkung)
ist geringer als die antioxidative, im Bereich der berechneten Blutfliissigkeitskonzentration
(= BF) jedoch nahezu identisch. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung von
drei unabhangigen Versuchen.
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5 Energiestoffwechsel der Bindegewebszellen nach M agnetfeldexposition

Zellregenerative Vorgange oder Wundheilungsprozesse sind u. a. durch eine zeitweilige
Erh6éhung des Energiestoffwechsels der beteiligten Zellen charakterisiert. Ist ein Wirkstoff
oder Wirkstoffgemisch in der Lage, den zellularen Energiestoffwechsel zu stimulieren, so
kann man daraus folgern, dass auch die Zellerneuerung sowie die basale Zellvitalitdt und
-aktivitat gefordert werden kann.

Ein Prototyp des Thyreogymgerates wurde von der Fa. RAYONEX Schwingungstechnik
GmbH, D-57368 Lennestadt, mit einer Standerkonstruktion zur Aufnahme der 96-Loch-
Platten fur die Untersuchungen mit den kultivierten Zellen zur Verfugung gestellt. Nur in
der Mitte der 96-Loch-Platte betrug auf Zellebene in einem Bereich von 4 Vertiefungen die
maximale magnetische Flussdichte 120-140 nT und am Rand der Platte weniger als 80
nT. Da in Vorversuchen eine vergleichbare Wirkung bei 120 und 140 nT erzielt wurde,
wurden nur diese Vertiefungen in der Kulturplatte fir die Auswertung als ,Magnetfeld-
behandelte Zellen* zusammengefasst. Die Zellen in den Vertiefungen am &uf3ersten Rand
der getesteten Kulturplatte wurden als ,unbehandelte Zellen* (= Kontrollen) herangezogen.

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden die Zellen in die Vertiefungen einer 96-Loch-
Kulturplatte in einer Dichte von 20.000 Zellen/Vertiefungen in 200 ul Kulturmedium (RPMI
1640 mit 10 % fetalem Kalberserum und Penicillin/Streptomycin) ausgesat. Nach zweita-
giger Inkubation im Brutschrank bei 37 € und Begas ung mit 5 % CO, waren die Zellen in
den Vertiefungen zu 70-80 % konfluent. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und durch
200 pl Phosphatpuffer mit Calcium und Magnesium (PBS+) sowie einer Konzentration von
0,25 mg/ml und 0,5 mg/ml der Polyphenolmischung ersetzt. Bei abgenommenem Deckel
wurde die Kulturplatte in die Stéanderkonstruktion des Thyreogymgerétes gesetzt und die
Zellen im Brutschrank bei 37 <C fir 30 min dem Magn etfeld ausgesetzt. Unmittelbar nach
der Exposition wurden die Zellen durch 180 ul PBS+ mit 10 mM Glucose stimuliert.

Der zellulare Energiestoffwechsel mit seinen verschiedenen Redoxprozessen fihrt dabei
zu einer Spaltung und damit auch einer Anderung der optischen Dichte des ebenfalls zum
Ansatz zugegebenen wasserloslichen Tetrazoliumfarbstoffes WST-1 (20 ul/Vertiefung;
Roche Diagnostics, Mannheim). Je hoher dabei die Stoffwechselaktivitat der Zellen, desto
starker verandert sich die optische Dichte durch Spaltung des zugesetzten Farbstoffes.
Die Anderung der optischen Dichte wurde im BioTek-Elisareader als Differenzmessung
AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich fir 120 min aufgezeichnet.

Durch lineare Regression der erhaltenen Kurvenziige und Berechnung der mittleren Stei-
gung (= mOD/min bei 20-60 min) wurden die Messdaten zwischen behandelten und unbe-
handelten Zellen zueinander in Beziehung gesetzt.
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Ergebnis: Die Ergebnisse der einzelnen Versuche sind in Tab. 1 zusammenfassend dar-
gestellt. Unabhangig von der Konzentration der Polyphenolmischung im Expositionsmedi-
um kam es bei allen Versuchen durch das Magnetfeld zu einer deutlichen Stimulation des
zellularen Energiestoffwechsels um 26,2 + 10,2 % (0,25 mg/ml Polyphenolmischung) und
28,1 + 3,1 % (0,5 mg/ml Polyphenolmischung). Aus allen vier Versuchen ergibt sich eine
statistisch signifikante Stimulation der exponierten Zellen um 27,2 + 6,3 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (p < 0,01, Student’s t-Test).

Diese Steigerung des Energiestoffwechsels der Zellen ist sicherlich auf die Einwirkung des
Magnetfeldes durch das Thyreogymgerates zurtckzufihren, da die Kontrollzellen ohne
Magnetfeld in der gleichen Kulturplatte keine Stimulation zeigten. Die Einwirkung eines
Magnetfeldes stellt jedoch keinen zelltypspezifischen Stimulus dar, der ausschliel3lich flr
kultivierte Bindegewebszellen gilt. Daher muss von einer allgemeingdltigen zellularen Wir-
kung ausgegangen werden.

Tab. 1. Wirkung des Thyreogym-Magnetfeldes auf den Energiestoffwechsel von kultivier-
ten Bindegewebsfibroblasten (L-929). Auf der linken Seite sind die Ergebnisse der beiden
Versuche mit 0,25 mg/ml Polyphenolmischung und auf der rechten Seite die Ergebnisse
der beiden Versuche mit 0,5 mg/ml Polyphenolmischung dargestellt. S.D. = Standard-
abweichung.

Versuch 1 (0,25 mg/ml) Versuch 3 (0,5 mg/ml)

Einzelne Messwerte . Einzelne Messwerte .
Probe Steigung in mOD/min Mittelwert S.D. Probe Steigung in mOD/min Mittelwert S.D.
120-140 nT| 126 123 121 118 122 34 120-140 nT| 119 112 103 117 112,75 7,1
Kontrolle 118 94 113 85 102,5 15,6 Kontrolle 103 82 94 67 86,5 15,6
Stimulation des zellularen Stimulation des zellularen
Energiestoffwechsels in % 19 33 Energiestoffwechsels in % 80,3 82
Versuch 2 (0,25 mg/ml) Versuch 4 (0,5 mg/ml)
Einzelne Messwerte . Einzelne Messwerte .
Probe Steigung in MOD/min Mittelwert S.D. Probe Steigung in mOD/min Mittelwert S.D.
120-140 nT| 115 125 140 119 124,75 11,0 120-140 nT| 109 114 128 126 119,3 9,2
Kontrolle 81 95 84 114 93,5 14,9 Kontrolle 97 86 102 94 94,75 6,7
Stimulation des zellularen Stimulation des zellularen
Energiestoffwechsels in % 334 118 Energiestoffwechsels in % 259 8.7
Zusammenfassung (0,25 mg/ml) Zusammenfassung (0,5 mg/ml)
Mittelwert S.D. Mittelwert S.D.
Stimulation des zelluléren Stimulation des zellularen
Energiestoffwechsels in % 26.2 102 Energiestoffwechsels in % 281 81
Dartsch Scientific GmbH Geschaftsfuhrer: Amtsgericht Minchen HRB 169719
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6 Nutzen-Risiko-Bewertung

Die therapeutische Wirksamkeit der Thyreogym ist anhand der beschriebenen
Literaturbefunde und vor allem wegen der in Sektion berichteten Pilotstudie vielversprechend.
Nach derzeitigem Wissensstand birgt die Anwendung von Thyreogym keine ernsthaften

Risiken. Die Nutzen-Risiko-Bewertung fillt daher positiv aus.

7 Zusammenfassung

Fiir den Thyreogym wurde im Rahmen des Konformititsbewertungsverfahrens eine klinische
Bewertung zum Nachweis ihrer Eignung in der vom Hersteller beschriebenen
Zweckbestimmung und Anwendungsbereich sowie dessen Unbedenklichkeit nach Anhang X
der Richtlinie 93/42/EWG durchgefiihrt. Zur Durchfithrung der klinischen Bewertung wurde
MEDDEYV 2.7.1 Rev.3, December 2009, GUIDELINES ON MEDICAL DEVICES,
CLINICAL EVALUATION: A GUIDE FOR MANUFACTURERS AND NOTIFIED
BODIES und Therapeutic Goods (Medical Devices) Regulations 2002, part 8 herangezogen.

Hinsichtlich Einfluss von Magnetfeldern auf Schilddriisenaktivitiéiten in experimentellen
Untersuchungen wurde aufgezeigt, dass Ratten, die niederfrequenten Magnetfeldern der
Frequenz 0,5 HZ ausgesetzt waren, keine bedeutsamen Anderungen der
Schilddriisenmorphologie und Schilddriisenhormone aufwiesen. Somit liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass diese Magnetfelder - wenn iiberhaupt- die Entwicklung von

Krebserkrankungen in der F344 / N Ratte nur geringgradig beeinflussen.

In einer richtungsweisenden Studie des Fraunhofer-Instituts (81 hat sich gezeigt, dass sich
tatsichlich systematische Untersuchungen bzgl. Revitalisierung und Reparatur nach
Schidigung bestimmter Zelltypen in Kultivierungsmedien unter statistischer Absicherung
der Messdaten realisieren lassen. Eine Charakterisierung der Effekte der durch Thyreogym
induzierten harmonischen Schwingungen auf molekularer Ebene ist in der Tat moglich, was
letztlich eine Untermauerung bisher beobachteter medizinischer Erfolge nach Anwendung
etablierter, ,,schulmedizinischer* Grundlagenforschungsmethoden bedeutet.

Hauptbefund dieser Studie war, dass insbes. Keratinozyten positiv auf durch den
Thyreogym erzeugten harmonisierende Schwingungen ansprechen.

Somit ist die empfindliche Methode der Zellstoffwechselaktivitit prinzipiell sehr gut eignet,

um den Einfluss der harmonischen Schwingungen auf in vitro-Zellkulturen zu messen.
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Dariiber hinaus geben die Untersuchungen des Zellzyklus entscheidende Hinweise zur
Wirkung des Thyreogym auf die Aktivierung der Zellteilung.

Der Schlussfolgerung der Autoren dieser Studie ist zuzustimmen, wonach in einer weiteren
Studie ein optimales Untersuchungskonzept zu erarbeiten wire. Insbesondere die Eignung
der Frequenzen sollte spezifisch auf die zu erzielenden Effekte abgestimmt werden.

BT wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen

In einer klinischen Pilot-Studie
schein-exponierten und exponierten Probanden nach Applikation von Magnetfeldern der
Stiarke 10 uT und 50 Hz Frequenz hinsichtlich der folgenden Parameter festgestellt: TSH,
Follikel-stimulierendes Hormon, luteinisierendes Hormon, Trijodthyronin, Thyroxin, freies
Trijodthyronin, freiem Thyroxin, Thyroxin-bindendes Globulin, Cortisol, 17
hydroxycorticosteroids-(17-OH-CS) und TBK. Zumindest unter den beschriebenen
experimentellen Bedingungen hatten die Magnetfelder keinen nennenswerten Einfluss auf die

untersuchten endokrinen Funktionen oder ihre circadiane Rhythmik.

Hauptbefund einer klinischen Studie, in der Werktitige am Arbeitsplatz Magnetfeldern
ausgesetzt wurden ), war, dass ELFMF Exposition keinen bedeutsamen Einfluss auf das

Risiko einer Schilddriisenkrebserkrankungen hatte.

Insgesamt kann die Magnetfeldtherapie als sicher eingestuft werden, da schwerwiegende
kanzerogene Reaktion nicht festgestellt wurden. Andererseits liegen bisher keine schliissigen
klinischen Studien vor, die eine reproduzierbare Wirksamkeit des Verfahrens bei
Schilddriisenerkrankungen nachweisen. Mogliche Hinweise aus experimentellen und

klinischen Studien liefern aber vielversprechende Hinweise.

Eine Nutzen-Risiko-Abwigung der Therapie mit Thyreogym wurde durchgefiihrt. Die
Anwendung der Thyreogym birgt keine ernsthaften Risiken. Die Nutzen-Risiko-Bewertung

fallt positiv aus.

Die Anwendung des Thyreogym im Rahmen der Pilotstudie (s. 5.2) fithrte unzweifelhaft zu einer
moderat ausgeprigten Aktivierung der Schilddriise, wie sie durch die entsprechende
Aktivititsdnderung der im thyreotropen Regelkreis essentiellen Hormone T3, T4 und TSH

nachgewiesen werden konnte. Wichtig ist hierbei, dass der Anstieg der freien Schilddriisenhormone
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