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Studienprotokoll

Wirkung eines veganen Multinahrstoffpraparats, eines Cholin- und Omega-3-Praparats auf

die Nahrstoffversorgung von Veganer*innen

Rationale und Zielsetzung der Studie

Bei rein pflanzlicher (veganer) Ernahrung gelten verschiedene Nahrstoffe als kritisch. Hierzu zahlen
insbesondere Vitamin Bi», Vitamin B, Kalzium, Eisen, Zink, Jod, Selen sowie die langkettigen
Omega-3-Fettsduren (n-3) (Leitzmann und Keller 2020). Aber auch weitere Nahrstoffe,
beispielsweise Vitamin A und verzweigtkettige Aminosauren, werden aktuell als potenziell kritisch
diskutiert (Hovinen et al. 2021). Kritisch bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die
durchschnittliche Zufuhr dieser Nahrstoffe haufiger unter den Referenzwerten (z. B. D-A-CH-
Referenzwerte) liegt. Eine Erganzung verschiedener kritischer Nahrstoffe wird aus
wissenschaftlicher bei veganer Erahrung empfohlen (z. B. Vitamin B12) oder kann sinnvoll sein
(Richter et al. 2016). Dies gilt besonders dann, wenn die tagliche Erndhrung nicht optimal
zusammengestellt ist, der Nahrstoffbedarf in bestimmten Lebensphasen erhoht ist oder auch bei
optimierter Ermahrung die ausreichende Zufuhr aller Nahrstoffe nicht immer sichergestellt werden
kann (Richter et al. 2020).

Vitamin A hat im menschlichen Korper zahlreiche Aufgaben und ist unter anderem relevant fir, die
Sehkraft, die Immunfunktion, die Reproduktionsfahigkeit, die Schilddrisenfunktion und vieles

Weitere (Elmadfa und Leitzmann 2019). Bei einer veganen Erndhrung werden keine tierischen
Produkte konsumiert. Daher kdnnen Veganer*innen ihren Vitamin-A-Bedarf lediglich Gber Vitamin-
A-Vorstufen, z. B. B-Carotin (und andere Carotinoide), decken. 3-Carotin (Provitamin A) wird durch
das cytosolische Enzym -Carotin-15,15-Monooxygenase (BCMO1) gespalten und zu Vitamin A
umgewandelt (Westphal und Béhm 2015). Da zahlreiche pflanzliche Lebensmittel, wie orange,
gelbe, rote und griine Gemiise- und Obstarten (3-Carotin enthalten (Hahn et al. 2016), weisen
Veganer*innen in Studien meist eine hohe Zufuhr von B-Carotin auf (Haldar et al. 2007, Schipbach
et al. 2017). Entsprechend sind auch ihre Blutkonzentrationen an B-Carotin hdher als bei
Mischkdstlersinnen (Waldmann et al. 2005). Entscheidend fiir die -Carotin-Verwertung ist jedoch
nicht nur die zugefuhrte Menge, sondern die Bioverfugbarkeit und vor allem Biokonversion. Fir (3-
Carotin zu Retinol gilt dabei ein Umrechnungsfaktor von 12:1 (DGE et al. 2020). Allerdings ist die
Umwandlung von B-Carotin zu Vitamin A nicht bei allen Menschen identisch. Aufgrund von
Polymorphismen, die eine verringerte BCMO1-Aktivitadt verursachen, kénnen unterschiedliche
Umwandlungsraten vorliegen (Ferrucci et al. 2009, Burgerstein und Zimmermann 2012). Unklar ist
daher, ob die ausschlie3liche Zufuhr von Vitamin-A-Vorstufen auch zu einem ausreichendem

Vitamin-A-Status bei Veganer*innen fuhrt.



Version 06, Stand: 25.02.2023

Eine Vitamin-A-Zufuhr Uber ein Multindhrstoffpraparat kann hier eine sinnvolle Erganzung

darstellen.

Selen weist zahlreiche Wirkungen auf das Immunsystem, die Schilddrisenfunktionen und das
Herz-Kreislauf-System auf (Elmadfa und Leitzmann 2019). Um entsprechende
Mangelerscheinungen zu vermeiden, ist eine adaquate Zufuhr anzustreben. In der Europaischen
Union durfen seit 1992 Futtermittel mit Selen angereichert werden, sodass verschiedene
Lebensmittel tierischen Ursprungs meist zuverlassige Selenquellen darstellen (Leitzmann und
Keller 2020). Besonders hohe Gehalte finden sich in Innereien, aber auch Fleisch und Fisch liefern
Selen (Elmadfa und Leitzmann 2019). Aufgrund unterschiedlicher Selengehalte in den Bdden
kdnnen die Selengehalte pflanzlicher Lebensmittel, wie beispielsweise Leguminosen oder Nusse,
stark schwanken (Parekh et al. 2008, Silva Junior et al. 2017). Nennenswerte pflanzliche Quellen
fir Selen sind insbesondere Paranisse (Strunz et al. 2008, Rita Cardoso et al. 2016).
Ubersichtsarbeiten zeigen, dass Veganer*innen meist deutlich schlechter mit Selen versorgt sind
als Mischkdstler*innen (Hoeflich et al. 2010, Elorinne et al. 2016a). Auch hier kann eine Erganzung

fir Veganer*innen sinnvoll sein.

Vitamin B12 wird fir die DNA-Synthese sowie die Zellteilung, die Blutbildung und die
ordnungsgemalfte Funktion des Nervensystems benétigt (Elmadfa und Leitzmann 2019). Es gilt als
der kritischste Nahrstoff in einer veganen Erndhrung weil dieser nicht oder nur unwesentlich Gber
pflanzliche Lebensmittel zugefihrt werden kann. Ein Mangel fihrt langfristig zu schweren,
irreversiblen Schadigungen des Nervensystems und zu schweren Entwicklungsstérungen (Carmel
2014).

Die langkettigen n-3-Fettsauren Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure (DHA) sind
unter anderem wichtig fur die Entwicklung und den Erhalt der kognitiven Fahigkeiten und werden
ebenfalls als potenziell kritische Nahrstoffe in der veganen Ernahrung definiert (Richter et al. 2016,
Elmadfa und Leitzmann 2019). Zu den n-3-Fettsauren werden neben EPA und DHA auch die
Docosapentaensaure (DPA) und a-Linolensaure (ALA) gezahlt. Als essenziell gilt neben der n-6-
Fettsdure Linolsdure (LA) nur die n-3-Fettsdure ALA. Diese miuissen Uber die Nahrung
aufgenommen werden, da der menschliche Korper sie nicht selbst bilden kann (DGE et al. 2020).
Wird eine ausreichende Zufuhr sichergestellt, wandelt der menschliche Organismus ALA unter
bestimmten Voraussetzungen in nennenswerte Mengen der langkettigen n-3-Fettsduren EPA,
DPA und DHA um (Burdge und Wootton 2002). Deshalb gelten diese Fettsauren in der Literatur
auch nur als semi-essenziell (DGE et al. 2020). Bei den Umwandlungsprozessen innerhalb der

Familien der n-3- und n-6-Fettsduren konkurrieren diese jedoch um dieselben Enzymsysteme aus
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Desaturasen und Elongasen. Dadurch reduziert die Aufnahme von viel n-6-Fettsauren Uber die
Nahrung die Umwandlungsrate der n-3-Fettsduren (Biesalski et al. 2017). Empfehlungen gehen
deshalb von einem idealen Verhaltnis von 5:1 (LA:ALA) oder niedriger aus (Simopoulos 2002, DGE
et al. 2020). Veganer*innen nehmen verglichen mit anderen Ernahrungsstilen tendenziell mehr LA
und ALA zu sich, jedoch meist in einem ungunstigeren Verhaltnis (20:1) (Mann et al. 2006a).
Dadurch und durch den Wegfall der Hauptquellen (fettreicher Seefisch) (Rizzo et al. 2013) der
langkettigen n-3-Fettsduren folgt eine geringere Zufuhr an EPA und DHA (Welch et al. 2010, Sarter
et al. 2015). Auch beim Versorgungsstatus weisen sich vegan erndhrende Menschen im Vergleich
zu Menschen mit anderen Ernahrungsweisen meist signifikant niedrigere Blutspiegel an EPA und
DHA auf (Sanders 2009, Elorinne et al. 2016). Aufgrund dessen bietet es sich flr Veganer*innen
an, diese auch direkt Uber die Nahrung aufzunehmen. Vegane Quellen hierfur sind z. B.
Mikroalgendle, die EPA und DHA enthalten.

Auf dem Markt gibt es mittlerweile verschiedene Nahrstoffpraparate, die speziell Veganer*innen
dabei unterstitzen sollen, ihren Nahrstoffbedarf zu decken. Wissenschaftliche Studien zur
Wirksamkeit der Praparate und Bioverflgbarkeit der enthaltenen Nahrstoffe liegen bisher kaum vor.
Vor diesem Hintergrund sollen ein Multindhrstoffpraparat (s. Tab. 1) sowie ein Cholin- (s. Tab. 2)
und n-3-Praparat (s. Tab. 3) der Marke Watson Nutrition untersucht werden. Hierbei wird ein
besonderer Fokus auf die Verbesserung der Versorgung der bisher unzureichend untersuchten,

potenziell kritischen Nahrstoffe Vitamin A, Selen, Cholin sowie EPA und DHA gelegt werden.

Es sollen deshalb folgende Fragestellungen beantwortet werden:

Hauptfragestellung

Wie wirkt sich die tagliche Verwendung des zu untersuchenden Multinahrstoffpraparats Uber 16

Wochen auf den Vitamin-A- und Selen-Status sowie Vitamin-B1>-Status von Veganer*innen aus?

Wie wirkt sich die Gabe eines Cholin-Praparats tber 16 Wochen auf den Cholinstatus von

Veganer*innen aus?

Wie wirkt sich die Gabe eines n-3-Praparats mit DHA, EPA und Vitamin E Uber 16 Wochen auf den

Fettsdurestatus von Veganer*innen aus?

Weitere Fragestellungen

Wie wirkt sich die tagliche Verwendung des zu untersuchenden Multinhrstoffpraparats tUber 16

Wochen auf den Vitamin-B2-, Vitamin-D-, Jod-, Zink- und Eisenstatus von Veganer*innen aus?
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Definition des Kollektivs und der Eigenschaften der Patient*innen/Proband*innen, die in die
Studie aufgenommen werden sollen

Insgesamt sollen etwa 80 freiwillige Proband*innen aufgenommen werden, die sich vegan ernahren
und mindestens 18 Jahre alt sind. Die Geschlechterverteilung sollte mdglichst jeweils 50 Prozent

Manner und Frauen umfassen.

Einschlusskriterien: Freiwillige Proband*innen ab dem 18. Lebensjahr, seit mindestens einem Jahr

vegane Ernahrung.

Ausschlusskriterien: Raucher*innen, Schwangerschaft oder Stillzeit, diagnostizierter Vitamin- oder

Mineralstoff-Mangel, diagnostizierte Erkrankungen, die den Stoffwechsel beeinflussen (z. B.
chronische Gastritis, chronische Darmerkrankungen, Schilddriisenerkrankungen, sonstige
Resorptionsstorungen), chronische Medikamenteneinnahme (Ausnahme: Kontrazeptiva),
Supplementierung von Vitamin A/Beta-Carotin oder Selen sowie (hbherer) Verzehr von
Paranissen (erlaubt: max. zwei Parantsse/Tag) in den letzten drei Monaten vor Studienbeginn,
hohe Dosierung von Vitamin Bi2-Supplementen (erlaubt: max. 1x/Monat < 1.000 pyg bzw. max.
1x/MWoche < 200 ug, max. 1x/Tag < 50 ug oder < 1x/Tag Nutzung einer Vitamin Bi>-Zahncreme),
(regelmafige) Supplementierung von Vitamin B,, Vitamin D, Zink, Eisen, und/oder Cholin (erlaubt:
jeweils max. 1x/Woche) in den letzten drei Monaten vor Studienbeginn, (regelmaRige)
Supplementierung von Jod bzw. regelmafliger Konsum von jodhaltigen Meeresalgen (erlaubt: <

1x/Woche) in den letzten drei Monaten vor Studienbeginn (erlaubt: Nori-Algen < 1 TL/Blatt pro Tag).

Verfahren zur Rekrutierung der Proband*innen

Die Gewinnung vegan lebender Proband*innen erfolgt aus dem Pool der interessierten und
geeigneten Personen, die sich bereits flr andere Studien des IFPE gemeldet hatten. Weitere
Rekrutierungswege sind Onlinemedien (Newsletter, Instagram, Facebook, Webseiten usw.) tber
Aufrufe des IFPE, Niko Rittenau, ProVeg Deutschland, Albert Schweitzer Stiftung flir unsere Mitwelt
und weiterer Institutionen, sowie ggfs. Uber Presseberichte.

Interessierte flillen einen Online-Fragebogen aus, der u. a. Fragen zu Geschlecht, Alter, Grole,
Gewicht, Erndhrungsweise, diagnostiziertem Vitamin- und Mineralstoffmangel, diagnostizierten
Erkrankungen, Medikamenteneinnahme, Verwendung von Nahrungsergdnzungsmitteln,
Schwangerschaft und Stillzeit oder Raucherstatus enthalt. Am Ende des Fragebogens werden die
Bereitschaft zur Studienteilnahme sowie, bei erklarter Bereitschaft, Telefonnummer und E-Mail-
Adresse erfragt. Anhand der ausgewerteten Fragebdgen wird unter Berticksichtigung der Ein- und

Ausschlusskriterien die Vorauswahl der Teilnehmer*innen getroffen.



Zusammensetzung

Tabelle 1: Zusammensetzung des veganen Multinahrstoffpraparats
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Nahrstoff Tagesdosis
Vitamine

Vitamin B> (Riboflavin-5-Phosphat Natrium) 1,4 mg
Vitamin Bs2 (MHA; Methyl, Hydroxo- und | 100 ug
Adenosylcobalamin)

Vitamin A (Retinylacetat und Retinylpalmitatim | 500 ug
Verhaltnis 1:1)

Vitamin D (Cholecalciferol) 25 ug
Vitamin K (all-trans Menachinon-7) 50 ug
Mineralstoffe

Calcium (Calciumbisglycinat) 120 mg
Eisen (Eisenbisglycinat) 6 mg
Zink (Zinkbisglycinat) 6,5 mg
Jod (Kaliumiodid) 150 ug
Selen (Natriumselenit) 55 ug

Tabelle 2: Zusammensetzung des veganen Cholin-Praparats

Nahrstoff Tagesdosis
Sojalecithin 11,5¢

- davon Phosphaditylcholin 2,39

- davon Cholin 300 mg

Tabelle 3: Zusammensetzung des veganen n-3-Praparats

Delta Tocopherol)

Nahrstoff Tagesdosis

EPA Mindestens 75 mg
DHA Mindestens 150 mg
Vitamin D (Cholecalciferol) 25 ug

Vitamin E (d-alpha, d-Beta, d-Gamma- & d- | 3 mg
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Studiendesign

Die geplante Interventionsstudie wird zweifachblind, randomisiert und Placebo-kontrolliert
durchgefuhrt. Die Teilnehmer*innen werden per Zufallsprinzip in eine Verum- und eine
Placebogruppe (Kontrollgruppe) eingeteilt. Jede Gruppe umfasst zu Beginn der Studie 40
Proband*innen (berechnete Mindeststichprobengréfie: 35 plus Drop-Out). Die Verumgruppe erhalt
das Multinahrstoffpraparat sowie das Cholin- und n-3-Fettsduren-Praparat und die Kontrollgruppe
jeweils Placebos (gleiche Optik, gleicher Geschmack). Die Verteilung der Charakteristika (v. a.
Alter, Geschlecht) und moglicher Confounder (Storfaktoren) soll zwischen der Verum- und
Placebogruppe méglichst gleich sein.

Die Proband*innen werden angewiesen, die ihnen ausgegebenen Praparate (Verum bzw. Placebo)
Uber einen Zeitraum von 16 Wochen in der jeweiligen Tagesdosierung einzunehmen. Auferdem
sollen die Proband*innen wahrend der Interventionsphase angereicherte Lebensmittel bzw.
Nahrungserganzungsmittel in der (vorher abgefragten) Art und Menge weiter einnehmen bzw.
verzehren, wie vor Studienbeginn. Zur Kontrolle der Ernahrung werden von den Proband*innen
jeweils zu Studienbeginn, in der Mitte und am Ende der Intervention 3-Tage-
Wiegeverzehrsprotokolle gefiihrt. An nicht vorangekiindigten Zeitpunkten werden zur Uberpriifung
der Compliance zuséatzlich Erinnerungsanrufe durchgefhrt.

Vor Beginn der Intervention wird den nichternen Proband*innen Blut enthommen, um eine
Urinprobe (Spontanurin) gebeten, beides praanalytisch aufbereitet und bis zum Ende der
Studienphase tiefgefroren (Ausnahme: Hb, Folat und Vitamin B, werden bei 4 °C gekuhlt und
innerhalb von 24 h analysiert). Fur die Ermittlung des BMI werden Kérpergréf3e und -gewicht der
Proband*innen gemessen. Die Blutentnahmen, Urinproben und Untersuchungen erfolgen rdumlich
und zeitlich zentralisiert (Studienzentrum Bad Homburg). Nach der 16-wdchigen Verwendung des
Multinahrstoffpraparat sowie des Cholin- und n-3-Fettsauren-Praparat bzw. der jeweiligen Placebos
wird den Proband*innen ein zweites Mal Blut entnommen und es wird um eine Urinprobe gebeten.
Nach Abschluss der Intervention werden die Blut- und Urinproben (Baseline/TO und T1) zeitgleich

im Studienlabor analysiert. Bestimmt werden die in Tab. 4 angegebenen Parameter.
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Welche Merkmale, MessgroRen (Variablen) werden beobachtet bzw. bestimmt?

Tab. 4: Zu untersuchende Nahrstoffe und Parameter im Blut bzw. Urin der Proband*innen

Nahrstoff Parameter
Vitamin A e Retinol im Serum
¢ Retinolbindendes Protein (RBP)
e Transthyretin
e [-Carotin
Vitamin B12 ¢ Holo-Transcobalamin (Holo-TC)
¢ Methylmalonsaure (MMA)
e Serum-Vitamin B2
e Homocystein (Hcy)
Vitamin B ¢ Vitamin B, (Vollblut, als FAD)
Vitamin D3 e 25-OH-Vit. D3
Vitamin E e Vitamin E (im Serum)
Vitamin K; e Serum-Osteocalcin (OC)
e Glu-OC
e Gla-0OC
Kalzium (wird nicht untersucht) 2
Magnesium (wird nicht untersucht) ’
Zink e Zink (im Vollblut)
Eisen e Hb
e Ferritin
e Loslicher Transferrinrezeptor (sTFR)
Selen e Selenoprotein P
Jod e Jod im Urin (Spontanurin)
Folat e Folat (Vollblut)
Cholin e Choalin (im Plasma)
Omega-3-Index o EPA- und DHA-Verhaltnis zu restlichen Fettsauren (Erythrozyten)

' Magnesium sind bei veganer Ernahrung unkritisch (Leitzmann und Keller 2020)

2 Kein guter Blut- oder Urinparameter fiir die Kalziumversorgung vorhanden

3 ¢B12: Ein Ansatz, um den Vitamin B12-Status adaquat zu bestimmen besteht darin, die

Marker fir die Berechnung des Index zu kombinieren: Serum-Vitamin B12, Holo-TC, MMA und
Hcy (Siebert et al. 2017)
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Anhand eines Online-Fragebogens werden zu Studienbeginn soziodemographische und

ernahrungsbezogene Daten der Proband*innen erhoben.

Was ist/sind die zur Beantwortung der Fragestellung wesentliche/n Variable/n?

Die Hauptmarker fir das Outcome sind fiir Vitamin A Serum-Retinol und retinolbindendes Protein
(RBP) im Serum. Serum-Retinol ist der am haufigsten verwendete Biomarker fiir die Vitamin-A-
Statusbestimmung. Allerdings sinkt der Parameter erst bei einem sehr ausgepragten Vitamin-A-
Mangel. Unterversorgungen kdnnen durch den Parameter erst recht spat aufgezeigt werden
(Tanumihardjo et al. 2016). Um daher aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen, werden zusatzlich
RBP und Transthyretin untersucht. RBP wird hauptsachlich von den Hepatozyten der Leber
synthetisiert und bindet Retinol im Serum, um es zu den jeweiligen Zielorganen zu transportieren.
Ist die Retinolkonzentration im Serum zu gering, wird RBP nicht mehr von der Leber freigesetzt,
und kennzeichnet so Versorgungsdefizite (Tanumihardjo et al. 2016). Transthyretin ist ebenfalls
am Transport von Retinol beteiligt und bildet mit RBP und Retinol einen Komplex. In
Kombination mit RBP und dem Entziindungsmarker CRP zeigen sich gute Ergebnisse in bei
der Diagnostik eines Vitamin-A-Mangels (Talsma et al. 2015).

Zudem werden auch 3-Carotin und die Aktivitat der BCMO1 als weitere Parameter zur Vitamin-A-
Bestimmung hinzugezogen, um Aufschluss dartber zu erhalten, wieviel Retinol tatsachlich durch
die Gabe des Multinahrstoffpraparats aufgenommen wurde. Die Umwandlung von B-Carotin zu
Retinol ist u. a. abhangig vom Vitamin-A-Speicher in der Leber. Mit steigender Sattigung an Vitamin
A sinkt die Aktivitat der BCMO1 und somit die Umwandlungsrate. Gleichwohl steigen die -Carotin-
Plasma-Werte, wenn weniger 3-Carotin gespalten wird (Biesalski et al. 2002, Amengual et al. 2020,
Zhou et al. 2020).

Fir die Veranderung der Selenkonzentration ist Selenoprotein P (SPP) der Hauptmarker.
Selenoprotein P stellt das Transportprotein des Selens dar und ist als Biomarker zur Beurteilung
des Selenstatus besonders bei geringer Selenzufuhr geeignet. Zudem ist es nach aktuellem
Wissensstand der aussagekraftigste Marker (Simonova und Pfannhauser 2008, EFSA 2014).

Um die Versorgung mit den langkettigen n-3-Fettsduren EPA und DHA zu Uberprifen, ist die
Messung des HS-Omega-3-Index sinnvoll. Der Omega-3-Index ist die Summe der beiden
langkettigen n-3-Fettsduren EPA und DHA in den Erythrozytenmembranen und wird als
prozentualer Anteil an den gesamten Erythrozytenfettsduren ausgedriickt. Die Auswirkungen
dieser Fettsauren auf die grundlegenden Zellfunktionen beruhen in erster Linie auf ihren Wirkungen

auf und in den Membranen, weshalb der HS-Omega-3-Index im Gegensatz zur n-3-Fettsduren-
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Zusammensetzung oder -Konzentration im Plasma, eine besser Aussagekraft hinsichtlich der

Versorgungslage mit diesen Fettsduren gibt.

Mit Hilfe welcher Variablen sollen zusatzliche Informationen gewonnen werden

(z.B. Parameter, mit deren Hilfe Aussagen zur Sicherheit der Therapie gemacht werden
sollen)?

Geschlecht, Alter, BMI, Daten zur Dauer der veganen Ernahrungsweise, bisherige Form und Dosis
von Supplementierungen, Selbsteinschatzung des Versorgungsgrades mit den potenziell kritischen

Nahrstoffen, 3-Tage-Wiegeverzehrsprotokolle zur Erndhrungskontrolle wahrend der Intervention.

Welche StorgroRen kéonnen das Ergebnis beeinflussen?/ MaBnahmen zur Kontrolle der
StorgréRen in der Durchfiihrung und Auswertung

Eine von der Vorgabe abweichende Einnahme des Multindhrstoffpraparats wirde eine potenzielle
Stoérgrofle darstellen. Die Compliance wird Gber einen Erinnerungsanruf wahrend der laufenden
Intervention Uberprift. Eine weitere Stérgrolte ware eine Veranderung der vor der Studie
eingenommenen  Nahrungserganzungsmittel wahrend der Intervention, aufgrund von
gegenlaufigen Effekten auf die Blutwerte. Um dies auszuschlieRen, werden die Proband*innen
angehalten, wahrend der Studienphase ihre bisherigen Supplementationen beizubehalten. Es
werden zudem mdglichst Proband*innen mit wenig Einnahme von Supplementen in die Studie

eingeschlossen.

Planung der biometrischen Auswertung

Die Daten werden in SPSS eingegeben und alle Variablen auf Normalverteilung anhand der
Kriterien der Kolmogorov-Smirnov-Statistik und der Shapiro-Wilk-Statistik untersucht. Bei
normalverteilten Variablen wird der t-Test fUr unverbundene Stichproben verwendet, um
signifikante Mittelwertunterschiede zwischen der Placebo- und Verum-Studiengruppe wahrend der
Intervention festzustellen. Signifikante Unterschiede zwischen der Placebo- und Verum-
Studiengruppe werden dann mittels allgemeiner univariater ANOVA mit linearem Modell
(Varianzanalyse) untersucht, ebenso die Mittelwerte der Differenzen der verschiedenen Blutmarker
zwischen den Placebo- und Verumgruppe. Eine allgemeine univariate ANOVA fir
Messwiederholungen wird genutzt, um auf signifikante Unterschiede innerhalb der Studiengruppen
zu testen. Bei nicht-normalverteilten Variablen kommen entweder der nicht-parametrische
Wilcoxon-Test und der nicht-parametrische Mann-Whitney-Test oder die oben genannten Tests mit
transformierten Werten zum Einsatz. Die Auswertung betrachtet einen p-Wert von < 0,05 als

signifikant.
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Adjustiert fr die Baseline-Werte, das Alter und das Geschlecht wird eine ANOVA fir die einzelnen

kontinuierlichen und dichotomen Variablen wie erforderlich durchgefihrt.

Vergleich: Vorher-Nachher

Vitamin A

Hypothese 1 und 2: Die Serum-Retinol-Konzentration (Hauptzielgrofie) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats Gber 16 Wochen gesteigert, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere Serum-Retinol-Konzentration zwischen Verum-

und Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA).

Hypothese 2: Die RBP-Konzentration (Hauptzielgrofke) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats Uber 16 Wochen gesteigert, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere RBP-Konzentration zwischen Verum- und

Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA).

Hypothese 3: Die B-Carotin—Konzentration (HauptzielgroRe) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats Uber 16 Wochen gesteigert, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere -Carotin -Konzentration zwischen Verum- und

Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA).

Hypothese 4: Die Aktivitat der Carotin-15,15-Monooxygenase (BCMO1) (Hauptzielgréie) wird bei
Anwendung des Multinahrstoffpraparats Gber 16 Wochen geringer, jedoch nicht bei Anwendung
des Placebo-Praparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere BCMO1-Konzentration zwischen

Verum- und Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA)

Hypothese 5: Die Transthyretin-Konzentration (Hauptzielgrofe) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats tber 16 Wochen geringer, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere Transthyretin-Konzentration zwischen Verum-

und Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA)

Selen

Hypothese 6: Die Konzentration des Selenoproteins P (Hauptzielgrofie) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats Gber 16 Wochen gesteigert, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Parparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere Selen -Konzentration zwischen Verum- und

Placebogruppe unterscheidet sich nach der Intervention signifikant (ANOVA).
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Vitamin B+

Hypothese 7: Die MMA-Konzentration (HauptzielgréRe) wird bei Anwendung des
Multinahrstoffpraparats tber 16 Wochen gesenkt, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA).

Hypothese 8: Die HoloTC-Konzentration (HauptzielgroRe) wird bei Anwendung des
Multindhrstoffpraparats Uber 16 Wochen erhoht, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA).

Cholin:

Hypothese 9: Die Cholin-Konzentration (HauptzielgroRe) wird bei Anwendung des
Multindhrstoffpraparats Uber 16 Wochen erhoht, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA).

Hypothese 10: Die TMAO-Konzentration (Hauptzielgrofle) wird bei Anwendung des
Multindhrstoffpraparats Uber 16 Wochen erhoht, jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-
Praparats (gepaarter t-test, ANOVA).

n-3-Fettsauren:

Hypothese 11: Die Erythrozytenkonzentration von EPA und DHA (Omega-3-Index)
(Hauptzielgrofie) wird bei Anwendung des Multinahrstoffpraparats Gber 16 Wochen gesteigert,
jedoch nicht bei Anwendung des Placebo-Parparats (gepaarter t-test, ANOVA). Die mittlere
Omega-3-Index-Konzentration zwischen Verum- und Placebogruppe unterscheidet sich nach der
Intervention signifikant (ANOVA).

Vergleich Verum-Placebo nach Intervention

Weitere Hypothesen: Nach Anwendung des Multindhrstoffpraparats Gber 16 Wochen
unterscheiden sich die Konzentrationen der Parameter Vitamin B, und/oder Vitamin D, und/oder
Vitamin E, und/oder Zink, und/oder Eisen, und/oder Folat und/oder Jod zwischen Verum- und
Kontrollgruppe signifikant (ANOVA).

Die statistischen Analysen werden nach dem ,Intention to treat“-Prinzip durchgefihrt (inklusive

Dropouts) sowie nach Protokoll wiederholt (nur Teilnehmer*innen, die die Intervention vollstandig

beendet haben).
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Falls Zwischenauswertung vorgesehen ist, zu welchem Zeitpunkt, bzw. bei welchem
Ereignis wird die Zwischenauswertung durchgefiihrt?

Was sind die Konsequenzen?

Wie wird die globale Irrtumswahrscheinlichkeit kontrolliert?

Im Rahmen der Studie sind keine Zwischenauswertungen vorgesehen.

Uberlegungen zum Stichprobenumfang

Die Berechnung des Stichprobenumfangs erfolgte anhand der Hauptzielgroéfie Vitamin A mit Hilfe
von G*Power 3.1.9.2. Hierzu wurde eine Studie mit 206 Proband*innen aus der Schweiz verwendet,
die die Serum-Retinol-Spiegel von Veganer*innen und Mischkdstlerinnen untersuchte, da es
unseres Wissens keine Studie gibt, die Vitamin-A-supplementierende Veganer*innen und nicht
Vitamin-A-supplementierende Veganer*innen miteinander verglichen hat. Fur die Berechnung
wurde eine Differenz im Serum-Retinol-Spiegel zwischen omnivor (1.869 £ 436 nmol/l) und vegan
(1.562 + 408 nmol/l) erndhrten Teilnehmer*innen von 307 nmol/l festgestellt (Schipbach et al.
2017). Auf dieser Basis wurde eine starke EffektgrofRe (Cohen’s d) von ca. 0,7 antizipiert. Dies
resultiert in einer benétigten Fallzahl von n = 25 pro Studiengruppe mit einer Power von 3 = 0,8 und
einem einseitigen a = 0,05 (a priori einseitiger t-Test).

Fir das zweite Haupt-Outcome Selen liegen ebenfalls keine vergleichenden Untersuchungen
zwischen supplementierenden Veganer*innen und nicht-supplementierenden Veganer*innen vor.
Daher wird eine Untersuchung mit Mischkéstlerinnen und (nicht-supplementierenden)
Veganer*innen (Kadrabova et al. 1994) zugrunde gelegt. Hier wurde das (im Vergleich zum
Selenoprotein P) weniger selektive Enzym GPx (Glutathionperoxidase) im Plasma als Biomarker
verwendet. Mit einem Unterschied zwischen Veganer*innen (223.9 £ 11.9ug/l) und Omnivoren
(333.5 + 10.6ug/l) von 109,6 ug/l sowie einer Power von 3 = 0,8, a = 0,05 (a priori einseitiger t-
Test) erhalt man eine bendtigte Fallzahl von n = 2 pro Gruppe.

Um auch eine ausreichende Fallzahl fir das dritte Haupt-Outcome der langkettigen Omega-3-
Fettsduren (DHA und EPA) zu haben, werden ebenfalls mindestens n = 2 Proband*innen benétigt.
Grundlage sind Daten einer Studie mit 114 Vegetarier®innen aus Deutschland, die Uber acht
Wochen taglich ein Mikroalgendl (0,94 g DHA) erhielten (Geppert et al. 2005). Dies flihrte zu einer
Erhéhung von EPA+DHA in den Erythrozyten von 4,8 £ 0,2 auf 8,4 £ 0,2. Mit B = 0,8 und a = 0,05
(a priori einseitiger t-Test) ergibt dies eine sehr hohe Effektstarke von 18. Obwohl die DHA-Dosis in
der Studie von Geppert et al. (2005) etwa 4-mal héher lag, wird daher angenommen, dass die
Fallzahl von n = 40 ausreichend wird, um statistisch signifikante Effekte der Intervention zu

detektieren.
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Fir Vitamin B, wird ein erwarteter Interventions-Effekt auf die MMA-Konzentrationen von
mindestens 30 % zwischen Verum- und Placebogruppe zugrunde gelegt. Dieser Unterschied
basiert auf friheren Studien mit Vitamin-B12-supplementierenden Vegetarier*innen im Vergleich zu
nicht-supplementierenden Vegetarier*innen (Siebert et al. 2017). Bei einem 3 =0,8 und a = 0,05 (a
priori einseitiger t-Test) ergibt sich eine Fallzahl von n = 35.

Insgesamt wird mit einem Dropout von etwa 15 % (Erfahrung aus eigener Studie, von Siebert et al.

2017) gerechnet und somit eine Gesamt-Fallzahl von 40 pro Gruppe angestrebt.

Dauer der Rekrutierungsphase

Etwa zwei Monate (Erfahrungswert).

Falls Design-Anderungen durchgefiihrt werden sollen/kénnen
Es sind keine Designanderungen im Verlauf der Studie geplant, da eine &hnliche
Interventionsstudie mit einer Vitamin-Bi2-angereicherten Zahncreme (Siebert et al. 2017) mit

vergleichbarem Studienprotokoll gezeigt hat, dass dieses eingehalten werden kann.

Die Studie wird abgebrochen
e bei Auftreten relevanter medizinischer oder ethischer Griinde,
e bei Auftreten von unerwtiinschten Ereignissen, deren Schwere und Dauer unbekannt sind,
oder bei unerwartetem Eintritt bekannter unerwiinschter Ereignisse,
e wenn durch die individuellen Abbruchkriterien die Zahl der Proband*innen soweit reduziert

ist, dass eine statistische Auswertung nicht mehr durchzufihren ist.

Ein Studienabbruch ist jedoch nicht zu erwarten.
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Verantwortlichkeiten, Entscheidungsstrukturen und Studienorganisation

Studienleitung: Dr. Markus Keller, Forschungsinstitut fur pflanzenbasierte Ernahrung (IFPE) in
Biebertal/Giel3en

Kooperationspartner: Hersteller des Multindhrstoffpraparats: Watson Nutrition, Inhaber
Benjamin Ploberger, Kulmer Stralle 1, 10783 Berlin

Orte der Blutentnahmen und Messungen: Studienzentrum Bad Homburg, Gesundheitspraxis
Dr. med. Petra Bracht & Kollegen

Beteiligte Labore: MVVZ Medizinisches Labor Bremen GmbH (Dr. Andreas Sputtek)
Dokumentation, Bericht: Doktorand M. Sc. Tim Ritzheim, Dr. Stine Weder, Dr. Markus Keller
Auswertung: Doktorand M. Sc. Tim Ritzheim, Dr. Stine Weder; Statistikberatung: Johannes

Herrmann

Ethik

Die Untersuchung wird in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki in der Fassung von
2000 (Revision 2013) durchgefihrt. Die Studie untersucht eine praktikable und einfache Méglichkeit
der Nahrstoff-Supplementierung bei Risikogruppen — in diesem Falle Veganer*innen. Um die
Wirksamkeit des Multindhrstoffpraparats sowie des n-3-Praparats bewerten zu kdnnen, sind
Blutentnahmen und Urinproben bei den Proband*innen notwendig. Ebenfalls erforderlich ist eine
Aufteilung der Teilnehmer*innen in Untersuchungs- und Kontroligruppe (doppeltblinde
Randomisierung per Zufallsverfahren), um die Wirksamkeit des Verum-Praparats mit einem
Placebo-Praparats vergleichen zu kénnen sowie mogliche Storgroflen der Verteilung

auszuschliefRen.

Die teilnehmenden Proband*innen werden in einem Aufklarungsgesprach sowie einer schriftlichen
Proband*inneninformation Uber die Studie sowie mogliche Risiken informiert. Die Teilnahme der
Proband*innen an der Untersuchung ist freiwillig; die Zustimmung kann jederzeit, ohne Angaben
von Griinden und ohne Nachteile zuriickgezogen werden. Die Studie wird durch einen Prifarzt*eine

Prifarztin begleitet und tUberwacht.
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Datenschutz

Methoden zur Anonymisierung der Daten; Angaben beziiglich Aufbewahrung der Daten und
Originalunterlagen

Die Namen der Proband*innen sowie alle vertraulichen Informationen unterliegen der arztlichen
Schweigepflicht sowie der Datenschutzgrundverordnung (DSGVO). Eine Weitergabe von
Proband*innendaten nach aufen ist ausgeschlossen. Die Auswertung erfolgt in anonymisierter
Form. Daten und Originalunterlagen werden zentral bei den Studiendurchfliihrenden aufbewahrt

und befinden sich auf einem separaten Rechner.

MaRnahmen zur Gewahrleistung der Proband*innen-/Patient*innensicherheit

Es sind keine unerwtiinschten Wirkungen durch die Verwendung des Multindhrstoffpraparats und
des n-3-Praparats zu erwarten. Des Weiteren kdnnen bei der korrekten Einnahme (nach
Dosierungsempfehlung) der Praparate Uberdosierungen einzelner Nahrstoffe ausgeschlossen
werden.

Wahrend der Blutentnahme kann es zu einem kurzen Schmerz beim Einstich der Nadel und nach
der Blutentnahme zu einer leichten Einblutung mit nachfolgendem Bluterguss kommen. Manche
Personen reagieren mit Kreislaufbeschwerden auf eine Blutentnahme. Weitere Risiken einer
Blutentnahme, wie Infektionen, Thrombosierung oder Verletzung von benachbartem Gewebe und

Nerven, sind sehr selten und kdnnen bei geschultem Personal so gut wie ausgeschlossen werden.

Es wird eine Wegeunfallversicherung fur die An- und Abreise der Proband*innen zum Ort der

Blutentnahmen (Studienzentrum) abgeschlossen.

Qualitdtsmanagement

MaRnahmen zur Standardisierung der Durchfiihrung der einzelnen studienbedingten
MaRnahmen und Erfassungen der Ereignisse

Die Blutabnahmen werden routinemafig von geschultem Personal durchgefihrt, ebenso die
Aufbereitung der Blutproben. Die Analyse aller Blutproben (erste und zweite Blutprobe) erfolgt nach

Abschluss der Intervention zum gleichen Zeitpunkt im Partnerlabor.
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Publikation der Ereignisse

Welche Institution erhalt Zwischenergebnisse und den statistischen und medizinischen
Abschlussbericht?

Autorenschaft und Zustimmungspflicht

Der Auftraggeber Watson Nutrition erhalt den Abschlussbericht.

Es sind wissenschaftliche Publikationen durch die beteiligten Forscher*innen vorgesehen. Der
Auftraggeber muss dem nicht gesondert zustimmen.

Durchfuhrung und Auswertung sind Gegenstand einer Promotion am Fachbereich 09 der Justus-

Liebig-Universitat Giel3en.

Soll das Studienprotokoll publiziert werden, bzw. die Studie angemeldet werden?
Ja
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