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Zusammenfassung

Oxidativer Stress wird weitgehend mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht, einschlieBlich Diabetes,
Bluthochdruck und Atherosklerose (Arteriosklerose). Es ist allgemein bekannt, dass Wasserstoff reduzierend wirkt. Wir
untersuchten deshalb die Auswirkungen der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser auf den Lipid- und Glukose-
Metabolismus bei Patienten mit Typ-2-Diabetes mellitus (T2DM, die nicht primér insulinabhé&ngige Variante) bzw. mit
beeintréchtigter Glukosetoleranz (Impaired Glucose Tolerance, IGT). Wir unternahmen eine randomisierte, placebo-
kontrollierte Crossover-Doppelblindstudie an 30 Patienten mit T2DM unter kontrollierter Ernahrung und Bewegungstherapie
sowie an 6 Patienten mit IGT. Die Patienten tranken fiir einen Zeitraum von 8 Wochen 900 ml wasserstoffreiches Wasser pro
Tag bzw. Placebo-Wasser, gefolgt von einer 12-wéchigen Auswaschungsperiode. Mehrere verschiedene Biomarker fir
oxidativen Stress, Insulinresistenz und Glukose-Metabolismus mittels eines oral verabreichten Glukosetoleranz-Tests (OGTT)
wurden zu Beginn der Untersuchung und nochmals nach 8 Wochen Uberprift. Es lieB sich eine eindeutige Verbindung
zwischen der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser und signifikanten Verringerungen der Konzentration modifizierter
Lipoproteine niedriger Dichte (LDL-Cholesterin) feststellen (d.h. Modifikationen, die die Nettonegativiadung von LDL erhéhen),
sowie eine Verringerung der Konzentration von kleinen und dichten LDL und urinalem 8-Isoprostan (ein Marker flr oxidative
Lipidschadigung) um jeweils 15,5% (P > 0,01), 5,7% (P > 0,05) bzw. 6,6% (P > 0,05). Es lieB sich ebenfalls eine eindeutige
Verbindung zwischen der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser und einer Verringerung der Serum-Konzentrationen von
oxidiertem LDL und freien Fettsduren sowie erhéhte Plasmakonzentrationen von Adiponectin (ein Peptidhormon, das in den
Fettzellen bei Menschen und Tieren gebildet wird) und extrazellularer Superoxid-Dismutase (SOD, ein Begriff fir alle Enzyme,
die Superoxid-Anionen, eine reaktive Sauerstoffspezies, zu Wasserstoffperoxid umwandeln) feststellen. Bei 4 von 6 Patienten
mit IGT flhrte die Einnahme von wasserstoffreichem Wasser zu einer Normalisierung der Werte bei einem oralen
Glukosetoleranz-Test. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass diese Ergebnisse nahelegen, dass eine
Supplementierung (Zugabe, Erganzung) von wasserstoffreichem Wasser eine vorteilhafte Rolle in der Pravention von T2DM
und Insulinresistenz spielen kann.
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Electronegative Charge of Modified LDL, elektronegative Nettoladung modifizierter LDL; ERW: Electrolyzed-reduced Water
(elektrolysiertes Wasser mit hohem negativemm Redox-Potenzial); FBS: Fasting Blood Glucose, Nuchternblutzucker; HbAc:
Hamoglobin Asc; HDL-C: High-density Lipoprotein Cholesterol, Lipoprotein-Cholesterin hoher Dichte; hsCRP: High-sensitivity C-
reactive Protein, hoch empfindliches C-reaktives Protein; IGT: Impaired Glucose Tolerance, beeintréchtigte Glukosetoleranz; IRI:
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like Particle Cholesterol, Uberrestartiges Partikel-Cholesterin; ROS: Reactive Oxygen Species, reaktive Sauerstoffspezies; sdLDL:
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1. Einflihrung

Die Verbreitung von Typ-2-Diabetes mellitus (T2DM) hat weltweit
zugenommen und ist mittlerweile in vielen Teilen der Welt ein
immer ernsthafter werdendes Problem der 6ffentlichen Gesund-
heit®. In Japan sind nach jingsten Schitzungen etwa 7 Millio-
nen von T2DM betroffen; weitere 7 Millionen befinden sich in
einer pradiabetischen Phase®. Erndhrung und Lebensweise sind
bei der Entwicklung von T2DM wichtige Risikofaktoren®).
Oxidativer Stress ist das Ergebnis eines Ungleichgewichts zwi-
schen der Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der
Aktivitdt der antioxidativen Schutz- und Abwehrsysteme. Oxi-
dativer Stress wird weitestgehend mit verschiedenen Erkrankun-
gen in Verbindung gebracht, einschlieBlich Diabetes, Bluthoch-
druck und Arteriosklerose. Insulinresistenz erfahrt nun erhdhte
Beachtung, nicht nur als Vorstufe zu T2DM, sondern auch als
Pradiktor (Variable zur Vorhersage eines Merkmals) fiir ein erhéh-
tes Risiko an Herz-Kreislauf-Erkrankungen®). Es liegen Berichte
vor, wonach antioxidative Vitamine wie etwa Vitamin C und E
positive Auswirkungen auf die glykdmische Kontrolle (Glykémie:
normaler Zuckergehalt des Blutes) haben, und zwar sowohl bei
Menschen mit T2DM®©7) als auch bei Diabetes-Tiermodellen®9).
Shirahata et al(9 berichteten, dass elekirolysiertes Wasser mit
einem hohen negativem Redox-Potenzial (ERW), einem hohen
pH-Wert, einer hohen Konzentration an geléstem Wasserstoff
und einer niedrigen Konzentration an geldstem Sauerstoff im
Stande war, ROS zu binden und zu neutralisieren und somit die
DNA vor Schadigungen durch oxidativen Stress zu schutzen.
Kim und Kim berichteten kirzlich, dass die Verabreichung von
ERW bei in Tiermodellen induziertem Insulinmangel und Insulin-
resistenz zu einer verbesserten Blutzuckerkontrolle fihrte("). Ein
antidiabetischer Effekt von ERW bei Menschen konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. In jungerer Vergangenheit berichte-
ten Ohsawa et al, dass Wasserstoff als therapeutisches Anti-
oxidans wirkt, indem es selektiv zellschadigende Sauerstoff-Ra-
dikale reduziert(2. Diese Ergebnisse veranlassten uns zur Erwé-
gung der Mdglichkeit, dass wasserstoffreiches Wasser als thera-
peutisch wirksame Supplementierung von Nutzen sein kann. Wir
stellten kdrzlich reines, wasserstoffreiches Trinkwasser durch
Lésung von Wasserstoffgas in Wasser her, das durch die folgen-
den drei Verfahren gereinigt worden war: (1) eine Umkehrosmo-
se-Ultrafiltration; (2) ein lonenaustauscher-Harz und (3) eine Ul-
trafiltrations-Membran.

In der vorliegenden Studie zur Untersuchung, ob eine Supple-
mentierung mit wasserstoffreichem Wasser vorteilhafte Auswir-
kungen auf die Progression (Fortschreiten) von Diabetes und
Insulinresistenz beim Menschen hat, nahmen wir bei Patienten
mit schwach ausgeprégter T2DM oder beeintréchtigter Glukose-
toleranz (IGT) nach Einnahme von wasserstoffreichem Wasser
eine Messung des Lipid- und Glukose-Metabolismus sowie ver-
schiedener Biomarker fir oxidativen Stress und Insulinresistenz
vor, einschlieBlich atherogener (Atherosklerose / Arteriosklerose
hervorrufender) Lipoproteine und Adipocytokine (Cytokine: Pro-
teine, die das Wachstum und die Differenzierung von Zellen re-
gulieren). Die Untersuchungen wurden als randomisierte, place-
bo-kontrollierte Crossover-Doppelblindstudie durchgefihrt.

2. Methoden und Materialien
2.1. Testpersonen

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Kyoto
Prefectural University of Medicine genehmigt, und vor der Teil-
nahme an der Studie wurde von allen Testpersonen eine Einwilli-
gungserklarung eingeholt. Wir fiihrten die Studie mit 30 Patien-
ten mit T2DM unter kontrollierter Erndhrung und Bewegungsthe-
rapie sowie an 6 Patienten mit IGT durch [18 Manner und 18
Frauen im Alter von 58,6 + 4,7 Jahren [durchschnittliche Stan-
dardabweichung]; Body Mass Index [BMI] 23,4 + 3,5 kg/m2
[durchschnittliche Standardabweichung], die die Diabetes-Krite-
rien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erfiillten('3. Die Pa-

tienten wurden von der Ambulanz der Kajiyama Clinic, Kyoto
Prefectural University of Medicine Hospital, und vom Yamashiro
Public Hospital fir die Studie eingeschrieben. Die Ausschlusskri-
terien waren folgende: (1) weiB, dass er/sie seit =3 Jahren an
Diabetes leidet; (2) mittlerer Hamoglobinwert Aic (HbA1c) in den
letzten 6 Monaten > 6,9%; (3) Serum-Creatinin-Konzentration >
106 pmol/l; (4) chronische Lebererkrankung oder eine Kranken-
geschichte und/oder Zeichen von Herz-Kreislauf-Erkrankung
oder peripherer arterieller Verschlusserkrankung; (5) starkes
Rauchen und Trinken und (6) Nutzung eines Nahrungsergan-
zungsmittels und / oder einer antioxidativen Supplementierung
im Zeitraum von 3 Monaten vor Beginn der Studie. Von den 36
Patienten erhielten 12 Patienten (33,3%) eine stabile Dosierung
von Blutdruck senkenden Medikamenten, wahrend 3 Patienten
(8,3%) niedrig dosierte Arzneimittel zur Lipidsenkung erhielten.
Wéhrend der Studie wurden an diesen Therapiemedikationen zur
Blutdruck- und Lipidsenkung keine Verédnderungen vorgenom-
men.

2.2. Studiendesign

Die Studie wurde als randomisierte, placebo-kontrollierte Cross-
over-Doppelblindstudie Uber zwei 8-wdéchige Zeitrdume durch-
gefiihrt, gefolgt von einer 12-wdchigen Auswaschungsperiode.
Die Patienten nahmen fiur einen Zeitraum von 8 Wochen pro Tag
900 ml wasserstoffreiches Wasser bzw. 900 ml reines Placebo-
Wasser zu sich, woran sich die 12-wéchige Auswaschungsperi-
ode anschloss. Beide Arten von Wasser wurden in unbeschrifte-
ten Aluminiumbeuteln mit einem Fassungsvermégen von je 300
ml zur Verflgung gestellt, die von der Firma I'rom Pharmaceuti-
cal Co Ltd (Tokio, Japan) bezogen wurden. Die folgenden Para-
meter wurden zu Beginn der Studie (0 Wochen) und nach 8 Wo-
chen gemessen: Gesamt-Cholesterin, Lipoprotein-Cholesterin
hoher Dichte (HDL-C), Lipoprotein-Cholesterin geringer Dichte
(LDL-C), Triglyceride (Verbindungen aus Glyzerin und organi-
schen Sauremolekiilen, sog. ,,Neutralfette“, deren erhdhte Werte
ein Gesundheitsrisiko fir Herz und GefaBe darstellen), nicht-ver-
esterte Fettsauren, Glukose, Insulin, HbA+c, Nettonegativladung
modifizierter LDL (emLDL), oxidierte LDL (oxLDL), kleine dichte
LDL (sdLDL), Uberrestartiges Partikel-Cholesterin (RLP-C), Ge-
samt-Homocystein, Adiponectin, Leptin, Resistin, hoch empfind-
liches C-reaktives Protein (hsCRP), extrazelluldre Superoxid-
Dismutase (EC-SOD) und 8-Isoprostan im Harn (u-lsoP). AuBer-
dem wurde zu Beginn der Studie und nach 8 Wochen der Verab-
reichung von reinem wasserstoffreichem Wasser bei den 6 Pati-
enten mit IGT ein oraler 75g Glukosetoleranz-Test (OGTT) durch-
gefihrt.

2.3. Erndhrung und Lebensweise

Alle Patienten wurden aufgefordert, einen Erndhrungsplan einzu-
halten, der von einem offiziell eingetragenen ErnZhrungsberater
bzw. Arzt an ihre Energiebedirfnisse und Stoffwechseleinstel-
lung angepasst war, wobei die zum Zeitpunkt der Studie gelten-
den Empfehlungen der Japan Diabetes Society herangezogen
wurden. Die Patienten notierten ihre tégliche Nahrungsaufnahme
in einem Tagebuch und verwendeten dabei die von der Japan
Diabetes Society in ihrem Empfehlungshandbuch vorgegebenen
Kalorien- und Lipid-Listen. Dieses diétetische Tagebuch wurde
einmal pro Woche zur Analyse eingezogen, und in der darauf
folgenden Woche wurde den Testpersonen das jeweilige wo-
chentliche Ergebnis mitgeteilt. Zuséatzlich wurden die téglichen
Aktivitaten und die kdrperliche Verfassung alle 4 Wochen in einer
Checkliste festgehalten. In Abhangigkeit von den Ergebnissen
prifte der Arzt die gesundheitliche Verfassung des Patienten und
gab ihm jeweils entsprechenden Rat.
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2.4. Herstellung von wasserstoffreichem Wasser

Fir die Herstellung des Placebo- bzw. Testwassers wurde Roh-
wasser in Trinkwasserqualitat verwendet. Das Rohwasser wurde
durch die folgenden drei Verfahren gereinigt: (1) eine Umkehros-
mose-Ultrafiltration; (2) ein lonenaustauscher-Harz und (3) eine
Ultrafiltrations-Membran (Placebo-Wasser: pH 6,9 + 0,05; elek-
trische Leitfahigkeit: 0,7 + 0,2 uS/cm). Das Testwasser wurde
durch direktes Einsprudeln von Wasserstoffgas in reines Wasser
hergestellt. Das wasserstoffreiche Wasser wies die folgenden
physikalischen Eigenschaften auf: pH 6,7 + 0,1, niedrige elektri-
sche Leitfahigkeit (0,9 + 0,2 pS/cm), hohe Konzentration an
gelostem Wasserstoff (1,2 + 0,1 mg/l), niedrige Konzentration an
gelostem Sauerstoff (0,8 + 0,2 mg/l) und ein extrem hohes nega-
tives Redox-Potenzial (-600 + 20 mV). Nach Einnahme von 300
ml dieses reinen wasserstoffreichen Wassers durch 10 gesunde,
fastende erwachsene Freiwillige nahmen wir eine Messung der
Atem-Wasserstoffkonzentration vor. Die Atem-Wasserstoffkon-
zentration erreichte nach 15 Minuten ein Maximum (56,8 + 27,8
ppm) und sank dann nach 150 Minuten allmahlich wieder auf
das Ausgangsniveau (11,2 = 6,5 ppm) ab.

2.5. Laboruntersuchungen

Nach einem néchtlichen Fasten wurden am n&chsten Morgen
Blut- und Urinproben genommen. Unter Verwendung der Gluko-
seoxidase-Methode wurde der Plasma-Glukosespiegel gemes-
sen; die HbAic-Konzentration wurde mittels der Hochleistungs-
FlUssigkeits-Chromatographie (Arkray Inc, Kyoto, Japan) ermit-
telt, und der Serum-Insulinspiegel wurde mit einem immunora-
diometrischem Assay (Insulin-RIAbead II; Abbott Japan, Tokio,
Japan) gemessen. Die Konzentrationen des Gesamt-Serumcho-
lesterins sowie an HDL-C, LDL-C, Triglyceriden und nicht-veres-
terten Fettsduren wurden unter Verwendung enzymatischer Me-
thoden mit einer chemischen Autoanalyse-Vorrichtung (Hitachi
Co, Tokyo, Japan) gemessen.

Die emLDL wurde mittels eines Agarose-Gel-Elektrophorese
Lipoprotein-Fraktionssystems (Methode zur Trennung, Identifizie-
rung und Reinigung von linearen DNA-Fragmenten) nach MaB-
gaben des Herstellers (Chol/Trig Combo System; Helena Labora-
tories, Saitama, Japan) analysiert. Der relative Anteil an emLDL
in den Serumproben wurde an einem Computer nach der fol-
genden Formel berechnet: emLDL-Dichte = (b — a/a) x 100%,
wobei b die Migrationsdistanz der LDL-Fraktion in den Testpro-
ben und a die Migrationsdistanz der normalen Kontroll-Seren ist.
Das RLP-C wurde mittels der Immunadharenz-Methode (Anhaf-
ten von Immunkomplexen an Zellmembranen, eine Methode zum
Nachweis von virusspezifischen oder zellspezifischen Antigenen
auf oder in den Membranen von lebenden Zellen in vitro) (Japan
Immunoresearch Laboratories Co, Ltd, Tokio, Japan) bestimmt
(14, Das sdLDL wurde im Uberstand gemessen, der nach dem
Heparin-Magnesium-Niederschlag verblieb, mit Lipoproteinen
mit einer Dichte von < 1,044, was durch eine direkte homogene
LDL-C-Analyse (Denka Seiken Co, Ltd, Tokio, Japan) ermittelt
wurde, wie bereits von Hirano et al beschrieben(1®). Das Plasma
ox-LDL wurde mit einem enzymgekoppelten Immun-Adsorpti-
onstest-Kit (ELISA, Kyowa Medex Co, Ltd, Tokio, Japan) gemes-
sen, das eine spezifische Bestimmung von oxLDL ermdglicht,
und zwar unter Verwendung einer Kombination eines monoklo-
nalen Antikdrpers gegen oxLDL (FOH1a/DHL) und Anti-Apolipo-
protein B-Antikdrper, wie bereits von Itabe und Kollegen be-
schrieben(16.17), Die Gesamt-Homocysteinkonzentration im Plas-
ma wurde, wie schon anderswo beschrieben, mittels Hochleis-
tungs-FlUssigkeits-Chromatographie und Fluoreszenz-Detektion
(zwei analytische Methoden der Chemie) gemessen('®. Die Se-
rumkonzentrationen von Leptin wurden durch Radioimmunassay
(Linco Resarch Inc, St Charles, MO; eine Labormethode zur
quantitativen Bestimmung kleinster Substanzmengen) gemes-
sen, und EC-SOD- sowie Resistin-Konzentrationen (Resistin: ein
Peptidhormon, das vom Fettgewebe abgesondert wird) wurden
mittels des ELISA-Verfahrens bestimmt, wie in unseren vorheri-

gen Berichten beschrieben(19.20), Die ELISA-Methoden wurden
auch verwendet, um die Serumkonzentrationen von Adiponectin
(Otsuka Pharmaceutical, Tokio, Japan), hsCRP (Angiopharma,
O'Fallon, MO) und u-IsoP (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI)
nach MaBgaben des Herstellers zu ermitteln.

Die OGTTs wurden unter Verwendung einer 75g Glukose-aquiva-
lenten Kohlenhydratlast (Trelan G; Shimizu Pharmaceutical, Shi-
mizu, Japan) durchgefiihrt. Die Testpersonen wurden folgender-
maBen eingestuft: normale Glukosetoleranz, beeintrachtigte
Nichternglukose, beeintrachtigte Glukosetoleranz (IGT) bzw.
T2DM, und zwar gemaB der 1998 revidierten diagnostischen
Kriterien der Weltgesundheitsorganisation('3).

2.6. Statistische Analyse

Alle Daten werden hier als ,mean + SD“ (durchschnittliche Stan-
dardabweichung) wiedergegeben. Eine Varianzanalyse mit
Messwiederholungen wurde durchgefihrt, um hinsichtlich der
Verénderungen in der Wassereinnahme die Wechselbeziehung
zwischen Gruppe und Zeit zu untersuchen. In dem Fall, dass die
Wechselbeziehung signifikant war, wurde ein Paarvergleichs-t-
Test mit zwei Stichproben und Bonferroni-Korrektur (ein Verfah-
ren der mathematischen Statistik) fir Vergleiche zwischen zwei
Gruppen durchgefiihrt, um zeitabh&ngige Verédnderungen der
Messwerte innerhalb der jeweiligen Gruppe zu untersuchen.

Tabelle 1:

Verénderungen in den Konzentrationen der Plasmalipide, Lipoproteine,
Glukose und Insulin nach Einnahme von reinem, wasserstoffreichem
Wasser bzw. reinem Placebo-Wasser nach 8 Wochen bei Patienten mit
T2DM bzw. IGT

Hydrogen-rich water arm Placebo water arm

(n=36) (n=36)
0 wk 8 wk 0 wk 8 wk
Cholesterol
Total (mmol/l) 552 +0.99 5.45+0.87 549+099 550092
HDL (mmol/l) 1.59+0.38 1.63+0.37 1.61+0.36 1.600.37
LDL (mmol)  3.43+0.84 3.35+0.73 3.42+0.83 3.42+0.78
sdLDL (mmol/l) 1.05+0.25 0.99+0.17* 1.05+0.22 1.04+0.27
RLPs (umoll) 111 +47  109+41  110+44 100 + 44
Tacylglycerols 445 49  108+40 111444 113:44
(mmol/L)
Nonesterified
fatty acids 0.62+021 058+0.17 0.64+017 0.62+017
(mmol/L)
Electronegative
charge-modified 8.4 =72 7.1+56™ 82:+60 8062
LDL (ecd)
oxlDL uniyml)  13.0+21 127+17 13.0+1.9 12.9+2.2
Fasting glucose 5 03, 048 599+ 057 6.05+044 603054
(mmol/L)
Fastinginsulin = »g 0, 166 302+150 283152 29.0+155
(pmol/L)
HOMA-IR 126+075 1.34+068 1.27+071 1.30+0.75
HbA1C (%) 6.0+0.4 5.9+0.5 6.0+0.4 6.0+0.5

Die Messwerte werden als durchschnittliche Standardabweichung
wiedergegeben. Eine Varianzanalyse mit Messwiederholungen wurde
durchgefUhrt, um hinsichtlich der Veranderungen in der Wassereinnahme
die Wechselbeziehung zwischen Gruppe und Zeit zu untersuchen. In dem
Fall, dass die Wechselbeziehung signifikant war, wurde ein Paarvergleichs-
t-Test mit zwei Stichproben und Bonferroni-Korrektur fur Vergleiche
zwischen zwei Gruppen durchgeflhrt, um zeitabhangige Veranderungen
der Messwerte innerhalb der jeweiligen Gruppe zu untersuchen. ,HOMA-
IR steht hier fur ,Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance
Index* (ein mathematisches Modell, das eine Berechnung der
Insulinresistenz gestattet); ecd: ,Electronegative Charge Density” (negative
elektrische Ladungsdichte).

* signifikant unterschiedlich zu Woche O (P < 0,05).
** signifikant unterschiedlich zu Woche 0 (P < 0,01).
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Tabelle 2:

Verdnderungen bei den Biomarkern fur Insulinresistenz und oxidativen
Stress, BMI und Blutdruck nach Einnahme von reinem wasserstoffreichem
Wasser bzw. reinem Placebo-Wasser nach 8 Wochen.

Hydrogen-rich water arm Placebo water arm

140
3. Ergebnisse
3.1. Auswirkungen von wasserstoffreichem Wasser bzw. Placebo-

Wasser auf die klinischen Parameter Glukose- und Lipid-Metabo-
lismus

(n=36) (n=236)

. 0wk 8 wk 0wk 8 wk Die Mittelwerte der Lipid- / Lipoprotein-, Glukose-, Insulin- und
Homacysteine 94+37 89+24 92+32 91+35 HbAic-Konzentrationen im Blut zu Untersuchungsbeginn (0 Wo-
(nmol/mL) . . .

EC-SOD (ng/ml) 873+85 887+83 879+77 87083 chen) und am Ende einer jeden Wassgrelnnahme-Phage (d.h.
U-lsoP i nach 8 Wochen) werden in Tabelle 1 wiedergegeben. Die Kon-
(pg/mg creatinine) 257 +154 240 +£127" 260+142 256+158  zentrationen von Serum-emLDL und sdLDL zeigten nach Ein-
Adiponectin (ug/mL) 6.3 + 0.6 65+06 6.4+06 65+05 nahme von wasserstoffreichem Wasser einen signifikanten
Leptin (ng/mL) 54+25 52+23 55+27 54+25 Rickgang (eweils um 15,5%, P < 0,01 bzw. 5,7%, P < 0,05),
Resistin (ng/mL) 53+22 51+20 53+19 53«18 Wwiesen jedoch keine signifikante Verdnderung nach der Einnah-
hsCRP (ng/mL) 546 +312 541+467 554+359 564+399 Me von reinem Placebo-Wasser auf. Die Einnahme von wasser-
BMI (kg/m2) 234+33 235+33 234+34 235433 stoffreichem Wasser fihrte zu eine.r Verringer_ung der oxLDL-
Systolic blood 119+ 10 11958 11949 11959 Kpnzentrahonen (P = 0,0567), wohingegen f:hese We_rte pach
pressure (mm Hg) - - = = Einnahme von Placebo-Wasser unveréndert blieben. Keine signi-
Diastolic blood 70+7 7146 a7 7049 fikanten Auswirkungen durch die Einnahme von wasserstoffrei-

pressure (mm Hg)

Die Werte werden als durchschnittliche Standardabweichung wiedergege-
ben.
*signifikant unterschiedlich zu Woche 0 (P < 0,05).

Korrelationen wurden mittels der Pearson-Korrelationsanalyse
bestimmt. Die statistischen Analysen wurden unter Verwendung
der Stat View-Software, Version 5.0, (SAS Institute Inc, Cary,
NC) durchgefihrt. Ein P-Wert unterhalb von 0,05 wurde als
statistisch signifikant betrachtet.

chem bzw. Placebo-Wasser zeigten sich bei den Werten fir Ge-
samt-Cholesterin, HDL-C, LDL-C, RLP-C, Triglyceriden bzw.
nicht-veresterten Fettsduren. Nichternblutzucker (FBS), Nich-
terninsulin, der ,Homeostasis Model Assessment Insulin Resis-
tance Index“ sowie HbA1c-Konzentrationen zeigten ebenfalls
keine signifikanten Abweichungen durch die Einnahme beider
Arten von Wasser.

Die Veranderungen bei den Biomarkern firr Insulinresistenz, BMI
und Blutdruck vor Untersuchungsbeginn und nach Einnahme
von wasserstoffreichem Wasser bzw. reinem Placebo-Wasser
Uber einen Zeitraum von 8 Wochen werden in Tabelle 2 wieder-

A r=0.643, P <.0001 B r=0.434,P=.0076 C r=0395P=.0164
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Abb. 1: Korrelation zwischen den Verdnderungen der Konzentrationen bei (A) Serum-emLDL und sdLDL, (B) Serum-emLDL und oxLDL, (C) Serum-
emLDL und u-IsoP, (D) Serum-emLDL und Adiponectin, (E) Serum-emLDL und EC-SOD und (F) Serum-emLDL und FBS nach Einnahme von wasserstoff-
reichem Wasser Uber einen Zeitraum von 8 Wochen bei Patienten mit T2DM bzw. IGT. Korrelationen wurden mittels der Pearson-Korrelationsanalysen
bestimmt (n = 36).
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Tabelle 3:

Veranderungen der Glukose- und Insulin-Konzentrationen wéahrend eines 75-g OGTT vor und nach der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser Uber

einen Zeitraum von 8 Wochen bei Patienten mit IGT

0 min 30 min 60 min 120 min AIRI/ABS
Glucose Insulin Glucose Insulin Glucose Insulin Glucose Insulin ratio
(mmol/L) (pmol/L) (mmol/L) (pmol/L) (mmol/L) (pmol/L) (mmol/L) (pmol/L)
Case 1
0 wk 6.00 22.8 9.27 127.0 11.81 433.2 9.33 399.0 0.30
8 wk 6.05 36.6 8.94 182.4 11.77 778.8 6.49 221.4 0.38
Case 2
0 wk 5.82 10.8 11.32 42.0 15.03 97.2 8.66 175.8 0.06
8 wk 5.66 11.4 11.55 85.8 18.77 337.2 6.72 168.0 0.12
Case 3
0 wk 5.61 12.6 9.05 29.4 10.29 93.0 8.94 163.2 0.05
8 wk 5.44 12.6 8.05 47.4 9.88 291.6 6.16 267.0 0.12
Case 4
0 wk 6.05 62.4 9.60 256.4 10.66 600.6 8.33 594.6 0.51
8 wk 5.82 57.0 9.83 307.8 10.32 682.2 7.05 533.4 0.57
Case 5
0 wk 5.82 23.4 9.49 152.8 12.16 255.6 10.21 195.6 0.33
8 wk 5.55 20.4 10.16 160.8 11.82 288.0 9.05 366.6 0.28
Case 6
0 wk 5.16 16.2 10.10 178.6 12.82 141.0 10.66 108.0 0.30
8 wk 5.33 27.0 8.94 159.8 10.99 165.0 8.49 108.0 0.37

AIRI/ABS wurden wie folgt berechnet: (Insulin nach 30 Minuten — Insulin nach 0 Minuten) / (Glukose nach 30 Minuten — Glukose nach O Minuten).

gegeben. Die mittlere u-lsoP-Konzentration zeigte nach der Ein-
nahme von wasserstoffreichem Wasser eine signifikante Verrin-
gerung (6,6%, P < 0,05), was bei der Einnahme von reinem Pla-
cebo-Wasser nicht der Fall war. Die Supplementierung von was-
serstoffreichem Wasser flihrte zu einer Erhéhung der Konzentra-
tionen von EC-SOD und Adiponectin (P = 0,0871 bzw. P =
0,0577 respektive) im Serum, wohingegen die Einnahme von
Placebo-Wasser keine Auswirkungen auf die Konzentrationen
dieser beiden Variablen hatte. Auch bei den Serumkonzentratio-
nen von Homocystein, Leptin, Resistin und hsCRP sowie auf
BMI oder Blutdruck hatte die Einnahme von wasserstoffreichem
bzw. reinem Placebo-Wasser keine signifikanten Auswirkungen.

Als nachstes untersuchten wir das Verhéltnis zwischen der Ver-

anderung bei den emLDL-Konzentrationen und den Veranderun-
gen bei den Werten fiir sdLDL, oxLDL, u-lsoP, Adiponectin, EC-
SOD und FBS nach Einnahme von wasserstoffreichem Wasser
Uber einen Zeitraum von 8 Wochen. Wie in Abb. 1 wiedergege-
ben, korrelierte die Verdnderung bei der emLDL-Konzentration in
signifikanter Weise mit den Ver&nderungen der Konzentrationen
bei sdLDL (r = 0,643, P < 0,0001; Abb. 1A), oxLDL (r = 0,434, P =

1519
14 4

Glucose (mmol/l)

0 30 60 120
Time (min)

0,0076; Abb. 1B) und u-IsoP (r = 0,395, P = 0,0164; Abb. 1C). Im
Gegensatz dazu gab es keine Korrelation zwischen der Verande-
rung bei der emLDL-Konzentration und den Verdnderungen der
Konzentrationen bei Adiponectin (r = -0,152, P = 0,3791; Abb.
1D), EC-SOD (r = -0,211, P = 0,2322; Abb. 1E) bzw. FBS (r =
0,230, P = 0,1786; Abb. 1F).

3.2. Ergebnisse des oralen Glukosetoleranz-Tests (,75-g OGTT")

Die Ergebnisse des 75-g OGTT bei den 6 Patienten mit IGT vor
und 8 Wochen nach der Einnahme von wasserstoffreichem Was-
ser werden in Tabelle 3 zusammengefasst. Von den 6 Patienten
mit IGT zu Untersuchungsbeginn zeigten die Werte von 4 Test-
personen eine Rlckkehr zu normaler Glukosetoleranz. Wie in
Abb. 2 wiedergegeben, gab es nach der Supplementierung von
wasserstoffreichem Wasser Uber einen Zeitraum von 8 Wochen
einen signifikanten Rlickgang der alle 2 Stunden gemessenen
Plasma-Glukosewerte im Vergleich mit den Werten zu Untersu-
chungsbeginn (9,36 = 0,91 vs. 7,33 + 1,17 mmol/l, P = 0,0010).
Im Gegensatz dazu wiesen die einmal pro Stunde gemessenen

600 7

500 1

*

400

300

Insulin (pmol/l)

200 ]

100

0 30 60 120

Time (min)

Abb. 2: Plasma-Glukose- und Insulin-Konzentrationen als Reaktion auf einen 75-g OGTT vor (0) und nach (®) Einnahme von wasserstoffreichem Wasser
Uber einen Zeitraum von 8 Wochen bei 6 Patienten mit IGT. Die Werte werden als durchschnittliche Standardabweichung wiedergegeben.

* signifikant unterschiedlich zum Zeitpunkt vor der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser (P < 0,05).
** signifikant unterschiedlich zum Zeitpunkt vor der Einnahme von wasserstoffreichem Wasser (P < 0,01).
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Plasma-Insulinwerte eine signifikante Erhéhung im Vergleich zu
Untersuchungsbeginn auf (270,1 + 206,9 vs. 423,8 + 246,2 pmol/
I, P = 0,0329). Keine signifikante Veranderung im Vergleich zu
den Werten zu Untersuchungsbeginn zeigte sich beim insulino-
genen Index (math. AIRI30 minuten / ABS30 Minuten).

4. Diskussion

In dieser Studie haben wir erstmals nachgewiesen, dass die
Einnahme von wasserstoffreichem Wasser Uber einen Zeitraum
von 8 Wochen (900 mli/Tag) beim Menschen in signifikanten Ver-
ringerungen bei modifizierten LDL-Konzentrationen im Serum
resultiert, insbesondere emLDL und u-lsoP. Zirkulierende LDL-
Partikel weisen eine betrachtliche Heterogenitat (Verschiedenar-
tigkeit) hinsichtlich Dichte, GroBe, chemischer Zusammenset-
zung und elektrischer Ladung auf der Oberflache des Artikels auf
@1). Dieser Unterschied bei der elektrischen Ladungsdichte von
LDL-Partikeln kann einen Einfluss auf den Lipid-Metabolismus
auslben. Die Erzeugung von LDL mit einer erhdhten Negativnet-
toladung als Ergebnis der Modifikation von Lysin-Resten durch
Acetylierung, Carbamylierung, Glykierung, Glykoxidation oder
Oxidation (Arten von oxidativen Prozessen) fihrten allesamt zu
einer erhéhten Aufnahme durch Makrophagen Uber das ,Sca-
venger-Rezeptor“-System (,StraBenkehrer-Rezeptor“-System,
das das LDL-Cholesterin abféngt)@2-24. Es wird davon ausge-
gangen, dass diese Verdnderungen die Schlisselprozesse bei
der Bildung von Schaumzellen darstellen — die das Kennzeichen
friihzeitiger atherosklerotischer Lasionen (Verletzungen) sind.
Obwohl die genauen Mechanismen dessen, wie wasserstoffrei-
ches Wasser zu einer Verringerung der Konzentrationen von
emLDL, sdLDL und u-IsoP fuhrt, unklar bleiben, ist es doch ge-
meinhin bekannt, dass Wasserstoff ein Elektronenspender ist
und deshalb eine hohe Reduktionsfahigkeit aufweist. Wir mut-
maBen deshalb, dass Wasserstoff chemische Modifikationen von
Serum-Lipoproteinen in der Plasmamembran unterbindet, die
durch Glykoxidation, Oxidation und Lipid-Peroxidation verur-
sacht werden. In dieser Studie haben wir nachgewiesen, dass
Veranderungen in der Konzentration von emLDL nach Supple-
mentierung von wasserstoffreichem Wasser in signifikanter Wei-
se mit Verdnderungen in den Konzentrationen von sdLDL, oxLDL
und u-IsoP korrelieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
eine erhdhte Erzeugung von emLDL in engem Zusammenhang
steht mit der Erhdhung der Konzentrationen von sdLDL, oxLDL
und u-IsoP, und dass diese erhohten Konzentrationen das Po-
tenzial einer wechselseitigen Zunahme aufweisen. Es sind jedoch
weitere Studien erforderlich, um die Regulation dieser Biomarker
néher darzulegen.

Ein weiteres bemerkenswertes Ergebnis dieser Studie war die
Beobachtung, dass eine Supplementierung mit wasserstoffrei-
chem Wasser bei 4 von 6 Testpersonen mit IGT zu einer Normali-
sierung der Glukosetoleranz flihrte. Wir gehen davon aus, dass
diese Normalisierung auf eine Erhdhung der Insulinsekretion
(Insulinfreisetzung) nach der Glukose-aquivalenten Kohlenhydrat-
last zurtickzufihren war. Wir stellten die Hypothese auf, dass
sich die postprandiale Hyperglykdmie (ein starkes Ansteigen des
Blutzuckers nach der Mahlzeit) bei Patienten mit T2DM ebenfalls
verbesserte, obgleich solch eine Mdglichkeit durch einen 75-g
OGTT und / oder eine Testmahlzeit bekraftigt werden muss.

Es liegen Berichte vor, wonach Antioxidantien vorteilhafte
Wirkungen bei diabetischen M&usen austiben, wobei die In-vivo-
Funktion von B-Zellen erhalten blieb®. Aus einem Kkirzlich er-
schienenen Bericht von Kim und Kim(") ging hervor, dass im
T2DM-Maus-Modell die Verabreichung von elektrolysiertem re-
duziertem Wasser die Funktion der B-Inselzellen verbesserte,
was zu einer erhéhten Freisetzung zirkulierenden Insulins und
ebenfalls zu einer verbesserten Insulinsensitivitat, und zwar so-
wohl bei Typ 1- als auch Typ 2-Diabetes in beiden Maus-Model-
len, fuhrte. Die genauen Mechanismen, mittels derer die Sup-
plementierung von Antioxidantien diese vorteilhaften Wirkungen
auf die B-Zellfunktion bei Diabetes auslben, sind duBerst kom-
plex. Da Wasserstoff leicht die Zellmembran passieren kann,

kann die Einnahme von wasserstoffreichem Wasser Auswirkun-
gen auf Prozesse im Zellinneren haben, wie etwa Schutz der
DNA vor Schadigung durch ROS und somit eine Beeinflussung
der Gentranskription (Genubertragung)(12).

Schlussendlich konnten wir in dieser Studie auch nachwei-
sen, dass eine Supplementierung mit wasserstoffreichem Wasser
die Konzentrationen von Adiponectin und EC-SOD im Serum
erhdhte, und zwar unabhéngig von der emLDL-Konzentration im
Serum. Man kann auch davon ausgehen, dass erhéhte Konzen-
trationen von Adiponectin und EC-SOD im Serum zu einer Ver-
besserung der Insulinresistenz beitragen kénnten.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen erstmals, dass eine
Supplementierung mit wasserstoffreichem Wasser beim Men-
schen vorteilhafte Auswirkungen auf den Lipid- und Glukose-
Metabolismus hat. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kommen
wir zu dem Schluss, dass eine ausreichende Versorgung mit
wasserstoffreichem Wasser die Entwicklung und das Fortschrei-
ten von T2DM und Insulinresistenz verhindern oder verzdgern
kann, indem es Schutz vor oxidativem Stress bietet. Da an dieser
Studie jedoch nur eine kleine Anzahl von Testpersonen teilnahm,
sollten ihre Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden. Eine
angemessen konzipierte, gro3 angelegte, prospektive klinische
Studie ist somit erforderlich, um unsere Untersuchungsergebnis-
se zu bestatigen.

Danksagung

Wir méchten hiermit Hiroshige Itakura (Ibaraki Christian Uni-
versity) fir seine beratende und unterstitzende Funktion herz-
lichst danken.

Quellenangaben

(1) King H, Aubert RE, Herman WH. Global burden of diabetes,
1995-2025: prevalence, numerical estimates, and projections. Dia-
betes Care 1998;21:1414-31.

(2) Akazawa Y, Akazawa S. Diabetes in Japan and the global burden of
diabetes. Nippon Rinsho 2002;60(Suppl 8):93-102 [in Japanese].

(8) Hu FB, Manson JE, Stampfer MJ, Colditz G, Liu S, Solomon CG, et
al. Diet, lifestyle, and the risk of type 2 diabetes mellitus in women.
N Engl J Med 2001;345:790-7.

(4) Betteridge DJ. What is oxidative stress? Metabolism 2000;49(Suppl
1): 3-8.

(5) Haffner SM. Secondary prevention of coronary heart disease: the
role of fibric acids. Circulation 2000;102:2-4.

(6) Paolisso G, Di Maro G, Pizza G, D'Amore A, Sgambato S, Tesauro P,
et al. Plasma GSH/GSSG affects Glukose homeostasis in healthy
subjects and non-insulin-dependent diabetics. Am J Physiol
1992;263 (Pt1):E435-40.

(7) Paolisso G, Balbi V, Volpe C, Varricchio G, Gambardella A, Sacco-
manno F, et al. Metabolic benefits deriving from chronic vitamin C
supplementation in aged non-insulin-dependent diabetics. J Am
Coll Nutr 1995;14:387-92.

(8) Kaneto H, Kajimoto Y, Miyagawa J, Matsuoka T, Fujitani Y, Umaya-
hara Y, et al. Beneficial effects of antioxidants in diabetes: possible
protection of pancreatic beta-cells against Glukose toxicity. Diabe-
tes 1999;48:238-406.

(9) Ihara Y, Yamada Y, Toyokuni S, Miyawaki K, Ban N, Adachi T, et al.

Antioxidant alpha-tocopherol ameliorates glycemic control of GK

rats, a model of type 2 diabetes. FEBS Lett 2000;473:24-6.

Shirahata S, Kabayama S, Nakano M, Miura T, Kusumoto K, Gotoh

M, et al. Electrolyzed-reduced water scavenges active oxygen spe-

cies and protects DNA from oxidative damage. Biochem Biophys

Res Commun 1997;234:269-74.

Kim MJ, Kim HK. Anti-diabetic effects of electrolyzed reduced water

in streptozotocin-induced and genetic diabetic mice. Life Sci

2006;79: 2288-92.

Ohsawa |, Ishikawa M, Takahashi K, Watanabe M, Nishimaki K,

Yamagata K, et al. Hydrogen acts as a therapeutic antioxidant by

selectively reducing cytotoxic oxygen radicals. Nat Med 2007;13:

688-94.

Alberti KG, Zimmet PZ. Definition, diagnosis and classification of

diabetes mellitus and its complications. Part 1: diagnosis and classi-

fication of diabetes mellitus provisional report of a WHO consultati-

(10

-

(11

=

(12

-

(13

<z



S. Kajiyama et al. / Nutrition Research 28 (2008) 137-143

fication of diabetes mellitus provisional report of a WHO consultati-
on. Diabet Med 1998;15:539-53.

Nakajima K, Saito T, Tamura A, Suzuki M, Nakano T, Adachi M, et al.
Cholesterol in remnant-like lipoproteins in human serum using mo-
noclonal anti apo B-100 and anti apo A-I immunoaffinity mixed gels.
Clin Chim Acta 1993;223:53-71.

Hirano T, Ito Y, Saegusa H, Yoshino G. A novel and simple method
for quantification of small, dense LDL. J Lipid Res
2003;44:2193-201.

Itabe H, Takeshima E, Iwasaki H, Kimura J, Yoshida Y, Imanaka T, et
al. A monoclonal antibody against oxidized lipoprotein recognizes
foam cells in atherosclerotic lesions. Complex formation of oxidized
phosphatidylcholines and polypeptides. J Biol Chem 1994;269:
15274-9.

Kohno H, Sueshige N, Oguri K, Izumidate H, Masunari T, Kawamura
M, et al. Simple and practical sandwich-type enzyme immunoassay
for human oxidatively modified low density lipoprotein using antioxi-
dized phosphatidylcholine monoclonal antibody and antihuman
apolipoprotein-B antibody. Clin Biochem 2000;33:243-53.

Hasegawa G, Obayashi H, Kamiuchi K, Nakai M, Kanatsuna T,
Yamaguchi M, et al. The association between end-stage diabetic
nephropathy and methylenetetrahydrofolate reductase genotype

(14

=

—
—
()]

-

(16

N

a7

-

(18

=

143

with macroangiopathy in type 2 diabetes mellitus. Exp Clin Endocri-
nol Diabetes 2003;111:132-8.

(19) Adachi T, Ohta H, Yamada H, Futenma A, Kato K, Hirano K. Quanti-
tative analysis of extracellular-superoxide dismutase in serum and
urine by ELISA with monoclonal antibody. Clin Chim Acta 1992;
212:89-102.

(20) Fujinami A, Obayashi H, Ohta K, Ichimura T, Nishimura M, Matsui H,
et al. Enzyme-linked immunosorbent assay for circulating human
resistin: resistin concentrations in normal subjects and patients with
type 2. Clin Chim Acta 2004;339:57-63.

(21) La Belle M, Blanche PJ, Krauss RM. Charge properties of low densi-
ty lipoprotein subclasses. J Lipid Res 1997;38:690-700.

(22) Steinbrecher UP, Witztum JL, Parthasarathy S, Steinberg D. Decrea-

se in reactive amino groups during oxidation or endothelial cell mo-

dification of LDL: correlation with changes in receptor-mediated
catabolism. Arteriosclerosis 1987;7:135-43.

Steinbrecher UP. Oxidation of human low density lipoprotein results

in derivatization of lysine residues of apolipoprotein B by lipid per-

oxide decomposition products. J Biol Chem 1987;262:3603-8.

Miyazaki A, Sakai M, Suginohara Y, Hakamata H, Sakamoto Y, Mori-

kawa W, et al. Acetylated low density lipoprotein reduces its ligand

activity for the scavenger receptor after interaction with reconstitu-

ted high density lipoprotein. J Biol Chem 1994;269: 5264-9.

~
&L

(24

=

© Copyright 2018 der deutschen Ubersetzung by Andreas Zantop, Berlin
im Auftrag der Echo Germany GmbH, www.echo-h2.de

Urheberrecht:
"Weitergabe sowie Vervielféltigung dieses Dokuments, Verwertung und Mitteilung seines Inhalts sind verboten, soweit nicht ausdriicklich gestattet.
Zuwiderhandlungen verpflichten zu Schadenersatz. Alle Rechte vorbehalten."

Der Autor ist bestrebt, in allen Publikationen die Urheberrechte der verwendeten Texte zu beachten, von ihm selbst erstellte Texte zu nutzen oder
auf lizenzfreie Texte zurlickzugreifen. Sollte sich auf den jeweiligen Seiten dennoch eine ungekennzeichnete, aber durch fremdes Copyright ge-
schitzte Grafik, oder Text befinden, so konnte das Copyright vom Autor nicht festgestellt werden. Im Falle einer solchen unbeabsichtigten Copy-
rightverletzung wird der Autor das entsprechende Objekt nach Benachrichtigung aus seiner Publikation entfernen bzw. mit dem entsprechenden
Copyright kenntlich machen.

Englisch: "The copying, distribution and utilization of this document as well as the communication of its contents to others without expressed aut-
horization is prohibited. Offenders will be held liable for the payment of damages.
All rights reserved."



