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Einleitung 6

1 Einleitung

LZweie mussen sein, wenn das Leben glicken soll: Proteine und Nukleinsauren.*
Diese Aussage, getroffen von Arthur Kornberg 1959 im Rahmen seines Nobelvortra-
ges, verdeutlicht die Schlisselstellung dieser beiden Zellbausteine. Ihre Anwesenheit
ist Voraussetzung fir jegliche Leistung einer lebenden Zelle.

Wahrend die funktionelle Bedeutung der Proteine im Zellstoffwechsel schon lange
bekannt ist, wurde die Rolle der Nukleinsauren erst in den letzten Jahrzehnten nach
und nach entschlisselt. Der Metabolismus der Nukleinsauren ist Gegenstand aktuel-
ler Forschung. Nukleinsauren in den Zellen werden standig aufgebaut, abgebaut und
wiederverwertet. Der Kérpernukleinsdurenpool speist sich aus drei potentiellen Quel-

len:

e De-novo-Synthese
e Salvage (Wiederverwertung praformierter Bestandteile)

e Erndhrung

Studien der letzten 15 Jahre schatzen Nukleinsduren als semiessentielle Nahrungs-
bestandteile ein [1]. Sie werden nach vorheriger Spaltung enteral resorbiert, im Kor-
per reutilisiert oder ausgeschieden. Welche quantiative Rolle die enterale Aufnahme
von Nukleinsduren und ihre Reutilisation sowohl beim gesunden Menschen als auch
unter metabolischen Stresssituationen spielt, ist weitgehend ungeklart [2]. Bei erhdh-
ter Aufnahme von Nukleinsduren durch den Verzehr zellreicher Nahrungsmittel, wie
zum Beispiel tierischer Innereien und von Hefeprodukten, wird vermehrt Harnsaure
gebildet. Die Akkumulation von Harnsaure, beispielsweise bei gestorter Exkretion,
kann zu Gicht fihren [3]. FUr den Menschen ist daher unter anderem die renale und
fakale Exkretion von Nukleinsduren und deren Abbauprodukten beziehungsweise

ihre Inkorporation in einzelne Fraktionen des Blutplasmas von groBem Interesse.

Die ,Wohlstandserkrankung“ Gicht zeigt eine steigende Inzidenz, welche hauptsach-
lich durch ein Uberangebot alimentarer Nukleinsduren verursacht wird [4]. In den
letzten Jahren konnte andererseits gezeigt werden, dass diatetisch zugefihrte Nuk-

leinsauren in Situationen metabolischen Stresses zu einem verbesserten Outcome
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der Patienten flhrten [1]. Vor diesem Hintergrund wére ein besseres Verstandnis der
Nukleinsaureaufnahme und -verwertung und ihres Einflusses auf den endogenen
Nukleinsaurestoffwechsel von groBem Wert [5].

1.1 Nukleinsauren

1.1.1  Allgemeines

Die Entdeckung der Nukleinsduren geht auf den Schweizer Mediziner und spéateren
Physiologieprofessor Friedrich Miescher (1844-95) zurick. Er isolierte als Mitarbeiter
des Labors von Felix Hoppe-Seyler in TUbingen aus eitrigen Wundverbanden einen
bis dahin unbekannten Stoff, den er ,Nuclein“ nannte. Dieses ,Nuclein“ enthielt nach
Mieschners Erkenntnissen groBe Mengen Phosphor, hatte S&urecharakter, war im
alkalischen Milieu l6slich und fiel in saurem aus [6]. Altmann fUhrte 1889 die Be-
zeichnung ,Nucleinsaure® ein [7]. Zuerst ging man davon aus, dass sich Ribonuklein-
saure (RNS) lediglich in pflanzlichen und Desoxyribonukleinsdure (DNS) nur in tieri-
schen Zellen findet. Die Verfeinerung der Nachweisverfahren brachte aber in der
folgenden Zeit die Erkenntnis, dass sich RNS und DNS in allen intakten Zellen

nachweisen lassen.

Die intensive Arbeit zahlreicher Forschungsgruppen enthilllte nach und nach die
Funktionen der Nukleinsauren. Zunachst erschien es unwahrscheinlich, dass die
DNS in den Chromosomen das Material der Gene darstellen sollte, aber letztlich
mehrten sich in den 1940-er Jahren experimentell erhobene Befunde, die fiir die
DNS als Tragerin der Erbinformation sprachen. AuBerdem zeigte sich die enge Ver-
kndpfung der RNS mit der Proteinbiosynthese [8, 9].

Aufgrund der Befunde des Ostereichisch-amerikanischen Biochemikers Erwin Char-
gaff Uber die Basenzusammensetzung der DNS [10] und aus physikalischen Daten
Uber die ,Raumerfillung“ des Molekuls [11] entwickelten die englischen Biochemiker
James Watson und Francis Crick 1953 das bis heute glltige Modell der DNS-Struktur
[12]. Es gelang ihnen damit eines der groBen Geheimnisse des Lebens zu enthillen
und sie erhielten 1962 flir ihre Forschungsergebnisse den Nobelpreis. Das Modell
wurde durch die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchung der DNS mittels
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Réntgenstrahlen durch die englische Biochemikerin Rosalind Franklin gestatzt [11].
Ihr Modell hat folgende zentrale Eigenschaften:

Zwei helikale Polynukleotidstrange sind um eine gemeinsame Achse gewunden, wo-
bei die Strange in entgegengesetzte Richtungen verlaufen. Die Purin- und Pyrimidin-
basen sind zum Inneren der Helix gekehrt, wahrend sich die Phosphat und Desoxyri-
bosereste auBen befinden. Die beiden Ketten werden durch Wasserstoff-
brickenbindungen zwischen den Basenpaaren zusammengehalten und die Reihen-
folge der Basen ist auf einem Polynukleotidstrang in keiner Weise beschrankt. In der
Basensequenz liegt die genetische Information [12].

1.1.2 Aufbau der Nukleinsauren

Nukleinsauren sind hochmolekulare Verbindungen, so genannte Polymere, welche
aus Ketten von Mononukleotiden bestehen. Diese wiederum setzen sich jeweils aus
einer homo- oder heterozyklischen Base, einer Pentose als Kohlenhydrat und Phos-
phorsdure zusammen. Die einzelnen Nukleotide sind durch die Phosphorsaure tber
Phospordiesterbriicken miteinander verbunden. Spaltet man von einem Nukleotid
den Phosphatrest ab, so entsteht ein Nukleosid, Nukleoside bestehen folglich aus

einer Base und einer Pentose.

Je nach Kohlenhydratkomponente unterscheidet man die Ribonukleinsaure (RNS)
mit D-Ribose und die Desoxyriobonukleinsaure (DNS) mit 2-Desoxy-D-Ribose als
Kohlenhydrat. Die Nukleotide der DNS enthalten als heterozyklische Basen Adenin
und Guanin (Purinbasen) und als homozyklische Basen Cytosin und Thymin (Pyrimi-
dinbasen). Im Falle der RNS tritt an die Stelle des Thymins die Pyrimidinbase Uracil.
Die DNS dient der Speicherung der genetischen Information und ist zum allergréBten
Teil im Zellkern lokalisiert, auBerdem findet man sie in den Mitochondrien.

Die RNS, von der drei Haupttypen unterschieden werden, Boten-RNS, ribosomale
RNS und Transfer-RNS, dient der Ubermittlung der genetischen Information an die
Orte der Proteinbiosynthese in der Zelle.

Die raumliche Struktur der DNS entspricht zwei Ketten aus Nukleotiden, die zu einem

Doppelstrang zusammengefasst sind. Der Zusammenhalt der DNS-Einzelstrange
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erfolgt Gber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen. Zwischen Adenin
und Thymin sind es zwei, zwischen Guanin und Cytosin drei Wasserstoffbriickenbin-
dungen. Auf Grund dieses Bindungscharakters stehen sich immer nur Adenin und
Thymin sowie Guanin und Cytosin gegentber. Man spricht von sich erganzenden,
komplementaren Basenpaaren. Der DNS-Doppelstrang ist um eine gedachte Achse
verdrillt und gleicht einer Wendeltreppe. Man bezeichnet ihn als Doppelhelix [12].
Organisiert ist die DNS in der eukaryotischen Zelle in Form von Chromatinfaden, ge-
nannt Chromosomen, die im Zellkern liegen. Ein einzelnes Chromosom enthalt je-
weils einen langen, kontinuierlichen DNS-Doppelstrang. Da ein solcher DNS-Faden
im Durchschnitt beim Menschen 5cm lang ist, ein Zellkern aber nur wenige
Mikrometer Durchmesser hat, muss die DNS zusatzlich komprimiert bzw. ,gepackt"
werden. Dies geschieht bei Eukaryoten mit speziellen Chromatinproteinen, den
Histonen. Sie werden in finf unterschiedliche Typen unterteilt und mit H1, H2A, H2B,
H3 und H4 bezeichnet. Der amerikansiche Biochemiker Roger Kornberg entwickelte
1974 ein Modell wonach Chromatin aus sich wiederholenden Einheiten besteht [13,
14]. Diese setzen sich aus den unterschiedlichen Histonen zusammen und werden
Nukleosomen genannt. Um diese Nukleosomen ist der groBte Teil der DNS herum-
gewickelt. Die tbrige DNS verbindet als Linker benachbarte Nukleosomen und tragt
zur Flexibilitat der Chromatinfaser bei. Wahrend der Kernteilung wird jedes Chromo-
som zu einer kompakten Form kondensiert. Dadurch werden sie lichtmikroskopisch

bereits bei geringer VergréBerung sichtbar.

Die Boten-RNS, die als Abschrift der DNS fir die Proteinbiosynthese verwendet wird,
liegt vorwiegend einstrangig vor. Abschnittsweise kann es auch innerhalb des RNS-
Molekils zur Paarung komplementarer Basen kommen. Dies ist bei der Transfer-
RNS der Fall, die als Ubertragermolekiil fiir die Aminoséuren bei der Proteinbiosyn-
these bendtigt wird.

1.1.3 Nukleinsauren — Bestandteil unserer Nahrung

Pflanzliche und tierische Nahrungsmittel enthalten von Natur aus Nukleinsduren in
unterschiedlichen Mengen. Bei der Literaturrecherche fallt auf, dass es zwar viele
Angaben zum Gesamtpuringehalt von Lebensmitteln gibt, jedoch nur sehr wenige

Untersuchungen, welche Aufschluss Uber die genaue Menge der Nukleinsauren in
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Lebensmitteln geben. Die hier exemplarisch aufgefihrten Werte (Tabelle 1) stammen
aus Publikationen der Abteilung flr Lebensmittelchemie des Institutes flr Biochemie
und Lebensmittelchemie der Universitat Hamburg [15, 16]. Die héchsten Nukleinsau-
regehalte in der Gruppe der kohlenhydratreichen Lebensmittel wurden in Kohlgema-
sen festgestellt. Einen hohen Anteil zeigten auBerdem Spinat, Porree und Petersi-
lienblatter sowie Speisepilze. In der Gruppe der proteinreichen Lebensmittel wiesen
tierische Innereien wie Leber, Bries und Lunge hohe Nukleinsduregehalte auf, wo-
hingegen Muskelfleisch einen vergleichsweise niedrigeren Gehalt zeigte. Bemer-
kenswerter Weise enthalt beispielsweise tiefgefrorener Brokkoli den mehr als vierfa-
chen Gehalt an Nukleinsauren verglichen mit rohem Schweinefleisch (Tabelle 1).

Nahrungsmittel NS-Gehalt | DNS-Gehalt | RNS-Gehalt
Kalbsleber 40,2 17,3 22,9
Rinderleber 41,6 19,5 22,1
Schweineleber 46,9 14,8 32,1
Schweinefleisch, roh 6,3 2,7 3,6
Schweinefleisch, gekocht 4,5 1,6 2,9
Schweinefleisch, gebraten 5,4 2,4 3,0
Seelachsfilet 3,6 0,7 2,9
Thunfisch 2,5 0,8 1,7
Geraucherte Rebenbogenforelle®™ ™[ 5 7 1,0 47
Geraucherte Regenbogenforelle™ ™" [ 7.3 1,4 5,9
Backerhefe 72,2 6,0 66,2
Roggen 2,0 0,7 1,3
Weizen 1,7 0,6 1,1
Linsen 4,7 0,8 3,9
Broccoli, tiefgefroren 25,65 5,05 20,6
Chinakohl, frisch 16,6 2,0 14,6
Blumenkohl, frisch 17,3 14,5 2,8
Petersilie Blatter, frisch 10,82 8,1 2,72
Kartoffel, frisch 2,38 1,0 1,38
Zwiebel, frisch 3,31 0,72 2,59
Austernpilze, frisch 25,5 1,42 24,08
Champignons, frisch 21,44 0,93 20,51
Erbsensuppe, Dose 5,3 1,5 3,8
Linseneintopf, Dose 4,71 1,11 3,6
Bohneneintopf, Dose 3,0 0,8 2,2
Tomatensuppe, Tlte 4.5 - 4.5

Tabelle 1: Nukleinsauregehalt ausgewahliter Lebensmittel

Nukleinsauregehalt ausgewahlter Lebensmittel in mg je 1 g Trockenmasse. Aus Pub-
likationen von Herbel et al. und Lassek et al. [15, 16].
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Der héchste Anteil an Nukleinsduren bezogen auf die Trockenmasse wurde fir Ba-
ckerhefe ermittelt. Er liegt bei 72,2 mg Nukleinsauren auf 100 g, wobei auf RNS 66,2
mg und auf DNS 6 mg entfallen (Tabelle 1).

Der Gesamtbedarf aus allen Quellen (de-novo-Synthese, salvage, Nahrung) fiir Puri-
ne und Pyrimidine eines gesunden Erwachsenen ist auf 450-700 mg pro Tag ge-
schatzt worden [2, 17]. Es wird angenommen, dass der metabolische Bedarf an den
entsprechenden Nukleosiden bei gesunden Individuen durch die de-novo-Synthese
gedeckt werden kann, obwohl es einen Mangel an quantitativen in vivo Daten zu die-
ser Fragestellung gibt [2, 18]. In den letzten Jahren mehrten sich Studien mit dem
Ergebnis, dass Nukleinsauren, beziehungsweise ihre Bestandteile, unter bestimmten
Voraussetzungen metabolischen Stresses (Infektionen, Chemotherapie, schnelles
Wachstum, etc.) vermehrt Uber die Nahrung aufgenommen beziehungsweise reutili-
siert werden. Sie gelten auf Grund dieser Ergebnisse als semiessentielle Nahrungs-
stoffe. Diese Studien beschréanken sich aber auf in vitro-Experimente, Tierexperimen-

te und Untersuchungen von S&uglingen [1, 19, 20].

Splitter, Manhart und Roth geben in ihrem Lehrbuch ,Ern&dhrungsmedizin“ far Er-
wachsene ebenfalls einen Purin- und Pyrimidinbedarf von 450-700 mg pro Tag an
und leiten daraus eine Mindestzufuhr von 4 g Nukleinsduren pro Tag ab [21]. Quanti-
tative Daten, die diese Berechnung stitzen, sind jedoch nicht publiziert worden.

1.1.4 Nukleinsauren — Verdauung

Die mit der Nahrung aufgenommenen Nukleinsauren werden durch die spezifischen
Pankreasenzyme Ribonuklease und Desoxyribonuklease in Oligonukleotide gespal-
ten. Im Bereich der Blrstensaummenbran werden diese Spaltprodukte wiederum
durch Exonukleasen, Mononukleasen, Glycosidasen und Phosphorylasen bis auf die
Stufe von Nukleosiden, Purinen und Pyrimidinen sowie Phosphat und Pentosen ab-
gebaut. Nukleoside, im Wesentlichen Inosin und Guanosin bzw. d-Inosin und d-
Guanosin, kénnen in der Folge durch Natrium-abh&ngige aktive Absorptionsvorgén-
ge aus dem Darm resorbiert werden [22]. In den Geweben kénnen diese Nukleinsau-
rebausteine dem Aufbau kdérpereigener Nukleinsauren dienen. In Tierexperimenten
hat sich gezeigt, dass gerade Gewebe mit einem schnellen Zellumsatz, wie zum Bei-
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spiel die Darmepithelien, sich dieser praformierten Nukleoside bedienen, um Nuk-

leinsduren zu synthetisieren [19, 20, 23].

AuBerdem haben Nukleinsaurebausteine eine entscheidende Funktion im Energie-
stoffwechsel, in der intrazelluldren Signaltransduktion und als Koenzyme. Adeno-
sintriphosphat (ATP) ist das wichtigste energiereiche Substrat des Kdrpers [24, 25].
Andere Nukleotide wie Uridindiphosphat-Glucose und Cytidindiphosphat-
Diacylglycerin sind Zwischenprodukte der Glycerin- und Phophatglyceridsynthese.
Zyklisches Adenosinmonophsphat (cCAMP) und Guanosinmonophsphat (cGMP) die-
nen als Mediatoren fir die Wirkung verschiedener Hormone. Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD), NAD-Phosphat (NAD-P) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)

sind wichtige Koenzyme.

1.1.5 Synthese, Wiederverwertung und Abbau von Purinen und Pyrimidi-
hen

1.1.5.1 De-novo-Synthese der Purine

Purine werden ausschlieBlich als Ribonukleotide synthetisiert. Ihre Biosynthese ver-
lauft in 10 Einzelschritten (Abbildung 1). Die initiale Reaktion zwischen
5-Phosphoribosyl-1-a-Pyrophosphat (PRPP) und Glutamin wird durch die PRPP-
Aminotransferase katalysiert und ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die
PRPP-Aminotransferase wird im Sinne eines negativen Feedback durch AMP und
GMP inhibiert [26]. Insgesamt handelt es sich um einen sehr energieintensiven Vor-
gang. Fir die de-novo-Synthese von AMP und GMP werden sieben beziehungswei-
se acht energiereiche Bindungen gebraucht, dies entspricht 210 kd/mol beziehungs-
weise 240 kJ/mol [27].
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Glutamin + PRPP
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Purinbiosynthese

PRPP = Phosphoribosylpyrophosphat, IMP = Inosinmonophosphat, GMP = Guano-
sinmonophosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, ATP = Adenosintriphosphat,
GTP = Guanosintriphosphat

1.1.5.2 De-novo-Synthese der Pyrimidine

Das Pyrimidingertst wird aus Aspartat und Carbamoylphosphat aufgebaut. Durch
Wasserabspaltung wird Dihydroorotat gebildet, womit das Grundskelett der Pyrimidi-
ne synthetisiert ist. In einem weiteren Schritt entsteht durch die Dihydroorotat-
Dehydrogenase Orotat. Dieses wiederum reagiert mit PRPP zu Orotodin-5'-
monophosphat (OMP). Im Gegensatz zur Purinbiosynthese (Kapitel 1.1.5.1), welche
von Anfang an in Form des entsprechenden Nukleotids erfolgt, kommt es also bei
der Pyrimidinbiosynthese erst relativ spat zur Anlagerung eines Ribosephosphates.
OMP wird zu Uridinmonophosphat (UMP) decarboxyliert, welches wiederum als
Grundbaustein fir die anderen Nukleotide der Pyrimidinreihe fungiert (Abbildung 2)
[27].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Pyrimidinbiosynthese

PRPP = Phosphoribosylpyrophophat, OMP = Orotidinmonophosphat, UMP = Uridin-
monophosphat, UTP = Uridintriphosphat, CTP = Cytidintriphosphat, d steht fir die
jeweiligen Desoxyribonukleotide

1.1.5.3 Wiederverwertung von Purinen

Purin- und Pyrimidinbasen und ihre Nukleoside fallen im Stoffwechsel nicht nur durch
die oben geschilderte intestinale Reabsorption an, sondern auch durch den intrazel-
luldren Abbau von Nukleinsauren. Wiederverwertungsreaktionen gewahrleisten, dass
diese unter hohem Energieaufwand synthetisierten Verbindungen dem Organismus
nicht verloren gehen. Durch den salvage pathway kénnen Purinbasen, Purinnukleo-
side und Purinnukleotide Uber ein 15 Enzyme umfassendes System vollstéandig in-
einander Uberfihrt werden. Im Rahmen dieser Reaktionen werden zum Beispiel
Guanin und Hypoxanthin wiederverwertet, indem sie durch Adenin-Phosphoribosyl-
transferase bzw. Hypoxathin-Guanin-Phophoribosyltransferase zu AMP, IMP bzw.
GMP zurlickverwandelt werden. Auf diese Weise ist eine gewisse Unabhangigkeit
von der Biosynthesegeschwindigkeit der Purinnukleotidneubildung aus den Grund-
bausteinen gewahrleistet.
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Abbildung 3: Verkniipfungen des Nukleinsaurestoffwechsels

1.1.5.4 Wiederverwertung von Pyrimidinen

Pyrimidinnukleotide kommen in den Nukleinsduren in etwa der gleichen Menge vor
wie Purinnukleotide. Sie kébnnen aber nur auf der Stufe der Nukleoside wiederverwer-
tet werden. Uridin, Cytidin, Desoxycytidin und Thymidin werden unter Verstoffwech-
selung von ATP durch Kinasen zu den entsprechenden Mononukleotiden umgesetzt
und auf diese Weise dem Zellstoffwechsel wieder verfligbar gemacht.

Fir die Wiederverwertung von Purinen und Pyrimidinen spielen Nukleosidtransporter
eine groBe Rolle, da sie den Import und Export der Nukleoside aus und in die Zellen

regulieren. Es werden zwei Transportsysteme in Plasmamenbranen unterschieden:

e Transport durch erleichterte Diffusion entlang eines Konzentrationsgradien-
ten. Derartige Transporter finden sich in allen Zellen.

e Transport durch sekundar aktiven, natriumabhangigen Transport gegen ei-
nen Konzentrationsgradienten. Transporter dieses Typs finden sich vor allen

Dingen im Intestinaltrakt, in renalen Epithelien und in der Leber.
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Der Abbau von Purinnukleotiden fihrt tber eine Reihe von Reaktionen zur Harnsau-
re, die bei Primaten und somit auch beim Menschen das Endprodukt des Purinab-
baus darstellt [26]. Pyrimidinnukleotide werden zu CO, und Ammoniak abgebaut.

1.1.5.5 Abbau von Purinen

Durch entsprechende Nukleotidasen werden die Purinmononukleotide in die ent-
sprechenden Nukleoside Uberflhrt. Adenosin wird durch die Adenosin-Desaminase
in Inosin Oberfuhrt. Die Purinnukleoside Inosin, Xanthosin und Guanosin werden un-
ter Katalyse von Nukleosid-Phosphorylasen gespalten. Dadurch werden die Purinba-
sen Hypoxanthin aus Inosin, Xanthin aus Xanthosin und Guanin aus Guanosin gebil-
det. AuBerdem entsteht Ribose-1-Phosphat. Unter Abspaltung von NH3 wird Guanin
durch die Guanase in Xanthin Oberfuhrt. Die Xanthin-Oxidoreduktase wandelt Hypo-
xanthin in Xanthin und dieses in Harnsdure um. Das Endprodukt des Purinstoffwech-
sels ist die Harns&ure, derer sich der menschliche Kdper nur entledigen kann indem
er sie ausscheidet. Allerdings werden normalerweise 90% der anfallenden Nukleo-
tidmetabolite Adenin, Guanin und Hypoxanthin im Rahmen des oben beschriebenen
salvage pathway wiederverwertet (Kapitel 1.1.5.3). Hauptorte der Harnsaurebildung
sind die Leber und der Darm. In der Leber werden eher die im Stoffwechsel entste-
henden Purine abgebaut, wohingegen die Enterozyten in der Lage sind, die mit der
Nahrung aufgenommen Purine zur Harnsdure umzusetzen. Diese wiederum gelangt
dann Uber das Blut in die Leber, um anschlieBend durch die Niere ausgeschieden zu
werden. Die von den Hepatozyten an das Blut abgegebene Harnsaure wird zunachst
glomerular filtriert. AnschlieBend erfolgt jedoch durch ein spezifisches Anionen-
Austauschprotein, das so genannte Urat-Protein, eine tubulare Reabsorption der
Harnsaure, so dass schlieBlich weniger als 10 % der filtrierten Menge ausgeschieden
werden. Von der taglich gebildeten Harnsaure, beim Menschen etwa 4-6 mmol, wer-
den ca. 70 % renal ausgeschieden. Die restlichen 30 % werden in den Darm sezer-
niert und unterliegen dort der bakteriellen Uricolyse.
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AMP IMP XMP GMP
| l L l
Adenosin — Inosin Xanthosin Guanosin
l ' |
Hypoxanthin —=  Xanthin - Guanin
l
Harnséaure

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Purinstoffwechsels des Men-
schen

1.1.5.6 Abbau von Pyrimidinen

Der Pyrimidinabbau erfolgt im Wesentlichen in der Leber und in den Nieren. Cytidin
wird zu Uridin desaminiert. Durch Phosphorolyse entstehen aus Thymidin und Uridin
Thymin und Uracil sowie Ribose-1-Phosphat. In einem zweistufigen Mechanismus
erfolgt die Ringspaltung der Pyrimidinbasen durch Reduktion und anschlieBende
Hydrolysierung. Von den entstehenden Verbindungen kénnen CO, und NHjz ab-
gespalten werden, die wiederum zu Malonyl-CoA beziehungsweise Methylmalonyl-
CoA abgebaut werden. Die Entsorgung des Ammoniaks erfolgt durch die Harnstoff-
biosynthese in der Leber. Die Eingangsreaktion dieses mehrschrittigen Zyklus stellt
die ATP-abhangige Verknipfung der Ammonium-lonen mit Hydrogencarbonat-lonen

zu Carbamylphosphat dar.

1.1.5.7 Pathophysiologie des Purinstoffwechsels

Harnsaure als Endprodukt des Purinabbaus ist relativ schlecht wasserléslich. Schon
der normale Serumharnsaurespiegel (380 pymol/l; 6,4 mg/dl) ist nur deshalb mdglich,
weil ein betrachtlicher Teil der Serumharnsdure proteingebunden ist. Jede Erhéhung
des Harnsaurespiegels Uber diesen Grenzwert hinaus wird als Hyperurikdmie be-
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zeichnet und stellt mit einer Pravalenz von 20-25 % die haufigste Stoffwechselstd-
rung der Uberflussgesellschaft dar. Die Ausfallung von Uratkristallen in der mit Harn-
saure Ubersattigten Synovialflissigkeit bezeichnet man als akuten Gichtanfall. Die
Uratkristalle werden von Granulozyten phagozytiert, woraufhin Entziindungsmediato-
ren freigesetzt werden und zu einer kristallinduzierten Synovitis fihren. Zumeist ist
das GroBzehengrundgelenk betroffen. In der Third National Health and Nutrition Ex-
amination Survey (NHANES IIl, 1988 - 1994) fand sich eine Pravalenz der manifes-
ten Gicht gr6Ber als 2 % bei Mannern tber dem 30. Lebensjahr und bei den tber 50-
jahrigen Frauen. Die Pravalenz steigt laut dieser Studie mit zunehmendem Alter auf
uber 9 % bei den Uber 80-jahrigen Mannern und Uber 6 % bei den Uber 80-jahrigen
Frauen [28].

1.1.6 Hefenukleinsauren

Backhefen werden in der Backwarenindustrie als Teiglockerungsmittel und bei der
Herstellung von geséuerten Teigen verwendet. Sie sind meist diploide oder polyploi-
de Reinzuchtsstdmme der obergarigen Spezies Saccharomyces cerevisiae Meyen
ex Hansen, welche zur Familie der Saccharomycetaceae gehért. Backhefe hat, wie
der lateinische Name besagt (cerevisiae, lat. vom Bier), ihren Ursprung in obergari-
gen Bierhefen. Saccharomyces kommt aus dem griechischen und bedeutet ,Zucker-
pilz“. Zellen von Saccharomyces cerevisiae sind rund bis oval und haben einen
Durchmesser von 5 — 10 um. Sie vermehren sich durch den Prozess der Knospung.
Beim Einzeller versteht man darunter im Gegensatz zur Spaltung, bei der sich die
Zelle in zwei Haélften teilt, eine Zellteilung in verschieden groBe Tochterzellen, wobei
die kleinere als ,Knospe*® bezeichnet wird.

Das Chromatin von Hefen ist wie bei héheren Eukaryoten mit Histonen assoziiert und
liegt als Nukleosomenstruktur vor, die durch DNS-Methylierung modifiziert wird. Je-
des Chromosom enthalt ein einziges DNS-Molekul. Saccharomyces cerivisiae Meyen
ex Hansen enthalt im haploiden Chromosomensatz 16 Chromosomen, wobei ihre
GréBe von 260 Kb im Chromosom | bis 1500 Kb im Chromosom Xl variiert [29].
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1.2 Stabile Isotope

Isotope nennt man die unterschiedlichen Atomarten des gleichen chemischen Ele-
mentes, die die gleiche Anzahl an Protonen und Elektronen haben, sich aber in ihrer
Neutronenzahl und damit auch in ihrer Masse unterscheiden. Sie kénnen sowohl
stabiler als auch instabiler Natur sein — wobei die natirlich vorkommenden stabilen
Isotope im Gegensatz zu den natirlichen oder kinstlich hergestellten instabilen Iso-
topen nicht radioaktiv sind. Stabile Isotope werden durch die Angabe der Massenzahl
ihrer Kerne am chemischen Symbol unterschieden. Stickstoff hat zum Beispiel zwei
stabile Isotope: "N mit einem Anteil von 99,63 At-% und "°N mit 0,37 At-%. Die wich-
tigsten Isotope des Kohlenstoffes sind zwei stabile, natlrliche Isotope mit den Mas-
senzahlen 12 und 13. "2C hat einen Anteil von 98,9 At-% und "*C von 1,1 At-% [30].

Auf Grund der unterschiedlichen Massen der Isotope lasst sich die Isotopenhaufig-
keit mittels Isotopenverhéltnismassenspekirometrie oder Infrarotspektroskopie
bestimmen. Die eingesetzten Massenspektrometer bzw. Infrarotspektrometer besit-
zen eine sehr hohe Messgenauigkeit. Eine detaillierte Beschreibung der Messme-
thode folgt im Kapitel 3.5.

In den letzten Jahrzehnten ist es mehr und mehr zu einem Einsatz von stabilen Iso-
topen in der klinischen Diagnostik und Forschung gekommen. '*C-markierte stoff-
wechselreprasentative Tracersubstanzen erméglichen mittels '*CO,-Atemgastests
zum Beispiel die ErschlieBung komplizierter Stoffwechselvorgange. Sie werden unter

anderem eingesetzt:

e im "*C-Harnstoffatemgastest, zum Nachweis oder AusschluB einer Helico-
bacter-pylori-Infektion [31-33]

e im Rahmen von Leberfunktionstests (metabolische Funktion bei Leberzir-
rhose [34], Kontrolle nach Lebertransplantation, vor und nach Leberresekti-
onen [35])

e zur Diinndarmfunktionsdiagnostik (**C-Laktose-Atemtest [36], °C-
Glykocholat-Test bei bakterieller Uberbesiedlung oder beim Gallensaurever-
lustsyndrom [37])

e zur Pankreasfunktionsdiagnostik (Testung der Amylaseaktivitat [36, 38] und
Lipaseaktivitat [39])
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e zur Diagnostik der cystischen Fibrose [40]
e zur Ermittlung der orozdkalen Transitzeit durch den Laktose-['*Clureid-
Atemgastest [41]

1.3  ™N-Tracertechnik

Begriinder der °N-Tracertechnik war der 1932 aus Freiburg nach New York City
emigrierte Forscher Rudolf Schoenheimer. Im Jahre 1933 begann er seine Tatigkeit
als Mitarbeiter des Department of Biochemistry der Columbia University. Dort hatte
ein Jahr zuvor Harold Urey das schwere Wasserstoffisotop Deuterium (°H) entdeckt
[42], woflir er sechs Jahre spater den Nobelpreis erhielt. Diese Entdeckung veran-
lasste Schoenheimer, unterstitzt von Harold Urey und Hans T. Clark, und in Zu-
sammenarbeit mit David Rittenberg eine Reihe von Versuchen durchzuflhren, in
welchen dieser Tracer zur Erforschung des intermedidaren Stoffwechsels eingesetzt
wurde [43].

Die ersten Versuche Schoenheimers und Rittenbergs mit >N waren 1938 méglich,
nachdem Urey et al. 1937 die Anreicherung von "N gelungen war [44, 45]. Die in
den darauf folgenden Jahren durchgefthrten Studien verlangten die vorherige Ent-
wicklung effizienter Methoden zur Synthese und sensitiven Analyse '°N-markierter
Aminosauren. Dies gelang binnen zweier Jahre, so dass 1939 die erste in vivo Stu-
die mit "*N-markierten Aminosauren durchgefiihrt wurde [46, 47]. Ihr Ziel war es he-
rauszufinden, ob exogen zugefihrtes oder endogenes Glyzin aus den Kérpergewe-
ben zur Synthese der Hippursaure genutzt wird [48]. Die nachfolgenden Studien
Schoenheimers widerlegten die Hypothese des in Schweden geborenen, amerikani-
schen Chemikers Otto Folin. Dieser vermutete, dass mit der Nahrung zugefiihrter
Stickstoff in groBen Mengen wieder ausgeschieden wiirde und nur ein kleiner Teil in
den endogenen Proteinstoffwechsel gelange [49]. Schoenheimer konnte zeigen,
dass zum Beispiel nur 50 % des '°N-Tyrosin, welches einer Ratte mit der Nahrung
gegeben worden war, wieder ausgeschieden wurde [43, 50]. Er schuf damit die bis
heute gliltige Vorstellung des Kérper-Protein-Turnover und somit die Grundlage der
Erforschung der metabolischen und zellularen Mechanismen, welche urséchlich die
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Synthese und den Abbau der Proteine unter physiologischen Bedingungen verbin-
den.

Die verschiedenen "°N-Tracer-Studien Schoenheimers veranderten somit fundamen-
tal das Verstandnis des Protein- und Aminosdurestoffwechsels der Saugetiere. Trotz-
dem kam es nach seinem Tod zu einem Rickgang der Nutzung von stabilen Isoto-
pen als Tracer in der Stoffwechsel- und Erndhrungsforschung. Laut Young and Ajami
kam es erst 1969 durch die Arbeiten von Waterlow und seinen Kollegen in Jamaica
[51, 52] wieder zu einem sprunghaften Anstieg der Nutzung von stabilen Isotopen in
der Stoffwechselforschung [43].

Die von uns weiterentwickelte Untersuchung des Nukleinsduremetabolismus mit '°N-
markierten Hefenukleinsduren stellt einen Ansatz dar, die Metabolisierung von Nuk-
leinsduren zu quantifizieren, mit der '°N-Tracertechnik zu verknipfen und damit
besser zu verstehen. Die Ergebnisse von gesunden Probanden sollen einen ersten
Einblick geben.
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2 Zielstellung

Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, inwiefern eine Verstoff-
wechselung von mit der Nahrung zugeflhrten Nukleinsduren beim Menschen statt-
findet und festzustellen, ob sich fiir derartige Untersuchungen der Einsatz "N-
markierter Nukleinsduren eignet. DarUber hinaus soll geklart werden, ob sich Unter-
schiede in der Verstoffwechselung von ">N-markierten Nukleinsduren bei normaler
Kost im Vergleich zu zusétzlich nukleinsaureangereicherter Kost in Form von Tro-
ckenhefe ergeben.

Um den Verbleib der Nukleinsauren im Kérper untersuchen zu kénnen, sollen diese
mit dem fir den Menschen gesundheitlich unbedenklichen schweren Stickstoffisotop
®N markiert bzw. biotechnologisch synthetisiert werden.

Des Weiteren sollen Aussagen gemacht werden, in welchem MaBe die '>N-
markierten Nukleinsauren beziehungsweise deren Abbauprodukte ohne Resorption
durch den Darm wieder ausgeschieden werden (Nachweis in Stuhlproben), ob sie im
Darm resorbiert, anschlieBend utilisiert, dass heif3t in kdrpereigene Aminosauren,
EiweiBe und Nukleinsduren eingebaut (Nachweis in einer Blutprobe) und Uber die
Nieren (Nachweis in Harnproben) ausgeschieden werden.

Die Ergebnisse der Studie lassen neue Erkenntnisse Uber die Wirkung von nuklein-
saurereicher Kost auf die Metabolisierung beziehungsweise Uber die Metabolisierung

von Nukleinsduren erwarten.
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3 Material und Methoden

Vor Beginn der Studie im Sinne biomedizinischer Forschung am Menschen lag das
nach § 15 der Berufsordnung der Arztinnen und Arzte in Mecklenburg-Vorpommern
geforderte positive Votum der Ethikkommmission Rostock vor.

3.1  Herstellung des Tracers

Die Herstellung der >N-markierten Nukleinsauren erfolgte im Forschungslabor der
Universitats-Kinder- und Jugendklinik Rostock. Sie konnten bei der primédren Ent-
wicklung, Herstellung und Testung neuer '°N-markierter Tracersubstanzen, wie "°N-
Hefeprotein und °N-Hefeprotein-Thermitasehydrolysat, die es ermdglichen sollten
neue Erkenntnisse Uber den Proteinturnover bei Neugeborenen und Frihgeborenen
zu erlangen, als Nebenprodukt gewonnen werden.

Grundlage der Herstellung der "°N-Nukleinsduren war dementsprechend die Fermen-
tierung '°N-markierter Hefe, da Hefen alle stickstoffhaltigen Zellkomponenten (z.B.
Proteine und Nukleinsduren) aus anorganischem Stickstoff synthetisieren kénnen.

Sacharomyces cerevisiae-Zellen wurden in Form von Backerhefe in einem syntheti-
schen Nahrmedium fermentiert, welches neben Glukose, Mineralsalzen und einer
Reihe Wuchsstoffe > N-Ammoniumchlorid (**NH4CI) mit einer Markierung von 95,7
Atom-% (At.-%), Campro Scientific, Berlin, als alleinige Stickstoffquelle enthielt (Ta-
belle 2) [53, 54]. Die Anzucht erfolgte unter aeroben Bedingungen in einem Fermen-
tator (Biostad B, B. Braun, Melsungen) (Abbildung 5) bei 30 °C Uber einen Zeitraum
von 72 h. AnschlieBend wurde die Hefe durch Zentrifugieren vom Nahrmedium ge-
trennt und mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur Isolierung des '°N-Hefeprotein
wurden die Zellwande mittels eines Ultraschallgenerators (Labsonic U, B. Braun,
Melsungen) (Abbildung 6) zerstért und danach das abzentrifugierte Zellhomogenat
einige Stunden im alkalischen Milieu bei pH 9 behandelt. Das Hefeprotein und die
Nukleinsauren gehen dadurch in Lésung, wohingegen Hefegummi und andere Koh-

lenhydrate ungeldst bleiben [55-58]. Nach Abzentrifugieren unaufgeschlossener He-
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fezellen und der unléslichen Restbestandteile erfolgte die Proteinfallung mit 20%iger
Trichloressigsaure bei pH 1,5 fliir 15 min bei 90 °C [54].

Inhaltsstoff Menge | MaBeinheit
Glukose 20 g
KH2POy4 2,5 g
Milchsaure 1,7 ml
MgSO, - 7 H,0O 0,5 g
CaC|2 -6 HQO 0,25 Jd
FeSO4 - 7 H,O 1 mg
ZnSO4 -7 Hgo 1 mg
MnCl, - 7 HO 1 mg
Thiamin 2 mg
Pyridoxin 2 mg
Inositol 20 mg
Nikotinamid 5 mg
Kalzium-D-Pantothenat | 4 mg
D-Biotin 5 Mg
NH,CI (95,7 At.-%) (2,39 |g

Tabelle 2: Zusammensetzung des Hefenahrmediums pro Liter

Nach Abzentrifugieren des '°’N-Hefeproteins wurden im Uberstand die 'N-
Nukleinsduren mit Aceton im Volumenverhaltnis von 1:1 bei pH 9 versetzt und im
Klhlschrank als klebrige, zahe Masse ausgefallt. Nach dem Abzentrifugieren erfolgte
die Trocknung bei 50 °C auf einer Warmeplatte. Fir die fir acht Probanden erforder-

liche ">N-Nukleinsauren-Menge waren insgesamt fiinf 10-Liter-Hefeansétze nétig.

Die Stickstoffbestimmung der Hefe-NS erfolgte durch den Elementaranalysator Au-
tomated-Nitrogen-Carbon-Anallyser-Solid-Liquid (ANCA-SL) und die massenspek-
trometrische '°N-Bestimmung mit dem Tracermass 20-20, beide SerCon, Crewe,
U.K. [59, 60].

Der Gesamtstickstoffgehalt, der auf diese Art und Weise gewonnenen '°N-
Nukleinsduren, betrug 1,46 mg/100 mg. Der Anteil an "N lag bei 1,31 mg/100 mg.
Dies entspricht einer "°N-Haufigkeit von 89,9 At.-%. Empirisch hat sich fiir eine siche-
re Markierung aller Kérperkompartimente die Notwendigkeit von 0,2 mg '°N pro
kg/KG zur Markierung der Stickstoffkompartimente gezeigt [61, 62]. Daraus leitet sich
eine Dosierung der "°N-Nukleinsduren von 15, 27 mg je kg KG ab.
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Abbildung 6: Ultraschallgenerator Labsonic U, B. Braun, Melsungen

25
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3.2 Herstellung der Trockenhefe

Die Herstellung der zur Simulation einer zusatzlich nukleinsdureangereicherten Kost
bendtigten Trockenhefe erfolgte aus handelsiblicher Feuchtbackhefe. Dazu wurden
jeweils 2-3 Hefewd(rfel in einem groBen Mdérser (& 16 cm) 60 Minuten bei 170 °C ge-
rostet und anschlieBend grob zerstoBen. Nach dem Erkalten wurde die gerdstete
Hefe in einer elekirischen Kaffeemihle gemahlen. Die Trockenhefe wurde in Portio-

nen zu jeweils 2 g eingewogen und abgefullt.

Zur Simulation einer nukleinsaureangreicherten Kost aBen die Probanden im zweiten
Teil des Versuches im Rahmen der gewohnten Mahlzeiten morgens, mittags und

abends je 2 g dieser Trockenhefe.

3.3 Probandenkollektiv

Fir die Rekrutierung der Probanden galten die im Folgenden aufgefihrten, zuvor
definierten Ein- und Ausschlusskriterien. Insgesamt wurden acht gesunde erwachse-
ne Probanden zwischen 22 und 30 Jahren aufgenommen. Das mittlere Alter der finf
weiblichen und drei mannlichen Probanden betrug 25,3 Jahre und der mittlere BMI
23,26 kg/m?.
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Geschlecht | Merkmal Mittelwert | Std.-abw. Min. Max.
Mannlich Alter [Jahre] | 26,0 3,6 23,0 30,0
(n=3) Gewicht 80,7 21,7 62,5 104,7

[kd]

GroBe [m] 1,80 0,04 1,76 1,84

BMI [kg/m?] | 24,8 5,6 20,17 30,9
Weiblich Alter [Jahre] | 24,8 2,9 22 29,0
(n=5) Gewicht 63,7 4.8 59,4 71,1

[kd]

GroBe [m] 1,69 0,04 1,63 1,74

BMI [kg/m?] | 22,4 0,8 21,7 23,5
Gesamt Alter [Jahre] | 25,3 3,0 22 30,0
(n=8) Gewicht 70,1 15,0 59,4 104,7

[kd]

GroBe [m] 1,73 0,07 1,63 1,84

BMI [kg/m?] | 23,3 3,3 21,7 30,9

Tabelle 3: Daten der Probanden

Der Body-Mass-Index [63] wurde ermittelt, um einen Uberblick tber den Erndhrungs-
zustand der Probanden zu erhalten, welcher moglicherweise einen Einfluss auf die
Metabolisierung von Nukleinsduren haben kénnte. Ein BMI = 25 und < 18,49 galt als
Ausschlusskriterium.

Korpergewichtinkg
[Kérperlangeinm[?

BMI=

Formel 1: Berechnung des BMI
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3.3.1 Einschlusskriterien

gesunde Personen im Alter zwischen 20 und 35 Jahren

regelmaBige vollwertige Erndhrung

vermutete Fahigkeit, den vorgeschriebenen Ernahrungs- und Zeitplan zuver-
lassig durchzuflhren

schriftliche Einwilligung der Probanden zur Teilnahme an der Studie

3.3.2 Ausschlusskriterien

rein vegetarische oder vegane Erndhrung
Uber- oder Untergewicht nach der Definition der WHO
(BMI = 25 oder < 18,49) [63]
anamnestisch Hyperurikdmie und Gicht
geschwéachtes Immunsystem
akute und chronische Erkrankungen
Antibiotikaeinnahme in den letzten vier Wochen vor Beginn der Untersu-
chung
Einnahme von Medikamenten, die den Magen-Darm-Trakt beeinflussen
(Hemmung oder Férderung der intestinalen Motilitat), z.B.:
= Sedativa
= Anticholinergika
= Kalziumkanalblocker
= Laxantien
Obstipation

mangelnde Kooperationsféhigkeit
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3.3.3 Probandenanzahl

Die Probandenanzahl war durch die im Untersuchungszeitraum verfliigbare Menge
an "°N-markierten Nukleinsduren limitiert. Zur Evaluierung von Verfahren der Stoff-
wechseluntersuchung mittels stabiler Isotope sind kleine Probandenkollektive ausrei-
chend. In mehreren Publikationen des Forschungslabors der Universitats- Kinder-
und Jugendklinik Rostock zur Verstoffwechselung von stabil isotop markierten Nah-
rungsmitteln lieferten auch geringe Fallzahlen signifikante Ergebnisse [64-66]. Insge-
samt wurden acht gesunde Probanden in die Studie aufgenommen.

Jeder Proband erhielt eine Anleitung zur Versuchsdurchfiihrung sowie Protokolle zur
Dokumentation des genauen Zeitpunktes der Probenentnahme und der Harnvolumi-
na und Stuhlmassen. Samtliche Utensilien, welche die Probanden zur Sammlung der
einzelnen Proben bendtigten, wurden in ausreichender Zahl zur Verfigung gestellt.
Die Probenréhrchen wurden im Vorfeld beschriftet. AuBerdem erfolgte einen Tag vor
Versuchsbeginn im Forschungslabor der Universitats- Kinder- und Jugendklinik Ros-
tock die Gewichtsbestimmung mit einer Personenwaage.

3.4 Studiendesign und Versuchsdurchfiihrung

Die Studie wurde als offene Interventionsstudie, deren Messphasen sich Gber 2 x
48 h erstreckten, an 8 gesunden Probanden durchgefihrt. Die Studienbedingungen
konnten nicht verblindet werden. Eine Ubersicht des Versuchsablaufes findet sich in
Tabelle 4.

Der gesamte Versuch erstreckte sich Gber eine Dauer von 20 Tagen und war unter-
teilt in zwei Versuchsabschnitte von jeweils 10 Tagen. Versuchsabschnitt 1 (Tag 1—
10) diente der Untersuchung des Nukleinsaurestoffwechsels bei normaler Kost, Ver-
suchsabschnitt 2 (Tag 11-20) der Erfassung der Daten bei nukleinsdureangereicher-
ter Kost. Jeweils der 9. und 10. Tag sowie der 19. und 20. Tag dienten als Messtage.

Uber die gesamte Dauer des Versuches wurden die Probanden dazu angehalten,
sich in gewohnter Weise regelmaBig und vollwertig zu erndhren. Dies beinhaltete

mindestens drei Mahlzeiten pro Tag und keine rein vegane oder vegetarische Ernah-
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rung oder Diat. Im Versuchsabschnitt 1 wurde am 8. Tag die Leerwertprobe flr Stuhl
gewonnen. Nach der Bestimmung von Gewicht und KérpergréBe des Probanden er-
folgte die Berechnung und das Einwiegen der Tracermenge von "°N-markierten Nuk-
leinsduren mit 15,27 mg je kg KG.

Die Leerwertproben fur Blut und Harn wurden am 9. Tag vor Beginn des Frihstlckes
gewonnen. Die Zusammensetzung des Frihstlcks beeinflusst die orozdkale Transit-
zeit und den enteralen Metabolismus [67]. Um fUr alle Probanden gleiche Vorausset-
zungen bei der Traceraufnahme zu schaffen, wurde das Frihstick daher standardi-
siert. Die Probanden erhielten ab 7.50 Uhr ein Standardfriihstlick, welches aus
einem Roggenbrétchen mit Butter und Marmelade, sowie einem Glas Schwarztee
bestand. Nach dem Verzehr der ersten Hélfte des Brdtchens erfolgte um 8 Uhr die
Einnahme einer gewichtsadaptierten Menge '°N-markierter Nukleinsauren, die zuvor
in vier Teel6ffeln Naturjoghurt eingerthrt wurden. Danach verzehrten die Probanden
die zweite Halfte des Brotchens.
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Tag Erndahrung mit ausgewogener Mischkost,
1-7 nur leichte kérperliche Aktivitat
Tag | Vortag der 0-Wert Stuhlprobe (Bestimmung der individuellen
8 Tracergabe | physiologischen °N-Haufigkeit),
Bestimmung des Gewichtes und der Gr6Be des
Probanden
Berechnung und Einwiegen der individuellen
Menge an °N-Nukleinsauren
= Tag | vor Beginn 0-Wert Harnprobe
o 9 des Friih- 0-Wert Blutprobe
=5 sticks
Z .0 ab 7:50 Uhr Standardisiertes Friihstiick
£ = 8:00 Uhr Berechnete Menge an "°"N-Nukleinduren wird, einge-
2 2 rahrt in Naturjoghurt, in der Mitte des Frihstticks ein-
S & genommen
< g Probenentnahmen Blut, Harn, Stuhl nach festem
25 Schema
o 3 | Tag Probenentnahmen Harn und Stuhl
> ® |10
Tag Zu den Mahlzeiten werden morgens, mittags und a-
11- bends je 2 g Trockenhefe verzehrt.
17
— | Tag | Vortag der 0-Wert Stuhlprobe
8118 Tracergabe
f, Tag | vor Beginn 0-Wert Blutprobe
‘:q:; 19 des Friih- 0-Wert Harnprobe
< sticks
N '% ab 7:50 Standardisiertes Frihstick + 2 g Trockenhefe
-*E ’g 8:00 Uhr Berechnete Menge an "°N-Nukleinsduren wird, einge-
S c rahrt in Naturjoghurt, in der Mitte des Frihstlcks ein-
29 genommen.
Q.3 Probenentnahmen Blut, Harn, Stuhl nach festem
£ 2 Schema
2 © | Tag Zu den Mahlzeiten werden morgens, mittags und a-
E, =120 bends je 2 g Trockenhefe verzehrt.
c

Probenentnahme Harn und Stuhl

Tabelle 4: Versuchsaufbau
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Die Probenentnahme erfolgte fir die nachsten 48 h nach einem festen Zeitschema
bzw. quantitativ (Tabelle 4):

e Blutprobe:
e nach 2 Stunden
e Harnproben:
e in den ersten 8 Stunden zweistlindlich
e danach bis zur 48. Stunde vierstiindlich
e Stuhlproben:
e quantitativ bis zur 48. Stunde

Zeit nach Tracergabe in h Blut | Stuhl
2

4

6

8

12
16
20
24
28
32
36
40
44
48

Q
—
=)

Quantitative Sammlung

XXX XXX X XXX XXX | X | T

Tabelle 5: Schema der Probenentnahme

Im Versuchsabschnitt 2 aBen die Probanden zusatzlich zu den normalen Mahlzeiten
morgens, mittags und abends je 2 g Trockenhefe. Analog zum ersten Versuchsab-
schnitt wurden die Leerproben entnommen, die °N-markierten Nukleinsduren mit
einem Standardfrihstlick eingenommen und die Proben von Stuhl, Harn und Blut

nach gleichem Zeitschema gewonnen (Tabellen 3 und 4).
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3.5 Messmethode Massenspektrometrie

Aufgrund der unterschiedlichen Massen lassen sich stabil markierte und nicht mar-
kierte lonen in einem Massenspektrometer trennen. Damit die ’N-Exkretion der
Stuhl, Harn- und Blutproben massenspektrometrisch bestimmt werden kann, missen
diese aus ihrem festen bzw. flissigen Aggregatzustand in den gasférmigen Uberfihrt
werden. Dazu werden sie im Verbrennungsofen des Elemataranalysators zu gasfor-
migen Oxiden ihrer elementaren Bestandteile (CO,, N2 und H>O) verbrannt. Diese
gasférmigen Molekile werden dann in der lonenquelle des Massenspekirometers
beispielsweise durch lonenstrahlung ionisiert. Die entstandenen lonen werden durch
eine angelegte Spannung (U) auf eine Geschwindigkeit (v) beschleunigt. Diese wie-

derum hangt von der Ladung (q) und der Masse (m) des lons ab:

m-v?

2
Formel 2: Berechnung der Teilchengeschwindigkeit

q-U=

Nach Fokussierung zu einem lonenstrahl werden die lonen in ein Magnetfeld gelei-
tet, in welchem die Lorentzkraft (F=q-v-B) sie entsprechend ihrer Geschwindigkeit

und ihrer Ladung ablenkt. Somit beschreiben die langsameren, schweren lonen, in
diesem Fall die °Ny*-lonen, eine Kurve mit gréBerem Radius im Magnetfeld; die
schnellen, leichten "N,"-lonen werden stérker von ihrer urspriinglichen Bahn abge-
lenkt, der Radius im Magnetfeld ist entsprechend kleiner. Nach Austritt aus dem
Magnetfeld erzeugen die nach Massen getrennten lonen beim Aufprallen auf selektiv
aufgestellte Kollektoren einen Strom, der mit einem Verstarkersystem zu einem Sig-
nal verarbeitet wird [68]. Das Intensitatsverhaltnis des schweren zum leichten Isotop
("®N/"N) wird aus den Signalen ermittelt [68].
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In dieser Studie erfolgte die Ermittiung der '°>N-Exkretion mittels Isotopenverhaltnis-
massenspekirometrie an einem Massenspekirometer der Bezeichnung Tracermass
20-20 (SerCon, Crewe, U.K.) im Forschungslabor der Universitats-Kinder- und Ju-
gendklinik Rostock. Es arbeitet nach dem CF-IRMS-Verfahren (Continous Flow Iso-
top Ratio Mass Spectrometry) [30, 69]. Dieses beinhaltet die oben beschriebene Me-
thodik, in welcher die Aufbereitung der Proben mittels Elementaranalysator und
Massenspekirometer kombiniert ist, so dass man feste bzw. flissige Proben direkt
messen kann [30]. Im Elementaranalysator ANCA-SL werden die Proben bei 900 °C
zu Ny, CO5 und H>O verbrannt

3.6 Probenentnahme und -bearbeitung

3.6.1 Harnproben

Der Harn wurde in einem groBen Messbecher aufgefangen. AnschlieBend erfolgte
die Volumenbestimmung mit Hilfe eines schlanken Messzylinders. Das ermittelte Vo-
lumen wurde von den Probanden mit dem Zeitpunkt der Probenentnahme in eine
Protokolltabelle eingetragen. Je Probenentnahme wurde ein Harnréhrchen beflllt

und sofort bei -20 °C eingefroren.

Zur Bearbeitung der Proben wurden diese aufgetaut und jeweils 25 pl Harn auf Zinn-
scheiben mit einem Durchmesser von 21 mm pipettiert. Diese wurden bei 60 °C zwei
Stunden getrocknet, anschlieBend gefaltet und zu Kiigelchen gerollt. Die Klgelchen
wurden bei 900 °C im Elementaranalysator verbrannt und anschlieBend erfolgte die
massenspektrometrische Bestimmung der '°N-Haufigkeiten in At.-%-exz.

Die absolute renale "°N-Exkretion errechnet sich aus folgender Formel:

15 15 -b" cn
NImg ] 1400 +b Vimi]
Formel 3: Berechnung der absoluten renalen >N-Exkretion
Konstanten:15: Ordnungszahl des Stickstoffisotops '°N , cy: Stickstoffkonzentration in
der Probe,1400: Molekulargewicht des Stickstoffes x 100, b*: >N [At.-%-exz.], b:"°N

[At.-%] (= "°N [At.-%-exz.] + natiirliche Haufigkeit von °N), V: Harnvolumen in [ml]
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Zur Berechnung der kumulativen prozentualen renalen '°N-Exkretion werden die in
den Proben vorhandenen absoluten Mengen des Isotops zu der individuell verab-
reichten Menge des Isotops in Beziehung gesetzt:

Menge der kumulativen Exkretion des Isotops[mg]-100%
Verabreichte Dosis des Isotops[mg]
Formel 4: Berechnung der kumulativen prozentualen renalen *N-Exkretion

X% =

3.6.2 Stuhlproben

Der Stuhl wurde von den Probanden auf einer handelsublichen Mdalltite (Eigenge-
wicht 2 g) aufgefangen, anschlieBend mit einer zur Verflgung gestellten Waage ge-
wogen und das ermittelte Gewicht mit dem Zeitpunkt der Probenentnahme in eine
Protokolltabelle eingetragen. Vor der Beflllung eines Stuhlrdhrchens wurde der Stuhl
durch kraftiges Kneten der Mlltite homogenisiert. Das Probenréhrchen wurde an-
schlieBend sofort eingefroren. Zur Bearbeitung der Proben wurden diese aufgetaut
und jeweils 8 mg des Stuhls auf Zinnscheiben mit einem Durchmesser von 21 mm
eingewogen. Fir jede einzelne Stuhlprobe erfolgten zwei Einwaagen. AnschlieBend
wurden die Zinnscheiben bei 60 °C fliir eine Stunde getrocknet. Nach der Trocknung
wurden sie mit Hilfe einer Pinzette gefaltet und zu kleinen Kigelchen gerollt. Nach
Verbrennen bei 900 °C im Elemantaranalysator erfolgte die massenspektrometri-
sche Messung der °N-Haufigkeiten in At.-%. Die absolute fakale '°N-Exkretion er-
rechnet sich nach den gleichen Formeln wie die renale '°N-Exkretion. Statt des Vo-

lumens [ml] wird die Stuhlmasse [g] eingesetzt.

15 -b" cn
BN = " m
[mg ] 1400 +b (o]

Formel 5: Berechnung der absoluten fakalen Exkretion
Konstanten:15: Ordnungszahl des Stickstoffes, cn: Stickstoffkonzentration in der
Probe, 1400: Molekulargewicht des Stickstoffes x 100, b™: N [At.-%-exz.],b: "°N [At.-
%] (= "°N [At.-%-exz.] + natiirliche Haufigkeit von "°N), m: Stuhlmasse in g

Menge der kumulativen Exkretion des Isotops[mg]-100%
Verabreichte Dosis des Isotops[mg]
Formel 6: Berechnung der kumulativen prozentualen fikalen *N-Exkretion

X% =
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3.6.2.1 Blutproben

Das Blut wurde in zwei Citratmonovetten a 10 ml entnommen. AnschlieBend wurden
die Monovetten fir 15 min bei 6500 rpm zentrifugiert. Der so gewonnene Plasma-
Uberstand wurde abpipettiert und eingefroren. Zur Bearbeitung der Proben wurden
diese aufgetaut.

3.6.2.2 Fibrinogen

Zur Separation von Fibrinogen aus dem Plasma wurden 3,0 ml Citratplasma, 2,5 ml
Kochsalzlésung und 2,5 ml CaCl,-Lésung [22,5 mmol/l (1,23 g CaCl,-Hexahydrat
geldst in 250 ml destilliertem Wasser)] in ein 10-ml-Glasréhrchen gegeben. Die L6-
sungen wurden gemischt, fir eine Stunde im Wasserbad bei 37 °C erwarmt und an-
schlieBend fir 10 Minuten in der Tiefklhltruhe abgekuhlt. Danach wurde das Fibrino-
gen mit Hilfe eines Spatels und einer Impfschlinge verdichtet, in Eppendorfréhrchen
separiert und darin fir 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Plasmalberstande abgegossen, das Fibrinogen erneut mit einem Spatel und einer
Impfschlinge verdichtet und zentrifugiert. Der entstandene Plasmadberstand wurde
abgehebert, das Fibrinogensediment im Eppendorfréhrchen mit Kochsalzlésung ge-
waschen und zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Fibrinogensediment mittels Zell-
stoff von der restlichen Kochsalzlésung befreit, 2 x 10 mg auf 21mm Zinnscheiben
gebracht, bei 60 °C zwei Stunden getrocknet, danach gefaltet und zu Kiigelchen ge-
rollt. Diese wurden im Elementaranalysator bei 900 °C verbrannt und die '°N-

Haufigkeiten in At.-% gemessen.
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3.6.2.3 Uberstand (proteinfrei) / Albumine und Globuline (Sediment)

Nach der Fibrinogenseparation wurden 4 ml Restplasma, 0,5 ml Na;WQOq - 2 H>O (10
g Na-Wolframat in 100 ml destilliertem Wasser) und tropfenweise unter standigem
Schatteln 0,5 ml %3 n H.SO4 (2 Teile HoSO4 + 1 Teil H20) in ein Réhrchen gegeben.
Nach der Fallung wurde die Lésung finf min stehengelassen und anschlieBend fir
10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Danach wurden jeweils 750 ul des proteinfreien
Uberstandes in drei Arbeitsschritten (3 x 250 pl auf doppelte 31mm Zinnscheiben
pipettiert. Das Sediment wurde mit dem zuriickgelaufenen Uberstand resuspendiert
und jeweils 25 pl auf 21mm Zinnscheiben pipettiert. Nach dem Trocknen wurden die

Zinnscheiben gerollt, verbrannt und die °N-Haufigkeiten in At.-% gemessen.

3.7 Auswertung und Statistik

3.7.1 Probandenkollektiv

Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde auf eine genaue Einhaltung des Studienproto-
kolls geachtet. Im Verlauf dieser Studie musste keiner der Probanden ausgeschlos-

sen werden. Es waren jedoch Probanden ausgeschlossen worden, die

e nicht die vorhergesehene Menge an "°N-markierten Nukleinsauren einge-
nommen haben

e nicht die vorhergesehene Menge an Trockenhefe zu sich genommen haben

e die Proben nicht ordnungsgeméan gelagert haben

e die Versuche vorzeitig abgebrochen haben

e eine Harnprobe trotz Wasserlassens verworfen haben

e weniger als 2 Stuhlproben pro Versuch abgegeben haben
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3.7.1.1 Statistische Auswertung des Probandenkollektives

Das Probandenkollektiv setzte sich in der vorliegenden Studie aus insgesamt 8 ge-
sunden Probanden zusammen. Von diesen waren 5 weiblich und 3 mannlich. Die
Altersverteilung lag zwischen 22 und 31 Jahren, wobei das mittlere Alter 25,3 Jahre
und der mittlere BMI 23,3 betrug (Tabelle 3).

3.7.2 Statistische Verfahren

Die statistische Endauswertung erfolgte nach Abschluss aller Untersuchungen mit
den statistischen Programmpaketen SPSS® (SPSS GmbH Software, Miinchen,
Deutschland), Sigma Plot® (Systat Software, Inc., Chicago, USA) und dem Tabellen-
kalkulationsprogramm Microsoft Exel® (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiB-
heim, Deutschland). Dabei erfolgte die Auswertung der Verteilung der Isotopenmen-
gen in Harn, Blut und Stuhl (quantitative Messwerte). Zur Signifikanzbestimmung
beider Versuchsabschnitte untereinander wurde auf Grund der kleinen Probanden-
zahl der Mann-Whitney- und Wilcoxon-Test herangezogen. Bei den statistischen Be-

rechnungen wurde Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Harnproben

4.1.1 Absolute '°N-Markierung

Die "°N-Markierung im Harn ist Marker fiir die renale Ausscheidung des Purinstoff-
wechselendproduktes Harnsaure, des Pyrimidinstoffwechselendproduktes Harnstoff
und anderer Nukleinsdurenabbauprodukte. Angegeben in At.-%-exz. stellt sie die
Isotopenhaufigkeit tber der natiirlichen '°N-Haufigkeit dar, welche vor Tracergabe
als Nullwert ermittelt wurde. Sie zeigte eine von der Menge der zugefihrten Nuklein-
sauren unabhangige Kinetik (Abbildung 7). Die 15N-Markierung stieg rasch nach der
oralen Verabreichung der markierten Nukleinsduren an und erreichte ihr Maximum in
beiden Versuchsabschnitten nach 4 h. Im Versuchsabschnitt 1 lag die 'N-
Markierung nach 4 h im Mittel bei 0,0304 At.-%-exz. (x0,0125), wobei der kleinste
Wert 0,0131 At.-%-exz. und der groBte Wert 0,0496 At.-%-exz. betrug. Im Versuchs-
abschnitt 2 lag sie nach 4 h im Durchschnitt bei 0,0333 At.-%-exz. (+0,0117). Der
hierbei kleinste ermittelte Wert betrug 0,0134 At.-%-exz., der gr6Bte 0,0473 At.-%-
exz. Die Unterschiede zwischen den Versuchsabschnitten waren zu keinem Zeit-
punkt statistisch signifikant. Die Nullwerte wurden in beiden Untersuchungsgruppen
innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 48 h nicht wieder erreicht.

Nach einer Zeitspanne von 9 Tagen lieB sich jedoch keine messbare "°N-Haufigkeit
mehr nachweisen. Die am Tag 18, dem Tag vor der Messphase des zweiten Ver-
suchsabschnittes, erneut ermittelten Nullwerte lagen im Bereich der am Tag 8 vor der
ersten Gabe ">N-markierter Nukleinsauren ermittelten Werte (Tabelle 6)



Ergebnisse 40

0,05

T —&— Versuchsabschnitt 1
—O— Versuchsabschnitt 2

0,04 -

0,03 -

[At.-%-exz.]

0,02 -

0,01 +

0,00 T T 1
2 4 6 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Zeit [h]

Abbildung 7: Mittlere renale '°N-Haufigkeit iber die Zeit

Mittlere renale '>N-Haufigkeit des Versuchsabschnittes 1 (schwarze Punkte) und 2
(weiBe Punkte) Uber die Zeit in At.-%-exz. Die Daten sind angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung; Mann-Whitney-Rangsummentest: p > 0,05 zu allen Zeitpunk-
ten.
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Probanden | Versuchs- Versuchs-
abschnitt 1 | abschnitt 2

DC 0,3678 0,3693

SL 0,3684 0,3681

HS 0,3697 0,3687

NT 0,3676 0,3683
Mw 0,3681 0,3687

BF 0,3711 0,3692

AK 0,3674 0,3683
RwW 0,3787 0,3714
Mittelwert | 0,3699 0,3690
Standar- 0,0038 0,0011
dabw.

Tabelle 6: Natiirliche °N-Haufigkeit im Harn in At.-%

Natiirliche '>N-Haufigkeit im Harn in At.-% jeweils vor Tracergabe in Versuchsab-
schnitt 1 und 2. Ermittelt als Nullwert zur Berechnung der '°N-Haufigkeit in At.-%-exz.
nach Tracergabe. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte aus Doppelbestimmun-
gen mit  Abschnittsmittelwert und  Standardabweichung.  Mann-Whitney-
Rangsummentest: p > 0,05 fr alle Probanden.

4.1.2 Kumulative prozentuale renale "*N-Exkretion

Zur Berechnung der kumulativen prozentualen renalen >N-Exkretion wurde der pro-
zentuale Gewichtsanteil des Tracers, der zu jedem Messzeitpunkt Uber die Nieren
ausgeschiedenen worden war, aufaddiert. Die ">N-Exkretion zeigte eine Plateauwert-
charakteristik (Abbildung 8). Bis zum Ende des Messzeitraumes nach 48 h war ein
Plateauwert noch nicht erreicht. Die prozentuale renale >N-Exkretion betrug im Mittel
nach 48 h im Versuchsabschnitt 1 27,30 % (£ 8,21). Im Versuchsabschnitt 2 waren
es 25,80 % (£ 5,17). Der Maximalwert des 1. Versuchsabschnittes lag bei 35,78 %,
der Minimalwert betrug 14,40 %. Im Versuchsabschnitt 2 wurden ein Maximalwert

von 32,27 % und ein Minimalwert von 15,42 % ermittelt.
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Abbildung 8: Kumulative prozentuale renale >’N-Exkretion

Kumulative prozentuale renale '"N-Exkretion in % der verabreichten '°N-Masse im
Tracer in Versuchsabschnitt 1 und 2. Die Daten sind angegeben als Mittelwert *
Standardabweichung; Mann-Whitney-Rangsummentest: p > 0,05 zu allen Zeitpunk-
ten.

4.2 Stuhlproben

4.2.1 Kumulative prozentuale "°N-Exkretion im Stuhl

Die ""N-Exkretion im Stuhl ergibt sich aus dem enteral nicht resorbierten Tracer so-
wie enteral sekretierter und durch bakterielle Uricolyse gespaltener Harnsaure. Die
kumulative prozentuale °N-Exkretion stellt den prozentualen Massenanteil des ge-
samten im Messzeitraum fakal ausgeschiedenen N dar. In den Stuhlproben ergab
sich im Versuchsabschnitt 1 eine mittlere '°N-Gesamtexkretion von 30,27 % (+ 1,87)
(Abbildung 9). Im Versuchsabschnitt 2 konnte eine mittlere ">N-Gesamtexkretion von
33,90% (x 1,20) ermittelt werden. Im Versuchsabschnitt 1 lag der Maximalwert bei
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51,70 %, der Minimalwert betrug 9,07 %. Im Versuchsabschnitt 2 wurde ein Maxi-
malwert von 55,71 % erreicht, der Minimalwert lag bei 22,85 %. Die Unterschiede in

den Versuchsabschnitten waren statistisch nicht signifikant.

50

40 -

30

N [%)]

20 A

10

Versuchsabschnitt 1 Versuchsabschnitt 2

Abbildung 9: Kumulative prozentuale fikale '>N-Exkretion

Kumulative fakale '°N-Exkretion in % der verabreichten °N-Masse im Tracer in Ver-
suchsabschnitt 1 und 2. Die Daten sind angegeben als Mittelwert + Standardabwei-
chung; Mann-Whitney-Rangsummentest: p > 0,05.
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4.3 Blutproben

4.3.1 ®N-Markierung des Uberstandes

Im Uberstand des Blutserums, in dem sich die Fraktionen der freien Aminosauren,
des Harnstoffs sowie der Harns&dure und des Kreatinins befinden, konnte sowohl im
Versuchsabschnitt 1 als auch im Versuchsabschnitt 2 eine deutliche '°N-Markierung
ermittelt werden. Sie betrug im Versuchsabschnitt 1 im Mittel 0,0470 At.-%-exz. (*
0,0314). Im Versuchsabschnitt 2 wurden mit 0,0288 At.-%-exz. (+ 0,0283) nur knapp
24 der "°N-Markierung des Versuchsabschnittes 1 erreicht. Auf Grund der hohen
Standardabweichungen waren die Unterschiede jedoch nicht statistisch signifikant
(Tabelle 7, Abbildung 10).

4.3.2 '®N-Markierung des Sedimentes

Im Sediment, der Fraktion der Plasmaproteine, konnte nach 2 h nur eine geringe Iso-
topenmarkierung festgestellt werden. Sie betrug im Mittel im ersten Versuchsab-
schnitt 0,0014 At.-%-exz. (+ 0,0002). Im zweiten Versuchsabschnitt wurde ein Mittel-
wert von 0,0006 At.-%-exz. (£ 0,00008) erreicht. Die Unterschiede stellten sich als
nicht statistisch signifikant heraus (Tabelle 7, Abbildung 10).

4.3.3 '®N-Markierung des Fibrinogens

Die "°N-Markierung des Fibrinogens unterlag Schwankungen um die Messgenauig-
keitsgrenze des Massenspektrometers von 10 At.-%. Die nicht normal verteilten
Messergebnisse lagen im Versuchsabschnitt 1 mit einem Median von 0,0027 At.-%-
exz. (75 % Konfidenzintervall 0,0102) noch Uber der Messgenauigkeit. Im Versuchs-
abschnitt 2 wurde mit einem Median < 10* At.-%-exz. (75 % Konfidenzintervall
0,000) ein Wert innerhalb der Messgenauigkeitsgrenze ermittelt. Die Unterschiede
der beiden Versuchsabschnitte waren statistisch nicht signifikant (Tabelle 7, Abbil-
dung 10).
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Versuchsabschnitt

1 ] 2 1 [ 2 1 ] 2
Probanden Uberstand Sediment Fibrinogen
DC 0,0348(0,0393|0,0006| 0,0011 | 0,0027 |0,0005
SL 0,0597|0,0024|0,0008| 0,0002 0 0
HS 0 0 0 0 0,0037 0
NT 0,042 |0,0105| 0,005 0 0 0
MW 0,1051| O 0,002 | 0,0018 | 0,0124 0
BF 0,0693|0,0597|0,0003| 0,0007 |(0,1477)| O
AK 0,0264(0,0605| O 0,0006 | 0,0468 0
RW 0,039 |0,0578|0,0021 0 0 0
Mittelwert 0,0470/0,0288|0,0014| 0,0006 - -
Standardabweichung|0,0314/0,0283|0,0002|0,00008 - -

Tabelle 7: ">’N-Markierung ausgewahlter Blutplasmafraktionen beider Ver-

suchsabschnitte in At.-%-exz.

45

Ermittelte "°N-Markierung der einzelnen Blutfraktionen 2 h nach oraler Tracergabe
des Versuchsabschnittes 1 und 2. Der Wert in Klammern wurde als AusreiBer wert
nicht in der statistischen Auswertung bertcksichtigt.
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Abbildung 10: °N-Markierung der einzelnen Blutplasmafraktionen nach 2h

®N-Markierung der einzelnen Blutfraktionen nach 2 h in Versuchsabschnitt 1 und 2.
Die Daten sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung; Mann-Whitney-

Rangsummentest: p > 0,05.

4.4 Gesamtbilanz

Vorbehaltlich einer im Messzeitraum von 48 h noch nicht vollstandig erfassten rena-
len und enteralen "°N-Exkretion l4sst sich die prozentuale "°N-Inkorporation als der

Anteil des weder renal noch enteral exkretierten >N bestimmen.

4.4.1 Versuchsabschnitt 1

Im Versuchsabschnitt 1 ergibt sich in der >N-Gesamtbilanz eine Ausscheidung von

27,30 % (£ 8,21) Uber die Niere und eine Exkretion von 30,27 % (+ 1,87) Uber den
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Darm. Insgesamt werden innerhalb des Untersuchungszeitraumes 57,57 % des in
den markierten Nukleinsauren enthaltenen Isotops '°N ausgeschieden. Daraus ergibt

sich ein Verbleib von 42,43 % des stabilen Isotops im menschlichen Korper.

30,27%

27,30%

@ Exkretion renal
42.43% B Exkretion enteral

m Inkorporation

Abbildung 11: Gesamtbilanz des >N-Verbleibs im Versuchsabschnitt 1

Kumulative enterale und renale "°N-Exkretion in % der Masse an verabreichtem Tra-
cer in Versuchsabschnitt 1. Nicht ausgeschiedener Tracer wurde als inkorporiert ge-
wertet. Die Daten sind angegeben als Mittelwert.

4.4.2 Versuchsabschnitt 2

Im Versuchabschnitt 2 ergibt sich in der °N-Gesamtbilanz eine Ausscheidung von
25,8 % (£ 5,17)) Uber die Niere und eine Exkretion von 33,9 % (£ 1,20) Uber den
Darm. Insgesamt werden innerhalb des Untersuchungszeitraumes 59,7 % des in den
markierten Nukleinsduren enthaltenen Isotops '°N ausgeschieden. Daraus ergibt sich
ein Verbleib von 40, 3 % des stabilen Isotops im menschlichen Kérper.
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Abbildung 12: Gesamtbilanz der '°N-Ausscheidung im Versuchsabschnitt 2

Kumulative enterale und renale "°N-Exkretion in % der Masse an verabreichtem Tra-
cer in Versuchsabschnitt 2. Nicht ausgeschiedener Tracer wurde als inkorporiert ge-

wertet. Die Daten sind angegeben als Mittelwert.
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5 Diskussion

5.1  Versuchsaufbau und Versuchsdurchfithrung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, anhand "°N-markierter Nukleinsduren
die Verstoffwechselung alimentérer Nukleinsauren im menschlichen Kérper zu unter-
suchen. Ferner sollte geklart werden, welchen Einfluss zusatzlich nukleinsaureange-
reicherte Kost in Form von Trockenhefe auf die Metabolisierung von Nukleinsduren
beim Menschen hat. Es handelt sich um Grundlagenforschung, bei der die Rahmen-
bedingungen so gestellt wurden, dass die Untersuchung auf eine mdglichst groBe
Grundgesamtheit anwendbar ist. Es wurden nur volljahrige und gesunde Probanden
in die Studie aufgenommen, welche in KoérpergréBe, Gewicht und Erndhrungsge-
wohnheiten dem Durchschnitt der Bevdlkerung westlicher Industrielander entspra-

chen.

5.1.1 Rahmenbedingungen

Die Anzahl der Probanden war durch die Menge der °N-markierten Hefenukleinsau-
ren begrenzt. Zur Etablierung eines Tracerverfahrens ist die GruppegréBe von acht
Probanden ausreichend. In mehreren Tracerstudien des Forschungslabors der Uni-
versitatskinder- und Jugendklinik Rostock zur orozdkalen Transitzeit und zur
Verstoffwechselung mit stabilen Isotopen gekennzeichneter Verbindungen wurden
signifikante Ergebnisse mit ahnlichen Fallzahlen (5 bis 12 Probanden) erreicht [40,
64, 65, 70]. Es gibt nur zwei Publikationen von Golden & Waterlow sowie Wilson et
al., welche im angewandten Verfahren mit der vorliegenden Studie vergleichbar sind.
In diesen beiden Studien sind jedoch jeweils nur drei Probanden unter Normalbedin-
gungen untersucht worden [71, 72]. Mit einer Anzahl von acht Probanden und einem
zweigeteilten Versuchsaufbau mit >N-Nukleinsduren und mit zusatzlich nukleinsau-
reangereicherter Kost in Form von Trockenhefe konnten wir erwarten, erstmals mit
dem °N-Tracerverfahren quantitative, statistisch auswertbare Daten zum Nuklein-
saurestoffwechsel beim Menschen zu erhalten. Falls es nur sehr geringe Unterschie-

de in der Metabolisierung von Nukleinsaduren bei normaler Erndhrung und nuklein-
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saurereicher Kost gibt, bedarf es gegebenenfalls einer Untersuchung einer gréBeren

Gruppe von Individuen um diese nachzuweisen.

Der Erndhrungszustand der Probanden wurde durch die Ermittlung des BMI und a-
namnestisch Uber das Hinterfragen der Erndhrungsgewohnheiten erfasst. Unausge-
wogene Uber- oder Unterernahrung beeinflusst die Verdauung und den Stoffwechsel
[73, 74]. Mit einem BMI innerhalb der von der WHO definierten Grenzen zur Normal-
gewichtigkeit steht ein Parameter zur Verfligung, um gréBere Unterschiede der Pro-
banden in Erndhrungszustand und Stoffwechsel weitgehend auszuschlieBen [63].
Ausgewogene Vollkost als Versuchsvoraussetzung beinhaltete Unterschiede in der
Menge und Art der zugeflihrten Nahrungsmittel auf Grund der unterschiedlichen Er-
nahrungsgewohnheiten der Probanden. Wichtig war jedoch, dass die Probanden
keine extremen Ernd&hrungsgewohnheiten (Kapitel 3.4) hatten und ihre Erndhrung
wahrend des Versuches nicht umstellten.

Die zusatzlich nukleinsaureangereicherte Erndhrung wurde im Versuchsabschnitt 2
durch die Gabe von 6 g Trockenhefe pro Tag zusatzlich zur normalen Vollkost simu-
liert. Die enthaltenen 433 mg Hefenukleinsduren entsprechen einer Erhéhung der
Nukleinsaurezufuhr um circa 25 % [15, 16] beziehungsweise einer zusatzlichen tagli-
chen Portion von circa 200 g gebratenem Schweinefleisch (Kapitel 3.4). Laut Edo-
zien et al. gilt eine Aufnahme von Nukleinsduren in Form von RNS bis zu 2 g taglich
als sicher und nicht gesundheitsschadigend [75]. In leitlinienorientierten Therapie-
empfehlungen zur Behandlung der Hyperurikdmie und Pravention der manifesten
Gicht wird eine Beschrankung der Purinzufuhr auf maximal 167 mg pro Tag [76, 77]
empfohlen. Mit den 6 g Trockenhefe wurden im Versuchsabschnitt 2 pro Tag etwa 24
mg zusatzliches Purin zugefuhrt. Die Menge an zugefuhrten Nukleinsauren aus Nah-
rung plus Trockenhefe lag knapp Uber den genannten Schwellen und muss daher als
Stoffwechselbelastung im Sinne einer nukleinsdurereichen Erndhrung angesehen

werden.

Die Tracergabe bedeutete in beiden Versuchsabschnitten jeweils eine einmalige zu-
satzliche Nukleinsdurenbelastung zwischen 900 mg und 1600 mg (Kapitel 3.4). Eine
niedrigere Dosis des Tracers war nicht méglich, da eine sichere Markierung aller
Kérperkompartimente erreicht werden sollte und sich empirisch die Notwendigkeit
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von 0,2 mg "N pro kg/KG zur Markierung der Stickstoffkompartimente gezeigt hat
61, 62].

AuBer den Erndhrungsgewohnheiten kann auch eine Anderung der kérperlichen Ak-
tivitdt den Stoffwechsel beeinflussen. Muskelumbauprozesse verandern die Gen-
expression und DNS-Synthese und haben somit Einfluss auf den Nukleinsaurestoff-
wechsel [78, 79]. Die Probanden wurden deshalb darauf hingewiesen, ihre gewohnte
kérperliche Aktivitat beizubehalten, wahrend der Versuchsdurchfihrung aber auf un-

gewohnt schwere, korperliche Anstrengung zu verzichten.

Aufgrund der apparativen und finanziellen Ausstattung des Forschungslabors der
Universitats-Kinder- und Jugendklinik Rostock war es nicht méglich '°N-markierte
Harnsaure und "°N-Harnstoff im Harn zu bestimmen sondern lediglich die Gesamt-
®N-Exkretion. Dadurch kénnen die gewonnenen Ergebnisse nur punktuell mit ande-
ren Studien verglichen werden [80-83].

5.1.2 Probenentnahmen

5.1.2.1 Blutproben

In vorhergegangenen Publikationen des Forschungslabors der Universitats- Kinder-
und Jugendklinik der Medizinischen Fakultat der Universitat Rostock wurde der Zeit-
punkt der Blutentnahme 2 Stunden nach Tracergabe als optimal herausgestellt, da
zu diesem Zeitpunkt die gréBte Anflutung an stabil isotop markierten Metaboliten in

den untersuchten Kompartimenten nachgewiesen werden konnte [64-66].

Der fur die Blutentnahme gewahlte Zeitpunkt nach 2 h hat sich auch in der vorliegen-
den Studie als optimal erwiesen, um das stabile Isotop '°N nachzuweisen. Die maxi-
male Markierung im Harn findet sich in beiden Versuchsabschnitten nach 4 h. Dass
zu diesem Zeitpunkt die maximale Markierung des Isotops im bereits ausgeschiede-
nen Harn zu finden ist, lasst den Rlckschluss zu, dass die gréBte Anflutung im Blut
kurz vor diesem Zeitpunkt zu erwarten ist. Die einzeitige Blutentnahme beweist, dass

sich ">N-markierte Metabolite im Blut bei einer Dosierung von 0,2 mg °N bzw. 15,27



Diskussion 52

mg "°N-Nukleinsauren je Kilogramm Kérpergewicht nachweisen lassen und bestétigt
das angewandte Verfahren. Aussagen Uber die Kinetik kbnnen jedoch nicht getroffen
werden. Vor dem Hintergrund einer Analyse der mutmaBlichen Veranderung der
Nukleinsdureaufnahmen bei unterschiedlicher Kost waren in kommenden Studien
mehrere Blutentnahmen in einem frihen Zeitintervall der beiden Versuchsabschnitte

sinnvoll.

5.1.2.2 Harnproben

Das angewendete Zeitschema der Harnprobenentnahme ist Standard bei Tracerstu-
dien im Forschungslabor der Universitats- Kinder- und Jugendklinik Rostock und hat
sich auch in dieser Studie als sinnvoll erwiesen. Die Hefenukleinsduren werden in
den ersten Stunden nach Applikation schnell resorbiert, verstoffwechselt und wieder
ausgeschieden. Somit konnte das Erreichen eines '°N-Plateauwertes im Harn mit
den gewahlten Zeitpunkten abgebildet werden.

5.1.2.3 Stuhlproben

Anders als bei den Harnproben lieB3 sich die Stuhlprobengewinnung nicht nach einem
festen Zeitschema organisieren sondern wurde ad libitum durchgefihrt. Mit den
Stuhlproben wurde die Menge an nicht resorbierten °N-Nukleinsduren sowie in den
Darm sezernierter Abbauprodukte Uber 48 h kumulativ erfasst. Wurde nach 48 h
noch keine 2. Stuhlprobe gewonnen, definierten wir die néchste Stuhlprobe als zu
diesem Zeitpunkt zugehérig. Die Probenentnahme und Aufbereitung, insbesondere
die Homogenisierung des Stuhls, erforderte eine hohe Selbstdisziplin der Probanden
und fand ohne Kontrolle statt. Obwohl die Probanden den Stuhl vor Probenentnahme
kneteten, ist eine vollstdndige Homogenisierung unwahrscheinlich. Infolge dessen ist
es mdglich, dass die entnommene Stuhlprobe eine punktuell zu hohe oder zu niedri-
ge "°N-Isotopenkonzentration aufwies. Eine vergleichsweise genauere Methode zur

Homogenisierung ware den Probanden nicht zuzumuten gewesen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Ergebnisse der Blutuntersuchungen

Von allen drei Blutplasmafraktionen konnte die deutlichste >N-Markierung in beiden
Versuchsabschnitten im Uberstand nachgewiesen werden. Es ergab sich kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchesabschnitten. Im Uberstand be-
finden sich hauptsachlich die Harnsaure (120 — 340 umol/l), Harnstoff (2 — 8 mmol/l),
Kreatinin (44 — 120 mmol/l) und die freien Aminosauren sowie zu einem sehr gerin-
gen Anteil Nukleoside (0,4 — 0,5 ymol/l). In welchen dieser Verbindungen sich das
stabile Isotop "N befindet, konnte auf Grund der fehlenden labortechnischen Vor-
aussetzungen nicht bestimmt werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sich
die héchsten Markierungen im Harnstoff, als Endprodukt des Pyrimidinabbaus, und
in der Harnsaure als Endprodukt des Purinabbaus nachweisen lassen wuirden. Die
Plasmakonzentrationen von Harnsaure und Harnstoff liegen bis zu vier Zehnerpoten-
zen Uber der Plasmakonzentration freier Nukleoside [84]. Dadurch ist es unwahr-
scheinlich, dass die deutliche Markierung des Uberstandes durch freie Nukleoside
verursacht wird. Kreatinin eliminiert Stickstoff aus Muskel- und Nervengewebe. Es ist
davon auszugehen, dass der durch die '>N-Nukleinsduren zugefiihrte markierte
Stickstoff nach 2 h nicht den gesamten Metabolismus des Muskel- und Nervengewe-
bes durchlaufen hat und in nennenswerter Menge im Kreatinin nachweisbar ist. Eine
Markierung der freien Aminosduren ist durch den Nachweis markierter Plasmaprotei-
ne bewiesen. Da nur bis zu einem Flnftel des Nukleinsaurestickstoffs in den freien
Ammoniumpool eingeht und fir den Aminoséurestoffwechsel zur Verfligung steht
[26], wird die Markierung der freien Aminosauren gering sein. Fur die hauptsachliche
Markierung von Harnsdure und Harnstoff spricht auBerdem der nach vier Stunden
maximale '"N-Nachweis im Harn, der vorrangig diesen beiden Substanzen zuzu-
schreiben ist (Kapitel 5.2.2).

In der Fraktion der Plasmaproteine lieB sich eine geringe '>N-Markierung nachwei-
sen, welche zwischen beiden Versuchen keine signifikanten Unterschiede zeigte. Die
gemessenen '°N-Markierungen waren zwar gering, lagen aber zum Teil um drei Zeh-
nerpotenzen Uber der Messgenauigkeitsgrenze von 0,0001 At.-% Dies belegt, dass
es bereits nach 2 h zu einer Inkorporation des alimentaren Nukleinsdurestickstoffs in
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den Korperproteinpool kommt. Anhand der vorliegenden Ergebnisse gibt es aber kei-
nen Hinweis darauf, dass die Menge der oral zugefihrten Nukleinsduren einen Ein-
fluss auf die Inkorporation in den Kérperproteinpool hat.

Die "N-Markierung des kurzlebigen Fibrinogens ist im Versuchsabschnitt 1 deutli-
cher ausgefallen. Im Versuchsabschnitt 2 liegen die ermittelten Werte um die Mess-
genauigkeitsgrenze. Trotz der Unterschiede in beiden Abschnitten ergab sich keine
statistische Signifikanz. Ob es sich hierbei um einen methodischen Fehler wahrend
der Praparation handelt oder wirklich ein Unterschied besteht, der auf Grund der
GruppengrdéBe nicht signifikant ist, bleibt ungeklart. Die Fibrinogenmarkierung kann

daher an dieser Stelle nicht interpretiert werden.

Zusammenfassend kann eine klare Aussage darlber getroffen werden, dass mit der
Nahrung zugefilhrte "°N-Nukleinsaurenbestandteile beziehungsweise deren Abbau-
produkte bereits innerhalb von 2 Stunden in die Blutbahn aufgenommen werden.
AuBerdem fand der *N-Nukleinsdurestickstoff Eingang in den Plasmaproteinpool
und damit auch in den Aminosaurepool. Nach unseren Ergebnissen gibt es keinen
Unterschied in der Aufnahme- beziehungsweise Verstoffwechselungsgeschwindig-
keit bei normaler und zusétzlich nukleinsdureangereicherter Kost. Um eine Kinetik
nachzuweisen, waren aber wie schon erwadhnt mehrere Blutentnahmen in engeren

Zeitabstanden fur die Erhebung vonndten gewesen.

5.2.2 Verlauf der ">’N-Markierungen im Harn

Die ">N-Markierung im Harn ist Marker fiir die renale Ausscheidung des Purinstoff-
wechselendproduktes Harnsaure und des Pyrimidinstoffwechselendproduktes Harn-
stoff. Harnstoff und Harnsaure stellen zusammen Uber 90 % des Harnstickstoffs [27].
Die Kinetik der "°N-Ausscheidung im Harn zeigt sich von der Menge der zugefiihrten
Nukleinsduren unabhangig. Die ">N-Markierung steigt rasch nach der oralen Verab-
reichung der "°N-markierten Nukleinsduren an und erreicht ihr Maximum in beiden
Versuchsabschnitten nach 4 h. Die Unterschiede sind nicht signifikant. Die kumulati-
ve renale °N-Exkretion hat Sattigungscharakter, erreicht nach 48 h in beiden Ver-
suchsabschnitten jedoch noch nicht vollstandig die Plateauphase. Die vor der Mess-
phase des Versuchsabschnitts 2 (Tag 19) im Nullwert des Harns gemessene
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nattirliche "°N-Héaufigkeit von 0,366 At.-% beweist, dass neun Tage nach oraler Tra-

cergabe keine renale Ausscheidung des Tracerstickstoff mehr stattfindet.

Im Versuchsabschnitt 1 werden im Messzeitraum im Mittel insgesamt 27,3 % des
zugefihrten stabilen Stickstoffisotopes renal ausgeschieden. Im Versuchsabschnitt 2
sind es 25,8 %. Wilson et al. dagegen ermittelten in einem Zeitraum von 9 Tagen in
einer Studie mit zwei mannlichen Probanden nach Gabe von anndhernd 1 g "°N-
markierter Nukleinsaure eine renale Exkretion von 73 und 61 % [71]. Geht man nach
der Anflutungsphase von 4 h (Abbildung 7) von einem linearen Abfall der absoluten
renalen "°N-Exkretion aus und berechnet eine lineare Regression, so ist der Schnitt-
punkt der Regressionsgeraden mit der Abszisse der Zeitpunkt, an welchem im Harn
wieder die natiirliche "°N-Haufigkeit von circa 0,366 At.-% gemessen werden kann,
also das Ende der Ausscheidung des '°N-Tracerstickstoffs erreicht ist. In beiden Ver-
suchsabschnitten der vorliegenden Studie liegt dieser Zeitpunkt bei circa 60 h. Im
Versuchsabschnitt 1 ist die Tracerstickstoffausscheidung nach 58,25 h (95 % Konfi-
denzintervall (KI) 51,91 — 70,32) erreicht, im Versuchsabschnitt 2 nach 58,91 h (95 %
Kl 51,52 — 67,01) (Abbildung 13). Laut den Daten dieser Studie ist also die renale
®N-Ausscheidung (iber die natiirliche Haufigkeit hinaus circa nach spatestens 70 h

beendet.
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Abbildung 13: Lineare Regressionen der absoluten renalen >’N-Exkretion

Lineare Regressionen der absoluten '°N-Exkretion im Harn der Versuchsabschnitte 1
und 2 nach der Anflutungsphase von 4 h. Ende der "°N-Tracerstickstoffausscheidung
in Versuchsabschnitt 1 nach 58,25 h (95 % Kl 51,91 — 70,32), in Versuchsabschnitt 2
nach 58,91 h (95 % Kl 51,52 — 67,01)

Die nach Ende der Messdauer zwischen 48 und 70 h nicht erfasste Menge des Tra-
cers kann anhand der kumulativen "°N-Exkretion ndherungsweise berechnet werden.
Die exakteste Regression der kumulativen '"N-Exkretion stellt eine beschrankte
Wachstumsfunktion der Form f(t) = a (1-e™) dar (Abbildung 12 und 13). Fiir die An-
nahme eines logistischen Wachstums ist die Voraussetzung der um den Wende-
punkt symmetrischen Verteilung der Daten nicht erfullt. Fir die Daten beider Ver-
suchsabschnitte wurde eine Regressionsfunktion mit beschranktem Wachstum
bestimmt. Die dabei ermittelte Grenze a entspricht dem zu erwartenden Maximalwert
der kumulativen >N-Ausscheidung. Im Versuchsabschnitt 1 liegt dieser Maximalwert
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naherungsweise bei 35,55 % (£ 0,86) (Abbildung 14). Im Versuchsabschnitt 2 ergibt
sich ndherungsweise ein Maximalwert der kumulativen >N-Exkretion von 29,85 % (+
0,56) (Abbildung 15). Im Versuchsabschnitt 1 werden diesen Berechungen zu folge
nicht mehr als 36 % und im Versuchsabschnitt 2 nicht mehr als 30 % des gesamten
oral applizierten Tracerstickstoffes renal ausgeschieden. Daraus folgt, dass in dieser
Studie deutliche geringere prozentuale Werte der renalen '°N-Ausscheidung der ins-

gesamt applizierten N -Menge gemessen worden waren, als die durch Wilson et al.

ermittelten.
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Abbildung 14: Regression der kumulativen prozentualen renalen °N-
Exkretion des Versuchsabschnitts 1

Kumulative renale '"N-Exkretion in % der verabreichten >°N-Masse im Tracer und
Regression in Form einer beschrankten Wachstumsfunktion in Versuchsabschnitt 1.
Koeffizienten: Schranke a = 35,55; Wachstumskoeffizient b = 0,03. (e = Eulersche
Zahl) Regressionsberechnung mit Sigma Plot®.
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Abbildung 15: Regression der kumulativen renalen >N-Exkretion des Ver-
suchsabschnitts 2

Kumulative renale "*N-Exkretion in % der verabreichten '°N-Masse im Tracer und
Regression in Form einer beschréankten Wachstumsfunktion in Versuchsabschnitt 2.
Koeffizienten: Schranke a =29,85; Wachstumskoeffizient b = 0,04. (e = Eulersche
Zahl) Regressionsberechnung mit Sigma Plot®.

Golden & Waterlow ermittelten in einem Versuch mit drei Kindern, denen eine nicht
genauer quantifizierte Menge an °N-Nukleinsauren als Einmaldosis oral verabreicht
wurde, eine renale Ausscheidung innerhalb von 48 h von 45,2, 41,0 und 40,7 % der
insgesamt verabreichten Menge [72]. Auch diese Ergebnisse liegen tber den von
uns ermittelten. Ein Grund kénnte eine unterschiedliche Resorption und Utilisation
von Nukleinsauren und ihren Bestandteilen bei Kindern und Erwachsenen sein. Ur-
sachlich kann unter anderem die altersabhdngige Anderung der Darmflora des Men-
schen sein. Diese beeinflusst die Resorption von Nahrungsbestandteilen [85] und
verandert sich im Laufe des Lebens deutlich [86]. Mbglicherweise fuhrt die verander-
te intestinale Besiedlung bei Erwachsenen zu einer veranderten Resorption von Nuk-
leinsaurebestandteilen. Eine verminderte intestinale Resorption bei Erwachsenen
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konnte zu einer verminderten renalen Exkretion fuhren, jedoch einhergehend mit ei-
ner erhdhten fakalen Ausscheidung. Die fakale '°N-Exkretion der Kinder wurde von
Golden & Waterlow nicht erfasst. Die Unterschiede lassen sich daher nicht vollstan-
dig interpretieren. Mdglicherweise kommt es bei Erwachsenen auch auf Grund der
erhdhten Kérpermasse zu einer absolut erhdhten Inkorporation von N in den Kér-
perprotein- und Nukleinsdurepool und damit zu einer prozentual verringerten renalen

Ausscheidung.

Die Zusammenschau der erhobenen Daten legt nahe, dass die renale °N-Exkretion
bereits innerhalb von 3 d abgeschlossen ist. Um diese postulierte Dauer des Nuklein-
saurenturnovers zu bestatigen, ware fir kinftige Untersuchungen eine Verlangerung
der Messphase von 48 h auf 72 h sinnvoll. Mit vertretbarem Mehraufwand lieBe sich
so die gesamte renale '°N-Exkretion erfassen. Nach unseren Berechnungen (iber-
steigt die gesamte renale °N-Exkretion nicht 36 % der Gesamtmenge des markier-
ten °N-Tracerstickstoffs. Dieser Wert liegt unter den Angaben, die in der Literatur zu
finden sind. Die Unterschiede lassen sich nicht endgultig interpretieren. Mdglicher-
weise standen jedoch zum Zeitpunkt der Publikationen in den 1950-und 80er Jahren
weniger effiziente Verfahren zur Tracerherstellung zur Verfigung, die zu gréBerer
Verunreinigung mit '°N-markiertem Aminosdure- und Proteinstickstoff flihrte. Zur
besseren Differenzierung der erhobenen Werte in dieser Studie ware eine Auf-
schliisselung in die °N-Gesamtexkretion im Harn und den renalen Anteil an *N in

Harnsaure und Harnstoff wiinschenswert gewesen.

5.2.3 '°N-Exkretion im Stuhl

Ein erheblicher Teil der ™ N-markierten Hefenukleinsauren wurde fakal ausgeschie-
den. Es lasst sich kein signifikanter Unterschied der fékalen Ausscheidung zwischen
beiden Versuchsabschnitten feststellen. So betragt der fakal ausgeschiedene "°N-
Anteil nach Ende der Messphase im Versuchsabschnitt 1 im Mittel 30,27 % und im
Versuchsabschnitt 2 33,90 %. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der einzelnen
Stuhlproben, so fallt eine groBe Schwankungsbreite auf. Dies zeigen die jeweiligen
Minimum- und Maximumwerte. Die Werte liegen im Versuchsabschnitt 1 zwischen
7,77 und 51,70 % sowie im Versuchsabschnitt 2 zwischen 22,85 und 55,71 %.
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Bei der Interpretation der Ergebnisse muss die groBe Streuung berlcksichtigt wer-
den. Ein Grund fir die Schwankungen ist sicher die unzureichende Homogenisierung
des Stuhls. Obwohl die Probanden den Stuhl vor Probenentnahme kneteten, ist eine
vollstandige Homogenisierung unwahrscheinlich. Infolge dessen ist es moglich, dass
die entnommene Stuhlprobe eine punktuell zu hohe oder zu niedrige Isotopenkon-
zentration aufwies. Eine vergleichsweise genauere Methode zur Homogenisierung
stand jedoch nicht zur Verfiigung. Die Ergebnisse machen auf Grund dieses anzu-
nehmenden methodischen Fehlers Aussagen Uber die moglicherweise interindividu-
ell sehr unterschiedliche Utilisation von oral zugefiihrten "°N-Nukleinsauren nur ein-
geschrankt mdéglich. Analog zur renalen Ausscheidung muss davon ausgegangen
werden, dass es zu einer geringen Ausscheidung von "°N im Stuhl tber den Mess-
zeitraum hinweg gekommen ist. Mit in der Regel nur zwei Probenentnahmen im Un-
tersuchungszeitraum lieB sich aber keine Kinetik abschatzen und somit auch keine

Regression bestimmen.

Inwieweit die ">N-Nukleinsduren in toto ohne vorangegangene Spaltung und Resorp-
tion im Stuhl ausgeschieden werden und welcher °N-Anteil in Form sezernierter
Harnsaure in den Darm gelangt, ist nicht endgultig geklart. Sorensen hat die intesti-
nale Exkretion von Harnsadure beim Menschen mit 1,3 mmol/d beziffert [87], was cir-
ca einem Anteil von 30 % der taglichen Harnsdurenausscheidung entspricht. Loffler
et al. [88] haben beim Menschen flr purinfreie und sehr purinreiche Ernahrung Werte
von 0,85 bzw. 2,38 mmol/d ermittelt. Laut tierexperimentellen Studien werden 90 %
verabreichter Nukleotide absorbiert und nur 10 % ungenutzt ausgeschieden [82].
Ubertragt man diese Ergebnisse auf die vorliegende Studie und geht von einem An-
teil von circa 10 % ungenutzter Nukleinsduren aus, die in der gemessenen enteralen
Ausscheidung von 30 % enthalten sind, so ist es nahe liegend, dass die restlichen
20 % durch die Darmepithelien verstoffwechselt und anschlieBend in Form von

Harnsaure zuriicksezerniert wurden.

5.2.4 Gesamtexkretion

Im Versuchsabschnitt 1 werden innerhalb des Untersuchungszeitraumes in der Addi-
tion 57,57 % des in den markierten Nukleinsduren enthaltenen Isotops '°N ausge-
schieden. Daraus ergibt sich ein Verbleib von 42,43 % des stabilen Isotops "°N im
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menschlichen Koérper. Im Vergleich dazu werden im Versuchsabschnitt 2 insgesamt
59,7 % des in den markierten Nukleinsauren enthaltenen Isotops '°N ausgeschieden
und es verbleiben 40,3 % des stabilen Isotops im menschlichen Kérper. Anhand die-
ser Ergebnisse lasst sich kein Unterschied in der Utilisation von oral zugefiihrten "°N-
Nukliensauren im Vergleich zu zusatzlich nukleinsgureangereicherter Kost feststel-
len. Die zusatzliche Gabe von 6 g Trockenhefe pro Tag und die damit verbundene
Steigerung der Nukleinsaurenzufuhr um 25 % hatte somit keine Auswirkungen. Noch
hdhere Nukleinsduredosierungen waren aus ethischen und metabolischen Aspekten

nicht zu vertreten gewesen.

5.3 Reabsorption und Utilisation von Nukleinsauren

Nukleotide und deren zugehdérige Stoffwechselprodukte spielen in vielen biologi-
schen Prozessen eine Schlisselrolle und es gibt einige wissenschaftliche Studien,
die sich mit der Aufnahme und Verstoffwechselung von Nukleotiden beschéaftigen.
Die Daten fiur die Verstoffwechselung von Nukleinsduren in vivo und insbesondere

beim Menschen sind jedoch rar.

Es ist erwiesen, dass die orale Aufnahme von Nukleotiden, Nukleosiden und Nuk-
leinsauren den Anteil von Abbauprodukten sowohl im Serum als auch im Harn bei
Tieren [80, 82, 89, 90] und bei Menschen [75, 91-94] erhdht. AuBerdem hat sich ge-
zeigt, dass diatetisch verabreichte Nukleinsauren den héchsten Einfluss auf die Héhe
des Serumharnsaurespiegels haben [75, 91, 93]. Diese Untersuchungen gelten als
Beleg daflr, dass Nukleoproteine beziehungsweise ihre Abbauprodukte enteral ab-
sorbiert werden kénnen. Untersuchungen an Mausen und in vitro-Experimente an
extrahierten Darmepithelien von Meerschweinchen legen nahe, dass Nukleinsduren
hauptsachlich in Form von Nukleosiden absorbiert werden [89, 95]. Uber 90 % der

Nukleoside und Basen werden durch die Enterozyten absorbiert [96, 97].

Der Transport der Nukleoside in die Enterozyten erfolgt sowohl durch erleichterte
Diffusion als auch durch spezifische Na*™-abh&ngige Transporter [22, 98, 99].
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Im Ddnndarm dominieren katabole Enzyme des Purin- und Pyrimidinstoffwechsels
gegenlber anabolen Enzymen, was flr einen extrarenalen Weg der Eliminierung von
Harns&ure beim Menschen spricht [87, 100, 101] Die hdchste Rate an katabolen En-
zymen des Purinstoffwechsels wurde im oberen Anteil des Verdauungstrakies ge-
funden [87]. Witte et al. schlieBen aus dem Uberwiegen des Purinkatabolismus im
Verdauungstrakt darauf, dass alimentar zugefihrte Nukleinsduren und ihre Baustei-
ne wahrscheinlich keine erndhrungsrelevante Bedeutung haben [102]. In der vorlie-
genden Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass es zu einer deutlichen Aufnahme
von oral zugeflhrten Nukleinsduren mit nachfolgender systemischer Verstoffwechse-
lung kommt. Diese Aussage wird durch Untersuchungen gestitzt, welche zeigten,
dass eine purin- und pyrimidinfreie Nahrung bei Ratten zu einem signifikanten Abfall
der totalen Menge an RNS und Proteinen im Dinndarm und Kolon fihrt [103]. Die
Resorption zeigte sich nach unseren Ergebnissen unbeeinflusst von der Gesamtzu-
fuhr an Nukleinsduren, was ein Hinweis darauf ist, dass die anabole und katabole
Enzymausstattung des Intestinums weder induziert noch supprimiert wurde. Diese
Unbeeinflussbarkeit der anabolen und katabolen Enzymausstattung des Darmes
stUtzt die Aussage, dass nukleinsaurereiche Ernéhrung durch eine absolut vermehr-
te, jedoch nicht prozentual vermehrte Aufnahme von Nukleinsdurebestandteilen zu
einem Mehrangebot des Purinstoffwechselendproduktes Harns&aure im Blut fihrt und

damit eventuell zu einem héheren Gichtrisiko.

5.4 Verbleib des nicht erfassten >N-Isotopes

Der Verbleib der nicht erfassten °N-markierten Nukleinsauren beziehungsweise ihrer
Abbauprodukte kann nicht mit Gewissheit geklart werden. Wie schon in den oberen
Abschnitten beschrieben muss zunachst davon ausgegangen werden, dass eine wei-
tere Ausscheidung Uber den Untersuchungszeitraum hinaus, sowohl fékal als auch

renal, stattgefunden haben wird.

Ein Finftel des Purinstickstoffs geht bei der Konversion von Adenin und Guanin zu
Xanthin beziehungsweise Hypoxanthin in den freien Ammonium-Pool ein (Kapitel
1.1.5.5.).
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Die aus den Nukleinsauren gebildete Harnsaure unterliegt einem enterohepatischen
Kreislauf, so dass im Durchschnitt bei Erwachsenen nur 68% einer injizierten Dosis
im Harn erscheinen. Das restliche Drittel wird in den Darm ausgeschieden, wo es
durch bakterielle Uricolyse zu freiem Ammonium abgebaut wird [87, 104].

Harnstoff wird ebenfalls nicht vollstandig ausgeschieden. Circa ein Drittel des im Kor-
per produzierten Harnstoffs wird beim Transport durch den Darm zerlegt und wieder
resorbiert, so dass der Stickstoff als Ammonium-lon wieder in die Leber gelangt
[105].

Es gibt Tracerstudien an Tieren, die besagen, dass bei einer diatetischen Zufuhr von
Nukleotiden 2 — 5 % Eingang in den Gewebepool finden, hauptsachlich in den Dinn-
darm, in die Leber und die Skelettmuskulatur [96, 106, 107]. Bezieht man diese Er-
gebnisse auf die vorliegende Studie so ist davon auszugehen, dass der markierte
®N-Stickstoff zum Beispiel Uber die salvage-pathways der Nukleinsauresynthese
Eingang in den Kdrpergewebepool beziehungsweise Kdrpernukleinsdurepool gefun-
den hat. Die Synthese von Nukleinsauren mit Hilfe praformierter Nahrungsnukleoside
und -basen stellt eine wesentlich energieeffizientere Methode im Vergleich zur de-
novo-Synthese dar. Der menschliche Kérper macht sich diesen energiesparenden
Effekt zunutze. In Situationen metabolischen Stresses, ist ein positiver Effekt von
Nahrungsnukleotiden auf das Immunsystem nachgewiesen [108].

Berthold et al. untersuchten in einer Tracerstudie die Inkorporation von diatetisch zu-
geflhrten Nukleotiden in hepatische RNA von Hennen und M&usen und fanden her-
aus, dass sich die Stoffwechselwege von Purinen und Pyrimidinen stark unterschei-
den. Nach ihren Ergebnissen an vier Mausen und einer Henne fand eine starke
Reutilisierung der Pyrimidinnukleoside zwecks der Synthese hepatischer RNA statt,
wogegen sich praktisch keine Purinnukleoside in der untersuchten RNA fanden [2].
Um diese Ergebnisse nachvollziehen zu kénnen wére eine Aufschllisselung des re-
nalen '°N-Gesamtstickstoffes in '°N-Harnsaure und '°N-Harnstoff wiinschenswert

gewesen.

In der vorliegenden Studie ergab sich nach einem Untersuchungszeitraum von 48 h
eine Retention von 40,3 % bzw. 42,43 % des markierten Stickstoffes im Kdérper. Wie
beschrieben, muss von einer weiteren Ausscheidung ausgegangen werden (Kapitel
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5.2.2.). Dieser relativ hohe Prozentsatz lasst die Vermutung zu, dass es nicht nur zu
einer Aufnahme, Umwandlung und schnellen Ausscheidung der Nukleinsaurebe-
standteile gekommen ist, sondern diese viel mehr auch Eingang in den Nukleinsau-
repool der parenchymatésen Organe gefunden haben. Zum Beweis dieser These
waren Folgeuntersuchungen mdoglich, die sich der vorgestellten Methodik bedienten
und dariber hinaus Gewebeproben aus Leber, Darm und Skelettmuskulatur analy-

sierten.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es grundsatzlich mdglich ist, den Nukleinsdureme-
tabolismus des Menschen mittels '°N-markierter Nukleinsauren zu untersuchen. Die
gewdhlte "°N-Nukleinsaurendosis von 15,27 mg/kg bzw. 0,2 mg N/kg Kérperge-
wicht reicht aus, um massenspektrometrisch erfassbare Konzentrationen des °N im
Blut, Harn und Stuhl zu erreichen. Das vorgestellte Untersuchungsverfahren kann
also anhand weiterfiihrender Untersuchungen dazu dienen, die Licke der in vivo-
Daten des Nukleinsauremetabolismus und insbesondere des menschlichen Nuklein-
sauremetabolismus zu schlieBen. Die gewonnenen Ergebnisse lassen erste quantita-
tive Aussagen Uber den Verbleib oral zugeflihrter Nukleinsauren zu. So zeigt sich,
dass bei nukleinsaureangereicherter und zusatzlich mit Trockenhefe angereicherter
Kost nach 48 h mehr als ein Viertel der Nukleinsaureabbauprodukte renal ausge-
schieden werden und dass die fakale Ausscheidung in beiden Versuchsabschnitten
bei circa einem Drittel liegt. Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede der
beiden Versuchsabschnitte, so dass man davon ausgehen kann, dass die prozentua-
le Aufnahme und Verstoffwechselung von Nukleinsguren nicht von der Menge der
zugefthrten Nukleinsduren abhéangig ist. Die Retention im Kérper lag in beiden Ver-
suchsabschnitten nach 48 h bei ungefahr 40 % und es wurde in beiden Féllen eine
deutliche "N-Markierung im Uberstand des Blutplasmas festgestellt sowie eine ge-
ringe Markierung der Blutplasmaproteinfraktion. Eine Inkorporation der 'N-
Nukleinsaurebestandteile in den Kérperproteinpool ist dadurch bewiesen. AuBerdem
legen die gewonnenen Ergebnisse die Vermutung nahe, dass es mittels der salvage-
pathways zu einem Eingang der Nukleinsdurebestandteile in den Kérpernukleinsau-

repool gekommen ist.

Die vorliegende Studie, das Stoffwechselschicksal biotechnologisch synthetisierter
">N-markierter Nukleinsauren aus '>NH,CI ohne und mit zusatzlicher Gabe von Tro-
ckenhefe anhand der renalen und fékalen Exkretion bzw. der Inkorporation in aus-
gewahlte Blutplasmafraktionen beim gesunden Menschen zu untersuchen, stellt in

der internationalen Fachliteratur ein Novum dar.
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. Die Utilisation alimentérer Nukleinsauren allgemein wird in der vorliegenden Dis-

sertation stellvertretend durch '°N-markierte Hefenukleinsauren untersucht.

Die "°N-Markierung der Hefenukleins&uren erfolgt durch Fermentation von Sac-
charomyces cerevisiae in einem Nahrmedium, welches als alleinige Stickstoff-

quelle ">N-Ammoniumchlorid enthélt.

Nukleinsaureangereicherte Kost lasst sich durch die Gabe von 3 x 2 g Trockenhe-

fe/Tag zusatzlich zur normalen Vollkost simulieren.

Der Verbleib der >N-markierten Nukleinsauren beziehungsweise ihrer Abbaupro-
dukte wird durch massenspektrometrische Messung der '°N-Isotopenhaufigkeiten
in Harn-, Blut- und Stuhlproben ermittelt.

Nukleinsduren werden im Darm in ihre Abbauprodukte gespalten und resorbiert.

Es findet eine schnelle Aufnahme der Abbauprodukte der °N-Nukleinsduren in
die Blutbahn statt.

Ein Anteil des zugefiihrten °N-Nukleinsdurestickstoffs wird im Kérperproteinpool

inkorporiert.
Die "®N-Nukleinsauren werden innerhalb von 48 h sowohl ohne als auch mit zu-
satzlich nukleinsaureangereicherter Kost in Form von Trockenhefe zu mehr als

einem Viertel des Nukleinsaurestickstoffs renal ausgeschieden.

Die fakale "*N-Ausscheidung betrégt in beiden Gruppen ca. ein Drittel.
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10.In wie weit sich der Anteil des fakalen "°N-Stickstoffs aus nicht resorbierten °N-
Nukleinsduren einerseits und aus in den Darm sezernierten '°N-Abbauprodukten

andererseits zusammensetzt, kann nicht endgultig geklart werden.

11.Insgesamt werden in beiden Gruppen knapp 60 % des in den Nukleinsauren ent-
haltenen "N renal und fakal ausgeschieden und gut 40 % im menschlichen Kér-

per retiniert.

12.Die Inkorporation des °N-Nukleinsaurestickstoffes in den Kérpernukleinsaurepool
ist bei einer Retention von gut 40 % und durch die nachgewiesene Inkorporation

in den Korperproteinpool zwar nicht formell nachgewiesen aber wahrscheinlich.

13.Die Ausscheidung *N-markierter Abbauprodukte ist nicht nach 48 h sondern in-
nerhalb von 72 h beendet, wobei der Anteil in den letzten 24 h unter 10 % liegt.

14.Die angewendete Methode ist dazu geeignet, quantitative Aussagen zum Nuk-

leinsdurestoffwechsel zu machen.

15. Auf Grund der Daten der vorliegenden Studie scheint es keinen Unterschied in
der Verstoffwechselung von Nukleinsduren bei nukleinsaurereicher Kost zu ge-
ben.

16.Die vorliegende Studie, das Stoffwechselschicksal biotechnologisch synthetisier-
ter °N-markierter Nukleinsduren aus >°NH,Cl ohne und mit zusatzlicher Gabe
von Trockenhefe anhand der renalen und fédkalen Exkretion bzw. der Inkorporati-
on in ausgewahlte Blutplasmafraktionen beim gesunden Menschen zu untersu-

chen, stellt in der internationalen Fachliteratur ein Novum dar.
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9.4 Rohdaten

Zeitth] | DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
2 0,0093 | 0,0061 | 0,0154 | 0,0189 | 0,0264 | 0,0091 | 0,0317 | 0,0102 | 0,0159 | 0,0092
4 0,0305 | 0,0131 | 0,0220 | 0,0496 | 0,0222 | 0,0318 | 0,0472 | 0,0268 | 0,0304 | 0,0125
6 0,0259 | 0,0107 | 0,0252 | 0,0381 | 0,0311 | 0,0295 | 0,0412 | 0,0254 | 0,0284 | 0,0093
8 0,0234 | 0,0103 | 0,0207 | 0,0303 | 0,0227 | 0,0232 | 0,0336 | 0,0231 | 0,0234 | 0,0069
10 0,0169 0,0169
12 |0,0264 | 0,0112 | 0,0182 | 0,0251 | 0,0206 | 0,0216 | 0,0274 | 0,0187 | 0,0211 | 0,0053
14 0,0149 | 0,0550 0,0216 | 0,0283
16 | 0,0187 | 0,0079 | 0,0140 | 0,0221 | 0,0197 | 0,0237 | 0,0209 | 0,0190 | 0,0182 | 0,0051
20 |0,0171]0,0080 | 0,0135 | 0,0206 | 0,0169 | 0,0182 | 0,0153 | 0,0166 | 0,0158 | 0,0037
24 10,0192 ] 0,0079 | 0,0136 | 0,0196 | 0,0187 | 0,0153 | 0,0155 | 0,0089 | 0,0148 | 0,0045
28 10,0209 | 0,0063 | 0,0146 | 0,0167 | 0,0168 | 0,0127 | 0,0212 | 0,0079 | 0,0146 | 0,0055
30 0,0113 0,0113
32 |0,0167 | 0,0056 | 0,0095 | 0,0120 | 0,0111 | 0,0131 | 0,0167 | 0,0414 | 0,0158 | 0,0110
35 0,0119 0,0119
36 |0,0121 | 0,0057 | 0,0080 | 0,0089 | 0,0158 | 0,0138 | 0,0170 | 0,0085 | 0,0112 | 0,0041
40 0,0041 0,0041
44 10,0101 | 0,0039 | 0,0047 | 0,0079 | 0,0134 | 0,0089 | 0,0126 | 0,0000 | 0,0077 | 0,0046
48 |0,0097 | 0,0029 | QProbe | 0,0081 | 0,0161 | 0,0058 | 0,0095 | 0,0006 | 0,0075 | 0,0051

Tabelle 8: Absolute renale'’N-Markierung in At.-%-exz. des Versuchsabschnitts 1

Zeitth] | DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
2 0,0150 | 0,0134 | 0,0201 | 0,0289 | 0,0249 | 0,0258 | 0,0216 | 0,0178 | 0,0209 | 0,0054
4 0,0246 | 0,0134 | 0,0269 | 0,0459 | 0,0336 | 0,0473 | 0,0324 | 0,0427 | 0,0333 | 0,0117
6 0,0216 | 0,0109 | 0,0238 | 0,0368 | 0,0396 | 0,0338 | 0,0324 | 0,0649 | 0,0330 | 0,0159
8 0,0210 | 0,0104 | 0,0219 | 0,0334 | 0,0284 | 0,0262 | 0,0311 | 0,0367 | 0,0261 | 0,0083
10 0,0093 | 0,0211 0,0254 | 0,0274 | 0,0305 | 0,0227 | 0,0082
12 10,0189 | 0,0091 | 0,0194 | 0,0286 | 0,0225 | 0,0266 | 0,0307 0,0223 | 0,0073
14 0,0085 0,0208 0,0282 | 0,0192 | 0,0100
16 |0,0139 | 0,0085 | 0,0195 | 0,0200 | 0,0223 | 0,0197 | 0,0287 | 0,0217 | 0,0193 | 0,0060
20 |0,0128 | 0,0089 | 0,0247 | 0,0189 | 0,0231 | 0,0214 | 0,0270 0,0195 | 0,0065
24 10,0137 ]0,0078 | 0,0180 | 0,0153 | 0,0208 | 0,0163 | 0,0215 | 0,0146 | 0,0160 | 0,0043
28 |0,0145]0,0070 | 0,0135 | 0,0139 | 0,0171 | 0,0167 | 0,0172 | 0,0107 | 0,0138 | 0,0035
30 0,0135 0,0135
32 |0,0138 | 0,0058 | 0,0109 | 0,0110 | 0,0131 | 0,0165 | 0,0179 | 0,0065 | 0,0119 | 0,0043
35 0,5000 0,0086 | 0,2543 | 0,3475
36 0,0036 | 0,0339 | 0,0091 | 0,0115| 0,0122 | 0,0182 | 0,0154 | 0,0149 | 0,0096
40 10,0131 | 0,0035 | IProbe | 0,0097 | 0,0102 | 0,0106 | 0,0272 0,0124 | 0,0079
44 10,0119 | 0,0030 | IProbe | 0,0083 | 0,0089 0,0107 | 0,0139 | 0,0094 | 0,0037
48 |0,0103 | 0,0026 | DProbe | 0,0085 | 0,0066 | 0,0094 | DProbe | 0,0017 | 0,0065 | 0,0036

Tabelle 9: Absolute renale’N-Markierung in At.-%-exz

. des Versuchsabschnitts 2
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Zeitfh] | DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
2 0,84 1,70 1,29 1,51 2,58 0,71 2,31 0,74 1,46 0,71
4 3,45 3,33 3,35 4,82 3,79 3,58 5,51 2,77 3,82 0,90
6 5,57 5,52 4,59 7,73 5,44 4,74 8,45 5,00 5,88 1,42
8 7,18 7,34 6,14 | 10,01 6,94 6,39 | 11,13 | 6,07 7,65 1,89
12 10,43 | 10,95 | 8,11 13,33 | 11,21 | 8,17 | 1503 | 8,22 | 10,68 | 2,55
16 13,52 | 21,30 | 11,21 | 18,61 | 11,77 | 10,56 | 18,90 | 10,25 | 14,51 4,40
20 15,75 | 23,62 | 12,92 | 21,45 | 14,42 | 13,42 | 20,89 | 10,97 | 16,68 | 4,66
24 18,74 | 25,39 | 14,33 | 23,54 | 14,87 | 14,64 | 24,10 | 11,72 | 18,42 | 5,29
28 22,20 | 27,17 | 15,83 | 26,23 | 18,54 | 16,33 | 25,61 | 13,57 | 20,69 | 5,31
32 26,08 | 28,91 | 16,25 | 28,08 | 21,08 | 18,06 | 27,83 | 14,20 | 22,56 | 5,89
36 29,78 | 30,49 | 18,00 | 29,07 | 21,66 | 19,86 | 28,75 | 14,20 | 23,98 | 6,31
40 32,73 | 31,92 | 18,72 | 30,27 | 23,66 | 20,52 | 30,72 | 14,24 | 25,35 | 7,01
44 34,36 | 32,64 | 18,72 | 31,45 | 24,48 | 22,22 | 33,19 | 14,24 | 26,41 7,58

Tabelle 10: Kumulative prozentuale renale ’N-Exkretion des Versuchsabschnitts 1

Zeitlh] | DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
2 1,49 2,45 1,83 2,70 0,87 1,90 1,63 1,28 1,77 0,60
4 3,98 3,66 4,30 6,42 2,73 3,87 4,63 3,32 4,11 1,10
6 5,42 5,94 5,87 8,94 4,46 6,01 12,62 | 6,17 6,93 2,63
8 7,01 7,99 8,86 | 1243 | 543 7,72 | 15,37 | 8,42 9,15 3,21
12 9,81 12,10 | 11,87 | 15,60 | 7,41 10,38 | 18,89 | 14,17 | 12,53 | 3,61
16 12,76 | 1468 | 14,70 | 1921 | 867 | 11,95 | 21,93 | 15,42 | 14,91 4,15
20 14,70 | 19,73 | 18,94 | 22,02 | 10,11 | 14,11 | 22,68 | 15,42 | 17,21 4,34
24 16,38 | 21,39 | 20,16 | 23,87 | 10,71 | 15,82 | 24,20 | 19,34 | 18,98 | 4,53
28 19,14 | 22,29 | 22,01 | 26,34 | 12,57 | 17,35 | 25,26 | 21,09 | 20,76 | 4,42
g2 21,32 | 23,78 | 22,66 | 28,74 | 13,34 | 1854 | 26,79 | 22,82 | 22,25 | 4,77
36 .0 25,54 | 2554 | 29,21 | 13,74 | 20,90 | 27,80 | 24,48 | 23,89 | 5,19
40 23,14 | 26,73 | 25,54 | 30,22 | 13,99 | 22,34 | 29,55 | 24,48 | 24,50 | 5,09
44 2511 | 27,43 | 25,54 | 31,44 | 14,50 .0 30,51 | 25,88 | 25,77 | 5,55
48 26,63 | 27,59 | 25,54 | 32,27 | 15,42 | 22,36 | 30,51 | 26,03 | 25,80 | 5,18
Tabelle 11: Kumulative prozentuale renale *N-Exkretion im Versuchsabschnitt 2
Zeitth] | DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
1 0,0000 | 0,0012 | 0,0135 | 0,0000 | 0,0064 | 0,0014 | 0,0000 | 0,0144 | 0,0046 | 0,0061
2 0,0458 | 0,0018 | 0,2172 | 0,1291 | 0,1379 | 0,0000 | 0,1679 | 0,2105 | 0,1138 | 0,0878
3 0,0000 | 0,0673 | 0,1586 | 0,0272 | 0,0122 | 0,0092 | 0,2494 | 0,0291 | 0,0691 | 0,0890
4 0,0672 | 0,0220 0,0090 | 0,0888 | 0,0235 | 0,0136 | 0,0374 | 0,0327
5 0,0636 0,0636
6 0,0168 0,0168

Tabelle 12: Absolute fikale '°N-Markierung in At.-%-exz. im Versuchsabschnitt 1
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Zeit[h] DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
1 0,0022 | 0,0021 | 0,0004 | 0,2198 | 0,3554 | 0,0266 | 0,0006 | 0,0425 | 0,0812 | 0,1333
2 0,1068 | 0,0949 | 0,1827 | 0,1137 | 0,0062 | 0,1823 | 0,0998 | 0,0499 | 0,1045 | 0,0598
3 0,019 | 0,0409 | 0,0195 0,0911 | 0,0000 | 0,0341 | 0,0350
4 0,0157 0,0208 0,0183 | 0,0036
5 0,0054 0,0054
6 0,0216 0,0216
Tabelle 13: Absolute fikale °N-Markierung in At.-%-exz. im Versuchsabschnitt 2
Zeit[h] DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
1 0,00 0,16 0,49 0,00 1,54 0,13 0,00 1,82 0,52 0,74
2 7,77 0,38 | 21,79 | 31,85 | 31,31 0,13 | 38,37 | 22,98 | 19,32 | 14,85
3 7,77 11,38 | 33,97 7,61 33,27 1,14 47,31 | 32,49 | 21,87 | 16,81
4 23,89 | 35,93 | 39,46 | 35,18 9,07 51,70 | 33,38 | 32,66 | 13,29
5 27,36 27,36
6 29,68 29,68
Tabelle 14: Kumulative prozentuale fikale >N-Exkretion im Versuchsabschnitt 1
Zeit[h] DC SL HS NT MW BF AK RW MW SD
1 0,53 0,73 0,06 | 41,84 | 33,28 | 3,26 0,07 6,38 10,77 | 16,83
2 27,20 | 17,78 | 31,20 | 55,71 | 34,87 | 27,69 | 15,63 | 22,85 | 29,12 | 12,54
3 31,00 | 26,12 | 33,43 30,95 | 23,26 | 22,85 | 27,94 | 4,46
4 28,16 28,50 28,33 0,24
5 29,17 29,17
6 33,89 33,89
Tabelle 15: Kumulative prozentuale fikale >N-Exkretion im Versuchsabschnitt 2
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