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1 Einleitung

Nikotin und Koffein sind zwei Substanzen, deren Konsum tUber Tabakwaren und Kaf-
fee fur viele Menschen alltaglich geworden ist. Flr die Medizin ist es von Bedeutung,
deren Wirkungsweise im Organismus, wie zum Beispiel den Einfluss auf die Funktion

innerer Organe, zu klaren.

Bereits 1862 promovierte Brill zum Thema: ,Koffein in chemischer, physiologischer
und therapeutischer Hinsicht“. Er trug Literatur zusammen, in der die Koffeinwirkung
u.a. in Tierexperimenten untersucht wurde, um daraus Riickschllisse fir den Men-
schen zu ziehen. (Brill und Falck, 1862)

Im Jahr 2014 weist das statistische Bundesamt einen jahrlichen Pro-Kopf-Verbrauch
von 986 Zigaretten aus (Abb. 1). Seit den 1980-er Jahren ist der Anteil der Raucher
an der erwachsenen Bevolkerung leicht ricklaufig. In Deutschland rauchen insge-
samt 29,7 % Frauen und Manner ab 18 Jahren. Manner rauchen (32,6 %) haufiger
als Frauen (27 %) (BMG, 2015).

2013 rauchten in Mecklenburg-Vorpommern 28,2 % der ab 15-Jahrigen, davon wa-
ren 22,8 % Frauen und 33,9 % Manner. Damit liegt das nordéstliche Bundesland im
deutschen Landervergleich deutlich tber dem Durchschnitt. (StatA MV, 2015)
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Abbildung 1: Pro-Kopf-Verbrauch von Zigaretten in Deutschland in den Jahren
1964 bis 2014 (in Stiick, Grafik freigegeben durch Statista GmbH, 2015b)



Nach einer Studie des Unternehmens ARAL® aus dem Jahr 2011 tranken 94 % der
Deutschen ab dem 18. Lebensjahr Kaffee, davon 73 % taglich. Der Anteil der Nicht-
Kaffee-Trinker im hdheren Alter tendiert gegen Null. In der jingeren Generation wird
zwar weniger haufig Kaffee getrunken, sie ist jedoch experimentierfreudiger hinsicht-
lich der Kaffeezubereitung. Auch unter den Kaffeetrinkern zahlt Mecklenburg-
Vorpommern neben Berlin und Brandenburg zu den 3 Bundeslandern mit der hochs-
ten Quote. (ARAL AG, 2011)

Kaffee ist das beliebteste Getrank in der Bundesrepublik. 2014 wurden fast 600.000 t
Rohkaffee, das sind pro Kopf 7,1 kg, konsumiert (Abb. 2). Der Pro-Kopf-Konsum von
Kaffee in Deutschland lag mit 162 | auf einem hohen Niveau, was ein Vergleich mit
dem Konsum von Heil- und Mineralwasser (143,5 1) oder Bier (107 |) verdeutlicht.
(Thielemann, 2015)
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Abbildung 2: Konsum von Kaffee in Deutschland in den Jahren 1953 bis 2014
(in Tonnen Rohkaffee, Grafik freigegeben durch Statista GmbH, 2015a)

Da der Genuss von Nikotin und Kaffee in Mecklenburg-Vorpommern eine so grof3e
Rolle spielt, erscheint es sinnvoll, den Einfluss beider Substanzen auf die Leber, dem
Hauptabbauort fir Gifte im menschlichen Korper, zu untersuchen. Dabei soll die Er-
kenntnis von Paracelsus ,Dosis sola facit venenum® nicht aul’er Acht gelassen

werden.



Die Tatsache, dass die Medikamenteneinnahme im Alter zunimmt, unterstreicht die
Bedeutung der Berucksichtigung des Einflusses von Koffein und Nikotin auf die Ent-
giftungsfunktion der Leber. Bei der Untersuchung der Wirkung von Nikotin und
Koffein, ist das unterschiedliche Abhangigkeitspotenzial des menschlichen Organis-
mus von diesen Substanzen zu berucksichtigen. Wahrend man dem Koffein keine
korperliche Abhangigkeit zuschreibt, ruft das Nikotin eine Sucht hervor. Aber auch
das Zusammenspiel beider Substanzen hinsichtlich des Suchtpotenzials ist von Inte-
resse. (Herbig, 1942, Muhleib und Detering, 1996, Karow und Lang-Roth, 2013,
DKFZ, 2014)

2 Stand des Wissens

2.1 Koffein

2.1.1 Grundlegendes zum Koffein
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&

Abbildung 3: Chemische Strukturformel des Koffeins (Frings, 2005)

In der Natur findet man Koffein in Kaffeebohnen, Tee- und Mateblattern, Kolanussen
sowie in Blattern, Samen und Fruchten von Uber 60 weiteren Pflanzenarten. Koffein
ist Bestandteil des Kaffees und des Tees, ist aber auch in Cola-Getranken, Schoko-
lade, Eiscreme und Energydrinks enthalten. Koffein ist ein Alkaloid (Xanthin-Derivat),
das den Pflanzen als Schutz vor naturlichen Fressfeinden dient. Eine Tasse Kaffee
enthalt etwa 100 mg Koffein, eine Tasse Tee etwa 50 mg und eine Tasse Kakao et-
wa 10 mg.(Graefe et al., 2011)

Die hochste Konzentration von Koffein im Blut wird 30 bis 60 Minuten nach der ora-
len Aufnahme erreicht. Der menschliche Korper setzt das Koffein im Stoffwechsel um
und scheidet nur sehr geringe Mengen wieder aus. Die Halbwertzeit (HWZ) von Kof-
fein betragt 3 bis 3,5 Stunden (Czok, 1966).
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Die positive Wirkung des Koffeins auf den Menschen ist in folgenden physiologischen
Aspekten zu sehen:

e Erhohung der Konzentrations- und Leistungsfahigkeit (Ritchie et al., 2010)

e Erhohung der psychischen Aktivitat (Nieber et al., 2007)

e Erhohung der Verhaltensaktivitat (Aggarwal et al., 2011)

e Senkung des Gefuhls von Mudigkeit und Abgeschlagenheit (Nieber et al.,
2007)

o Gesteigerte Herzleistung (Nieber et al., 2007)

e Erhohung der Magensaftsekretion (Forth, 2001)

e \erengung der BlutgefaBe im Gehirn und somit Verminderung von

Kopfschmerzen (Graefe et al., 2011)

Aufgrund einer veranderten Empfindlichkeit fur Arzneimittelwirkungen kann es bei al-
ten Menschen zu einer paradoxen Zunahme des Schlafbedurfnisses nach
Koffeinsubstitution kommen. (Eichler und Ammon, 1976, Kersting, 2009)

Da Koffein den Dopaminhaushalt beeinflusst, kann auch auf diesem Weg eine Ab-
hangigkeit entstehen. (Chou, 1992, Fredholm et al., 1999).

Ab einer Dosis von uber 1 g Koffein konnen zerebrale Krampfanfalle auftreten und
schon eine Verabreichung von uber 3 g kann todliche Folgen haben. Aullerdem be-
steht die Moglichkeit, dass ein Absetzen des Koffeins Entzugserscheinungen wie
Kopfschmerzen, Mudigkeit, Reizbarkeit und Nervositat hervorruft, obwohl Koffein im
Allgemeinen nicht zu den suchterzeugenden Drogen gezahlt wird. (Muhleib und
Detering, 1996, Karow und Lang-Roth, 2013)

2.1.2 Zentrale Wirkung von Koffein

Die zellulare Wirkung des Koffeins besteht in einer Blockade von Adenosin-
Rezeptoren. Der Neuromodulator Adenosin (AMP) wirkt auf Nervenzellen sedativ,
was durch die Blockade der Adenosin-Rezeptoren durch Koffein aufgehoben wird.
Ein weiterer Wirkungsmechanismus des Koffeins ist die Inhibierung der cAMP-
spaltenden Phosphodiesterase. Cyclisches-AMP ist ein kurzlebiger second messen-
ger, dessen HWZ durch Koffein erhoht wird. (Frings, 2005)

2.1.3 Symptomatik des menschlichen Korpers bei Koffeinzufuhr

Koffein wirkt hauptsachlich psychostimulierend und damit stimmungsaufhellend. Dies

beruht auf der zuvor erwahnten antagonistischen Wirkung des Adenosin-Rezeptors,
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worauf auch die konstriktorische Wirkung menigialer und zerebraler Arterien und die
natriuretische Wirkung des Koffeins zuruckzufuhren ist. Die Folge der Phosphodies-
terase-Hemmung ist eine Dilatation der peripheren Blutgefalle. Im Zusammenspiel
dieser beiden Mechanismen sind die Anregung der Atmung, die Zunahme des Sym-
pathikotonus, die Bronchodilatation und die positiv inotrope und chronotrope Wirkung
des Substrates zu sehen. (Graefe et al., 2011)

2.2 Nikotin

2.2.1 Grundlegendes zum Nikotin

N—=CH CH,
LERN /7 2 CH,
HC\< } 6—He |
A \ —~CH
CH—GH /N/ £
HC

Abbildung 4: Chemische Strukturformel des Nikotins (Frings, 2005)

Nikotin, ebenfalls ein Pflanzen-Alkaloid, ist eine bei Zimmertemperatur farblose, 6lige
Flussigkeit, die sich an der Luft rasch braun verfarbt. Die Tabakpflanze (lat. Nicotia-
na) erzeugt dieses Alkaloid in ihren Wurzeln. Wahrend des Reifungsprozesses der
Pflanzen wandert das Nikotin in die Blatter und dient dort der Abwehr von Schadlin-
gen. (Bannier, 2008)

Nikotin ist, als einer der insgesamt ca. 4000 Inhaltsstoffe des Tabaks, dessen
psychoaktiver Bestandteil. Im Zigarettenrauch ist das Nikotin an Teerpartikel gebun-
den. Eine handelsubliche Zigarette enthalt zwischen 0,5 und 2,0 mg Nikotin, jedoch
werden nur 20 % davon beim Rauchen inhaliert und gelangen so in den Blutstrom
des Menschen. Die HWZ des Nikotins betragt etwa 2 Stunden. Die Auswirkung auf
den Organismus zeigt sich in pharmakologischen Effekten, wie (Landgraf, 2013,
DKFZ, 2014, Langer, 2014):

e Erhéhung der psychomotorischen Aktivitat,
e Erhoéhung der kognitiven Funktionen,
e Erhohung der Wachsamkeit, der Sensomotorik und der Aufmerksamkeit,

e Erhohung des Herzschlags, des Blutdrucks und der Herzkontraktilitat.

12



Erkrankungen, die dem Zigarettenkonsum zugeschrieben werden, wie ein erhohtes
Risiko von Herzerkrankungen, chronischer Bronchitis, Arteriosklerose der Beinarte-
rien und ein erhohtes Krebsrisiko (Kehlkopf, Mundhohle, Bauchspeicheldruse,
Magen, Nieren) sind anderen Bestandteilen zuzuschreiben, wie z. B. dem Teer,

Nitrosaminen, Ammoniak, Kohlenmonoxid und Schwermetallen.

Im Gegensatz zum Koffein ist beim Nikotin eine eindeutige physische und psychische
Abhangigkeit nachweisbar, welche sich bei Abstinenz durch Entzugserscheinungen
wie Sehnsucht nach der Substanz, leichte Reizbarkeit, Beklemmung, Angst, Kon-
zentrationsprobleme und Schlaflosigkeit zeigt. Tabakwaren sind neben Alkohol die
am haufigsten konsumierten Suchtmittel in Deutschland. (Rocklage und Pittrich,
2001, Zagermann-Muncke, 2004, DKFZ, 2014)

Besonders in der Schwangerschaft sind die Wirkungen von Nikotin bedrohlich. Auf-
grund von Sauerstoffmangel durch eine reduzierte Sauerstoffzufuhr zum Foétus kann
es zu Fruhgeburten, Fehlgeburten und im schlimmsten Fall Totgeburten kommen.
AuBerdem sind irreversible psychische Schaden wie niedrige Intelligenz-quotienten
und Aufmerksamkeits-Defizit-Syndrom/ Hyperaktivitat nicht auszuschlieBen. Wah-
rend der Stillperiode stellt die Zufuhr des Nikotins Uber die Muttermilch ebenfalls eine
Gefahr fur den Saugling dar. (Thomalla, 2014)

2.3 Die Beurteilung der Leberfunktion

Um die Leber und ihre Funktion zu beurteilen, wird im klinischen Alltag nach der
Anamnese der korperliche Status erhoben, eine Blutuntersuchung veranlasst und ei-
ne Abdomensonographie durchgefuhrt. Zu chronischen Erkrankungen der Leber
zahlen chronische Virushepatiden, Autoimmunhepatitis, ziliare Krankheiten, heredita-
re Stoffwechselkrankheiten und zirkulatorische Stérungen (Maier, 2010, Schmidt und
Becker, 2015).

Veranderungen der Haut geben z.B. Hinweise auf eine Leberzirrhose. Diese Anzei-
chen sind jedoch haufig erst bei einer manifestierten Leberzirrhose erkennbar. In
Fruhstadien werden oft nur unspezifische Symptome, wie Abgeschlagenheit, Leis-
tungsknick und vermehrte Mudigkeit, angegeben. (Maier, 2010)

Uber eine Ultraschalluntersuchung sind morphologische Veranderungen der Leber
zu erkennen (Schmidt und Becker, 2015). Eindeutig sind die Schadigungen der Le-
ber jedoch nur Uber Laborparameter zu diagnostizieren. Marker fur eine Zellnekrose
sind die Enzyme Alanin-Aminotransferase (ALAT), Aspartat-Aminotransferase
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(ASAT) und Glutamatdehydrogenase (GDH). Wahrend die ALAT ein ausschliel3lich
zytosolisches Enzym ist, kommt die ASAT sowohl im Zytosol als auch in den Mito-
chondrien vor, die GDH hingegen nur in den Mitochondrien. Durch dieses
Verteilungsmuster lasst sich an Hand der Laborkonstellation die Schwere eines Le-
berschadens abschatzen. Bei geringen Schaden wird die ALAT starker als die ASAT
erhoht sein, wahrend bei massiveren Schaden davon ausgegangen werden muss,
dass vor allem die mitochondrialen Enzyme verstarkt nachweisbar sind und somit die
ASAT und die GDH-Werte hoch sein werden. (Klinker, 2014)

Parameter fur die Zellfunktionen der Leber, also Syntheseleistung und Entgiftungs-
kapazitat, sind eher der Gehalt an Albumin, den Gerinnungsfaktoren (Quick),
Lipoproteinen und Ammoniak. Die Beurteilung des Albuminspiegels allein ist wegen
seiner Halbwertzeit von nur 20 Tagen fur die Diagnose akuter Leberschaden nicht
ausreichend. (Scholmerich et al., 1993)

Spezifische Untersuchungsmethoden, die einen zeitlichen Verlauf abbilden, sind die
3CO,-Atemgastests. Sie werden seit mehr als 30 Jahren durchgefiihrt und sind eine
nicht-invasive Mess-Methode, die vorwiegend fur Forschungszwecke eingesetzt wird.
(Armuzzi et al., 2002) Eine besondere Bedeutung fur diese Testverfahren hat das
Kohlenstoffatom, ein zentrales Element des menschlichen Organismus bzw. sein

stabiles Isotop "*C.

2.4 Die Bedeutung des Cytochrom P450-Systems

Eine besondere Bedeutung innerhalb des Metabolismus von einer Vielzahl der Arz-
neistoffe nimmt das Cytochrom P450-System ein. Es ist schatzungsweise fur 70 bis
80 % aller Phase-lI-Umwandlungen klinisch relevanter Pharmaka verantwortlich.
(Bertz und Granneman, 1997)

Das CYP-P-450-System weist eine geringe Substratspezifitat auf, was ein weiterer
Grund fur die gro3e Anzahl klinisch bedeutender Interaktionen ist, die auf Inhibition
von CYPs beruhen. (Lin und Lu, 1998)

2.5 Stabile Isotope

Der Begriff ,stabil* kennzeichnet den nicht radioaktiven Zustand eines Isotops, das
nicht mehr zerfallen kann. In der freien Natur kommen stabile Isotope sehr haufig vor.
In einigen Atomkernen des weniger haufigen stabilen Isotops eines Elements befin-
det sich ein zusatzliches Neutron, das die Massenzahl erhoht, das Atom jedoch in
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seiner Stabilitat nicht beeintrachtigt. Eines der bedeutendsten stabilen Isotope fur die
Forschung ist "*Kohlenstoff ("°C), welches auch bei den Tests der vorliegenden Ar-
beit zum Einsatz kam und seinem wesentlich haufiger vorkommenden Aquivalent,

dem "?Kohlenstoff (**C) in den biochemischen Eigenschaften gleicht.

Um ein geeignetes Substrat fur einen Atemgastest, den sogenannten Tracer, zu syn-
thetisieren, werden funktionelle Gruppen bestimmter Molekiile mit *C markiert.
Aufgrund der identischen biochemischen Eigenschaften werden die *C-markierten
funktionellen Gruppen im menschlichen Organismus durch die gleichen Enzyme wie
die natiirlich vorkommenden '?C-unmarkierten funktionellen Gruppen verstoffwech-
selt und abgebaut. Die mit dem Isotop "*C markierten funktionellen Gruppen werden
oxidiert, decarboxyliert oder hydrolysiert und entweder so oder Uber Zwischenproduk-
te in Form von '>CO, ausgeatmet. Durch bestimmte Messverfahren, z. B. mit Hilfe
eines Isotopenverhaltnis-Massenspektrometers, wird die in der Atemluft enthaltene
Konzentration des '>C gemessen. Die Messergebnisse werden statistisch und gra-
fisch ausgewertet, um den Verlauf biologischer Stoffwechselwege darzustellen.
(Wetzel und Fischer, 2001)

Weitere stoffwechselrelevante stabile Isotope sind '“Stickstoff ("°N), '®Sauerstoff
(**0) und 2Wasserstoff (°H). Die Anwendung von stabilen Isotopen wird bei klini-
schen Untersuchungen von Kindern und Schwangeren favorisiert. Stabil isotop
markierte Tracersubstanzen kommen aber auch haufig in der klinischen Forschung
bei Erwachsenen und in der diagnostischen Gastroenterologie zum Einsatz.
(Caspary et al., 1976, Klein und Klein, 1985, Braden et al., 1991, Jones und
Leatherdale, 1991, Braden et al., 1999, Wetzel und Fischer, 2001)

2.6 ["C,]JAminopyrin-Atemgastest

Mit dem weit verbreiteten [13Cg]Aminopyrin-Atemgastest (AAT) wird die mikrosomale
metabolische Kapazitat der Leberzellen erfasst. Die Substanz Aminopyrin, die zu-
nachst in der Schmerztherapie eingesetzt wurde, wird schnell und ausschlieflich in
der Leber umgebaut. Der Nachweis von Aminopyrinabbauprodukten im Atem lasst
somit Ruckschlisse auf die Aktivitat der Leber zu. In der medizinischen Praxis konn-
te sich dieser Test in Deutschland jedoch nicht durchsetzen, da in 1: 10.000 bis
40.000 Falle eine von der Substanz selbst ausgeloste Agranulozytose beobachtet
wurde. Diese Komplikation wurde jedoch ausschlielich in Bezug auf die chronische

Einnahme nachgewiesen, jedoch nie nach einer einmaligen Einnahme von einer ge-
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ringen Menge der Substanz, welche zum Atemgastest bendtigt wird. (Ghoos et al.,
1994)

2.7 ["C;]Coffein-Atemgastests

Die Substanz Coffein (auch Koffein) wird im menschlichen Korper ebenfalls aus-
schlieBlich in der Leber metabolisiert und kann dementsprechend, so wie
Aminopyrin, zur Analyse der mikrosomalen metabolischen Leberfunktion genutzt
werden (Caubet et al., 2002).

Da das Koffein fast vollstandig resorbiert wird, kann es nicht nur intravends, sondern
auch oral substituiert werden. Es wird ausschlieRlich durch hepatische mikrosomale
Enzyme, wie die Enzyme Cytochrom-P-450 oder Cytochrom-P-448, N-demethyliert.
In der folgenden Abbildung 5 ist der Abbauprozess schematisch dargestellt
(Abraham, 2002):

Koffein (137X)
CYP1A2

Paraxanthin (17X)

CYP1A2’/
7N\
'

1U

CYP146, CYP1A2

170

Abbildung 5: Hauptmetabolisierungswege des Koffeins (Abraham, 2002)
5-Acetylamino-6-Formylamino-3-Methyluracil (AFMU)
1-Methylxanthin (1X)
1-Methylharnsaure (1U, 1-methyluric acid)
1,7-Dimethylharnsaure (17U, 1,7-dimethyluric acid)
(Arnaud, 1987, Stavric und Gilbert, 1990, Abraham et al., 1993, Golden et al., 1994,
Aramaki et al., 1995, Peck et al., 1997)
2.8 Kilinische Relevanz der Studie

Die Leber nimmt im menschlichen Organismus eine zentrale Rolle als Entgiftungsor-

gan ein. Da die Mehrzahl aller Medikamente, die derzeit in der Humanmedizin
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eingesetzt werden, in der Leber verstoffwechselt und abgebaut werden, ist es fur die
Diagnostik von entscheidender Bedeutung, die ,Alltagssubstanzen® zu kennen, die
die Verstoffwechselung von Arzneimitteln beeinflussen. So ist es zum Beispiel fur die
medikamentdse Behandlung einer Epilepsie entscheidend, zu wissen, ob Betroffene
regelmalig Alkohol trinken. Der Einfluss von Alkohol auf die Entgiftungsfunktion der
Leber ist schon lange bekannt (Hierholzer und Allolio, 1991, Wick-Urban, 2011).
Armuzzi et al. (2000) zeigten, dass der Umsatz einer "*C-markierten Substanz durch
Alkoholzufuhr reduziert wird (Armuzzi et al., 2000). Dies lasst den Schluss zu, dass
ein Arzneimittel, welches ebenfalls Uber das Enzymsystem CYP450 abgebaut wird,
in Verbindung mit Alkoholkonsum nicht im ausreichenden Mal3e dem Korper zur Ver-
fugung steht.

Im Forschungslabor der Universitats-Kinderklinik Rostock wurde in der Vergangen-
heit eine Vielzahl von Untersuchungen mittels '>*CO,-Atemgastests durchgefiihrt. So
wurde von Meinke (2006) mittels [Methyl-">C]Methionin und [*C]Methacetin die Ent-
giftungs- und Stoffwechselfunktion der Leber unter Rotweingenuss gemessen. Eine
ahnliche Testreihe fuhrten Wutzke und Wigger (2009) mit dem Tracer
["3C2]Aminopyrin und L-[1-"*C]Phenylalanin durch. Gegenstand dieser Studie war der
Einfluss von Rotwein auf die mikrosomale und zytosolische Funktion der Leber bei
gesunden Probanden. Beide Untersuchungen wiesen nach, dass ein moderater Ge-
nuss von Rotwein keinen signifikanten Einfluss auf die Entgiftungsfunktion der Leber
hat. (Meinke, 2006, Wutzke et al., 2008, Wutzke und Wigger, 2009)

Caubet et al. zeigten 2002 in ihrer Arbeit, dass der Zigarettenkonsum einen induzie-
renden Einfluss auf die Entgiftungsfunktion der Leber hat und orale Kontrazeptiva
eine hemmende Wirkung besitzen. Sie nutzten fur den Nachweis sowohl
['3C2]Aminopyrin als auch ['*Cs]Coffein als Tracer. (Caubet et al 2002)

Auch Schumacher et al. (1992) belegten eine Enzyminduktion der Leber mit Hilfe des
[3Cs]Coffein-Testes im Vergleich zwischen Rauchern von Filterzigaretten und filter-
losen Zigaretten. (Schumacher et al., 1992)

Beide Studien unterstreichen, dass in der Medizin auch der Einfluss des Nikotins auf
den Arzneimittelstoffwechsel eine Rolle spielt. Neben Alkohol und Nikotin sollte je-
doch auch das Koffein nicht Ubersehen werden, das ein alltagliches Genussmittel ist
und in erheblicher Menge von ,Durchschnittspatienten® konsumiert wird.
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Die Untersuchung mittels "*C-markierten Tracersubstanzen bietet der Forschung die
Moglichkeit, bei gesunden Probanden ohne invasive Methoden die Entgiftungsfunkti-
on der Leber zu beurteilen.

In Anlehnung an die Studien von Wutzke und Meinke (2006, 2008, 2009) war es also
von Interesse, ein Studiendesign zu entwickeln, das den Einfluss eines moderaten

Konsums von Koffein und Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber darstellt.
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3 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersuchung des Einflusses des Koffein- und
Nikotinkonsums in Form von Bohnenkaffee und Zigaretten auf die mikrosomale Ent-
giftungskapazitat der Leber mittels eines ["*CzJAminopyrin- und eines [*Cs]Coffein-
Atemgastests, anhand der infrarotspektrometrisch gemessenen *C0O,-Haufigkeit und
der kumulativen prozentualen '*CO,-Exhalation bei gesunden Rauchern und Nicht-

rauchern.

Im Einzelnen soll dabei der Einfluss des Rauchens auf die mikrosomale Leberentgif-
tungskapazitat anhand der 13C02-Héufigkeit und der kumulativen prozentualen
3C0,-Exhalation von ["*CzJAminopyrin und [*Cs]Coffein untersucht werden.

Des Weiteren sollen bei Rauchern und Nichtrauchern die Auswirkungen von Koffein
auf die Entgiftungsfunktion der Leber Uber die Erfassung der kumulativen prozentua-
len "*CO,-Exhalation nach Gabe von ['*Cs]Coffein untersucht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Probanden

Fir die Durchfuhrung dieser Studie stellten sich insgesamt 17 Probanden zur Verfu-
gung. Davon waren 12 Nichtraucher und 5 Raucher.

In der Nichtraucher-Gruppe wurden 6 Frauen und 6 Manner getestet, in der Raucher-
Gruppe 3 Frauen und 2 Manner. Die Altersspanne lag zwischen 23 und 51 Jahren.

Der Body Mass Index (BMI) der Probanden wurde wie folgt berechnet (Frings, 2005):

Korpergewicht in [k
BM| = perg [ka]

(KorpergréRe in [m])?

Die zur Berechnung bendtigten individuellen Daten der Probanden wurden jeweils
etwa eine Woche vor der Durchflihrung des ersten Testes erhoben (Tab. 1 und 2).
Im Probandenkollektiv lag der BMI zwischen 17,75 und 34,5 kg/mz.

Neben dem BMI wurde fur jeden einzelnen Probanden die Korperoberflache nach
folgender Formel ermittelt (Graefe et al., 2011):

. . Korpergewicht [kg] x Kérpergrofie [cm]
Korperoberflache [m?] = j T

4.1.1 Einschlusskriterien fir Probanden bzgl. Nikotinkonsum

Als Nichtraucher galt in dieser Studie ein Proband, der zum Zeitpunkt der Untersu-
chungen nicht rauchte und auch in den letzten 26 Wochen (6 Monate) zuvor nicht
geraucht hat. Dabei wurde ein moglicherweise lange zuruckliegender Nikotinkonsum
vernachlassigt.

Als Raucher wurden Probanden erfasst, die einen durchschnittlichen Tageskonsum
von etwa 15 Zigaretten angaben, was ca. einer Schachtel Zigaretten taglich ent-
spricht. Die Probanden versicherten, dass diese Anzahl nur in Ausnahmefallen
unterschritten wurde und in der Regel eher hoher liegt, sodass die 15 Zigaretten als
tagliche Mindestmenge angesehen werden kann.

Das Alter der Probanden wurde auf mindestens 18 Jahren (in Deutschland Volljah-
rigkeit) und hochstens 60 Jahren festgelegt. Die obere Altersbegrenzung war
erforderlich, um auszuschlie3en, dass eine altersbedingte Einschrankung der Leber-

funktion vorliegt.

20



4.1.2 Ausschlusskriterien fiir Probanden

Um mogliche Einflisse auf den Leberstoffwechsel der Probanden ausschliel3en zu
konnen, wurden folgende Ausschlusskriterien nach eigenen Untersuchungsergebnis-
sen und Mitteilungen in der Literatur (Zagermann-Muncke, 2004, Wutzke et al., 2007)
festgelegt:

e Dauerhafte oder temporare Medikamenteneinnahmen
e orale Kontrazeptiva
e Krankheiten oder Operationen im Zusammenhang mit der Leber, dem Magen-
Darm-Trakt (Ausnahme: Appendektomie) und/oder den Atmungsorganen
o folgende Erkrankungen (diagnostiziert oder Hinweise auf mogliche Erkrankung):
o akute oder chronisch primare Lebererkrankung
o Alkohol- oder Drogenabhangigkeit
o Niereninsuffizienz
o Diabetes mellitus
o Tumorerkrankung
o Neurologische Erkrankungen, wie zum Beispiel M. Parkinson, Multiple
Sklerose u.a.
o Kollagenosen
o Bluterkrankungen, wie zum Beispiel Porphyrie

Klinische Zeichen einer Leberschadigung lagen bei keinem der Probanden vor.

Alle befragten Teilnehmer verneinten in der Ernahrung der letzten Wochen vor Test-
beginn einen erhohten Anteil an C4-Pflanzen (wie Mais, Hirse und Zuckerrohr), die
eine natirlich erhdhte "*C-Haufigkeit aufweisen. Um die Testergebnisse nicht zu ver-
falschen, wurde darauf geachtet, dass die Probanden auch an den Testtagen keine
Produkte aus Mais, Hirse oder Rohrzucker zu sich nahmen. (Dubuc et al., 2000)

4.1.3 Anzahl und individuelle Daten der Probanden
Eine Voraussetzung fur die Teilnahme an der Studie war die Bereitschaft der Nicht-
raucher, insgesamt 14 Tage auf jeglichen Koffeinkonsum (Kaffee, Tee, Cola und
Energydrinks) zu verzichten.
Da es in den ersten 3 Jahren der Studie nicht moglich war, Raucher zu rekrutieren,

welche diese Voraussetzung erfullten, wurde der Zeitraum fur die Koffeinabstinenz
fur Raucher auf 6 Tage herabgesetzt.
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Tabelle 1: Individuelle Daten der Nichtraucher-Probanden

Nr. Geschlecht| Alter GroRe | Gewicht BMI KO
[Jahre] [cm] [kd] [kg/m?] [m?]

1 weiblich 28 166 91 33,0 2,05
2 weiblich 28 168 55 19,5 1,60
3 weiblich 33 154 50 21,1 1,46
4 weiblich 36 164 52 19,3 1,54
5 weiblich 45 166 95 34,5 2,10
6 weiblich 45 166 95 34,5 2,10
7 mannlich 23 186 69 19,9 1,89
8 mannlich 24 173 69 23,1 1,80
9 mannlich 26 180 83 25,6 2,04
10 mannlich 38 175 105 34,3 2,30
11 mannlich 39 192 93 25,2 2,20
12 mannlich 51 179 87 27,2 2,10
Mittelwert 34,7 172,4 78,9 26,4 1,93
s 9,2 10,6 19,0 6,2 0,3

BMI = Body Mass Index, KO = Korperoberflache, s = Standardabweichung

Tabelle 2: Individuelle Daten der Raucher-Probanden

Nr. Geschlecht| Alter Grofe Gewicht BMI KO
[Jahre] [cm] [kg] [kg/m?] [m?]
1 weiblich 25 167 49,5 17,75 1,52
2 weiblich 41 175 77 25,1 1,93

3 weiblich 45 167 95 34,1 2,1
4 mannlich 32 193 87 23,4 2,16
5 mannlich 34 172 78 26,4 1,94
Mittelwert 35,4 174,8 77,3 25,4 1,93
s 7,8 10,7 17,2 5,9 0,3

BMI = Body Mass Index, KO = Korperoberflache, s = Standardabweichung

4.2 Ethikvotum

Diese Studie wurde der Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Universi-
tat Rostock vorgelegt und genehmigt (IIHV10/2002).
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4.3 Materialien

4.3.1 Kaffee

Fir die Kaffee-Test-Phase wurde das Produkt JACOBS Kronung eingesetzt. Die Stif-
tung Warentest veroffentlichte Koffeingehalte verschiedener Kaffeemarken, die
zwischen 1,2 und 1,9 g je 100 g Kaffeepulver lagen. Die meisten Kaffeemarken, da-
runter die Marke JACOBS Kronung, enthielten 1,2 g Koffein je 100 g Kaffeepulver
(Stiftung Warentest, 2009), sodass eine Sorte mit einer fur den Durchschnittskaffee-
trinker reprasentativen Koffeinmenge gewahlt wurde. Um die Aufnahme der gleichen
Menge Koffein bei allen Teilnehmern zu sichern, erhielt jeder Proband eine Packung
dieser Marke und einen standardisierten Kaffeemessloffel.

Die Tagesmenge Kaffee wurde von den Probanden morgens mit handelsublichen
Kaffeemaschinen gekocht. An 7 aufeinander folgenden Tagen wurde jeden Morgen
eine Kaffeemenge von 6 gestrichenen Kaffeemessloffeln (dies entspricht einer Kaf-
feepulvermenge von 54 g) durch eine Filtertute mit einer Wassermenge fur etwa 6
Tassen gebriht. Der Kaffee wurde in eine Thermoskanne gefullt und Uber den Tag
verteilt getrunken. Um Nebenwirkungen wie Schlaflosigkeit oder Unruhe am Abend
entgegenzuwirken, tranken die Probanden jeweils 2 Tassen Kaffee am Morgen, mit-
tags und die Restmenge bis spatestens 16:00 Uhr.

4.3.2 Tracersubstanzen

Fur den Atemgastest wurden folgende Tracersubstanzen von Campro Scientific,
Berlin verwendet:
1. ['*C2JAminopyrin [4,4"-Di ["*C]methylaminoantipyrin] (**C-Ampy)
Molekulargewicht: 233,3 g/mol, 98 Atom %'*C
Dosis: 2 mg/kg KG
2. ["Cs]Coffein *C-[N-3-Methyl]Coffein (**C-Coff)
Molekulargewicht: 197,16 g/mol, 98 Atom %'*C
Dosis: 1 mg/kg KG

Aminopyrin ist eine Substanz, die sowohl als Analgetikum als auch als Antipyretikum
eingesetzt wird. Nach oraler Aufnahme wird es vom Korper schnell und vollstandig
resorbiert, gleichmaldig verteilt und ausschlieBlich in der Leber verstoffwechselt.
(Brodie und Axelrod, 1950, Branch, 1982)
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Hauptverantwortlich fur diese Verstoffwechselung sind die Enzyme CYP 1A2 und
CYP 3A (Brockenmoller und Roots, 1994). Das dabei durch mehrere Metabolisie-
rungsschritte  entstehende CO, wird in der Atemluft gemessen. Die
Demethylisierungsrate, der Standard fur die Integritat der Leberfunktion, wird auf die-
se Weise indirekt bestimmt (Ghoos et al., 1994). Mit dieser Methode misst man die
Kapazitat der Leber bzw. deren Masse an funktionierenden Leberzellmikrosomen
(Miotti et al., 1988).
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Abbildung 6: Strukturformel von [*C;]JAminopyrin (Schulze, 2002)

H4C

Coffein (Abb. 7) ist ein zu den Purinen (Methylxanthinen) zahlendes, naturlich vor-
kommendes Pflanzen-Alkaloid. Man zahlt es zu den Stimulanzien, weshalb es als
Testsubstanz eingesetzt werden kann. Koffein ist als Genussmittel weit verbreitet
und in normaler Dosierung nahezu frei von Nebenwirkungen. Es wird ebenfalls Gber
das Enzym CYP 1A2 metabolisiert.
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Abbildung 7: Strukturformel von [**Cs]Coffein (Hielscher Ultrasonics GmbH, 2015)

4.3.3 Nikotinaufnahme durch die Raucherprobanden

Die Raucher-Probanden konsumierten i.d.R. taglich mindestens 15 Filterzigaretten.
Die damit aufgenommene Nikotinmenge wurde den Angaben auf den Zigarettenpa-
ckungen entnommen, die Zigarettenmarken und die Anzahl tatsachlich gerauchter
Zigaretten wurden in der Testphase protokolliert.
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Selbst gedrehte Zigaretten enthalten im Durchschnitt ca. 0,8-1,4 mg Nikotin pro Ziga-
rette und entsprechen somit der Nikotinmenge von Filterzigaretten.

Tabelle 3: Zigarettenkonsum der Raucher

Nr. | Zigarettenmarke/ enthaltene | Anzahl der gerauchten | Gesamtnikotin-
Nikotinmenge bei Inhalation Zigaretten pro Tag menge
einer Zigarette wahrend des 13-tagigen in [mg/d]
Testes
1 Pueblo/ 1,1 mg 15 16,5
2 Cross Road blau/ 1,3 mg 15 19,5
3 Pall mall/ 0,9 mg 15 13,5
4 Pall mall/ 0,9 mg 20 18,0
5 Pall mall blue/ 0,5 mg 20 10,0

4.4 Versuchsdurchfihrung

4.4.1 Dauer und Ablauf der Testreihen

Aus oben genannten Grunden (Kapitel 4.1.3 Anzahl und individuelle Daten der Pro-
banden) unterschied sich die Versuchsdauer fur die Nichtraucher (NR) und Raucher
(R). Die NR-Gruppe absolvierte die Testreihe an insgesamt 21 Tagen, wohingegen
die R eine Testdauer von 13 Tagen durchliefen.

Der Ablauf der Versuche wurde wie folgt fur die jeweiligen Gruppen gestaltet:

4.4.1.1 Versuchsablauf mit Nichtraucherprobanden

Die NR begannen am ersten Tag mit dem Verzicht auf jegliche Arten von koffeinhal-
tigen Getranken, dazu zahlten alle Zubereitungsarten von Kaffee und Kaffee
ahnlichen Getranken, Cola und Cola ahnlichen Getranken, Tee und Engerydrinks
(Abb. 8). Nach 7 Tagen Koffeinabstinenz (KA) erfolgten die ersten
3CO,-Atemgastests. Sechs Probanden begannen mit *C-Coff (C) und 6 Probanden
mit "*C-Ampy (A). Die Probanden wurden nicht dariiber informiert, mit welchem Tra-
cer sie die Atemgastests begannen. In den darauf folgenden 7 Tagen mussten alle
NR weiter auf einen Koffeinkonsum (KK) verzichten, um im cross-over-Verfahren am
14. Testtag erneut einen Atemgastest mit dem jeweils anderen Tracer durchzufuh-
ren. Nach einem zweiwochigen Koffeinverzicht begann fur die NR der zweite
Abschnitt der Testreihe. Uber einen Zeitraum von weiteren 7 Tagen nahmen die Pro-
banden eine durchschnittliche tagliche Kaffeemenge von 6 Tassen Kaffee zu sich.
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Am 7. Kaffeetag“ und somit 21. Tag des Testdurchlaufes, erfolgte der dritte Atem-
gastest mit dem Tracer *C-Coff.

Koffeinabstinenz

Abbildung 8: Schema der Testreihe der Nichtraucher

Koffeinabstinenz 6 Tassen Kaffee pro Tag

4.4.1.2 Versuchsablauf mit Raucherprobanden

Die Gruppe der R begann am ersten Tag mit der KA, fuhrte jedoch bereits am 3. Tag
den ersten *CO.-Atemgastest durch (Abb. 9). Drei R begannen mit dem Tracer
3C-Coff und 2 R mit *C-Ampy. Nach weiteren 3 Tagen, dem 6. Testtag der R, wurde
der entsprechende cross-over-Test mit der zweiten Tracersubstanz absolviert, so-
dass nach insgesamt 6-tagiger KA die erste Phase der Testreihe abgeschlossen war.
AnschlieRend folgte fur die R die Phase des 7-tagigen KK von 6 Tassen Kaffee am
Tag. Auch in dieser Gruppe folgte am 7. Kaffee-Tag der letzte Test mit dem Tracer
3C-Coff, dies war fiir die R der 13. Testtag.

Koffein- Koffein- 6 Tassen Kaffee pro Tag
abstinenz abstinenz

Abbildung 9: Schema der Testreihe der Raucher
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4.4.2 Mahlzeiten

4.4.2.1 Fruhstick

Das Frahstuck erfolgte nach Menge, Zeitpunkt und Ablauf standardisiert nach Wetzel
und Fischer (2001), da mit dieser Mahlzeit die Tracersubstanzen eingenommen wur-
den. Das Fruhstluck setzte sich wie folgt zusammen: Ein halbes Brotchen mit Butter
und mit handelsublicher Salami belegt, ein halbes Brotchen mit Butter und handels-
ublicher Marmelade sowie ein Glas 0,3 | Apfelsaft. Am letzten Testtag kamen die
etwa 2 Tassen Kaffee hinzu.

Das halbe Marmeladenbrotchen wurde als Trager fur die Tracersubstanzen prapa-
riert, da die Konsistenz der Marmelade deren Anhaftung garantierte.

4.4.2.2 Mittagessen

An den Tagen des "*C-Ampy-Testes erhielten die Probanden zum Mittagessen Spa-
ghetti mit selbst zubereiteter Sauce Bolognese. An den Testtagen, an denen *C-Coff
verabreicht wurde und an denen die Probenden sich noch in der KA-Phase befan-
den, erhielten alle Teilnehmer zum Mittagessen Kartoffeln mit Rahmspinat und
Ruhrei. Am letzten Testtag, an dem alle Probanden Kaffee tranken und den Tracer
3C-Coff zu sich nahmen, setzte sich das Mittagessen aus Kartoffeln, Sauce Hol-
landaise, Brokkoli und Cordon Bleu zusammen. Die Probanden konnten zwischen
unterschiedlichen Getranken wahlen. Ausgenommen waren jedoch alkoholische und
koffeinhaltige Getranke. Am letzten Testtag tranken alle Probenden zu ihren Mahlzei-
ten die entsprechende Menge Kaffee.

4.4.3 Tracereinnahme

Die Tracereinnahme erfolgte bei allen Probanden an allen Testtagen um 8:00 Uhr mit
den vorbereiteten Brotchen. Das mit der Tracersubstanz praparierte Brotchenstuck
wurde kurz gekaut und geschluckt. Das Gefaly, in dem die Tracersubstanz vor dem
Auftragen auf die Brotchen eingewogen wurde, wurde mit ein wenig Apfelsaft ausge-
spult und von den Probanden getrunken, damit sichergestellt werden konnte, dass
die Probanden die fur sie bestimmte Menge des Tracers vollstandig eingenommen
haben. Den Probanden war es erlaubt, wegen des ,staubigen® und leicht bitteren
Geschmacks sowohl von "*C-Coff als auch von "*C-Ampy etwas von dem bereitge-
stellten Apfelsaft nachzutrinken, um das Praparat besser schlucken zu konnen.
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4.4.4 Ablauf eines Testtages

Fur alle Probanden begann jeder Testtag um 7:45 Uhr mit der Abgabe des Leerwer-
tes des "*CO,-Atemtestes. AnschlieRend wurde das vorbereitete Friihstiick in Ruhe
eingenommen. Das Fruhstuck dauerte in der Regel 10 min, so dass um 8:15 Uhr die
erste Atemgasabgabe mit Beatmung der Aluminiumbeutel erfolgte. Bis einschliel3lich
10:00 Uhr wurde alle 15 min mit derselben Ausatemtechnik die Atemgasabgabe wie-
derholt, danach in Abstanden von 30 min. Gegen 12:30 Uhr gab es fur alle
Probanden das dem Studiendesign angepasste Mittagessen. Die Testtage endeten
um 16:00 Uhr. Insgesamt wurden somit 21 Atemgasproben je Proband in Alumini-
umbeuteln abgefullt und fur die Analytik aufbereitet. Der Verlauf der Testtage wurde
handschriftlich protokolliert.

4.4.4.1 Regeln fur den Tagesablauf der Probanden-Gruppen

Alle Testtage sollten von den Probanden alltagsahnlich gestaltet werden. Im Testzeit-
raum durften sich die Probanden zwischen 7:45 Uhr und 16:00 Uhr nicht sportlich
betatigen. Eine ruhende Position war jedoch nicht vorgeschrieben. Da einige Pro-
banden berufstatig waren, gewannen sie die Proben selbststandig wahrend ihres
Arbeitsalltages. Es wurde jedoch darauf geachtet, dass die Arbeit nicht mit ausge-
pragter oder Ubermaldiger korperlicher Erschopfung einherging.

4.4.5 Probenahme und Aufbewahrung der Proben

Nach einer tiefen Inspiration wurde der Atem von den Probanden etwa 3-5 Sekunden
angehalten und anschlielend mit einem kurzen Atemsto3 Uber ein rohrformiges
Mundstuck in nummerierte Aluminiumbeutel (Volumen 300 ml) ausgeatmet. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Beutel nicht zu prall befullt wurden. Direkt nach der
Probennahme wurden die Aluminiumbeutel mit Stopseln luftdicht verschlossen und
so aufbewahrt, dass die Analytik zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt werden
konnte.

Von jedem Teilnehmer wurde zu Beginn des Testdurchlaufs, genau 15 min vor Tra-
cereinnahme, eine Leerwertprobe genommen, also eine Beatmung des
Aluminiumbeutels ,,0“ durchgefuhrt. Dies ermoglichte die Ermittlung der endogenen,
natiirlichen, exspiratorischen *CO,-Konzentration eines jeden Probanden. (Wetzel
und Fischer, 2001)
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4.5 Messmethode

4.5.1 Infrarotspektroskopie-Analysator

Die isotopenselektive nicht dispersive Infrarotspektroskopie (NDIR) nutzt die charak-
teristischen Frequenzen der Absorption von der Strahlung der Strukturelemente zur
quantitativen Bestimmung von Konzentrationen in Gasen. Da von CO, und "CO,
unterschiedliche Absorptionsspektren aufgezeichnet werden, ist das NDIR-Verfahren
zur quantitativen Messung im Atemgas geeignet. Die Auflosung der Spektren liegt
bei 0,3 %o. (Brosicke, 1987, Braden et al., 1999)

Das '2C0O,/"*CO,-Isotopenverhaltnis in der Atemluft der Probanden wurde isotopen-
selektiv mit einem Infrarotspektroskopie-Analysator (FANci2, Firma Fischer ANalysen
Instrumente GmbH, Leipzig) des Forschungslabors der Klinik und Poliklinik fur Kin-
der- und Jugendmedizin Rostock gemessen.

4.6 Statistische Berechnungen

Fur die statistische Auswertung der Daten wurden die ,Delta over Baselinie“-Werte
(DOB-Werte) und die kumulativen prozentualen 3C0O,-Exhalationen nach den Glei-
chungen von Brosicke et al. (1987) und Radke et al. (1995) berechnet. (Brosicke,
1987, Radke et al., 1995)

4.6.1 Delta over Baseline (DOB)

Die "*C-Kontentrationen aus der Leerwert-Probe, wurden als Baseline festgelegt. Der
,DOB"“-Wert eines bestimmten Zeitpunktes () wurde aus der Differenz der Baseline
(5"Cy) und der zu diesem Zeitpunkt (t) gemessenen *C-Konzentration (3'°Cy) er-
mittelt. (Renaud et al., 1995)

Formel zur Berechnung der DOB:
A8"Cyi= 8"°Cyi- 8"°Cyo

4.6.2 Kumulative prozentuale *CO,-Exhalationen

In die Berechnung der kumulativen prozentualen 3C0O,-Exhalation gehen die
3C-Dosis und die A3"™Cyum-Werte ein. Diese A8"Cim-Werte werden aus den
DOB-Werten berechnet.
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4.6.3 Berechnung der Tracer-Dosis

Die Dosis des Tracers wird mit folgender Formel nach (Wang et al., 2005) berechnet:

mxAXn g mol

Desls Y= ooxiie kogimel &g

m = Menge des eingesetzten Tracer
A = 3C-Haufigkeit des Tracer in Atom%
MG = Molekulargewicht des markierten Tracer

n = Anzahl der "*C-makierten C-Atome

4.6.4 Berechnung des A5"°Cyym -Wertes

Um den A8"Cium-Wert zu ermitteln, werden A8'3Cy.q und der A8"Cy kumulativ
addiert.

Der Ad; wird nach folgender Formel berechnet (Brosicke, 1987, Radke et al., 1995):

ASCyy = 2 % (AB™Cy 4 + ABCy) X (t—ti4)
i-1

4.6.5 Berechnung der kumulativen prozentualen *CO,-Exhalationen
Die kumulativen prozentualen '*CO,-Exhalationen (KPEx) werden mit folgender
Formel nach (Renaud et al., 1995) berechnet:

KPEx= PDB x KO x Endo CO» x A8"*Cxum M2 mol [m? h” h
D x 10 gmol g

PEx = Prozentuale Exhalation

(®*C/'?C)sy = Isotopenverhaltnis von *CO, Standardgas
Pee Dee Belemnite (PDB) = 0,0112372

KO = Kdrperoberflache [m?]

Endo CO, = Endogene CO,-Produktion 0,3 mol x [m? x h]”

D = Dosis des eingesetzten Tracer

4.6.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Darstellung in Grafiken erfolgte mit der Software
Microsoft Office Excel 2010. Die Auswertung umfasst die statistische Beschreibung

mit den Parametern Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum, Korre-
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lation und Bestimmtheitsmall sowie Mittelwertvergleiche mit dem Zweistichproben
t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen mit P(T<=t) zweiseitig.

4.6.6.1 Berechnung und Auswertung der DOB-Werte

Um die Metabolisierungsgeschwindigkeit des "*C-markierten Kohlenstoffs bestimmen
zu koénnen, wurde von jedem Probanden 15 min vor Einnahme des Tracers der
Leerwert der Atemluft ermittelt. Dieser Leerwert entsprichnt der naturlichen
3CO,-Haufigkeit und wird von den Brutto-Testwerten abgezogen. In den Grafiken
wird somit der Nettowert der Verstoffwechselung dargestellt, die im Kurvenverlauf
uber den Testtag die Metabolisierungsgeschwindigkeit charakterisiert.

4.6.6.2 Berechnung und Auswertung der *CO,-Exhalation

Die Intensitat der Entgiftungsfunktion der Leber wird als Anteil des abgeatmeten
3C im Verhaltnis zum aufgenommenen *C zu den Messzeitpunkten dargestellt. Zum
Zeitpunkt der maximalen KPEx kann von einer nahezu abgeschlossenen Resorption
des Tracers ausgegangen werden.

31



5 Darstellung der Ergebnisse

5.1 CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach
[*C,]JAminopyrin- und [°C;]Coffein-Gabe bei Rauchern und Nicht-
rauchern unter Koffeinabstinenz

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen den Verlauf der Mittelwerte der

3C0,-Haufigkeiten (DOB) und der KPEx in der Atemluft nach der Tracereinnahme

von Rauchern (R) und Nichtrauchern (NR) Uber einen Testzeitraum von 8 h. Die
Testergebnisse wurden unter KA ermittelt.

1,50 h; 11,00 %o
. k “

. I\ 1,75h; 9,25 %o

Abbildung 10: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
der Nichtraucher und Raucher nach *C-Ampy-Gabe unter Koffeinabstinenz

Die Graphen in Abbildung 10 zeigen einen steilen Anstieg der DOB-Werte direkt
nach der Einnahme des Tracers '>C-Ampy vom Zeitpunkt O bis ca. 2 h. Die
DOB-Maxima beider Probandengruppen werden im AAT zum Zeitpunkt t = 1,50 bis
1,75 h erreicht.

Unter KA liegt der Peak des DOB-Wertes der R nach t = 1,50 h bei 11,00 % und da-
mit 1,75 %o Uber dem Peak der NR (Abb. 10).
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Der Anstieg der KPEx-Werte erfolgt in den ersten 75 min nach Einnahme des Tra-
cers noch etwas zogerlich, danach kommt es zu einer leicht erhdohten Exhalation der
R im Vergleich zu den NR. Zwischen t = 5,00 und 5,50 h nach Testbeginn schneiden
sich die Kurven, da die Werte der R jetzt langsamer zunehmen als die der NR. Der
mittlere Endwert der NR liegt bei 22,56 %, wahrend die R im Durchschnitt 20,36 %
erreichen (Tab, A2). Ab dem Zeitpunkt t = 7,00 h sind die Differenzen mit p = 0,05
signifikant.

In Abbildung 11 werden die DOB-Werte des CAT im Testtagesverlauf bei KA darge-
stellt. Bis zum Zeitpunkt t = 1,75 h (NR) und t = 2,00 h (R) nach Testbeginn steigen
die DOB-Mittelwerte an, bleiben jedoch deutlich unter den DOB-Mittelwerten nach
3C-Ampy-Gabe. Die NR erreichen Peaks von 3,20 %o und liegen damit 1,56 %o unter
den R (Tab. A1). Statistisch ergibt sich hier eine Signifikanz von p = 0,0001. Zwi-
schen den Mittelwerten der KPEx der NR und R besteht Uber den gesamten Verlauf
eine signifikante Differenz (p < 0,05), die von 0,19 % zu Beginn des Testtages auf
1,07 % nach 1,25 h ansteigt und bis zum Testende nach 8 h zwischen 0,77 % und
0,25 % schwankt.

DOB [%d] KPEX [%]

16

2,00 h; 4,76 %o L

1,75Iﬁ1120(%0

12
abt=0,75 h; p< 0,05

10

0,0 1,0 2,0 3.0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0
Zeit [h]

=-Nichtraucher, n=12 -e-Raucher,n=5

Abbildung 11: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
der Nichtraucher und Raucher nach '*C-Coff-Gabe unter Koffeinabstinenz
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5.2 CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach
['*C;]Coffein-Gabe bei Rauchern und Nichtrauchern unter Koffein-

konsum

Abbildung 12 zeigt die Testergebnisse nach *C-Coff-Gabe von NR und R, die nach
KK gemessen wurden. Neben den DOB-Mittelwerten sind deren Maximalwerte sowie
der Zeitpunkt, an dem diese Spitzenwerte erreicht werden, ausgewiesen. Unter KK
steigen die DOB-Werte der R nach Testbeginn schneller an und erreichen nach
t = 2,00 h einen Maximalwert von 3,56 %o (Tab. A1). Der Peak der NR wird erst nach
t = 2,50 h erreicht und liegt mit 2,82 %o etwas unter dem der R zu diesem Zeitpunkt.
Die Differenzen sind mit p = 0,05 statistisch signifikant.

Die KPEx nach "C-Coff-Gabe der NR und R gleichen sich in ihrem Verlauf. Sie ha-
ben zunachst einen leicht zogerlichen Anstieg bis zum Zeitpunkt t = 1,50 h und
zeigen danach einen nahezu linearen Verlauf mit R* = 1,0. Unter KK erreichen die
NR eine max. KPEx von 10,13 % (Tab. A2) und liegen Uber die gesamte Messzeit
unter den Werten der R. Beginnend mit dem Testzeitpunkt t = 5,00 h sind die Diffe-
renzen mit p = 0,05 signifikant.

abt=5,00 h; p=0,05

2,00 h; 3,56 %o
2,50 h; 2,82 %o

Abbildung 12: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
der Nichtraucher und Raucher nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum
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5.3 CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach
['*C;]Coffein-Gabe vor und nach Koffeinkonsum bei Nichtrauchern

und Rauchern

Die Abbildungen 13 bis 15 zeigen den Kurvenverlauf der DOB-Mittelwerte und der
KPEx der Atemluft nach Einnahme des Tracers '>C-Coff aller Probanden, der NR
und R Uber einen Testzeitraum von 8 h. Die abgebildeten Testergebnisse wurden je-
weils unter KA und KK ermittelt.

Die Graphen aller Probanden und der NR unterscheiden sich nur geringfugig vonei-
nander. Der Peak der NR unter KA wird zum Zeitpunkt t = 1,75 h erreicht und betragt
DOB = 3,18 %o (Tab. A1). Unter KK wird dieser Peak erst zum Zeitpunkt t =2,50 h
ausgewiesen und fallt mit DOB = 3,05 %o etwas geringer aus. (Abb.14)

Abbildung 15 zeigt einen steilen Anstieg der DOB-Mittelwerte der R unter KK und KA.
Beide Graphen erreichen den Peak zum selben Zeitpunkt (t = 2,00 h), allerdings ist
der maximale Mittelwert unter KA bei R mit 4,76 %o um 1,2 %o signifikant (p = 0,009)
hoher als bei KK.

Die Abbildungen 13 und 14 aller Probanden und der NR zeigen nahezu identische
Graphen der KPEx unter Koffeinkonsum und Koffeinabstinenz im Anstieg, jedoch
nicht im Verlauf zueinander. Zum Zeitpunkt t = 2,00 h dividieren die Graphen aller
Probanden leicht auseinander, dabei sind die Werte unter KA stets hoher als die un-
ter KK. Dagegen sind die der NR bis zum Zeitpunkt t = 5,50 h nahezu identisch,
danach liegen die NR unter KK Uber denen unter KA.

Zum Ende der Testreihe werden unter KK KPEx von 10,71 % (alle Probanden, Abb.
13, Tab. A2) bzw. 10,13 % (NR, Abb. 14, Tab. A2) erreicht. Die KPEx der R unter-
scheidet sich unter KK und KA im Anstieg und resultiert zum Ende der Testreihe in
Maximalwerten von 11,98 % unter KK und 15,24 % bei KA. Die Differenz ist signifi-
kant ab dem Testzeitpunkt t = 3,00 h mit p < 0,043 (R, Abb. 15, Tab. A2).
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1,75 h; 3,61 %o
2,50 h; 3,06 %o

Abbildung 13: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
aller Probanden nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum und Koffeinabsti-

nenz

1,75 h; 3,18 %o
2,50 h; 3,05 %o

Abbildung 14: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
der Nichtraucher nach '*C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum und Koffeinabsti-

nenz
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2,00 h; 4,76 %o

2,00 h; 3,56 %o

Abbildung 15: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
der Raucher-Probanden nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum und Koffein-

abstinenz

5.4 CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach
['*C,]JAminopyrin-Gabe bei Frauen und Minnern unter Koffeinabsti-

nenz

Nach *C-Ampy-Gabe reagieren Frauen (F) und Manner (M) unterschiedlich, was an
den DOB-Mittelwerten und der KPEx zu sehen ist (Abb. 16).

Von den F wird zum Zeitpunkt t = 0,75 h bei den DOB-Mittelwerte das Niveau ca.
8 %o erreicht und Uber t = 1,25 h anndhernd gehalten (Abb. 16). Der Peak liegt bei
9,12 %o (t = 1,50 h, Abb. A1). Der Abfall der DOB-Mittelwerte erfolgt bei den F fast li-
near bis auf einen Endwert von 2,44 %o. Die Differenzen der KPEx zwischen F und M
sind zu den Zeitpunkten t = 6,50 und t = 7,00 h signifikant (p = 0,04).

Bei Nichtraucherinnen (NRF) ist nach der "*C-Ampy-Gabe der DOB-Anstieg nur mé-
Rig beeinflusst (Abb. 17). Raucherinnen (RF) reagieren dagegen mit einem Peak, die
DOB-Mittelwerte steigen bis zum Zeitpunkt t = 1,25 h auf 11,63 %0 im Vergleich zu
7,95 %o auf gleichbleibendem Niveau der NRF von t = 1,50 bis t=3,00 h (7,25 %,
Tab. A1).
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1,75 h; 10,95 %o

&R 1,50 h; 9,12 %

Abbildung 16: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation

von Frauen und Mannern nach *C-Ampy-Gabe unter Koffeinabstinenz

Nichtraucher (NRM) und Raucher (RM) zeigen in ihren DOB-Werten nahezu gleiche
Reaktionen auf die *C-Ampy-Gabe (Abb. 18, Tab. A1). Der Peak wird fast zeitgleich
(t=1,75bzw. 2,00 h) und in gleicher H6he (10,93 bzw. 11,50 %o) erreicht.

Die KPEx unterstreichen die héhere Entgiftungskapazitat der Leber von M nach
3C-Ampy-Gabe (Abb. 16, Tab. A2). Mit 23,09 % liegt der KPEx-Endwert der M um
2,22 % Uber dem der F. Kumulativ gibt es zwischen den KPEx der NRF und der RF
einen Schnittpunkt t = 6 h nach der Tracereinnahme (Abb. 17). Danach steigt der
Graph der RF nicht mehr in dem Mal}e, wie der der NRF.

Da die Graphen der NRM und RM nach *C-Ampy-Gabe annéhernd gleich verlaufen,
ist auch die Darstellung der KPEXx hinsichtlich Anstieg und Streuung gleich (Abb. 18).
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1,25 h; 11,63 %o
N T:

MT
1
7\1,50 h; 7,95 %o

Abbildung 17: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
von Nichtraucherinnen und Raucherinnen nach *C-Ampy-Gabe unter Koffein-

abstinenz

2,00 h; 11,50 %o
1,75 h; 10,93 %o

Abbildung 18: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation

von Nichtrauchern und Rauchern nach *C-Ampy-Gabe unter Koffeinabstinenz
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5.5 *CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach

['*C;]Coffein-Gabe bei Frauen und Mannern unter Koffeinabstinenz

Unter KA reagieren F und M nach "*C-Coff-Gabe unterschiedlich, was im Kurvenver-
lauf der DOB-Mittelwerte zu sehen ist (Abb. 19). Bei ahnlicher Standardabweichung
der Mittelwerte (F s = 3,30; M s = 4,20, Tab. A1) verlauft die Kurve der M nahezu
ausnahmslos Uber der der F. Die Differenzen betragen im Bereich der Peaks 1,15 bis
1,34 %o und danach 0,5 bis 0,98 %.. Nur zu Beginn der Messreihen und nach
t = 7,00 h werden gleiche Mittelwerte ausgewiesen. Die Differenzen der DOB-Werte
sind signifikant mit p = 0,02 und der KPEx mit p = 0,03 ab dem Zeitpunkt t = 3,00 h.

Grole Differenzen zeigen sich bei den DOB-Werten, die von NRF und RF nach
3C-Coff-Gabe gemessen wurden (Abb. 20). Die Messwerte der NRF bleiben nach
einem leichten Anstieg zu Beginn auf 1,98 %o auf diesem Niveau, der Peak liegt nach
t=2,50 h bei 2,90 %0. Nach t = 8,00 h wird ein Mittelwert von 1,85 %o erreicht. Der
Anstieg der RF ist steiler, nach t = 1,75 h zeigt der Graph einen Peak von 4,40 %o
und bleibt 25 min auf diesem Niveau, nach weiteren 25 min ist ein Abfall auf 3,4 %o
zu verzeichnen. Die DOB-Werte unterscheiden sich mit p = 0,0003 signifikant.

RM reagieren intensiver auf die 3C-Coff-Gabe als NRM (Abb. 21). Der Anstieg der
Exhalationswerte ist steiler, der Peak nach t = 2,50 h hoher als der der NRM (5,45 %o
(RM) vs. 3,90 %o nach t = 1,75 h (NRM)). Beide Graphen sinken gleichmaRig ab, die
Endwerte liegen bei 1,92 %0 (NRM) bzw. 2,75 %0 (RM). Auch diese Differenzen sind
signifikant mit p = 0,0001.

Die Diagramme der KPEx von F und M (Abb. 19) weisen nach "*C-Coff-Gabe bei M
im Vergleich zu F sowie R gegenuber NR auf eine hohere Leberentgiftungskapazitat
hin. Zwischen M und F betragt die Differenz der KPEx nach t = 8,00 h 2,40 %.

Die KPEx der RF steigt signifikant starker an als die der NRF (p < 0,04). Die Maxi-
malwerte liegen bei 13,70 vs. 7,94 % (Abb. 20, Tab. A2).

Diese KPEx der RM differieren noch deutlicher (ab t = 0,75 h mit p < 0,05). (Abb 21,
Tab. A2). Die RM liegen im Endwert 6,88 Prozentpunkte uber den NRM.
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Abbildung 19: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation

von Frauen und Minnern nach '*C-Coff-Gabe unter Koffeinabstinenz
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Abbildung 20: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
von Nichtraucherinnen und Raucherinnen nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinab-

stinenz
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Abbildung 21: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
von Nichtrauchern und Rauchern nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinabstinenz

5.6 '*CO,-Haufigkeit und kumulative prozentuale Exhalation nach

['*C;]Coffein-Gabe bei Frauen und Minnern unter Koffeinkonsum

Unter KK unterscheiden sich die Graphen nach *C-Coff-Gabe von F und M lediglich
im Anstieg nach Testbeginn (Abb. 22). Der Peak wird von den M 0,5 h fruher erreicht
und liegt 0,5 %o Uber dem der F. Im weiteren Verlauf erreichen beide Kurven das
gleiche Niveau und halten dieses bis zum Testende. Hier ergibt sich eine statistische
Signifikanz von p = 0,04.

Die DOB-Werte, die von NRF und RF nach '*C-Coff-Gabe gemessen wurden, wei-
chen in der Hohe, jedoch nicht im Verlauf voneinander ab (Abb. 23). Die Messwerte
der RF bleiben nach einem Anstieg auf 3,10 — 3,20 %o bis zum Zeitpunkt t = 6,00 h
auf diesem Niveau. In der KPEx liegen die RF ab dem Zeitpunkt t = 3,50 h signifikant
uber den NRF (p < 0,05).

RM reagieren intensiver auf die 3C-Coff-Gabe als NRM (Abb. 24). Der Anstieg der
DOB-Werte ist steiler, der Peak nach t = 2,00 h hoher als der der NRM (4,40 %o (RM)
vs. 3,18 %o (NRM), Tab. A1). Der Graph der RM sinkt und bleibt mit Schwankungen
auf einem Niveau von 1,75 bis 2,55 %e.
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2,00 h; 3,53 %o

2,50 h; 3,03 %o

Abbildung 22: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
von Frauen und Mannern nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum

2,50 h; 3,20 %o
2,50 h; 2,95 %o

abt=3,50 h; p< 0,05

Abbildung 23: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation
von Nichtraucherinnen und Raucherinnen nach *C-Coff-Gabe unter Koffein-

konsum
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2,00 h; 4,40 %o

Abbildung 24: Gemessene DOB-Werte und kumulative prozentuale Exhalation

von Nichtrauchern und Rauchern nach *C-Coff-Gabe unter Koffeinkonsum

Der KPEx-Graph der F schneidet den der M nach t = 5,00 h und liegt dann leicht
Uber diesem (Abb. 22). Die Diagramme der KPEx von F und M (Abb. 23 und 24) wei-
sen auf eine intensivere Stoffwechseltitigkeit der Leber nach C-Coff-Gabe bei R
gegenuber NR hin. Da die KPEx-Werte der RF enden 2,49 % Uber dem der NRF.
Dagegen unterschreiten die KPEx der NRM die der RM (Tab. A2).

5.7 Zusammenfassende Darstellung aller Tests

In den Abbildungen 25 bis 28 sowie der Tabelle 4 werden die Spitzenwerte der DOB
und der KPEx aller Tests mit ">*C-Coff und *C-Ampy dargestellt. Signifikante Diffe-
renzen wurden entsprechend gekennzeichnet.

Die DOB-Spitzenwerte aller Probanden (G = gesamt) liegen unter KA leicht Uber de-
nen unter KK (0,5 %o), die der NR unterscheiden sich kaum (0,1 %o). Bei R Ubersteigt
unter KA der Spitzenwert von 4,8 %o den unter KK um 1,2 %o.

Unter KK wurden NR und R nur mit dem CAT getestet. Die Spitzenwerte liegen mit
10,1 bzw. 12,0 % (KPEx) und 3,1 bis 3,6 %0 (DOB) auf anndhernd gleichem Niveau.
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Differenzen zeigen sich unter KA. Mit dem CAT werden DOB-Messwerte auf niedri-
gerem Niveau ermittelt, als mit dem AAT. Die Relationen zwischen den

Probandengruppen sind jeweils gleich.

In allen Tests wurden bei den R im Vergleich zu NR jeweils hdhere Maximalwerte der
DOB-Werte gemessen (Abb. 25 bis 28). Mit Ausnahme der RM im Vergleich zu RF
liegen die Maxima der M Uber den Werten der F. Dabei wurden die hochsten Diffe-
renzen der maximalen Mittelwerte zwischen NR und R ermittelt (3,2 %o vs. 4,8 %o).

Tabelle 4 gibt neben den Signifikanzen die Mittelwerte und Varianzen der Testreihen
wieder. In den Tabellen A1 und A2 sind die statistischen Parameter der Testreihen
(Anzahl, Mittelwert, Minimum, Maximum, Standardabweichung) aufgefuhrt. Sie be-

ziehen sich jeweils auf die Mittelwerte der angegeben Probandenstichprobe.
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Abbildung 25: DOB-Spitzenwerte des [*Cs]Coffein-Atemgastests, G = gesamt,

F = Frauen, M = Manner
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Abbildung 26: DOB-Spitzenwerte des [*C;]JAminopyrin-Atemgastests, G = ge-
samt,

F = Frauen, M = Manner
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Abbildung 27: Kumulative prozentuale Exhalationswerte des ['*C3]Coffein-

Atemgastests, G = gesamt, F = Frauen, M = Manner
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Abbildung 28: Kumulative prozentuale Exhalationswerte des ['*C;]JAminopyrin-
Atemgastests, G = gesamt, F = Frauen, M = Manner
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Tabelle 4: Zweistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varian-

zen, zweiseitiger t-Test, jeweils 20 Beobachtungen

Mittelwert (MW); Varianz (v?); Freiheitsgrade (df); Testzeitpunkt ab (t); Signifikanz
zweiseitig P(T<=t) mit *signifikant

Test

Variable 1

Variable 2

df

Signifikanz

MW

V2

MW

V2

t

P(T<=t)

DOB der NR und R nach
3C-Ampy-Gabe unter
Koffeinabstinenz

6,04

4,37

5,76

11,21

32

0,25

0,75

DOB der NR und R nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

2,13

0,43

3,38

1,23

31

0,25

0,0001*

KPEx nach ">C-Ampy-
Gabe bei NR und R unter
Koffeinabstinenz

21,68

0,78

19,90

0,23

7,00

0,05*

KPEx nach C-Coff-Gabe
bei NR und R unter
Koffeinabstinenz

4,31

10,2

7,13

26,38

32

0,25

0,05*

DOB der NR und R nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

2,22

0,20

2,58

0,42

34

0,25

0,05*

KPEx nach C-Coff-Gabe
bei NR und R unter
Koffeinkonsum

8,33

1,66

10,01

2,28

12

5,00

0,05*

DOB aller Probanden nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum und
Koffeinabstinenz

2,33

0,24

2,52

0,59

32

0,25

0,35

KPEx nach *C-Coff-Gabe
aller Probanden unter
Koffeinkonsum und
Koffeinabstinenz

4,60

11,66

4,46

10,06

38

0,25

0,79

DOB der NR nach ™C-
Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum und
Koffeinabstinenz

2,22

0,20

2,16

0,42

34

0,25

0,38

DOB der R nach *C-Coff-
Gabe unter Koffeinkonsum
und Koffeinabstinenz

2,57

0,43

3,38

1,24

31

0,25

0,009*

KPEx nach "*C-Coff-Gabe
bei NR unter
Koffeinkonsum und
Koffeinabstinenz

4,48

11,39

4,31

10,22

38

0,25

0,87

KPEx nach C-Coff-Gabe
bei R unter Koffeinkonsum
und Koffeinabstinenz

8,50

6,03

11,09

9,65

19

5,00

0,04*

DOB von F und M nach
3C-Ampy-Gabe unter

5,73

5,64

6,24

6,93

38

0,25

0,53
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Test

Variable 1

Variable 2

df

Signifikanz

MW v2

MW v2

t | P(T<=t)

Koffeinabstinenz

KPEx von F und M nach
3C-Ampy-Gabe unter
Koffeinabstinenz

19,87 | 0,78

21,74 | 1,39

6,50 0,04*

DOB von NRF und RF
nach "*C-Ampy-Gabe
unter Koffeinabstinenz

574 | 2,83

5,65 | 15,5

26

0,25 0,93

DOB von NRM und RM
nach "*C-Ampy-Gabe
unter Koffeinabstinenz

6,34 | 6,66

593 | 8,38

38

0,25 0,64

KPEx von NRF und RF
nach "*C-Ampy-Gabe
unter Koffeinabstinenz

20,44 | 1,30

18,75 | 0,13

6,50 0,05*

KPEx von NRM und RM
nach "*C-Ampy-Gabe
unter Koffeinabstinenz

11,85 | 63,38

11,03 | 61,37

28

0,25 0,74

DOB von F und M nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

2,23 | 0,39

2,84 | 0,90

33

0,25 0,02*

KPEx von F und M nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

7,44 | 3,06

9,54 | 442

17

3,00 0,03*

DOB von NRF und RF
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

1,85 | 0,21

2,99 | 1,24

25

0,25 | 0,0003*

KPEx von NRF und RF
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

3,61 | 7,20

6,24 | 22,92

30

0,25 0,04*

DOB von NRM und RM
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

2,47 | 0,81

3,96 | 1,40

35

0,25 | 0,0001*

KPEx von NRM und RM
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinabstinenz

5,85 | 12,27

8,89 | 33,43

28

0,75 0,04*

DOB von F und M nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

2,26 | 0,13

2,58 | 0,28

31

0,50 0,04*

KPEx von F und M nach
3C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

4,55 | 12,82

4,98 | 13,42

38

0,25 0,67

DOB von NRF und RF
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

2,14 | 0,09

2,88 | 0,77

22

0,50 0,01*

KPEx von NRF und RF
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

9,00 | 5,88

6,97 | 3,57

17

3,00 0,05*

DOB von NRM und RM
nach *C-Coff-Gabe unter
Koffeinkonsum

2,46 | 0,22

2,88 | 0,77

28

0,50 0,08
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Test Variable 1 Variable 2 df Signifikanz
MWV | v | MW | 2 t | P(T<=t)
KPEx von NRM und RM
nach "®C-Coff-Gabe unter | 4,85 | 1243 | 553 | 13,85 | 38 | 0,25 0,56
Koffeinkonsum
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6 Diskussion

6.1 Diskussionen des Studiendesigns

6.1.1 Diskussion der Testdurchfuhrung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss der Alkaloide Nikotin und Koffein auf die Entgif-
tungsfunktion der Leber zu untersuchen. Als Probanden wurden gesunde Manner
und Frauen im Alter von 23 bis 51 Jahren ausgewahlt, wobei auf ein ausgewogenes
Geschlechterverhaltnis geachtet wurde.

Die Testungen erfolgten standardisiert in Anlehnung an die Versuchsdurchfuhrung
von Wetzel und Fischer (2001) nach einer mindestens 8-stindigen nachtlichen Fas-
tenphase. (Wetzel und Fischer, 2001, Kasicka-Jonderko et al., 2011) Auch die
Arbeitsgruppe um Kasicka-Jonderko (2011) fuhrte ihre Testungen nach diesem
Standard durch (Kasicka-Jonderko et al., 2011).

Wetzel und Fischer (2001) verabreichten die Tracer auf nichternen Magen mit FlUs-
sigkeiten. In den vorliegenden Untersuchungen nahmen die Probanden die
Tracersubstanz zum Fruhstick ein. Sie war auf der Ecke eines mit Marmelade be-
strichenen Brotchens aufgebracht und wurde mit einem Bissen aufgenommen.
(Wetzel und Fischer, 2001)

Reste des Tracers im Einwaage- und Transportgefald wurden mit Apfelsaft ausge-
spult und von den Probanden getrunken. Nach Aussage der Probanden uberdeckte
die sufle Marmelade den unangenehmen bitteren Geschmack des Tracers, was de-
ren Aufnahme erleichterte.

6.1.1.1 Testdurchfihrung zur Untersuchung des Koffeineinflusses

Die Stiftung Warentest veroffentlichte Koffeingehalte unterschiedlicher Kaffeemarken.
Die meisten, darunter die Marke JACOBS Kronung, enthielten 1,2 g Koffein je 100 g
Kaffeepulver (Stiftung Warentest, 2009), sodass fur diese Untersuchungen eine Sor-
te mit einer fur den Durchschnittskaffeetrinker reprasentativen Koffeinmenge gewahit

wurde.

In der aktuellen Debatte Uber einen moglicherweise schadlichen Koffeinkonsum in
groRen Mengen wird kontrovers diskutiert. Faust (2015) bezeichnet eine Dosis von
sechs bis zehn Tassen Kaffee am Tag als sogenannten ,Coffeinismus®. Damit meint
er einen uberzogenen Koffeinkonsum, der eine Abhangigkeit zur Konsequenz haben
kann. (Faust, 2012)
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Da die Angaben zu unschadlichen maximalen Aufnahmemengen an Koffein schwan-
ken, wurde im Vorfeld der Testreihe festgelegt, dass fur die Studie eine
reprasentative Kaffeemarke mit einem durchschnittlichen Koffeingehalt zum Einsatz
kommt. Davon wurde eine Menge eingesetzt, die fur einen durchschnittlichen Pro-
banden unproblematisch ist, aber innerhalb der 7 Testtage eine klinische
Symptomatik provoziert. Dabei werden 5 - 6 mg Koffein pro kg Koérpergewicht bzw.
300 - 400 mg pro Tag als moderater Kaffee-Genuss angesehen. Die letale Dosis liegt
beim Menschen bei 10 g Coffein, was etwa 100 Tassen Kaffee entspricht (Forth und
Adam, 2001, Nawrot et al., 2003, Nieber et al., 2007). Allerdings musste fur die Test-
durchfuhrung eine ausreichende Menge Kaffee gewahlt werden, um eine mogliche
Enzyminduktion oder Enzyminhibierung zu erfassen. Deshalb wurde pro Tag eine
Pulvermenge fur 6 Tassen Kaffee festgelegt.

Siebzehn Probanden nahmen an der Testreihe der vorliegenden Studie teil. Zu-
nachst wurde nach mehrtagiger Koffeinabstinenz mittels eines CAT die
Entgiftungsfunktion der Leber ohne Koffeineinfluss ermittelt. Die Abstinenzzeit der
Probanden variierte zwischen 3 Tagen (1 Proband), 6 Tagen (4 Probanden) und
7 Tagen (6 Probanden), weitere 6 Probanden verzichteten 14 Tage auf jegliche Kof-
feinzufuhr. Wahrend der Abstinenzphase durften die Probanden keine heil3e
Schokolade trinken, um die Koffeinaufnahme auch Uber diesen Weg zu vermeiden.
Da der Genuss jeglicher Schokolade nicht ausdricklich untersagt war, ist eine mini-
male Koffeinzufuhr durch Tafelschokolade bei einzelnen Probanden nicht

auszuschliel3en.

Funfzehn Probanden fuhrten im Anschluss an die koffeinfreie Phase einen einwdchi-
gen Koffeinabusus von mindestens 6 Tassen Kaffee taglich durch. An jedem Morgen
wurden mindesten 6 gestrichene Loffel gemahlenen Kaffees (das entspricht 54 g
Kaffeepulver) der Marke JACOBS Kronung mittels handelsublicher Kaffeemaschinen
als Filterkaffee aufgebriht und Uber den Tag verteilt getrunken. Eine Probandin
musste diese Phase aufgrund einer Unvertraglichkeitsreaktion auf die Koffeinuberdo-
sierung abrechen und holte den fehlenden Abusus mit einer an das Korpergewicht
adaptierten Koffeinmenge von 4 Tassen Kaffee pro Tag einige Wochen spater nach.

6.1.1.2 Testdurchfihrung zur Untersuchung des Nikotineinflusses

Ein Test zu Beurteilung der Leberfunktion zeichnet sich durch die Verwendung einer

nicht-toxischen Substanz aus, die ausschliel3lich durch die Leber metabolisiert und
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oral eingenommen wird, sowie leicht und nicht invasiv (z.B. im Urin, Speichel oder
Atemgas) gemessen werden kann (Musialik et al., 2015). Daher wurden zur Untersu-
chung des Einflusses von Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber
Atemgasttests mit den Tracern *C-Ampy und "*C-Coff gewahlt. Die 17 Probanden
filhrten 3 Testreihen durch, eine Testreihe mit *C-Ampy und zwei Testreihen mit
3C-Coff.

Als Probanden unter Nikotineinfluss wurden R getestet, als Vergleichsprobanden oh-
ne Nikotineinfluss nahmen NR an den Untersuchungen teil. Als R galt jeder Proband,
der im Durchschnitt mindestens 15 Zigaretten pro Tag konsumierte. Der Nikotingeh-
alt einer Zigarettenmarke ist auf den Etiketten der Packungen angegeben. Um die
aufgenommene Menge Nikotin pro Tag berechnen zu kdnnen, wurde deshalb neben
der Anzahl Zigaretten, die in der Testphase von den Probanden geraucht wurde, die
jeweilige Marke erfasst.

Die Testtage waren bei allen Probanden gleich strukturiert, sodass Art und Zeitpunkt
der Nahrungsaufnahme die Ergebnisse nicht beeinflussen konnten. Jeder Proband
gab um 7:45 Uhr eine Leerprobe des Atems ab und nahm danach um 08:00 Uhr das
Frihstick und somit die Tracersubstanzen, wie im Kapitel Material und Methoden
(4.3.3 Tracereinnahme) beschrieben, standardisiert auf. Die Mittagsmahlzeiten der
Probanden unterschieden sich nur geringfugig. So bekam jeder Proband am AAT-
Tag zum Mittag Spaghetti Bolognese, am ersten CAT-Tag Spinat mit Kartoffeln und
Ruhrei sowie am letzten Testtag Kartoffeln mit Sauce Hollandaise, Brokkoli und Cor-
don bleu. Da die Mittagsmahlzeit nicht in Verbindung mit der Tracereinnahme stand,
durften die Probanden deren Menge selbst bestimmen. Das Mittagessen wurde zwi-
schen 12:00 und 13:00 Uhr eingenommen, die Zeiten variierten zwischen den
Probanden nur geringfugig.

Alle Probanden sammelten die 20 Atemgasproben pro Tag Uber einen Zeitraum von
insgesamt 8 Stunden nach Tracereinnahme verteilt, also von 08:00 bis 16:00 Uhr.

6.1.2 Rekrutierung der Probanden

Das Studiendesign sah zunachst vor, je 12 R- und NR-Probanden zu rekrutieren, um
alle Teilnehmer in gleicher Weise und Dauer die Testreihen durchfuhren lassen zu
konnen. Dies erwies sich jedoch als nicht realisierbar.

Zunachst erklarten sich nur NR bereit, an der Studie teilzunehmen. Gewohnlich trin-
ken NR nur relativ geringe Mengen Kaffee pro Tag. Somit war die KA fur die NR kein
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Problem. Dagegen konnte eine Probandin die fur normale Kaffeetrinker erhebliche
Menge von 6 Tassen am Tag nicht konsumieren. Fur sie wurde die Kaffeemenge an

das Korpergewicht angepasst.

Zu Beginn der Untersuchungen fuhlten sich die R, die sich grundsatzlich bereit er-
klarten, an der Studie teilzunehmen, nicht in der Lage, Uber 14 Tage auf jegliche
Form einer Koffeinzufuhr zu verzichten. Deshalb musste die Zeitspanne der Koffein-
abstinenz von 14 auf 6 Tage herabgesetzt werden, um die Testreihe mit R

durchfiihren zu kbnnen.

Daraus lasst sich ableiten, dass NR und R ein unterschiedliches Suchtverhalten zei-

gen:

¢ NR sind in der Lage, einen bestimmten Zeitraum auf Koffein zu verzichten,
unabhangig davon, wie viel Kaffee sie gewohnlich konsumieren. Fur NR ist es
problematisch, eine grol3e Kaffeemenge zu sich zu nehmen, wenn sie normaler
Weise keinen oder wenig Kaffee trinken.

e Bei R dagegen stellt sich das Suchtverhalten als kooperativ da. R, die auch
Kaffee konsumieren, fihlen sich in der Regel nicht in der Lage, auf die tagliche
Zufuhr von Koffein zu verzichten. Uber einen gewissen Zeitraum gréRere Mengen

Kaffee zu trinken, ist fur R dagegen problemlos moglich.

Das Suchtverhalten von R war allerdings nicht Gegenstand dieser Studie. Es erwies
sich aber als Problem bei der Rekrutierung der Probanden, weshalb es an dieser
Stelle erwahnt werden muss, da es die geplante Zahl der Probanden deutlich redu-
Zierte.

6.1.3 Einschluss- und Ausschlusskriterien fiir Probanden

Um die Nicht-Invasivitat von Atemgastests zu unterstreichen, wurde auf Leberbiop-
sien, Blut- und Urinuntersuchungen der Teilnehmer verzichtet. Eine ausfuhrliche
Anamnese sicherte die Auswahl der fur die Testreihe geeigneten Probanden (s. Kap.
Material und Methoden 4.1.1 und 4.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien). Die
Probanden wiesen keine chronischen Erkrankungen auf. Bei keinem Probanden la-
gen eine Medikamentenanamnese oder Hinweise auf eine athyltoxische
Vorschadigung der Leber vor.

Wie im Kapitel 4.1.1 erwahnt, wurde das Alter der Probanden auf mindestens 18 und
hochstens 60 Jahre festgelegt. Die obere Altersbegrenzung war erforderlich, um
auszuschliel3en, dass eine altersbedingte Einschrankung der Leberfunktion vorliegt.
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Sowohl die Leberdurchblutung, als auch das Gesamtgewicht der Leber ist im Alter
deutlich reduziert. Dies scheint der Hauptgrund fur die reduzierte Metabolisierung
hepatisch abgebauter Medikamente zu sein. Es ist eine Verringerung des Metabo-
lismus von 30 % bekannt, dieser kann jedoch nicht nur an der geringeren
Leberperfusion liegen, da ausschlieldlich die Phase-lI-Metabolisierungswege (u.a.
Oxidation und Reduktion) vermindert sind. Die Konjungierung (Phase Il) ist davon
nicht betroffen. Im Alter nimmt auflerdem das Serumalbumin ab. Die Transaminasen,
die alkalische Phosphatase und die Gamma-GT weisen jedoch mit fortgeschrittenem
Alter keine Veranderungen auf. (Siewert und Rothmund, 2013)

Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva auf 13C-Ampy wird in der Literatur als Beein-
trachtigung im Testverfahren beschrieben. In dem sie Einfluss auf das mikrosomale
System der Leber nehmen, beeintrachtigen sie den AAT, da dieser die cytochromab-
hangige Stoffwechselfunktion misst (Sensing et al., 1983, Opekun et al., 1995).
Aufgrund dieser Kenntnis wurde im Vorfeld der Untersuchungen darauf geachtet,
dass die weiblichen Probanden keine oralen Kontrazeptiva einnahmen.

6.1.4 Nicht-dispersive Infrarot-Spektroskopie vs. Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometrie als Messmethode fiur den DOB-Wert im Atemgas

In den vorliegenden Untersuchungen kam die nicht-dispersive Infrarot-Spektroskopie
(NDIS) zur Analyse der gewonnenen Atemgasproben zur Anwendung. Der Vorteil
dieser Messmethode ist die Wirtschaftlichkeit, da dieses Messverfahren im Vergleich
zu der Isotopenverhaltnis-Massenspektroskopie kostengunstiger ist und zeiteffizien-
ter arbeitet. Als zusatzlicher Vorteil der NDIS ist die geringere Storanfalligkeit des
Messgerates zu sehen (Meinke, 2006). Braden et al. (1991, 1999) belegten in mehre-
ren Untersuchungsreihen eine hohe Ubereinstimmung der gemessenen Werte beider
Methoden (Braden et al., 1991, Braden et al., 1999). So zeigte die NDIS eine Abwei-
chung von nur 0,28 +/- 1,93 & %o gegenuber mit einem Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometer gemessenen Werten. Aulerdem liel3 sich fur das in den vorlie-
genden Untersuchungen  verwendete  Messverfahren eine  mit  der
Massenspektroskopie vergleichbare Sensitivitat von 97,8 % ermitteln. Somit ist die
NDIS fur diese Untersuchungen eine hinreichende genaue und zugleich wirtschaftli-
che Methode fur die Analyse der Atemgasproben.
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6.1.5 Kombination und Interaktionen der Tracersubstanzen

Die Tracersubstanzen "*C-Ampy und "*C-Coff werden im menschlichen Kérper aus-
schlief3lich in der Leber metabolisiert bzw. abgebaut und kénnen dementsprechend
zur Analyse der mikrosomalen metabolischen Leberfunktion genutzt werden. Auch
Caubet et al. (2002) wahlten zur Untersuchung des Einflusses von Nikotin, Ge-
schlecht und Einnahme oraler Kontrazeptiva auf die Entgiftungsfunktion der Leber
diese Atemgastest-Kombination.

Koffein wird hauptsachlich tber das Enzym CYP1A2 metabolisiert. Anhand der Ver-
stoffwechselung von 'C-Coff kann beurteilt werden, welche Substanzen dem
Koffein-Metabolismus entsprechend als Inhibitor oder Induktor fir das CYP1A2 wir-
ken. Da CYP1A2 ebenfalls am "*C-Ampy-Metabolismus beteiligt ist, kann mit dem
CAT in Verbindung mit dem AAT, die CYP1A2-Aktivitat ausgewahlter Substanzen
untersucht werden, indem spezifische und nichtspezifische CYP450-Enzym-
Aktivitaten phanotypisch verglichen werden.

In Hinblick auf eine mogliche Interaktion ist zu bedenken, dass im menschlichen Kor-
per die Wirkung von Arzneimitteln individuell in Abhangigkeit von unterschiedlichen
internen Faktoren, wie z. B. Geschlecht oder ethnische Abstammung, determiniert
wird. Hinzu kommen nicht genetische, externe Einflussfaktoren, die auf den Orga-
nismus einwirken, wie Ernahrungsgewohnheiten, Krankheiten oder unterschiedliche
Umwelt- und Genussgifte. Aufgrund dieser Einflusse ist die Wirkung eines Arzneimit-
tels auf einzelne Individuen bei gleicher Dosis haufig variabel und manchmal auch
nicht vorhersehbar. (Frye, 2004)

Bei der Verstoffwechselung von Arzneimitteln kommt es zur Eliminierung von be-
stimmten Substanzen oder zur Bildung von aktiven Metaboliten. Die Variabilitat des
enzymatischen Metabolismus hat darum einen entscheidenden Anteil an den beo-
bachteten interindividuellen Unterschieden der Arzneimittelantwort. (Breimer und
Schellens, 1990)

6.1.6 Metabolisierungswege der Tracersubstanzen

Zur quantitativen Bestimmung der Leberfunktion ist neben dem ['*C]Methacetin-
Atemtest der AAT der am weitesten verbreitete und am besten untersuchte Atemgas-
test. In der vorliegenden Arbeit wurde er genutzt, um den Einfluss des Nikotins auf
den Lebermetabolismus im Vergleich zwischen R und NR aufzuzeigen.
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Aufgrund der Metabolisierungswege der Tracer ist es moglich, Uber Atemgastests mit
diesen Substanzen die Entgiftungsfunktion der Leber zu untersuchen. Im Folgenden
sollen die Abbauwege der Tracer im menschlichen Korper erlautert werden.

6.1.6.1 Metabolisierung von [**C;]JAminopyrin

Der AAT ist zur quantitativen Messung der Leberfunktion bei Patienten mit chroni-
scher Hepatitis und Leberzirrhose hilfreich. (Morelli et al., 1981, Giannini et al., 2002)

Der Test kann auRerdem genutzt werden um eine quantitative Progression einer He-

patitis C bei Patienten zu beurteilen. (Rocco et al., 2012)

Mit dem AAT wird die mikrosomale metabolische Kapazitat der Leberzellen erfasst.
Der Vorteil der Substanz *C-Ampy liegt in einem schnellen Abbau, der ausschlieR-
lich in der Leber erfolgt.

Die biochemische Grundlage des Testes ist die Demethylierung des Aminopyrins
[4,4-Di["*C]Methylaminoantipyrin] durch das mikrosomale, Cytochrom-P-450-
abhangige Enzym Amino-N-Demethylase. Beteiligt an seinem Abbau sind folgende
spezifische Enzyme: CYP2C19, CYP1A2 und CYP3A4, wobei das CYP1A2 die
Hauptrolle Ubernimmt. Das dabei entstehende 3C0O, wird sehr schnell in das Blut
aufgenommen und Uber die Lunge abgeatmet. Die Intensitat des Demethylisierungs-
vorganges kann daher anhand des '*CO,-Gehaltes in der Atemluft des Probanden
gemessen werden. Diese Ergebnisse korrelieren folglich mit der 'C-Ampy-
Clearancerate im Plasma. (Stein und Wehrmann, 2006, Keller, 2011)

13C-Ampy hat den Vorteil, dass es nur einem niedrigen first-pass-Mechanismus in
der Leber unterliegt und somit als sensitiver Test fur die Leberfunktionsbeurteilung
via Atemtest gilt (Lane, 1988). Ein weiterer Vorteil ist die von der Leberdurchblutung
unabhangige Abbaurate (Irving et al., 1982, Brockenmdller und Roots, 1994). Der
AAT kann als Mal} fur die funktionelle Leberkapazitat angewendet werden, da eine
herabgesetzte Demethylierungsrate mit einem verringerten Volumen an funktionellen
Hepatozyten einhergeht (Reichen et al., 1987). Der AAT ist als Marker fur die Rege-
nerationsfahigkeit der Leber gut geeignet, weil die Ergebnisse mit der Schwere der
histologischen Schadigung, z.B. bei einer alkoholischen Leberschadigung, eng korre-
lieren (Schneider et al., 1980). AuRerdem zeigt er eine groRRe Treffsicherheit
hinsichtlich der prognostischen Beurteilung von Lebererkrankungen (Henry et al.,
1985, Merkel et al., 1992, Urbain et al., 1995, Adler et al., 1997) und Medikamenten-
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intoxikationen der Leber (Saunders et al., 1980). Der AAT reflektiert quantitativ die
mikrosomale Funktion von zirrhotischen Lebern (Bircher et al., 1976).

Der AAT wird haufig eingesetzt, um die Funktion des CYP450-abhangigen Mo-
nooxygenasesystems bei unterschiedlichen Medikamenteneinflissen zu bestimmen
(Caspary et al., 1976, Guitton et al., 1994, Horsmans et al., 1994, Opekun et al.,
1995, Giannini et al., 2002).

Leclercq et al. (1998) nutzten den Test zur konkreten Untersuchung der Aktivitat von
CYP 1A2 und 3A (Leclercq et al., 1999).

Der Einsatz bei cholestatischen Lebererkrankungen hat sich allerdings als unbrauch-
bar erwiesen (Baker et al., 1987), da *C-Ampy in der Leber abgebaut wird und nicht
dem enterohepatischen Kreislauf unterliegt. Der AAT gibt keine Auskunft Uber die
Atiologie der Leberfunktionsstérung und kann in dieser Hinsicht eine Leberbiopsie
nicht ersetzen (Ghoos et al., 1994).

Wurzbacher (2007) belegte in seiner Studie zum AAT, dass dieser die durch eine
Sepsis hervorgerufene Hemmung der Leberfunktion quantitativ widerspiegelt. Des
Weiteren ergab sich durch die Anwendung des AAT die Mdglichkeit, eine Aussage
uber die Prognose eines septischen Patienten zu treffen. So deuten persistierend
niedrige AAT-Werte auf eine stark eingeschrankte Leberfunktion hin. Damit verbun-
den sind negative Auswirkungen auf die Entgiftung und Ausscheidung toxischer
Stoffe, die gestorte Synthese von Proteinen und Gerinnungsfaktoren und die fehlen-
de Aufrechterhaltung der Homoostase von Stoffwechselvorgangen, die
entscheidende Faktoren fur die Prognose des Patienten darstellen. (Wurzbacher,
2007)

Aufgrund dieser vielfaltigen Einsetzbarkeit kann der AAT genutzt werden, um den
Einfluss von Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber zu beurteilen. Da in dieser
Studie nur eine geringe Anzahl Raucher (n = 5) getestet wurde, konnte im Gegensatz
zu Caubet et al. (2002) mittels des AAT nur teilweise ein signifikanter Einfluss nach-

gewiesen werden.

6.1.6.2 Metabolisierung von [Trimethyl-**Cs]Coffein

Koffein bzw. *C-Coff, wird im menschlichen Kérper, so wie das Nikotin, ausschlie-
lich in der Leber metabolisiert und kann dementsprechend neben dem 13C-Ampy zur
Untersuchung der mikrosomalen metabolischen Leberfunktion genutzt werden.
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Da das Koffein fast vollstandig resorbiert wird, kann es oral substituiert werden. Die
biochemische Verstoffwechselung erfolgt ausschlieRlich uber die N-Demethylierung
durch die hepatischen mikrosomalen Enzyme Cytochrom-P-450- und P-448. Durch
eine oxidative N-Demethylierung wird eine Methylgruppe entfernt, sodass Paraxathin,
Theophyllin und Theobromin entstehen. Daraufhin kommt es durch eine erneute
Demethylierung zur Bildung von Monomethylxanthinen. Nach deren Oxidation am
Kohlenstoffatom C-8 entsteht ein Harnsaurederivat. AnschlieRend kommt es zu Hyd-
ratation und Oxidation mit einer Ringspaltung, im Ergebnis bildet sich ein
Uracilderivat. Durch die Oxidation von deren Methylgruppen entsteht CO,, das nach
dem Abbau des *C-Coff iiber den beschriebenen Abbauweg als *CO; in der Atem-
probe eines Probandes gemessen wird. (Stavric und Gilbert, 1990, Golden et al.,
1994)

6.1.7 Externe Einflussfaktoren auf den AAT-Atemtest

6.1.7.1 Einfluss der Dauer der Nahrungskarenz auf die **CO,-Exhalation

In der Arbeit von Wetzel und Fischer wird darauf hingewiesen, dass die Tracereinan-
hme in nldchternem Zustand eines Probanden zu erfolgen hat. Der nudchterne
Zustand setzt eine nachtliche Nahrungskarenz von mindestens 8 h voraus, um die
endogene "*CO,-Ausscheidung und ihre intraindividuellen Schwankungen so gering
wie moglich zu halten. (Wetzel und Fischer, 2001)

Die natiirliche endogene Exhalation von "*CO, nimmt ab, wenn eine parenterale Zu-
fuhr eines reinen Lipidgemisches anstelle eines Glukose-Aminosauren-Gemisches
erfolgt. Der Grund dafur liegt im niedrigeren 3C-Gehalt der Lipide (Schoeller et al.,
1980, Sensing et al., 1983). Bei einer kohlenhydratarmen Ernahrung kommt es zu ei-
ner vermehrten Lipolyse und zur Oxidation von Fettsauren. Dies zeigten Wutzke et
al. (2001) in ihrer Arbeit zur Hay 'schen Diat. (Wutzke et al., 2001). Eine vergleichba-
re Situation ist die Nahrungskarenz, was deren Notwendigkeit vor der Durchfuhrung
eines "*CO,-Atemgastests begriindet (Malmendier et al., 1974). Nachdem der Koh-
lenhydratspeicher (Glykogen) vollstandig aufgebraucht ist, beginnt der menschliche
Korper, seinen Energiebedarf aus der Oxidation von Fettsauren zu decken. Unter
diesem Zustand einer Fastenphase ist eine gleichbleibend hohe endogene CO»-
Produktion zu erwarten (Schoeller et al., 1977, Schoeller et al., 1980, Loffler et al.,
2006).
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Da sich fur manche Fragestellungen eine Nahrungskarenz nicht realisieren lasst,
konzipierten Dubuc et al. (2000) eine '*C-arme Mahlzeit aus Reis, Milch und Oran-
gensaft, die jedoch keine signifikanten Effekte auf die endogene '*CO,-Aus-
scheidung zeigten (Dubuc et al., 2000). Schoeller et al. (1980) erstellten eine geeig-
nete Test-Mahlzeit aus Weizenbrot, Kdse und ungesul3tem Tee oder Kaffee, die nur
eine minimale Schwankung der "*CO-Exhalation bewirkte, weshalb diese Zusam-
menstellung als ,neutral test meal® bezeichneten wird (Schoeller et al., 1980).

In den vorliegenden Untersuchungen konnte eine Durchfuhrung unter ausschlieflich
nuchternen Bedingungen nicht gewahrleistet werden, da dies fur die Probanden eine
16-stundige Nahrungskarenz bedeutet hatte. Um die intraindividuellen Schwankun-
gen und die endogene CO»-Produktion konstant zu halten, wurden deshalb eine
8-stundige Nahrungskarenz vor Testbeginn vorausgesetzt und ein standardisiertes
Fruhstlck erstellt, welches alle Probanden in gleicher Form und Menge zu sich nah-
men. Dies bestand aus einem halben Broétchen mit Butter und Marmelade bestrichen
und einem halben Brotchen mit Butter und Salami belegt. Dazu erhielten alle Pro-
banden 0,3 | Apfelsaft und am letzten Testtag zusatzlich die erforderlichen 2 Tassen
Kaffee.

Auch die Mittagsmahlzeiten wurden fur alle 17 Probanden weitestgehend gleich ge-
staltet, da es ihnen nur erlaubt war, die Menge der Mahlzeit zu variieren. Dieses
Zugestandnis ist moglich, weil die Atemproben insbesondere der ersten 2 Stunden
nach Tracereinnahme, die mit dem Fruhstuck erfolgte, fur den Atemtest entschei-
dend sind. Die Gestaltung der Nahrungsaufnahme dieser Untersuchungen Iasst
somit eine Auswertung der Atemtests bei den 17 Probanden zu.

6.1.8 Interaktionen

6.1.8.1 Interaktion zwischen den [**C3]Coffein und Koffein

Da es in der vorliegenden Arbeit gilt, den Einfluss von Koffein auf die Leberfunktion
zu beurteilen, wurde vorausgesetzt, dass die Tracersubstanz *C-Coff mit dem in
handelsublichem Kaffee enthaltenen Koffein biochemisch identisch ist und sich somit
der Kaffee und der Tracer nicht gegenseitig beeinflussen. Eine potenzierende Wir-
kung durch den Tracer ist aufgrund der geringen Menge nicht anzunehmen. Ein
durchschnittlicher Proband mit einem Korpergewicht von 70 kg nahm 1 mg Tracer je
kg KG zu sich, dies entspricht einer Koffeinmenge von 70 mg. Hingegen wird der
Koffeingehalt einer Tasse Kaffee mit 150 mg angegeben, was an den Testtagen ei-
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ner Mindestmenge von 900 mg Koffein entspricht. Das Mengenverhaltnis von Koffein
aus dem Kaffee zu dem aus dem Tracer *C-Coff betragt somit 12,86 : 1 fiir einen
durchschnittlichen Probanden. Allerdings ist zu diskutieren, ob bei der Probanden-
Gruppe, welche wihrend der KA den cross-over-Test mit '>C-Coff durchgefiihrt ha-
ben, die zugefuhrte Tracermenge die erforderliche KA unterbrochen hat. Dies war bei
6 NR und einem R der Fall, denen man deshalb moglicherweise unterstellen muss,
dass ihre KA nicht ausreichte, um einen signifikanten Unterschied ermitteln zu kon-

nen.

Kaplan et al. beschrieben 1997, dass die Plasmahalbwertzeit eines Menschen zwi-
schen 3,5 und 6 h liegt, sich jedoch bei vermehrter Zufuhr von Koffein oder
eingeschrankter Leberfunktion verlangert (Kaplan et al., 1997). Das bedeutet fur die-
se Testreihe, dass trotz der einmaligen Gabe von '*C-Coff ein wash-out-Effekt
stattgefunden haben muss, denn selbst bei einer 6-stundigen Halbwertzeit ware die
3C-Coff-Menge im Képer der Probanden nach 24 h bereits verschwindend gering
gewesen, da zu diesem Zeitpunkt weder eine Leberfunktionsstorung noch ein erhoh-
ter KK bei den Probanden vorlagen. Somit ist die "*C-Coff-Aufnahme hinsichtlich der
KA zu vernachlassigen.

Koffein wird hauptsachlich iber CYP1A2 metabolisiert. Schumacher et al. zeigten,
dass man mit dem CAT in der Lage ist, eine Enzyminduktion in der Leber nachzu-
weisen. (Schumacher et al., 1992)

6.1.8.2 Interaktion zwischen [*C,JAminopyrin und Koffein

Da der AAT ausschlielich in der KA-Phase der Untersuchungen durchgefuhrt wur-
de, ist auszuschlieRen, dass sich die Substanzen *C-Ampy und Koffein gegenseitig
beeinflusst haben. Eine Untersuchung des KK auf die Entgiftungsfunktion der Leber
ist mittels AAT bisher nicht durchgefuhrt worden. Wahrend der Planung des Testab-
laufes wurde deshalb in Erwagung gezogen, einen weiteren Test in der KK-Phase
durchzufihren, um mit einer zweiten Substanz zu testen, welchen Einfluss Koffein
auf die Leberfunktion hat. Dies war jedoch nicht realisierbar, da die Probandenrekru-
tierung aufgrund der dreimaligen Probensammlung des Atemgas Uber 8 h bereits
einen erheblichen zeitlichen Aufwand darstellte. Die ersten Probanden flhrten die
Testreihen an drei Wochenenden durch, da jeweils 7 Tage zwischen den Tests lie-
gen sollten. Um einen zusatzlichen AAT durchfuhren zu kdnnen, hatte somit der KK

um 7 Tage verlangert werden mussen. Das hatte zwar einen zweiten Tracer-
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Vergleich ermoglicht, doch gerade in der Nichtrauchergruppe waren erhebliche Prob-
leme der Compliance zu befurchten gewesen. Aus diesem Grund musste von der
Moglichkeit, durch eine Erweiterung dieser Testreihe die Aussagefahigkeit der Unter-
suchungen zu erhdhen, Abstand genommen werden. Es ist deshalb zu empfehlen,
den AAT als Untersuchungsmethode unter KA und KK Uber weitere Testreihen zu
validieren, um den CAT bei Studien zur Metabolisierung von koffeinhaltigen Substan-
zen, z.B. zu Abbauwegen bzw. Untergruppen des CYP-P450-Systems, ersetzen zu

konnen.

6.1.8.3 Interaktion zwischen den Tracern [**Cs]Coffein und [**C;]Aminopyrin
und Nikotin

Sowohl der CAT, als auch der AAT werden in der Literatur als geeignete, nicht-
invasive Methoden zur Beurteilung der mikrosomalen metabolischen Leberfunktion
beschrieben. (Schumacher et al., 1992, Caubet et al., 2002, Pijls et al., 2014)

Aminopyrin als ehemaliges Schmerzmittel wird schnell und, so wie das Koffein, aus-
schlie3lich in der Leber verstoffwechselt.

Caubet et al. zeigten 2002, dass mit beiden Tests in Kombination nachgewiesen
werden kann, dass Nikotin ein Induktor fur das CYP-P-450-System ist (Caubet et al.,
2002).

Nikotin wird in der Leber oxidativ abgebaut und mit einer Halbwertzeit (HWZ) von 2 h
eliminiert. Das Enzym CYP2A6 metabolisiert Nikotin zu Cotinin, das zwar pharmako-
logisch unwirksam ist, jedoch kumuliert und dadurch in der Leber deutlich langsamer
eliminiert wird (HWZ 20-30h). (Haustein und Groneberg, 2008)

Etwa 90 % des Nikotins, das zuvor durch das Rauchen einer Zigarette absorbiert
wurde, werden metabolisiert, die restlichen 10 % werden unverandert renal eliminiert.
(Bannier, 2008)

Eine Interaktion beider Tracer auf das Nikotin spielt in diesen Untersuchungen nur im
Hinblick auf die R-Probanden eine Rolle, die wahrend der Testtage Nikotin konsu-
mierten. Da der Metabolisierungsweg des Nikotins, wie oben beschrieben,
hauptsachlich Uber das Enzym CYP2A6 verlauft, die verwendeten Tracer jedoch
durch die Enzymfamilien des Cytocrom-P-450-Systems verstoffwechselt werden
(13C-Ampy durch CYP1A2 und CYP3A sowie *C-Coff durch CYP1A2 (Brockenmoller
und Roots, 1994)), ist keine Interaktion zwischen den Substanzen mdoglich. Eine zu-
satzliche Testreihe der R unter Nikotinabstinenz ist somit nicht erforderlich.
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6.2 Diskussion der Messwerte

6.2.1 '*CO,-Haufigkeit nach Tracer-Gabe

Unter KA und KK steigen die *CO,-Haufigkeiten im Atem nach Gabe beider Tracer
3C-Ampy und ®*C-Coff rasch an, um nach Erreichen eines Peaks mehr oder weniger
steil auf Baseline-Niveau abzufallen (Kapitel 5.1 und 5.2). In der Arbeitsanleitung von
Wetzel et al. (2001) fur diese Atemgastests wird empfohlen, die Tracersubstanz in
Wasser gelost aufnehmen zu lassen. Die Autoren sehen den Vorteil in einer ztugigen
Magenentleerung der Flussigkeit und einer damit verbundenen schnellen Resorption
der Tracer. (Wetzel und Fischer, 2001).

In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Tracersubstanzen zwar unter Nuch-
tern-Bedingungen eingenommen, jedoch immer zusammen mit dem ersten Bissen
des standardisierten Fruhsticks und damit in festem Zustand. Leitzmann et al.
(1998) machen darauf aufmerksam, dass bei in fester Form aufgenommenen Tra-
cern die An- und Abflutung im Blut geringer ist als bei geldsten Substanzen
(Leitzmann et al., 1998). Es ist deshalb davon auszugehen, dass dies hier der Fall
ist. In Folge dessen setzt die Resorption der Testsubstanzen spater ein und der Tra-
cer erreicht, ebenfalls verzogert, seinen Abbauort, die Leber. Diese verlangsamte
Wirkung der Tracer zeigt sich in den DOB-Graphen in geringeren Anstiegen und ver-
zogerten Peaks.

Lange Messreihen kdnnen nach Schoeller et al. (1982) vermieden werden, da sich
die grofdte Sensitivitat eines Atemtestes in den Atemproben kurz nach der Tracerein-
nahme einstellt (Schoeller et al., 1982). Da die Tracereinnahme jedoch zusammen
mit fester Nahrung erfolgte, wurde im Vorfeld der Untersuchungen festgelegt, dass
eine insgesamt 8-stundige Probeentnahme zu erfolgen hat, um auch eventuelle Ver-
zodgerungen durch die verlangsamte Wirkung zu erfassen.

Tabelle 5: Maximale DOB-Mittelwerte und kumulative prozentuale '*CO,-
Exhalation unter ['*C2]Aminopyrin unter Koffeinabstinenz

Probanden DOB Peak Zeit bis Peak KPEX [%]
Durchschnitt [%o] [min]
Raucher 11,00 90 20,36
Nichtraucher 9,25 105 22,56
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Tabelle 6: Maximale DOB-Mittelwerte und kumulative prozentuale '*CO,-
Exhalation unter ['*Cs]Coffein unter Koffeinabstinenz

Probanden DOB Peak Zeit bis Peak KPEX [%]
Durchschnitt [%o] [min]
Raucher 4,76 120 15,24
Nichtraucher 3,20 105 9,31
Gesamt 3,61 105 11,05

Tabelle 7: Maximale DOB-Mittelwerte und kumulative prozentuale '*CO,-

Exhalation unter ['*Cs]Coffein unter Koffeinkonsum

Probanden DOB Peak Zeit bis Peak KPEX [%]
Durchschnitt [%o] [min]
Raucher 3,56 120 11,98
Nichtraucher 2,82 150 10,13
Gesamt 3,06 150 10,71

6.2.2 Einfluss von Koffein auf die Entgiftungsfunktion der Leber

Zur Untersuchung des Einflusses von Koffein auf die Entgiftungsfunktion der Leber
wurde in dieser Studie das Substrat *C-Coff genutzt. Es wurde gepriift, ob ein Un-
terschied in der mikrosomalen Stoffwechselleistung der Leber in einer Phase der KA
im Vergleich mit einer Phase des KK nachzuweisen ist. Caubet et al. zeigten 2002,
dass C-Coff als Tracersubstanz geeignet ist, im Sinne von Inhibitoren oder In-
duktoren fur das CYP1A2-Enzym zu wirken. So konnten sie mittels CAT belegen,
dass das Rauchen von Zigaretten eine Induktion des CYP1A2-Enzyms bewirkt und
orale Kontrazeptiva dieses Enzym inhibieren. Bei diesem Test waren jedoch keine
signifikanten Differenzen zwischen Probanden unterschiedlichen Geschlechts zu er-
kennen. (Caubet et al., 2002) In der vorliegenden Studie wird dieser Nachweis, trotz
geringer Probandenzahlen, signifikant erbracht. Nach 3C-Coff-Gabe kann signifikant
zwischen Mannern und Frauen unterschieden werden - sowohl unter KK (DOB-Werte
mit p = 0,04) als auch unter KA (DOB-Werte mit p = 0,02; KPEx ab t = 3,00 h mit
p = 0,03). Damit ist eine erhohte Enzymaktivitat bei Mannern unter KA und KK be-
legt.

Um zu untersuchen, ob das Koffein Induktor oder Inhibitor des CYP1A2-Enzyms ist,
wurden 17 Probanden wahrend einer KA-Phase von mindestens 3 bis maximal 14

Tagen getestet. Um festzustellen, ob ein Unterschied in der *CO,-Haufigkeit und in
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der KPEx vor und nach dem KK nachweisbar ist, fuhrten 15 Probanden im Anschluss
an die KA den CAT nach einem 7-tagigen KK mit taglich mindestens 6 Tassen Kaffee
durch. Bei einer Probandin musste der KK korpergewichtsadaptiert auf 4 Tassen pro
Tag begrenzt werden.

Caubet et al. (2002) wiesen nach, dass das Nikotin einen induzierenden Einfluss auf
die Aktivitat des CYP1A2-Enzyms hat. Deshalb wird in der vorliegenden Studie unter
den Probanden nach R (n = 5) und NR (n = 12) differenziert, um zu prufen, ob die In-
duktion auf das Enzym durch das Nikotin auch unter KA und KK erfolgt. In
Anlehnung an Caubet et al. (2002) werden die Testergebnisse ebenfalls zwischen
den Geschlechtern verglichen.

Bei den statistischen Berechnungen der hier ausgewerteten Testergebnisse sind 8
signifikante Differenzen in den DOB-Werten und 10 signifikante Differenzen in der
KPEx nachgewiesen worden. Drei der 10 Signifikanzen in der KPEx ergeben sich im
AAT, die restlichen statistischen Sicherungen erfolgten ausschlieBlich im CAT
(Tab. 4). Eine Ursache ist sicher in der geringen Probandenanzahl zu sehen. Caubet
et al. (2002) testeten in ihrer Studie 110 Probanden, von denen 46 mannlich und 64
weiblich waren. In beiden Gruppen waren R und NR in etwa gleicher Anzahl vertre-
ten: 24 NR, 22 R, 44 NRF, von denen 20 orale Kontrazeptiva einnahmen, sowie
20 RF. In der vorliegenden Studie konnten nur 5 R (3 Frauen und 2 Manner) und
12 NR (6 Frauen und 6 Manner) rekrutiert werden.

Eine weitere Ursache fur die wenigen Signifikanzen im AAT in den eigenen
Untersuchungen konnten zu kurze bzw. unterschiedliche Koffein-wash-out-Phasen

der einzelnen Probanden sein.

6.2.3 Differenzen in der *CO,-Haufigkeit und der kumulativen prozentualen

3C0,-Exhalation unter Koffeinabstinenz und Koffeinkonsum

Nach Gabe des "*C-Coff-Tracers wird der DOB-Peak der *CO,-Haufigkeit aller Pro-
banden unter KA 45 min friher erreicht als unter KK und fallt deutlich hoher aus
(KK 3,06 %o vs. KA 3,61 %o, Abb. 13). Der Tracer wurde somit unter KA friher und in
grolRerer Menge metabolisiert als bei KK. Unter Koffeineinfluss scheint demnach eine
Inhibition des CYP1A2-Enzyms vorzuliegen. Eine Signifikanz wird jedoch nicht aus-
gewiesen (p = 0,35).

Betrachtet man unter diesem Gesichtspunkt die KPEX, so erkennt man, dass unter
KA aller Probanden eine minimal hohere KPEx zu verzeichnen ist (KK 10,71 % vs.

65



KA 11,05 %, Tab. A2). Dies lasst ebenfalls drauf schlieen, dass unter KK in der Le-
ber kein hoherer Anteil des zu verstoffwechselnden Tracers abgebaut wird. Das
bedeutet, dass Koffein keinen induzierenden Einfluss auf das CYP1A2-Enzym hat.
Die Testergebnisse lassen erkennen, dass es unter KK zu einer leichten Enzym-

hemmung kommt.

6.2.4 Differenzen in der *CO,-Haufigkeit vor und nach Koffeinkonsum bei

Nichtrauchern

Da unter den 17 Probanden mehr als doppelt so viele NR (12) als R (5) an den Test-
reihen teilnahmen, gleichen die Graphen der gesamten Kohorte der
3C0,-Haufigkeit (Abb. 13) denen der NR (Abb. 14).

Auch hier ist der Zeitpunkt des Erreichens des DOB-Peaks in der KA-Phase bereits
45 min vor dem DOB-Peak unter KK zu verzeichnen, jedoch unterscheiden sich die
Hohen der mittleren DOB-Peaks nur noch geringfugig (3,20 %o vs. 2,82 %o, Abb. 14).
Dieses Ergebnis relativiert die oben aufgestellte Vermutung, denn die Kurvenverlaufe
zeigen, dass der KK bei NR offensichtlich nur einen geringen Einfluss auf die Entgif-
tungsfunktion der Leber hat. Beide Graphen weichen minimal voneinander ab. Im
Anstieg differieren sie von Zeitpunkt t = 1,00 bis t = 2,00 h und im Abfall erst ab
t = 3,5 h. Am Ende des Testtages nahern sich die Mittelwerte der 13C02-Héufigkeit
einander wieder an (p = 0,38).

6.2.5 Differenzen in der *CO,-Haufigkeit und der kumulativen prozentualen
13C0,-Exhalation vor und nach Koffeinkonsum bei Rauchern

Da sich vor und nach KK die Gehalte an "*CO,-H&ufigkeiten von R in ihrer Héhe
deutlich unterscheiden, wurden hier signifikante Differenzen ermittelt (Abb. 15, Tab. 4
und A1) (p = 0,009). Der Peak der DOB-Mittelwert wird zum selben Zeitpunkt
(t=2,00 h) erreicht, allerdings ist der maximale DOB-Mittelwert unter KA bei den R
mit 4,76 %o um 1,2 %0 hoher als unter KK. Erst nach t = 6,50 h nahern sich die Mittel-
werte einander an. Der Unterschied wird auch bei der Betrachtung der KPEx deutlich
(Tab. A2). Unter KA erreicht die Gruppe der R-Probanden einen um 3,26 Prozent-
punkte hoheren max. Exhalationswert als unter KK vom Zeitpunkt t = 3,00 h an sind
die Ergebnisse statistisch signifikant (p < 0,05). Daraus ist abzuleiten, dass der KK
bei R eine Enzymhemmung hervorruft. Sowohl Schumacher et al. (1992) als auch
Caubet et al. (2002) zeigen jedoch, dass das Rauchen von Zigaretten eine Enzymin-
duktion bewirkt (Schumacher et al., 1992, Caubet et al., 2002). Da bei NR unter KK
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keine Enzymhemmung gezeigt werden kann, stellt sich die Frage, warum sich bei
rauchenden Probanden in dieser Studie eine hemmende Enzymaktivitat zeigt. Mogli-
cher Weise Ubt das Koffein eine geringe, aber dominant hemmende Wirkung auf das
CYP1A2-Enzym aus, die durch das Nikotin verstarkt wird. Beide Substanzen sind Al-
kaloide und scheinen sich gegenseitig zu beeinflussen. Auf dieses Phanomen wird in
der Literatur in verschiedenen Zusammenhangen aufmerksam gemacht. So wird
festgestellt, dass R mehr Kaffee konsumieren als NR (Swanson et al., 1994). Die
Koffein-Plasma-Konzentration von R ist bei gleichem KK 2 bis 3 mal niedriger als die
von NR (Leon et al., 1995) Nach einer Nikotinabstinenz erhoht sich die Koffein-
Plasma-Konzentration wieder (Benowitz et al., 1989). Smith und Stolerman (2009)
beschreiben Wechselwirkungen von Nikotin, Koffein und Cannabinoiden. Sie vermu-
ten, dass diese Substanzen gegenseitig als ,gateway“ fungieren und damit das
Suchtverhalten beeinflussen. (Swanson et al., 1994, Smith und Stolerman, 2009)

Die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe des Tabakrauches scheinen
ein Induktor des CYP1A2 zu sein, welches einen entscheidenden Anteil am Metabo-
lismus des Koffeins hat (Bertz und Granneman, 1997).

6.3 Differenzen in der *CO,-Haufigkeit und der kumulativen prozentua-

len *C0O,-Exhalation zwischen Mannern und Frauen

In den vorliegenden Untersuchungen zeigen sich zum Teil signifikante Differenzen
hinsichtlich der Entgiftungsfunktion der Leber zwischen F und M (KA, AAT KPEXx:
F 20,87 % vs. M 23,09 %). In der vorliegenden Studie sind die Differenzen in den
DOB-Werten zwischen F und M im AAT nicht statistisch gesichert, was Caubet et al.
(2002) mit der Berechnung der AUC gelang, jedoch konnte eine Signifikanz in der
KPEx zum Zeitpunkt t = 6,50 h ermittelt werden (p = 0,04).

Damit bestatigen sich die Ergebnisse von Caubet et al. (2002) hinsichtlich einer ge-
schlechtsspezifischen Differenzierungsmoglichkeit mit dem AAT z.B. bei einer
Doppelblindstudie. Aber auch mit dem CAT ist dies moglich. Caubet et al. (2002)
konnten hier keine Signifikanzen nachweisen. Trotz geringer Probandenzahl gelang
der Nachweis in der vorliegenden Arbeit. Es zeigen sich signifikante Differenzen in
den DOB-Werten zwischen M und F sowohl unter KK mit p = 0,04 (ab t = 0,50 h)
(Tab. 4) als auch Uber den gesamten Testzeitraum unter KA mit p = 0,02. Unter KA
wird auferdem eine Signifikanz in der KPEx ab t = 3,00 h von p = 0,03 ausgewiesen.
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6.4 Einfluss von Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber

6.4.1 Wirkung von Nikotin auf das zentrale und periphere Nervensystem

Nikotin erreicht innerhalb von ca. 10 Sekunden nach dem Inhalieren des Tabaks das
Nervensystem, wo es seine Wirkung entfaltet. Sowohl im zentralen als auch im peri-
pheren Nervensystem stimuliert Nikotin auf zellularer Ebene den nicotinischen
Acetylcholin-Rezeptor, welcher sich in den parasympathischen und sympathischen
Ganglien, im Nebennierenmark, im Zentralnervensystem und an den motorischen
Endplatten befindet. Im Gehirn ist dieser Rezeptor an den prasynaptischen Nerven-
endigungen von Dopamin, Acetylcholin und Glutamat freisetzenden Neuronen
lokalisiert. Wird der Rezeptor stimuliert, kommt es zur erhdohten Neurotransmitterfrei-
setzung. Dies hat zur Folge, dass bei Nikotinkonsum die Dopaminkonzentration im
Limbischen System steigt, welches eine stimulierende und antidepressive Wirkung
zur Folge hat. Nikotin fordert auRerdem die Ausschuttung des Hormons Adrenalin.
Dadurch hat es in niedrigen Mengen einen stimulierenden Effekt. (Pontieri et al.,
1996, Zagermann-Muncke, 2004, Frings, 2005, DKFZ, 2014)

6.4.2 Wirkung des Nikotins im menschlichen Organismus

Beim Rauchen einer Zigarette kann es zu einer schnell einsetzenden Ubelkeit kom-
men, worauf ein komplexes und dosisabhangiges instabiles Symptombild folgt. Durch
die oben beschriebene ganglionare Stimulation |6sen niedrige Dosen des Nikotins
eine Blutdrucksteigerung, Magensaftsekretion und gastrointestinale Tonuserhéhung
aus. Hohe Dosen hingegen bewirken eine Effektumkehrung. Der Korper reagiert mit
Blutdrucksenkung, Magen-Darm-Atonie und Gefallverengung. Nikotin zahlt zu den
kardial assoziierbaren Risikofaktoren. (Herbig, 1942, Gasic und Waldhausl, 2000,
Zagermann-Muncke, 2004, DKFZ, 2014)

Zu den moglichen Symptomen des Zentralnervensystems zahlen der feinschlagige
Tremor und die Atemstimulation. Bei starker Dosissteigerung kann diese Wirkung zu
Krampfen und zentraler Atemlahmung fuhren, wobei eine oral eingenommene Dosis

von 40 bis 60 mg reinem Nikotin todlich sein kann. (Barta und Friederich, 2000)

Die Therapie einer mdglichen Uberdosierung erfolgt zundchst symptomatisch mit
zum Beispiel Benzodiazepinen bei Krampfen. Eine primare Dekontamination kann
mit Aktivkohle erfolgen. Atropin kann als Antagonist an den Muskarinrezeptoren bei
schweren Vergiftungen zum Einsatz kommen, so wie auch Biperiden, welches eine
zentrale anticholinerge Wirkung hat. (Graefe et al., 2011)
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Da Caubet et al. (2002) eine ahnliche Studie zum Einfluss von Nikotin mit den Tra-
cern "*C-Ampy und 'C-Coff durchfiihrten, werden im folgenden Abschnitt deren
Schlussfolgerungen den eigenen gegenubergestellt. Caubet et al. (2002) weisen ihre
Ergebnisse als AUC (area under curve) aus, was nur einen indirekten Vergleich mit
den DOB-Werten dieser Studie zulasst. Die AUC errechnet sich aus der DOB.

Es muss jedoch beachtet werden, dass Caubet et al. (2002) keine Angaben zu den
den KPEx-Werten machen. Da die Testdauer in den Untersuchungen von Caubet et
al. (2002) nur 180 min, also 3 h, betrug, konnen keine Aussagen zu moglichen End-
werten der KPEx getroffen werden, da sich signifikante Differenzen erst nach
mindestens 6,50 h Testdauer zeigen.

6.4.3 Nutzung des [13C2]Aminopyrin-Atemtests fur die Untersuchung des Ein-
flusses von Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber

In der vorliegenden Testreihe mit *C-Ampy wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen R und NR hinsichtlich der Entgiftungsfunktion der Leber in den DOB-
Werten nachgewiesen (Tab. 4). Tendenziell kann jedoch von einer Validierung der
Ergebnisse von Caubet et al. (2002) ausgegangen werden. Die Atemgasteste der R
ergaben frihere und deutlich hdhere DOB-Peaks im Vergleich mit denen der NR
(Rt=1,50 h; 11,0 %0 vs. NR t = 1,75 h; 9,25 %0, Abb. 10, Tab. A1), was die Enzym-
induktion durch Nikotin bestatigt.

Die Graphen in der Abbildung 10 zu der KPEx von NR und R nach "*C-Ampy-
Einnahme zeigen eine zunachst hohere KPEx bei den R. Im zeitlichen Verlauf
schneiden sich jedoch beide Kurven, sodass die KPEx an den Testtagen nach
t = 8,00 h bei den R im Mittel mit 20,36 % unterhalb der KPEx der NR (22,56 %) en-
det (Abb. 10). Dies lasst die Interpretation zu, dass durch das Nikotin zunachst eine
Enzyminduktion des CYP1AZ2 erfolgt. Im weiteren Verlauf nimmt diese Enzymindukti-
on jedoch ab, sodass am Ende eine Hypoaktivitat, also eine Hemmung der
Mikrosomen (Gressner und Arndt, 2013), stattfindet. Zum Zeitpunkt t = 7,00 h ist die
Differenz zwischen NR und R in der KPEx signifikant (p = 0,05). Entgegen der
Schlussfolgerung von Caubet et al. (2002), deutet der AAT hier eine Enzyminhibition
durch Nikotin an. Eine Umkehr der Enzymaktivitat lasst sich im Kurvenverlauf zum
Zeitpunkt t = 5,50 h erkennen. Damit erklart sich auch der weitere Verlauf der
13C02-Héufigkeits-Zeitkurve, der zwischen den Zeitpunkten t = 3,50 bis 4,00 h einen
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Schnitt der Graphen zeigt, danach liegt die Kurve der Raucher unterhalb des Gra-
phen der NR (Abb. 10).

In Abbildung 29 werden KPEx-Werte aus Untersuchungen von Wutzke und Wigger
(2009) mit den eigenen Ergebnissen verglichen. Beide Studien vergleichen den Ein-
fluss von Suchtmitteln auf die Entgiftungsfunktion der Leber iber CO.,-Atem-
gastests mit dem Tracer "C-Ampy. Es zeigt sich, dass bei den Probanden unter
Abstinenz jeweils hohere Endwerte ausgewiesen werden. Die Differenz der Endwerte
betragt bei beiden Studien 2,3 bzw. 2,2 %, was eine hohe Ubereinstimmung der
Messergebnisse belegt und die Relevanz des AAT fur die Diagnostik unterstreicht.

22,6%
20,4%
17,0%
I 14,7%
ohne Alkohol mit Alkohol Nichtraucher Raucher
Wutzke und Wigger (2009) Nern

Abbildung 29: Vergleich der prozentualen kumulativen Exhalation (KPEx in %)
nach '*C-Ampy-Gabe ohne und mit Alkoholkonsum (Wutzke und Wigger, 2009)
sowie ohne und mit Nikotin-Konsum (Nichtraucher vs. Raucher)

6.4.4 Nutzung des [*C;]Coffein-Atemtestes fiir die Untersuchung des Ein-

flusses von Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber

Park et al. zeigten 2003, dass man mit dem CAT in der Lage ist, zwischen R zu diffe-
renzieren, die gesund sind, eine Hepatitis haben oder bei denen sogar eine
Leberzirrhose besteht. Die Werte der erkrankten R lagen 53 bis 69 % Uber denen der
NR. Bei der Kontrollgruppe lagen die R 50 % Uber den NR. (Park et al., 2003)
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In den eigenen Untersuchungen unter KA bei gesunden Probanden betragt die rela-
tive Differenz 37 %. Unter KK sinkt die Differenz auf 17 %.

Caubet et al. (2002) ermittelten mit "*C-Coff eine signifikante Differenz zwischen R
und NR. In den vorliegenden Untersuchungen konnte die Signifikanz in den DOB-
Werte bestatigt werden (p = 0,0001 KA; p = 0,05 KK) (Tab. 4). Bei den R tritt der
DOB-Peak erst 15 min nach dem NR-DOB-Peak auf, (t = 2,00 h vs. t = 1,75 h), aller-
dings unterscheiden sich die jeweiligen Spitzen-DOB-Werte deutlich in der Hohe (NR
3,20 %o vs. R 4,76 %o, Abb. 19, Tab. A1). Beide DOB-Mittelwerte fallen nach den
Peaks mit Differenzen zwischen 1,61 %o (t = 0,75 h) und 1,9 %o (t = 3,50 h) stetig ab.
Erst zum Ende des Testes (t = 8,00 h) kommt es zu einer Annahrung der Mittelwerte,
sodass nur noch eine Differenz von 0,38 %o zu verzeichnen ist. Dieser Verlauf zeigt
eine Enzyminduktion, die mit hoher Wahrscheinlichkeit durch das Nikotin hervorgeru-
fen wird, was konform mit den Untersuchungsergebnissen von Caubet et al. (2002)
geht. Auch die KPEx bestatigen diese Aussage in ihrem Verlauf (Abb. 19, Tab. A2).
Diese KPEX ist statistisch signifikant (p = 0,05 KA; p = 0,05 ab t = 5,00 KK). Die
KPEx-Kurve der R liegt zu jedem gemessenen Zeitpunkt Uber der der NR, was auch
hier eine Hyperaktivitat der Mikrosomen belegt.

6.4.5 Differenzierung zwischen Mannern und Frauen durch den

[*C3s]Aminopyrin-Atemtest

Die Gegenuberstellung der Ergebnisse von M und F zeigt nur zum Teil eine signifi-
kante Differenzierung durch den AAT. Die Enzymaktivitat bei F setzt nach Einnahme
des Tracers fruher ein als bei M (F t = 1,50 h vs. t = 2,00 h, Abb. 16) bei denen die
Enzyminduktion jedoch starker wirkt, sodass deren DOB-Peak deutlich hdher ausfallt
als der maximale DOB-Mittelwert der Frauen (F 6,12 %o vs. M 10,78 %o). Auch
Caubet et al. (2002) leiten aus ihren Untersuchungen die Moglichkeit einer Differen-
zierung nach dem Geschlecht der Probanden durch den AAT ab, diese Unterschiede
waren im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit in der AUC signifikant (Tab. 4). Wie
oben erwahnt, konnte daflur eine Signifikanz in der KPEx zu den Zeitpunkten t = 6,50
und 7,00 h ermittelt werden, was die Ergebnisse von Caubet et al. (2002) bestatigt.
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6.4.6 Ursachen fiir Abweichungen in der Enzymaktivitit im ['*C;]JAminopyrin-
Test zu der Vergleichsstudie von Caubet et al. (2002)

Wahrend Caubet et al. (2002) einen 7-tagigen Medikamentenverzicht von den Pro-
banden forderten, wurde in der vorliegenden Studie Uber eine leere
Medikamentenanamnese eine langere wash-out-Phase abgesichert. Die Probanden
bestatigten zudem einen mehr als 48-stuindigen Alkoholverzicht.

An den Testtagen der vorliegenden Untersuchungen nahmen die Teilnehmer ab
00:00 Uhr bis Testbeginn keine Nahrung auf. Damit liegt die Nuchtern-Zeitdauer 2 h
unter der von der Vergleichsstudie mit insgesamt 10 h.

Weitere Unterschiede im Versuchsaufbau liegen in der Darreichungsform und der
verabreichten Tracermenge. Fur die eigenen Testreihen nahmen die Probanden
2,00 mg "*C-Ampy je kg Kérpergewicht (KG) auf. Caubet et al. (2002) berechneten
die Tracermenge fur Gewichtsspannen von 15 kg KG der Probanden und applizier-
ten 1,75 bis 2,3 mg/kg KG (45-60 kg KG => 105 mg *C-Ampy; 60-75 kg KG =>
135 mg "*C-Ampy; 75-90 kg KG => 165 mg "*C-Ampy).

Die Tracermengen wurden in geloster Form (50 ml Losung) appliziert und nicht, wie
in dieser Studie, in fester Form. Die Applikationsform (flissig vs. fester Nahrung) be-
einflusst jedoch die Anflutung des Tracers im Blut und deren Resorption (Leitzmann
et al., 1998). Dies zeigt sich im Anstieg des ">CO,-Haufigkeit im Atem nach Tracer-
einnahme und der Hohe des Peaks der "*CO,-Haufigkeit. Die Darreichungsform des
Tracers sollte jedoch, wie oben beschrieben, keinen Einfluss auf den Abfall der DOB-
Werte im weiteren Tagesverlauf haben.

Ein weiterer Unterschied im Versuchsaufbau der beiden Studien ist in der over-cross-
Strategie zusehen. Wahrend Caubet et al. (2002) alle Probanden zuerst den CAT
durchfuhren lieen und zwei Tage spater den AAT, fand in der vorliegenden Arbeit
ein Wechsel in der Reihenfolge statt. Etwa die Halfte aller Probanden begannen mit
dem AAT und die andere Halfte mit dem CAT. Es kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dass Interaktionen der Tracersubstanzen die Testergebnisse beeinflusst haben.

Ein wesentlicher Unterschied in der Versuchsdurchfuhrung ist in der Dauer der Pro-
benahme und damit der Anzahl der Beobachtungen je Testtag zu sehen. Caubet et
al. (2002) nahmen nur Uber einen Zeitraum von 3 h die Atemgasproben, wahrend in
der vorliegenden Studie jeder Testtag Uber insgesamt 8 h verlief. Wie in Kapitel 6.4.3

zur Nutzung des AAT fur die Untersuchung des Einflusses von Nikotin auf die Entgif-
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tungsfunktion der Leber beschrieben wird, iberschneiden sich die Graphen der DOB-
Mittelwerte erst zum Zeitpunkt t = 2,50 h (Abb. 10). Somit findet der Wechsel von der
Enzyminduktion zur Enzymhemmung zu einer Zeit statt, als die Testreihe von Caubet
et al. (2002) bereits beendet wurde.

In den vorliegenden Untersuchungen sind wegen der geringeren Probandenanzahl
nur einige Differenzen signifikant (Tab. 4). In der Vergleichsstudie von Caubet et al.
(2002) sind dagegen die Ergebnisse im AAT groltenteils statistisch gesichert.

6.5 Praxisrelevanz von Atemgastests

Beide in dieser Arbeit verwendeten Atemgastests zeichnen sich durch ihre Nicht-
Invasivitat aus. Besonders in der Diagnostik von Kindern stellen sie dadurch eine
schonende Mdglichkeit zur Untersuchung der Leberfunktion dar.

Des Weiteren ist es von Vorteil, dass mit beiden getesteten Tracersubstanzen Unter-
suchungen  moglich  sind, die eine Beurteilung von dynamischen
Stoffwechselvorgangen erlauben. Diese mikrosomalen Stoffwechselvorgange kon-
nen nicht durch Blutuntersuchungen (Bestimmung der Leberenzyme), CT, MRT oder
gar Leberbiopsien nachgewiesen werden. Somit haben die Atemgastests einen ho-
hen Stellenwert in der klinischen Diagnostik und der medizinischen Forschung

erlangt.

6.5.1 Praxisrelevanz des [*C;]JAminopyrin-Atemgastests

Die in dieser Studie benutzte Menge des *C-Ampy von 2,00 mg je kg KG ist ausrei-
chend, um "C0O,-Messungen mit hinreichender Genauigkeit durchfilhren zu kénnen.
In Bezug auf die Entgiftungsfunktion der Leber wird dargestellt, dass dieser Atemgas-
test eine hohe Zuverlassigkeit erreicht, um eine geschadigte Leber zu

diagnostizieren.

Bezuglich der Differenzierung zwischen NR und R zeigen Caubet et al. (2002) Unter-
schiede in den Messwerten, die in dieser Arbeit ebenfalls teilweise statistisch
gesichert werden konnten. Allerdings ergaben die Messwerte dieser Arbeit eine En-
zymhemmung bezuglich des Nikotineinflusses auf die Leber, wohin gegen Caubet et
al. (2002) eine Enzyminduktion nachwiesen. Eine statistische Sicherung wird bezug-
lich der Geschlechtsdifferenzierung in dieser Studie mit dem AAT bestatigt.
3C-Ampy ist somit als Testsubstanz geeignet, um den Einfluss auf die Aktivitat des
CYP1A2-Enzyms darzustellen.
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6.5.2 Praxisrelevanz des [°*Cs]Coffein-Atemgastests

Trotz der geringen Menge an Substrat, in diesem Fall 1,00 mg/kg Korpergewicht, bei
allerdings 3 "*C-makierten Methylgruppen, wird in beiden Testreihen mit '*C-Coff ei-
ne ausreichend hohe ®*CO,-Haufigkeit erreicht. In der vorliegenden Arbeit ist der
Einfluss von Nikotin auf die Enzymaktivitat der Leber signifikant und bestatigt somit
die Erkenntnisse von Caubet et al (2002) und Schumacher et al (1992), sodass zu-
satzlich gezeigt werden konnte, dass auch Koffein die Entgiftungsfunktion der Leber
beeinflusst.

6.6 Interaktionen zwischen Tracern

Anhand der in dieser Studie benutzten Parameter (z.B. KPEX) ist es mdglich, die Le-
berfunktionseinschrankung quantitativ zu erfassen, wobei die absolute und/oder
funktionelle Reduktion der CYP450-Proteine die pathophysiologische Grundlage fur
die Anderung des *C-Metabolismus und damit der KPEx bildet.

Bei Verwendung der *CO,-Atemteste ist darauf zu achten, beeinflussende Stérfakto-
ren so gering wie moglich zu halten. Dies beginnt bei der Ernahrung der Testperson.
In dieser Studie wurde sowohl auf den C4-Pflanzen-Anteil (mit erhéhtem ">C-Anteil)
in der Nahrung (Swart und van den Berg, 1998, Dubuc et al., 2000) als auch auf die
Vermeidung von kohlensaurehaltigen Getranken wahrend der Untersuchungsphase
geachtet. Aufgrund der langen Testdauer (8 h) konnte jedoch nicht auf eine Nah-
rungsaufnahme wahrend der gesamten Testtages verzichtet werden. (Ghoos, 1993)

Obwohl im Vorfeld der Atemgastests unter KK bekannt war, dass das Rauchen
wahrend der Testphase die Ergebnisse verfalschen kann (Schoeller et al., 1977,
Ghoos, 1993), war dies bei der R-Gruppe erforderlich, da der Nikotinkonsum ein
wesentlicher Aspekt dieser Studie ist. An diesem Punkt soll auch angemerkt werden,
dass bei R langfristig eine erhohte CYP 1A2-Aktivitat nachgewiesen werden konnte
(Schrenk et al., 1998, Chang und Kam, 1999), was selbst bei Nikotinverzicht nur am
Testtag zu einer Verfalschung der Vergleichswerte gefuhrt hatte.

Bei allen CO,-Atemtesten gibt es das Problem des sogenannten "black box"-
Models. Danach mussten Veranderungen in Geschwindigkeit und Menge an ausge-
atmetem '*CO, nicht nur durch Einfliisse des Zielorgans erklart werden, sondern
auch durch vor- und nachgeschaltete Stoffwechselschritte. Man erlangt jedoch kei-
nen Einblick in die Vorgange im Metabolismus, die den Wert eines '>CO,-Atemtest

beeinflussen konnen, wie z.B. Aufnahme von Nahrung und Tracer, Magenentlee-
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rung, Absorption, Transport zur Leber und zu anderen Organen und die Ausatmung
von ®COs. Es ist deshalb auch nicht méglich, endogene und exogene interferierende
Einflisse zu korrigieren (Rating und Langhans, 1997). Sie mussen bei der Auswer-
tung und Interpretation der Ergebnisse der Atemteste jedoch berucksichtigt werden.

An dieser Stelle sei noch erwahnt, dass Pijls et al. (2014) in einer kritischen Betrach-
tung darauf hinweisen, dass unter den Substanzen, die zur Beurteilung der
metabolischen Leberkapazitat benutzt werden, keine ideal geeignet sind (Pijls et al.,
2014). Sowohl [*C2]JAminopyrin als auch ['*C]Methacetin kénnen fiir die Beurteilung
der Kapazitat mikrosomaler Leberfunktionen eingesetzt werden, um Patienten mit ei-
ner chronischen Lebererkrankung zu untersuchen. Scheinbar spielt jedoch das
Enzym CYP2C19 eine wichtige Rolle in der N-Demethylierung des *C-Ampy. Ein
Polymophismus des Gens von CYP2C19 kann Uber diesen Weg die Ergebnisse des
AAT beeinflussen. Dies sollte bei der Bewertung der Ergebnisse in Betracht gezogen

werden.
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Nikotin und Koffein sind zwei Substanzen, die im Alltag vieler Menschen eine grole
Rolle spielen. Der tagliche Konsum ist gesellschaftsfahig und weit verbreitet. Daher
sind die Wirkungen auf und vor allem Wechselwirkungen beider Substanzen im
menschlichen Organismus fur die Medizin von hoher Bedeutung.

Mit Hilfe von nicht-invasiven '>CO,-Atemgastests, die den dynamischen Verlauf von
Entgiftungs- und Stoffwechselfunktionen der Leber darstellen kdnnen, wird in dieser
Arbeit der Einfluss von Koffein und Nikotin auf die Entgiftungsfunktion der Leber un-
tersucht. Dazu wurden gesunde Probanden rekrutiert, die sich im Merkmal
Nikotinabstinenz vs. Nikotinkonsum unterschieden. Die Probanden durchliefen je-
weils drei Testtage mit Phasen des Koffeinkonsums und der Koffeinabstinenz.

Bei der Rekrutierung der Probanden stellte sich heraus, dass Nichtraucher problem-
los fUr eine definierte Zeit auf Koffein verzichten kdnnen. Es fallt ihnen aber schwer,
grol’e Mengen Kaffee zu konsumieren, wenn sie normaler Weise keinen Kaffee trin-
ken. Bei Rauchern dagegen stellt sich das Suchtverhalten kooperativ dar. Raucher,
die auch regelmalig Kaffee konsumieren, konnen nicht auf die tagliche Zufuhr von
Koffein verzichten. Uber einen gewissen Zeitraum gréRere Mengen Kaffee zu trinken,
ist fur Raucher hingegen problemlos moglich.

Um die mikrosomale Stoffwechselfunktion der Leber beurteilen zu konnen, wurden
fir die Atemgastests die Tracer ["*Cj]Coffein (**C-Coff) und [*C2]JAminopyrin
(**C-Ampy) eingesetzt. Nachdem die Null-Probe des Atems fiir die Ermittlung des
Leerwertes gewonnen wurde, erfolgte wahrend eines standardisierten Fruhstucks zu
Beginn eines Testtages die Tracer-Einnahme. Im Ergebnis der Untersuchungen aller
drei Testtage wurden die Mittelwerte der Probanden fur den Parameter Delta over
Baseline (DOB) im Verlauf des Testtages, die Zeit des Erreichens und die Hohe des
DOB-Peaks sowie die kumulative prozentuale "*CO,-Exhalation (KPEx) berechnet
und grafisch dargestellt.

Im Vergleich der Raucher und Nichtraucher mittels ['*Cs]Coffein-Atemgastest (CAT)
wurden signifikante Differenzen nachgewiesen, die eine Enzyminduktion belegen.
Aufgrund intraindividueller Unterschiede war im [*C,]Aminopyrin-Atemgastest (AAT)
die Moglichkeit erkennbar, dass sich die Enzyminduktion nach einer gewissen Zeit in
eine Enzymhemmung umkehren konnte. Auf Grund der geringen Probandenanzahl

dieser Studie sollte diese beobachtete Aktivitatsumkehr validiert werden.
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Eine geschlechtsspezifische Unterscheidung von Untersuchungsergebnissen anhand
eines Atemgastestes zeigt sich signifikant in den DOB-Werten bei Einsatz des
3C-Coff sowohl unter Koffeinkonsum als auch unter Koffeinabstinenz und zum Teil
bei dem AAT, die jedoch in den DOB-Werten nicht statistisch gesichert werden konn-
te. Zu den Testzeiten von t = 6,50 und 7,00 h wird auch in der KPEXx eine signifikante
Differenzierung von Mannern und Frauen beobachtet, weshalb bei Atemgastests ge-
nerell eine Testdauer Uber mindestens 6,5 Stunden empfohlen wird.

In der vorliegenden Arbeit wird neben dem Einfluss des Nikotins auch der Koffeinein-
fluss auf die Leber untersucht. Es wird zunachst gezeigt, dass unter Koffeinkonsum
eine geringe Enzymhemmung erfolgt, da es zu einer verminderten 13C02-Héufigkeit
unter Koffeinaufnahme kam. Um diese Aussage zu differenzieren, werden die Er-
gebnisse nach Nichtrauchern und Rauchern getrennt ausgewertet. Dabei zeigt sich,
dass bei Nichtrauchern eine minimale Enzyminduktion durch den Koffeinkonsum er-

folgt. Bei Rauchern wird dagegen eine signifikante Enzymhemmung nachgewiesen.

Mit diesen Resultaten deutet sich eine Interaktion zwischen Zigaretten- und Kaffee-
konsum im Einfluss auf die mikrosomale Entgiftungsfunktion der Leber an. Das lasst
den Schluss zu, dass der Koffeinkonsum bei einem zusatzlichen Einfluss des Niko-
tinkonsums hemmend auf die Entgiftungsfunktion der Leber wirkt. Da bisher das
Nikotin als ein Induktor des CYP1A2-Enzyms der Leber angesehen wird, der ent-
scheidend am Metabolismus des Koffeins beteiligt ist, deuten die Ergebnisse dieser
Studie an, dass der Abbaumechanismus des Koffeins eine vorrangige Aufgabe im
Stoffwechsel darstellt und somit kompetitiv die Nikotinwirkung verdrangt.

Im Vergleich zwischen Rauchern und Nichtrauchern wurde unter Koffeinkonsum in
der Gruppe der Raucher eine hdhere kumulative prozentuale *CO,-Exhalation fest-
gestellt. Daraus kann geschlossen werden, dass hier eine individuelle Exposition der
Raucher eine Rolle spielt. Aullerdem wird deutlich, dass komplexe Interaktionen bei-
der Substanzen in der Verstoffwechselung stattfinden. Dies beruht mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf der Beteiligung weiterer Enzyme des CYP-P-450-Systems an
diesem Metabolismus. Wegen der geringen Probandenzahl sollten auch diese mogli-

chen Interaktionen validiert werden.

Bei Arzneimittelverordnungen sollten kiinftig diese Uberlegungen zur Folge haben,
dass Patienten explizit nach ihrem Koffeinkonsum und Nikotinbedarf befragt werden.
Die Konsequenz sollte eine engmaschige Kontrolle des Wirkstoffspiegels bzw. der
klinischen Wirkung der verordneten Medikamente im Einstellungszeitraum sein.
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8

Thesen

['*Cs]Coffein und ['*C2]JAminopyrin sind fiir den Leberstoffwechsel
geeignete, reprasentative Tracersubstanzen, um die mikrosomale
Entgiftungsfunktion der Leber mittels eines '*CO,-Atemgastests nicht-

invasiv zu beurteilen.

Durch die zeitgleiche Aufnahme des Tracers mit fester Nahrung wird die
Resorption des Tracers verzogert, was auf eine verlangerte Anflutung im

Blut zuriickzufiihren ist.

Daraus ergibt sich, dass nach einer zeitgleichen Aufnahme von Tracer und
fester Nahrung, die Atemgasgewinnung zeitlich verlangert erfolgen muss.
Es wird empfohlen, eine Testdauer von mindestens 6,50, besser 8 Stunden

zu gewabhrleisten.

Durch eine standardisierte Mahlzeit ist der Vergleich der Leberfunktion
zwischen Rauchern und Nichtrauchern vor und nach Koffeinkonsum

moglich.

Bei der Verstoffwechselung der beiden Alkaloide Nikotin und Koffein gibt
es eine Vielzahl interindividueller Unterschiede.

Innerhalb des Metabolismus von Koffein und Nikotin nimmt das

Cytochrom P450-System einen besonderen Stellenwert ein.

Nach Gabe von [*C;JAminopyrin gibt es zwischen Frauen und Minnern
signifikante Differenzen bei der kumulativen prozentualen '*CO,-Exhalation
(p=0,04), wobei sich bei den Mannern erst nach 6,50 Stunden eine
signifikante Erhohung der Enzymaktivitat zeigt. Bei der Durchfiihrung eines
['*C2]Aminopyrin-Atemgastests empfiehlt sich daher eine Testdauer von
mindestens 6,50 Stunden.
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10.

11.

12.

13.

Des Weiteren ist zum Zeitpunkt t = 7,00 h die Differenz zwischen
Nichtrauchern und Rauchern in der kumulativen prozentualen
3C0O,-Exhalation signifikant (p = 0,05). Diese Signifikanz zeigt sich auch
bei Nichtraucherinnen und Raucherinnen (p = 0,05), jedoch nicht bei
mannlichen Nichtrauchern und Rauchern. Entgegen der Schlussfolgerung
von Caubet et al. (2002), deutet der ["*C;]JAminopyrin-Atemgastest hier

eine Enzyminhibition durch Nikotin an.

Raucher zeigen im Vergleich zur Koffeinabstinenz unter Koffeinkonsum
nach [°Cs]Coffein-Gabe eine signifikante Verringerung sowohl der
maximalen DOB-Werte (p = 0,009) als auch der kumulativen prozentualen
3C0,-Exhalation (p = 0,04 ab t = 5,00 h), was auf eine Inhibition des
CYP1A2 durch Koffein hinweist.

Damit hat ein 7-tagiger Koffeinkonsum von 6 Tassen Kaffee pro Tag bei
Rauchern einen signifikanten Einfluss auf die mikrosomale hepatische
Entgiftungskapazitat. Koffein wirkt demnach bei gleichzeitigem
Nikotinkonsum hemmend auf die Entgiftungsfunktion der Leber.

Im Gegensatz dazu hat ein 7-tagiger Koffeinkonsum von 6 Tassen Kaffee
pro Tag bei Nichtrauchern keinen signifikanten Einfluss auf die
mikrosomale hepatische Entgiftungskapazitat.

Bei Rauchern kommt es im Vergleich zu Nichtrauchern unter
Koffeinabstinenz und unter Koffeinkonsum nach [*C;]Coffein-Gabe
sowohl zu einer signifikanten Erhdohung der maximalen DOB-Werte
(p = 0,0001 bzw. p = 0,05) als auch der entsprechenden kumulativen
prozentualen *CO,-Exhalation (p = 0,05 bzw. p = 0,05).

Raucherinnen haben im Vergleich zu Nichtraucherinnen unter
Koffeinabstinenz nach Gabe von [*Cs]Coffein sowohl signifikant erhohte
DOB-Werte (p = 0,0003) als auch eine signifikant erhohte kumulative
prozentuale *CO,-Exhalation (p = 0,04).
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

Méannliche Raucher zeigen im Vergleich zu Nichtrauchern unter
Koffeinabstinenz nach Gabe von [**C;]Coffein sowohl signifikant erh6hte
DOB-Werte (p = 0,0001) als auch eine signifikant erhohte kumulative
prozentuale *CO,-Exhalation (p = 0,04 ab t = 0,75 h).

Raucherinnen haben im Vergleich zu Nichtraucherinnen unter
Koffeinkonsum nach Gabe von [**C;]Coffein sowohl signifikant erhohte
DOB-Werte (p = 0,01) als auch eine signifikant erhohte kumulative
prozentuale *CO,-Exhalation (p = 0,05).

Die Thesen 12 bis 15 legen den Schluss nahe, dass Nikotin als Induktor
der mikrosomalen Entgiftungskapazitat der Leber fungiert.

Zwischen Mannern und Frauen werden bei den maximalen DOB-Werten
(p = 0,02) und bei der kumulativen prozentualen '*CO,-Exhalation (p = 0,04
ab t=3,00 h) sowohl unter Koffeinabstinenz als auch in den maximalen
DOB-Werten (p = 0,04 ab t = 0,50 h) unter Koffeinkonsum nach der Gabe
von ["*C;]Coffein signifikante Differenzen nachgewiesen. Dies zeigt die
geschlechtsspezifischen Unterschiede bei der Metabolisierung von
[*Cs]Coffein. Damit ist bei Mdnnern eine erhohte Enzymaktivitit unter
Koffeinabstinenz und Koffeinkonsum belegt.

Nichtraucher koénnen eine gewisse Zeit auf Koffein verzichten,
unabhangig davon, wieviel Kaffee sie gewdhnlich konsumieren. Dagegen
ist es fur Nichtraucher problematisch, eine groRe Kaffeemenge zu sich zu

nehmen, wenn sie normaler Weise keinen oder wenig Kaffee trinken.

Bei Rauchern stellt sich das Suchtverhalten dagegen kooperativ dar.
Raucher, die regelmaBig Kaffee konsumieren, konnen auf die tagliche
Zufuhr von Koffein nicht verzichten. Fur Raucher ist es jedoch problemlos

moglich, liber einen gewissen Zeitraum groRere Mengen Kaffee zu trinken.
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20. Die Beurteilung der [**C;]Coffein-Metabolisierung unter Koffeinabstinenz
und Koffeinkonsum stellt ein Novum in der klinischen Forschung dar.
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Anhang

Tabelle A1: Gemessene DOB-Werte [%o] aller Teststichproben mit Anzahl Pro-
banden (n), Mittelwert (MW), Minimum (min), Maximum (max) und
Standardabweichung (s)

Probanden n MW min max s
[%0] [%0] [%0]

Koffeinabstinenz

CAT

Gesamt 17 2,52 0,62 3,61 0,75
Frauen 9 2,23 0,60 3,11 0,61
Manner 8 2,84 0,64 4,18 0,92
NR 12 2,13 0,58 3,18 0,64
NRF 6 1,85 0,68 2,90 0,44
NRM 6 2,47 0,58 3,90 0,88
R 5 3,38 1,68 4,76 0,89
RF 3 2,99 0,43 4,40 1,08
RM 2 3,96 0,80 5,45 1,15
AAT

Gesamt 17 5,96 2,81 9,76 2,39
Frauen 9 5,73 2,44 9,12 2,31
Manner 8 6,24 3,24 10,95 2,57
NR 12 6,04 3,24 9,25 2,04
NRF 6 5,74 3,18 7,95 1,64
NRM 6 6,34 3,30 10,93 2,52
R 5 5,76 1,76 11,00 3,26
RF 3 5,65 0,97 11,63 3,84
RM 2 5,93 1,25 11,50 2,82

Koffeinkonsym ]

CAT

Gesamt 16 2,33 0,88 3,06 0,48
Frauen 9 2,18 0,66 3,03 0,49
Manner 7 2,51 1,16 3,53 0,59
NR 11 2,14 0,87 3,05 0,42

95



Probanden n MwW min max S
[%] [%] [%]

NRF 6 2,06 0,70 2,95 0,43

NRM 5 2,40 1,14 3,18 0,53

R 5 2,58 0,82 3,56 0,63

RF 3 2,43 0,57 3,20 0,67

RM 2 2,80 1,20 4,40 0,91

Tabelle A2: KPEx [%] aller Teststichproben mit Anzahl Probanden (n), Minimum
(min), Maximum (max) und Standardabweichung (s) der Mittelwerte der Mes-

sungen

Probanden n min max s
[%] [%]

Koffeinabstinenz
CAT
Gesamt 17 0,05 11,05 3,72
Frauen 0,05 9,86 3,30
Manner 0,05 12,39 4,20
NR 12 0,05 9,31 3,12
NRF 6 0,05 7,94 2,62
NRM 6 0,05 10,67 3,62
R 5 0,04 15,24 5,18
RF 3 0,03 13,70 4,67
RM 2 0,05 17,55 5,94
AAT
Gesamt 17 0,24 21,91 7,29
Frauen 0,28 20,87 6,90
Manner 0,20 23,09 7,73
NR 12 0,27 22,56 7,44
NRF 6 0,30 21,73 7,12
NRM 6 0,24 23,38 7,76
R 5 0,74 20,36 6,65
RF 3 0,23 19,13 6,55
RM 2 0,10 22,20 7,64
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Probanden n min max s
CAT

Gesamt 16 0,07 10,71 3,49
Frauen 0,06 10,60 3,49
Manner 0,09 10,85 3,49
NR 11 0,07 10,13 3,29
NRF 6 0,05 9,77 3,17
NRM 5 0,09 10,56 3,44
R 5 0,08 11,98 3,92
RF 3 0,07 12,27 4,13
RM 2 0,10 11,55 3,63
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