Aus der Universitatskinder- und Jugendklinik Rostock

Direktor (k):

Univ.- Prof. Dr. med. Jan Dabritz

ATAT L
< 2 (R 4o
Q) ‘-'._ o |;f.lilil1:l"i—?~ LA
2 S THRETITHNENG
i r§ ?’ " §)
Z IS IE 1N P a}ﬁ_"' v
= | S e D Il

Der Einfluss einer Enzyminduktion auf die Ammoniakentgiftung im Kolon nach
Gabe von resistenter Starke, gemessen anhand der Exkretion der Abbauprodukte
von Lactose-["°N;]ureid
Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin

der Universitatsmedizin Rostock

Vorgelegt von:

Anne-Sophie Trondle
aus Konstanz
Rostock, 2020

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002919



Dekan: Prof. Dr. med. univ. Emil C. Reisinger, MBA

Gutachter:
Prof. Dr. med. Markus M. Lerch, Universitat Greifswald, Gastroenterologie
Prof. Dr. med. Georg Lamprecht, Universitat Rostock, Gastroenterologie

Prof. Dr. rer. nat. habil. Klaus-Dieter Wutzke, Uni Rostock, Ernahrungsmedizin

Jahr der Einreichung: 2020
Jahr der Verteidigung: 2020



Fiir meine Eltern.

Und Heidi.



Inhaltsverzeichnis

T EINIBIUNG. ..o 7

1.1 Pra-, Pro- und SynbiotiKa ..........ccoooiiiiiiii e 7

1.1.1 BEABULUNG. ... 7

1. 1.2 DEfiNItiONEN ..o e 8

1.1.3 Vorausgehende Prabiotikastudien ............cccccviiiieiiiiii i 10

1.2 SHATKE. ...t e 12

1.2.1 Starke biochemisCh ..., 12

1.2.2 Resistente StArke ........ooooeiieeeiiiii e 12

1.2.3 Typen resistenter Starke ..o 13

1.3 Weiterer theoretischer Hintergrund.............ccooiiii 14

1.3.1 Stabile ISOtOPE......ccoveieeeeee e 14

(IR I = oY 4 o] 4 o V4| o TSP 15

1.3.3 GIYCOSYIUrEIAE. ..o, 16

1.3.4 EnzymindUKEiON. ........uumiiiiiii 19
1.3.5 Stickstoffstoffwechsel, Ammoniakmetabolismus und die Rolle der

(0001 o] ] oF= 11 (=1 1= o 1P 19

2 ZIelStellUNG...ccooi e, 21

3 Material und MethOdiK............oiiiiiiii e 22

3.1 Verwendetes StarkegemiSCh ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeees 22

3.1.1 Kartoffelfaserstarke............ooooveuiiii e 22

3.1.2 Markerbsenstarke..........cooovviiiiiiieiiiie e 22

3. 1.3 MaISSIArKE. ... .o 22



3.2 Lactose-["*N,Jureid als Tracersubstanz................cccovereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 23

3.3 Unmarkiertes Lactoseureid als Enzyminduktor ...........c.cc.iiiiiinnn. 24
3.4 Analysentechnik..........ooooiiiiiiii 25
3.5 Messmethode Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie....................... 27
3.6 Berechnungen und Statistik............cooooiiiiioi e, 28
3.7 ProbDanden........ooo oo 30
3.8 STUAIENAESIGN. ...ttt 32
3.9 ProbandenerN@nrung..........coiiiiiiiiieiiee et 35
3.10 Probengewinnung, -aufarbeitung, -messung............cccceeeveiiiiiiiinnnnns 36
3.10.1 Renale N-Exkretion und Gesamt-N-Exkretion............................ 36
3.10.2 Renale ™NH3-EXKretion..........cccccooveveiiiiiiciie e 37
3.10.3 Fakale "N-EXKretion............cccoueiiiiiiiiie e 39
3.10.4 ">N-Haufigkeit im Fibrinogen, im proteinfreien Uberstand und im
Sediment des Blutplasmas...........ccoooiiiiiiiiiiii e 39
4 ErgebNiSSe. . ... s 42
4.1 Renale kumulative prozentuale *N-Exkretion..........c....cccceeevveeeeeennene. 42
4.2 Renale Gesamt-N-Exkretion in Gramm.............ccccoi 45
4.3 Renale kumulative prozentuale *NH;-Exkretion Gber 24h ..................... 47
4.4 Fakale kumulative prozentuale "N-Exkretion............c...cccooeeeecvieeeenneenne. 50
4.5 Kumulative prozentuale Gesamt-"°>N-Exkretion im Stuhl und Urin ......... 53

4.6 "N-Haufigkeit im Fibrinogen, im proteinfreiem Uberstand und im

Sediment des BIutplasmas ... 54

LS B 1] (U =TT o] o TR 57



6 ZUSAMMENTASSUNG. ... .oiiii e e eees 65

7 LiteraturverzeiChnis. ... ... ... e 67
S 0[] o PSP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRP 75
9 Selbststandigkeitserklarung..........ccoov i 77
10 Tabellarischer Lebenslauf.................oouiiiiiiiiiiiiieee e 78
I =T o €= T [0 Vo PR 80
L2 N 0 g F=T o T PP P PP 81

12.1 Ubersicht des Ablaufs der Tracereinnahme und Probengewinnung

anhand des Instruktionsblattes fiir die Probanden........c..cc.covvveiiniion.. 81



1 Einleitung

In der heutigen Zeit haben die Ernahrung, die koérperliche Leistungsfahigkeit
und die Gesundheit im Alltag einen hohen Stellenwert. Hiermit korrelierend wer-
den in kommerziellen Zusammenhangen verstarkt die Begriffe Superfoods,
Functional Foods sowie Nahrungserganzungsmittel verwendet. Entsprechende
Produkte lassen sich in variierender Form und groRer Vielfalt in Apotheken,

Drogerie- und Supermarkten finden.

Gleichzeitig sind Darmerkrankungen wie beispielsweise die oft mit dem westli-
chen Lebensstil verknupfte Divertikulose, der Morbus Crohn und die Colitis ul-
cerosa, aber auch Nahrungsmittelunvertraglichkeiten wie die Zdliakie, in ihrer

Pravalenz gestiegen. [1-4]

Der griechische Arzt Hippokrates postulierte bereits 300 Jahre vor Christus:
,Der Tod sitzt im Darm® und forderte: ,Lasst Nahrung eure Medizin sein und
Medizin eure Nahrung.“ [5] Heute weiR man, auch dank Ubersichtsarbeiten bei-
spielsweise von Macfarlane oder Cummings et al. [6-8], dass der Darm und die
Ernahrung tatsachlich eine immense Rolle spielen, wenn es um Gesundheit,
um Leistungsfahigkeit und um das Wohlbefinden des Menschen geht. [9]

1.1 Pra-, Pro- und Synbiotika
1.1.1 Bedeutung

Funktionelle Lebensmittel (engl. functional food), denen keine einheitliche Defi-
nition zu teil wird, sind Produkte, die neben ihrem Ernahrungs- und Genuss-
zweck auch gesundheitsfordernde Effekte haben sollen. Beispiele sind Pra-,
Pro- und Synbiotika oder auch Lebensmittel, denen Pro- und Prabiotika zuge-
setzt sind. [10] Funktionelle Lebensmittel erzielten in Deutschland seit den
1990er-Jahren bis einschliellich 2009 stetig ansteigende Umsatze [11], wird ih-
nen doch eine praventive, gar therapeutische Wirkung bei einer Vielzahl von Er-
krankungen nachgesagt. [5-9]

Fur einige Pra- und Probiotika hat man bereits positive Effekte nachgewiesen,
darunter die Reduktion von Verstopfung [12], die Senkung des Cholesterin-

spiegels [13], eine Reduzierung des Dickdarmkrebsrisikos [14,15], positive Aus-
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wirkungen auf das Immunsystem [16,17], sowie eine verbesserte Darmflora bei
Kleinkindern. [7,18]

Eine aktuelle Studie zeigt beispielweise zudem einen positiven Einfluss einer
Prabiotikasupplementation bei polyzystischem Ovar. [19] Auch fur viele weitere
speziell den Darm betreffende Krankheiten, wie sie in der Einleitung erwahnt
wurden, wird der Effekt von Pra-, Pro- und Synbiotika nach wie vor erforscht, er-
hofft man sich doch schlussendlich aussagen zu kénnen, dass sie diesen

Krankheiten vorbeugen, sie im Krankheitsfall gar heilen. [14,20,21]

Menschen mit Depressionen und anderen die Psyche betreffende Erkrankun-
gen, kdonnten womdglich ebenfalls von Prabiotika profitieren. [22] Diese Er-
kenntnis ergibt sich aus einer Vielzahl an Studien der letzten Jahre, die sich mit
dem Darm, seinem autonomem Nervensystem und der Verknipfung zum
zentralen Nervensystem beschaftigen. [22-24] Sie deduzieren, dass das intes-
tinale Mikrobiom und damit einhergehend die Nahrungsaufnahme fur das Wohl-
befinden, die mentale Gesundheit und die Leistungsfahigkeit des Menschen mit
entscheidend ist. [25]

Insbesondere fur die Prabiotika ergeben sich jedoch immer wieder widersprich-
liche Ergebnisse. So zeigte beispielsweise eine klinische Studie von Kazemi et
al. 2018, die die Auswirkung einer Supplementation von Pro- vs. Prabiotika vs.
Placebo auf eine Depression untersuchte, zwar positive Effekte nach Einnahme

eines Probiotikums, nicht jedoch nach Einnahme eines Prabiotikums. [26]

Es zeigt sich, auf dem Gebiet der Erndhrungsmedizin gilt es hinsichtlich der po-
sitiven gesundheitlichen Effekte von Pra-, Pro- und Synbiotika noch weiter-

gehend zu forschen beziehungsweise viel Erforschtes zu validieren.

1.1.2 Definitionen

Wahrend Probiotika (lat. pro = fur, gr. bios = das Leben) vorwiegend lebende,
nicht pathogene Mikroorganismen wie zum Beispiel Bakterien sind, die die Ge-
sundheit ihres Wirts praventiv, sowie therapeutisch positiv beeinflussen kénnen
[5,10,27], sind Prabiotika (aus dem Griechischen pre = vor; bios = das Leben)

definitionsgemal nach Gibson und Roberfroid:



,Nicht verdaubare Lebensmittelbestandteile, die ihren Wirt gunstig beeinflussen,
indem sie das Wachstum und/oder die Aktivitat einer oder mehrerer Bakterien-
arten im Dickdarm gezielt anregen und somit die Gesundheit des Wirts verbes-
sern.” [28] Um eine Substanz als Prabiotikum einzustufen, stellen die folgenden

drei Kriterien eine genauere Definition auf: [29]

1. Unverdaubarkeit fir Enzyme des oberen Gastrointestinaltrakts
2. Fermentation durch Kolonbakterien

3. Selektive Stimulation des Wachstums und/oder der Aktivitat potentiell po-

sitiver Bakterien

Probiotika, die sich, fur jedermann kauflich im Handel finden lassen, sind bei-
spielsweise mit Milchsaurebakterien aus den Gattungen Lactobacillus und Bifi-
dobakterium angereicherte Joghurts. Des Weiteren kénnen auch einige E. coli-
Stamme oder die Hefe Saccharomyces boulardii als weitere Beispiele fur pro-

biotische Erzeugnisse bezogen werden. [5,30]

Zu den wichtigsten Prabiotika zahlen die bereits in ihrer Wirkung Uberpriften
Kohlenhydrate Inulin, Lactulose, Raffinose sowie Fructane, Oligofructose und
resistente Starke. [5,7,10,31,32] Sie kommen in einer Vielzahl von Lebensmit-

teln natdrlich vor.



Tabelle 1: Natiirliches Vorkommen von Kohlenhydraten mit prabiotischer
Wirkung [5,10,32]

Prabiotikum Vorkommen

Inulin Chicorée, Artischocken, Schwarzwurzeln, Spargel, Topi-

nambur, Pastinaken

Oligofructose Roggen, Hafer, Zwiebeln, Knoblauch, Bananen, Tomaten,

Spargel

Resistente Starke | Erkaltete, gekochte Kartoffeln oder Reis, Haferflocken, Boh-

nen, Linsen, Erbsen, Gerste, Hirse, WeilRbrot

Raffinose Erbsen, Bohnen, Zuckerrohr, Zuckerriiben

Fructane Zwiebeln, Riben

Lactulose kommt nicht natirlich vor, sondern es handelt sich bei ihr um ein Di-
saccharid aus D-Galactose und Fructose, das industriell durch Isomerisierung
aus Lactose gewonnen, kommerziell vertrieben und vorallem als Laxans einge-
setzt wird. [5]

Neben den jeweiligen Effekten einer Supplementation entweder mit Probiotikum
oder mit Prabiotikum, werden auch Effekte einer kombinierten Gabe erforscht.
Werden Pro- und Prabiotika kombiniert verabreicht, bezeichnet man sie
dementsprechend als Synbiotika. [5,15,21,32]

1.1.3 Vorausgehende Prabiotikastudien

Die Arbeitsgruppe Ernahrung der Universitatskinder- und Jugendklinik Rostock,
welcher die Studie, die die Grundlage dieser Dissertation bildet, entstammt, un-
tersucht seit etwa 15 Jahren den Effekt der Supplementation von Probiotika und
anderer die Nahrung erganzende Stoffe auf verschiedene gastrointestinale
Parameter. Wahrend zunachst mit Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus ca-
sei, der Substanz L-Carnitin [33-35] und anderen Zusatzen gearbeitet wurde,

untersucht man seit geraumer Zeit verschiedene Effekte bei Supplementation
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von Prabiotika. Haufig, wie auch in dieser Studie, wurde resistente Starke, im

Folgenden mit RS abgekurzt, als Prabiotikum verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht vorausgehender Studien unter Verwendung des Pri-
biotikums RS [36-38]

Wutzke KD, Lotz | The effect of pre- and probiotics on the colonic ammonia

M, Zipprich C metabolism in humans as measured by lactose-["°N,]Jureide

Wutzke KD, The metabolic effect of resistant starch and yoghurt on the
Schollibbers D  |renal and faecal nitrogen and ammonia excretion in humans

as measured by lactose-["°N,]Jureide

Wutzke KD, Dietary fibre-rich resistant starches promote ammonia deto-
Tisztl M, Salew- |xification in the human colon as measured by lactose-
skiB, Glass A |['°N,Jureide

Des Weiteren wurden der Einfluss von RS auf die Fettsdureoxidation und den
respiratorischen Quotienten [39], sowie in aktuelleren Studien der Einfluss von
RS auf die orozdkale Transitzeit (OZTZ), die Wasserstoff- und Methangenerati-

on sowie die Korperzusammensetzung untersucht.

Auf die Ergebnisse der oben gelisteten vorausgehenden Studien und die dar-
aus resultierenden Erkenntnisse wird im Kapitel Diskussion dieser Dissertation

vermehrt eingegangen.

Nachfolgestudien beschaftigen sich bereits mit der direkten Auswirkung einer
Supplementation von Polysacchariden auf die Mikrobiota des Darmes sowie auf
die OZTZ.
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1.2 Starke
1.2.1 Starke biochemisch

Starke ist ein Polysaccharid aus den Bestandteilen Amylose und Amylopektin.
Bei Vorhandensein reiner 1,4-a-glycosidischer Bindungen zwischen D-Glucose-
molekulen spricht man von Amylose. Amylose macht etwa 20-30% der pflanzli-
chen Starke aus. Finden sich zusatzlich 1,6-a-glycosidische Bindungen spricht
man von Amylopektin, das etwa 70-80% der pflanzlichen Starke ausmacht und

ihr die stark verzweigte Struktur verleiht. [40]

Starke dient, wie auch das tierische Glycogen, als zellularer Kohlenhydratspei-
cher. [5]

Starke unterscheidet sich nicht nur durch unterschiedliche prozentuale Vorkom-
men von Amylose und Amylopektin in unterschiedlichen Pflanzen, sondern auch

durch ihre Verdaubarkeit, worauf im folgenden Kapitel naher eingegangen wird.

1.2.2 Resistente Starke

Bei RS handelt es sich um Starke, die gegen die Verdauung im Dunndarm re-
sistent ist. Das heil’t sie wird nicht hydrolysiert, verdaut oder resorbiert, da dem

Menschen die entsprechenden Enzyme daftr fehlen.

Sie zahlt daher zu den Ballaststoffen und steht somit unverdaut der Mikrobiota
des Dickdarms als energielieferndes Substrat zur Verfigung. [5,40,41]

Die Begriffe Mikrobiom und Mikrobiota bezeichnen allgemein die Gesamtheit al-
ler Mikroorganismen der Erde, enger gefasst beziehen sich diese beiden syn-
onym verwendeten Begriffe auf die Gesamtheit aller Mikrolebewesen des
menschlichen Korpers, wovon der Grofdteil im Magen-Darm-Trakt und dort vor-
allem im Kolon angesiedelt ist. [42]

Erst im Dickdarm kann die dortige Mikrobiota die RS, die ihre bevorzugte Ener-
giequelle ist, durch Fermentation aufspalten und z.B. in kurzkettige Fettsauren
(KKFS) umwandeln, wodurch es den Dickdarmzellen moglich wird sie zu resor-
bieren. [5,29] Die Effekte dieses Abbaus sind in der nachfolgenden Tabelle dar-

gestellt.
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Tabelle 3: Effekte des RS- Abbaus auf den Kolonmetabolismus [29,43-47]

direkt

indirekt

Entstehung KKFS wie bspw. Butyrat

Entstehung wertvoller Energietrager

— Senkung des pH- Wertes und der

Entzindungsmarker im Darm

— Wachstum der bakteriellen Masse

— Senkung der Aktivitat bakterieller Pro-

teasen

— Positive Veranderung der Zu-
sammmensetzung der Darmbesied-

lung

— Reduktion der Spaltung nicht verdau-

barer Proteine

— Vermehrte Inkorporation des ent-

stehenden Ammoniaks in Bakterien

— Reduktion der Ammoniakentstehung

im Kolon

— Ausscheidung durch den Fazes

— Verbesserung der Integritat der Dick-

darmschleimhaut

— Reduktion der Ammoniakaufnah-

me Uber die Darmwand

— Verbesserung der Barriere-Funktion

des GIT zur Umgebung

— Reduktion der renalen Ammonia-

kausscheidung

— Detoxifizierender Effekt

— Detoxifizierender Effekt

1.2.3 Typen resistenter Starke

Man unterscheidet vier Arten von RS. Typ 1 zeichnet sich durch Einschluss der
Starke in intakte Zellverbande aus. Die Starke ist somit fur Verdauungsenzyme
unzuganglich. Sie kann physikalisch z.B. durch Kauen oder auch chemisch auf-
geschlossen werden und normal verdaut werden.

RS Typ 2 ist fur Verdauungsenzyme im Rohzustand aufgrund der Komplexitat
ihrer Struktur mit vielfachen Verzweigungen unzuganglich.

Durch Erhitzen entfaltet sie jedoch diese komplexe Struktur und die Starke kann
anschliel3end verdaut werden. Die Temperatur, die fur den Vorgang der Entfal-

tung notwendig ist, ist von Lebensmittel zu Lebensmittel unterschiedlich.

Dieser Vorgang ist irreversibel.
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RS Typ 3 nennt sich retrogradierte Starke oder auch umkehrbare Starke. Sie
kann wie Typ 2 durch Erhitzen zu verdaubarer Starke werden. Beim Erhitzen
und anschlieBendem Abkuhlen (z.B. Einfrieren) von kohlenhydratreichen Spei-
sen entsteht jedoch erneut die im Dunndarm schlecht verdaubare RS Typ 3. Die
durch diese Retrogradation vorliegende komplexe kristalline Struktur ist fur Ver-
dauungsenzyme, allen voran fur die a-Amylase, unzuganglich.

Oft lasst sich in der Literatur eine weitere RS, namlich die RS Typ 4, finden.
Hierbei handelt es sich jedoch um eine repolymerisierte bzw. chemisch modifi-
zierte Starke, die im eigentlichen Sinne nicht zu den RS gezahlt werden sollte,

da sie nicht naturlichen Ursprungs ist. [5,47-51]

Tabelle 4: Quellen fur die resistenten Starken Typ 1-3 [51]

Typen RS Typ 1 RS Typ 2 RS Typ 3
Quellen |Getreidekorner, |Unreife Bananen, unge- |Gekochte und abge-

Saaten, Samen |kochte Kartoffeln, amylo- |kihlte Kartoffeln (z.B.-
Hulsenfrichte sereiche Maissorten, Kar- | Kartoffelsalat), ge-

toffelmehl, Kochbananen- | kochter und abgekuhl-

mehl ter Reis (z.B. in Sushi)

1.3 Weiterer theoretischer Hintergrund
1.3.1 Stabile Isotope

Bei Isotopen (gr. isos = gleich, gr. topos = Platz) handelt es sich um zu einem
chemischen Element gehérenden Atome (Nuklide) mit gleicher Protonen- bzw.
Ordnungszahl, jedoch unterschiedlicher Neutronenzahl und damit einhergehend
unterschiedlicher Masse. Sie besitzen den gleichen Platz im Periodensystem
der Elemente. Fur den in dieser Studie verwendeten Stickstoff gilt: Stickstoff an
sich hat die Massenzahl 14 und wird mit N gekennzeichnet. Andere Isotope
des Stickstoffes sind z.B. °N.

-14-



In der vorliegenden Studie wurde das stabile Isotop N verwendet. Stabile Iso-
sotope nennen sich stabil, da sie nicht radioaktiv sind und folglich nicht zerfal-
len. Sie werden medizin-diagnostisch vielseitig verwendet und kénnen aufgrund
ihrer Stabilitdt auch bei Kindern und Schwangeren unbedenklich eingesetzt
werden. [562,53] Eine Auswahl an Einsatzmoglichkeiten folgt:

Tabelle 5: Einsatz stabiler Isotope in der Diagnostik [54]

Beispiel Verwendetes Isotop + Tracersubstanz

Atemgastest zur Verifizierung einer

Helicobacter-pylori-Infektion

13C- Harnstoff

Atemgastest zur Bestimmung der

orozokalen Transitzeit

Lactose-["*C]ureid

Diagnostik der Mukoviszidose

1,3-Distearyl-2["*C]octanoylglycerol

Untersuchung des Proteinmetabolis-

*N-Glycin

mus

1.3.2 Tracerprinzip

Sowohl radioaktive als auch stabile Isotope werden vielfaltig in der Forschung,

Diagnostik und Therapie als Tracer eingesetzt.

Analog zum Tracerprinzip in der Nuklearmedizin werden Tracer (deutsch: Spur)
auch in der Ernahrungsforschung eingesetzt. Ziel dabei ist es metabolische Ab-
laufe mdglichst nicht invasiv zu untersuchen. [55] Dabei werden anhand von ap-
plizierten Tracersubstanzen, die, anders als in der Nuklearmedizin, mit einem
stabilen Isotop markiert sind, Stoffwechselwege verfolgt und spezifische Frage-

stellungen beantwortet. [52]

Im Korper verhalten sich die jeweiligen Isotope dem Mutternuklid biochemisch

identisch und die jeweilige Physiologie bleibt unbeeinflusst. [54]

-15-



1.3.3 Glycosylureide

Glycosylureide (GU), wie das in der vorliegenden Studie verwendete Lactoseu-
reid (LU), sind Produkte, die durch Kondensation aus Harnstoff und einem Koh-

lenhydratanteil z.B. Glucose, Lactose, Cellobiose etc. entstehen.

Sie konnen durch Synthese mit stabilen Isotopen als Tracersubstanz zum
Nachvollziehen verschiedener Stoffwechselprozessen im Intestinaltrakt dienen,
da die molekulare Bindung zwischen dem Kohlenhydrat- und dem Harnstoffan-
teil nicht durch eine enzymatische Metabolisierung im Dinndarm gespalten
wird. [56]

Ein erstes Verfahren zur Synthese der GU beschrieb bereits Schoorl Anfang
des 19. Jahrhunderts. [57] Das Verfahren wurde wie durch Hoffmann 1932 be-

schrieben weiter modifiziert. [58]

Vielfaltige Untersuchungen zu den (bio)chemischen Eigenschaften und Anwen-
dungsmaglichkeiten der unterschiedlichen GU und der Moglichkeit ihres Einsat-
zes unter Bindung an stabile Isotope als Tracer fur Stoffwechselprozesse, fuhrte
die Arbeitsgruppe um Heine bzw. Wutzke an der Universitatskinder- und Ju-
gendklinik Rostock durch und fand beispielsweise heraus, dass erst im Colon
caecum die Abspaltung des Kohlenhydratanteils vom Harnstoff erfolgt und dass
diese Reaktion durch das Enzym Glucoseureid-Hydrolase des Bakteriums
Clostridium innocuum [59] katalysiert wird, was den geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt in der Metabolisierung der GU darstellt. Diese spezifische Fa-
higkeit des Clostridium innoccum wurde entdeckt, nachdem man lange davon
ausgegangen war, dass Glycosylureide durch die Allantoin-Aminohydrolase von
Darmbakterien wie Pseudomonas aeruginosa, E. coli und Staphylococcus au-
reus gespalten werden. [60] Der Nachweis des Enzyms Glucoseureid-Hydrola-
se gelang bisher einzig bei Clostridium innocuum. Jedoch ist nicht ausgeschlos-
sen, dass auch andere intestinale Bakterien diese enzymatische Fahigkeit be-
sitzen. [59]

Anschlieliend wird die entstandene Glucose verstoffwechselt und der Harnstoff
weiter abgebaut.

Nach der Spaltung des Harnstoffs durch das Enzym Urease von Bakterienarten
wie beispielsweise Klebsiella oder Bacteroides [56,59,61] werden dann die
Stoffwechselendprodukte CO. und NHs;freigesetzt. [56]
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Die Erfassung der renalen und fakalen "°N-Stickstoffexkretion ist durch die Mar-
kierung des GU mit ['°N,]-Harnstoff, die Gewinnung von Stuhl- und Harnproben,
die akribische Aufarbeitung dieser und anschlieRende Elementaranalyse sowie
massenspektrometrische Isotopenhaufigkeitsmessung maoglich. [62] Weitere In-

formationen dazu finden sich in den sich anschlieRenden Kapiteln.

Der eben beschriebene Metabolismus der GU ist in der folgenden Grafik am
Beispiel des Lactose-["°N;]ureids ("°N-LU), das in dieser Studie als Tracersub-
stanz benutzt wird, dargestellt. Fir unmarkiertes LU erfolgt der Metabolismus

analog zur nachfolgenden Grafik:
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Abbildung 1: Grafische Darstellung des Abbaus des "“N-LU im Gastroin-
testinaltrakt [63,69]
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1.3.4 Enzyminduktion

Der Begriff Enzyminduktion beschreibt die vermehrte Neusynthese und die da-
mit einhergehende Konzentrationserhéhung eines Enzyms. Zugrunde liegt eine
vermehrte Genexpression in Anwesenheit bestimmter Substanzen (Induktoren).
[64] Folge dieser Konzentrationserhohung ist, in der hier beschriebenen Appli-
kation von unmarkiertem LU, die allmahlich verstarkt einsetzende Metabolisie-
rung von ®N-LU. Wird diese durch das entsprechende unmarkierte LU selbst
ausgelost, spricht man von Eigeninduktion. Lost ein anderes GU beispielsweise
Cellobioseureid oder Glucoseureid wie bei Wutzke et al. 2010 beschrieben bzw.
nachgewiesen, die verstarkte Metabolisierung aus, bezeichnet man dies als
Fremdinduktion. [65]

Die Induktion des Enzyms Gucoseureid-Hydrolase bei der Metabolisierung des
®N-LU ist durch die jeweilige Substanz als Eigeninduktion in mehreren Studien
[65,66] gepriift und hinsichtlich der Anwendung des "*N-LU als Tracer, was die
Bestimmung der OZTZ betrifft, als effektiv bewertet worden. [56]

In dieser Studie wird die Induktion des Enzyms durch die unmarkierte Substanz
LU bei Verwendung von ®N-LU als Tracersubstanz in Bezug auf die Ammonia-

kentgiftung im Kolon untersucht.

1.3.5 Stickstoffstoffwechsel, Ammoniakmetabolismus und die Rolle der

Kolonbakterien

Stickstoff (N.) ist ein elementares Makromolekul, da er Hauptbestandteil von
beispielsweise Proteinen, Nucleotiden und vielen weiteren Verbindungen ist.
Aufnahme und Ausscheidung dieser Verbindungen sind beim Menschen genau
geregelt. Wahrend die Aufnahme z.B. aus der Nahrung sowie aus endogenen
Reservoirs wechselnden Mengen unterworfen ist, wird vor allem Uber den Ami-

nosaurenabbau die Stickstoffhromoostase gesichert.

So besteht bei einem Menschen mit einem Korpergewicht von 70kg ein Amino-
saurenpool von etwa 70-100g freier Aminosauren, der in standigem Austausch

mit den Korperproteinen steht.

Organische stickstoffhaltige Verbindungen, wie beispielsweise Proteine und

-19-



Peptide, die das Kolon erreichen, werden dort unter der Entstehung von Ammo-

niak und anderer teils toxischer Metabolite fermentiert.

Ammoniak (NH3z) bzw. Ammonium (NH,") ist bereits in geringen Konzentrationen
eine toxische Substanz. Es schadigt das Darmepithel und entwickelt nach Ab-
sorption in den Blutkreislauf neurotoxische Wirkungen, weswegen ein Teil des
anfallenden Ammoniaks im Korper entgiftet werden und direkt oder indirekt

nach Einbau in weniger toxische Verbindungen augeschieden werden muss.

Gleichzeitig ist diese stickstoffhaltige Verbindung Quelle fur die Aminosauren-
und Proteinsynthese von intestinalen Bakterien und damit ein wichtiger Wachs-
tumsfaktor dieser. [40]

Soweit das entstehende Ammoniak nicht fur bakterielle Synthesen oder ander-
weitige Reaktionswege bendtigt wird, erfolgt in der Leber, da diese eine enzy-
matische Ausstattung fur die Bildung von Harnstoff besitzt, die Umwandlung
von Ammoniak in Harnstoff. Dies geschieht in einer zyklischen Reaktionsfolge,
die sich Harnstoffzyklus nennt. Hierauf wird in der Diskussion nochmals explizit
eingegangen.

Um auf die Rolle der Bakterien des Kolons zu kommen, hatten vorhergehende
Studien bereits erfolgreich zum Gewinn neuer Erkenntnisse Uber den Stickstoff-
stoffwechsel im Kolon und diesbezuglich uber den Effekt der Prabiotika und die

Bedeutung der Kolonbakterien beigetragen. [36-38]

Anhand der Messung der Degradationsprodukte von GU wurde festgestellt,
dass die fur das Bakterienwachstum bendtigte Stickstoffmenge von der verfug-
baren Energie aus der Kohlenhydrat- bzw. Prabiotikafermentation abhangig ist
und dass bei resultierendem Anstieg der bakteriellen Masse eine vermehrte In-
korporation von Ammoniak in Bakterien und damit eine fakale Ausscheidung

und luminale Reduktion moglich ist.

Ferner wurde herausgefunden, dass sich durch eine Enzyminduktion die OZTZ,
die indirekt proportional zur fakalen Ammoniakausscheidung ist, genauer be-
stimmen lasst. Fur die Ammoniakentgiftung selbst konnte bisher keine signifi-
kante Auswirkung einer Enzyminduktion festgestellt werden. Eine Studie von de
Preter et al. aus dem Jahre 2006 hatte die Notwendigeit einer Enzyminduktion
bei Untersuchung des Ammoniakstoffwechsels verneint. [68] Dies soll nun veri-

fiziert bzw. widerlegt werden.
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2 Zielstellung

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Auswirkungen der Supplementati-
on eines Gemisches aus resistenter Maisstarke, resistenter Markerbsenstarke
und resistenter Kartoffelfaserstarke bei vorhergehender Induktion durch unmar-
kiertes Lactoseureid auf die NH;-Entgiftung im Kolon, auf die renale *N-Ge-
samtexkretion, die NHs-Exkretion sowie die '°N-Inkorporation im l&slichen
Uberstand des Blutplasmas anhand des Abbaus von markiertem Lactose-

[®*N]ureid im Kolon des Erwachsenen.

Als Arbeitshypothese gingen wir der Frage nach ob und in welchem Umfang
eine Enzyminduktion zu einer vermehrten fakalen '’N-Exkretion bzw. im Um-
kehrschluss zu einer verminderten renalen "*N-Exkretion von Stickstoff und Am-

moniak unter einer Supplementation von RS flhrt.
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3 Material und Methodik
3.1 Verwendetes Starkegemisch

In dieser Studie wurde mit einem Gemisch aus drei verschiedenen Arten von
RS gearbeitet, namlich Kartoffelfaserstarke (KFS), Markerbsenstarke (MES) so-
wie Maisstarke (MS). Diese unterschieden sich in ihrer prozentualen Zu-
sammensetzung hinsichtlich ihres gesamten Starkegehaltes, den darin vorkom-
menden Typen RS, dem Ballaststoffgehalt, sowie in ihrem Gehalt an Proteinen,

Kohlenhydraten, Fett und Wasser.

Alle Starken sind kommerziell verfugbar und werden u.a. in der Back- und
Fleischwarenindustrie verwendet. [54,69] Sie wurden jede fur sich vom Herstel-
ler in Eimern geliefert und fir die Studiendurchfihrung manuell zu je 3,33g mit
der Waage MC1 LC 2200 P (Sartorius, Goéttingen, Deutschland) abgewogen
und in PortionsgroRen zu je 10g abgefullt. Den Probanden wurde die entspre-
chende Stuckzahl vor dem jeweiligen Phasenbeginn ausgehandigt. Die nachfol-

genden Abschnitte geben weitere Informationen zu den jeweiligen Starken.

3.1.1 Kartoffelfaserstarke

Die KFS wurde von der Firma Emsland Group GmbH in Emlichheim bezogen.
Sie hat einen Anteil von 12% einer Typ 1 RS und einen hohen Ballaststoffgehalt
von 60%. An Ballaststoffen enthalt sie Uberwiegend Zellulose, wenig Hemizellu-

lose, zusatzlich Xylose, Arabinose, Pektin und Lignin. [69]

3.1.2 Markerbsenstarke

Von der Firma Emsland Group GmbH in Emlichheim wurde ebenfalls die MES
bezogen. Sie hat einen hohen Anteil an RS Typ 2 (70%), jedoch einen sehr ge-

ringen Gesamtballaststoffgehalt von weniger als 1%. [69]

3.1.3 Maisstarke

Als dritte Komponente des Gemisches bezog man von der Firma Ingredion,
Hamburg die MS. Auch diese hat einen hohen Gehalt an RS Typ 2 (70% pro
Trockenmasse) und gleichzeitig einen hohen Gesamtballaststoffgehalt von Uber

60% pro Trockenmasse. [69]
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3.2 Lactose-["°N.]ureid als Tracersubstanz

®N-LU wurde im Forschungslabor fiir Erndhrungsmedizin der Universitatskin-
der- und Jugendklinik synthetisiert. Die Grundsubstanzen Lactose und [°N_]-
Harnstoff wurden von den Firmen Merck, Darmstadt, Deutschland bzw. Campro
Scientific, Berlin, bezogen. Im Rahmen eines Drittmittelprojekts mit letztgenann-

ter Firma wurde diese Studie auch durchgefihrt.
Die Synthese erfolgte wie im folgenden Abschnitt beschrieben:

Es wurden 50g Lactose in 100ml bzw. 25g [°N;]-Harnstoff (95Atom-% "N) in
25ml Aquadest. bei 90°C gelost. Anschliefend wurden beide Substanzen ge-
mischt. Das Gemisch musste anschlieliend abkuhlen. Der pH-Wert des Gemi-
sches wurde mittels 1 N Salzsaure auf 1,6 gebracht. Nun wurde das Gemisch
fur neun Tage unter pH-Wert-Kontrolle im Wasserbad bei konstant 42°C belas-
sen. Nach Ablauf dieser neun Tage wurde das Gemisch, weiterhin unter pH-
Wert- Kontrolle, im Kihlschrank auf 4°C abgekiihlt. *N-LU kristallisierte hierbei
auf dem Boden des Gefalles aus. Es konnte somit der Bodensatz vom I8slichen
Anteil getrennt werden. Der erhaltene kristalline Feststoff konnte getrocknet und
abgewogen werden. Um den Anteil von freiem Harnstoff auf maximal 0,05% zu
senken, wurde eine dreimalige Umkristallisierung mittels Aquadest. und Ethanol
vorgenommen. Aus den anfanglich im Kapitel genannten Substanzmengen

konnten somit ca. 90g "*N-LU synthetisiert werden.

Zur Bestimmung der renalen und fakalen Exkretion von Stickstoff- und Ammoni-
ak wurde die "N-LU-Dosis auf das am Morgen der Tracereinnahme ermittelte
Korpergewicht des jeweiligen Probanden berechnet und wahrend des Fruh-
stlicks eingenommen. Berechnet wurde die notwendige Dosierung nach der

Formel:

Dosis = 5,7mg "N-LU x kg Korpergewicht (KG) (1)

Dies entspricht einer reinen N-Dosis von 0,4mg/kg KG pro Tracereinnahme.
Beim Abwiegen der Tracersubstanz wurde die Waage MC1 AC 210 P (Sartori-

us, Goéttingen, Deutschland) verwendet.
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Abbildung 2: Strukturformel von Lactose-["*N;]ureid

3.3 Unmarkiertes Lactoseureid als Enzyminduktor

Einen Tag vor der Tracereinnahme der beiden Phasen mit Induktion (Phase Il
und V), erhielten die Probanden um 12:00, 16:00 und 20:00 Uhr eine Dosis von
200mg unmarkiertem Lactoseureid zur Induktion des Enzyms Glucose-Ureid-

Hydrolase des Bakteriums Clostridium innocuum.

Dieses wurde, wie auch das "®N-LU, im Forschungslabor fiir Ernahrungsmedizin
der Universitatskinder- und Jugendklinik Rostock hergestellt. Einzelheiten zu
Funktion, Struktur und Metabolisierung sind vorhergehenden Kapiteln zu ent-
nehmen.
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3.4 Analysentechnik

Die im Elemetaranalysator zu untersuchenden Proben konnen sowohl im festen
als auch im flissigen Aggregatzustand vorliegen. Die Proben werden zunachst
unter Verwendung von Chromium(VI)-oxid bei 900°C verbrannt. Die hier zu
analysierenden Proben lagen alle im festen Aggregatzustand vor. Bei ihrer Ver-
brennung entstanden Stickstoff (N.), Wasser (H.O), Kohlendioxid (CO.) und ver-
schiedene Stickstoffoxide (NO). Letztere wurden anschlieRend mittels Kupfer
bei 600°C zu N reduziert. Im Rahmen der Elementaranalyse konnte somit die
Gesamt-Stickstoff-Konzentration ermittelt werden. Zur Bestimmung der Haufig-
keit der Stickstoffisotope N und "N wurde das entstandene Stickstoffgas direkt
mit Helium als Tragergas in das unten ausfihrlicher beschriebenen Massen-

spektrometer geleitet.

Die Ergebnisse wurden, wie in nachfolgenden Kapiteln beschrieben, berechnet
und als KPE dargestellt. Die Ergebnisse, die die Analyse des Citratplasmas lie-

ferte, wurden als Haufigkeiten in At-%-exz dargestellt. [69]

Die folgende Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten ana-

lytischen Instrumente und der Messinstrumente:

-25-



S L-TM

Automatische
Probenzufuhr

Verbrennung

Reduktion

~ HO-Fall
Gas- CO,- Falle
Chromato-
graph
Steuer-
ventil
Tracer mass
lonen- - 20-20 ™
quelle
] Magnetfeld f
Kollektor
Datenauswertung
\j
Ergebnisse

Abbildung 3: Probenverarbeitung anhand einer schematischen Grafik des
verwendeten Elementaranalysators (SL™) und des nachgeschalteten Iso-
topenverhaltnis-Massenspektrometers (Tracer mass 20-20™) [69]
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3.5 Messmethode Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie

Im Rahmen der zugrunde liegenden Studie kam das Gerét Tracer Mass 20-20™
der Firma Europa Scientific, Crewe, UK zur Anwendung. Es arbeitet nach dem

CF-IRMS-Verfahren (continous flow-isotope ratio mass spectrometry). [58]

Mit ihm ist die Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie, eine spezielle Form der
Massenspektrometrie maoglich. Die Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie
misst das Verhaltnis von Haupt- zu Nebenisotop, d.h. in diesem Fall von Stick-
stoff N zu "N. Es wird hierzu je ein Standardwert benoétigt. Das Isotopenver-
haltnis wird in Bezug zu diesem als Atomprozent-Exzess (At-%-exz.) bezeich-
net. Harnstoff p.a., Merck, Darmstadt, wird hier fur Stickstoff als Referenz ver-
wendet. [69]

Die den Elementaranalysator passierenden Proben werden der Hochvakuum-

Kammer automatisch dber ein Einlassventil zugefuhrt.

Durch Elektronenbestrahlung wird der Stickstoff ionisiert. Die erzeugten lonen
werden mittels einer elektrische geladenen Platte durch eine angelegte Span-
nung beschleunigt. Die resultierende Geschwindigkeit (v) der lonen wird mit der

folgenden Formel berechnet:

= (gxUx2) .5
ve[ S5 22 (2
g = Ladung
U = Spannung
m = Masse

v = Geschwindigkeit

Ein elektromagnetisches Linsensystem bundelt die lonen in einem Strahl, wel-
cher in ein starkes Magnetfeld geleitet wird. Dort werden die lonen entspre-
chend ihrer Ladung (g) und Geschwindigkeit (v) durch die wirkende Lorenzkraft

entsprechend nachfolgender Formel abgelenkt:
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F=gxvxB (3)

F = Lorenzkraft
g = Ladung
v = Geschwindigkeit

B = magnetische Induktion

Es entstehen ensprechende Kurvenverlaufe. Schwere, langsamere Molekule
werden weniger abgelenkt als leichte, schnellere. Die unterschiedliche Ablen-
kung bewirkt ein nach Massen getrenntes Auftreffen der lonen auf selektiv plat-
zierten Kollektoren, woraus ein Strom erzeugt wird. Dieser wird dann Uber einen
Verstarker in ein Signal umgewandelt. [62] Das Isotopenverhaltnis des schwere-
ren zum leichteren lon kann schlussendlich aus diesen Signalen berechnet wer-

den.

3.6 Berechnungen und Statistik

Die indiviuell zu verwendende "°N-Dosis berechnet sich aus dem Korpergewicht
(KG) des Probanden multipliziert mit der festgelegten Dosis von 0,4mg "°N/kg

KG nach der Formel:

Dosis (D) = KG x 0,4mg "°N/kg KG (4)

Aus dem Produkt des gemessenen "*N-Atom-%-Exzess-Wertes der jeweiligen
Probe, dem Volumen des Urin bzw. der Masse [m] des Stuhls, der Stickstoff-
konzentration der Probe [Cyn] und dem Faktor 15 geteilt durch 1400 plus Ato-
mexzess der Probe berechnete sich die "N-Exkretion [E] des renalen Stick-
stoffs, des renalen Ammoniakstickstoffs sowie des Uber den Stuhl ausgeschie-

denen Stickstoffs. Die Formel sieht wie folgt aus:
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E = 15 x At-%-eXZ.probe X V X Cy (5)
1400 + At-%

Probe

Die KPE ergibt sich anschlieBend aus der renalen "N oder ""NHs- oder der fa-
kalen ">N-Exkretion multipliziert mit 100 und dividiert durch die Dosis. [69]

KPE = —(EXSOO) (6)

Zur Speicherung und anschlieBenden Analyse aller Daten wurde das auf
Windows basierende statistische Softwarepaket IBM SPSS statistical package
25.0 verwendet. Im ersten Schritt erfolgte eine deskriptive Auswertung fur konti-
nuierliche und kategoriale Variablen.

Kontinuierliche Variablen wurden mittels Mittelwert (MW), Standardabweichung
(SD), Minimum (Min), Maximum (Max) und Anzahl der verfigbaren Observatio-
nen (n) beschrieben. Fur die kategorialen Variablen wird fur die einzelnen Aus-
pragungen die absolute und relative Haufigkeit angegeben.

Fur die sich anschlielRende Testauswahl wurde bezuglich der Priufung auf Nor-

malverteilung der Variablen zunachst der Kolmogorov-Smirnov-Test bzw. bei

n = 23 der Shapiro-Wilks-Test herangezogen.Bei nur teilweise gegebener Nor-
malverteilung schloss sich der Kruskall-Wallis- Test fur alle vier Messreihen a
vier Phasen an. Statistische Vergleiche zwischen den einzelnen Phasen einer
Messreihe wurden fur kontinuierliche Variablen mit dem Mann-Whitney-U-Test
durch paarweises Nachtesten realisiert. Unter Verwendung der Bonferroni-Kor-
rektur wurden Anpassungen des Signifikanzniveaus durchgefuhrt. So wurde
beispielsweise das Signifikanzniveau fur Paarvergleiche zwischen den jeweili-

gen Werten der vier Phasen einer Messreihe auf p* = 0,05/6 = 0,008 gesenkt.
Fur kategoriale Merkmale wurde eine explorative Datenanalyse durchgefuhrt.

Graphische Darstellungen wurden mit Open Office Draw, tabellarische Uber-

sichten mittels Open Office Calc realisiert.
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3.7 Probanden

An der vorliegenden Studie nahmen insgesamt 23 Probanden teil. Es handelte
sich um neun Manner und 14 Frauen. Das Gewicht lag zwischen 50 und 110kg
mit 69kg als Mittelwert. Das Alter der Probanden variierte zu Studienbeginn zwi-
schen 22 und 35 Jahren mit 23,6 Jahren als Mittelwert. Zwei der Probanden er-

nahrten sich ausschlie3lich vegetarisch.

Ausschlusskriterien waren ein Alter Uber 65 oder unter 18 Jahren, eine den
Stoffwechsel betreffende Erkrankung wie z.B. Diabetes mellitus, chronisch ent-
zundliche Darmerkrankungen und Antibiotikaeinnahme in den letzten drei Mo-
naten, sowie anderweitige Medikamenteneinnahme oder operative Eingriffe mit

Einfluss auf die gastrointestinale Passage.

Die Probanden waren angehalten, insbesondere wahrend der Tage der Indukti-
on, Tracergabe sowie Probensammlung, auf den Konsum von Alkohol zu ver-

zichten.

FUr den gesamten Studienzeitraum galt, dass die Probanden ihr Gewicht mog-
lichst halten und ihre kdrperliche Aktivitat weder verringern noch erhéhen soll-

ten.

Eine detaillierte Auflistung der anonymisiert behandelten Daten der Probanden
findet sich in der diesem Kapitel folgenden Tabelle.

Jeder Studienteilnehmer wurde in Schriftform tber die Studie informiert und hat-
te vor Beginn der Studie eine Unterschrift zu leisten, die sein Einverstandnis mit

der Teilnahme an der Studie bestatigte.

Ethikkomissionsbescheid

Unter der Registirierungsnummer Il HV11/2006, Amendment vom 16.06.2011,
Votum vom 04.07.2011 erteilte die Ethikommisson der medizinischen Fakultat
der Universitat Rostock ihren positiven Bescheid zur Durchfuhrung der hier vor-

liegenden Studie.
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Tabelle 6: Ubersicht der Daten der in der Studie eingeschlossenen Pro-

banden:

1 w 26 58 nein
2 w 22 80 nein
3 m 26 94 nein
4 m 22 110 nein
5 w 23 50 nein
6 w 22 67 nein
7 w 30 69 nein
8 m 35 89 nein
9 w 24 56 nein
10 w 22 70 nein
11 m 22 63 nein
13 m 25 74 nein
14 w 22 76 nein
15 m 29 91 nein
16 w 28 66 ja
17 m 22 80,5 nein
18 w 22 64 nein
19 w 25 62 nein
20 m 23 76 nein
21 w 23 53 nein
22 m 22 80 nein
23 w 29 59 ja
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3.8 Studiendesign

Die Studie erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 75 Tagen. Diese 75 Tage
wurden aufgeteilt in je vier Phasen. Eine Phase umfasste 15 Tage. An jede Pha-
se schloss sich ein sogenanntes Wash-out, eine Auswaschphase, die je aus
funf Tagen bestand, an.

In den Phasen mussten die Probanden, die randomisiert in zwei Gruppen auf-
geteilt worden waren, zweimal Uber einen Zeitraum von 15 Tagen, zu den drei
regelmafigen Mahlzeiten pro Tag, ein Gemisch aus insgesamt 10g MES, KFS
und MS zu sich nehmen. Die je zwei Phasen der Starkeeinnahme sowie der re-
gularen Diat unterschieden sich dadurch, dass am Vortag der Verabreichung
der Tracersubstanz in den Phasen Ill und IV dreimal (um 12:00,16:00 und 20:00
Uhr) mit einer Dosis von 200mg unmarkiertem LU induziert wurde.

Die Phasenabfolge unterschied sich somit bei beiden Gruppen und ergab sich
wie folgt:

Gruppe 1:

|. Leerphase (LP), welche aus der normalen, regelrechten, taglichen Diat be-

stand,

Il. Starkephase (SP): Zur regelrechten Diat erfolgt die Einnahme des Starkege-

misches zu den Hauptmahlzeiten,

lll. Leerphase (s.l.) plus Induktion: Induktion mit Lactoseureid am Tag vor der

Tracereinnahme (LP + Ind.)

IV. Starkephase (s.ll.) plus Induktion: Induktion mit Lactoseureid am Tag vor der

Tracereinnahme (SP + Ind.).

Fiar Gruppe 2 gestaltete sich die Reihenfolge der Phasen wie folgt:
l. SP (s.0.),

II. LP (s.0.),

[ll. SP + Ind. (s.0.), sowie

IV. LP + Ind. (s.0)
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Am 13., 33., 53. und 73. Tag der Studie wurde den Probanden vor dem gemein-

samen Frihstiick eine vendse Blutprobe abgenommen.

Zusammen mit dem Frihstlick wurde exakt um 8:00 Uhr die Tracersubstanz
SN-LU verabreicht.

Urin und Stuhl wurden danach entsprechend den vorhandenen Protokollen Uber
einen Zeitraum von 48 bzw. 72h gesammelt. Eine zweite vendse Blutprobe wur-

de sechs Stunden nach Applikation des "°N-LU abgenommen.
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3.9 Probandenernahrung

Die Probanden waren angehalten sich Uber den ganzen Studienzeitraum hin-
weg ausgewogen entsprechend der Richtlinien der Deutschen Gesellschaft flr
Ernahrung (DGE) mit vollwertiger Mischkost zu erndhren. Das bedeutete sich
mit begrenzten Fettmengen (30-35%) und mehr als 50% der Energiezufuhr in
Form von Kohlenhydraten sowie 15% Energiezufuhr aus Proteinen zu ernah-
ren. Dies wurde anamnestisch vor Studienbeginn fir jeden Probanden, insbe-

sondere auch fur die Vegetarier, sichergestellt.

In den beiden Starkephasen (SP, SP+Ind.) wurde zu jeder Hauptmahlzeit (Fruh-
stick, Mittagessen, Abendessen) 10g eines Starkegemisches aus KFS, MES,
MS eingenommen. Das Gemisch durfte mit FllUssigkeiten wie Wasser, Milch
oder lauwarmem Tee zu sich genommen werden. Es war darauf zu achten,
dass moglichst die exakten 10g eingenommen wurden und dass nicht etwa
Reste des Starkegemisches in der Dose haften blieben.

An den vier Tagen der Tracereinnahme erhielt jeder Teilnehmer ein standardi-
siertes Fruhstlck, bestehend aus einem Weizenbrotchen, 10g Streichfett, 50g
Kase und 35g Marmelade sowie einer Tasse Tee. Das Fruhstlick wurde gegen
7:50 Uhr begonnen und die Einnahme des Tracers erfolgte, auf eine Ecke des
mit Marmelade bestrichenen Anteils des Brotchens gestreut, mit einem Bissen
exakt um 8:00 Uhr. Dadurch wurde sichergestellt, dass die gesamte Menge der
Tracersubstanz punktuell eingenommen wurde. Nach dem Frihstick wurden
die Patienten nochmals exakt zur Urin-Sammelphase instruiert. Sie sollten zu-
nachst alle zwei Stunden den Urin sammeln und moglichst auf grol3e Trinkmen-
gen verzichten. Wasser oder Tee waren zur Sicherstellung der Harnproduktion
schluckweise erlaubt. AuRerdem wurde ihnen fir den gleichen Tag ein standar-
disiertes Mittagessen, bestehend aus Spaghetti der Marke Combino des Dis-
counters Lidl, Deutschland sowie einem Glas Bolognesesauce mit Rindfleisch
der Marke Combino des Discounters Lidl, Deutschland, ausgehandigt. Die Ve-
getarier erhielten Tomaten-Basilikum-Sauce der Marke Combino, Lidl, Deutsch-

land.

Das Mittagessen durfte nach der zweiten Blutenthahme ab 14:00 Uhr und damit

sechs Stunden nach Tracergabe eingenommen werden.

Das Abendessen durften die Probanden wieder individuell gestalten.
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3.10 Probengewinnung, -aufarbeitung und Messung
3.10.1 Renale "*N-Exkretion und Gesamt-N-Exkretion

Jeder Proband wurde vor Studienbeginn mit einem Messbecher und einem
Messzylinder zum Auffangen der Urinproben und zur genauen Bestimmung des
Probenvolumens anhand einer den MessgefalRen aufgedruckten Skala mit Ab-
standen von 2ml ausgestattet. AuRerdem erhielt jeder ein Instruktionsblatt (s. 12
Anhang) mit den genau vorgegebenen Sammelzeitpunkten, sowie ein Protokoll,
in welchem die Volumina und die genauen Uhrzeiten eingetragen wurden. Nach
Messung der Volumina wurde eine Menge von ca. 25ml in ein eigens vorberei-
tetes Urinproberohrchen umgefullt. Die Urinproberohrchen, die je mit 10 Tropfen
1N Salzsaure zur Konservierung des Harnstofffes angesauert waren, waren
dem Patienten ebenfalls in enstprechender Stickzahl ausgehandigt worden.
Diese wurden nach Beflllung ebenfalls mit Datum, Uhrzeit, Volumen der Ge-
samtprobe und Namen, entsprechend den Eintragungen im Urin-Protokoll be-
schriftet. Der Rest des aufgefangenen Urinvolumens konnte Uber die Toilette
entsorgt werden. Die gesicherte Urinprobe wurde bis zur weiteren Verarbeitung

bei -20°C tiefgefroren.

Vor Tracergabe war pro Phase eine Urinprobe als Leerwert abzugeben. Nach
der Tracereinnahme gestaltete sich die Sammelphase wie folgt: Der Urin war
insgesamt 48h lang zu sammeln. Davon sollte moglichst viermal im Abstand
von zwei Stunden direkt nach Tracereinnahme, das heif3t um 10:00, 12:00,
14:00 und 16:00 Uhr eine Probe gesichert werden. AnschlieBend moglichst
zweimal im weiteren Abstand von vier Stunden, das bedeutete um 20:00 und
um 24:00 Uhr. Danach erfolgte die Probensammlung ad libitum mit zwingend

notwendiger Probenasservierung nach 24h und 48h post-Tracereinnahme.

Stets einen Tag vor Aufarbeitung der Urinproben wurden diese zum Auftauen in
einen Kuhlschrank mit ca. 8°C Temperatur gestellt. Alternativ lie® man die Pro-
ben vier Stunden bei Raumtemperatur auftauen. Es wurde eine Liste mit der
genauen Probenbezeichnung etc. gefuhrt. Eppendorfrohrchen wurden entspre-
chend dieser Liste beschriftet. Die Eppendorfrohrchen wurden mit je 1ml Harn
aus den entsprechenden Proben befullt. Sie wurden in die Zentrifuge HERMLE
Z 160- M, Wehingen, Deutschland gegeben und drei Minuten bei 3000 Umdre-

hungen pro Minute zentrifugiert.
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Vom fliissigen Anteil des Uberstandes wurden 25ul auf Zinnscheiben der IVA
Analysentechnik GmbH & Co.KG, Meerbusch, Deutschland mit dem Durch-
messer 28mm aufgetragen und auf einer Warmeplatte bei 25 Watt und 50°C

getrocknet.

Danach wurden die Zinnscheiben samt aufgetragenem kristallisiertem Anteil mit
Hilfe von Pinzetten zu Kugelchen gerollt und zunachst entsprechend einer fir
die Elementanalyse angefertigten Messliste in Eppendorfrohrchen als Aufbe-
wahrungsbehalter einsortiert. Aus diesen konnten sie bei vorhandener Kapazitat
im SL™ und im Tracer mass 20-20™ SerCon, Crewe, U.K. analysiert werden.

Hierbei wurde die N-Konzentration bzw. '*N-Haufigkeit gemessen und die ku-
mulative prozentuale Exkretion, im Folgenden als KPE abgekirzt, des "°N lber
48h berechnet.

3.10.2 Renale "*NH;-Exkretion

Die renale ""NHs-Exkretion sollte fiir die ersten 24h nach Tracereinnahme be-
stimmt werden. Es wurden die entsprechenden Urinproben laut Protokoll und
Beschriftung verwendet. Zunachst wurden 5ml Urin in einen Erlenmeyerkolben
gegeben. Es erfolgte die Zugabe von 5ml eigens dafur hergestellter gesattigter
Kaliumcarbonat-Losung. Ein Stopfen mit Auffangeinsatz war zuvor vorbereitet
worden. Sofort nach Zugabe der Kaliumcarbonat-Lésung wurde der Kolben mit
einem entsprechend dafur gefertigtem Glasstopfen mit Auffangeinsatz ver-
schlossen. Fur einen luftdichten Abschluss sorgte die Praparation des Stopfens
mit Vaseline. In den Einsatz des Stopfens war zuvor 1ml Borsaure der Firma
Morphisto, Frankfurt am Main, mit Tashiro-Indikator gegeben worden. Da nach
Zugabe der Kaliumcarbonatlésung das K,CO; sofort °NH; aus der Probe ver-
drangt, war hier auf ein schnelles Einsetzen und akurates VerschlieRen zu
achten, um keine verfalschten Werte des schnell flichtigen *NH; zu erhalten.
Das "®NH; verband sich mit Borsaure zu "N-Ammoniumborat. Die im Hersteller-
zustand rosafarbene Indikatorlésung wurde zunehmend farblos und zeigte so-
mit einen pH-Wert im alkalischen Bereich an. Eine Inkubationszeit von 24h wur-
de eingehalten, da dieser Vorgang einige Stunden bendtigte.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das im Stopfeneinsatz befindliche '°N-
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Ammoniumborat in eine Abdampfschale Uberfihrt und solange mit 0,1 molarer
HCI an einer Burette titriert bis der Indikator in einem sauren pH-Wertebereich
lag und folglich zur Farbe Rosa umschlug. Der gemessene Wert, an welchem
der Farbumschlag erfolgte, wurde in einem Titrationsprotokoll notiert und es
wurden 0,5ml 0,1 molarer Salzsaure dazugegeben um ein saures Milieu herzu-
stellen. Die Abdampfschale samt Inhalt wurde auf eine Warmeplatte gestellt und
der FlUssigkeitsanteil bei 50°C zum Verdampfen gebracht. Da dieser Vorgang
einige Stunden Zeit in Anspruch nahm, wurden die Proben erst am darauffol-
genden Tag weiter bearbeitet.

Das rilickstandige festformige '"N-Ammoniumborat musste am Folgetag in der
Abdampfschale mit Aquadest resuspendiert werden. Dabei wurde die Menge

des bendtigten Aquadest mit der folgenden Formel berechnet:

Aquadest in ml = Titrationswert x 1,4 (7)

Der verwendete Multiplikationsfaktor 1,4 ergab sich hierbei aus dem Titrations-

faktor der Salzsaure bzw. dem Molekulargewicht von Stickstoff.

Auler der berechneten Menge Aquadest wurde je ein Tropfen 0,1 molarer Salz-
saure hinzugefugt um erneut ein saures Milieu zu schaffen und das Sediment
vollstandig in Lésung zu bringen. Von dieser Suspension wurden 100ul auf
Zinnplattchen pipettiert und auf der Warmeplatte getrocknet. Nach Uberfiihrung
in einen festen Aggregatzustand wurden die Zinnplattchen zu Kugeln gerollt und
aufbewahrt bis sie nach Gabe in den SL™ und das Tracer Mass 20-20 ™ ana-
lysiert und gemessen wurden. Nahrere Informationen hierzu fanden sich in den
Kapiteln 3.4, 3.5 und 3.6 dieser Dissertation.

Die N-Konzentration bzw. "®N-Haufigkeit wurde gemessen und die KPE des

SNH; Uber 24h berechnet.
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3.10.3 Fakale °N- Exkretion

Fur die Stuhlproben wurde in Anbetracht des sehr individuellen Defakationsver-
halten des einzelnen Menschen eine Sammelperiode von 72h post-Tracerein-
nahme vereinbart. Jeder Stuhl wurde separat in einem etwa 6g schwerem Kor-
delzugbeutel aus Plastik aufgefangen und auf einer handelsublichen Kuchen-
waage abgewogen. Das Stuhlvolumen wurde im dafur ausgehandigten Stuhl-
protokoll notiert. Nach Homogenisierung der Fazes durch manuelles Kneten
des Beutels wurde eine haselnussgrof3e Portion mit Hilfe eines kleinen Loffels,
der Teil des im Klinikalltag gangigen Stuhlprobenréhrchens ist, gewonnen. Der
Rest des Stuhlvolumens wurde Uber die Toilette verworfen, der Plastikbeutel
wurde im Hausmdll entsorgt. Die archivierte Stuhlprobe wurde beschriftet und

ebenfalls bei - 20°C bis zur Weiterbearbeitung tiefgefroren.

Die Stuhlproben wurden am Vorabend der Weiterbearbeitung fur den Auftaupro-
zess uber Nacht in den Kuhlschrank gestellt. Nach dem Auftauen wurden pro
Probe je ca. 6-8mg Stuhl in doppelter Ausfihrung auf zwei Zinnplattchen des
Durchmessers 28mm eingewogen (MC1AC210 P, Sartorius, Gottingen,
Deutschland). Diese Proben wurden ebenfalls auf einer Warmeplatte bzw. unter
einer Warmelampe getrocknet und zu Kugelchen gerollt. Nach Applikation in die
Messinstrumente Elementaranalysator und Massenspektrometer wurden die
Proben analysiert und erneut die N-Konzentration bzw '°N-Haufigkeit ge-

messen. Somit konnte die KPE des °N Uber 72h berechnet werden.

3.10.4 "“N-Haufigkeit im Fibrinogen, im proteinfreiem Uberstand und im
Sediment des Blutplasmas

An den Tagen der Tracereinnahme wurde jedem Teilnehmer eine Blutprobe vor
Tracereinnahme (gegen 7:45 Uhr) und eine weitere Probe sechs Stunden nach
Tracereinnahme (gegen 14:00 Uhr) abgenommen. Bei jedem Teilnehmer wur-
den somit insgesamt acht Blutenthnahmen durchgefihrt.

Nach sorgfaltiger Desinfektion des Hautareals wurde per Fligelkanule eine ve-

ndse Blutprobe in die S-Monovette® 10ml, Citrat 3,2% (1:10), 92x16mm, grun
der Firma Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland entnommen. Im di-

rekten Anschluss wurde die Monovette samt Probe bei 6000U/min fir 10min in
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der Zentrifuge der Firma HERMLE Z 300, Wehingen, Deutschland zentrifugiert.
Das Uberstehende Blutplasma wurde mit einer Pipette abgenommen und folg-
lich ohne Sediment in ein separates Rohrchen gegeben, welches sorgfaltig be-
schriftet und anschlieRend bei -20°C tiefgefroren wurde und so bis zur Weiter-
bearbeitung gelagert wurde.

Vor dem Fraktionieren des Citratplasmas mussten drei Losungen bereitgestellt
werden: Eine Calcium-Chlorid-Lésung, wozu man 1,23g Calcium-Chlorid-He-
xahydrat in 250ml Aquadest I6ste, eine Natrium-Wolframat-Losung, wozu man
10g Natriumwolframat zu 100ml Aquadest hinzuflugte und eine apothekenfertige
1,5 molare Schwefelsaure-Ldsung. Eine physiologische Kochsalz-Lésung wur-
de zusatzlich bereitgestellt. Es schlossen sich drei Phasen zum Fraktionieren
des Citratplasmas an: Die erste Phase hatte das Ziel das Fibrinogen zu sepa-
rieren. Hierzu wurde das Wasserbad auf 37°C erwarmt. Fur die zu bearbeiten-
den Proben wurden Spitzrohrchen beschriftet und mit der Multipette 50ml-
Combitip mit Adapter wurden je 2,5ml Natriumchlorid-Lésung, 2,5ml Calcium-
chlorid-Lésung und 3ml Citratplasma vorpipettiert. Dieser Ansatz wurde im
Wasserbad fur 1h inkubiert. Danach wurde er fur 10min in die TiefkUhltruhe ge-
stellt. Zum Verdichten des Fibrinogens wurde das Konglomerat mit Osen von
der Gefallwand geldst und das Rdéhrchen fir 10min mit 5000 U/min zentrifu-
giert.

Mit den Osen wurde das Fibrinogenkonglomerat nochmals verdichet und an-
schlielend im einem kleinen Plastikgefal® aufgefangen. Der Rest des Plasmas
wurde zurtckgegossen. Der abgetropfte Fibrinogenpfropfen wurde in ein Ep-
pendorf-Hutchen separiert und mit maximaler Umdrehungszahl flr 10 Minuten
zentrifugiert. Erneut wurde der Plama-Uberstand dem Restplasma im Spitzrohr-
chen hinzugefugt. Das Fibrinogen-Sediment wurde im Eppendorf-Reaktionsge-
falk zweimalig mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und zentrifugiert,
wobei der Uberstand jeweils verworfen wurde. Das (ibrig gebliebene linsenfor-
mige Fibrinogenkonglomerat wurde auf Zellstoff von den NaCl-Resten befreit
und in zwei etwa gleich grof3e Einzelproben von etwa 0,01g Gewicht aufgeteilt.
Diese Proben wurden auf Zinnplattchen des Durchmessers 21mm aufgetragen
und getrocknet. Anschlielend wurden auch diese Proben, entsprechend den

ubrigen Proben, gerollt und im Dual-Mode im Massenspektrometer gemessen.
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In der zweiten Phase ging es darum Sediment bzw. Albumine und Globuline,

sowie Uberstand bzw. die proteinfreie Fraktion zu gewinnen.

Es wurden 0,5ml der Natriumwolframat-Lésung mit 4ml des Restplasma-Gemi-
sches vermengt und eine 1,5 molare Schwefelsaurelosung tropfchenweise dazu
pipettiert, wodurch Proteine ausgefallt wurden. Nach der Fallung sollte das Ge-
misch fur ca. 5min ruhen, bevor es anschlieliend Uber 10min bei 4000U/min

zentrifugiert wurde.

Danach konnte der proteinfreie Uberstand aufgefangen werden und anschlie-
Rend auf Zinnplattchen getrocknet werden. Nach der Trocknung wurden die
Zinnplattchen erneut zu Kiigelchen gerollt und im SL™ und dem Tracer mass
20-20™ analysiert. Es wurden die N-Konzentration bzw. die '*N-Haufigkeit ge-

messen.

Die dritte Phase diente der Separation des Sediments. Das in den vorhergehen-
den Phasen Ubrig gebliebene Sediment wurde zweimalig mit Aquadest gewa-
schen und anschliel3end auf den Zinnplattchen getocknet. Auch diese Platichen
wurden nach Trocknung des Sediments zu kleinen Kugelchen gerollt und ent-

sprechend den vorherigen Konzentrationen und Haufigkeiten analysiert.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der vier Versuchsreihen LP ohne Induktion, LP mit Induktion,
SP ohne Induktion, SP mit Induktion wurden ermittelt. Eine Testung auf siginifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen 1 und 2, die die Phasen in unter-
schiedlicher Reihenfolge durchliefen, fiel negativ aus, sodass auf eine getrennte
Darstellung der Ergebnisse der getesteten Parameter verzichtet wurde. Zur Er-
mittlung der Parameter renale "*N-Exkretion, renale *NH;-Exkretion sowie rena-
le Gesamt-N-Exkretion lagen in allen vier Phasen Werte aller 23 Probanden vor.
Lediglich in der Phase LP mit Induktion des Parameters fakale 'N-Exkretion
lagen nur 22 Werte vor, da ein Proband fur diese Phase keine Stuhlproben ab-

geben konnte.

4.1 Renale kumulative prozentuale '"N-Exkretion

Die Ergebnisse der renalen 'N-Exkretion der vier verschiedenen Phasen der
Studie sind in der Tabelle 7 ersichtlich. In Tabelle 8 finden sich die Ergebnisse
des Signifikanztests. Die berechneten Mittelwerte sind als grafische Ubersicht in
Abbildung 5 ersichtlich.
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Tabelle 7: Ergebnisse der renalen "N-Exkretion

Probanden | LP ohnelInd. | LP mitind. | SP ohneInd. | SP mit Ind.
1 42,00 38,81 28,05 49,79
2 34,80 48,00 39,25 34,30
3 52,06 60,89 56,21 45,71
4 58,10 42,40 49,00 61,33
5 34,59 45,57 22,21 50,64
6 35,90 38,41 37,95 32,40
7 33,04 45,87 28,14 20,35
8 36,03 29,38 31,74 41,18
9 35,17 40,00 35,85 40,53
10 23,17 40,29 21,04 21,55
1 34,24 45,05 29,45 43,29
12 35,65 40,64 25,66 29,97
13 40,56 33,90 34,41 34,42
14 33,50 19,08 26,70 31,39
15 69,22 53,12 44,27 33,53
16 54,06 27,29 32,04 28,71
17 33,50 39,66 20,05 30,99
18 47,66 50,28 24,05 39,74
19 29,82 22,20 28,39 18,09
20 37,54 33,61 22,24 19,43
21 29,18 29,16 25,55 18,98
22 41,67 45,91 27,10 21,17
23 37,91 29,08 31,45 21,43

Mw 39,54 39,07 31,34 33,43
SD 10,44 10,09 9,11 11,74
Min 23,17 19,08 20,05 18,09
Max 69,22 60,89 56,21 61,33
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Tabelle 8: Signifikanztest im paarweisen Vergleich

Vergleich

p

LP ohne Induktion vs. LP mit Induktion

0,767

LP ohne Induktion vs. SP ohne Induktion [0,002

LP ohne Induktion vs. SP mit Induktion 0,049
LP mit Induktion vs. SP ohne Induktion 0,006
LP mit Induktion vs. SP mit Induktion 0,093
SP ohne Induktion vs. SP mit Induktion 0,560

Eine graphische Ubersicht zeigt Abbildung 5:

p=0,006

p=0,002 |

39,54

31,34

LP ohne Induktion SP ohne Induktion

Phasen

39,07

LP mit Induktion

33,43

SP mit Induktion

Abbildung 5: Renale kumulative prozentuale 'N-Exkretion in den Leer-

und Starkephasen mit und ohne Induktion
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Die KPE [%] des "°N-Isotops des Stickstoffs tiber 48h betragt
fur die LP ohne Ind. 39,54 + 10,44%,

fur die LP mit Ind. 39,07 £ 10,09%,

fur die SP ohne Ind. 31,34 + 9,11% und

fur die SP mit Ind. 33,43 £ 11,74%.

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen LP
ohne Induktion und SP ohne Induktion mit p = 0,002 und zwischen LP mit In-
duktion und SP ohne Induktion mit p = 0,006. FUr die restlichen Vergleiche je-
doch, insbesondere nicht flr die relevanten Vergleiche von LP ohne Induktion
mit LP mit Induktion bzw. SP ohne Induktion mit SP mit Induktion, ergaben sich
keine Signifikanzen.

4.2 Renale Gesamt-N-Exkretion in Gramm

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Endwerte der renalen Gesamtstickstoff-Ex-
kretion innerhalb 48h in der MalReinheit Gramm. In Abbildung 6 findet sich die
zugehorige graphische Ubersicht.
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Tabelle 9 : Endergebnisse der renalen Gesamtstickstoff-Exkretion

Probanden | LP ohnelInd. | LP mitind. | SP ohneInd. | SP mit Ind.
1 13,78 14,49 19,48 14,53
2 20,23 26,52 21,45 18,87
3 22,31 30,45 17,35 30,54
4 32,30 17,88 38,33 36,75
5 14,50 17,62 7,94 14,72
6 18,53 18,79 25,09 18,92
7 15,64 11,34 13,27 11,16
8 21,28 23,88 27,56 21,61
9 12,26 11,35 10,50 15,15
10 12,57 19,54 14,85 16,47
1 13,73 23,31 14,95 23,08
12 19,62 18,21 20,52 20,92
13 19,74 30,35 29,34 27,52
14 14,80 8,02 11,10 13,60
15 36,35 28,34 25,83 18,95
16 18,53 12,10 18,06 14,63
17 21,53 21,58 19,69 20,84
18 22,56 27,41 18,15 22,73
19 12,22 7,68 12,45 13,12
20 19,69 22,30 18,24 16,15
21 12,44 9,27 9,81 12,43
22 20,11 21,66 22,94 13,85
23 15,88 18,01 14,24 13,50

Mw 18,72 19,13 18,75 18,70
SD 6,05 6,99 7,20 6,31

Min 12,22 7,68 7,94 11,16
Max 36,35 30,45 38,33 36,75
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In allen paarweisen Vergleichen fiel eine Testung auf signifikante Differenzen
negativ aus.

Eine graphische Ubersicht zeigt Abbildung 6:

25

[9/2d]

LP ohne Induktion ~ SP ohne Induktion LP mit Induktion SP mit Induktion

Phasen

Abbildung 6: Renale Gesamtstickstoffexkretion in g/2d in den Leer- und
Starkephasen mit und ohne Induktion

4.3 Renale kumulative prozentuale *"NH;-Exkretion {iber 24h

Eine detaillierte tabellarische Ubersicht tiber die Endwerte der kumulativen pro-

zentualen Exkretion des '*NH; (iber 24h nach Tracereinnahme ist nachfolgend
in Tabelle 10 dargestellt:
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Tabelle 10: Ergebnisse der prozentualen renalen "N-Ammoniakexkretion

Probanden | LP ohnelInd. | LP mitind. | SP ohneInd. | SP mit Ind.
1 0,14 0,31 0,03 0,23
2 0,02 0,04 0,02 0,09
3 0,03 0,06 0,03 0,04
4 0,07 0,11 0,07 0,11
5 0,01 0,16 0,02 0,04
6 0,06 0,06 0,05 0,05
7 0,11 0,08 0,11 0,09
8 0,08 0,07 0,06 0,05
9 0,07 0,21 0,08 0,11
10 0,12 0,11 0,04 0,05
1 0,05 0,08 0,05 0,04
12 0,16 0,19 0,05 0,08
13 0,10 0,07 0,08 0,07
14 0,09 0,05 0,05 0,08
15 0,08 0,15 0,05 0,12
16 0,32 0,13 0,05 0,05
17 0,03 0,09 0,02 0,03
18 0,11 0,07 0,04 0,24
19 0,16 0,28 0,11 0,08

20 0,09 0,15 0,07 0,07
21 0,13 0,10 0,07 0,01
22 0,13 0,05 0,04 0,04
23 0,13 0,05 0,09 0,04
Mw 0,10 0,12 0,06 0,08
SD 0,06 0,07 0,03 0,06
Min 0,01 0,04 0,02 0,01
Max 0,32 0,31 0,11 0,24
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Die kumulative prozentuale Exkretion des '°NHj; liber 24h nach Tracereinnahme

gemessen ergibt

fur die Leerphase ohne Induktion 0,10 + 0,06 %,

fur die Leerphase mit Induktion 0,12 + 0,07 %,

fur die Starkephase ohne Induktion 0,06 £ 0,03 %, und
fur die Starkephase mit Induktion 0,08 £ 0,06 %.

Tabelle 11: Signifikanztest der Phasen im paarweisen Vergleich

Vergleich p

LP ohne Ind. vs. LP mit Ind. 0,644
LP ohne Ind. vs. SP ohne Ind. 0,004
LP ohne Ind. vs. SP mit Ind. 0,110
LP mit Ind. vs. SP ohne Ind. 0,001
LP mit Ind. vs. SP mit Ind. 0,029
SP ohne Ind. vs. SP mit Ind. 0,183

Beim Vergleich der Leerphase ohne Induktion mit der Starkephase ohne Induk-
tion konnte ein signifikanter Unterschied von p=0,004 festgestellt werden. Der
paarweise Vergleich der Leerphase ohne Induktion mit den anderen Phasen lie-
ferte keine Signifikanz. Auch der jeweilige Vergleich der Phasen ohne Induktion

mit der jeweiligen Phase mit Induktion lieferte keinen signifikanten Unterschied.

Es war lediglich zu beobachten, dass die KPE der Phasen mit Induktion leicht
hoher lag als in der jeweils zuzuordnenden Phase ohne Induktion und das
ebenfalls der Vergleich von LP mit Induktion und SP ohne Induktion eine Signifi-

kanz lieferte.
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Die nachfolgende graphische Abbildung (Abb. 7) zeigt die Mittelwerte der

"*NH;-KPE:
0,12
0,08
0,06 l

LP ohne Induktion SP ohne Induktion. LP mit Induktion =~ SP mit Induktion

p= 0,004

Phasen

Abbildung 7: Renale kumulative prozentuale '°NH;-Exkretion in den Leer-

und Starkephasen mit und ohne Induktion

4.4 Fakale kumulative prozentuale *N-Exkretion

Tabelle 12 zeigt in detaillierter Ubersicht die Endwerte der fakalen '°N-Exkretio-
nen, die einer erheblichen interindividuellen Variabilitat unterliegen. Abbildung 8
zeigt eine grafische Ubersicht Uiber die errechneten Mittelwerte der fakalen "°N-

Exkretionen.
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Tabelle 12: Ergebnisse der fakalen "*N-Exkretion

Probanden | LP ohnelInd. | LP mitind. | SP ohneInd. | SP mit Ind.
1 21,26 17,33 87,06 11,9
2 27,34 1,37 7,73 6,08
3 13,33 4,29 11,36 5,44
4 11,16 - 0,00 0,00
5 75,82 9,47 13,82 5,69
6 0,03 0,07 18,88 3,09
7 6,72 9,17 8,94 73,99
8 2,48 0,00 33,29 5,18
9 11,75 13,56 27,76 55,09
10 32,09 24,08 0,60 34,62
1 23,16 16,42 31,91 16,22
12 26,82 25,42 11,28 72,49
13 61,93 18,81 64,50 41,69
14 0,05 0,00 0,05 5,54
15 0,00 11,61 44,82 40,29
16 2,39 5,64 4,47 17,43
17 27,66 35,24 69,78 8,90
18 24,21 23,76 41,24 19,10
19 6,18 17,04 44,25 40,78
20 29,36 44 .47 34,50 46,88
21 41,17 36,07 53,33 49,73
22 24,56 17,41 48,15 12,46
23 14,70 8,88 22,20 7,55

Mw 21,05 15,46 29,56 25,22
SD 19,24 12,33 24,10 22,92
Min 0,00 0,00 0,00 0,00
Max 75,82 44 47 87,06 73,99
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Die KPE des "N im tber 72h gesammelten Stuhl ergibt Endwerte
von 21,05 £ 19,24% fur die LP ohne Induktion,

von 15,46 + 12,33% fur die LP mit Induktion,

von 29,56 * 24,20% fur die SP ohne Induktion,

von 25,22 + 22,92% fur die SP mit Induktion.

Der Signifikanztest liel3 keine signifikanten Differenzen erkennen.

Es zeichnet sich lediglich eine geringe Zunahme der KPE in den Phasen der
Starkeeinnahme (SP ohne Induktion, SP mit Induktion) gegenuber den Leer-
phasen ab. Des Weitereren ist zu beobachten, dass in den Phasen der Indukti-
on (LP mit Induktion, SP mit Induktion) im Vergleich mit den jeweiligen Phasen
ohne Induktion (LP ohne Induktion, SP ohne Induktion) die KPE leicht absank.

35

29,56

30

25,22

25
21,05

20
15
10

0

LP ohne Induktion SP ohne Induktion LP mit Induktion = SP mit Induktion

15,46

KPE [%]

(¢,

Phasen

Abbildung 8: Fiakale kumulative prozentuale *N-Exkretion in den Leer-

und Starkephasen ohne und mit Induktion
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4.5 Kumulative prozentuale "’N-Exkretion im Stuhl und Urin

Addiert man die KPE des Stuhls Uber 72h und die KPE des Urins uber 48h er-
gibt sich die Gesamt-">"N-Exkretion. Die ermittelten Mittelwerte der Gesamt °N-
Exkretion betragen fur die Phasen

LP ohne Induktion 60,59 + 18,94%

LP mit Induktion 54,53 £ 15,72%

SP ohne Induktion 60,90 * 23,60%

SP mit Induktion 58,65 + 20,05%.

Sie sind in der folgenden Abbildung (Abb. 9) graphisch dargestellt:

100
90
80
70

N e

30
20
10

0 ——

LP ohne Induktion = SP ohne Induktion LP mit Induktion SP mit Induktion

KPE [%]

Phasen

Abbildung 9: Gesamt *N-Exkretion

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten ist nicht erkennbar.
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4.6 "N-Haufigkeit im Fibrinogen, im proteinfreien Uberstand und im Sedi-

ment des Blutplasmas

Der Uberschuss an markiertem Stickstoff im schwefelsdureloslichen Uberstand

des Blutplasmas im Vergleich zum Leerwert der entsprechenden Phase betragt
fur die LP ohne Induktion 0,0317 + 0,0085 At-%-exz,

fur die SP ohne Induktion 0,0303 + 0,0118 At-%-exz,

fur die LP mit Induktion 0,0405 + 0,0193 At-%-exz,

fur die SP mit Induktion 0,0376 + 0,0187 At-%-exz.

Die nachfolgende Tabelle (Tab.13) listet die Endwerte auf:
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Tabelle 13: Ergebnisse der "*N-Haufigkeit in Atomprozent-Exzess im prote-

infreien Uberstand

Probanden |LP ohne Ind. |LP mit Ind. SP ohne Ind. |SP mit Ind.
1 Wert nicht 0,0428 0,0258 0,0951
messbar
2 0,0322 0,0473 0,0480 0,0387
3 0,0425 0,0521 0,0620 0,0367
4 0,0540 0,0791 0,0385 0,0422
5 0,0283 0,0736 0,0572 0,0483
6 0,0289 0,0140 0,0234 0,0206
7 0,0291 0,0723 0,0400 0,0438
8 0,0291 0,0279 0,0207 0,0409
9 0,0398 0,0639 0,0314 0,0656
10 0,0215 0,0225 0,0233 0,0254
1 0,0387 0,0330 0,0362 0,0348
12 0,0239 0,0192 0,0217 0,0434
13 0,0403 0,0244 0,0239 0,0155
14 0,0164 0,0332 0,0293 0,0281
15 0,0338 0,0654 0,0294 0,0333
16 0,0287 0,0230 0,0217 0,0203
17 0,0353 0,0225 0,0192 0,0349
18 0,0262 0,0501 0,0259 0,0683
19 0,0240 0,0387 0,0318 0,0227
20 0,0361 0,0264 0,0247 0,0417
21 0,0271 0,0418 0,0218 0,0212
22 0,0387 0,0370 0,0199 0,0281
23 0,0234 0,0223 0,0213 0,0159
MW 0,0317 0,0405 0,0303 0,0376
STD 0,0085 0,0193 0,0118 0,0187
Min. 0,0164 0,0140 0,0192 0,0155
Max. 0,0540 0,0791 0,0620 0,0951
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[Atom-%-exz..]

Im paarweisen Vergleich zwischen den Phasen zeigten sich keine signifikanten

Differenzen.

Analog zu Vorgéangerstudien ist weder im Fibrinogen, noch im Sediment "N re-
levant nachzuweisen. Auf eine tabellarische Ubersicht der hier ermittelten End-

werte wurde daher verzichtet.

Eine graphische Ubersicht der Mittelwerte ist in Abbildung 10 zu sehen:

0,0450
0,0405
0,0400 0,0376
0,0350
0,0317 0,0303
0,0300
0,0250
0,0200
0,0150
0,0100
0,0050
0,0001 0,0001 0,0001 0,0002
0,0000
LP ohne Induktion SP ohne Induktion LP mit Induktion SP mit Induktion

Phasen

Abbildung 10: "*N-H&ufigkeit im Fibrinogen, im Uberstand und im Sedi-
ment des Blutplasmas in Atom-%-Exzess in den Leer- und Starkephasen

ohne und mit Induktion
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5 Diskussion

In den Vorgangerstudien von Wutzke et al. [36-38], die sich im Kapitel 1.1.3 ge-
listet finden, wurden bereits einschlagige Ergebnisse erzielt. So konnte 2010 fur
die Prabiotika KFS und MES aufgezeigt werden, dass die Bildung von Ammoni-
ak im Kolon unter ihrer Supplementation reduziert wird und damit einhergehend
die renale Stickstoffexkretion sinkt. [36] Ferner konnte festgestellt werden, dass
®N-LU in jener Studie, wie bereits mehrfach in Studien postuliert, als potenter
Biomarker dient, um eine bekannte Dosis an "N in Form von "°NHj; in das Kolon
zu transportieren, um dort den Ammonikametabolismus zu erforschen.
[36,67,70,71,72] Des Weiteren konnte unter Betrachtung der verschiedenen
Urinfraktionen dargestellt werden, dass der Hauptanteil des "N zwischen 6h
und 24h ausgeschieden wird [72] und dass der Anteil in der 0-6h-Fraktion auf
die Glucose-["*N,]ureidabsorption im Dinndarm zuriickzufiihren ist [56].

2013 wurde unter synbiotischer Gabe von Pro- und Prabiotikum untersucht, ob
dieses metabolische Zusammenspiel eine gesteigerte saccharolytische Aktivitat
und umgekehrt eine verringerte proteolytische Aktivitat der kolonalen Miktobio-
ta, sprich einen starkeren detoxifizierenden Effekt, einhergehend mit einem gro-
Reren gesundheitlichen Benefit fur den Wirt zur Folge habe, was bejaht werden
konnte. AulRerdem zog man in dieser Studie erstmals die kumulative prozentua-

le Ammoniakexkretion als Parameter der Entgiftungsleistung heran. [37]

2015 setzte man in der Fragestellung nach der Entgiftungsleistung des Kolons
bei der Auswahl der Prabiotika das Augenmerk auf den Ballaststoffgehalt der
RS. [38] Hier konnte eindeutig gezeigt werden, dass bei Gabe ballaststoffrei-

cher resistenter Starken die Stickstoffbildung im Kolon reduziert wird [38,69]

Zur Wirkung der Supplementation von Pra- und Probiotika sowohl auf ihren po-
sitiven Effekt hinsichtlich der Ammoniakdetoxifikation als auch den positiven Ef-
fekt einer Induktion auf die Genauigkeit der Bestimmung der OZTZ wurden
[56,60,62] ebenfalls reprasentative Studien durchgeflhrt und valide Ergebnisse
erzielt. Nun galt es in der dieser Dissertation zugrundeliegenden Studie beste-
hende Ergebnisse weiter zu validieren und herauszuarbeiten, inwieweit ein
Einfluss der Enzyminduktion auf den Ammoniakstoffwechsel unter Gabe von re-
sistenter Starke besteht. Es galt die Studie von de Preter et al. aus dem Jahre

2006 zu verifizieren bzw. zu widerlegen. Diese hatte gezeigt, dass eine Indukti-
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on mit unmarkiertem LU nicht erforderlich ist. [68]

Neben der Notwendigkeit der Induktion fur eine prazisere Bestimmung der
OZTZ mit [*C]-Lactoseureid hatten Wutzke et al. 1997 zusatzlich auch eine
Verschiebung des Maximums der "N-Anhaufung des renal ausgeschiedenen
Ammoniaks und Harnstoffs bei vorausgehender Induktion beobachtet, [60] was

von de Preter et al. ebenfalls nicht verifiziert werden konnte. [68]

Wenn man das bisher Erwdhnte zusammenfasst, finden sich in der aktuellen
wissenschaftlichen Literatur bereits Studien, die den Effekt von RS auf die Am-
moniakentgiftung [36-38], sowie auch die Moglichkeit der Enzyminduktion des
Kolonmetabolismus untersuchen. [68] Die Kombination von Prabiotikasupple-
mentation und Enzyminduktion hinsichtlich ihres Effekts im Kolon stellte jedoch

ein Novum dar.

Die vorliegende Studie erstreckte sich Uber einen Zeitraum von 75 Tagen. Somit
stellte es eine Herausforderung dar, Probanden zu finden, die den im Kapitel
3.7 beschriebenen Kriterien entsprachen und den Studienablauf Uber diesen
Zeitraum hinweg in ihren Alltag integrieren konnten. Da die vier Phasen als un-
abhangige Stichproben bewertet werden mussten, ergab sich dieser relativ lan-
ge Zeitraum. Sowohl unter regularer individueller Diat als auch unter zusatzli-
cher Supplementation von RS wurde die Ammoniakdetoxifikation mit und ohne
Induktion durch LU untersucht. Die Ammoniakdetoxifikation geschieht wie be-
reits erwahnt in einem Ablauf an Reaktionsfolgen, der sich Harnstoffzyklus
nennt. In seinem Verlauf geschieht folgendes: Die Carbamylphosphat-Synthe-
tase synthetisiert in den Mitochondrien der Hepatozyten die Bildung von Carba-
mylphosphat aus Ammoniak und Bicarbonat unter Verbrauch von zwei Moleku-

len Adenosintriphosphat.

Die Carbamyl-Gruppe wird dann unter Freisetzung von Phosphat auf Ornithin
Ubertragen. Beteiligt ist an dieser Reaktion, die ebenfalls im Mitochondrium
stattfindet, das Enzym Ornithin-Transcarbamylase. Das somit entstandene Ci-

trullin wird daraufhin aus dem Mitochondrium ins Zytosol transportiert.

Durch Aspartat geschieht die Einschleusung einer weiteren Aminogruppe. Das
Enzym Argininosuccinat-Synthetase verbindet Aspartat und Citrullin unter ATP-
Verbrauch zu Argininosuccinat. Es werden ein Molekul AMP, ein Molekul

Wasser sowie ein Diphophat abgespalten.
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Argininosuccinat wird anschlie®end in Fumarat und Arginin durch die Arginino-
succinase gespalten. Aus letzterem wird hydrolytisch Harnstoff abgespalten.
Ornithin wird in dieser durch die Arginase bewirkten Reaktion wieder freigesetzt

und in die Mitochondrien retransportiert.

Ammoniak wird unter anderem auf diese Weise detoxifiziert, denn der entste-
hende Harnstoff eignet sich deutlich besser zur Ausscheidung, da er nicht to-
xisch und ungeladen ist und leichter durch biologische Membranen diffundieren

kann. Harnstoff kann Uber den Urin ausgeschieden werden.

Eine Reaktion, bei welcher in der Leber selbst ein erheblicher Anteil an Ammo-
niak entsteht, ist die oxidative Desaminierung. Sie ist neben der Transaminie-
rung ein zweiter Weg, wie aus einer Aminosaure eine a-Ketosaure entstehen
kann, worunter immer Ammoniak anfallt. Dieser Ammoniak kann erneut im
Harnstoffzyklus wie oben beschrieben umgewandelt und ausgeschieden wer-
den.

Ein weitere Mdglichkeit der Detoxifizierung bzw. der Umwandlung und des
Transports von Ammoniak ist die Rlckreaktion der oxidativen Desaminierung,
also eine Ubertragung auf a-Ketoglutarséure unter Bildung von Glutamat, kata-
lysiert durch das Enzym Glutamatdehydrogenase und Coenzym NAD+.

Eine dritte Moglichkeit der Detoxifizierung von Ammoniak bildet die Bildung von
Glutamin aus Glutamat und Ammoniak durch die Glutaminsynthetase unter Ver-
brauch eines Molekuls ATP. Glutamin ist die Aminosaure mit der hdchsten Kon-
zentration im Blut. Da sie ihre Aminogruppe aus der Amidgruppe am gamma-C-
Atom leicht wieder abspalten kann, spielt sie im Stoffwechsel eine grof3e Rolle
als Aminogruppendonator beispielsweise bei der Biosynthese von Aminozu-
ckern, bei der Purin- und Pyrimidinsynthese, bei der NAD+ Synthese und bei
der zytoplasmatischen Carbamoylsynthese. Das in der Niere befindliche Enzym
Glutaminase spaltet Glutamin in Glutamat und Ammonium, woraufhin Ammoni-

um (NH4") mit dem Harn ausgeschieden werden kann. [40]

Um optimale Steady-state-Bedingungen bezlglich der Mikrobiota zu erreichen
wurde ein Supplementationszeitraum von 15 Tagen fur das Starkegemisch fest-
gelegt, da er sich in vorausgehenden Studien [36-38,68,69,72] als praktikabel
erwiesen hatte. Zwischen den Phasen mit und ohne Supplementation bzw. In-

duktion wurden je funf Tage Auswaschphase integriert. Diese sollten garantie-
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ren, dass die ""N-Markierungen im Kérper zwischen den Phasen wieder nahezu
auf die naturliche Haufigkeit absinken. Bezlglich der Starkesupplementation in
Gruppe 1 und 2 verglichen wir auRerdem, ob sich signifikante Unterschiede bei
unterschiedlicher Phasenabfolge ergeben. Wir stellten die Hypothese auf, dass
maoglicherweise die Starkesupplementation Uber die Starkeeinnahme von 15 Ta-
gen hinaus eine nachfolgende Leerphase in ihren Ergebnissen beeinflussen
konne. Studien wie beispielweise von David et al. 2015 zeigen jedoch, dass die
intestinale Mikrobiota als hochdynamisches Okosystem sehr schnell auf sich
andernde Bedingungen wie z.B. die Nahrstoffzufuhr reagieren kann. [73]

Entsprechend dieser Studie blieben signifikante Unterschiede zwischen Gruppe
1 und 2, welche die Phasen |- IV (s. Kapitel 3.8) in unterschiedlicher Reihenfol-

ge durchliefen, aus.

Fur die Markierungen im Blut schien die Auswaschphase von funf Tagen zu
kurz, stehen die "N-markierten Aminosauren doch in stdndigem Austausch mit
Korperproteinen [40] und die Halbwertszeit dieser ist deutlich langer, als dass
durch ein flinftdgiges wash-out eine vollstdndige Clearance der "*N-Markierun-
gen zu erreichen sei. Auf eine Verlangerung der Auswaschphase zu Gunsten
des Abbaus der markierten Korperproteine wurde jedoch verzichtet, um den
Studienzeitraum im Sinne der Probandencompliance nicht Gber die 75 Tage hin-
aus zu verlangern. Das Probandenkollektiv war hinsichtlich des Alters sowie
hinsichtlich des Korpegewichts als homogen zu bezeichnen. Alle Probanden
nahmen uber den gesamten Studiezeitraum hinweg und an allen vier Phasen

und Testungen teil.

Als Prabiotikum wurde ein Starkegemisch aus KFS, MES und MS supplemen-
tiert. Das Starkegemisch wurde als Supplement anstelle der Verabreichung ei-
ner einzelnen Sorte Starke bevorzugt. Es war nachgewiesen worden, dass die
verschiedenen Typen RS aufgrund ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung
vor allem an Ballaststoff die Ammoniakentgiftung in unterschiedlichem Male
fordern. [38] Das Starkegemisch wurde anamnestisch gut vertragen und fuhrte
nur in Einzelfallen zu Magen-Darmbeschwerden wie etwa Vollegefuhl. Von ei-
ner Mehrzahl der Probanden wurde eine vermehrte Flatulenz rickgemeldet. Die
Flatulenz fUhrten wir auf das erhdhte Angebot an Ballaststoffen und dessen

Einfluss auf die Mikrobiota des Darmes zurtick. Von einer Vielzahl der Proban-
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den wurde die Einnahme der Starke, sowohl hinsichtlich einer trockenen, gar
staubigen Konsistenz, als auch des schlechten Geschmacks wegen als unan-

genehm beschrieben.

Die Degradationsprodukte des Laktoseureidabbaus wurden erneut mit Hilfe des
Biomarkers *N-LU gemessen. Einige Vorteile wurden bereits zu Beginn dieser
Diskussion erlautert. °N-LU gilt als besonders geeignet, da nach dem Erreichen
des Kolons kaum interindividuelle Unterschiede bei der wie in Kapitel 1.3.3 dar-
gestellten Metabolisierung bestehen. [69] Verschiedene renale '°N-Exkretions-
profile resultieren aus den verschiedenen, individuellen orozdkalen Transitzei-
ten der Studienteilnehmer. [42] Nach oraler Gabe von N-LU und dem damit
verbundenen Transport von N in den Dickdarm wird das "N-Isotop Uberwie-
gend Uber den Urin als ["°*Nj]-Harnstoff, ['"°N *N]Harnstoff und ®"NH; wie in vor-
hergehenden Kapiteln beschrieben, ausgeschieden. Diese Degradationspro-
dukte wurden im Elementaranalysator zu N, verbrannt und massenspektrome-
trisch auf ihre *N-Anreicherung gemessen. Ein geringer Anteil von unverdau-
tem "N-LU, der mit den Fazes ausgeschieden wird, ist jedoch nicht auszu-
schlieen. [68]

Wie bereits weiter oben beschrieben, kann bereits ein kleiner Teil des aufge-
nommen "N-LU, das von den Birstensaumenzyme im Dinndarm zu Glucose-
[®*N]Jureid und Galactose gespalten wird [63], als Glucose-["°N,]ureid Uber die
Darmwand resorbiert werden, was schlussendlich zu N-Markierungen im Blut
und Urin fuhrt. Dies scheint vorallem in der frGhen Urinfraktion 0-6h bzw. in der
Blutprobe 6h nach Tracereinnahme der Fall zu sein. Diese frihe Fraktion
spiegelt die DUnndarmaktivitat wider. [65,74,75]

Ziel dieser Studie war jedoch nicht die Zeit des Anstiegs der "N-Exkretion zu
bestimmen, weshalb wir in der Ergebnisdarstellung auf die Darstellung der ein-
zelnen Urinfraktionen verzichteten. Dennoch zeigte sich bei Durchsicht der de-
taillierten Ergebnistabellen, dass die hdchsten Werte der N-Exkretion zwi-
schen 6h und 24h nach Tracereinnahme erreicht wurden. Dies geht konform mit
Ergebnissen von de Preter et al. 2006 und Morrison et al. 2003, die herausfan-
den, dass nur diese Fraktion den ["°N,]-Harnstoff enthalt, der tatsachlich durch
die bakterielle Zersetzung der Tracersubstanz entsteht. [68,74] Unterschiede

zwischen den Phasen mit Induktion und ohne Induktion waren nicht zu beob-
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achten, weder was die Anreicherung des "N in den Urinfraktionen angeht, noch
was die endgultigen Exkretionswerte nach 48h Sammelperiode angeht. Im Un-
terschied zu de Preter et al. 2006 verlangerten wir die Sammelperiode auf 48h.
Obwohl die hochsten Exkretionen zwischen 0-24h erreicht werden, weil3 man,
dass ein nicht unerheblicher Anteil von bis zu 10% der verabreichten Dosis sich

in der 24-48h Fraktion wiederfindet. [77] Dies konnte hier verifiziert werden.

Prabiotika fodern die saccharolytische Aktivitat guter Darmkeime wie beispiels-
weise der probiotischen Bifidobakterien sowie Lactobazillen. Im Gegensatz
dazu hemmen sie die proteolytische Aktivitat pathogener Keime. Eine Supple-

mentation mit RS sollte die Aktivitat der apathogenen Darmkeime verstarken.

Clostridium innocuum gehort zu den saccharolytischen Clostridien und zeigt
keine Urease-Aktivitat. [77,78] Die Enzyminduktion sollte gezielt die Glucoseu-

reid-Hydrolase-Aktivitat von Clostridium inoccum weiter verstarken.

Als Enzyminduktor wurde unmarkiertes LU eingesetzt, das auch bereits zur Be-
stimmung der OZTZ mit [*C]-LU fiir die Induktion gedient hatte, wobei unter-
schiedliche GU verwendet werden kdnnen. [74] Eine Dosis von dreimal 200mg

LU hatte sich bereits als ausreichend erwiesen. [62]

Die Ansauerung des Kolons durch die Fermentation der unverdaubaren RS zu
KKFS reduziert die enzymatische Spaltung des "N-LU und damit die Entste-
hung von Ammoniak. AuRerdem wird weniger Ammoniak Uber die Darmwand
aufgenommen und stattdessen von der gesteigerten bakteriellen Masse inkor-
poriert und Uber die Fazes augeschieden, was sich in einer deutliche Reduktion
der Ammoniakproduktion bzw. renalen Ausscheidung und einer Steigerung der
fakalen Exkretion zeigt. Bei der SP mit Induktion wurden Hochstwerte erwartet.
Dies zeigte sich jedoch nicht. Ein signifikanter Einfluss der Induktion konnte
nicht verifiziert werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die renale ' N-
Exkretion bei Gabe eines Starkegemisches im Vergleich mit der LP signifikant
sinkt. Die renale Ausscheidung, wie von de Preter et al. 2006 diskutiert, wurde
Uber einen Zeitraum von 48h untersucht und es konnte gezeigt werden, dass
aufgrund analoger Ergebnisse in den vorausgehenden Studien [36-38] von ei-
ner Validierung der bisher veroffentlichten Ergebnisse zu diesem Thema ge-
sprochen werden kann. Das Resultat der verminderten Ausscheidung von N

Uber die Niere ist durch die Reduktion der gesamten Ammoniakproduktion auf-

-62-



grund Verdrangung proteolytisch aktiver pathogener Darmkeime sowie ergan-
zend uber eine Erhdhung der Ammoniakausscheidung mit den Fazes zu erkla-
ren. Im Gegensatz zur Studie von De Preter et al. 2006 wurde in der vorliegen-
den Studie die fakale ""N-Exkretion untersucht. Fiir die fakale "N-Exkretion er-
gaben sich keine signifikanten Differenzen. Jedoch zeigten sich in den SP ho-
here "®N-Exkretionswerte und in den Phasen mit Induktion im Vergleich mit dem

entsprechenden ohne Induktion niedrigere *N-Ekretionswerte.

Das Fehlen von signifikanten Differenzen ist mit Vorgangerstudien kompatibel.
Es konnte bisher keine statistische Signifikanz erzielt werden, da die Standard-
abweichungen der fakalen Ausscheidungen aufgrund erheblicher interindividu-
eller Variabilitat stets zu hoch waren. Dies ist, wie bereits in den vorangehenden
Studien erwahnt, auf die Schwierigkeiten beim Auffangen der Stuhlproben bzw.
insbesondere auf Schwierigkeiten beim Homogenisieren des Stuhles zuruckzu-
fuhren. Um eine homogene Masse zu erhalten, misste man den Stuhl vermut-
lich per Mixer [69], wie beispielsweise in Vorbereitung auf eine Stuhltransplanta-
tion praktiziert, verquirlen, statt ihn, wie hier durchgefuhrt, in der Plastiktute ver-
schlossen, manuell zu kneten. Dies war jedoch fur die Moglichkeiten des For-
schungslabores der Universitatskinder- und Jugendklinik Rostock zu aufwandig

und den Probanden nicht zumutbar.

Die gewonnenen Ergebnisse der "®N-Anreicherung im Uberstand des Blutplas-
mas zeigen, dass sich vermutlich Harnstoff und auch freie *N-Aminosauren dar-
in befinden, die die Degradation des "N-LU zu "NHj; erklaren und anschlief’end
zu ""N-Harnstoff und "*N-Aminosé&uren resynthetisiert werden. Jedoch darf man
nicht auBer Acht lassen, dass das Blutplasma ebenfalls "°N bereits aus der Ab-
sorption von Glucose-["*N,]Jureid beinhalten kann, wenn man sich die friihen An-
reicherungszeiten bewusst macht. Wutzke et al. 1997 beobachteten schliellich
ein Maximum in der "N-Anreicherung etwa 6h nach Tracereinnahme. [60] Mes-
sungen der "N-Markierung im Sediment, sowie im Fibrinogen blieben auch in
der vorliegenden Studie unterhalb der Detektionsgrenze des Massenspektro-

meters.

Bei der Gesamtbeurteilung der Ergebnisse qilt es stets zu bericksichtigen, dass
grol3e inter- wie auch intraindividuelle Unterschiede in der Zusammensetzung

und metabolischen Aktivitat der intestinalen Mikrobiota bestehen kdnnen. [78]
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Da es sich hier um eine relativ kleine Studie in einem Forschungslabor handelt,
das keinem verifizierten ernahrungsmedizinischen Institut wie z.B. dem der Un-
iversitat Giel3en angehdrt und damit Erndahrungsgewohnheiten und Aktivitaten
der Probanden nicht uneingeschrankt Uberwachbar waren, sind mogliche Feh-
ler bei der Studiendurchfuhrung sowie der Ernahrung, der Probensammlung
und der Probenaufbewahrung durch die Probanden nicht auszuschliel3en. Gro-
Rere Fehler konnten durch genaue Information und Instruktion der Probanden .

sowie die sofortige Beantwortung von Ruckfragen vermieden werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Supplementation eines Gemi-
sches aus drei verschiedenen Starken mit unterschiedlichem Gehalt an RS so-
wie an Ballaststoffen eine gesteigerte Detoxifikation des Dickdarmes bewirkt. In
der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie konnte dies durch die orale Ein-
nahme und Metabolisierung von *N-LU, wie bereits in Vorgangerstudien festge-
stellt, erneut verifiziert werden.Durch die Degradation des Tracers "°N-LU konn-
ten die kumulative prozentuale renale ""NH;-Exkretion, die Gesamtstickstoffex-
kretion, die kumulative prozentuale renale und fakale "*N-Exkretion und die kor-
respondierende '°N-Haufigkeit im proteinfreien Uberstand des Bluts gemessen
werden. Bereits gewonnene Erkenntnisse Uber den Ammoniakmetabolismus
konnten anhand dessen validiert werden. Die Widerlegung der von de Preter et
al. 2006 aufgestellten These, dass es fur die prazise Messung der Degradati-
onsprodukte von ®N-LU hinsichtlich des Ammoniak- und Stickstoffmetabolismus

keine vorausgehende Induktion braucht [68], blieb aus.

Diese Arbeit stellt einen weiteren Mosaikstein im grolen Mosaik der Erfor-
schung des Dickdarms, seiner Stoffwechselvorgange inklusive der Ammonia-
kentgiftung im Kolon dar. Diese Aspekte sind nach wie vor von grofiem wissen-
schaftlichem, ernahrungsphysiologischem und nicht zu letzt kommerziellem In-
teresse, blickt man zurtick zur Einleitung und zur Frage nach der Bedeutung
von Functional Foods, Super Foods und Nahrungserganzungsmitteln, sowie,
was schlussendlich von groRerer Bedeutung ist, hinsichtlich der weiteren Erfor-
schung von Ursache und Therapiemoglichkeiten von Erkrankungen wie bei-
spielweise dem Morbus Crohn, der Colitis ulcerosa, dem Darmkrebs oder der
Reduktion des Risikos von Wohlstandskrankheiten wie etwa dem metaboli-

schen Syndrom.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer Enzyminduktion auf den
Dickdarmmetabolismus hinsichtlich der Ammoniakentgiftung bei zusatzlicher
Supplementation eines Prabiotikums, namlich eines Gemisches aus verschie-

denen Starken mit beachtlichem Anteil an resistenter Starke, untersucht.

Die Messungen wurden mit der Tracersubstanz Lactose-["*N;Jureid durchge-
fihrt. Gemessen wurden im Endeffekt die Degradationsprodukte des "°N-LU,
®N-Harnstoff und "*NHjs.

23 Probanden ernahrten sich entsprechend einer regularen, taglichen Diat Uber
einen Zeitraum von 75 Tagen, der sich in vier Phasen gliederte. In diesem
mussten sie randomisiert in zwei Gruppen, in den Phasen | und Ill bzw. Il und
IV Uber einen Zeitraum von je 15 Tagen, zu den drei Hauptmahlzeiten am Tage,
ein Gemisch aus insgesamt 10g Markerbsenstarke, Kartoffelfaserstarke und
Maisstarke(je 3,33g) zu sich nehmen. Die zwei Phasen der Starkeeinnahme,
sowie der regelrechten Diat ohne Starkeeinnahme, unterschieden sich dadurch,
dass in der je zweiten Phase mit oder ohne Starkeeinnahme, am Vortag der
Verabreichung des Biomarkers "°N-LU (markiertes Laktoseureid) dreimal (um
12:00, 16:00 und 20:00 Uhr) mit einer Dosis von 200mg unmarkiertem Lakto-

seureid induziert wurde.

An den Tagen 13, 33, 53 und 73 der Studie wurde vor dem Frihstlick Blut ab-
genommen. Zusammen mit dem Friihstlick wurde ®N-LU verabreicht. Urin und
Stuhl wurden danach fraktioniert Uber einen Zeitraum von 48 bzw. 72h ge-
sammelt. Eine zweite vendse Blutprobe wurde sechs Stunden nach Applikation

des "N-LU abgenommen.

Der kumulative prozentuale *N-Gehalt der Proben wurde nach Aufarbeitung der
Proben durch Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie gemessen. Die kumula-
tive prozentuale renale "N-Exkretion betreffend, zeigte sich im Vergleich der
Leerphase ohne Induktion mit der SP ohne Induktion eine signifikante Absen-
kung der renalen "°N- Exkretion. Dies ist in Abbildung 5 zu erkennen. Hiermit
korrespondierend sank in ebendiesem Vergleich auch die renale *NH;-Exkreti-
on signifikant, was in Abbildung 7 dargestellt ist. Im Vergleich LP mit Induktion
mit SP ohne Induktion konnte ebenfalls eine signifikante Absenkung dieser bei-

den Parameter beobachtet werden.
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Die Ubrigen paarweisen Testungen fiir die Parameter fakale '*N-Exkretion, Ge-
samt-Stickstoff-Exkretion, sowie "®N-Anreicherung im Fibrinogen, im Uberstand
sowie im Sediment des Blutplasmas und die Gesamt-">N-KPE konnten keine

Sigfikanzen nachweisen.

Zusammenfassend lie® sich beobachten, dass die Testungen der SP ohne und
mit Induktion zu einer Herabsetzung der kumulativen prozentualen ">N-Urin-Ex-

kretion fuhrten. Die Induktion zeigte hier keinen eindeutigen Trend.

Die Testungen SP ohne und SP mit Induktion zeigten zudem eine Verminderung
der NH;-Exkretion. Die Testungen mit Induktion (LP mit / SP mit Ind.) gingen

mit hoheren Exkretionswerten einher.

Hinsichtlich der renalen Gesamt-Stickstoff-Exkretion in g pro 48h zeigten sich

etwa gleich hohe Exkretionswerte fur alle Phasen.

Bei der fakalen kumulativen prozentualen N-Exkretion lieRen sich in den bei-
den Starkephasen hohere "N-KPE-Werte feststellen, in den Phasen mit Indukti-
on im Vergleich mit den entsprechenden Phasen ohne Induktion jedoch eine er-

niedrigte Exkretion.

Beim Nachweis des "®N im Uberstand des Blutplasmas lieRen sich fiir die Pha-
sen mit Induktion zu den entsprechenden ohne Induktion hohere Werte nach-
weisen, fur die Phasen mit Starke im Vergleich zu den entsprechenden ohne In-

duktion jedoch niedrigere Werte.

Dies zeigt, dass bei der Supplementation des Prabiotikums resistente Starke
die Ammoniakentgiftung im Kolon gesteigert wird. Jedoch zeigt sich auch, dass

dies unabhangig von einer vorausgehenden Induktion geschieht.

Im Unterschied zu in einer vorausgehenden Studie fur die orozokale Transitzeit
mit Lactose-["*C]ureid bewiesenen, signifikanten Steigerung durch Induktion am
Vortag, konnte hier nicht signfikant gezeigt werden, dass auch bei der den Am-
moniak- und Stickstoffstoffwechsel betreffenden Wirkung von Prabiotika der In-
duktion am Vortag eine bedeutende Wirkung zukommt. Unterstitzt wird dieses
Ergebnis durch Ergebnisse einer Studie von de Preter et al. aus dem Jahr
2006.

Auch der Widerlegung von Hypothesen, wie in dieser Studie festgestellt, kommt
im grof3en Mosaik der Forschung als kleines Steinchen eine gro3e Bedeutung

ZU.
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8 Thesen

=Y

. Prabiotika zahlen zu den sogenannten funktionellen Lebensmitteln.

. Resistente Starken zahlen zu den Prabiotika.

Resistente Starken werden aufgrund des Fehlens spezifischer

Enzyme im Dinndarm weder hydrolysiert, noch absorbiert.

Resistente Starken gelangen unverdaut ins Kolon.

Im Kolon werden resistente Starken von Bakterien fermentiert.

Resistente Starken dienen den Kolonbakterien als Energielieferant.

Die Supplementation mit resistenten Starken dient dem vermehrten

Wachstum apathogener Keime.

Lactose-["°N.Jureid ist eine geeignete Substanz um eine bekannte
Dosis 'N-Stickstoff bzw. '"N-Ammoniak in das Kolon

einzuschleusen.

Lactose-["*N.Jureid wird im GIT nur marginal resorbiert und erst im

Zokum verstoffwechselt.

10.Die Messung der Abbauprodukte von Lactose-["’N]Jureid ist eine

geeignete, nicht-invasive Methode 2zur Bestimmung des

Stickstoffmetabolismus im Kolon.

11.Eine Einnahme von 3x200mg pro Tag unmarkiertem Lactoseureid

ist ausreichend um den Abbau von Lactose-["*N;Jureid zu

induzieren.
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12.Resistente Stirken senken signifikant die renale "N- und "NH;-

Exkretion im Urin.

13.Nach Gabe eines Gemisches aus resistenten Starken erfolgt ein
geringer Anstieg der Ausscheidung von ""N-markiertem Stickstoff

tiber den Stuhl, jedoch ohne statistische Signifikanz.
14.Einer Induktion am Vortag der Tracereinnahme mit unmarkiertem
Lactoseureid kommt hinsichtlich des Effekts auf den

Ammoniakmetabolismus im Kolon keine Bedeutung zu.

15.Eine vorausgehende Enzyminduktion bewirkt keine

Signalverstarkung der *N-Markierung der Exkretionsprodukte.
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10 Tabellarischer Lebenslauf
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Familienstand ledig, keine Kinder

Beruflicher Werdegang

06/2019- dato Assistenzarztin der Allgemein- und Viszeralchirurgie,
Hegau-Bodensee-Klinikum Singen

Hochschulbildung

10/2012- 11/2018  Studium der Humanmedizin (Note: gut (2,1))
Universitat Rostock

Schulbildung

06/2011 Abitur (Note: sehr gut (1,4))

2002- 2011 Hochrhein-Gymnasium Waldshut-Tiengen
1998- 2002 Grundschule Buch, Gemeinde Albbruck

Auslandsaufenthalte

07/2011- 08/2012 Au Pair in Boston, Massachusetts, USA

Nebentatigkeiten

10/2016- 07/2017 Studentische Hilfskraft, Tutorin, PedSim-Center,
Universitatskinder- und Jugendklinik Rostock

04/2016- 07/2016 Studentische Hilfskraft, Tutorin, Praparierkurs, Institut fir
Anatomie, Universitatsmedizin Rostock

2009- 2011 Ausgebildete Vereinsassistentin des badischen
Tennisverbandes fur Tennissport

Sprachen

Muttersprache Deutsch

Weitere Sprachen Englisch (flieRend in Wort und Schrift)
Spanisch (B2)
Franzosisch (Schulkenntnisse, 8 Jahre)
Schwedisch (A1)
Latein (Erwerb kleines Latinum)
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Zusatzliche Interessen

Tennis
Reisen
Wintersport
Wandern
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12 Anhang

12.1 Ubersicht des Ablaufs der Tracereinnahme und Probengewinnung

anhand des Instruktionsblattes fiir die Probanden

Bereits vor dem eigentlichen Messbeginn ist eine Urin- und eine Stuhlprobe fur

die Leerwertbestimmung zu sammeln!

1. Tag (Tag 13, 33, 53 und 73 der Studie)

7:30 Uhr 1. Blutentnahme in der Universitats- Kinderklinik,

Forschungslabor fur Erndhrungsmedizin, 1. Etage

7:40 Uhr |Wenn nicht bereits vorher erledigt, eine Urinleerwertprobe

sammeln und Kdrpergewichtbestimmung mittels Personenwaage

7:45 Uhr |Gemeinsames Fruhstuck, wird gestellt,

1 Weizenbrotchen, Marmelade, Latta, Kase, Tee

8:00 Uhr |Tracer (ca. 400mg, je nach aktuellem Kdrpergewicht)auf ein Ecke
der mit Marmelade bestrichenen Brotchenhalfte geben, Ecke um

8:00 Uhr abbeiften, kauen und runterschlucken

10:00 Uhr |Urinprobe nehmen,

(mittels Becherglas und Messzylinder zur genauen Volumenbe-

stimmung)

12:00 Uhr |Urinprobe nehmen + Volumen bestimmen

14:00 Uhr | 2. Blutentnahme in der Kinderklinik,

Urinprobe nehmen(bereits in der Klinik oder sofort anschlielRend zu
Hause), Mittagessen, wird gestellt,

Spaghetti und Glas Solde

16:00 Uhr |Urinprobe + Volumenbestimmung

20:00 Uhr |Urinprobe + Volumenbestimmung

24:00 Uhr |Urinprobe + Volumenbestimmung

Zwischen Frahstick und Mittagessen sollte nichts gegessen und

getrunken werden.

Eine kleine Menge Wasser oder Tee ist erlaubt, um Urinproduktion
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sicherzustellen.

Nach dem standardisierten Mittagessen ist wieder individuelle Kost
erlaubt.

Stuhl wird ganztagig ad libitum gesammelt! s. Allgemeine Hinweise

2. Tag (Tag 14, 34, 54, 74)

8:00 Uhr Urinprobe+Volumenbestimmung

(24h-Wert, wichtig!)

Danach Urin sammeln ad libitum — immer Probe+ Volumen

Stuhl sammeln ad libitum — immer Probe + Gewicht

3.Tag (Tag 15, 35, 55, 75)

8:00 Uhr Urinprobe+Volumenbestimmung
(48h-Wert, wichtig!)

Danach nur noch Stuhl sammeln ad li-| — immer Probe + Gewicht

bitum

Allgemeine Hinweise:

- Der Stuhl wird mit der Tute aufgefangen, manuell vermengt, einmal kurz

auf die Kichenwaage gelegt und abgewogen.

- Dann mit dem braunen Stuhlréhrchen haselnussgroRe Probe entneh-

men.
- Die Tute kann im Hausmull entsorgt werden.

- Alle Proben bitte mit Namen, Datum, Uhrzeit und méglichst Gewicht be-

schriften.

- Fur Urinréhrchen gilt dies ebenfalls! Sie sind bereits mit je 10 Tropfen 1N

HCI geflllt, diese bitte nicht verwerfen!
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Alle Proben in den vorgesehenen Protokollen notieren (Datum, Uhrzeit,
Gewicht) — es gilt: Fehler durfen passieren, aber bitte auch diese ehrlich
notieren (bspw. Probe aus Versehen verworfen, Uhrzeit nicht genau ein-
gehalten etc.).

Eine genaue Protokollfihrung ist sehr wichtig.

Die Proben bitte schnellstmoglich einfrieren/einfrieren lassen!
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