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1 Einleitung

1.1 Anatomisch-physiologische und biochemische Grundlagen

Die folgenden Darstellungen der Anatomie und Physiologie des Verdauungstrakts sowie der
grundlegenden biochemischen Prozesse im Stickstoff- und Kohlenhydratstoffwechsel dienen
dem Verstindnis der weiteren Abschnitte dieser Arbeit und sind als Ubersicht zu verstehen. Fiir
detaillierte Informationen wird auf die géngigen Lehrbiicher der Anatomie, Physiologie und

Biochemie verwiesen [1-5].
1.1.1 Die Verdauung des Menschen

Unter Verdauung versteht man die enzymbkatalysierte Spaltung der Nahrungsstoffe [3]. Diese
beginnt bereits im Mund. Beim Zerkauen der Nahrung wird diese mit dem Speichel gemischt
und durch die in diesem enthaltenden Mucine fiir die Passage durch den Osophagus
(Speiserdhre) vorbereitet. Durch orale a-Amylase Ptyalin beginnt die Aufspaltung der
langkettigen Kohlenhydrate wie Stirke. Nach der Passage des Osophagus und des Magens
gelangt die Nahrungsbrei (Chymus) in das Duodenum (Zwolffingerdarm). Hier werden dem
Chymus die Verdauungsenzyme beigemengt, die zum grofBten Teil aus dem Pankreassekret
entstammen. Die wichtigsten Enzyme sind hierbei die pankreatische a-Amylase, Lipasen,
Peptidasen, Proteasen, RNasen und DNasen sowie die Cholin-Esterase. Des Weiteren erfolgt
im Duodenum die Beimengung der Galle, die wichtige Stoffe fiir die Verdauung von Lipiden
liefert. Erwédhnt seien an dieser Stelle konjugierte Gallensduren und Phospholipide. Das
Diinndarmsekret enthilt zu einem groBen Teil Mucine und Bicarbonat (HCO5). Es wird durch
die Brunner-Driisen sezerniert und schiitzt im Duodenum die Darmschleimhaut vor dem sauren
Magensaft. Das wichtigste Enzym des Diinndarmsekrets ist die Enteropeptidase, die das
inaktive Trypsinogen aus dem Pankreassekret in die aktive Form Trypsin umwandelt. Uber die
Sekretion von IgA-Antikorpern, die der Regulation des Wachstums von Mikroorganismen im
Darm dienen, hat das Diinndarmsekret zudem eine wichtige immunologische Funktion. Uber
die Diinndarmabschnitte Jejunum und Ileum gelangt der Chymus in den Dickdarm. Dieser
besteht aus den Abschnitten Zokum (Blinddarm) mit dem Wurmfortsatz (Appendix
vermiformis), Colon (mit Pars ascendens, Pars transversum, Pars descendens, Pars
sigmoideum) und dem Rektum (Mastdarm). Im Dickdarm wird dem Chymus viel Wasser

entzogen und so um ein Vielfaches eingedickt. Das Ausscheidungsprodukt des Dickdarms, die



Faeces, besteht dennoch weiterhin zu 75% aus Wasser und lediglich zu 25% aus
Trockensubstanz. Diese Trockensubstanz der Faeces besteht zu jeweils einem Drittel aus [3,5]:
e unverdaute Nahrungsreste: insbesondere Cellulose und unverdauliche Lipide
e Darmbakterien und mit ihnen stickstoffhaltige Substanzen
e Darmepithelzellen.

Die Faeces werden schlieBlich iiber das Rektum ausgeschieden.
1.1.2  Die orozokale Transitzeit

Die orozokale Transitzeit (OzTz) beschreibt den Zeitraum iiber die Passage der
Nahrungssubstanz von der oralen Aufnahme bis zum Zdkum und somit den Beginn der
Fermentation der Nahrungsbestandteile durch die mikrobielle Flora des Dickdarms. Die
Entwicklung und Evaluation geeigneter Verfahren zur Bestimmung der OzTz ist seit etwa 40
Jahren fortlaufend das Ziel zahlreicher Studien. Bereits in den 1970er Jahren wurden der
Wasserstoffatemtest unter der Verwendung von Lactulose (Hz-Lactulose Breathtest)
beschrieben [6,7]. Dieses Verfahren etablierte sich durch seine einfache Umsetzung, die
Nichtinvasivitit und die Kosteneffizienz und galt folglich iiber viele Jahre fiir die nichtinvasive
Bestimmung der OzTz [8,9]. Mit den Jahren der Forschung und klinischen Anwendung zeigte
sich jedoch, dass die Ergebnisse des Ha-Lactulose-Atemtests von verschiedenen intestinalen
und anderen Faktoren und Prozessen beeinflusst wurden. Durch die Verabreichung von
(insbesondere hohen Dosen) Lactulose traten vermehrt Passagestdrungen mit gastrointestinalen
Symptomen wie osmotisch bedingten Diarrhoen oder abdominellen Krdmpfen auf. Es zeigte
sich eine dosisassoziierte Passagebeschleunigung nach Einnahme von Lactulose [9]. In den
frithen 1990er Jahren thematisierte eine italienische Arbeitsgruppe zudem das Problem der
Nonresponder bezogen auf die H>-Produktion nach der Fermentation von Kohlenhydraten
durch die bakterielle Flora des Zokums und Colons [10]. Man kam zu der Erkenntnis, dass
hierin eine relevante Limitation des Verfahrens besteht [9]. Alternativen zu diesem Verfahren
wie z.B. radiologische oder scintigraphische Verfahren mit Strahlenbelastung oder dem Einsatz
radioaktiver Tracersubstanzen setzten sich aus ethischen Griinden ihrerseits nicht als
Standardverfahren durch [9,11]. 1995 publizierten Heine et al. erstmalig die Verwendung von
BC-markierten Glykosylureiden als Tracersubstanz zur Bestimmung der OzTz [8]. Dieses
Verfahren wurde in der Folge in zahlreichen Studien weiter erforscht und mit den bis dahin
bekannten Verfahren zur Bestimmung der OzTz verglichen. Es zeigten sich tiberzeugende und

zuverlédssige Ergebnisse bei der Ermittlung der OzTz bei der Verwendung von Laktose-



[13C,"5N]ureid im Vergleich zum Lactulose-H,-Atemtest [9]. In unserer Studie verwendeten wir

den Laktose-['3CJureid-Atemtest zur Bestimmung der OzTz.

1.1.3 Die mikrobielle Flora in Zokum und Colon

Der Dickdarm des Menschen beherbergt eine grof3e Vielfalt an bakterieller Mikroflora, die wie
ein eigenes Okosystem wirken und einen groBen Anteil an den Stoffwechselvorgingen in
diesem Abschnitt des menschlichen Verdauungssystems haben. Man geht davon aus, dass bis
zu 1000 Bakterienspezies im Colon siedeln [12]. Im Zokum und Colon herrschen fiir das
bakterielle Wachstum auf Grund ihrer geringen Passagezeit, dem Néhrstoffangebot und dem
niedrigen pH ideale Bedingungen fiir Wachstum und Vermehrung. Wichtig ist, dass stets ein
Gleichgewicht in der Besiedlung von physiologischen und pathogenen Spezies herrscht mit
einem Vorteil fiir die physiologische Flora des Colons. Einen potentiell guten Einfluss auf die
Integritdit des Zokums und Colons haben Bakterien, die einen fast ausschlieBlich
saccharolytischen Stoffwechsel aufweisen [12]. Detaillierte und wissenschaftlich belegte
Erkenntnisse iiber die Zusammensetzung der bakteriellen Mikroflora des Zokums und Colons
zu erlangen, ist seit vielen Jahrzehnten Gegenstand der Forschung. Bereits 1922 beschrieb
Adam die Rolle von Bifidobakterien im Darm und deren erndhrungsabhéngig schwankende
Reaktion hinsichtlich Wachstum und Vermehrung [13]. Er stellte zudem bereits die Hypothese
auf, dass ,die Dickdarmflora in ausgesprochenem Malle ein Indicator fiir die
Verdauungsvorgidnge im Darmkanale ist. [13] Heute geht die Wissenschaft davon aus, dass
Laktobazillen und Bifidobakterien die fithrenden physiologischen Bakterienspezies im Colon
sind. Sie nutzen im oberen Verdauungstrakt nicht verdaute Kohlenhydrate als Substrate zur
Fermentation durch Kohlenhydrat-hydrolysierende Enzyme. Als Stoffwechselprodukte
entstehen hierbei kurzkettige Fettsduren, Wasserstoff (H2), Methan (CH4), Kohlenstoffdioxid
(CO) und Laktat [12]. Die Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora kann durch eine
Vielzahl an endogenen und externen Faktoren beeinflusst werden. Hier seien beispielhaft das
Alter, der Einfluss von Stress auf den Kdorper, die Erndhrungsphilosophie und die Einnahme
von antimikrobiellen Wirkstoffen (Antibiotika) genannt [12]. Mit dem Ziel, die Diversitdt und
Interaktionen der menschlichen intestinalen Mikroflora weiter zu erforschen und die
Erkenntnisse in internationalen Datenbanken systematisch zu erfassen, wurde die ,,Human Gut

Microbiome Initiative (HGMI)* gegriindet [14].



1.2 Stoffwechsel
1.2.1 Der Stickstoffmetabolismus

Das Gleichgewicht des Stickstoffhaushalts, die Stickstoffhomdostase, im Korper des Menschen
wird zum groflten Anteil durch den Aminosdureabbau in den unterschiedlichen Geweben
gewihrleistet. Besondere Bedeutung haben hierbei die Leber und die Muskulatur. Die Substrate
fiir den Aminosiurestoffwechsel entstammen der Proteolyse von Nahrungsproteinen und
korpereigenen Proteinen. Die einzelnen Schritte des Abbaus von Aminosduren sind komplex

und vielschichtig. Grundlegend erfolgt der Abbau von Aminoséduren in zwei Schritten:

1. Die Aminogruppe wird durch eine Transaminierungs- oder Desaminierungsreaktion
abgespalten. Bei Vorliegen einer Carboxylgruppe kommt es analog zu einer
Decarboxylierungsreaktion.

2. Das in Schritt 1 entstandene Kohlenstoffgeriist wird dem Kohlenhydrat- oder
Lipidstoffwechsel und dem Citratzyklus zugefiihrt.

Bei der Transaminierung wird die Aminogruppe auf eine a-Ketosédure iibertragen. Haufigster
Reaktionspartner ist hierbei das c-Ketoglutarat, aus dem durch die Reaktion die Aminoséure
Glutamat entsteht. Glutamat nimmt somit eine zentrale Position im Aminosdurestoffwechsel
ein. Bei der Desaminierung wird die Aminogruppe abgespalten und Ammoniak (NH4"/NH3)
freigesetzt. Dies geschieht entweder nach zuvor erfolgter Oxidation der Aminoséure (oxidative
Desaminierung), unter der Abspaltung von Wasser (eliminierende Desaminierung) oder nach
Einbau von Wasser (hydrolytische Desaminierung) [15]. Nach dem Abbauweg ihres

Kohlenstoffgeriists werden Aminosduren wie folgt eingeteilt:

¢ Glucogene Aminosduren: Es entstehen Pyruvat und Metaboliten des Citratzyklus. Diese

werden als Substrate fiir den Citratzyklus verwendet und so zur Energiegewinnung

genutzt oder als Substrate fiir die Gluconeogenese eingesetzt.

o [Ketogene Aminoséduren: Es entsteht das Acetyl-CoA. Dieses wird als Substrat fiir den
Citratzyklus und zur Synthese von Ketonkorpern oder Fettsduren verwendet.

e Gemischt glucogene und ketogene Aminoséduren [15].

Das bei der Desaminierung freigesetzte Ammoniak ist zelltoxisch und muss vom Korper
entgiftet werden. Hierflir wird es dem Harnstoffzyklus der Leber zugefiihrt und durch Reaktion
mit Bicarbonat (HCO3") zu Harnstoff abgebaut. Diese Reaktion macht den groften Teil der
Ammoniakentgiftung aus. Durch die iiberwiegend renale Elimination des Harnstoffs (etwa

70%) kann Stickstoff ausgeschieden werden. Schitzungsweise gelangen bei einer normalen
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Proteindidt tdglich 30% des in der Leber produzierten Harnstoffs zudem erneut ins Colon und
werden hier von der intestinalen Flora wieder zu Aminosduren metabolisiert und fiir die
Aminosdure-und Proteinsynthese verwendet [16]. Durch die mikrobielle Flora des Dickdarms
kann Ammoniak inkorporiert und somit die Stickstoffexkretion {iber die Faeces gesteigert
werden [17]. Neben der Leber und dem Darm beteiligen sich auch die Nieren, die Muskulatur

und das zentrale Nervensystem zu geringeren Anteilen am Aminosduremetabolismus.
1.2.2  Der Kohlenhydratstoffwechsel

Kohlenhydrate, die mit der Nahrung zugefiihrt werden, sind zu etwa zwei Dirittel
Polysaccharide und zu dem {ibrigen Drittel Disaccharide wie Laktose (Milchzucker) und
Saccharose (raffinierter Zucker). Das bedeutendste Kohlenhydrat der menschlichen Ernédhrung
ist Stdrke, ein Polysaccharid aus 70% Amylopektin und 30% Amylose. Da im Duodenum nur
Kohlenhydrate in Form von Monosacchariden resorbiert werden konne, ist eine Aufspaltung
der glykosidischen Bindungen der Polysaccharide durch Verdauungsenzyme notwendig. Diese
beginnt bereits oral durch die Speichel-a-Amylase, durch die die Polysaccharide zu Di- und
Oligosacchariden abgebaut werden. Nach der Passage des Osophagus und des Magens
gelangen diese in das Duodenum. Hier erfolgt die weitere Verdauung durch die Pankreas-c.-
Amylase und die Spaltung der Di- und Oligosaccharide zu Monosacchariden wie Glucose,
Galactose und Fructose durch Glukosidasen. Diese gehoren chemisch zu den Hydrolasen. Die
Mukosazellen des Darms besitzen fiir die Resorption der Glucose Na'-Glucose Symporter. Die
Aufnahme in die Zielzellen fiir die Verstoffwechselung erfolgt iiber spezifische
Glucosetransporter, die sogenannten GLUT. Je nach Zielgewebe wird die Glucose als Substrat
fiir die Glycolyse oder den Hexosemonophosphatweg verwendet und abgebaut. Durch die
Glycolyse entstehen Pyruvat, ATP als Energiequelle und Reduktionsidquivalente fiir weitere
Stoffwechselprozesse wie z.B. den Citratzyklus und die Atmungskette. Der
Hexosemonophosphatweg liefert Pentosen, d.h. Zucker mit 5 Kohlenstoffatomen, die u.a. fiir
die Synthese von DNA und RNA benétigt werden. Glucose wird zudem in Form von Glykogen,
einem stark verzweigten Polymer mit o-1,4- und «-1,6-glykosidischen Verbindungen,
gespeichert. Alle Zellen des Korpers mit Ausnahme der kernlosen Erythrozyten kdnnen
Glykogen speichern und bei Bedarf als Substrat fiir die Glucoseneubildung (Gluconeogenese)
verwenden. Die groBten Glykogenspeicher finden sich in der Skelettmuskulatur, gefolgt von

der Leber [2,3,18].



1.2.3 Wasserstoff- und Methanentstehung im menschlichen Korper

Wasserstoff und Methan konnen bei der Verdauung von Nihrstoffen im menschlichen Korper
ausschlieBlich unter anaeroben Bedingungen nach Fermentation durch die mikrobielle Flora
der Dickdarmabschnitte Z6kum und Colon entstehen. Als gesichert gilt, dass bei der
Fermentation von Kohlenhydraten durch die Anaerobier die Gase Wasserstoff (H2), Methan

(CHa), Kohlenstoffdioxid (CO;) und Schwefelwasserstoff (H2S) entstehen [19,20].

Bisher auch nach jahrzehntelanger Forschung weiter wenig verstanden ist, welche
Mikroorganismen exakt an der Entstehung und weiteren Verstoffwechselung von Wasserstoff
und insbesondere Methan im humanen Intestinaltrakt beteiligt sind. In ihrer Dissertation aus
dem Jahr 2018 beschiftigte sich zum Beispiel Kroninger mit dieser Fragestellung [21].
Demnach gehoren zur mikrobiellen Flora des Colons Bakterien, die methanogenen Archaeen,
die in der Lage sind, die energiearmen Stoffwechselverbindungen wie Methylamine, H> und
COz nach bakterieller Fermentation als Substrate zur Energiegewinnung zu nutzen und somit
eine bedeutende Rolle in den finalen Schritten des Abbaus organischer Verbindungen spielen.
Bei der Methanogenese aus H: als Ekektronendonor und CO; als Substrat wirken
hydrogenotrophe methanogene Archaeen [21]. Die Methanogenese ldsst sich hierbei mit

folgender chemischen Reaktion beschreiben:

e CO, + 4H, -» CH, + H,0

Als weitere fiir den menschlichen Organismus potentiell relevante Reaktion beschreibt
Kroninger [21] die Methanogenese aus methylierten Verbindungen wie Methylamin und

Methanol {iber methylotrophe methanogene Archaeen. Auch hier wirkt H; als Elektronendonor.

Die Elimination von Hz und CH4 erfolgt entweder {iber den Darm als Flatus oder {iber den
systemischen Blutkreislauf und schlieBlich nach Diffusion {iber die Alveolen in die Lunge mit
der Ausatemluft. Letzteren Eliminationsmechanismus macht man sich in der Forschung und in
der klinischen Anwendung bei der Anwendung von Atemtestverfahren zur Beurteilung von
Stoffwechselvorgdngen zu Nutzen. H>-Atemtestverfahren finden breite Anwendung in der
Diagnostik von Malabsorptionssyndromen und gastrointestinalen Motilitdtsstorungen. Auch
der weiter oben bereits erwidhnte Hs-Lactulose-Atemtest basiert auf diesem

Eliminationsmechanismus.



Der beschriebene Zusammenhang zwischen Hz- und CH4-Metabolismus - insbesondere die
Verwendung von H> zur Methanogenese - unterstiitzen die zahlreichen Studien und
Publikationen, die eine kombinierte exhalative Bestimmung von Hz und CH4 unter Anwendung
einer COz-Korrektur stark empfehlen, um valide Messergebnisse zu erhalten [10,22-25]. In
unserer Studie verwendeten wir ein solches Analyseverfahren mit kombinierter Hz- und CHs-

Bestimmung unter Anwendung der COz-Korrektur.

1.3 Ernihrung gemif} der Deutschen Gesellschaft fiir Ernihrung

Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE) folgt in ihren Empfehlungen zur Gestaltung
der Erndhrung den Empfehlungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO = ,,World Health
Organization®). 2011 veroffentlichte die DGE ein Positionspapier ,,Richtwerte fiir die
Energiezufuhr aus Kohlenhydraten und Fett“ [26]. Hier erfolgte die Empfehlung, den
Energiebedarf fiihrend durch Kohlenhydrate und Fette zu decken. Proteine komplettieren die
Energiezufuhr. Die Zufuhr dieser soll fiir einen durchschnittlichen Erwachsenen 0,8g/kg
Korpergewicht betragen. Setzt man eine ausgewogene regional typische Mischkost voraus, so
liefern Proteine geméf dieser Vorgabe einen Beitrag von 10-15% des Energiebedarfs. Fiir die
Zufuhr von Fetten und Kohlenhydraten ldsst sich nicht analog ein physiologisch
durchschnittlicher Bedarf benennen. Hierfiir gibt die DGE Richtwerte vor. Ziel ist eine
moderate Fettzufuhr von 30-35% des Energiebedarfs je nach individueller korperlicher
Aktivitdt. Insbesondere soll auf eine moglichst geringe Zufuhr von gesittigten Fettsduren und
eine ausreichende Zufuhr von Ballaststoffen iiber pflanzliche Lebensmittel geachtet werden. In
der Differenz ergibt sie eine empfohlene Zufuhr von Kohlenhydraten in Hoéhe von 50-55% des
Energiebedarfs. Ein Problem der durchschnittlichen Erndhrung der deutschen Bevolkerung
besteht hierbei in der Art von Kohlenhydraten, die konsumiert werden. Mono- und
Disaccharide machen nach Einschédtzung der DGE einen zu groflen Anteil der Energiezufuhr
iiber Kohlenhydrate aus. Die Empfehlung lautet, den Energiebedarf aus der Zufuhr von
Kohlenhydraten durch einen hohen Anteil von langkettigen und ballaststoffreichen
Polysacchariden zu gewihrleisten und empfiehlt hier mehrfach den Konsum von
Vollkornprodukten [26]. Zu den Nahrungsmitteln, die diese Anforderungen an qualitativ
hochwertige Kohlenhydrate erfiillen, zdhlen die Prebiotika und aus der Gruppe dieser die

resistenten Starken.

Ballaststoffe sind Geriist- und Speichersubstanzen in {iberwiegend pflanzlichen

Nahrungsmitteln (in der internationalen Literatur englisch unter dem Terminus ,,dietary fiber*



= wortlich {ibersetzt ,,Nahrungsfasern® verwendet [27]), die durch die Enzyme des Pankreas
und Diinndarms nicht aufgespalten werden kdnnen und sich so der Verstoffwechselung in
diesen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts entziehen. Im Dickdarm (Colon) werden sie
einerseits als Quellstoffe benutzt und beeinflussen hierdurch die Konsistenz der Faeces und
stimulieren in der Folge die Darmmotilitdt. Bekannt sind wasserldsliche und wasserunlosliche
Ballaststoffe. Die wasserloslichen Ballaststoffe sind Substrate fiir den mikrobiellen
Stoffwechsel des Colons, der kurzkettige Fettsduren synthetisiert. Zu diesen gehdren Acetat,
Butyrat und Propionat. Acetat und Propionat gelangen nach Resorption direkt in das
Pfortaderblut und werden dem allgemeinen Stoffwechsel als Energiesubstrate zur Verfligung
gestellt. Butyrat dient speziell der Mukosa des Colons und deren mikrobiellen Flora als Substrat
und fordert iiber diesen Mechanismus die Zellproliferation des Mukosaepithels. Uber eine
Reduktion des pH-Wertes verbessern die kurzkettigen Fettsduren die Bioverfiigbarkeit von
Elektrolyten und Spurenelementen. Der Energiegehalt ballaststoffreicher Lebensmittel ist

deutlich geringer als der Energiegehalt ballaststoffarmer Lebensmittel [2].

1.4 Prebiotika in der Ernihrung
1.4.1 Definition und Abgrenzung zu den Probiotika

Prebiotika wurden 1995 von der Arbeitsgruppe um Gibson und Roberfroid zundchst als
nichtverdauliche Bestandteile der Nahrung beschrieben, die die gastrointestinale Gesundheit
des Wirts giinstig beeinflussen, indem sie selektiv das Wachstum und/oder die Aktivitdt einer
oder einer definierten Anzahl von physiologischen Bakterienpopulationen im Colon
stimulieren (aus dem Englischen nach: [28]). Ebenfalls Gibson und Roberfroid publizierten
2004 erweiterte Kriterien, die Prebiotika fiir die Klassifizierung als solche erfiillen miissen,
nachdem der Begriff zwischenzeitlich sehr groBziigig auf viele Oligosaccharide und
Polysaccharide aus der Gruppe der Ballaststoffe angewandt worden war [29]. Diese Kriterien

waren im Detail;

e Resistenz gegeniiber der Magenséure, der Hydrolyse durch Enzyme und der Absorption
durch den GI-Trakt bis zum Zdkum.
e Fermentation durch die intestinale Mikroflora.

e Seclektive Stimulation des Wachstums und /oder der Aktivitdten der mikrobiellen Flora.

Gegentiber den Prebiotika abzugrenzen sind die Probiotika. Unter Probiotika versteht man

gemdl einer Definition von Fuller aus dem Jahr 1989 ,lebende mikrobielle Nahrungszusitze



mit nutzbringenden Effekten fiir den Wirtsorganismus durch Verbesserung seiner intestinalen
mikrobiellen Balance* [30]. Diese Definition wurde im Jahr 2001 durch die Food and
Agriculture Organization der Vereinten Nationen und der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
bestitigt [31]. Die bisher besten untersuchten Mikroorganismen unter den Probiotika sind

Laktobazillen und Bifidobakterien.

Zusammenfassend ldsst sich als wesentlicher Unterschied der beiden Substanzklassen
beschreiben, dass Prebiotika als Kohlenhydratverbindungen mit definierten biochemischen
Eigenschaften (s.0.) die vorhandene intestinale Mikroflora in Wachstum und Aktivitit
stimulieren, wiahrend Probiotika den Aufbau und Erhalt der intestinalen Mikroflora durch

Zufuhr lebender Mikroorganismen wie Laktobazillen und Bifidobakterien fordern.

1.4.2 Resistente Stirke

Der Begriff der resistenten Stirke (RS) wurde 1982 zunichst von Englyst et al. verwendet,
nachdem diese in ihren Untersuchungen zur Verdauung von Polysacchariden unter Anwendung
der Fliissiggaschromatographie gesehen hatten, dass eine Fraktion der Stdrke in gekochter und
wieder abgekiihlter Nahrung vermehrt resistent gegeniiber der Verdauung durch die
Pankreasamylase war [32]. Im Verlauf weiterer in vivo und in vitro Studien fanden die Autoren
weitere Stirkefraktionen und ihre Mechanismen, die sich auch gegeniiber der Spaltung ihrer
spezifischen a-1,4- und a-1,6-glykosidischen Bindungstypen im Diinndarm resistent zeigten
[27,33]. Gemil aktueller Definition ist unter resistenter Stirke jene Stirke zu verstehen, die
das Colon unverdaut erreicht und durch die dort angesiedelte mikrobielle Flora fermentiert und
verstoffwechselt wird [34]. Es besteht demnach eine Resistenz gegeniiber den hydrolisierenden

Enzymen des Pankreas und der Diinndarmabschnitte Duodenum, Jejunum und Ileum.

Es entwickelte sich eine Klassifikation natiirlich vorkommender RS, die Tabelle 1

zusammenfasst:



Mechanismus der Resistenz
Beispiele fiir Vorkommen in der
gegeniiber der Spaltung im

Nahrung
Diinndarm
RS I Physiologisch unzugingliche Stirke | Vollkorn, Hiilsenfriichte (z.B. Niisse,
(in unverdaulicher Matrix) Bohnen), Hafer

rohe Kartoffeln, unreife Bananen,

RS2 Granula resistenter Stirke ) )
Maisstdrke mit hohem Amylosegehalt

Gekochte und wieder abgekiihlte

RS 3 Retrogradation

Kartoffeln, Brot, Nudeln, Reis

Tabelle 1:Klassifikation der Typen natiirlich vorkommender RS nach [33]

In der Fachliteratur werden unter dem Begriff RS 4 chemisch modifizierte Stiarken beschrieben.
Hier werden in einer Additionsreaktion Ester- und Ethergruppen angefiigt. Zudem enthalten
diese quervernetztende Amylosestrange. Die Kombination der chemischen Modifikation macht
diese Stirken der Verdauung im Diinndarm unzugénglich [34]. Diese Form der RS findet in der
Lebensmittelindustrie Anwendung als Geschmacksverstirker und Verdickungsmittel in
Backwaren und Getrdnken [35] und kann somit nicht zu den natiirlich vorkommenden RS
gezéhlt werden.

Die Fermentation der RS im proximalen Colon, hier insbesondere im Zokum, fiihrt zu der
vermehrten Produktion von kurzkettigen Fettsduren - insbesondere Butyrat, Propionat und
Acetat - und zu einer Herabsetzung des pH-Wertes. Publikationen von Zhou et al. sowie Keenan
et al. befassten sich detailliert mit den Auswirkungen dieses Stoffwechselprozesses auf die
Zusammensetzung der bakteriellen Mikroflora des Zokums und den Einfluss auf die

Genexpression der Mukosazellen [34,36,37].

RS haben einen niedrigen glykdmischen Index (GI). Unter dem glykdmischen Index versteht
man die Blutzuckerwirksamkeit der Kohlenhydrate aus der Nahrung. Er beschreibt, wie schnell
die Glucosekonzentration nach dem intestinalen Abbau der Kohlenhydrate im Blut steigt und
somit die Insulinfreisetzung stimuliert. Die Ermittlung des glykdmischen Index -eines
Nahrungsmittels erfolgt iiber den zeitlichen Verlauf des Anstiegs der Blutglucosekonzentration
2 Stunden nach Einnahme einer Testmahlzeit mit einem Kohlenhydratanteil von 50g im
Vergleich zu einer Indexmahlzeit mit ebenfalls 50g Kohlenhydratanteil. Das Ergebnis in
Prozent der area under the curve (AUC) im Vergleich zu der Referenzsubstanz (meist Glucose)

ergibt den glykdmischen Index [38,39]. Der GI von Glucose als Referenzwert fiir die
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Beurteilung des GI anderer Nahrungsmittel betrdgt 100 [40]. Als niedriger GI gilt ein Wert
<50% des Referenzwertes [41]. Um die Blutzuckerwirksamkeit eines Nahrungsmittels zu
beurteilen, wird in der Literatur ergidnzend zum GI wird die Beriicksichtigung der glykdmischen
Last (GL) eines Nahrungsmittels empfohlen. Diese errechnet sich aus dem GI multipliziert mit
dem verwertbaren Kohlenhydratanteil in [g] geteilt durch 100 [42]. Nahrungsmittel wie RS mit
einem niedrigen GI senken tiber diesen Weg die GL und in der Folge die metabolischen Effekte

einer hohen Blutzuckerwirksamkeit [37,42,43].

Die Blutzuckerregulation nach Zufuhr RS wird verbessert. Dies haben Tier- und Humanstudien
bereits bewiesen. Die genauen Mechanismen und die detaillierten Stoffwechselpfade sind
weiterhin nicht eindeutig beschrieben. Die bisherigen Studien deuten darauf hin, dass
insbesondere zwei der weiter oben beschriebenen Eigenschaften von RS hier eine grof3e Rolle
spielen diirften. Dies ist zum einen die Resistenz gegeniiber der Verdauung der Stirke im
Diinndarm und dem hieraus resultierenden niedrigen GI. Zum anderen bewirkt die vermehrte
Produktion von kurzkettigen Fettsduren nach Fermentation durch die mikrobielle Flora des
Zokums eine verbesserte Blutzuckerregulation iiber verschiedene Mechanismen. Hierzu zdhlen
eine verbesserte Glucoseverstoffwechselung in der Leber und in Muskelzellen, eine gesteigerte
Insulinantwort und Insulinsensitivitét liber eine vermehrte Sekretion der Hormone PYY und
GLP-1 sowie eine Reduktion von Adipositas durch die Hemmung des Fettautbaus und

Herabsetzung der Inflammation im Organismus [37].

1.5 Stabile Isotope
1.5.1 Definition und physiologisches Vorkommen

Stabile Isotope sind gemiB der Ubersetzung ihres Namens aus dem Griechischen (,,isos topos*
= an der gleichen Stelle) Nuklide eines chemischen Elements an derselben Stelle des
Periodensystems und gleicher Protonenanzahl, die sich untereinander durch die Anzahl ihrer
Neutronen unterscheiden [44]. Dies bewirkt Unterschiede in der Atommasse, in Kernvolumen,
Kernsymmetrie und Kernmagnetismus, aus denen sich die Unterschiede in den physikalischen
Eigenschaften ergeben. Man spricht von Isotopeneffekten. Diese Effekte stellen die Grundlage
fiir die kiinstliche Anreicherung stabiler Isotope dar und ermdglichen so ihren Nachweis und
Bestimmung im Labor [45]. Stabile Isotope sind in der Natur deutlich seltener als die natiirlich
dominanten Isotope ihres Elements. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Hiufigkeit der

stabilen Isotope *C und '°N, die in unserer Studie zur Anwendung kamen:
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Element Isotop natiirliche Hiufigkeit [%]
Kohlenstoff C 2c 98,89
BC 1,11
Stickstoff N N 99,63
N 0,37

Tabelle 2: Isotopenhidufigkeit der Elemente Kohlenstoff und Stickstoff nach [45]

In der Regel haben die stabilen Isotope eine oder auch mehrere Neutronen mehr als die in der
Hiufigkeit dominanten Isotope ihres Elements. Hieraus ergibt sich die hohere Atommasse der
stabilen Isotope, die zum Beispiel die Reaktionsgeschwindigkeit und auch die

Gleichgewichtskonstante beeinflusst [45].

Wada et al. publizierten 1995 erstmals die sogenannte ,,isotope man*. Diese Darstellung gibt
einen Eindruck {liber den Massenanteil von stabilen Isotopen einer 70kg schweren Person, die
nach diesem Modell einen Anteil von 314,44g stabilen Isotopen an ihrem Gesamtkdrpergewicht

hat [46].

16,0 kg

Abbildung 1: Isotopenzusammensetzung des menschlichen Korpers einer 70kg schweren

Person modifiziert nach [46]
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1.5.2 Stabile Isotope in der Forschung und der klinischen Diagnostik

Stabile Isotope werden seit vielen Jahrzehnten in der Stoffwechselforschung angewendet.
Schon in den 1930er Jahren verwendeten Schoenheimer und Rittenberg stabile Isotope bei der
Untersuchung des Fettstoffwechsels von Miusen (Deuterium, 2H) und bei der Messung des
Protein-Turnovers (!’N-Glyzin) [45,47]. In den 50er und 60er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts wurden die stabilen Isotope in der Stoffwechselforschung zwischenzeitlich
weitestgehend von radioaktiven Isotopen verdrdngt, da diese zu jener Zeit besser verfiigbar und
analysierbar waren. Eine Ausnahme bildete hierbei das stabile Isotop '°N, das sich behauptete,
da es von Stickstoff kein Radioisotop mit ausreichend langer Halbwertszeit fiir den Einsatz in
Forschung und Diagnostik gab [47]. Das im Verlauf der Jahre steigende Bewusstsein der
Risiken der Strahlenbelastung durch den Einsatz von Radioisotopen in der Stoffwechsel- und
Erndhrungsforschung insbesondere bei pédiatrischen Patienten und Schwangeren fiihrte im
Verlauf zu zunehmender Kritik und ethischen Bedenken. In dem Bestreben, sichere und
nichtinvasive Methoden zur Analyse des Stoffwechsels und in der klinischen Diagnostik zu
etablieren, erlebten die stabilen Isotope eine Renaissance in der Forschung. Die Forschung zu
Moglichkeiten, die Anreicherung von stabilen Isotopen fiir diagnostische Zwecke erheblich zu
verbessern, und zu verldsslicheren analytischen Methoden bei der Anwendung stabiler Isotope
wurde massiv intensiviert [47]. Vorreiter auf diesem Forschungsgebiet in den vergangenen gut
4 Jahrzehnten waren u.a. Arbeitsgruppen und Kliniken auf dem Gebiet der Kinderheilkunde

[8,9,44,47-55].

Stabile Isotope sind sichere Verbindungen. Fiir 3C, >N und '®O beispielsweise konnten in
Tierstudien auch bei maximaler Anreicherung keine Nebenwirkungen beobachtet werden.
Lediglich bei sehr hohen Dosen von Deuterium (*H), die jedoch weit iiber den in Forschung
und klinischer Diagnostik verwendeten Dosierungen lagen, traten bei Nagetieren unerwiinschte
Effekte auf [44]. Auf Grund der nachgewiesenen Sicherheit, der nichtinvasiven
Analysemethoden und der heute breiten Verfiigbarkeit stabiler Isotope sind diese eine breite
Sédule in der Stoffwechsel- und Erndhrungsforschung sowie in der klinischen Diagnostik und

somit weitgehend unverzichtbar geworden.

Das Isotop '3C findet bei der Untersuchung des Substratturnovers, bei Absorptions- und
Oxidationsvorgingen sowie in der Analyse von Pharmakokinetik und enzymatischen
Spaltungen Anwendung [45]. Im Folgenden sei eine Auswahl an Verfahren unter dem Einsatz

des stabilen Isotops '*C genannt [44,56]:
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e Substratoxidation: '*C-Glucose (Kohlenhydrate), !*C-Palmitat (Fett), '*C-Leucine/

[13C,!5N]-Leucine (Aminoséuren)

e Syntheseprozesse: 2,3-13C>-Alanin (Gluconeogenese), natiirlich angereicherte '*C-

Linolsédure (Fettsduresynthese)

e Stoffwechselstorungen: *C-Fructose (Fructoseintoleranz)

e Maldigestionssyndrome: '3C-Laktose (Laktasemangel), *C-Stirke (Amylasemangel),

BBC-Triolein (Lipase-Mangel)
e Malabsorptionssyndrome:!'3C-Glucose (Kohlenhydrate), '*C-Triglyceride (Fett)

e Infektionsdiagnostik: '*C-Harnstoff (Helicobacter pylori-Infektion)

e Funktionsdiagnostik: '3C-Acetat und '3C-Octanoat (Magenentleerung), '*C-

Laktoseureid (Orozokale Transitzeit)

Das stabile Isotop !N findet weit verbreitet Anwendung in der Analyse von
Stoffwechselprozessen des Aminosdure- und Proteinturnovers. In zahlreichen Studien der
letzten Jahrzehnte wurde der Einsatz von '"N-Tracermethoden fortlaufend validiert und die
Verfahren verbessert [17,49,50,53,57-59]. Das Forschungslabor an der Kinderklinik der
Universitdtsmedizin Rostock hat sich an der Forschung auf diesem Feld seit den 1980er Jahren
aktiv beteiligt. Ein Forschungsschwerpunkt war die Untersuchung des Proteinturnovers in
Friih- und Neugeborenen in Abhingigkeit von der Art der Erndhrung unter Anwendung von
verschiedensten mit "N markierten Substraten als Tracersubstanz [50,51,55,55,60,60,61]. In
den letzten Jahren intensivierte sich in unserer Arbeitsgruppe wie auch global die
Forschungsaktivitit mit dem Einsatz von !'N-Tracertechniken in der Untersuchung des
Stickstoff- und Ammoniakmetabolismus im Colon sowie dessen Beeinflussbarkeit durch

definierte Modulation der Erndhrungsvorschrift [59,62-70].

Die genannten Beispiele fiir die Anwendung von >N als Bestandteil von Tracersubstanzen in
der klinischen Diagnostik und bei der Beantwortung von Forschungsfragen zu Stoffwechsel

und Erndhrung zeigen die Moglichkeiten des vielfdltigen Einsatzes dieses stabilen Isotops.

In unserer Studie verwendeten wir sowohl 13C- als auch N- markiertes Laktoseureid als

Tracersubstanzen fiir unsere Fragestellung (Details siche Abschnitt 1.6).
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1.6 Laktoseureide
1.6.1 Struktur und Metabolismus von Laktose-[3C,"’ NJureid

Laktose-['*C,!>N]ureid gehort zu der Gruppe der Zuckerureide. Zuckerureide sind Mono-, Di-
oder Polysaccharide, die in einer sdurekatalysierten Kondensationsreaktion mit einem
Harnstoffmolekiil verbunden werden. Diese Verbindungen wurden bereits vor iiber 100 Jahren
durch Schoorl hergestellt und beschrieben [71,72]. Laktose ist ein Disaccharid aus Galactose
und Glucose, die iiber eine a-1,4-glycosidische Verbindung verbunden sind. An das Ci-Atom
der Glucose erfolgt die Bindung des mit den stabilen Isotopen markierten Harnstoffs.
Abbildung 2 zeigt beispielhaft die chemische Struktur eines doppelt-markierten Laktose-
[13C,"* N]ureids:

16)

CH:0H CHOH I

13C
(0] (0] / \
H
HO H H ISNH ISNH,
0

H \OH H H OH H H

H OH H OH

Abbildung 2: Laktose-['*C,!*N]ureid (modifiziert nach [8])

Durch die B-Galactosidase, eine Hydrolase des Diinndarms, wird die a-1,4-glycosidische
Bindung gespalten und es entstehen das Monosaccharid Galactose und das Zuckerureid
Glucoseureid. Die glycosylureidische Bindung ist den Hydrolasen des Diinndarms
unzuginglich und wird exklusiv durch die Glucoseureid-Hydrolase des Bakteriums
Clostridium innocuum im Zokum des Menschen gespalten [48]. Der [!3C,'’N]-markierte
Harnstoff wird im Colon durch das Enzym Urease der intestinalen Mikroflora in 1*CO> und 2
Molekiile '>NHj3 gespalten. Die Elimination erfolgt {iber die Ausatemluft sowie tiber Urin und
Faeces [68]. Den Abbau und Stoffwechsel des Laktose-[!*C,'N]ureid verdeutlicht Abbildung

3 schematisch.
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Laktose-['3C," N]ureid

BGalactosidase Diinndarm

Galactose + Glucose-['*C,"’ N]ureid

C. innocuum: Glucoseureid-Hydrolase Z0kum

Glucose + [*C,'>’N]Harnstoff

Colon

Intestinale Mikroflora: Urease

oo — G

Abbildung 3: Metabolismus des Laktose-[!*C,'’N]ureids nach [48,68]

1.6.2 Laktose- [*C,’>N]-ureide in Forschung und klinischer Diagnostik

Mit 13C- und '’N-markierten Laktoseureiden sind in den vergangenen Jahrzehnten sehr
umfangreich als Tracersubstanzen fiir Stoffwechsel und Erndhrung erforscht worden. 3C-
markiertes Laktoseureid findet verbreitet Anwendung in der nicht-invasiven Diagnostik und
bei der Bestimmung der orozokalen Transitzeit (OzTz). Dieses Verfahren wurde 1995 erstmals
von Heine et al. beschrieben. Besonders geeignet zeigten sich die Glycosylureide und unter
ihnen das '’C-Laktoseureid angesichts der Tatsache, dass die Verbindung zwischen dem
Kohlenhydrat und dem Harnstoffmolekiils nicht von den Hydrolasen des Diinndarms gespalten
werden kann und das '3C-Laktoseureid somit unverdaut in das Zokum gelangt [8]. In
darauffolgenden Studien konnte durch Wutzke et al. bestitigt werden, dass der Laktose-
[13Clureid-Atemtest zuverldssigere Ergebnisse bei der Bestimmung der OzTz lieferte im
Vergleich mit dem Hs-Lactulose-Atemtest [9]. Mohr gelang es 1999, das Bakterium
Clostridium innocuum mit dem in ihm vorkommenden Enzym Glucoseureid-Hydrolase als
exklusiven Spaltungsmechanismus der glycosylureidischen Bindung zu identifizieren [48].

Geypens et al. konnten die nichtinvasive Bestimmung der OzTz mittels Laktose-['*Clureid-
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Atemtest im Vergleich mit der *™TC-Szintigraphie validieren [73]. Eine Arbeitsgruppe in
Leuven, Belgien, evaluierte den Einsatz des Laktose-['*Clureid-Atemtest (LUBT = ,,lactose-
[3Clureid breath test) fiir den Einsatz bei pédiatrischen Patienten unterschiedlicher
Altersklassen [74]. Es zeigte sich, dass der LUBT bei Kindern und bei Saduglingen iiber 8
Monaten unter der Voraussetzung der bereits begonnen Beikosteinfiihrung angewendet werden
kann und somit eine vertretbare und fiir die kleinen Patienten nicht traumatische diagnostische
Methode fiir z.B. Passage- und Motilitdtsstorungen darstellt. Zudem ergab sich in den
durchgefiihrten Stuhluntersuchungen, dass Laktose-[!*Clureid fiir voll gestillte oder
ausschlieBlich mit Formelnahrung erndhrte Sduglinge als Tracersubstanz nicht geeignet ist, da
ihrer intestinalen Flora die Enzymausstattung, die Glucoseureid-Hydrolase, fehlt. Erst mit der
Beikosteinfithrung @ndert sich die mikrobielle Flora umfangreich und wird dann u.a. auch mit
Clostridien, unter ihnen C. innocuum, besiedelt [74].

Laktose-['°N,]ureid findet als Tracersubstanz fiir die Beurteilung des Stickstoffmetabolismus
weit verbreitet Anwendung. Ein weites Forschungsfeld fiir den Einsatz dieser Tracersubstanz
bietet hierbei die Erndhrung und deren moglicher Einfluss auf Stoffwechsel- und
Entgiftungsprozesse. Eine sehr bedeutende Rolle bei der Betrachtung des
Stickstoffmetabolismus und der Entgiftung toxischen Ammoniaks unter definierter Modulation
der Erndhrungsvorschrift eines Individuums nehmen hierbei die Stoffwechselvorginge im
Colon ein [16,17,75]. Studien aus unserem Forschungslabor an der Universitédtskinderklinik in
Rostock bestdtigten die Erkenntnisse der internationalen Literatur und erweiterten den

Forschungsstand [59,63—66,76].
1.6.3 Enzyminduktion mit unmarkiertem Laktoseureid

Eine Enzyminduktion mit unmarkiertem Laktoseureid (LU) zur Stimulation der Aktivitét der
Glucoseureid-Hydrolase in C. innocuum vor der Verabreichung der Tracersubstanz Laktose-
|'*C,'>N]ureid wurde bereits 1997 von Wutzke et al. beschrieben [9]. Es zeigte sich eine hohere
und schnellere Anreicherung von '3CO, im LUBT nach Enzyminduktion im Abstand von
jeweils 4 Stunden iiber 24 Stunden vor Tracereinnahme. In einer Folgestudie empfahlen
Wutzke und Schiitt [70] eine Dosis von 5x100mg LU iiber 24 Stunden vor der Einnahme von
500mg Laktose-[!3C]Jureid als Tracersubstanz. Zudem zeigte sich, dass die induzierte
Enzymaktivitit eine kurze Halbwertszeit hat und nach 1 Woche ihr Effekt bereits nicht mehr
messbar war. Hieraus ergab sich die Konsequenz, dass die Glucoseureid-Hydrolase als
Schliisselenzym des Zuckerureid-Abbaus vor jedem LUBT einer Versuchsreihe erneut

induziert werden muss, um zuverlissige Ergebnisse fiir die OzTz zu erhalten [70].
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2 Zielstellung

Die Thematik der Erndhrung und Ihrer Bedeutung fiir ein gesundes Leben sowie in der
Priavention von Zivilisationserkrankungen ist sowohl in Deutschland als auch global in den
vergangenen 2 Jahrzehnten sehr stark in den wissenschaftlichen und auch gesellschaftlichen
Fokus geriickt.

Ein anhaltendes und stetig wachsendes Interesse gilt im Rahmen dieser Entwicklungen
Forschungen mit dem Ziel, ein detaillierteres Verstindnis {iber Stoffwechselvorgdnge und
Resorptionsprozesse im Darm, speziell im Colon, zu erlangen. Der Einsatz von Pro- und
Prebiotika zur Unterstlitzung und Forderung der Darmgesundheit durch Stimulation
entgiftungsfordernder Prozesse im Colon ist daher von erheblichem wissenschaftlichem
Interesse und Gegenstand vieler Studien und Publikationen [20,29,77,78]. Resistente Starken
als Prebiotika finden bereits weit verbreitet Anwendung und schon heute nehmen wir iiber
unsere Nahrung — oftmals unbewusst — diese in geringen Dosierungen zu uns. Um den Einfluss
resistenter Stirken auf die Aktivitit der mikrobiellen Flora des Colons und damit einer
moglichen protektiven und/oder praventiven Wirkung mit Hilfe wissenschaftlich belastbarer
Erkenntnisse zu verstehen und zu definieren, braucht es fortlaufend kontrollierte Studien mit
gezielter und definierter Anwendung von resistenten Stirken. Die Forschungslabor an der
Universititskinderklinik Rostock fiihrte hierzu in den vergangenen Jahren bereits einige
Studien im Rahmen der Grundlagenforschung unter Einsatz von resistenten Stirken durch
[64,76,79]. Dabei kamen die resistenten Stirken jeweils isoliert zum Einsatz und ihr Einfluss

wurde untereinander oder gegeniiber der Supplementation von Probiotika verglichen.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den Einfluss der Supplementation eines Gemischs
aus 3 verschiedenen resistenten Stiarken — Markerbsenstdrke (MES), Kartoffelfaserstirke (KFS)
und Maisstiarke (MS) — auf die Ammoniakentgiftung im Colon, die orozokale Transitzeit
(OzTz) und die exspiratorische Wasserstoff- und Methanbildung anhand des Abbaus von
Laktose-['*Clureid und Laktose-['’N]ureid im Colon gesunder Erwachsener nach Induktion
mittels LU. Zur Anwendung kamen hierbei ausschlieBlich nicht-invasive Analysetechniken.
Ergidnzend zu den o.g. Vorgingerstudien wurde die exspiratorische Wasserstoff- und
Methanbildung nach Supplementation des Gemischs aus RS mittels Atemgasanalyse
untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie diirften durch Erlangung weiteren Wissens iiber
Stoffwechsel- und Entgiftungsprozesse speziell im Colon zur fortlaufenden Etablierung der

Anwendung von RS in der erndhrungsmedizinischen Forschung und Klinik beitragen.
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3 Material und Methoden

3.1 Das Probandenkollektiv

Insgesamt begannen 20 freiwillige Erwachsene (17 weiblich, 3 ménnlich) die Durchfiihrung
des Versuchsablaufs. Die Probanden! waren im Mittel 26,45 Jahre alt (SD: +/- 5,26,
Spannweite: 25 Jahre). Die meisten Probanden waren zum Zeitpunkt des Versuchs zwischen
21 und 32 Jahre alt. Lediglich eine Probandin stellte hierunter mit einem Alter von 46 Jahren
eine Ausnahme dar. Als definierte Einschlusskriterien fiir die Aufnahme in das
Probandenkollektiv galten eine schriftlich vorliegende Einwilligungserkldrung sowie die
bestechende mentale und korperliche Fihigkeit, den Ablaufplinen der Versuchsanordnung
zuverldssig folgen und die Probensammlung durchfiihren zu kénnen. Antibiotikaeinnahme 2
Monate vor dem Beginn des Untersuchungszeitraums, stattgehabte gastrointestinale
Erkrankungen ( z.B. virale Durchfallerkrankungen, operative Eingriffe im Bereich der Magen-
Darm-Organe sowie der harnausscheidenden Organe) wihrend der vorangehenden 3 Monate,
chronische gastrointestinale Erkrankungen (z.B. Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) sowie eine
verdnderte Anatomie der Faeces- und Urin-ausscheidenden Organe (beispielsweise das
Vorliegen eines operativ geschaffenen Mainz-Pouch) fiihrten zum Ausschluss aus dem
Probandenkollektiv. Ebenso mussten Studienanwirter mit sich auf die gastrointestinale Passage
auswirkenden Stoffwechselerkrankungen als Teilnehmer abgelehnt werden. Hierfiir sei als
Beispiel der Laktasemangel mit konsekutiver Laktoseintoleranz genannt. Der regelméfige
Gebrauch von Anticholinergika oder Opioiden fiihrte ebenfalls zum Ausschluss als
Studienteilnehmer, da dieser die Magen-Darm-Passage und die OzTz beeinflusst und somit zu
einer Verfdlschung der Studienergebnisse hdtte fiihren konnen. Die Probanden wurden
angewiesen, die individuelle sportlich Aktivitdt {iber den Zeitraum der Studienteilnahme

konstant zu halten.

Alle teilnehmenden Freiwilligen befanden sich zum Zeitpunkt des Beginns der Durchfiihrung
der Studie in guter gesundheitlicher Verfassung. Von den Freiwilligen wurden GroBe und
Gewicht erhoben. Aus diesen Parametern erfolgte die Evaluation einer Adipositas bzw. einer

Priadipositas mittels der Formel zur Bestimmung des Bodymass-Indexes nach Quételet [80]:

! Aus Griinden der Lesbarkeit wurde bei der Beschreibung des Probandenkollektivs das generische

Maskulinum verwendet, welches ausdriicklich alle weiblichen Studienteilnehmerinnen miteinschlief3t.
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_ Korpergewicht [kg]

BMI = Korpergrofse [m]?
Proband/in | Geschlecht Alter bei Studienteilnahme Grofie Gewicht BMI
[Jahre] [cm] [kg] [kg/m?]

1 maénnlich 25 182 72 21,7
2 weiblich 23 171 57 19,2
3 weiblich 46 176 62 20,0
4 weiblich 28 160 68 26,6
5 weiblich 23 173 58,5 19,5
6 ménnlich 25 172 122 41,2
7 weiblich 26 170 55 18,6
8 weiblich 25 160 58 22,6
9 weiblich 30 168 58,5 20,7
10 weiblich 24 167 64 20,7
11 weiblich 25 167 53 19,0
12 weiblich 24 173 82 27,7
13 weiblich 28 178 64 20,2
14 weiblich 26 171 68,4 23,4
15 weiblich 25 176 72 23,2
16 weiblich 21 173 63 21,6
17 weiblich 26 164 55 20,4
18 weiblich 24 173 73 24,4
19 maénnlich 32 182 79 23,8
20 weiblich 23 172 70 23,7
MW - 26,5 171,4 67,7 22,9

SD - 53 6,0 15,1 5

Tabelle 3: Liste der Studienteilnehmer/innen
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Unter den Versuchsteilnehmern zeigte sich nach dieser Definition nur ein Freiwilliger mit
einem BMI von 41,2 kg/m? adipos. Alle anderen Probanden boten ein Normalgewicht. Keiner
der Teilnehmer war Raucher oder von einer gastrointestinalen Erkrankung oder
Stoffwechselstorung betroffen. Ebenso fanden sich keine streng lebenden Vegetarier oder
Veganer unter den Freiwilligen. Alkohol- und Drogenabusus wurden als Ausschlusskriterium
definiert. Die Probanden Nummer 5 und 6 fiihrten zunéchst die Leerphase des Versuchs durch,
standen im Verlauf aber fiir die Phase der Starkeeinnahme aus unterschiedlichen Griinden nicht
mehr zur Verfligung. Somit ergab sich fiir die Auswertung der Daten eine Studienpopulation
von 18 Probanden. Das Studienprotokoll wurde vor dem Beginn der Untersuchung der
Probanden von der Ethikkommission der Universititsmedizin Rostock als ethisch unbedenklich

bestitigt und zur Durchfiihrung freigegeben. Amendment: Registrier-Nr.: Il HV 41/2004

3.2 Die Tracer- und Induktionssubstanzen
3.2.1 1BC- und ’N-Laktoseureid

Als Tracersubstanzen wurde zum einen '"N-markiertes Laktoseureid und des Weiteren '3C-
markiertes Laktoseureid verwendet. Diese konnen im Forschungslabor fiir Gastroenterologie
und Erndhrung an der Universitdtskinderklinik Rostock durch sdurekatalysierte Kondensation
von Laktose mit Harnstoff selbst hergestellt werden. Anwendung findet hierfiir die spéter von
Hofmann (1931) modifizierte Methode nach Schoorl [71,72], die bereits 1903 die Herstellung
eines Glycosylureids aus einem reduzierenden Zuckermolekiil und Harnstoff ermdglichte. Der
verwendete mit ['*C]- und ['°N,] markierte Harnstoff wies einen Gehalt von jeweils 99 Atom%
auf. Die Synthesevorschrift fiir diese Substanz ldsst sich mit beispielhaften Mengen- und

Konzentrationsangaben wie folgt beschreiben [9]

e 25g Laktose werden in 50ml kochendem Wasser gelost und nachfolgend

schrittweise auf 50°C abgekiihlt.

e Im nichsten Schritt werden dem Gemisch 12,5g '3C-Harnstoff und hinzugefiigt.

Durch Zugabe von Salzsdure wird ein pH-Wert von 1,6 erreicht.
e Ineinem Wasserbad wird das Gemisch fiir 9 Tage bei 42°C erhitzt.

e Es erfolgte schlieBlich die Abkiihlung der Suspension hinunter auf bis zu 4°C
tiber Nacht in einem Tiefkiihlschrank. Hierauf begann nach 24 Stunden das

doppelt markierte Laktoseureid als Bodensatz auszufallen.
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e Der Bodensatz wurde von der iibrigen Fliissigkeit abgetrennt, getrocknet und

gewogen.

e Unter der Behandlung mit heiBlem Wasser und Ethanol erfolgte die zweimalige

Rekristallisation zum Ausschluss von freiem Harnstoff.

e Die Reinheit des erhaltenen doppelt markierten Laktoseureid wurde durch

Diinnschichtchromatographie bestétigt.

e Unter der Voraussetzung der beispielhaft angegebenen Mengen- und
Konzentrationsangaben ergeben sich mittels beschriebener Synthesevorschrift

14,5¢ 13C-LU mit einer molaren Masse von 403,4 g/mol.

Die Synthese von Laktose-[!°Nx]ureid erfolgte unter identischen Bedingungen. Anstelle von
[13C]-Harnstoff wurde die gleiche Menge ['°N:]-Harnstoff eingesetzt. Die molare Masse
betriagt 404,3 g/mol.

3.2.2 Unmarkiertes Laktoseureid als Induktionssubstanz

Am Tag vor der Tracereinnahme wurde zur Induktion des Metabolismus der Tracersubstanzen
3C- und "N-Laktoseureid unmarkiertes Laktoseureid verabreicht. Dieses kann analog zum
Vorgehen bei der Herstellung der Tracersubstanzen ebenfalls im Forschungslabor
Gastroenterologie und Erndhrung der Universititskinderklinik Rostock synthetisiert werden.
Die biochemischen Grundlagen zu Ziel und Ablauf des Induktionsprozesses sind dem

Abschnitt 1.6.3 dieser Arbeit zu entnehmen.

3.3 Die Probenanalyse und die Berechnungen
3.3.1 Die Atemgasproben

Zur Untersuchung der Konzentrationen von Kohlenstoffdioxid sowie Methan und Wasserstoff
in der exspiratorischen Atemluft im Verlauf befiillten die Probanden vor Einnahme der
Tracersubstanzen (Leerwert) sowie in bestimmten Zeitabstinden nach Verabreichung des
Tracers speziell hierfiir geeignete Atemtestbeutel durch Ausatmung nach forcierter Inspiration
mit anschlieBend kurzem Verhalt der Luft zur CO,-Anreicherung. Die Atemtestbeutel wurden
verschlossen und ins Forschungslabor zur Probenanalyse verbracht. Diese erfolgte stets im
Zeitraum von 7 Tagen nach Durchfithrung des Atemtests. Fiir die genannte Zeitspanne war
durch den Hersteller die Dichtigkeit der Atemtestbeutel garantiert worden, sodass die zu

untersuchenden Spurengase durch ihre hohe Diffusionskapazitét nicht entweichen konnten.
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3.3.2 Die 3CO;:;-Messung mit dem nicht-dispersiven Infrarotspektrometer (FANci2)

In den 1980er Jahren wurde das Isotop *C des Kohlenstoffs als geeignete Substanz zur
Untersuchung von metabolischen Vorgidngen im menschlichen Korper entdeckt. In den
vergangenen Jahren haben sich Verfahren zur quantitativen Erfassung von *CO; in der
Ausatemluft etabliert. Bedingung hierfiir sind hohe Konzentrationen des in der Natur am
hiufigsten vorkommenden Isotops '2CO,. Zur Auswertung der gewonnenen Proben dieser
Studie wurde das Gerdt FANci2 der Firma Fischer Analysen Instrumente GmbH verwendet.
Mittels Nicht-dispersiver-Infrarot (NDIR)-Spektroskopie kann das Verhéltnis der stabilen
Isotope *C und '2C im Bereich ihres natiirlichen Vorkommens exakt bestimmt werden. Gase
mit einer unterschiedlichen Anzahl von Atomen zeigen unter Infrarotstrahlung im Spektrum
zwischen 2,5 und 8 pum Wellenldnge spezifische Schwingungsrotationsbanden. Durch
Resonanzabsorption dieser entstehen Absorptionsbanden, die fiir ein Gas mit einer Anzahl von
n-Atomen jeweils spezifisch und mit einem Fingerabdruck vergleichbar sind. Auf diese Weise
konnen anhand der vom FANCci2 ausgegeben Absorptionsbanden die in der Probe vorhandenen
Gase identifiziert werden. Die Ahnlichkeit der Isotope '*CO> und '2CO» bedingt eine teilweise
Uberlappung der Absorptionsbanden im Infrarotspektrum. Hieraus resultiert eine
Querempfindlichkeit des 3CO; gegeniiber dem '?CO.. Diese reduziert das NDIR-Spektrometer
durch einen !2CO»-Filter vor dem !3CO,-Detektor und eine interne elektronische
Querempfindlichkeitskorrektur. [81] Dieses Verfahren setzten wir zur Ermittlung der OzTz
sowie zur Ermittlung der kumulativen prozentualen Exhalation (CPDR= cumulative percentage

dose recovery) der Tracersubstanz ein.

Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt in Form der Werte Delta-Over-Baseline (DOB) zur
Ermittlung der OzTz sowie als CPDR in %. Fiir die Bestimmung ist zunéchst die Ermittlung
der '3CO,-Exhalationsrate (*CO2ER) notwendig. Die Berechnungen erfolgten unter
Anwendung der Gleichungen gemél} Schoeller et al. (1980), Brosicke (1987), Wutzke et al.
(1992) und Radke et al. (1995) [68].

Bestimmung der *C-Exszess-Dosis in mmol:

_ I+Exn
T 100+M

I = Tracermenge = 500mg *C-LU

E = Isotopenhéufigkeit des Harnstoffes mit 1*C
n = Anzahl der mit 3C markierten Atome im Molekiil = 1

M = Molare Masse der Tracersubstanz = 403,4g/mol
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Ermittlung der '*CO,-kummulativen prozentualen Exhalation (CPDR):

CO,PR x Adcum x(ﬂ) x BSA
12¢ ) sed

BC-CPDR = T0<D

CO:>PR = definierte CO»-Produktionsrate = 300mmol/m?/h

Adcum = berechnetes *C kumulativ

(B—C) . = Isotopenverhiltnis des *CO,-Standardgases (PDB) = 0,01123
std

12¢
BSA [m?]= body surface area = 0,007184 x (GroRe [cm])*7%° X
(Gewicht[kg])%*25 [82]

D = BC-Exszess-Dosis
3.3.3 Die Methan- und Wasserstoffanalyse mit dem BreathTracker® von QuinTron

Die Bestimmung der Konzentration der Spurengase Wasserstoff, Methan und
Kohlenstoffdioxid in den Atemtestproben der Studienteilnehmer erfolgte mit dem
Atemgasanalysegerdt BreathTracker® der Firma QuinTron Instrument Company Inc.
Milwaukee, W1, vertrieben durch die Firma Campro Scientific, Berlin. Wasserstoff und Methan
entstehen als vorherrschende Gase bei Metabolisierung von Zuckern im Darm durch Bakterien.
[83] Das Verfahren findet weitverbreitet Anwendung, u.a. in der Diagnostik der bakteriellen
Uberbesiedlung des Diinndarms als Xylolose- oder Lactuloseatemtest, sowie bei der non-
invasiven Diagnostik von Kohlenhydratmalabsorptionssyndromen. Als Beispiel hierfiir seien
die Laktose- und die Fruktoseintoleranz benannt. In dlteren Verfahren der Atemgasanalysen
wurde zumeist allein die H;-Konzentration als Parameter flir die Interpretation von
Atemtestverfahren erhoben. Nach den Ergebnissen der Untersuchung von Corazza et al. sowie
Rumessen et al. [10,25] wurden fiir die semiquantitative Interpretation der Ergebnisse von
Atemgasproben Verfahren etabliert, die sowohl die Wasserstoff- als auch die
Methankonzentration erfassen. Ebenfalls von Bedeutung, insbesondere fiir die
Durchfiihrbarkeit der Sammlung der Proben in der Héuslichkeit durch die Probanden, ist die
CO»-Korrektur. Die Kohlenstoffdioxidkonzentration im menschlichen Korper ist bedeutend
hoher als jene in der Luft. Trotz technisch korrekter und zuverldssiger Gewinnung der
Atemgasproben in den hierfiir vorgesehenen Beutel kann eine Kontamination mit Raumlutft,
die in einer Reduzierung der CO;-Konzentration in der Probe resultieren wiirde, nicht

vollstindig ausgeschlossen werden. [84]. Analysiert wurden die Gaskonzentration von Ha, CH4
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und CO,. Die Malleinheit betrdgt ppm (parts per million), wobei die Genauigkeit des

Messverfahrens laut Hersteller sich im Bereich von wenigen ppm bewegt.
3.3.4 Die Auswertung der Urin- und Stuhlproben

3.3.4.1 Vorbereitung der Proben fiir die Auswertung

Die Probengewinnung des Urins und des Stuhls erfolgte durch die Probanden in der
Haiuslichkeit innerhalb eines Zeitraums von 48h bzw. 72h nach Einnahme der Tracersubstanz.
Jeder Abgang von Urin wurde vollstindig aufgefangen und die Menge mittels eines DIN-
genormten handelsiiblichen Messgefif3es, das den Probanden zur Verfiigung gestellt wurde,
bestimmt. Diese wurde auf dem Probenprotokoll mit Datum und Uhrzeit der Abnahme
dokumentiert. Eine Menge von 15ml jeder gewonnenen Probe wurde in ein Probenrohrchen
iibernommen und im Anschluss sofort bei -20°C tiefgefroren. Der Transport ins
Forschungslabor erfolgte unter Erhaltung der Kiihlkette nach Abschluss der Sammelperiode.
Zur Auswertung der Urinproben wurden diese zundchst bei Raumtemperatur aufgetaut. Die
Auswertung erfolgte in Erlenmeyerkolben mit Stopfeneinsatz. Sml Urin einer Probe wurden in
den Erlenmeyerkolben gegeben und im Anschluss der Stopfeneinsatz mit 1ml Borsdure
versehen. Als néchsten Schritt wurden 5ml gesittigte Kaliumcarbonatldsung in den
Erlenmeyerkolben gegeben und sofort das Gefdll mit dem Stopfen verschlossen. In der nun
folgenden chemischen Reaktion entweicht iiber 24h das Ammoniak (NH3) aus der Urinprobe

und bindet sich an die Borsdure. Es entsteht Ammoniumborat (NH4)3;BO3 [85,86].

Dieses wurde unter Zugabe von Aqua dest in eine Abdampfschale iiberfiihrt und mit Salzsidure
(HCI) titriert, bis ein saures Milieu erreicht ist. Die Abdampfschale mit der titrierten Losung
wurde auf die Warmeplatte gegeben und verdampfte im Folgenden. Diese Reaktion erfolgte
erneut innerhalb von 24h. Im Anschluss wurde das verbliebene Ammoniumchloridsediment
unter Resuspension mit Aqua dest erneut in Losung gebracht. Eine kleine Menge Salzséure
wurde erneut zugesetzt, um das saure Milieu beizubehalten. Von dieser resuspensierten Losung

wurden 100ul auf diinne Zinnplattchen pipettiert und zu kleinen Kiigelchen gerollt.

Bei jeder Defdkation wurde die gesamte Menge an Stuhl mit einem PVC-Beutel aufgefangen
und mit einer handelsiiblichen Haushaltswaage, die den Probanden durch das Forschungslabor
zur Verfligung gestellt wurde, das Gewicht der Stuhlportion ermittelt und protokolliert. Im
Anschluss wurde die gesamte Masse manuell homogenisiert und eine Probe von ca. 3g in ein
Probenrohrchen gefiillt. Auch diese Proben wurden umgehend bei -20°C tiefgefroren und

analog zu den Urinproben nach Abschluss der Sammelperiode in das Forschungslabor
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verbracht. Vor Analyse der Stuhlproben wurden diese bei Raumtemperatur aufgetaut. Im
Anschluss erfolgte die Einwaage von 5-10mg je nach Vorgabe auf jeweils 2 diinnen
Zinnplattchen. Auf einer Warmeplatte wurden die eingewogenen Proben bei 50°C getrocknet
und zu kleinen Kiigelchen gerollt.

Die gerollten Kiigelchen aus den Zinnplittchen wurden in beiden Féllen im
Elementaranalysator bei 900°C verbrannt. Dies ist allgemein notwendig bei Proben in festem
oder fliissigem Aggregatzustand vor der Analyse mit dem Massenspektrometer. Bei diesem
Schritt entstehen zundchst CO2, H>O und Stickstoff (N2). Das ebenfalls anfallende Stickoxid
(NOx) wird im Anschluss iiber eine Reaktion mit Kupfer bei 600°C zu Stickstoff reduziert.

3.3.4.2 Analyse der stabilen Isotope *C-und "N mittels Isotopenverhéltnismassen-spektrometrie

Zur qualitativen und quantitativen Analyse der kumulativen 'N-Exkretion im Urin iiber 48h
sowie der prozentualen !°N- sowie '"NH3s- und der '3C-Exkretion im Urin wurde das Verfahren
der continuous flow-isotope ratio mass spectometry (CF-IRMS) eingesetzt. Das
Forschungslabor verfligt hierfiir iber das Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer Tracer Mass
20-20% der Firma SerCon (Crewe, UK). Mit demselben Verfahren erfolgte analog auch die
Auswertung der prozentualen '"N- sowie *C-Exkretion im Stuhl.

Beim Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer gelangt die zu analysierende Verbindung mittels
eines Einlass-Ventils aus der Atmosphére in die Vakuumkammern. Die lonisation erfolgt hier
mittels einer Ionenquelle. Die generierten lonen werden entlang einer elektrisch geladenen
Metallplatte durch eine entstehende Spannung (U) auf eine Geschwindigkeit (v) beschleunigt.
Die Geschwindigkeit ist abhidngig von der Masse eines Ions (m) und seiner Ladung (g). Es

ergibt sich folgender physikalischer Zusammenhang: v = (g x U2 x 2/m)">
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ERGEBNIS: Isotopenverhiiltnis [APE]

Abbildung 4: Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer

Uber ein elektromagnetisches Linsensystem werden die Ionen zu einem Strahl fokussiert und
in ein Magnetfeld geleitet. Nach der Lorenzkraft werden nun die Ionen entsprechend ihren
Massen abgelenkt und es entstehen spezifische Kurvenverldufe. Je grofler die Masse eines lons,
desto geringer ist die Ablenkung. In der 3. Kammer, dem Detektor oder auch Kollektor entsteht
durch den Aufprall der Ionen ein Stromfluss, den das Massenspektrometer verstarkt und als
Signale unterschiedlicher Intensitét entsprechend den Massen der Ionen dargestellt. Auf diese
Weise gelingt die Bestimmung des Intensititsverhéltnisses der schweren zu den leichteren
Ionen der Isotope. Die Einheit des Isotopenverhiltnisses wird standardisiert als Atom-%-exzess

(APE) ausgedriickt.
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3.3.5 Die Bestimmung der kumulativen prozentualen Exkretion von 3C und >N im Urin

und in den Faeces

Die Berechnung der kumulativen prozentualen Exkretion der Isotope '*C und >N iiber 48
Stunden im Urin sowie iiber 72h in den Faeces erfolgte mit dem von Toéwe entwickelten Pascal-

Rechenprogramm [53].

Die Exzessdosis (D) der Tracersubstanz '"N-LU errechnet sich aus der Anreicherung von "N
in Atom-%-exzess (APEsn-Lv) multipliziert mit der aufgenommenen Menge des Tracers (/ =
Input) und der Anzahl der markierten "N-Atome (n=2) geteilt durch das molekulare Gewicht
(MW =404,3g/mol) und 100 [76]:

_ (APEysy_Ly X I Xn)
(100 x MW)

Die 'SN-Exkretion (E) einer bestimmten Probe ist definiert als Produkt aus der Anreicherung
des >N einer Probe in Atom-%-exzess (APEsampie) und dem Urinvolumen (V) bzw. der
Faecesmasse (m) in ml oder g sowie der Konzentration an >N in der Probe (cn in mg/ml oder
mg/g) dividiert durch 100.

_ APESample X V(m) X CN
100

E

Die kumulative prozentuale 'N- und '"NH3-Exkretion (CPE) errechnet sich aus der 'N-

Exkretion (E) multipliziert mit 100 und dividiert durch die Exzessdosis (D).

Es gilt: D = 0,04mg = 0,00267mmol'’N/kg Korpergewicht, entsprechend 4,2mg '"N-LU/kg
Korpergewicht.

Analog zu der beispielhaft aufgefiihrten CPE des >N im Urin und in den Faeces, wurde unter
Beriicksichtigung der entsprechenden Werte die CPE des Tracers '*C im Urin und in den Faeces

ermittelt.
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3.4 Der Versuchsablauf

Jeder der Probanden wurde jeweils am Ende einer Leerphase ohne sowie einer Phase mit
Einnahme eines Gemisches aus drei unterschiedlichen Sorten resistenter Stirke untersucht.
Besagtes Gemisch aus RS setzte sich aus jeweils 10g Kartoffelfaser-, 10g Markerbsen- und 10g
Maisstarke verteilt auf 3 Mahlzeiten pro Tag zusammen. Kartoffelfaserstirke (KFS) enthalt
mindestens 12% RS Typ 1 und hat einen Ballaststoffgehalt von minimal 60%. Die verwendete
Markerbsenstidrke (MES) hat einen Anteil von mindestens 70% RS Typ 2 (hauptsichlich
Amylose-haltige Stérke) bei jedoch deutlich niedrigerem Ballaststoffanteil von ungefahr 1%.
Die Maisstiarke (MS) weist 70% RS Typ 2 (Amylose-haltige Stirke) und im Gegensatz zur
MES einen hohen Ballaststoffgehalt von mindestens 60% [76]. Fiir das in unserer Studie

verwendete Starkegemisch ergeben sich hieraus folgende Zusammensetzungen:

Bestandteil * Stirkegemisch (KFS/MES/MS)

Stirke insgesamt 52,3 % (5,3 g)
RS Typ 1 4% (0,4 2)
RS Typ 2 46,7 % (4,7 g)
Ballaststoffe gesamt >40 % (> 4,0 g)
Protein 2,7 % (0,3 g)
Kohlenhydrate 62 % (6,2 g)
Fett 0,6 % (0,1 g)
Wassergehalt 12,7 % (1,3 g)
KFS: Kartoffelfaserstirke, MES: Markerbsenstirke, MS: Maisstérke
* alle Bestandteile pro Mahlzeit mit insgesamt 10g Stiarkegemisch

Tabelle 4: Zusammensetzung des verwendeten Gemischs aus resistenten Stirken (RS)

Von den Probanden wurden demnach tdglich 30g resistente Stirke verteilt auf drei Mahlzeiten
eingenommen. Hieraus ergibt sich eine Dosis der einzelnen Stérkevarianten von 3,33g auf eine
Mabhlzeit. Die Probanden erhielten die Anweisung, wiahrend des Untersuchungszeitraums ihre
individuellen normalen Erndhrungsgewohnheiten beizubehalten. Hierbei war hierbei eine
Orientierung der Speiseplangestaltung an den Empfehlungen der DGE zur gesunden

Erndhrungsgestaltung, die sich wiederum an den Empfehlungen der WHO orientiert, als
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optimal zu betrachten [26]. Jede der oben benannten Phasen erstreckte sich {iber 16 Tage.
Zwischen den Versuchsphasen war jeweils eine Auswaschphase von mindestens 5 Tagen
einzuhalten. Somit erstreckte sich der gesamte Beobachtungszeitraum des einzelnen Probanden

iiber 37 Tage. Die folgende Darstellung des Studienprotokolls soll zur besseren

Veranschaulichung des Versuchsablaufs dienen:

1
Stiarkephase =S Leerphase
=
z2
Leerphase < Stirkephase
LU LU
\ A A 4 >
T T T T T ] paeces T T T T T T T T feces
0 10 Urin 20 30 Urin

Zeit [Tage]

Abbildung 5: Das Studienprotokoll (schematisch)

Zehn Probanden begannen den Versuch mit der Leerphase. Sie erndhrten sich iiber einen
Zeitraum von 13 Tagen entsprechend ihrer bis dahin iiblichen Essgewohnheiten. Als Vorgabe
galt es hier lediglich, drei Mahlzeiten am Tag mit Orientierung an den weiter oben
beschriebenen Empfehlungen der WHO bzw. DGE einzunehmen. Die andere Hilfte der
Probanden startete die Versuchsreihe mit der Phase der Stirkeeinnahme. Beginnend mit dem
1.Tag der Versuchsteilnahme ergénzten sie drei Mahlzeiten am Tag durch die Einnahme von
10g des Gemisches aus resistenter Stdrke in weiter oben bereits erléduterter Zusammensetzung.
In Bezug auf die sonstige Zusammensetzung ihrer Speisen wurden auch diese Probanden
instruiert, ihre gewohnliche Erndhrungsphilosophie weiter zu verfolgen. Als Hintergrund dieser
Vorgabe ist das Bestreben nach einer konstanten intestinalen Flora und Peristaltik entsprechend
der individuellen Adaptation der Probanden an ihre bisherigen Erndhrungsphilosophien
wihrend der Versuchsdurchfiihrung zu benennen. Der Einfluss der verabreichten Prebiotika auf
die bakterielle Besiedlung des Darms, speziell des Zokums, und auf die Darmperistaltik diirfte

von groflem Interesse bei der Auswertung der Studienergebnisse sein. Eine Beeinflussung
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durch eine inhaltlich verdnderte Gestaltung der Mahlzeiten explizit wéhrend der

Versuchsteilnahme sollte vermieden werden.

Am jeweils 12. Tag einer Versuchsphase erfolgte die Induktion des Enzyms
Glucoseureidhydrolase mittels Einnahme von unmarkiertem Laktoseureid um 12 Uhr sowie um
16 Uhr und 20 Uhr. Am 13. Tag nahmen die Probanden zum Friihstiick die Tracersubstanzen
13C- und '>N-Laktoseureid ein. Von hier an erstreckten sich die Perioden der Probensammlung,
die sich abhingig vom gewonnenen Material unterschiedlich gestalteten. Das Befiillen der
Atemgasbeutel begann mit der Gewinnung von zwei Leerwertproben vor Tracereinnahme. Eine
halbe Stunde nach dem Friihstiick samt Tracerverzehr befiillten die Probanden zwei weitere
Atemgasbeutel mit einer endexspiratorischen Atemgasprobe. Dieses Procedere wurde im
Folgenden iiber einen Zeitraum von 6 Stunden nach Tracerapplikation in halbstiindlicher
Taktung wiederholt. In den darauffolgenden 4 Stunden erfolgte bis einschlieBlich 10 Stunden
post initiatum ebenfalls alle 30 Minuten die Beatmung von nun nur noch einem Probenbeutel.
Schlussendlich befiillten die Versuchsteilnehmer bis 14 Stunden nach Tracereinnahme noch
jeweils einen Atemgasbeutel stiindlich. Die Sammlung der Atemgasproben war {iber den
Zeitraum der initialen 6 Stunden in doppelter Ausfithrung notwendig, da die Auswertung der
prozentualen '*CO»- und jene der Wasserstoff- und Methanexhalation mittels verschiedener
labortechnischer Verfahren erfolgte.

Ebenfalls beginnend mit der Tracereinnahme erfolgte die Probensammlung der Medien Urin
liber 48 Stunden sowie Faeces iiber 72 Stunden zur Evaluation der renalen bzw. fékalen '3C-
und °N-Exkretion als Parameter fiir die Entgiftung von Ammoniak durch die resistente Stirke.
In den Urin- sowie Stuhlproben wurde auch die '*C-Exkretion zum Vergleich mit den im
Atemtestverfahren ermittelten Werten der '*CO,-Exhalation gemessen. Jeder Toilettengang in
diesem Zeitraum musste mit Datum, Uhrzeit und Menge/Volumen der Probe protokolliert
werden. Die gewonnenen Proben wurden bis zur Aufarbeitung im Labor bei -20°C eingefroren.
Am 16. Tag des Versuchszeitraums endete mit der letzten asservierten Stuhlprobe die jeweilige
Phase der Versuchsteilnahme (Leerphase bzw. Einnahme der Stirke). Es folgte in beiden Fillen
eine mindestens 5-tigige Auswaschphase. Diese diente der Elimination von
Restkonzentrationen der Laktoseureide bzw. gegebenenfalls der resistenten Stirke aus dem
Stoffwechsel der Probanden. Im Anschluss konnte folgend mit der jeweils noch nicht
absolvierten Phase des Versuches begonnen werden, an deren Ende wiederum analog zur oben
beschriebenen Verfahrensweise eine insgesamt 72-stiindige Phase der Probensammlung zu

absolvieren war. Nach letztgenannter Phase endete der Versuch fiir die Probanden
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3.5 Statistik
3.5.1 Das Studiendesign

Die Studie wurde nach einer Variante des Crossover-Designs durchgefiihrt (s. Abb. 5), in der
zwei Behandlungen miteinander verglichen wurden, die jeder der rekrutierten Probanden
zeitlich konsekutiv erhielt. Hierbei wechselte die Reihenfolge der Behandlungen. Die beiden
Versuchsperioden wurden durch eine zwischengeschaltete Auswaschphase (Washout)
unterbrochen. Jeder Proband absolvierte demnach eine Interventionsphase (Starkephase), eine
Washout-Phase und fungierte in einem weiteren Versuchsabschnitt als seine eigene Kontrolle
(Leerphase). Die Zuweisung der Studienteilnehmer zur jeweiligen Sequenzgruppe der Studie
(beziiglich der Abfolge der beiden Studienphasen) erfolgte alternierend.

Das gewdhlte Studiendesign erlaubt die Trennung zwischen Behandlungs- und
Periodeneffekten und liefert zusétzlich zur Beurteilung der Wirkung der Intervention
(Starkeeinnahme) auch eine Antwort auf die Frage, ob die gewéhlte Dauer der Washout-Phase
zwischen den Studienphasen ausreichend ist, um sicherzustellen, dass es keine - in die zweite

Behandlungsphase hineinwirkenden - Uberhangeffekte aus der Erstbehandlung geben kann.
3.5.2 Die statistische Datenanalyse

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden zunédchst Mittelwert, Standardabweichung, und
sowie Minimum, Maximum und Stichprobenumfang ermittelt. AnschlieBend wurden die zu
untersuchenden Parameter und deren Aggregate mittels des Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung untersucht.

Im néchsten Schritt der statistischen Auswertung der Ergebnisse einer Studie, die nach dem
Crossover-Design durchgefiihrt wurde, ist es notwendig, vor der Analyse vorliegender
Behandlungseffekte eine Aussage iliber die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines
Carryover-Effekts zwischen den beiden Studienphasen zu treffen [87]. In einem
vorgeschalteten T-Test fiir unabhéngige Stichproben (bzw. Mann-Whitney U-Test - abhéingig
von der Verteilung der Daten) erfolgte hierfiir der Vergleich der Mittelwerte der Summen eines
Merkmals aus den beiden Studienphasen Leerphase und Stirkephase zwischen den
Sequenzgruppen. Bei nicht signifikantem Testergebnis kann davon ausgegangen werden, dass
die Washout-Phase zwischen den Studienphasen ausreichend lang gewéhlt worden ist. Ein
signifikantes Ergebnis hingegen, bei dem die Nullhypothese verworfen werden muss, deutet
auf ein Defizit in der Versuchsplanung hin. In diesem Fall erfolgt die statistische Auswertung

des Behandlungseffektes nach [87] iiblicherweise durch den Mittelwertvergleich der
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Parameterwerte der 1. Studienphase, und zwar als Vergleich zwischen den beiden
Sequenzgruppen Intervention (Stirkephase) und Kontrolle (Leerphase).

Zur Beurteilung des Behandlungseffekts nach ausreichender Auswaschphase erfolgte der
Mittelwertvergleich der intraindividuellen Differenzen eines Merkmals aus den beiden
Studienphasen zwischen den Sequenzgruppen mittels eines T-Tests fiir unabhéngige
Stichproben (unter Normalverteilungsannahme). Andernfalls kam der Mann-Whitney U-Test
zum Einsatz.

Die Hypothesentestung erfolgte immer 2-seitig. Ergab der Levene-Test fiir die untersuchten
Merkmale zu unterschiedlichen Messzeitpunkten Varianzinhomogenitét, wurde der Welch-
Test zum Vergleich der Mittelwerte durchgefiihrt. Fiir die durchgefiihrten statistischen Tests
wurde insofern nicht explizit anders benannt der c-Wert </= 0,05 definiert. Alle genannten
statistischen Testverfahren und die Erstellung der Grafiken wurden mit dem Statistikpaket IBM
SPSS® Statistics 25-27 durchgefiihrt. Auf Grund der Machbarkeit der Studie wurde auf eine

Poweranalyse verzichtet.
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4  Ergebnisse

4.1 Die Wasserstoff- und Methanexhalation iiber einen Zeitraum von 6 Stunden

Die Untersuchung der ermittelten Werte der Aggregate der beiden Studienphasen auf
Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test ergab fiir den Parameter Hz-Exhalation, dass bei
den zeitlich nah zur Tracersubstanzeinnahme gelegenen Messzeitpunkten iiberwiegend eine
Normalverteilung der gebildeten Aggregate angenommen werden konnte. Mit zunehmendem
Abstand der Probenentnahme zur Einnahme der Tracersubstanz wiesen die Ergebnisse jedoch
iiberwiegend keine Normalverteilung mehr auf. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht zur

Normalverteilung des Parameters H>-Exhalation:

Messzeitpunkte Aggregat Messzeitpunkte Aggregat

Shapiro-Wilk-Test Summe der gemessenen H>- | Differenz der gemessenen
Exhalationswerte [min] H»-Exhalationswerte [min]
LW, 30, 60, 90, 120, 150,
normalverteilt (p >/= 0,05) LW, 30, 60, 90, 210
180, 210, 240, 360
nicht-normalverteilt 120, 150, 180, 240, 270,
270, 300, 330
(p<0,05) 300, 330, 360

Tabelle 5: Ergebnisse der Testung auf Normalverteilung des Parameters H»-Exhalation

Bei dem Parameter CHs-Exhalation ergaben sich mit Ausnahme eines Messzeitpunktes der
Differenzen (Messzeitpunkt 60 Minuten nach Einnahme der Tracersubstanz) nicht-

normalverteilte Werte.

Der vorgeschaltete T-Test fiir unabhéngige Stichproben bzw. der Mann-Whitney-U-Test — je
nach Verteilung der Daten — wurde an den Summen der ermittelten Werte zu den jeweiligen
Messzeitpunkten durchgefiihrt. Fiir die Parameter der Hr-Exhalation ergab sich zu allen

untersuchten Messzeitpunkten keine Signifikanz:

p (Vorschalttest - Hy) = [0,173;0,951].

Fir die Parameter der CHs-Exhalation zeigte der Vorschalttest in der Untersuchung der
Atemgasproben, die die Probanden vor der Einnahme der Tracersubstanz (Leerwert) sowie in
den ersten 150 Minuten nach Applikation der Tracersubstanz abgegeben hatten, zu insgesamt

4 Messzeitpunkten ein statistisch signifikantes Ergebnis (p < 0,05):
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Messzeitpunkt [min] Irrtumswahrscheinlichkeit (p-Wert)
Leerwert (LW) 0,034
30 0,016
90 0,012
150 0,034

Tabelle 6: Signifikante Unterschiede zwischen Leerphase (LV) und Intervention (SV) im

Vorschalttest des Parameters CH4-Exhalation

Zur statistischen Beurteilung des Behandlungseffekts der Intervention (Einnahme des
Gemischs aus KFS, MES und MS) wurde abhédngig von der Verteilung der Parameter entweder
der T-Test fiir unabhdngige Stichproben oder der Mann-Whitney-U-Test an den absoluten

Differenzen der Mittelwerte zu den jeweiligen Messzeitpunkten durchgefiihrt.

Fiir die Exhalation von Wasserstoff ergab sich beim Vergleich der Mittelwerte bei den zur
Tracereinnahme zeitlich nah gelegenen Messzeitpunkten eine bis zu 3,33ppm hdohere
Konzentration in der Interventionsphase (Messzeitpunkt 60min: 11,53ppm +/- 7,39 SD im LV
vs. 14,86ppm +/- 11,30 SD im SV).

Dieser Effekt war mit zunehmendem Abstand vom Zeitpunkt der Tracereinnahme riickldufig
und zum Ende der Analyse 6h nach Einnahme der Tracersubstanz hatte sich der Mittelwert der
Konzentration in beiden Versuchsreihen angeglichen (Messzeitpunkt 360min: 15,87ppm +/-
13,49 SD in der Leerphase (LV) vs. 15,75ppm +/- 13,07 SD in der Stirkephase (SV) =
Interventionsphase). Die Analyse ergab zudem eine interindividuell unterschiedliche
Auspriagung der exspiratorisch gemessenen Wasserstoffproduktion, welche an den minimal und

maximal gemessenen Konzentration zu erkennen ist (deskriptive Statistik s. Anhang).
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Abbildung 6: Konzentration der Hz-Exhalation zu Beginn des Analysezeitraums (LW;

entspricht Zeitpunkt Omin auf der x-Achse) und {iber einen Zeitraum von 6h im Verlauf

Zu Beginn der Atemgasanalyse verlduft der Graph, der die Intervention (SV) reprédsentiert um
etwa 3ppm hoher als der Graph LV. Beide Graphen erfahren dann parallel zueinander eine
leichte wannenformige Absenkung um bis zu etwa 6-7ppm bei Messzeitpunkt 150min bis
210min. Zum Ende des Untersuchungszeitraums haben beide Graphen ihr Ausgangniveau
wieder erreicht. In der statistischen Analyse der Mittelwerte ergab sich zu keinem
Messzeitpunkt ein signifikanter Effekt der Intervention gegeniiber der Leerphase. Der p-Wert
lag zwischen 0,209 und 0,965.

Die Auswertung der exhalativen Konzentration fir CHs zeigte wihrend des gesamten
Analysezeitraums keinen Unterschied zwischen LV und SV. Der maximale Unterschied in den
gemessenen Konzentrationen der Intervention im Vergleich zu LV betrug 2,21ppm am
Messzeitpunkt 240min nach Tracereinnahme (LV 7,68ppm +/- 7,40 SD gegeniiber SV 9,89ppm
+/- 11,58 SD). Dieser Wert bewegt sich in der Schwankungsbreite der analytischen Genauigkeit
des verwendeten Atemanalysegerits Quintron Breath Tracker©, die mit +/- 2-3ppm angegeben
wird [84]. Die folgende Abbildung veranschaulicht die Unabhédngigkeit der Methanexhalation

von der Einnahme des Gemischs aus resistenten Stirken eindrucksvoll:
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Abbildung 7: Konzentration der CHgs-Exhalation zu Beginn des Analysezeitraums (LW,

entspricht Zeitpunkt Omin auf der x-Achse) und {iber einen Zeitraum von 6h im Verlauf

Die Graphen fiir den LV und den SV verlaufen iiber den gesamten Betrachtungszeitraum
weitestgehend auf einer Linie und variieren lediglich zwischen den Messzeitpunkten 150min
und 270min minimal um ihre Baseline bei etwa 10ppm. Hierbei verlduft der Graph der
Interventionsanalyse ganz leicht - und permanent - iiber dem Graph LV. Bei Messzeitpunkt
360min verlaufen die Graphen dann bereits wieder ganz eng beieinander auf Hohe des
Ausgangswerts. In der statistischen Analyse der Mittelwerte der untersuchten Messzeitpunkte
zeigte sich kein signifikanter Effekt der Intervention gegeniiber LV. Der p-Wert betrug
zwischen 0,237 und 0,829. (Tabelle s. Anhang). Auch bei der Auswertung der
Verteilungsparameter der CH4-Exhalation fiel analog zu den Ergebnissen der H>-Exhalation
eine ausgeprigte interindividuell Schwankung der Produktion von Methan auf, welche sich im
Vergleich der minimalen und maximalen Konzentrationen erkennen lédsst (deskriptive Statistik

siche Anhang).
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4.2 Der BCOz-Atemtest
4.2.1 Die3CO;- Hiiufigkeit iiber einen Zeitraum von 14 Stunden

Die folgende Abbildung zeigt graphisch den Verlauf der '*CO,-Anreicherung wihrend der
Exhalation als Anderung iiber dem Ausgangswert (engl.: delta over baseline = DOB) im

Vergleich zwischen LV und SV.
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Abbildung 8: *CO,-Anreicherung in der Exhalation ohne (LV) und mit Supplementation (SV)

des Gemischs aus RS nach Induktion mit unmarkiertem Laktoseureid

Die Kurven beider Studienphasen haben ihre Basislinie definitionsgemifl zum Messzeitpunkt
0, welcher dem Entnahmezeitpunkt des Leerwertprobe vor Einnahme der Tracersubstanz [1*C]
-Laktoseureid entspricht, bei 0%o. Beide Graphen verlaufen bis zum Messzeitpunkt 120min fast
identisch zur Basislinie und steigen dann bis zum Messzeitpunkt 240min flach an. An diesem
Punkt dndert sich die Kinetik der beiden Kurven. Der Graph LV zeigt nun einen deutlich
steileren Anstieg, das Delta (d.h. die Anderung verglichen mit dem vorherigen Messzeitpunkt)
wird grofer. Das maximale DOB wird mit 9,97 %o mit dem Messzeitpunkt 390min erreicht.
Die Mittelwerte halten hier ein Plateau bis zum Messzeitpunkt 480min. Anschlieend beginnt
die 1*CO»-Konzentration wieder zu fallen. Der Graph SV steigt ab dem Messzeitpunkt 240min
deutlich langsamer und flacher an und erreicht das Plateau bei ungefihr 6%0 DOB erst nach 450
min. Das maximale DOB betréigt hier 6,46%0 und damit absolut sowie graphisch betrachtet

deutlich unter dem maximalen DOB des LV. Das Plateau bei der SV erstreckt sich tiber eine
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lingere Zeitspanne als bei der LV (150min gegeniiber 90min). Konsistent zu der
Anstiegskinetik der Kurven ergibt sich auch beim Abfall der Kurven eine langsamere Kinetik
fiir die Kurve, die die SV-Phase reprisentiert. Mit dem Ende des Analysezeitraums haben beide

Kurven das Ausgangsniveau noch nicht wieder erreicht.

4.2.2 Die kumulative prozentuale 3 CO:-Exhalation (CPDR) nach 14 Stunden

Die CPDR des '*CO; wurde iiber einen Zeitraum von 14h im Abstand von jeweils 30min
bestimmt. Die Mittelwerte dieser Analyse zeigt Abbildung 9 graphisch. Tabelle 7 gibt eine
Ubersicht iiber die *C-CPDR-Werte nach 14h. Es lisst sich eine ausgepriigte interindividuelle

Schwankung der Werte erkennen, intraindividuell zeigen sich die ermittelten Werte jedoch

konsistent.
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Abbildung 9: Kumulative prozentuale '3C-Exhalation nach Einnahme des ["*C]-LU im

Vergleich von LV und SV nach Induktion mit unmarkiertem Laktoseureid.

Der Ausgangswert betrdgt per definitionem ,,0“. Die Kurven der beiden Studienphasen

verlaufen zunéchst parallel zur Basislinie. Im Verlauf beginnen sich beide Kurven ca. 180
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Minuten nach Einnahme der Tracersubstanz (bei Zeitpunkt Omin) leicht iiber die Basislinie zu
erheben. Im weiteren Verlauf steigt die Kurve SV mit weniger Steigung und somit langsamer
an. Zwischen Messzeitpunkt 540min und Messzeitpunkt 840min, welcher das Ende des
Untersuchungszeitraums darstellt, verlaufen die beiden Kurven parallel, wobei die Kurve SV
sich insgesamt weniger iiber die Basislinie erhebt als die Kurve des LV. Beide Kurven flachen,
mit einem leichten Vorsprung von LV gegeniiber SV, langsam ab. Sie haben das Plateau jedoch

zum Ende des Untersuchungszeitraums noch nicht erreicht.
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Proband 13C - CPDR LV 13C - CPDR SV

1 17,40 20,90

2 36,40 25,30

3 34,30 31,40

4 44,10 41,80

7 21,90 14,90

8 26,50 9,10

9 15,80 2,90

10 37,50 35,20

11 35,70 7,70

12 21,20 18,50

13 46,70 32,40

14 - 30,30

15 45,90 42,30

16 50,90 35,60

17 40,10 13,30

18 54,40 55,80

19 28,00 23,50
20 28,20 30,60
Mittelwert (MW) 32,17 26,19
Standardabweichung (SD) 13,58 13,76

Tabelle 7: *C-kumulative prozentuale Exhalation (CPDR) der Probanden im Vergleich LV

und SV nach Induktion mit unmarkiertem Laktoseureid.



Die Probanden 5 und 6 der Versuchsteilnehmer absolvierten jeweils nur eine Phase der Studie
und standen dann fiir die andere Phase nicht mehr zur Verfligung. Diese Werte sind nicht mit
in die statistische Auswertung eingeflossen und daher an dieser Stelle nicht dargestellt. Dies
wird fiir die kommenden Auswertungen ebenso beibehalten werden. Die Probandin 14 hat beide
Studienphasen absolviert, es konnte jedoch in der LV nach 14h (Messzeitpunkt 840min) keine
CPDR bestimmt werden.

Analog zum statistischen Procedere unter 4.1. erfolgte zunéchst die Bildung der Aggregate aus
den Werten zum Messzeitpunkt 840min (entspricht 14h). Diese wurden anschlieBend auf

Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test untersucht.

p-Wert statistische
Verteilung
Vorschalttest '*C-CPDR 0,831 normalverteilt
3C-CPDR 0,040 nicht-
normalverteilt

Tabelle 8: Ergebnisse der Testung auf Normalverteilung des Parameters *C-CPDR

Unter der vorliegenden Normalverteilung erfolgte die Anwendung des T-Test fiir
unverbundene Stichproben auf die Summen des Parameters als vorgeschalteter Test zur
Beurteilung der Wahrscheinlichkeit fiir einen Carryover-Effekt. Dieser war mit einem p-Wert
=0,214 statistisch nicht signifikant, wonach ein Carryover-Effekt mit groBer

Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann.

Der Vergleich der Mittelwerte ergibt eine um 5,98 [%] geringere '*C-CPDR 14h nach
Einnahme des Tracers fiir die Phase SV. Dieser Unterschied war unter Verwendung des Mann-
Whitney-U-Test mit einem p-Wert = 0,003 statistisch signifikant. Abbildung 10

veranschaulicht hierzu den Unterschied der Mittelwerte zwischen SV) und LV.
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Abbildung 10: Mittelwert und einfache Standardabweichung der '*C-CPDR 14h nach

Einnahme der Tracersubstanz [3C]-LU

4.2.3 Die orozokale Transitzeit

Die Bestimmung der orozokalen Transitzeit (OzTz) erfolgte aus dem Intervall zwischen
Einnahme der Tracersubstanz ['*C]-Laktoseureid und dem Zeitpunkt eines erstmaligen und im
Verlauf anhaltenden Anstiegs von 2 DOB in der '3C-Atemgasanalyse [9] mittels FANci2.
Tabelle 9 vergleicht die ermittelte OzTz in LV und in SV.
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Proband OzTz LV [min] | OzTz SV [min]
1 300 390
2 240 300
3 210 240
4 270 180
7 330 480
8 300 660
9 420 840
10 270 180
11 330 720
12 450 510
13 210 300
14 300 300
15 330 180
16 300 390
17 390 540
18 150 120
19 300 360
20 450 450

MW 301,6 396,7
SD 84,5 200,7

Tabelle 9: OzTz der Probanden sowie Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung

(SD) nach Induktion mit unmarkiertem Laktoseureid

Der Vergleich der Mittelwerte ergab eine Verldngerung der OzTz um 95min in der
Interventionsphase im Vergleich zur Leerphase. Auch in dieser Analyse zeigte sich eine
erhebliche interindividuelle Schwankung der absoluten Werte aber auch im Ansprechen auf die
Intervention (Einnahme des Gemischs aus RS). So lag die minimale OzTz wihrend LV bei
150min, der maximale Wert bei 450min. Bei der SV ergab sich ein minimaler Wert von 120min
gegeniiber einer maximalen OzTz von 840min. Bei 4 Probanden der untersuchten
Studiengruppe zeigte sich ein reverser Effekt, d.h. die OzTz war in der Interventionsphase

kiirzer als in der Leerphase. Bei 2 Probanden war zudem kein Unterschied zwischen LV und
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SV zu erkennen. Diese Ergebnisse sollen im Verlauf Bestandteil der Diskussion sein.

Abbildung 11 zeigt den Vergleich der Mittelwerte graphisch:

550,00 =1
500,00
450,00 |

400,00

350,00

300,007

0zTz [min]

250,00

200,00
150,00
100,00 |

50,00

Fehlerbalken +/- 1 5D

Abbildung 11: Die OzTz ohne (LV) und mit (SV) Einnahme des Gemischs aus RS nach

Induktion mit unmarkiertem Laktoseureid.

Die statistische Auswertung erfolgte erneut gemidfl dem in Abschnitt 4.5 beschriebenen
Vorgehen. Die Analyse der Mittelwertaggregate auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-
Test ergab jeweils eine Normalverteilung der Werte. An beiden Aggregaten wurde demnach

der T-Test flir unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Es ergaben sich folgende p-Werte:

p-Wert (T-Test)

Vorschalttest OzTz 0,170

OzTz 0,028

Tabelle 10: p-Werte des Vorschalttests iiber die Wahrscheinlichkeit eines Carry-Over-Effekts
und des T-Tests zur Beurteilung der Signifikanz des Behandlungseffekts

Mit einem statistisch nicht signifikanten Ergebnis im vorgeschalteten T-Test an den Summen

der Mittelwerte wurde ein Carryover-Effekt mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen.
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Die gefundene Verlangerung der OzTz um 95min nach Einnahme des Gemischs aus
resistenten Stérken (SV) war mit dem o.g. Testergebnis statistisch signifikant. Als signifikant

galten hierbei p-Werte <0,05.
4.3 Die Stickstoffexkretion
4.3.1 Die Gesamt-Stickstoffexkretion im Urin nach 48 Stunden

Tabelle 11 vergleicht die Studienphasen LV und SV hinsichtlich der Gesamtstickstoffexkretion

im Urin am Ende des Untersuchungszeitraums von 48h. Abbildung 12 veranschaulicht die

Ergebnisse graphisch.
Proband LV SV
1 13,87 14,58
2 29,10 27,05
3 18,62 20,26
4 14,22 12,16
7 15,01 17,12
8 18,29 15,14
9 20,00 16,20
10 22,05 21,32
11 15,62 18,56
12 26,43 21,10
13 17,96 13,56
14 17,19 22,68
15 18,22 19,69
16 18,85 16,92
17 21,41 18,54
18 11,11 11,93
19 36,52 30,60
20 19,54 16,47
MW 19,67 18,55
STD 6,02 4,88

Tabelle 11: Gesamt-N-Exkretion im Urin in [g/48h]
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Abbildung 12: Die Gesamtstickstoffexkretion im Urin 48h im LV und nach Starkegabe (SV).

Der Vergleich der Mittelwerte zeigt hierbei eine um 1,12g geringere Gesamtstickstoffexkretion
nach Einnahme des Gemischs aus RS. Es zeigt sich eine interindividuelle Variabilitit der
Werte. Nach Bildung der Mittelwertaggregate, wurden diese zundchst mittels Shapiro-Wilk-
Tests auf die statistische Verteilung untersucht. Das Ergebnis zeigt Tabelle 12.

p-Wert

Summe Gesamt-N-Urin-Exkretion 0,082

Differenz Gesamt-N-Urin- Exkretion 0,075

Tabelle 12: Teststatistik der Untersuchung auf Normalverteilung der

Gesamtstickstoffexkretion

Beide Mittelwertaggregate waren nach dem vorliegenden Ergebnis normalverteilt, sodass in
der weiteren statistischen Analyse jeweils der T-Test fiir unverbundene Stichproben angewandt

wurde. Die Ergebnisse hierzu zeigt Tabelle 13.
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Signifikanz (p-Wert)

Vorschalttest der Gesamt-N-Exkretion im 0,582
Urin
Gesamt-N-Exkretion im Urin 0,284

Tabelle 13: Signifikanztestung der Gesamtstickstoffexkretion im Urin

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte ein Carryover-Effekt mit grofer
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da der p-Wert fiir das Mittelwertaggregat der
Summen nicht signifikant war. Aus dem Ergebnis der Analyse der Mittelwertdifferenzen lésst
sich schlussfolgern, dass die Einnahme des Gemischs aus RS die Gesamtstickstoffexkretion

iiber den Urin nicht signifikant beeinflusst.

4.3.2 Die renale und faecale '’ N-Exkretion

Tabelle 14 gibt einen Uberblick iiber die Endwerte der ermittelten 'SN-Exkretionsfraktionen
[%] in den Urinproben nach 48h und in den Faeces nach 72h Analysezeitraum. Abbildung 13

veranschaulicht die Unterschiede in den Mittelwerten aus Tabelle 14 graphisch.

48



ISN-Urin-ExKretion ISN-Exkretion Faeces
[Yo] [Yo]

LV Sv LV SV

1 30,08 37,63 39,39 53,43
2 39,25 27,66 17,58 7,63
3 47,59 27,92 22,55 26,84
4 36,96 47,44 25,28 9,28
7 41,98 34,60 18,08 44,38
8 35,67 30,96 40,87 20,12
9 27,50 19,07 37,32 11,23
10 24,60 24,07 60,92 34,94
11 24,67 26,04 49,00 65,64
12 35,62 29,98 29,66 6,52
13 33,77 9,60 28,31 32,26
14 48,00 49,07 9,61 23,43
15 30,24 29,40 41,56 17,72
16 36,37 37,45 19,07 11,81
17 53,48 36,21 9,26 1,59
18 35,28 26,38 28,08 39,66
19 60,20 40,99 12,14 8,48
20 40,29 21,55 16,01 29,99
MW 37,86 30,89 28,04 24,72
SD 9,63 9,79 14,35 17,79

Tabelle 14: Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) der '’N-Exkretion in Urin und

Faeces

Fiir die ’N-Urin-Exkretion in der Interventionsphase (SV) war im Vergleich zum LV um 7%
geringer. Die Standardabweichungen waren hierbei vergleichbar (siehe Tabelle 14). Bei der
Analyse der '’N-Exkretion in den Faeces zeigte sich im SV eine um 3.32% niedrigere
Ausscheidungsfraktion im Vergleich zu LV (Standardabweichung: +/- 14,35% gegeniiber +/-
17,79%). In der Betrachtung der Gesamt-'>N-Exkretion iiber beide Medien ergab sich in

unserer Studie, dass sich in der Interventionsphase (SV) eine um 10% geringere
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Ausscheidungsfraktion des '’N beobachten lieB (siche Abb. 13). Die kritische Betrachtung

dieser Ergebnisse soll im weiteren Verlauf Teil des Diskussionsabschnitts dieser Arbeit sein.

Studienphase
70,00 mLv
msv
60,00
N
S 50,00
=
(=}
.;
S 40,00
j
v,
><
M 30,00
4
w)
o
20,00
10,00
0,00

Urin Faeces Urin + Faeces

Abbildung 13: ''N-Exkretion ohne (LV) und mit (SV) Supplementation des Gemischs aus RS

Im Rahmen der statistischen Analyse ergab sich unter Anwendung des Shapiro-Wilk-Test an
den Aggregaten sowohl fiir die '’N-Urin-Exkretion als auch fiir die faecale '’N-Exkretion und
fiir die Gesamt-!>N-Exkretion eine Normalverteilung der erhobenen Werte (p>/=0,05). Sowohl
fiir die Beurteilung der Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines Carryover-Effekts
(Vorschalttest) als auch fiir die Signifikanztestung des Behandlungseffekts kam somit der T-
Test fiir unverbundene Stichproben zur Anwendung. Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse dieser

statistischen Untersuchungen:
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p-Wert

(T-Test)
Vorschalttest '’N-Urin-Exkretion 0,686
Vorschalttest '’N-Faeces-Exkretion 0,787
Vorschalttest '"'N-Gesamtexkretion 0,976
ISN-Urin-Exkretion 0,012
IS>N-Faeces-Exkretion 0,473
ISN-Gesamtexkretion 0,039

Tabelle 15: Ergebnisse der Signifikanztestung im Vorschalttest und des Behandlungseffekts fiir

die renale und faecale ’N-Exkretion.

Ein Carryover-Effekt konnte demnach bei allen drei Parametern mit sehr grofer
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (p>/= 0,05 im Vorschalttest). Bei der Betrachtung
der Behandlungseffekte zeigte sich, dass die beobachtete Reduktion der '"N-Exkretion im Urin
statistisch signifikant ist, wihrend die Ergebnisse der '"N-Exkretion iiber die Faeces keine
statistische Relevanz ergaben. Die Reduktion der Gesamt-'>N-Exkretion um 10% war jedoch
statistisch signifikant. Dieses Ergebnis wird im Diskussionsabschnitt dieser Arbeit erneut

betrachtet werden. Als statistisch signifikant galt ein Testergebnis mit einem p-Wert < 0,05.

51



4.3.3 Die mittlere >’ NH;-Exkretion im Urin

Die Analyse der Urinproben auf die mittlere "NH;3-Exkretion nach 24h ergab die in Tabelle 16
dargestellten Werte. Es wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.
Abbildung 14 vergleicht die Ergebnisse aus Tabelle 16 graphisch.

Proband LV SV
1 0,12 0,17
2 0,06 0,03
3 0,18 0,08
4 0,25 0,18
7 0,22 0,14
8 0,06 0,05
9 0,07 0,03
10 0,04 0,08
11 0,11 0,10
12 0,04 0,08
13 0,21 0,03
14 0,15 0,15
15 0,11 0,10
16 0,11 0,09
17 0,17 0,21
18 0,21 0,10
19 0,13 0,20
20 0,11 0,05
MW 0,13 0,10
SD 0,06 0,06

Tabelle 16: Die mittlere '"’NH3-Exkretion im Urin [%] 24h nach Einnahme der Tracersubstanz

Der Vergleich der Mittelwerte zeigt eine um 0,03% geringere Anreicherung von *’NH3 im Urin
wihrend der SV gegeniiber dem LV bei identischen Standardabweichungen (+/- 0,06%). Auch

bei diesem Parameter zeigt sich die bereits zuvor beschriebene interindividuelle Schwankung
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bei der Hohe der Produktion von 'NHj sowie in der Reaktion auf die Verabreichung des

Gemisches aus den resistenten Stirken.

0,20

I5SNH;s-Exkretion [%]

Fehlerbalken: +/- 1 5D

Abbildung 14: mittlere 'SNH3-Exkretion ohne (LV) und mit Supplementation (SV) des

Gemisches aus RS 24h nach Einnahme der Tracersubstanz

Der Shapiro-Wilk-Test ergab fiir die ermittelten Aggregate der Parameter jeweils eine
Normalverteilung mit einem p-Wert >/= 0,05. Hieraus ergab sich die Anwendung des T-Test
fir unverbundene Stichproben sowohl fiir den Vorschalttest zur Beurteilung der
Wahrscheinlichkeit eines Carryover-Effekts wie auch fiir die Beurteilung der statistischen
Signifikanz des Behandlungseffekts. Die Ergebnisse dieser Signifikanztestungen zeigt Tabelle
17:

p-Wert (T-Test)

Vorschalttest '"NH;-Exkretion 0,714

ISNH;-Exkretion 0,124

Tabelle 17: Ergebnisse der Signifikanztestung der mittleren >'NH;3-Urinexkretion nach 24h

Mit Vorliegen des statistisch nicht signifikanten Ergebnisses des Vorschalttests konnte ein

Carryover-Effekt mit sehr groer = Wahrscheinlichkeit —ausgeschlossen — werden
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(Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,05). Die ermittelte Reduktion der mittleren '"'NH;3-Exkretion im

Urin nach 48h war mit einem p-Wert von 0,124 statistisch nicht signifikant. Als signifikant

galten auch hier p-Werte < 0,05.

4.4 Die renale und faecale BC-ExKkretion

Die Bestimmung des Endwertes erfolgte fiir die renale '*C-Exkretion 48h nach Einnahme der

Tracersubstanz sowie fiir die faecale '*C-Exkretion nach 72h mittels des Rechenprogramms

nach Towe [53]. Tabelle 18 stellt die ermittelten Werte nach Studienphasen aufgeteilt dar.

3C-Urin-ExKkretion [%] | 3C-Faeces-ExKkretion [%]

LV SV LV SV

1 12,26 16,87 17,06 3,25
2 10,51 30,84 2,51 27,53
3 11,50 13,14 14,27 2,40
4 14,42 22,11 7,91 12,35
7 10,38 12,30 16,53 19,51
8 19,77 19,83 1,92 1,64
9 10,66 15,81 8,90 4,06
10 16,87 5,37 0,00 11,93
11 13,16 17,20 15,05 5,61
12 18,95 19,14 4,67 29,98
13 16,27 10,25 3,27 4,29
14 15,35 26,80 2,00 3,75
15 10,25 14,78 7,46 491
16 11,14 12,75 7,95 0,00
17 13,59 12,62 2,58 3,28
18 14,90 14,48 14,31 10,62
19 24,27 19,62 6,55 7,20
20 21,92 13,40 12,24 2,77
MW 14,79 16,52 8,07 8,40
SD 4,20 5,99 5,61 8,97

Tabelle 18: 3C-Urin-Exkretion 48h [%] und '*C-Faeces-Exkretion 72h [%] nach Einnahme

der Tracersubstanz
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Abbildung 15: Die renale und faecale '3C-Exkretion 48h bzw. 72h nach Einnahme der

Tracersubstanz

Beim Vergleich der Werte aus Tabelle 18 ergab sich fiir die '3C-Exkretion im Urin ein minimal
hoherer Wert in der SV gegeniiber dem LV (Mittelwert: 16,52 +/- 5,99 gegentiber 14,79 +/-
4,20). Fiir die '3C-Exkretion in den Faeces liegen die Mittelwerte sehr nahe beieinander (SV:
8,40 +/- 8,97; LV: 8,07 +/- 5,61). Es lieB sich hier praktisch kein Unterschied in der Exkretion
zwischen SV und LV erkennen. Erneut zu beobachten war die interindividuelle Variabilitit in
Bezug auf die absoluten Werte und in der Reaktion auf die Einnahme des Gemisches aus KFS,
MES und MS. Die verhéltnismiBig hohen Standardabweichungen spiegeln hierbei die weite

Spanne zwischen den jeweiligen minimalen und maximalen Werten wider (siche Tabelle 18).

Die Untersuchung der Aggregate auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test ergab fiir
beide Parameter jeweils ein statistisch nicht signifikantes Testergebnis (p>/= 0,05). Somit
konnte mit sehr geringer [rrtumswahrscheinlichkeit von Normalverteilung ausgegangen werden
und es kam sowohl fiir die Vorschalttests als auch fiir Beurteilung der Signifikanz hinsichtlich
des Behandlungseffekts der T-Test fiir unverbundene Stichproben zur Anwendung. Tabelle 19

gibt einen Uberblick iiber diese statistischen Testergebnisse.
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p-Werte (T-Test)

Vorschalttest '*C-Urin-Exkretion 0,282
3C-Urin-Exkretion 0,200
Vorschalttest '*C-Faeces-Exkretion 0,904
3C-Faeces-Exkretion 0,265

Tabelle 19: Ergebnisse der statistischen Analysen der renalen und faecalen *C-Exkretion

Sowohl fiir die renale als auch fiir die faecale Exkretion von '3C ergab der Vorschalttest jeweils

kein statistisch signifikantes Ergebnis. Somit kann mit sehr groer Wahrscheinlichkeit ein

Carryover-Effekt zwischen den beiden Studienphasen hinsichtlich der !‘C-Exkretion

ausgeschlossen werden. Die im Mittel minimal hohere renale '3C-Urin-Exkretion war im

statistischen Vergleich der Mittelwerte nicht signifikant (p= 0,200). Ebenso ergab sich, wie

schon aus den Mittelwerten und der graphischen Darstellung ersichtlich, hinsichtlich der

faecalen '3C-Exkretion kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen SV und LV. Fiir alle

statistischen Testverfahren galt auch hier ein Ergebnis mit p< 0,05 als signifikant.
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5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 Statistische Evaluation des Studiendesigns und der Versuchsplanung

Das in dieser Studie von uns verwendete Studiendesign stellt eine Variante eines Cross-Over-
Studiendesigns dar. Jeder der Probanden wurde jeweils in einer Leerphase (LV) und in einer
Starkephase (SV) untersucht. In welcher Reihenfolge die Probanden die Studienphasen
absolvierten, wurde durch alternierende Zuweisung zu den Studiengruppen festgelegt.
Zwischen den Studienphasen war eine mindestens 5-tdgige Auswaschphase einzuhalten, um
einen Carry-Over-Effekt aus der 1. Studienphase zu vermeiden. Zur statistischen Uberpriifung
des gewdhlten Studiendesigns und der Versuchsplanung wurde gemdll den von Wellek und
Blettner [87] publizierten Empfehlungen zum Umgang mit Cross-Over-Studien ein statistischer
Vorschalttest durchgefiihrt, wobei bei einem nicht signifikanten Ergebnis mit sehr groBer
Wahrscheinlichkeit ein Carry-Over-Effekt ausgeschlossen werden konnte. Fiir die in unserer
Studie durchgefiihrten Analysen zeigte der Vorschalttest bei fast allen Parametern jeweils kein
signifikantes Ergebnis, sodass belegt werden konnte, dass eine Auswaschphase von 5 Tagen
zwischen den beiden Studienphasen ausreichend ist.

Zu diskutieren ist das signifikante Ergebnis des Vorschalttests fiir den Parameter der Methan-
CHas-Exhalation zu Beginn des Analysezeitraums. Betroffen sind die Messzeitpunkte Leerwert,
30min, 90min und 150min. Die rein statistische Interpretation miisste laut Wellek und Blettner
[87] lauten, dass fiir die Variable der CH4-Exhalation die Auswaschphase mit 5 Tagen nicht
lang genug gewéhlt worden ist. In der praktischen Betrachtung und unter Berticksichtigung der
moglichen Fehlerquellen bei der Auswertung der Atemtestproben (siehe Abschnitt 5.3) scheint
eine zu kurz gewidhlte Auswaschphase jedoch nicht sehr plausibel zu sein. Hierflir spricht auch
die Tatsache, dass zwischen den betroffenen Messzeitpunkten wiederum weitere
Messzeitpunkte untersucht wurden, bei denen der Vorschalttest nicht statistisch signifikant war.
Ebenso zeigten ab dem Messzeitpunkt 180min alle Auswertungen ein nicht signifikantes
Ergebnis. Eine weitere mogliche Interpretation der signifikanten Ergebnisse im Vorschalttest
ist ein statistischer Fehler 1. Art (Alpha-Fehler) infolge einer groen Anzahl durchgefiihrter
statistischer Tests. In unserer Analyse fiihrten wir fiir jeden der 11 Messzeitpunkte jeweils einen
statistischen Test fiir den Vergleich der LV und der SV durch. Das von uns definierte
Alphaniveau liegt bei 0.05, welches bei der Auswertung in medizinischen Studien international
allgemeiner Konsens ist. Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass die vereinzelten signifikanten
Ergebnisse aus den Vorschalttests flir die CHs-Exhalation durch einen Alpha-Fehler entstanden

sind. Man spricht in diesem Fall von einer Alphafehlerkumulierung [88]. Um die
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Wabhrscheinlichkeit, einen Fehler 1. Art zu begehen, zu reduzieren, wire die Anwendung der
Bonferroni-Korrektur eine Option gewesen [88], die jedoch in der statistischen Auswertung

dieser Arbeit nicht beriicksichtigt wurde.

5.2 Stoffwechselprozesse und -modulation im Z6kum durch resistente Stirken

Die Verstoffwechselung von ballaststoff- und amylosereichen RS fiihrt nach heutigen
Erkenntnissen zu einer breiten Modulation des Stoffwechsels im Colon - insbesondere im
Zdkum - mit positiven Auswirkungen auf die Beschaffenheit und Funktion der Mukosa und
somit global auf die Darmgesundheit des Menschen. Die Arbeitsgruppe um Keenan et al.
veroffentlichte 2015 unter dem Titel ,,Role of Resistant Starch in Improving Gut Health,
Adiposity and Insulin Resistance* eine Zusammenfassung ihrer bisherigen Erkenntnisse {iber
die Wirkung von RS auf die Genexpression verschiedenster Enzyme und regulatorischer
Hormone im Zékum [34]. Demnach kam es in Genen zu einer gesteigerten Expression, die fiir
Prozesse wie Zellwachstum, Zellproliferation sowie Zelldifferenzierung und Zellapoptose
codieren. Auch die Genexpression von Enzymen mit Wirkung in der verbesserten
Detoxifikation des Colons zeigte sich erhoht. Ebenso waren positive Effekte auf die
Insulinsensitividt und die Barrierefunktion des Colons zu beobachten. Eine Auswahl an
Enzymen und Hormonen, die nach Keenan et al. durch die Zufuhr von RS eine gesteigerte

Genexpression zeigten, sei im Folgenden kurz beschrieben:

e (Galactose-4-Epimerase als Bestandteil in den Reaktionen der Mucin-Biosynthese.

e Glutathion-S-Transferase, ein chemopriventives Enzym, das oxidativen Stress
reduziert.

e Dual-specifity Protein-Phosphatase, das iiber eine verbesserte Stressantwort auf
exogene Einfliisse einer Onkogenese im Colon entgegenwirkt.

e Neurotensin: ein Hormon, das in der Regulation der Peristaltik mitwirkt.

Die Autoren geben an, dass sie insgesamt in iiber 2000 Genen ein gesteigerte Expression nach
definierter Zufuhr von RS beobachten konnten [34]. Die Fermentation der RS im Zékum fiihrt
zu der vermehrten Produktion von kurzkettigen Fettsduren - insbesondere Butyrat, Propionat
und Acetat - und zu einer Herabsetzung des pH-Werts. Zhou et al. zeigten in in-vitro Studien
an Madusen, dass dies zu einer gesteigerten Genexpression von Proglucagon und Peptid YY
(PYY) fiihrt [36]. Aus Proglucagon entsteht in der weiteren Verstoffwechselung Glucagon-like
Peptid 1 (GLP-1). GLP-1 und PYY stimulieren die Insulinsekretion in den [B-Zellen der
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Langerhans'schen Inseln. Zudem scheinen sie auf das hypothalamische Appetitzentrum
inhibierend zu wirken und gelten somit als Sattigungshormone [2]. Ebenfalls Zhou et al.
beschrieben eine verbesserte Glucosetoleranz in Mausen mit Diabetes, die eine Didt mit
definiertem Anteil von resistenter Stérke erhalten hatten [36]. In Studien an Nagetieren konnte
nachgewiesen werden, dass sich nach Einnahme von High-Amylose-Maisstirtke Typ 2
(HAMRS?2) die Zusammensetzung der bakteriellen Mikroflora des Zokums und die

Genexpression der Zellen der zokalen Schleimhaut deutlich verdandert hatten [34,37].

5.3 Der Wasserstoff- und Methanatemtest

Nicht-invasive Wasserstoff- und Methanatemtestverfahren finden international klinisch und in
der Forschung weit verbreitet Anwendung in der Diagnostik und Erforschung gastrointestinaler
Stoffwechselstorungen und chronischer gastrointestinaler Erkrankungen [22,83,89-91]. Die
internationale Literatur bietet derzeit jedoch nur wenig Publikationen, die explizit den Einfluss
einer gezielten Supplementation von RS auf die Wasserstoff- und Methanproduktion bei
gesunden Erwachsenen untersucht haben, obwohl die Effekte von RS auf die Modulation des
gastrointestinalen Stoffwechsels und der potentielle Nutzen auf die Darmgesundheit und in der
Priavention von sogenannten Zivilisationserkrankungen seit langem Gegenstand vieler Studien
und Publikationen sind [20,29,69,76,92-98]. Diese diinne Datenlage beziiglich der exhalativen
H:- und CHs-Konzentration nach Einnahme von RS verwundert angesichts der Erkenntnis, dass
H> und CH4 bei der anaeroben Fermentation von RS zu kurzkettigen Fettsduren wie Butyrat
und Propionat entstehen [34,89,95,99]. Die Ergebnisse der bekannten Publikationen zeigen
zudem eine breite Variabilitidt [24,100,101]. Eine mogliche Erkldrung und somit zugleich
Kritikpunkt bei der Anwendung von Hz- und CHas-Atemtestverfahren sind international
uneinheitliche Standards bei der Durchfithrung, Auswertung und Interpretation. Diese
Motivation stand im Zentrum des nordamerikanischen Consensus Meetings zu Hz- und CHs-
basierten Atemtestverfahren bei gastrointestinalen Funktionstorungen im Jahr 2017. Rezaie et
al. verdffentlichten im Anschluss an diese Konferenz 26 Statements mit Empfehlungen zur

Anwendung dieser Atemtestverfahren [91].

Eine Limitation der reinen H:-Atemtestverfahren ergibt sich bei sogenannten H>-Non-
Producern. 1994 beschrieb die Arbeitsgruppe um Corazza Fille von Malabsorption, in denen
Probanden nach Einnahme von Laktose keinen Wasserstoff produzierten. [10] Hier ergaben
Atemgasanalysen mit exklusiver Messung der H>-Konzentration falsch-negative Ergebnisse,

obwohl eine Verstoffwechselung der Zucker durch die Mikroflora des Darmes stattgefunden

59



hatte. Stattdessen war in diesen Fillen die Methankonzentration in den Atemtestproben mehr
als verdoppelt gewesen. Es wurde geschlussfolgert, dass einige Menschen nach bakterieller
Degradation von Zuckern im Darm zum groBeren Teil oder gegebenenfalls exklusiv Methan
statt Wasserstoff produzieren und tiber die Lungen abatmen. Ebenso kamen Rumessen et al.
ebenfalls 1994 zu dem Ergebnis, dass die Genauigkeit von semiquantitativen Messungen zur
Diagnose von Kohlenhydratmalabsorption verbessert wird, wenn bei Ausatmung Methan an
Stelle von oder zusitzlich zu Wasserstoff bestimmt wird. [102]. D"Angelo et al. bezifferten
2013 den Anteil auf bis zu 15% der untersuchten Patienten und Probanden, auf die diese durch
Corazza und Rumessen beschriebene Stoffwechselreaktion zuzutreffen scheint [83]. Etwa 5%
der Menschen gelten als H>-Non-Producer und CH4-Non-Producer auf Grund einer
physiologisch oder ggf. auch pathologisch bedingten verdnderten Mikroflora des Colons [83].
In diesen Fallen gibt es keine Indikation fiir die Durchfithrung eines H>- und CH4-Atemtests
und auch ein verlidngerter Untersuchungszeitraum bringt hier keine verwertbaren Ergebnisse
[83].

2015 konnten Chang et al. in ihrer Studie mit dem bis dahin groften Patientenkollektiv die
Erkenntnisse und Ergebnisse der zuvor genannten Autoren bestdtigen und verdeutlichen.
Untersucht worden waren 14.847 Patienten mit Verdacht auf ein SIBO (,,SIBO = small
intestinal bacterial overgrowth®). 5,4% waren Non-H>-Non-CHs-Producer. Von den
verbliebenen Patienten hatten 17,2% einen positiven CHs-Atemtest und deutlich niedrigere Ha-
Konzentrationen in den untersuchten Atemtestproben sowie einen geringeren Anstieg der Ha-

Konzentration insgesamt [22].

In unserer Studie zeigte sich nach Einnahme des Gemischs aus RS {iber einen Zeitraum von 15
Tagen kein signifikanter Einfluss auf die endexspiratorische Wasserstoff- und
Methankonzentration iiber einen Zeitraum von 6 Stunden nach Beginn des Analysezeitraums
im Vergleich zum Leerphase ohne Einnahme der RS (siche Abb. 6 und Abb. 7). Unsere
Ergebnisse bestitigen die Aussagen einer élteren Studie, die keine Verdnderung in der
exhalativen Hz- und CH4-Konzentration nach Kurzzeitsupplementation (3 Wochen) mit RS
feststellte [100]. Diesen Erkenntnissen gegeniiber stehen die Ergebnisse aus dem gleichen Jahr
veroffentlicht durch die Arbeitsgruppe um van Munster. Diese verglich die Wasserstoff- und
Methanexkretion nach der tiglichen Gabe von 45g nativer Maisstérke mit einem RS-Anteil von
62% (entspricht 28g) mit der nach téglicher Gabe von 45g Maltodextrin [101]. Eine signifikant
hohere Hp- Exkretion zeigte sich sowohl in der Gesamtstudiengruppe als auch in der nicht-

methanproduzierenden Untergruppe. In der Gruppe der Methanproduzenten war die H»-
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Konzentration nicht statistisch signifikant erhoht. Die Autoren erklérten dies mit einer
vermehrten Einspeisung des H> nach Fermentation im Colon in die Methanogenese und die
gesteigerte Methanproduktion bei diesen Studienteilnehmern. Dementsprechend zeigte sich in
dieser Studienteilpopulation die Methankonzentration nach Einnahme der RS signifikant erhdht

gegeniiber der Einnahme von Maltodextrin [101].

Auch wir hatten mit Beginn unserer Studie angesichts der Wege des Abbaus und der
Fermentation durch die anaerobe Flora des Colons einen signifikanten Einfluss des
verwendeten Gemischs aus RS auf die Wasserstoff- und Methanproduktion vermutet. Eine
mogliche Interpretation der nicht signifikanten Ergebnisse unserer Untersuchung ist die nicht
erfolgte Evaluation auf den mdglichen Status eines Hz-Non-Producers bzw. eines
iiberwiegenden Methanproduzenten, wie dies van Munster et al. getan hatten. Der
nordamerikanische Konsensus empfiehlt die 8-12-stiindige Nahrungskarenz vor der
Durchfiihrung des Atemtests [91]. Unsere Probanden waren angewiesen worden, die Leerwert-
Atemgasproben in jeder der beiden Studienphasen jeweils vor dem Friihstiick nach der
Nachtruhe zu entnehmen und erst im Anschluss ihr Friihstiick zu sich zu nehmen. Die
Einhaltung der Studienvorschriften wie dieser und allgemein erfolgte auf Vertrauensbasis
gegeniiber den Probanden. Die Entnahme der Atemgasproben erfolgte durch die Probanden in
der Héuslichkeit und damit ohne direkte Aufsicht durch unsere Arbeitsgruppe. Fehlerquellen
konnen demnach in diesem Bereich liegen. Die Probanden waren bei der Einweisung auch
geschult worden, die Atemgasproben nach einer etwa 5 Sekunden langen Phase des inspiratory
hold (tiefes Einatmen und anschlieBend Verweilen in diesem Zustand fiir etwa 5 Sekunden vor
Exspiration) zu entnehmen. D*Angelo et al. empfehlen zur Minimierung der Variabilitét die
CO»-Korrektur [83], die in dem von uns verwendeten Analyseverfahren mit dem Quintron
Breath Tracker SC® standardmidBig erfolgt. In derselben Publikation thematisiert die
Arbeitsgruppe die Dauer der Lagerung der Atemgasproben und kommt zu der Empfehlung,
dass eine Lagerung iiber 12h vermieden werden sollte, um eine Reduktion der Ho-
Konzentration durch Diffusion aus den Probenbehiltnissen zu verhindern [83]. Die Autoren
beschreiben jedoch die Aufbewahrung der Atemgasproben in iiblichen Einmalspritzen
verschlossen mit einem Kombistopfen. Wir verwendeten fiir die Sammlung der Atemgasproben
spezielle isolierte Atemtestbeutel mit Schlauchanschluss der Firma FAN GmbH. Der Hersteller
garantiert die Stabilitdt der in den Atemtestbeuteln gewonnen Atemgasproben bei richtiger
Lagerung (trocken, geschiitzt vor direkter Sonneneinstrahlung) fiir bis zu 7 Tage. Wir fiihrten

die Auswertung des H,-/CHs-Atemtest spitestens nach 24-36 Stunden durch.
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Erdrich et al. thematisierten 2021 in ihrer Publikation die orale Hygiene vor und wéhrend der
Durchfiihrung von Hz- und CHs-Atemtesten. Die Patienten, die sich mit Verdacht auf eine
Kohlenhydratmalabsorptionstdrung oder ein SIBO vorstellten, erhielten vor der Entnahme des
Leerwertes sowie je nach Studiengruppenzugehorigkeit vor und nach einer jeden
Atemprobenentnahme wéhrend des Untersuchungszeitraums eine Mundspiilung mit
Chlorhexidin. Signifikante niedrigere Ergebnisse ergaben sich beispielsweise in der
Ausgangskonzentration der H»-/CH4-Konzentration und in der Folge zeigten sich weniger
H>/CHs-Atemtests falsch negativ. Die Autoren schlussfolgerten, dass erhohte Leerwert-
Konzentrationen durch Einfluss der oralen Mikroflora, die auch methanogene Bakterien
enthalten konne, bedingt sein diirften [103]. Die orale Hygiene ist somit eine weitere
moglicherweise konfundierende Variable bei der Interpretation von Ho/CHs-Atemtesten. Die
Probanden unserer Studie flihrten selbststindig und individuell die iiblichen

Mundhygienemafinahmen durch.

5.4 Der BC-Atemtest und die orozokale Transitzeit

Die Entwicklung und Evaluation von nichtinvasiven diagnostischen Verfahren ohne Einsatz
radioaktiver Strahlung zur Bestimmung der orozdkalen Transitzeit (OzTz) steht spétestens seit
den 1980er Jahren im Fokus der Gastroenterologie und Ernédhrungsforschung. Insbesondere in
der Péddiatrie war das Bestreben grof3, moglichst wenig invasive und toxische Verfahren zur
Diagnostik gastrointestinaler Absorptionsstérungen und Motilitdtsstorungen bei diesen
vulnerablen Patienten anzuwenden. Mittlerweile, etwa 25 Jahre nach der Erstbeschreibung
durch Heine et al. [8], ist der Atemtest mit 3C-markierten Glycosylureiden zur Bestimmung
der OzTz ein sehr gut validiertes Standardverfahren und in der Stoffwechseldiagnostik
unentbehrlich geworden. Dem Forschungslabor an der Universitétskinderklinik Rostock gelang
seit 1997 die Etablierung des !*C-Laktoseureids (*C-LU) als Tracersubstanz fiir nichtinvasive
diagnostische Atemtestverfahren und die Bestimmung der OzTz [9]. Weitere internationale
Arbeitsgruppen konnten die Erkenntnisse der Rostocker Arbeitsgruppe bestitigen [73,74]. Es
folgten Studien, in denen unterschiedliche '3C-Glycosylureide als Tracersubstanz zur
Bestimmung der OzTz verwendet wurden [68] sowie der Einfluss einer mdglichen
Enzyminduktion des Enzyms Glucoseureidhydrolase (GU-Hydrolase) untersucht wurde
[66,68,70]. Dabei zeigte sich, dass auch eine niedrige Dosierung eines unmarkierten

Glycosylureids ausreichend und effizient zur Induktion der GU-Hydrolase ist.
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Die aus den genannten Publikationen gewonnenen Erkenntnisse iliber die Bestimmung der
OzTz mittels '*C-LU und den Mechanismen der Enzyminduktion der GU-Hydrolase nutzten
wir in dieser Studie bei der Anwendung der Verfahren zur Bestimmung des Einflusses einer
definierten Supplementation des Gemisches aus RS iiber einen Zeitraum von 15 Tagen auf die
OzTz. Nach Einnahme der RS zeigte sich wie erwartet eine um 95min verlédngerte OzTz (LV:
301,58 +/- 84,52 min.; SV: 396,67 +/- 200,73 min.). Dieser Effekt war in der statistischen
Auswertung signifikant. Die genauere Betrachtung der groBen Standardabweichung,
insbesondere in der SV, ldsst eine grofe interindividuelle Variabilitéit der Stoffwechselreaktion
der Probanden sehr wahrscheinlich erscheinen. Dies bestdtigt die Ergebnisse von Beideck (geb.
Mix), in deren Studie unterschiedliche Glycosylureide zur Induktion der GU-Hydrolase
untersucht worden waren. Bei 4 Probanden in unserer Studie zeigte sich ein reverser Effekt,
d.h. die OzTz war nach der Interventionsphase der Studie (SV) kiirzer als nach der LV. Ob dies
ein Ausdruck einer Variante der Stoffwechselreaktion auf die Einnahme der RS ist oder
moglicherweise Fehler beim Befolgen der Studienanweisungen oder der Entnahme der
Atemgasproben ursdchlich sind, ldsst sich an dieser Stelle nicht benennen. Bei 2 Probanden
zeigte sich zudem kein Effekt auf die OzTz nach Einnahme der RS. Auch hier ist der Raum fiir
verschiedene Interpretationen gegeben. Handelte es sich um Durchfiihrungsfehler seitens der
Probanden? Gibt es moglicherweise Non-Responder beziiglich des Einflusses des Gemischs
aus RS auf die OzTz? Waren die Probanden auf Grund ihrer individuellen
Erndhrungsphilosophie bereits an eine ausgeprégt starke ballaststoffreiche Erndhrung adaptiert,
sodass eine tdgliche Supplementation von 30g RS {iber einen Zeitraum von 15 Tagen keinen
Effekt auf die OzTz bewirkte? Vorgéngerstudien aus der Arbeitsgruppe Gastroenterologie und
Erndhrung der Universitdtskinderklinik in Rostock hatten das Friihstiick und das Mittagessen
am Tag der Tracereinnahme und des !’C-Atemtests standardisiert und vorgegeben (z.B.
[66,68,98,104]). In diesem Punkt unterscheidet sich unser Studiendesign von den genannten
Vorgéngerstudien. Zu Beginn der Studie hatten wir uns dafiir entschieden, den Probanden
wihrend der Studienteilnahme keine expliziten Vorgaben zur Erndhrungsgestaltung
aufzuerlegen. Die individuelle bis dahin gepflegte Erndhrungsphilosophie sollte lediglich iiber
beide Studienphasen konstant gehalten werden und sich an den Empfehlungen der WHO und
der DGE orientieren [26]. Auf diese Weise sollte eine Stoffwechselumstellung und
insbesondere eine verdnderte Darmmotilitdt als Reaktion auf eine speziell fiir die
Studienteilnahme erfolgte Erndhrungsumstellung als konfundierende Variable vermieden

werden.
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Die in unseren Untersuchungen ermittelte durchschnittliche OzTz in der Leerphase ist mit 300
Minuten (entsprechend 5 Stunden) vergleichbar der Versuchsreihen mit Enzyminduktion der
benannten Vorgingerstudien [66,70,73,104]. Die ermittelte signifikante Verldngerung der
OzTz in der SV ist somit auf die Einnahme der RS und deren Einfluss auf die
Stoffwechselaktivitéit des Colons sowie auf die intestinale Motilitit zuriickzufiihren. Hier diirfte
insbesondere die fiir Ballaststoffe typische verzogernde Wirkung auf die Digestion
verantwortlich sein. Dies ist auch aus dem Verlauf der Kurven im Diagramm {iber die
gemessene 3CO»-Héufigkeit nach Abbau des '3C-LU durch die GU-Hydrolase zu erkennen.
Der Graph der SV zeigt einen spéteren, langsameren Anstieg, eine lingere Plateauphase und
eine verzogerte Riickkehr zum Ausgangsniveau. Der Vergleich der 1*C-CPDR 14 Stunden nach
Einnahme des Tracers C-LU zeigt zu diesem Zeitpunkt eine signifikant niedrigere
Wiederfindungsrate des stabilen Isotops in der SV gegeniiber dem LV. Dieses Ergebnis
verdeutlicht die verzogerte Digestion nach Einnahme der RS, da mit dem Ende des
Untersuchungszeitraums von 14 Stunden nach Einnahme des Tracers die '*C-Anreicherung
wihrend der Exhalation deutlich niedriger ist als im Vergleich zu LV. Dies erlaubt die
Interpretation, dass die Metabolisierung der Tracersubstanz im SV zu diesem Zeitpunkt noch
fortdauert und daher das *CO» als Stoffwechselprodukt noch nicht wieder in so hoher
Konzentration in der Ausatemluft erscheint. Die Ergebnisse der kumulativen prozentualen
Exhalation des '*C im LV (32,17%/h) unserer Untersuchung sind vergleichbar mit den
Ergebnissen der Versuchsreihen mit Induktion aus der Studie von Beideck (geb. Mix) und
bestitigen diese [66]. In der Betrachtung der Graphen der Darstellung der '*C-Anreicherung ist
zu erkennen, dass die Kurven zum Ende des Untersuchungszeitraumes beginnen abzuflachen
mit einem Vorsprung fiir die Kurve der LV wohingegen der Verlauf der Kurve des SV
langsamer erfolgt. Das Plateau wurde in beiden Studienphasen noch nicht erreicht. Bei einer
langeren Untersuchungsdauer ist zu erwarten, dass sich die Graphen stetig weiter anndhern und
schlieBlich auf einem Niveau verlaufen. Die Gesamtexhalation des '*CO, diirfte insgesamt
weder von der Enzyminduktion [66] noch von der Einnahme der RS beeinflusst werden. Uber
die verzogerte Digestion verldngert sich jedoch der Zeitraum bis zur Wiederfindung des *CO»

in der Ausatemluft.
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5.5 Die '5N- und 'SNH;-Elimination

Ein Ziel dieser Studie war, unter Anwendung des Laktose-['’N:]ureids als Tracersubstanz, den
Einfluss und die Effekte der Supplementation von RS auf den Stickstoff-(N-) metabolismus des
Colons zu untersuchen. Besonderes Interesse galt hierbei dem Einfluss der Einnahme des
Gemisches aus RS auf die entgiftungsfordernden Stoffwechselvorginge im Colon. Der
mikrobiellen Flora des Colons obliegt unter anderem der Abbau von unverdauten Proteinen zu
kurzkettigen Fettsduren (SCFA = ,short chain fatty acids®). Hierbei entstehen in gewissen
Mengen auch potenziell toxische Metabolite wie z.B. Ammoniak. [16,65,93,105].
Publikationen der vergangenen Jahre legen nahe, dass die Fermentation von RS durch die
mikrobielle Flora des Colons insbesondere iiber die Bildung von Butyrat zu einer Senkung des
luminalen pH-Werts und zu einer Hemmung der bakteriellen Proteaseaktivitét fithrt [106,107].
Hieraus folgt eine vermehrte Stickstoffinkorporation durch die Darmbakterien und eine
gesteigerte Stickstoffelemination iiber die Faeces. In der Konsequenz wird weniger Stickstoff
und Ammoniak iiber die Darmschleimhaut resorbiert und renal eliminiert [16,65,105-107].
Jackson et al. befassten sich genauer mit dem Verbleib des '°N nach oraler Einnahme eine
bestimmten Menge der Tracersubstanz doppelt markierten Laktose-['’NzJureid nach der
Fermentation durch die Mikroflora des Colons [75]. Sie konnten darstellen, dass 73% des "N
im Colon, am ehesten in Form von Ammoniak, primér absorbiert und iiber die verschiedenen
Stoffwechselprozesse metabolisiert werden. Von diesen 73% werden etwa !/3 zu einfach '>N-
markiertem Harnstoff umgewandelt und renal ausgeschieden. /3 aus diesem Pool verbleiben
nach den Autoren im Korper und werden im Organismus weiterverwendet. Weitere 5% des '°N
werden in Form von doppelt 1’N-markiertem Harnstoff {iber den Urin ausgeschieden. Demnach

werden 22% des N iiber die Faeces eliminiert [75].

Geboes et al. zeigten im Vergleich der renalen '’N-Exkretion zwischen einer Leerphase und
der Einnahme von Inulin (einem nicht verdaubaren jedoch durch die mikrobielle Flora des
Colons fermentierbaren Prebiotikum) eine signifikante Reduktion nach Einnahme des Inulins.
Konsistent hierzu fanden sie eine gesteigerte faecale >N-Exkretion, die jedoch nicht statistisch
signifikant war [16]. Cloetens et al. bestitigten die Ergebnisse von Geboes et al. hinsichtlich
der renalen "N-Exkretion nach der Supplementation von RS3 [67]. Wutzke und Zipprich
gelang es, eine signifikante Reduktion der '’N-Urin- Exkretion im Vergleich LV versus KFS,
KFS versus kommerziell erhédltliche probiotische Joghurts (LC1) sowie WPS versus LC1 [64]
zu zeigen. Des Weiteren gelang es den Autoren dieser Studie, eine statistisch signifikante

Reduktion der renalen '"NH;3-Anreicherung nach Einnahme von KFS zu belegen [64]. Eine
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statistisch signifikante konsistente Steigerung der faecalen 'N-Exkretion konnte nicht gezeigt
werden. Wutzke und Scholiibbers replizierten die Ergebnisse der oben genannten Studien und
konnten zeigen, dass auch ein Gemisch aus KFS (RS1), WPS (RS2) und LC1 eine statistisch
signifikant reduzierte renale !'N-Exkretion sowie eine signifikant reduzierte 'NH;-
Anreicherung bewirken [65]. Wutzke und Tisztl erhielten bei dem Vergleich der '"N-Urin-
Exkretion {iber 48 Stunden sowie der "NHs-Exkretion tiber 24 Stunden jeweils signifikant
reduzierte Ergebnisse nach der Supplementation verschiedener Typen RS. Analog zu den
Vorgingerstudien war auch hier die faecale '"N-Exkretion nicht signifikant erhéht [76].
Zusammengefasst belegen die benannten Studien, dass die Anwendung von doppelt-
markiertem Laktose-['’N>]ureid eine geeignete und niitzliche Methode ist, den Einfluss
verschiedener Kohlenhydrate auf den Harnstoff- und Stickstoffmetabolismus im proximalen

Colon nichtinvasiv zu untersuchen [16,17,64,65,67,75,76].

Die Ergebnisse der renalen '"N-Exkretion 48 Stunden nach der Tracereinnahme in unserer
Studie bestétigen die Ergebnisse der Vorgéngerstudien der Arbeitsgruppe sowie internationaler
Studien [16,64,65,67,76]. Wir konnten zeigen, dass auch die Einnahme eines Gemisches aus
unterschiedlichen resistenten Stirken mit einem Anteil von 46,7% RS Typ 2, etwa 4% RS Typ
1 und einem Ballaststoffgehalt von mindestens 40% die renale 'N-Exkretion statistisch
signifikant senkt und somit ein Stickstoff- und Ammoniak-entgiftender Einfluss der RS im
Colon sehr wahrscheinlich ist. Dies verdeutlichen auch unsere Ergebnisse mit der Tendenz
einer reduzierten ’NH3-Anreicherung im Urin trotz fehlender Signifikanz. In unserer Studie ist
nicht gelungen, eine in der Konsequenz zu erwartende Steigerung der faecalen "N-Exkretion
statistisch signifikant zu belegen. Die Schwierigkeit, valide und signifikante Ergebnisse bei der
Gewinnung und Auswertung der Faecesproben zu erhalten und in der Folge die in negativer
Korrelation erwartete Zunahme der faecalen '’N-Exkretion in Probandenstudien zu belegen, ist
in den hierzu forschenden Arbeitsgruppen seit Léngerem bekannt. Bereits hdufig beschriebene
Fehlerquellen sind die vollstindige Gewinnung jeder Stuhlprobe iiber einen Zeitraum von 3
Tagen, die suffiziente manuelle Homogenisierung der Probe, das exakte Auswiegen des
Gewichts mit DIN-genormten iiblichen Haushaltswaagen und das sofortige Einfrieren zu jeder
Zeit nach Standard zu gewéhrleisten [64-66,69,76]. Dies bestitigten auch unsere Probanden.
Um diese Fehlerquellen bei der Probengewinnung, der Protokollierung und der geforderten
Aufbewahrung bzw. bei den Transportkriterien zu minimieren, hétten die Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe die Probanden bei all diesen Schritten jeweils tiber mehrere Tage begleiten und

beaufsichtigen miissen. Hier ergibt sich sehr schnell die Frage nach der Umsetzbarkeit und der
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VerhidltnisméBigkeit der den freiwilligen Probanden zumutbaren Eingriffe in die intimste
Privatsphdre. Wir entschieden uns fiir eine ausfiihrliche Aufkldrung und Instruktion der
Probanden vor Beginn der Studie und hielten jederzeit einen Ansprechpartner aus unserer
Arbeitsgruppe verfiligbar. Dies ermdglichte eine zufriedenstellende Vertrauensbasis beiderseits

und fiihrte zu einer guten Compliance der Probanden.

Die in unserer Studie gefundene statistisch signifikant reduzierte Gesamt-'>N-Exkretion im SV
iiber die beiden analysierten Medien Urin und Faeces zusammenbetrachtet stellt ein
iiberraschendes Ergebnis dar und war so nach Kenntnis der Ergebnisse aus der internationalen
Literatur nicht erwartet worden. Es ist davon auszugehen, dass dieses signifikante Ergebnis in
Folge des konfundierenden Einflusses der interindividuellen Variabilitdt der Messergebnisse
unserer Probanden (siehe Tabelle 13) im Zusammenspiel mit den Fehlerquellen bei der
Probengewinnung des Mediums Faeces (siche oberer Abschnitt) entstanden ist und somit als
falsch positiv gewertet werden sollte. Unsere These hatte gelautet, dass nach der Einnahme des
Gemisches aus RS die renale 'N-Exkretion wie ermittelt signifikant sinkt und eine
Verschiebung zu einer gesteigerten faecalen '"N-Exkretion als messbares Korrelat zu einer
gesteigerten Stickstoffinkorporation durch die mikrobielle Flora des Colons erfolgt. Durch die
negative Korrelation zwischen '"N-Urin- und '"N-Faeces-Exkretion sollte die Gesamt-'SN-
Exkretion konstant sein [16,17,66,76]. Unsere Ergebnisse zeigen eine minimale und statistisch
nicht signifikante Reduktion der faecalen '>N-Exkretion. Die benannte negative Korrelation
zwischen renaler und faecaler "N-Exkretion vorausgesetzt, wire eine Erhdhung der faecalen
N-Exkretion notwendig gewesen, um das Gleichgewicht der Gesamt-'">N-Exkretion
statistisch belegen zu kdnnen. Unter Beriicksichtigung der bereits angefiihrten Fehlerquellen
bei Gewinnung der Stuhlproben und deren konfundierenden Einfliissen, kann in vivo mit grofer
Wabhrscheinlichkeit von einem Gleichgewicht der Gesamt-'>N-Exkretion ausgegangen werden.
Eine Retention des Markers "N im Stickstoffpool des Menschen ist hingegen nicht

wahrscheinlich, wie die genannten Vorgangerstudien bereits belegt haben.

Unsere Ergebnisse unterstreichen frithere Erkenntnisse insbesondere aus den Arbeitsgruppen
in Rostock und Leuven [16,17,57,63-65,69,70,76], dass oral verabreichtes '"N>-LU eine
geeignete, validierte und insbesondere gut vertrdgliche Tracersubstanz fiir die nichtinvasive
Untersuchung des Stickstoffmetabolismus des Colons ist. Zudem konnten wir den positiven
Einfluss des von uns verabreichten Gemisches aus ballaststoffreichen und amylosehaltigen
resistenten Stirken auf die Stickstoffelimination und die Ammoniakentgiftung im Colon

belegen. Der statistisch signifikante Nachweis, dass es nach Verabreichung von resistenten

67



Stirken iiber die vermehrte Stickstoffinkorporation der mikrobiellen Flora des Colons zu einer
gesteigerten 'SN-Exkretion iiber die Faeces kommt, wihrend die renale 'N- und 'NH;-
Exkretion sinkt, konnte auch durch unsere Studie nicht erbracht werden. Hierfiir bedarf es
weiterer Studien mit insbesondere exakteren Moglichkeiten der Homogenisierung der

Stuhlproben.

5.6 Die renale und faecale ¥C-Exkretion

Unsere Ergebnisse haben ergeben, dass die renale wie die faecale '*C-Exkretion durch die
Einnahme des Gemisches aus RS nicht statistisch signifikant beeinflusst wird. Die renale '3C-
Exkretion 48h nach Tracereinnahme ermittelten wir mit 14,8% (LV) bzw. 16,5% (SV). Hier
stimmen unsere Ergebnisse mit den Erkenntnissen einer fritheren Studie {iberein, nach denen
zu erwarten ist, dass ein Anteil von 15% der Dosis der Tracersubstanz *C renal eliminiert wird.
Demgegeniiber soll die 'C-CPDR {iiber die Ausatemluft 85% betragen [108]. Unsere
Ergebnisse zeigen eine *C-CPDR nach 14h von 32,17% +/-SD im LV bzw. 26,19% +/-SD im
SV. Im Vergleich zu Morrison et al. [108], die die '*C-CPDR iiber einen Zeitraum von 20
Stunden ermittelt hatten, betrug unser Analysezeitraum nur 14 Stunden, sodass die absoluten
Messwerte nicht miteinander vergleichbar sind. Morrison et al. hatten aus ihren
Studienergebnissen zudem geschlussfolgert, dass der Tracer '*C nicht iiber die Faeces
ausgeschieden wird, hatten die faecale '3C-Exkretion jedoch nicht bestimmt. Wir konnten
ermitteln, dass von der Einnahme des Gemisches aus RS unbeeinflusst — etwa 8% des '3C nach
72 Stunden in den Faeces erscheinen. Dieser Wert bestétigt in seiner Dimension die Ergebnisse
von Beideck (geb. Mix), die ebenfalls die faecale '*C-Exkretion nach Verabreichung von

[13C;'PN]-LU als Tracersubstanz bestimmt hatte [66].

Die Gesamt-'3C-Elimination iiber die untersuchten Medien Ausatemluft, Urin und Faeces
unserer Studie betrug 55,03% im LV gegeniiber 51,11% im SV und ist in Bezug auf den LV
vergleichbar mit den Ergebnissen von Beideck (geb. Mix) [66]. Da sich die renale und faecale
3C-Exkretion im Vergleich der beiden Studienphasen nicht signifikant unterscheiden, ist die
Reduktion der Gesamt-'3C-Elimination auf den bereits unter 5.3 diskutierten verzogernden
Einfluss der resistenten Stédrke auf die Digestion und die damit verbundene Rechtsverschiebung
der BC-CPDR im CO;-Atemtest zuriickzufiihren. Weiterhin nicht detailliert erforscht ist,
welcher Anteil des '3C jeweils iiber einen bestimmten Pfad der komplexen Stoffwechselwege
eliminiert wird und welchen Einflussfaktoren hier eine Bedeutung zukommt. Einflussfaktoren

konnten die korperliche Aktivitit wiahrend des Analysezeitraums und der Anteil an 1*C, der in
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vivo irreversibel den Bicarbonatpool erreicht, sein [108]. Als belegt gilt in der internationalen
Fachliteratur, dass der {iberwiegende Anteil des Tracers '3C exhalativ in Form von 3CO,
eliminiert wird [8,9,66,68,75,108]. Morrison et al. wendeten in ihrer Studie Korrekturfaktoren
fiir das Level der physischen Aktivitit und die Bicarbonat-Exhalation bei der CPDR an.
Resultierend hieraus erhielten sie eine Gesamt-'*C-Exhalation von gerundet 96% [108].

Korrekturfaktoren kamen in unserer Auswertung der Studienergebnisse nicht zur Anwendung.
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6 Zusammenfassung

Ziel unserer Studie war, neue Erkenntnisse tliber den Einfluss ballaststoffreicher resistenter
Stiarken auf den Stickstoffmetabolismus und die Ammoniakentgiftung im Colon sowie auf die
Darmmotilitdt und die Digestion iiber die Bestimmung der orozdkalen Transitzeit zu erlangen.
Zudem interessierte uns der Einfluss der Supplementation unseres Stirkegemisches auf die
Wasserstoff- und Methanbildung durch die anaerobe Flora des Colons. Es handelte sich um
eine Studie, die an freiwilligen Probanden durchgefiihrt wurde, die bereit waren, sich iiber einen
Zeitraum von knapp 6 Wochen zur Verfligung zu stellen, die resistente Stirke als
Trockensubstanz zu sich zu nehmen und die aufwendige Probengewinnung durchzufiihren.
Angesichts dieser Umstidnde sollte die Untersuchungsverfahren ausnahmslos nichtinvasiv
erfolgen. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen bestitigen, dass Laktose-[!*Clureid und
Laktose-[!°Nz]ureid valide und sehr gut vertrigliche Tracersubstanzen fiir die nichtinvasive

Untersuchung der OzTz bzw. des Stickstoff-und Ammoniakmetabolismus im Colon sind.

Erneut ist es nicht gelungen, in einer Probandenstudie an Freiwilligen die aus einer Reduktion
der renalen N-Exkretion bereits in mehreren Studien geschlussfolgerte gesteigerte 'N-
Exkretion nach 72-stiindiger Probengewinnung iiber die Faeces nach Supplementation
resistenter Stirken statistisch signifikant zu belegen. Als Hauptfehlerquelle ist hierbei die nicht
exakt zu gewihrleistende manuelle Homogenisierung der Stuhlproben zu benennen.
Weiterfithrende Forschung sollte daher die Bemiihungen intensivieren, dieses Verfahren unter

Beriicksichtigung der Zumutbarkeit fiir die Probanden zu optimieren.

Bisherige Studien hatten den entgiftungsfordernden Einfluss der Prebiotika und der zu diesen
gehorenden resistenten Stirken in Studiendesigns untersucht, die jeweils Monosubstanzen
miteinander und/oder mit einer Leerphase verglichen hatten [16,17,64,65,67,69,76]. Die
Verwendung des von uns gewdhlten Gemisches aus drei verschiedenen Stirken, die sich im
Anteil der Typen RS und zu dem im Ballaststoffanteil unterscheiden, ergab vergleichbare
Ergebnisse in Bezug auf den Einfluss auf die Stickstoff- und Ammoniakelimination tiber den
Urin und die Faeces. Wir konnten belegen, dass die OzTz nach Einnahme unseres
Stiarkegemisches signifikant verldngert wird und schlussfolgern, dass ballaststoffreiche
resistente Starken die Digestion im Colon verzogern. In unserer Studie zeigte sich zudem, dass
die Hz-und CH4-Bildung durch Fermentationsprozesse anaerober Bakterien des Colons durch
die hochdosierte Supplementation der RS nicht beeinflusst wird. Die kombinierte, komplexe

Untersuchung des Einflusses des Stirkegemisches auf die Fermentationsprozesse im Colon ist
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in dieser Form in der internationalen Literatur bisher nicht beschrieben und stellt daher ein
Novum dar. Unsere Ergebnisse diirften die bisher erlangten Erkenntnisse hierzu erweitern und
verdeutlichen die Notwendigkeit, in zukiinftigen Studien die komplexen Zusammenhénge und

Stoffwechselpfade der Fermentation resistenter Stirken weiter zu untersuchen.

Das in unserer Studie verwendete Gemisch aus RS spiegelt die Alltagsrealitét mit einer in der
Bevolkerung iiberwiegend konsumierten Mischkost iiberzeugender wider als die in den
erwdhnten Vorgingerstudien verabreichten Monosubstanzen. Unsere Ergebnisse leisten daher
einen wichtigen Beitrag zu einer besseren 6kologischen Validitit der resistenten Stirken, das

heif}t sie verbessern die Giiltigkeit der Forschungsergebnisse fiir das Alltagsgeschehen [109].
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10.

Thesen

Resistente Stirken sind ballaststoff- und amylosereiche Prebiotika, die im Colon
durch die mikrobielle Flora fermentiert werden. Hierbei kommt es zur Bildung von
kurzkettigen Fettsiuren, insbesondere Butyrat, die zu einer Senkung des luminalen
pH-Werts und der Hemmung der bakteriellen Proteaseaktivitit im Colon fiihren.
Dies fordert die vermehrte Stickstoffinkorporation in die Diinndarmbakterien.
Durch die vermehrte Stickstoffinkorporation in die Darmbakterien sinkt die renale
Stickstoff- wund Ammoniakexkretion. Konsekutiv ist eine gesteigerte

Stickstoffexkretion iiber die Faeces zu erwarten.

Laktose-["*N]ureid ist eine geeignete und validierte Tracersubstanz zur Beurteilung

des Stickstoffmetabolismus im Colon.
Die Senkung der renalen SN-Exkretion im Urin war statistisch signifikant.

Bei der Fermentation von resistenten Stirken im Colon entstehen neben kurzkettigen
Fettsiuren die Abbauprodukte Wasserstoff (H2) und Methan (CHa), die exhalativ
eliminiert werden und deren Konzentration in der Ausatemluft durch

Gaschromatographie gemessen werden kann.

Die Supplementation von resistenten Stirken und deren Fermentation im Colon fiihrt

nicht zu einer signifikant erhohten Konzentration von H; und CHa.

Laktose-[13Clureid ist eine validierte und gut erforschte Tracersubstanz fiir die

Bestimmung der orozokalen Transitzeit (OzTz) des Menschen.

Laktose-['3CJureid und Laktose-['°N;]ureid werden wiihrend der Diinndarmpassage
durch das Enzym B-Galactosidase in Galactose und Glukose-['*C]- bzw. Glukose-
['*NzJureid gespalten. Die glykosylureidische Bindung ist resistent gegeniiber den

hydrolysierenden Enzymen des Diinndarms.

Das nach Abspaltung der Galactose aus Laktose-['*Clureid bzw. Laktose-['>N;]ureid
entstandene Glukose-['3C]- bzw. Glukose-['">NzJureid gelangt ohne weitere
Verstoffwechselung in das Zokum. Dort wird die glykosylureidische Bindung durch
das Enzym Glucoseureid-Hydrolase des Darmbakteriums C. innocuum gespalten. Es

entstehen Glucose und [*C]- bzw. ['*N;]-Harnstoff.

Der mit den stabilen Isotopen markierte Harnstoff wird iiber das Enzym Urease der

mikrobiellen Flora in *CO; und 'NH3 gespalten. *CO; wird exspiratorisch
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

eliminiert, wihrend '>’NH3 iiber den Stickstoffmetabolismus entweder iiber den Urin

oder die Faeces eliminiert wird.

Der 3CO:-Atemtest mit Laktose-['*Clureid ermoglicht nach vorangegangener
Induktion des Enzyms Glucoseureid-Hydrolase mit unmarkiertem Laktoseureid die

zuverlissige und nichtinvasive Bestimmung der OzTz.

Das verwendete Gemisch aus resistenten Stirken bewirkte eine signifikante
Verlingerung der OzTz. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass

ballaststoffreiche und amylosehaltige resistente Stirken die Digestion verzogern.

Fiir die Enzyminduktion ist eine Dosis von 3x200mg unmarkiertes Laktoseureid -

verabreicht am Tag vor der Tracereinnahme - ausreichend.

Eine Signalverstirkung nach Enzyminduktion ist fiir den CO;-Atemtest zur

Bestimmung der OzTz belegt worden.

Die interindividuelle Variabilitit der Probanden ist eine wahrscheinlich

konfundierende Variable und kann einen Einfluss auf die Studienergebnisse haben.

Die Verwendung eines Gemischs aus verschiedenen resistenten Stirken mit einem
hohen Ballaststoff- und Amylosegehalt verbessert die okologische Validitit der

resistenten Stirken im Vergleich zu einer Supplementation von Monosubstanzen.

Anhand der statistisch nicht signifikanten Vorschalttests, die zur Evaluation des
Studiendesigns vorgenommen wurden, konnte zweifelsfrei belegt werden, dass eine
Auswaschphase von 5 Tagen zwischen den beiden Studienphasen ausreichend ist.
Hierbei spielt die Reihenfolge, in der die Studienphasen absolviert wurden, keine

Rolle.

Die kombinierte, komplexe Untersuchung des Einflusses des Stirkegemischs auf die
Fermentationsprozesse im Colon ist in dieser Form in der internationalen Literatur

bisher nicht beschrieben und stellt daher ein Novum dar.
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Anhang

Wasserstoffexhalation Leerphase (LV)
Messzeitpunkt . ) , Std.- ,

(min] N Minimum Maximum Mittelwert Abweichung Varianz
Leerwert 18 3,00 39,00 13,5556 10,29690 106,026
30 18 2,00 46,00 13,9722 12,53052 157,014

60 18 3,00 29,00 12,0278 7,63597 58,308

90 18 2,00 36,00 9,7778 7,84073 61,477

120 18 2,00 32,00 8,3889 6,59223 43,458
150 18 3,00 23,00 7,5556 4,91363 24,144

180 18 1,00 21,00 7,6389 5,26868 27,759

210 18 2,00 17,00 8,1481 4,68964 21,993

240 18 3,00 29,00 10,9167 8,17502 66,831
270 18 2,00 44,00 13,4814 13,33895 177,927
300 18 3,00 63,00 16,6111 19,28162 371,781
330 18 3,00 61,00 16,7037 17,09095 292,100
360 18 3,00 56,00 16,1111 14,19254 201,428

Methanexhalation Leerphase (LV)
Messzeitpunkt o ) ) Std.- )

(min] N Minimum Maximum Mittelwert Abweichung Varianz
Leerwert 18 2,00 34,00 10,4444 9,02430 81,438
30 18 2,00 30,00 11,1111 9,94626 98,928
60 18 1,00 51,00 11,2778 13,01947 169,507

90 18 2,00 28,00 9,5556 9,00472 81,085
120 18 2,00 27,00 8,8889 8,25967 68,222
150 18 2,00 29,00 8,1667 8,48701 72,029
180 18 1,00 24,00 8,1389 7,67694 58,935
210 18 1,00 25,00 7,8611 7,70371 59,347
240 18 3,00 27,50 8,1944 7,20935 51,975
270 18 2,00 39,00 8,6389 9,39306 88,230
300 18 2,00 35,00 9,5000 9,75132 95,088
330 18 2,00 39,00 9,4722 9,95057 99,014
360 18 2,00 31,00 9,3333 9,95874 99,176
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Wasserstoffexhalation Interventionsphase (SV)

Messzeitpunkt

Std.-

(min] N Minimum Maximum Mittelwert Abweichung Varianz
Leerwert 18 3,00 53,00 16,4444 13,04843 170,261
30 18 3,00 42,00 16,3611 12,28558 150,935

60 18 3,00 36,00 14,8611 11,29785 127,641

90 18 3,00 26,00 12,1667 8,67213 75,206
120 18 3,00 18,00 9,3611 5,66155 32,053
150 18 2,00 36,00 10,3333 8,69753 75,647
180 18 3,00 25,00 9,7222 6,64039 44,095
210 18 2,00 22,00 9,0000 5,67761 32,235
240 18 2,00 28,00 9,6111 6,54522 42,840
270 18 3,00 46,00 12,6944 12,09173 146,210
300 18 2,00 33,00 13,5556 9,40727 88,497
330 18 3,00 67,00 16,8333 17,29417 299,088
360 18 3,00 55,00 15,7500 13,07248 170,890

Methanexhalation Interventionsphase (SV)
Messzeitpunkt .. ) , Std.- ,

(min] N Minimum Maximum Mittelwert Abweichung Varianz
Leerwert 18 1,00 31,00 10,3333 9,62228 92,588
30 18 1,00 32,00 10,0000 10,23259 104,706

60 18 1,00 38,00 10,2778 11,07624 122,683
90 18 1,00 37,00 9,5000 10,60105 112,382
120 18 1,00 33,00 8,6944 10,10698 102,151
150 18 1,00 33,00 9,4444 10,47811 109,791
180 18 2,50 40,00 9,8611 11,74459 137,935
210 18 1,00 37,00 9,5000 10,80441 116,735
240 18 3,00 40,00 9,8889 11,58035 134,105
270 18 1,00 35,00 9,4444 10,17623 103,556
300 18 1,50 27,00 9,1389 8,92420 79,641
330 18 2,00 27,00 9,5000 8,52850 72,735
360 18 2,00 26,00 9,3611 8,37329 70,112
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Wasserstoffexhalation: t-Test bei unabhéngigen Stichproben zur statistischen Untersuchung

auf das Vorliegen eines Carryover-Effekts (Summen der Messzeitpunkte) und eines

signifikanten Einflusses der Intervention (Differenzen der Messzeitpunkte) fiir normalverteilte

Parameter

Levene-Test der

Messzeitpunkt . . . T-Test fiir die Mittelwertgleichheit
Varianzgleichheit
Signifikanz Signifikanz. (2-seitig)

Leerwert (Differenz) 077 ,561
Leerwert (Summe) ,992 ,288
30min (Differenz) ,804 ,607
30min (Summe) ,538 ,715
60min (Differenz) ,789 415
60min (Summe) ,365 951
90min (Differenz) ,480 ,368
90min (Summe) ,853 ,605
120min (Differenz) ,212 ,566
150min (Differenz) ,929 ,209
180min (Differenz) ,589 ,259
210min (Differenz) ,878 ,628
210min (Summe) ,497 ,611
240min (Differenz) ,498 ,550
360min (Differenz) ,265 ,840

Wasserstoffexhalation: Mann-Whitney-U-Test bei nicht-normalverteilten Parametern

Messzeitpunkt

Mann-Whitney-U

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

120min (Summe)
150min (Summe)
180min (Summe)
240min (Summe)
270min (Differenz)
270min (Summe)
300min (Differenz)
300min (Summe)
330min (Differenz)
330min (Summe)

360min (Summe)

32,000
35,000
24,000
39,000
37,500
34,500
38,000
33,000
39,000
32,500
29,000

477
,056
,154
929
,824
,025
,859
,534
929
,505
,328
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Methanexhalation: t-Test bei unabhéngigen Stichproben zur statistischen Untersuchung auf

das Vorliegen eines Carryover-Effekts und eines signifikanten Einflusses der Intervention bei

normalverteilten Parametern

Messzeitpunkt Levene-Test der Varianzgleichheit | T-Test fiir die Mittelwertgleichheit
Signifikanz Signifikanz
60min (Differenz) ,306 ,576

Methanexhalation: Mann-Whitney-U-Test bei nicht-normalverteilten Parametern

Messzeitpunkt Mann-Whitney-U-Test Signifikanz
Leerwert (Differenz) 35,500 ,685
Leerwert (Summe) 16,500 ,036
_ 60min (Summe) 23,000 ,130
90min (Differenz) 37,000 ,788
90min (Summe) 12,500 ,014
120min (Differenz) 35,000 ,654
120min (Summe) 19,500 ,068
150min (Differenz) 35,000 ,653
150min (Summe) 16,500 ,036
180min (Differenz) 29,500 ,347
180min (Summe) 19,000 ,061
210min (Differenz) 26,000 ,207
210min (Summe) 21,000 ,089
240min (Differenz) 35,500 ,687
240min (Summe) 21,500 ,098
270min (Differenz) 32,500 ,502
270min (Summe) 24,500 ,166
300min (Differenz) 37,500 ,823
300min (Summe) 23,000 ,130
330min (Differenz) 26,000 ,206
330min (Summe) 22,000 ,109
360min (Differenz) 34,000 ,992
360min (Summe) 22,500 ,119
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