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Zusammenfassung

Hintergrund: Trimethylamin-N-oxid (TMAO) riickte aufgrund beobachteter As-
soziationen mit kardiovaskuldren Erkrankungen, Atherosklerose und Diabetes in letz-
ter Zeit vermehrt in den Fokus explorativer Studien. TMAO besitzt proatheroskle-
rotisches Potential, greift in den Cholesterolstoffwechsel ein und liegt bei Diabe-
tikern im Vergleich zur gesunden Bevdlkerung in hoheren Plasmakonzentrationen
vor. Schliisselenzym der TMAO-Synthese in der menschlichen Leber ist die Flavin-

Monooxygenase 3, ein Enzym, das auch am Xenobiotika-Metabolismus beteiligt ist.

Gegenstand und Methoden: Diese Arbeit stellt drei Studien vor, in denen unter-
schiedliche Teilaspekte des TMAO- und Cholin-Stoffwechsels untersucht wurden.
Eine Studie beschiftigte sich mit der Reaktion akuter Fett- und Glukosebelastung
im TMAO- und C1-Stoffwechsel bei 18 Probanden. In einer zweiten Studie wur-
de anhand von 331 Blutplasmaproben analysiert, ob zwischen den Konzentrationen
an proatherogenem TMAO und antiatherogenem HDL eine Korrelation besteht. Ei-
ne weitere Studie untersuchte den Einfluss des Xenobiotikums Abirateronazetat auf
die Metabolitkonzentrationen des TMAO- und Cholin-Stoffwechsels im Plasma bei
34 Patienten mit progressiv Chemotherapie-naivem Kastrations-resistentem Prosta-

takarzinom.

Ergebnisse: Nach akuter Fett- und Glukosebelastung zeigten sich Konzentrati-
onsdnderungen mehrerer Metabolite des Cholin- und TMAO-Stoffwechsels im Plas-
ma. Wihrend nach Fettbelastung die Cholin-Konzentrationen abnahmen, stiegen sie
nach Glukosebelastung an. Vier Stunden nach der Fettbelastung fanden sich zudem
signifikante Anderungen in abfallenden Betain- und Glukosekonzentrationen sowie
ansteigenden Triglyceridkonzentrationen. Durch die Glukosebelastung konnte ein
Abfall der C1-Donoren Dimethylglycin und S-Adenosylmethionin sowie von TMAO
und Taurin verzeichnet werden. Im Quintilvergleich waren TMAO- und HDL-Plas-
maspiegel nicht signifikant assoziiert. Nach Applikation von Abirateronazetat stieg
die TMAO-Konzentration nur in Therapiegruppe A. In der prozentualen Konzentra-
tionsidnderung fanden sich unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Ausgangs-

konzentrationen zwischen den Therapiegruppen keine Unterschiede.

Zusammenfassung: Nach akuter Fett- und Glukosebelastung wurden mehre-
re Parameter entdeckt, die als Marker fiir Fett- und Glukosestoffwechsel fungieren
konnten. Eine Assoziation von antiatherogenen HDL- und proatherogenen TMAO-
Plasmakonzentrationen konnte nicht nachgewiesen werden. Zwischen der Applika-
tion von Abirateronazetat und den Konzentrationen an TMAO war kein eindeutiger

Zusammenhang erkennbar.



Abstract

Background: In recent time, trimethylamine-N-oxide (TMAQO) has been fo-
cussed increasingly by exploratory studies caused by observations that associated
it to cardiovascular diseases, atherosclerosis and diabetes mellitus. TMAO has pro-
atherosclerotic potential, has been linked to cholesterol metabolism and its plasma
concentrations are increased in diabetics compared to the healthy population. The
key enzyme of TMAO synthesis in human liver is the flavin-monooxygenase 3, an

enzyme that is also involved in the metabolism of xenobiotics.

Objectives and methods: This thesis presents three studies that analysed sev-
eral aspects of TMAO and choline metabolism. One study examined the reaction of
acute fat and glucose challenge in TMAO and C1 metabolism with 18 participants.
Based on 331 blood plasma samples a second study analysed whether a correla-
tion exists between pro-atherogenic TMAO and anti-atherogenic HDL. A third study
investigated the influence of the xenobiotic abiraterone acetate to the plasma con-
centrations of metabolites in TMAO and choline metabolism with 34 patients with

progressive chemotherapy-naive castration-resistant prostate cancer.

Results: Acute fat and glucose challenge changed plasma concentrations of sev-
eral metabolites in TMAO and choline metabolism. While choline concentrations de-
creased after fat challenge, they increased after glucose challenge. Furthermore, four
hours after fat challenge significant changes have been noticed in decreased betaine
and glucose concentrations and increased triglyceride concentrations. Glucose chal-
lenge caused a decrease in C1 donors Dimethylglycin and S-adenosylmethionin as
well as TMAO and taurine. A quintile comparison showed no significant association
between TMAO and HDL plasma concentrations. After application of abiraterone
acetate the TMAO concentration increased only in therapy group A. There were no
differences in the percental concentration change between the therapy groups in con-

sideration of the different baseline concentrations.

Conclusions: After acute fat and glucose challenge several metabolites were
identified that could function as a marker in fat and glucose metabolism. An associ-
ation between anti-atherogenic HDL and pro-atherogenic TMAQO plasma concentra-
tions could not be proved. A definite association could not be observed between the

application of abiraterone acetate and the TMAO concentrations.
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1 Einleitung

Cholin und dessen Metabolit Trimethylamin-N-oxid (TMAO) sind mit diversen Erkran-
kungen assoziiert. Besonderes Interesse derzeitiger Forschung erwecken Ergebnisse, die
Assoziationen mit kardiovaskuldren Erkrankungen und Diabetes mellitus beschreiben. Ei-
ne Fehlerndhrung mit hyperkalorischer Kost reich an Fett und Zucker erklirt die Patho-
genese nicht ausreichend.

Bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen und bei Diabetikern zeigten sich erhoh-
te TMAO-Konzentrationen im Blut. Diese unterstehen multifaktoriellen Einfliissen durch
Erndhrung, intestinales Mikrobiom, Funktionalitit von Syntheseenzymen, Xenobiotika
und renale Exkretion. Die Pathomechanismen sind jedoch weitestgehend unbekannt und
die Frage, ob TMAO als Verursacher der Pathologien zu betrachten ist und/oder als dia-
gnostischer Marker fiir Stoffwechselstorungen eingesetzt werden kann, ist noch unbeant-
wortet.

Diese Arbeit beschiftigt sich thematisch vor allem mit den Zusammenhingen von Meta-
boliten des Cholin- und TMAO-Stoffwechsels im Glukose- und Lipidmetabolismus. Zu-
dem wird die Wirkung des Xenobiotikums Abirateronazetat auf den TMAO- und Cholin-

Stoffwechsel untersucht.

1.1 Trimethylamin-N-oxid (TMAOQO)
1.1.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

TMAQO ist ein farbloser Stoff aus der Klasse der Aminoxide mit der Summenformel
(CH3)3NO [172]. Seine atomare Masse betragt 75,1 kDa [174]. TMAO liegt meist in
Form eines Dihydrats vor und wird beim Menschen groftenteils mithilfe von Darmbak-
terien aus den Vorldufermolekiilen Cholin, L-Carnitin und Betain synthetisiert [172]. Im
Raum nimmt es die Form eines Tetraeders ein (siche Abbildung 1), der drei hydropho-
be Methylgruppen und ein freies polares Sauerstoffatom mit Akzeptorfunktion fiir bis
zu drei Wasserstoffbriickenbindungen am Stickstoffatom trigt. Mit einem pKg-Wert von
4,66 £ 0,10 liegt es bei einem physiologischen pH-Wert als nahezu neutrales Zwitterion
vor [96, 195].
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Abbildung 1: TMAO-Konfiguration: tetraedrale Struktur.
Es ist in Wasser gut 16slich (Loslichkeit in Wasser: 454 mg/ml). In Korperfliissigkeiten ist
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TMAO im Blut, Speichel und Urin gelost, im Gewebe liegt es im Zytoplasma von Leber,
Niere, Epidermis [185] und Skelettmuskel [158] vor.

1.1.2 Physiologische Bedeutung und Funktion

1.1.2.1 Als Osmolyt

Organische Osmolyte erhalten die osmotische Zellhomdoostase aufrecht. Zu ihnen zdhlen
Vertreter aus der Gruppe der Kohlenhydrate, Aminoséduren (unter anderem Glycin, Tau-
rin), Methylsulfonen, -aminen (TMAO, Betain) und Harnstoff [191]. Durch seine che-
mischen Eigenschaften als Osmolyt wirkt TMAO denaturierenden Effekten, wie durch
osmotischen Stress von Harnstoff, durch Elektrolyte [189], Druck [190] und tiefe Tem-
peraturen [152] verursacht, entgegen. Wie TMAO sind auch Betain und Taurin Osmoly-
te, die Protein-stabilisierende Eigenschaften besitzen und der destabilisierenden Wirkung
von Harnstoff entgegenwirken. Yancey et al. ordneten die Osmolyte nach ihrer stabilisie-
renden Potenz: TMAOQO > Betain > Taurin [188].

Insbesondere bei Tiefseefischen, die gro3en hydrostatischen und osmotischen Driicken im
Salzwasser ausgesetzt sind, erlangt TMAO als Osmolyt Relevanz in der Proteinstabilisie-
rung [72]. Mit zunehmender Habitattiefe nimmt die Menge an protektivem TMAO zu, bis
vermutlich in einer Tiefe von 8.000 - 8.500 m ein isoosmotischer Zustand erreicht ist und
Tiefseefische in weiterer Tiefe nicht mehr {iberlebensfihig sind [72]. Gemessene Konzen-
trationen an TMAO erreichten Werte bis zu 386 £+ 18 mmol/kg im Muskelgewebe bzw.
Osmolaritédten bis zu 991 + 22 mOsmol/kg [192]. Zudem dient TMAO als Gefrierschutz

bei tiefen Temperaturen [161].

Beim Menschen spielt TMAO in seiner Funktion als Osmolyt vor allem in der Niere und
im Darm eine Rolle [172]. Im Nierenmark liegen hohe osmotische Driicke vor (erhoht um
das drei- bis fiinffache gegeniiber dem Blutplasma), um durch Generierung eines osmoti-
schen Gradienten mithilfe von Natrium und Harnstoff den Harn stark aufzukonzentrieren
[172]. Um die Nierenzellen vor dem osmotischen Stress zu schiitzen, hilt die menschliche
Niere das osmotische Gleichgewicht durch organische Osmolyte kleiner MolekiilgroB3e
aufrecht. Insbesondere Taurin, Myo-Inositol, Betain und TMAO werden zu diesem Zweck
im Nierengewebe angereichert [95].

Osmotischem Stress nach Nahrungsaufnahme im Darm, bei Diabetes, Storungen des
Wasser-/Elektrolythaushalts und hydrostatischen Effekten durch Blutdruckinderungen
kann ebenfalls durch TMAO begegnet werden [172].

Die antagonisierende Wirkung von TMAO gegeniiber Harnstoff wurde vielfach unter-
sucht. Typischerweise liegen TMAO und Harnstoff im Verhiltnis 1:2 vor [23, 189]. TMAO

erhoht durch die Antagonisierung die Protein- und Nukleinsédurestabilitdt (wie der RNA)



im Organismus [59, 172]. Der zugrunde liegende Mechanismus der stabilisierenden Wir-
kung wird kontrovers diskutiert und ist bisher nicht abschlieBend geklart [23, 172, 174].

1.1.2.2 Als chemisches Chaperon

Als chemisches Chaperon akkumuliert TMAO im endoplasmatischen Retikulum und un-
terstiitzt ungefaltete Proteine bei der Faltung in ihre nativ-funktionelle Form [12, 15]. Die
Eigenschaft eines chemischen Chaperons erhilt TMAO nach Tang et al. vermutlich durch
seine geringe Molekiilgrole und seinen amphiphatischen Charakter [161].

Im Zusammenhang mit Proteininteraktionen wurden zahlreiche Wirkungen entdeckt, dar-
unter: Heraufsetzen der Schmelz- und Ubergangstemperatur sowie der freien Energie zur
Entfaltung, Forderung der Proteinassoziation und Mikrotubuli-Polymerisation [145]. Bei
Enzymen verhindert TMAO ein Absinken der katalytischen Aktivitit (Bewahrung der

Enzymaktivitit) [13] und ermdglicht die Reaktivierung denaturierter Enzyme [189].

1.1.2.3 Als Elektronenakzeptor

Vielen Enterobakterien dient TMAO unter anaeroben Bedingungen als terminaler Elek-
tronenakzeptor in der oxidativen Phosphorylierung (Energiegewinnung) [10]. Es entste-
hen Methylamine (Tri-, Di-, Monomethylamin), wodurch die Konzentrationen an TMAO
gemindert werden [174]. In Luft- und Nitrat-haltiger Umgebung wird der Elektronen-
transport auf TMAO dagegen gehemmt [10].

Viele Bakterienarten wie z.B. Enterobakterien konnen TMAO unter anaeroben Bedin-
gungen als Energiequelle nutzen und ihr Wachstum kann durch TMAO gefordert werden
(in vitro) [10, 64]. Auf das Bakterium Staphylococcus aureus, das mitunter als humanes
Pathogen ein Ausloser vieler Erkrankungen (z.B. Osteomyelitis, Endokarditis, Sepsis) ist,
wurde hingegen durch Suzuki et al. auch eine wachstumshemmende Wirkung von TMAO
beobachtet [156, 172].

1.1.3 TMAO-Stoffwechsel beim Menschen

Der TMAO-Stoffwechsel kann in einen exogenen Weg (direkter Aufnahme von
TMAO aus der Nahrung) und einen endogenen Weg (Synthese aus Vorldufermolekiilen
unterteilt werden. Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber den TMAO-Stoffwechsel. Cho-
lin und Carnitin sind als Ausgangsprodukte der endogenen Synthese gezeigt, zusitzlich

spielt auch Betain eine Rolle.
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Abbildung 2: Uberblick iiber den TMAO-Stoffwechsel. Exogen wird TMAO direkt aus der Nahrung aufgenommen, im endogenen
Weg werden die Ausgangsstoffe wie z.B. Cholin und Carnitin von Darmbakterien zu Trimethylamin (TMA) transformiert. Bild aus
Cho CE, Caudill MA (2017) Trimethylamine-N-oxide: Friend, foe, or simply caught in the cross-fire? Trends in Endocrinology &
Metababolism 28(2):121-130, Copyright 2016, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier [32].

1.1.3.1 Exogener Stoffwechsel

Taesuwan et al. zeigten mithilfe von Isotopenmarkierung, dass TMAO iiber den Darm
direkt, rasch und nahezu vollstindig (zu etwa 96 %) aus der Nahrung resorbiert wird.
Die Umsatzrate (0,19 h™') bezogen auf den Gesamtpool an TMAQ ist mit einer durch-
schnittlichen Umsatzzeit von 5,3 Stunden relativ hoch. Nur ein kleiner Teil wird zu d9-
Trimethylamin (d9-TMA) und d9-Dimethylamin (d9-DMA) umgewandelt und mit dem
Stuhl ausgeschieden oder in der Leber zur endogenen Synthese verwendet, sieche Abbil-
dung 3.

Bereits 15 Minuten nach oralem d9-TMAO-Konsum war ein Plasmaanstieg zu detek-
tieren. Sein Maximum (Anstieg um 66 - 76 %) erreichte TMAO nach einer Stunde. Die
Konzentrationen blieben bis zu 6 Stunden erhoht, zeigten interindividuell allerdings grofle

Schwankungsbreiten [158].

TMAO gelangt iiber das Blut zur Leber und wird zu weiteren Methylaminen reduziert.
Alternativ akkumuliert es im Skelettmuskel als d9-TMAO (Anteil: 36 % des d9-TMAO
nach 6 Stunden) und d9-TMA (Anteil: 3,3 % des d9-TMAO nach 6 Stunden) oder wird
tiberwiegend unverdndert mit dem Urin ausgeschieden. Die Ausscheidung tiber den Urin

ist mit 96 % der aufgenommenen Dosis nach 24 Stunden nahezu vollstidndig erfolgt.
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Abbildung 3: Uberblick iiber den exogenen TMAO-Stoffwechsel. Bild aus Taesuwan S, Cho CE, Malysheva OV, Bender E, King JH et
al. (2017) The metabolic fate of isotopically labeled trimethylamine-N-oxide (TMAO) in humans. Journal of Nutritional Biochemistry
45:77-82, Copyright 2017, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier [158].

Ein kleiner Teil des mit der Nahrung aufgenommenen TMAO wird von Darmbakterien
zu TMA und weiteren Methylaminen reduziert. Diese Reaktion wird durch die bakte-
rielle TMAO-Reduktase (TOR) und Dimethylsulfoxid-Reduktase (DMSOR) katalysiert
[10, 100, 144]. TMA kann entweder enteral resorbiert werden, wie TMAOQ, und als obli-
gates Zwischenprodukt dem endogenen Weg zugefiihrt oder mit dem Stuhl ausgeschieden
werden [158].

Umgekehrt kann bei mikrobiellen Inflammationsreaktionen, bei denen reaktive Sauer-
stoff- und Stickstoffspezies wie Peroxynitrit, Superoxid, Hydrogenperoxid und Hypo-

chlorit entstehen, TMA zu TMAO oxidiert und im Darm aufgenommen werden [184].

1.1.3.2 Endogener Stoffwechsel

Im endogenen Stoffwechsel erfolgt die Synthese von TMAO ausgehend von TMA-enthal-
tenden Stoffen, die mit der Nahrung zugefiihrt werden: Cholin (bzw. Phosphatidylcholin)
[160, 175], L-Carnitin [78] und Betain [177].

Im Folgenden werden die genannten Ausgangsstoffe hinsichtlich ihres Vorkommens, ihrer
physiologischen Bedeutung und Verstoffwechselung zu TMAO kurz beschrieben. Zwi-
schenprodukt der endogenen Synthese ist immer TMA, das enzymatisch zu TMAO oxi-
diert wird. Abbildung 4 gibt eine Ubersicht iiber die im Folgenden beschriebenen endo-
genen Stoffwechselwege.

Cholin stellt im Vergleich zu L-Carnitin und Betain den wichtigsten Ausgangsstoff der
TMA-Synthese dar [71]. Cholin ist ein essentieller Nadhrstoff, der endogen synthetisiert
wird, zur Deckung des Bedarfs allerdings exogen zugefiihrt werden muss [199]. In der
Nahrung kommt Cholin auch in Form von Phospho-, Glycerophospho-, Phosphatidylcho-
lin (PC) und Sphingomyelin vor [201]. Hohe Konzentrationen an Cholin enthalten Rinder-
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Abbildung 4: Uberblick iiber die endogenen TMAO-Stoffwechselwege und deren Verkniipfung. TMA ist obligatorisches Zwischen-
produkt der TMAO-Synthese. Bild nach Fennema et al. [52].

und Hiihnerleber, Eier, Weizenkeime, Schinken, getrocknete Sojabohnen und Schweine-
fleisch [201].

Die physiologischen Funktionen von Cholin-Derivaten bei Stoffwechselprozessen zeigt
Tabelle 1. Als Methylgruppendonor aus der Nahrung stellt Cholin die wichtigste Quelle
dar und ist in viele metabolische Vorginge wie auch Detoxifikationen involviert [150].
Neurologisch ist es unter anderem bei Feten an der Entwicklung des Gehirns und Ge-
dédchtnisses beteiligt [202].

Ein Mangel manifestiert sich mitunter in einer Leberdysfunktion (Fettleber) [199], Mus-
kelschidden [54], einem verdnderten C1-Stoffwechsel [202], neurologischen Ausfallser-
scheinungen [161], Krebs und einer Risikoerhohung zur Entwicklung von Herzerkran-
kungen [202]. Zur Vermeidung von Komplikationen durch Cholindefizienz oder -iiber-
schuss empfiehlt das Food and Nutrition Board des U.S. Institute of Medicine (1998)
eine adidquate tdgliche Aufnahme von 550 mg Cholin fiir Médnner und 425 mg fiir nicht-
stillende Frauen iiber 18 Jahre [68].

Tabelle 1: Physiologische Funktionen von Cholin-Derivaten im menschlichen Stoffwechsel [121, 200].

Cholinderivat Funktion

Phospholipide Erhalt der strukturellen Integritit von Zellmembranen,
intrazellulidre Signaltransduktion,
Lipoproteinstoffwechsel (u.a. hepatischer VLDL-Export)

Acetylcholin cholinerge Neurotransmission

Betain Methylgruppendonor (Reduktion von Homocystein zu
Methionin, siehe Seite 25 Abbildung 11),
renaler Osmolyt




ENDOGENER SYNTHESEWEG VON CHOLIN ZU TMA

Cholin wird groBtenteils in Form von PC mit der Nahrung zugefiihrt [175] und im Darm
als Cholin oder Lysophosphatidylcholin iiber Cholintransporter aufgenommen [93]. Die
Verteilung an das Gewebe wird wesentlich von der aufgenommenen Cholin-Form be-
stimmt: Wasserlosliche Cholin-Formen (freies Cholin, Phosphocholin, Glycerophospho-
cholin) gelangen in die Pfortader, lipidloslische Formen (Phosphatidylcholin, Sphingo-
myelin) in Chylomikrone verpackt in die Lymphfliissigkeit [68]. Die reversible Reaktion
von PC zu freiem Cholin findet im Darm statt [52]:

PhospholipaseD
I i SN

Phosphatidylcholin Cholin

Cholinkinase

Nach Cholinaufnahme wird es rasch als Phosphatidylcholin in Zellmembranen eingebaut
oder in den Hepatozyten zu Betain (irreversibel), Phosphocholin oder PC umgewandelt
[52, 93], siche Abbildung 5. Ubersteigt die Cholin-Konzentration die Transportkapazitit
im Diinndarm, wird das restliche Cholin im Dickdarm durch bakterielle Enzyme zu TMA,
DMA und Monomethylamin (MMA) umgewandelt [52, 198, 202], ein Teil auch zu Betain
[68]. Neben dem Darm enthilt die Mundschleimhaut Bakterien mit der Fahigkeit zur
TMA-Bildung aus Cholin [25].
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Abbildung 5: Uberblick iiber die Verstoffwechslung enteralen Phosphatidylcholins und Cholins: Verwendung im TMAO-, C1- (Be-
tain) und Lipidstoffwechsel. Bild aus Chen et al. [28], lizenziert unter Creative Commons Attribution 4.0 International License:
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Der Umwandlung zu TMA liegt eine Spaltung des Cholins zugrunde. Cholin TMA-
Lyasen des Cut Genclusters spalten die C-N Bindung des Cholins mithilfe eines Gly-
cylradikals zu TMA und Acetaldehyd [37]. Die Fihigkeit zur Cholinspaltung besitzen
Bakterien der Stimme: Firmicutes, Proteobacteria, und Actinobacteria. Dem Stamm der
Bacteroidetes fehlt diese Fahigkeit [37].

L-Carnitin wird von Omnivoren iiberwiegend aus der Nahrung (zu etwa 75 %) aufge-

nommen [151]. Es ist in vielen Nahrungsmitteln enthalten und wird vor allem aus rotem



Fleisch und Milchprodukten durch passiven und aktiven Transport von Enterozyten ab-
sorbiert [130]. Bei Erndhrung mit niedrigem L-Carnitingehalt (<1 g, wie z.B. bei Vege-
tariern) werden bis zu 75 %, mit hohem (>6 g, bei Omnivoren) zwischen 5 und 10 % im
Diinndarm absorbiert, der Rest wird durch Bakterien zu y-Butyrobetain (yBB) und TMA
abgebaut [55, 129, 151]. Zu kleinen Teilen wird L-Carnitin aus Lysin und Methionin en-
dogen produziert. Seine Hauptfunktion besteht im Transport langkettiger Fettsduren aus
dem Zytosol in die Mitochondrien zur $-Oxidation (Energiestoffwechsel) [52, 78, 99].
Durch diitetische Applikation markierten L-[Methyl-*H]-Carnitins zeigten Rebouche et
al., dass bis zu 39 % zu [’H]-TMAO metabolisiert mit dem Urin ausgeschieden werden
[129].

ENDOGENER SYNTHESEWEG VON L-CARNITIN ZU TMA

Durch direkte Spaltung einer C-N-Bindung im L-Carnitinmolekiil oder iiber eine Reak-
tion mit dem Zwischenprodukt vBB erfolgt die TMA-Synthese aus L-Carnitin [79], sie-
he Abbildung 6. Die Bildung von yvBB aus L-Carnitin erfolgt weiter proximal im Darm
(distales Jejunum/Ileum) als die Bildung von TMA (Caecum/proximaler Dickdarm). Bei
gesittigtem Transport von L-Carnitin im Diinndarm wird das restliche L-Carnitin in wei-

ter distal gelegenen Darmabschnitten bakteriell umgewandelt [79, 78].

Heart attack

Stroke

TMA Death

Atherosclerosis

OH CH3 2 3 2 CH3
I Ly Gut microbiota | 4 Hepatic |+
HOOC-CHz—CH-CHZ-f?I—CH:; W H—I:I—CH:; W HO-I:I -CH3
CH, 9 CH;3 CH3
L-Carnitine Trimethyl amine Trimethylamine-N-oxide
N 1000x (TMA) (TMAO)
Gut microbiota 3 ;
(g \\ (small and large bowel) Gut microbiota (large bowel)
%o CHy
‘9900\\\ HOOC ~CH~ CH,~CH,~N*CHy
ossyn\\\§ X yButyrobetaine CH,
thesis (vBB)
A

! Endogenous synthesis
Lysine

Abbildung 6: TMAO-Synthese aus L-Carnitin: Durch Mikrobionten des Darms wird L-Carnitin direkt oder iiber die Zwischenstufe
~v-Butyrobetain zu TMA transformiert. Eine endogene Synthese aus Lysin iiber y-Butyrobetain existiert ebenfalls. Bild aus Koeth RA,
Levison BS, Culley MK, Buffa JA, Wang Z et al. (2014) ~-Butyrobetaine is a proatherogenic intermediate in gut microbial metabolism
of L-carnitine to TMAO. Cell Metabolism 20(5):799-812, Copyright 2014, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier [79].

Beide Stoffwechselwege werden durch bakterielle Enzyme katalysiert. Fiir die direk-
te Spaltung zu TMA entdeckten Zhu et al. eine Oxygenase/Reduktase vom Rieske-Typ
(CntAB), die in den bakteriellen Phyla der Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria und

Firmicutes vorkommt [207].



Die Umsetzung von L-Carnitin iiber YBB zu TMA erfolgt mit etwa 1000-fach hoherer
Umsatzrate als die TMA-Bildung durch direkte Spaltung des L-Carnitinmolekiils, wie
Koeth et al. bei Miusen nachwiesen [79]. Im Vergleich zur direkten Spaltung des L-
Carnitinmolekiils beginnt die Reaktion iiber YBB bereits im vergleichsweise bakteriell
wenig besiedelten Diinndarm, siehe Abbildung 6. Uber die beteiligten bakteriellen En-
zyme und biochemischen Mechanismen ist bisher wenig bekannt. Der erste Schritt vom
L-Carnitin zum vBB wird durch die vy-Butyrobetain Hydroxylase katalysiert [99]. YBB
reagiert anschlieend durch die Carnitin-TMA-Lyase zu TMA weiter. Die Carnitin-TMA-
Lyase arbeitet unspezifisch und setzt neben YyBB weitere Trimethylaminderivate wie Car-
nitin, Cholin und Betain direkt zu TMA um [79].

Betain (N,N,N-Trimethylglycin) ist ein neutral reagierendes quartires Ammoniumion
und liegt als stark polares Zwitterion vor [91]. Es fungiert vor allem als Osmolyt und
Methyldonor [38]. Betain ist in vielen Nahrungsmitteln enthalten und kann aus Cholin

und L-Carnitin synthetisiert werden [52].

Reich an Betain sind Meerestiere (vor allem Muscheln), Getreideprodukte und Gemiise
wie Mangold, Rote Bete und Spinat [45]. Nach Aufnahme im Diinndarm [38] wird Betain
im Blut gel6st transportiert (ca. 20 - 70 uM) [42] und akkumuliert im Gewebe. In Leber
und Niere erreicht es die hochsten Konzentrationen (1,6 - 9,5 bzw. 2,0 - 5,4 mM) [146].

Die Betain-Synthese via Darmbakterien erfolgt durch die Oxidation von Cholin bzw. L-
Carnitin durch Dehydrogenasen (DH) [3, 52, 99]:

Cholin—DH Betainaldehyd—DH

Cholin ——— Betainaldehyd > Betain

Carnitin—DH
—_—

L — Carnitin 3 — Dehydrocarnitin — Betain — CoA — Betain

Darmbakterien konnen Betain zu TMA umsetzen, wie in wenigen Studien gezeigt wurde
[52, 177]. Zudem wiesen Wang et al. eine gesteigerte TM AO-Produktion durch orale Be-
tainaufnahme nach, die von Darmbakterien abhingig ist [177]. Fennema et al. verweisen
auf zwei mogliche Wege zur TMA-Produktion [52]:

1. Fermentierende Oxidoreduktion (Stickland-Reaktion) mit den Aminosiduren Ala-
nin, Valin, Leucin und Isoleucin zu TMA und Azetat, katalysiert durch die Betain-
Reduktase [111].

2. Durch die Glycin-Betain-Transmethylase erfolgt eine Demethylierung zu Dime-

thylglycin (DMG) und eine anschlieBende Decarboxylierung zu TMA.



TMA -Stoffwechsel: Reaktion zu TMAQO

TMA liegt bei Temperaturen iiber 2,9°C als aminartig riechendes Gas vor [67]. Da es
sowohl in Wasser unter Hydrolyse [67] als auch in Fett 16slich ist, kann es sich ubiquitidr

im Korper verteilen [107].

Das von Mikrobionten gebildete TMA wird von Enterozyten absorbiert und in den Blut-
strom abgegeben [32]. TMA wird beim Gesunden fast ausschlieBlich zu TMAO umge-
setzt, nur wenige Prozent werden alternativ demethyliert oder unverindert ausgeschieden
[2, 52, 107, 205]. Durchschnittlich werden bei westlicher Erndhrung téglich etwa 50 mg
TMA gebildet, von denen iiber 90 % als TMAO mit dem Urin eliminiert werden und
1 - 2 mg unverédndert als TMA [105]. Die gemessenen TMA- und TMAO-Konzentrationen
im Urin {ibersteigen bisweilen die Plasmakonzentrationen, was auf renal-tubulédre Sekre-

tionsprozesse schlieBen lasst [149, 163].

Die Reaktion von TMA zu TMAO erfolgt mithilfe der Flavin-abhidngigen Monooxygen-
asen (FMO) und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) als Cofaktor. Beim
Menschen kommen fiinf Isoformen (FMO1-5) vor, von denen alle mit Ausnahme der
FMOS5 die Oxygenierung von TMA zu TMAO katalysieren [86]. Die FMO3 arbeitet mit
der hochsten Spezifitit und Effektivitit [86]. Die hochsten Konzentrationen werden in der
Leber erreicht [122], wo die groBte und relevanteste TM AO-Produktion stattfindet [86].

Wird die Produktion von geruchsneutralem TMAO durch eine strukturelle Verdnderung
der FMO3 vermindert oder unterbunden, kommt es zur Trimethylaminurie (auch: Fish-
Odor-Syndrom) [47]. Die Betroffenen weisen durch die TMA-Ausscheidung mit dem
Urin, dem Schweill und der Ausatemluft sowie durch andere Sekretionsquellen einen
fischartigen Geruch auf [107]. Der Anteil heterogener Trédger in der britischen Bevol-

kerung wird auf 1 % geschitzt [105].

1.1.3.3 Ausscheidung

Wie bereits in Abschnitt 1.1.3.1 beschrieben erfolgt die Ausscheidung von TMAO {iber
den Urin. Al-Waiz et al. wiesen nach oraler Applikation von C14 markierten TMA und
TMADO eine urinale Ausscheidung zu iiber 95 % binnen 24 Stunden als TMAO nach [1].
Uber den Stuhl wird hingegen kein TMAO ausgeschieden [158].

Teft et al. untersuchten das renale Transportsystem zur Ausscheidung von TMAO [166].
Demnach erfolgt die Aufnahme von TMAO aus dem Blut in die Nierenzellen hauptsich-
lich tiber den organischen Kationentransporter 2 (OCT2), der Efflux in den Urin liber mul-

tiple Transporter der ABC-Familie (ATP-binding cassette) wie durch das Breast Cancer
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Urin

Resistance Protein (BCRP) und Multidrug- Blut /Tubuluszeue (Niere)
Resistance-Protein 1 (MDR1), sieche Ab-

bildung 7. Genetische Varianten der Trans- - O@TM AQ

porter beeinflussen mit Ausnahme des
BRCP die zirkulierenden TMAO-Spiegel
im Blut nicht [166]. Im Gegensatz zu Teft \

et al. stehen die Schliisse von Dambro- Abbildung 7: Transportsystem der Niere zur TMAO-
Ausscheidung. BCRP: Breast Cancer Resistance Protein, MDR1:
va et al., die OCT2 nicht in Verbindung Multidrug-Resistance-Protein 1, MRP2/4: Multidrug Resistance-
Related Protein 2/4, OCT2: Organic Cation Transporter 2. Bild
mit dem TMAO-Transport sahen [40]. Der  nach Teft et al. [166].

Ausscheidungsvorgang in der Niere ist derzeit noch nicht abschlieBend geklirt.

1.1.4 Exkurs: Bedeutung des intestinalen Mikrobioms

MIKROBIELLE ARTENDIVERSITAT

Fiir die endogene TMAO-Synthese sind intestinale Mikrobionten unabdingbar. Die Zahl
der einen einzigen menschlichen Korper kolonisierenden intestinalen Mikroorganismen
wird derzeit auf bis zu 100 Billionen [182] mit einem Zellanteil von bis zu 90 % des
menschlichen Korpers geschitzt [48]. Bei der Mehrzahl der im Darm detektierten mi-
krobiellen Gene handelt es sich um bakterielle. Die Anzahl der bakteriellen Spezies im
Darm belduft sich auf etwa 1000 - 1150 in der Gesamtheit der menschlichen Population
und auf etwa 160 bei einem Individuum [126]. Viele Bakterienarten sind weit verbreitet,
die interindividuelle Hiufigkeit variiert allerdings stark [126]. Man geht davon aus, dass
ein festes bakterielles Grundensemble an Spezies und Genen (in der englischsprachigen
Literatur als core gut microbiota und core microbiome bezeichnet) fiir die physiologische
Darmfunktion verantwortlich ist. Zudem existiert jedoch eine individuelle Artendiversitit
[126, 171].

An der TMAO-Synthese tiber TMA aus den in Abschnitt 1.1.3 beschriebenen Ausgang-
stoffen sind verschiedene Bakterienarten beteiligt. Die folgende Tabelle 2 nach Fennema
et al. zeigt die Bakterienarten, die nachweislich an der TMA-Produktion mitwirken [52].
An der Entwicklung von Pathologien sind nach Ussar et al. das Vorkommen bestimm-
ter bakterieller Taxa entscheidend [173]. Ebenso korreliert die Artendiversitdt mit der
Funktionalitit des menschlichen Stoffwechsels. GroBer Artenreichtum wird mit einem
gesunden Organismus [89], ein Verlust an Arten mit der Entstehung von Krankheiten in
Zusammenhang gebracht (u.a. Obesitas [171], Diabetes mellitus Typ 2 [87] und chronisch
entziindliche Darmerkrankungen [117]). Durch die Nahrungsmittelwahl und dem damit
einhergehenden Angebot an ausgewdhlten Nihrstoffen im Darm kommt es unter den
Mikroorganismen zur natiirlichen Selektion [61]. Auf ein verdndertes Nihrstoffangebot

reagiert die Darmflora innerhalb weniger Tage [61]. Es ist eine Korrelation zwischen

11



Tabelle 2: Zusammenstellung von Bakterienphyla und -arten mit Fihigkeit zar TMA-Synthese aus verschiedenen Ausgangsstoffen.
Tabelle nach Fennema et al. [52].

Ausgangsstoff ~ Phylum Genus/Spezies
TMAO Actinobacteria Micrococcus, Mobiluncus
Firmicutes Bacillus, Clostridium, Staphylococcus,
Sarcina, Streptococcus
Proteobacteria Alcaligenes, Campylobacter, Citrobacter,
Escherichia, Proteus, Pseudomonas
Cholin Actinobacteria Mobiluncus, Olsenella
Bacteroidetes Bacteroides
Firmicutes Anaerococcus, Clostridium, Desulfito-
bacterium, Enterococcus, Streptococcus
Proteobacteria Desulfovibrio, Edwardsiella, Enterobacter,

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Provid-
encia, Pseudomonas, Yokenella

Carnitin Proteobacteria Acinetobacter, Citrobacter, Escherichia,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas
Betain Firmicutes Clostridium, Eubacterium, Sporomusa

abwechslungsreicher Erndhrung und mikrobieller Diversitit zu verzeichnen; es gilt: je
grofer der Artenreichtum ist, desto resistenter ist auch das Okosystem gegeniiber Sto-

rungen [61].

WIRKUNGEN DES MIKROBIELLEN CO-METABOLISMUS AUF MENSCHLICHE STOFF-
WECHSELPROZESSE

Die Wirkung der Mikroorganismen auf biochemisch-metabolische Prozesse des
menschlichen Korpers wird direkt durch bakterielle Strukturen wie z.B. durch das endo-
gene Lipopolysaccharid [24, 168] und durch Stoffwechselprodukte des mikrobiellen Co-
Metabolismus im Darmlumen hervorgerufen. Die mikrobiellen Metabolite wirken an Re-
zeptoren des Darmepithels z.B. via G-protein-coupled receptors (GPCRs) [90] und 16sen
intrazelluldre Kaskaden aus, konnen aber auch iiber die Darmschleimhaut in den Korper
aufgenommen und dort weiter verstoffwechselt werden (siehe z.B. TMA als Vorstufe des
TMAO Abschnitt 1.1). Durch den Blutstrom nehmen sie neben dem Verdauungstrakt Ein-
fluss auf weitere Gewebe und Organe wie Leber, Hirn, Fett- und Muskelgewebe [168].
Mikroorganismen werden mit verschiedenen physiologischen und pathologischen Pro-
zessen in Verbindung gebracht. Entscheidend ist ein Wechselspiel zwischen Mikroorga-
nismen, Umweltfaktoren und der genetischen Ausstattung des menschlichen Organismus
(siehe z.B. [173]). Beobachtet wurde eine Beeinflussung der Effizienz der Kalorienauf-
nahme aus der Nahrung und eine Assoziation mit der Entstehung von Adipositas [170]

sowie eine Beeinflussung des Insulinstoffwechsels [173].
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Tabelle 3: Die wichtigsten Nahrungsquellen mit den hochsten Konzentrationen an TMAO bzw. Ausgangsstoffen der endogenen
TMAO-Synthese.

Stoff Nahrungsmittel Referenz
Betain Weizenprodukte, Quinoa, Rote Bete, Spinat [202]
Cholin (inkl. Derivate)*  Leber, Eier, Weizenkeime [202]
L-Carnitin rotes Fleisch [120]
Phosphatidylcholin Rinderleber, Eier, Hiihnerleber [201]
TMAO Fische, Krustentiere [106]

* Cholinderivate: Phospho-, Glycerophospho-, Phosphatidylcholin, Sphingomyelin

1.1.5 Einflussfaktoren auf TMAQO-Konzentrationen in Blut und Urin

Die durchschnittliche Konzentration von TMAO im Blutplasma betrdgt beim Gesunden
etwa 3,5 uM; hohere Werte liegen bei Menschen mit kardiovaskuldren Erkrankungen
(Median: 5,0 uM) [160], Diabetes (4,4 M) [165] und Niereninsuffizenz (bis zu 40 uM)
vor [172]. Die intrazelluliren Konzentrationen bzw. Konzentrationen in anderen Gewe-
ben sind beim Menschen bisher wenig erforscht [172].

Intraindividuelle Konzentrationsschwankungen von TMAO im Niichternblut sind bei sta-
bilen Erndhrungsgewohnheiten nicht stark ausgeprégt, jedoch stirker als bei Betain, Cho-
lin und Dimethylglycin (DMG) [84, 115]. Mitunter wurde eine zirkadiane Rhythmik der
Urinkonzentrationen von TMAQO beobachtet [58]. Nachweislich beeinflussen diverse Fak-
toren wie Erndhrung, Mikrobiom des Darmes, FMO3-Genetik und -Aktivitit sowie Medi-
kamente die TMAQO-Konzentrationen in Blut und Urin. Sie sind in komplexen Mechanis-
men miteinander verkniipft. Physiologisch liegen bei grolem Body-Mass-Index (BMI),
im Alter [41] und wiéhrend der Schwangerschaft im maternalen Blut (auch: Cholin 1,
DMG 1, Betain |) [148] hohere TMAO-Spiegel vor. Einfliisse des Geschlechts werden
kontrovers diskutiert: Wihrend in einigen Studien bei Ménnern hohere Plasmakonzentra-
tionen gemessen wurden als bei Frauen [116, 134], zeigte sich in anderen Studien kein
geschlechtsabhédngiger Unterschied [41, 176].

1.1.5.1 Ernidhrung und intestinales Mikrobiom

Nahrungsmittel enthalten unterschiedliche Konzentrationen an TMAO und seinen Vor-
laufermolekiilen. Die wichtigsten Nahrungsquellen fiir TMAO und die Ausgangsstoffe zu
seiner endogenen Synthese zeigt Tabelle 3. Je nach Nahrungsmittel und aufgenommener
Menge variieren die Konzentrationen zugefiihrter TMAO- und TMA-haltiger Stoffe in
Blut und Urin [32].

Hohe Konzentrationen an TMAO finden sich insbesondere in Tiefseefischen und Krusten-
tieren [33, 52, 158]. Nach Fischkonsum steigen die TMAO-Konzentrationen postprandial
in Blut und Urin ca. fiinfzigmal stirker an als nach Ei- oder Rindfleischkonsum (hoher
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Cholin- bzw. Carnitin-Gehalt) [33]. Kriiger et al. detektierten im Gegensatz zu Fisch-
konsum nach Fleischaufnahme einen halb so hohen TMAO-Anstieg im Plasma, jedoch

keinen Anstieg im Urin [83].

Die Wirkung Cholin-haltiger Nahrung (Eiverzehr) auf die TMAO-Konzentration in Blut
und Urin ist individuell unterschiedlich. Ein entscheidender Faktor scheint dabei die Zu-
sammensetzung des intestinalen Mikrobioms zu sein [32, 103]. Bei Probanden mit hoher
TMAO-Antwort auf Ei- und Fleischaufnahme im Vergleich zu Probanden mit niedriger
TMAO-Antwort fanden sich mehr Bakterien aus dem Phylum der Firmicutes als der Bak-
teroidetes [33].

Cholin und L-Carnitin kommen vor allem in tierischer Nahrung vor. Durch die Ernéh-
rungsform (omnivor, vegetarisch, vegan) erfolgt langfristig eine mikrobielle Selektion
[209], sodass Omnivoren dadurch im Vergleich zu Vegetariern und Veganern eine hohere
Kapazitit zur TMAO-Generation besitzen [19]. Die Baseline-Konzentrationen im Plasma
sind bei Omnivoren hoher und steigen nach L-Carnitinkonsum stérker an als bei Vegeta-

riern/Veganern [78].

Einige Nahrungsmittel senken die FMO3-Aktivitit und verdndern den Metabolismus von
TMAO. Dazu zihlen Grapefruitesaft und Indol-haltiges Gemiise (Brokkoli, Rosenkohl,
Weillkohl, Blumenkohl, Griinkohl und Pak Choi) [158]. Akuter hoher Fettkonsum stei-
gert postprandial die Plasmakonzentrationen an TMAO bis zu vier Stunden anhaltend,
wihrend die Niichternblutwerte stabil bleiben [19]. Nach lidngerer hochkalorischer und
fettreicher Erndhrung {iber vier Wochen wurden gegeniiber den Ausgangskonzentrationen
ebenfalls erhohte TMAO-Plasmawerte gemessen, wihrend sich die L-Carnitin-, Cholin-
und Betain-Konzentrationen nicht dnderten [18]. Da diese Erhohung jedoch durch eine
insgesamt erhohte Cholin- und Carnitin-Aufnahme in fettreicher Nahrung zustande ge-
kommen sein kann, ist das Ergebnis dieser Studie mit Vorsicht zu betrachten und bedarf

weiterer Abkldrung [19].

Untersuchungen zum Einfluss von ballaststoffreicher Kost auf den TMAO-Spiegel fal-
len widerspriichlich aus. Es wurden sowohl reduzierte als auch gestiegene TMAO-Werte
beobachtet [16, 206]. Proteinarme Erndhrung fiihrte bei Patienten mit chronischer Nieren-
insuffizienz zu sinkenden TMAO-Plasmakonzentrationen und konnte woméglich bei Nie-
rengesunden dhnliche Wirkung zeigen [98]. Proteinreiche Erndhrung hingegen bewirkte
einen Anstieg der TMAO-Exkretion im Urin [128].

14



1.1.5.2 FMO3-Genetik und -Aktivitit

Es existieren mehr als 300 Polymorphismen der FMO3 [203], die in der Weltbevilkerung
nach ethnischer Herkunft unterschiedlich verteilt sind. Die vorliegende Genvariante be-
einflusst die katalytische Aktivitét. [81, 123]. Im Extremfall fiihrt eine Loss-of-Function-
Mutation des FMO3-Gens zum vollstindigen Erliegen der TMAO-Produktionsfahigkeit
mit Anhdufung von TMA in Atem, Schweif3 und Urin, bekannt unter dem Krankheitsbild
Trimethylaminurie (Synonym: Fish-Odor-Syndrom) [86, 123].

Die Expression der FMO3 beginnt post natum (teilweise bereits in niedrigen Leveln
wihrend der Embryonalperiode) und steigt bis zum Erreichen des Erwachsenenalters
(18 Jahre) [80]. Interindividuelle Schwankungen um das 2- bis 20-fache wurden beob-
achtet, denen vermutlich genetische Einflussfaktoren zugrunde liegen [80, 118, 123].

Abhingig von den Expressionsleveln variieren die Plasmakonzentrationen an TMAO:
Bei Miusen bewirkte eine Uberexpression ein Ansteigen, wihrend Silencing zum Abfall
fiihrte [14, 141]. Die Expressionsmenge bestimmt die katalytische Kapazitit. Durch Auf-
nahme groBer Mengen an TMA kann die Kapazitit ausgeschopft sein (beobachtet auch
bei Patienten mit hoher therapeutischer Cholin-Aufnahme bei Chorea Huntington) [105].
Der maximale katalytische TMA-Umsatz zu TMAO ist erreicht und das iibrige TMA wird

unverdndert mit dem Urin ausgeschieden (sekundire Trimethylaminurie) [105].

In Bezug auf die Expressionslevel der FMO3 ist eine Regulation durch Geschlechtshor-
mone und/oder das Geschlecht kontrovers diskutiert worden [14, 80]. Hinweise auf Ak-
tivitdtsverdnderungen durch Geschlecht und Geschlechtshormone (vor allem Testosteron
als Supressor) lieferten Beobachtungen bei Nagetieren (M&use/Ratten) [14, 50, 51]. Beim
Menschen zeigten sich bei Frauen wihrend der Menstruation ein Ansteigen der TMA-
und ein reziproker Abfall der TM AO-Konzentrationen im Urin (bei Patientinnen mit Tri-
methylaminurie) [204] sowie eine Abnahme der FMO3-Aktivitit um 30 - 40 % (auch bei
gesunden Frauen) [142]. Ayesh et al. notierten zudem, dass hohe Testosteronkonzentratio-
nen bei Minnern die TMAO-Level durch reduzierte FMO3-Kapazitit senken [7, 52, 107].
Diese Ergebnisse lassen geschlechtshormonelle Einfliisse auf die FMO3-Regulation ver-

muten.

Dazu passend wiesen Bennett et al. bei Médnnern eine geringere hepatische Expression
der FMO3 nach als bei Frauen [14]. Bei Koukouritaki et al. stellten sich hingegen bei jun-
gen Erwachsenen (11 - 18 Jahre) im Pubertitsalter keine geschlechtsspezifischen Unter-
schiede in der Expression dar [80]. Insgesamt wurden bisher nur wenige Untersuchungen
zur Wirkung von Geschlechts- und Hormonabhéngigkeiten auf die FMO3-Aktivitit beim

Menschen durchgefiihrt und bediirfen der weiteren Klirung.
Weiterhin wurden modulierende Effekte auf Expression und Aktivitdt der FMO3 durch
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Nahrungsmittel (sieche Abschnitt 1.1.5.1), Medikamente [143], Gallensduren (Induktion
via nukledrem Farnesoid X Rezeptor (FXR)) [14], Insulin [102] und weitere Umweltstoffe
[167] beobachtet.

1.1.5.3 Nierenfunktion

Die TMAO-Konzentrationen sind mit dem Grad der renalen Funktion assoziiert. Die
glomerulidre Filtrationsrate bestimmt neben den TMAO- auch die Betain- und Cholin-
konzentrationen und ist mit den TMAO- und Cholinwerten invers, mit Betain positiv kor-
reliert [104]. Hamodialysepatienten besitzen hohere TMAO-Serumkonzentrationen als
Patienten mit normaler Nierenfunktion [73]. Durch Dialyse werden diese Konzentratio-
nen gesenkt [9]. Nach einer Nierentransplantation normalisieren sich die Spiegel wieder
[104].

Serkova et al. beschrieben, dass das Nierenmark TMAO synthetisiert und bei Nieren-
schiden in das Plasma abgibt [139]. Es ist jedoch nicht abschlieBend geklirt, ob das
Ansteigen des TMAO-Plasmaspiegels auf einer verminderten Elimination durch herab-
gesetzte Nierenleistung oder auf einer vermehrten Produktion bei chronischen Nierener-
krankungen beruht [174].

1.1.5.4 Inflammationsprozesse

In einigen Studien wurden Zusammenhinge von Inflammationsmarkern wie CRP mit
den TMAO-Spiegeln diskutiert [73, 164, 169]. Die Studien fuliten allerdings auf Da-
ten von Teilnehmern mit Herz- oder Nierenerkrankungen. In zwei Studien an gesunden
Probanden zeigten sich keine Assoziationen von TMAO-Plasmaspiegeln mit CRP oder
Interleukin-6 (IL-6), aber mit dem Tumornekrosefaktor oo (TNF-«) und zwei 16slichen
TNE-Rezeptoren [103, 133]. Die Studie von Miller et al. umfasste jedoch eine sehr gerin-
ge Fallzahl [103].

Weitere Hinweise fiir eine inflammatorische Wirkung von TMAO fanden sich bei Miusen
[26], in fetalen humanen Kolonzellen [196] sowie in Endothelzellen der Karotiden [17]

und der humanen Umbilikalvenen [154].

1.1.5.5 Therapiekonzepte zur Senkung der TMAO-Spiegel durch Xenobiotika (Me-
dikamente und Umweltstoffe)

Xenobiotika sind korperfremde chemische Stoffe, die von einem Organismus aufgenom-
men, metabolisiert und eleminiert werden konnen. Sie besitzen in ihm keine physiologi-
sche Funktion, konnen jedoch Stoffwechselvorginge beeinflussen. Haufig sind Xenobio-
tika androgenen Ursprungs. Zu ihnen zidhlen neben Umweltstoffen z.B. aus der Nahrung

auch Medikamente und Kunststoffe.
Da diverse Assoziationen von TMAO-Konzentrationen mit Krankheiten beobachtet wur-
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den (siehe Abschnitt 1.1.7), diskutiert man Strategien zur therapeutischen Senkung der
TMAO-Spiegel mit potentiell positivem Nutzen auf die Gesundheit [174, 203]. Diverse
Xenobiotika mit differenten Angriffspunkten in der TMAO-Synthese wirken modulie-
rend auf den Stoffwechsel und stellen potentielle Therapeutika dar, sieche Abbildung 8.
Eine Ubersicht iiber modulierende Xenobiotika gibt Tabelle 4.

17 TMAO-Senkung durch... —l

TMA- & TMAO-Binder Modulation der
(Antiabsorptiva) FMO3-Aktivitat
- orale Aktivkohlegabe - Methimazol
- Insulin
Verdnderung des Hemmung bakterieller
intestinalen Mikrobioms Produktion
- Prebiotika: Bakterienselektion - 3,3-Dimethyl-1-Butanol
durch Erndhrung (DMB)
- Resveratrol - Meldonium

- 3,3-Dimethyl-1-Butanol (DMB)
- Probiotika: Applikation von
Bakterien, die nicht zur TMA-
Synthese fahig sind
- Breitbandantibiotika
- Aspirin

Abbildung 8: Therapeutische Strategien zur Senkung der Konzentrationen an TMAO.

Viele Strategien setzen an der Beeinflussung des Mikrobioms an. Selektionsdruck auf
das Mikrobiom durch die Erndhrung (prebiotisch) und durch Verabreichung von Bak-
terien ohne Fahigkeit zur TMA-Synthese (probiotisch) wurden untersucht. Prebiotische
Effekte werden z.B. durch ballaststoffreiche Nahrung erzielt [21]. Auch Resveratrol und
3,3-Dimethyl-1-Butanol (DMB) besitzen prebiotische Eigenschaften. Resveratrol, das in
Trauben und Beeren enthalten ist, steigert die Bacteroidetes- und senkt die Firmicuteszahl
[27]. DBM kommt in Balsamicoessig, Rotwein, einigen Oliven- und Traubenkerndlen vor.
Es reduziert die Zahl TMA-produzierender Mikrobionten und hemmt einige bakterielle
TMA-Lyasen [178]. Einfliisse der Erndhrung auf die TMAO-Produktion und das Mikro-
biom wurden bereits in Abschnitt 1.1.5.1 dargestellt.

Probiotikagabe verfolgt den Ansatz, durch Aufnahme von Bakterien vorteilhafte Wir-
kungen auf das intestinale Mikrobiom zu erzielen [21]. Als Prinzipien liegen dem Re-
modeling des Mikrobioms [162] bakterieller Mutualismus und horizontaler Gentrans-
fer zugrunde [21]. Die Schwierigkeit besteht darin, eine relevante Anderung im relativ
konstant bleibenden core microbiome herbeizufiihren [162]. Boutagy et al. beobachteten

entsprechend keine signifikante Anderung der TMA-produzierenden Mikrobionten nach
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Tabelle 4: Medikamente und Umweltstoffe, die die Konzentrationen von TMAO im Blutplasma und Urin beeinflussen konnen, sowie
ihre Angriffspunkte im TMAO-Stoffwechsel.

Medikament/Stoff ~ Wirkort im TMAO-Stoffwechsel Referenz

Antihypertensiva Mechanismus nicht bekannt, [TMAO]* 1 [116]
(B-Blocker, Calciumantagonist)

Aspirin Hypothese: Anderung des Mikrobioms [208]
Cholin-induzierte TMAO-Anstiege |

Breitbandanti- Abtotung/Inhibierung intestinaler Mikrobionten [78, 160]

biotika (transiente Supression mit zeitlich individueller
Restitutio ad integrum)

3,3-Dimethyl-1- Inhibierung bakterieller TMA-Lyasen, [TMA]* |, [178]

Butanol (DMB) Remodeling des Mikrobioms

Diuretika Mechanismus nicht bekannt, [TMAO]* 1 [116]

Meldonium reduzierte TMA-Produktion durch Mikrobionten [40, 85]
[TMAO]J* |

Insulin FMO3-Supression, [TMAO]* | [102]

Metformin Datenlage ist kontrovers, [66, 116]
Mechanismus nicht bekannt, [TMAO]* 1

Methimazol kompetitive Inhibierung der FMO3 [143]

Resveratrol Remodeling des Mikrobioms: Minderung [27]
TMA-produzierender Bakterienarten

Statine Mechanismus nicht bekannt, [TMAO]* 1 [116]

*Konzentrationsdnderungen beziehen sich auf die Plasmaspiegel.

Probiotikagabe. Durch fettreiche Erndhrung stieg die Konzentration an TMAQO unbeein-
flusst durch Probiotika an [18]. Dennoch, nach Probiotikagabe lieBen sich Anderungen
im Cholesterol- und Gallensdurenmetabolismus mit antiatherogener Wirkung feststellen
[21, 43].

Um die enterale Aufnahme von TMA und TMAO zu minimieren, schlugen Zeisel und
Warrier Aktivkohle als Absorbens mit potentiell TMAO-senkender Wirkung vor [203].
Yamazaki et al. berichteten bereits iiber abfallende TMA- und ansteigende TMAO-Kon-
zentrationen im Urin nach Aktivkohlegabe [187]. Weitere Ergebnisse iiber die Wirkung
von Aktivkohle auf den TMAO-Metabolismus liegen derzeit nicht vor.

1.1.6 Funktionen der FMO3 in Xenobiotika-Metabolismus und menschlichem Stoff-
wechsel

Wie Cytochrom-P450-Proteine (CYP) sind FMO in der Membran des Endoplasmati-

schen Retikulums lokalisiert und katalysieren als Monooxydasen Reaktionen diverser Xe-
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nobiotika (darunter auch Medikamente) mit Ubertragung eines molekularen Sauerstoft-
atoms [82]. Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) dient den FMO als prosthetische Gruppe,
NADPH als Reduktionsmittel [82]. Bevorzugte Edukte sind Nukleophile mit N-, S-, P-
oder Se-Atom, die durch Katalyse in der Regel in eine relativ polare, ausscheidungsfer-
tige und weniger toxische/pharmakologisch aktive Substanz umgewandelt werden [123].
Wihrend CYP-Enzyme Oxidationsreaktionen hauptsédchlich durch elektrophile Reaktion
mit intermediérer Radikalbildung katalysieren, scheinen FMO die nukleophile Addition
zu priferieren [39].

Endogene Stoffe wie S-Adenosylmethionin (SAM), Methionin, Cysteamin, Cystein- und
Homocystein-S-Konjugate [123, 135] sind ebenso wie therapeutische Xenobiotika (z.B.
Ketokonazol, Morphin, Propanolol, Tamoxifen, Tyramin) FMO-Substrate; welchen Bei-
trag FMO-Enzyme zum Xenobiotika-Metabolismus leisten, ist noch relativ unbekannt
[82, 97].

Cruciani et al. restimierten, dass im Vergleich zu CYP-Enzymen die Eduktwahl der FMO
aufgrund fehlender Oxidationsreaktion am Kohlenstoffatom reduziert ist [39]. Sie kon-
statierten zudem, dass die Rolle der FMO-Proteinfamilie, insbesondere der FMO3, in der
Vergangenheit unterschitzt und einige Reaktionen filschlicherweise den CYP-Enzymen

zugeschrieben worden seien [39].

1.1.7 Assoziationen von Pathologien mit TMAO

Kapital 1.1.5 weist bereits darauf hin, dass dem TMAO-Plasmaspiegel Markereigenschaft
zukommt. Dariiber hinaus vermag TMAO in Abhingigkeit der Plasmakonzentration di-
verse Pathologien und metabolische Verdnderungen zu verursachen. Hohe Konzentratio-
nen begiinstigen kardiovaskulire Erkrankungen (Atherosklerose, Myokardinfarkt, Schlag-
anfall, Tod) [78, 175], Diabetes, [41, 116], Entwicklung und Progression chronischer Nie-
renerkrankungen [163], erhohtes Risiko der Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms
(postmenopausal) [8], weitere siehe in Abbildung 9; niedrige Konzentrationen stehen

im Zusammenhang mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und aktiver Colitis
[183].

Im Folgenden wird die Rolle von TMAO in der Pathogenese fokussierter betrachtet, wo-

bei u.a. die zugrunde liegenden Mechanismen thematisiert werden.

1.1.7.1 Assoziationen mit kardiovaskulidren Erkrankungen: Cholesterol- und Gal-
lensaurenstoffwechsel

In mehreren Studien wurden Zusammenhinge zwischen chronisch kardiovaskuldren Er-
krankungen und erhohten Plasmakonzentrationen an TMAO und seinen Vorldufermole-
kiilen (Cholin-, L-Carnitin- und Betain) konstatiert [79, 78, 175]. Positive Assoziationen
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Abbildung 9: Ubersicht iiber die wechselseitigen Beziehungen zwischen Einflussfaktoren des TMAO-Stoffwechsels (hier: Ernsihrung,
Mikrobiom), TMAO-Konzentrationen im Korper und assoziierten metabolischen sowie pathologischen Verdnderungen. Bild aus Aron-
Wisnewsky und Clément [4]. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Springer Nature Customer Service Centre
GmbH: Springer Nature, Nature Reviews Nephrology: The gut microbiome, diet, and links to cardiometabolic and chronic disorders.
Aron-Wisnewsky J, Clément K, Copyright (©2015, Springer Nature (2016).

mit der TMAO-Plasmakonzentration fanden sich bei peripherer arterieller Verschluss-
krankheit, koronarer Herzkrankheit und schweren kardialen Komplikationen (major ad-
verse cardiovascular event - MACE) [160, 175]. Patienten mit stattgehabtem MACE wie-
sen hohere TMAO-Konzentrationen der Baseline auf [160].

Untersuchungen an Méusen, die mehrere Wochen mit Cholin- oder TMAO-reicher Kost
erndhrt worden waren, fiihrten u.a. Wang et al. zu dem Ergebnis, dass TMAO proathero-
sklerotisch wirkt [175]. Sie verzeichneten positive Korrelationen von TMAO-Konzentra-
tion und atherosklerotischer Plaque-Grofe sowie einen Anstieg der TMAO-Plasmaspiegel
(nicht jedoch der klassischen atherosklerotischen Risikofaktoren: Blutfette oder -glukose).
Koeth et al. erwogen, dass die westliche Diét mit hohem Fleischkonsum und das erhchte
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen mit erhohten TMAO-Spiegeln in Zusammen-

hang stehen konnten [78].

Als erkldrende Mechanismen fiir die TMAO-Assoziation mit kardiovaskuldren Erkran-
kungen wurden unter anderem eine Inhibierung des reversen Cholesteroltransports [78],
Anderungen des hepatischen und intestinalen Cholesterol- und Gallensidurenmetabolis-
mus sowie Verdnderungen der Makrophagen der Arterienwinde angefiihrt [79]. Ferner
wurden Effekte von TMAO durch eine verlidngerte hypertensive Wirkung von Angioten-

sin II, gesteigerte Thrombozytenaktivierung [34] und eine Induktion der Cytokin- und
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Adhiésionsproteinexpression in aortalen Endothelzellen und vaskuldren glatten Muskel-

zellen via NF-xB-Signalweg (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-
cells) diskutiert [174].

ANDERUNGEN IN CHOLESTEROL- UND GALLENSAURENMETABOLISMUS
TMAQO greift an verschiedenen Stellen im Korper in den Cholesterol- und Gallensduren-

stoffwechsel ein [78]. Untersuchungen an Méusen zeigten:

1. in Makrophagen: Eine Induktion von Scavenger-Rezeptoren fiihrt zur Akkumula-
tion von Cholesterol in Makrophagen in arteriellen GefiBwéanden (Schaumzellbil-
dung) [175].

2. in Enterozyten: Eine durch TMAO verinderte Expression von Cholesteroltrans-
portern verringert die Aufnahme und Abgabe von Cholesterol im Darm [78]. Die
mRNA-Level des LDL-Rezeptors und der Cholesterolsynthese bleiben unbeein-
flusst [78].

3. in Hepatozyten: TMAO greift iiber Gallensduren in den Hauptweg der Choleste-
rinausscheidung ein, indem es die Expression zahlreicher Gallensdurentransporter
in der Leber verédndert [78]. Die Groe des Gallensdurenpools wird unter anderem
durch die Hemmung der Cyp7al-Expression verringert, sodass das wichtigste En-

zym der Gallensdurensynthese vermindert hergestellt wird [78].

Einige Studien konnten das proatherosklerotische Potential von TMAO allerdings nicht
bestdtigen [101]. Kritisiert wurde vor allem, dass die schlechte Nierenleistung die Er-
gebnisse einiger Studien beeinflusst und Assoziationen zwischen TMAO-Spiegel und ko-
ronarer Herzkrankheit vorgetduscht haben konnten [109]. Velasquez et al. kontrastierten
zudem, dass Fischverzehr trotz hohen TMAO-Gehalts eher als kardioprotektiv gilt [174].

1.1.7.2 Assoziationen mit Diabetes mellitus: Insulinresistenz, Glukosetoleranz und
Fettbelastung

Dambrova et al. fanden bis zu zehnfach erhohte TMAO-Plasmaspiegel bei diabetischen
gegeniiber nicht-diabetischen Méusen [41]. Beim Menschen wiesen Diabetiker ebenfalls
hohere Plasmakonzentrationen auf [41, 116, 138]. Hohe TMAO-Plasmaspiegel gingen
laut Shan et al. mit einem gesteigerten Risiko fiir die Erstdiagnose Diabetes mellitus 2
einher, unabhingig von Polymorphismen der FMO3 [140]. Auch Barton et al. erkannten
Zusammenhinge zwischen glykdmischer Last und den Plasmakonzentrationen an TMAO.
Es zeigte sich, dass nach 28-tigiger Didt mit niedriger glykdmischer Last die TMAO-

Plasmalevel im Vergleich zu hoher glykdmischer Last stirker anstiegen [11].

In mehreren Studien stellten sich zudem Zusammenhidnge von TMAO-Spiegel, Diabetes-
risiko und fettreicher Kost dar [56, 94]. Li et al. beobachteten bei Versuchen an Affen
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mit didtetisch hoher Fett- und Cholesterolaufnahme ein Ansteigen von TMAOQO, Laktat
und verzweigtkettigen Aminosauren (wie Leucin/Isoleucin), wihrend Sphingomyelin und
Cholin abnahmen. Eine Zunahme des visceralen Fetts, einen abnormen Lipidmetabolis-
mus und eine gestorte Glukosetoleranz assoziierten sie mit TMAO [94].

Gao et al. berichteten bei Médusen mit fettreicher Erndhrung tiber TMAOQO-assoziierte Ver-
dnderungen im Insulinstoffwechsel einhergehend mit gestorter Glukosetoleranz, gehemm-
tem hepatischen Insulinsignalweg und Entziindung des Fettgewebes [56]. Dabei kam es
zu einer verdnderten Genexpression beziiglich des Insulinsignalstoffwechsels, der Glyko-
gensynthese, Glukoneogenese und des Glukosetransports in der Leber [56]. Im Fettgewe-
be stieg das mRNA-Level des proinflammatorischen Cytokins Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (MCP-1), wihrend das antiinflammatorische Cytokin IL-10 sank [56].

Kim et al. sahen in TMAO einen potentiellen Mediator zur Entwicklung eines Diabetes
mellitus 2 [75]. Es wurden zudem Uberlegungen angestellt, ob TMAO als Pridiktor zur
Evaluation einer gestorten Glukosetoleranz und des Insulinresistenzrisikos im préadiabe-
tischen Status herangezogen werden kann [94]. Die Mechanismen der Zusammenhinge
von TMAO-, Glukose- und Fettstoffwechsel sind bisher allerdings noch weitgehend un-

bekannt und weitere Untersuchungen erforderlich [32].

1.1.7.3 Assoziationen mit weiteren Erkrankungen: Nierenerkrankungen und
Tumore

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung zeigen erhohte TMAO-Werte im Blut und
ein schlechteres Gesamtiiberleben [163]. Diétetisch erhohte Cholin- und TMAO-Plasma-
konzentrationen fiihrten bei Madusen zu progressiver tubulointerstitieller Fibrose, Kolla-
genablagerungen und renaler Dysfunktion [163]. Beim Menschen sind die Zusammen-
hinge mit Nierenerkrankungen bisher jedoch unzureichend erforscht, und iiber zugrunde-

liegende Mechanismen ist wenig bekannt [32].

In einigen Studien stehen erhohte TM AO-Konzentrationen im Plasma bzw. Urin in Asso-
ziation zu Karzinomen, darunter das kolorektale Karzinom [186] und Prostatakarzinom
[108]. TMAO wurde als Pradiktor der gastrischen Tumorgenese vorgeschlagen [153], und
auch sein Vorldufermolekiil TMA wird mitunter als Marker fiir proliferatives Tumorgewe-
be angesehen [30]. Uber die zugrunde liegenden Mechanismen von TMAQ-Assoziationen

mit Karzinomen liegen sehr wenige Daten vor [153].

22



1.2 Cholin-Stoffwechsel

Wie die TMAO- stehen die Cholin-Konzentrationen im Zusammenhang mit kardiovasku-

laren Erkrankungen wie Atherosklerose, fiir deren Genese unter anderem Dyslipiddmien

und Diabetes mellitus Hauptrisikofaktoren darstellen. Die Verkniipfungen von Cholin-

mit dem Cl1-, Lipid-, Cholesterol- und Gallensdurenstoffwechsel werden im Folgenden

erldutert. Einen Uberblick iiber die Cholin-Derivate, die dabei eine Rolle spielen, zeigt

Abbildung 10. Als Phosphatidylcholin ist es in den Fettstoffwechsel involviert und zu

Betain in Leber und Niere oxidiert am C1-Stoffwechsel beteiligt.

Phosphatidyl- <«—— Cholin ———» Betain

cholin

(Lipid-Stoffwechsel)

TMA Acetylcholin

(TMAO-Stoffwechsel) (Neurotransmission)

Abbildung 10: Uber die gezeigten Derivate ist Cholin in verschiedene Stoffwechselwege eingebunden.

1.2.1 Cholin: Plasmakonzentrationen und Einflussfaktoren

/ \ (C1-Stoffwechsel)

Die Niichternwerte von Cholin liegen im Plasma zwischen 7 und 20 yM (meist 10 M)

[68]. Diverse Faktoren determinieren die Plasmakonzentrationen von Cholin, siehe Tabel-

le 5.

Tabelle 5: Uber verschiedene Mechanismen kénnen Einflussfaktoren die Cholin-Konzentrationen im Blutplasma beeinflussen. Die
Einfliisse sind zusammenfassend dargestellt. Referenz: [68].

Plasma-
Einflussfaktor Mechanismus konzentration
Cholinspeicher Cholin-Freisetzung bei Mangel T
Endogene Synthese ~ Cholin-Produktion T
(Induktion durch Ostrogen)
Erndhrung Choliningestion (postprandial) T
Fasten/lingere Cholin-defiziente Dit i
C1-Stoffwechsel keine Kompensation von Mangelzustéinden,
Verinderung des Bedarfs
Darmbakterien TMA-Produktion (geringere Cholin-Aufnahme J
durch bakteriellen Verbrauch)
weitere Nieren-, Leberinsuffizienz T
Bewegung* i

*Ausnahme: hier Referenz [22]
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Alle Gewebe konnen Cholin speichern [68] und freisetzen, wenn mit der Erndhrung ge-
ringe Mengen an Cholin- und Methylgruppeniibertragern zugefiihrt werden [69]. Einem

Cholinmangel kann auch durch endogene Synthese entgegengesteuert werden [193].

ENDOGENE CHOLINSYNTHESE

Phosphatidylethanolamin ist das Ausgangsprodukt der endogenen Synthese. Durch Me-
thylierung mittels Phosphatidylethanolamin N-Methyltransferase (PEMT) (vor allem in
der Leber) entsteht Phosphatidylcholin [68, 193]. In diesem Stoffwechselweg wirkt Os-
trogen induzierend auf die PEMT-Genexpression und fordert dadurch die Phosphatidyl-
cholinsynthese [131].

ERNAHRUNG

Postprandial steigen sowohl die Konzentrationen an Cholin (um 10 % nach 1 Stunde) als
auch Betain und DMG (um 25 - 30 % nach 2 - 3 Stunden) an [49, 63]. Der Cholinan-
stieg ist von der aufgenommenen Cholinmenge abhiingig, wobei Nahrungsingestion mit
niedrigem Cholingehalt keine signifikanten Cholinanstiege hervorruft [197]. Einwochiges
Fasten vermindert die Niichternkonzentrationen an Cholin im Plasma nur moderat [137]
und auch ldangere Cholin-defiziente Erndhrung fiihrt nur zu langsamen Abfillen (nach
3-wochiger Defizienz fielen Cholin und Phosphatidylcholin um etwa 30 %) [199].

1.2.2 Cholin als Methyldonor im C1-Stoffwechsel

Der Cholin-Stoffwechsel ist iiber die Reaktion von Phosphoethanolamin zu Phosphatidyl-
cholin mit Methylgruppeniibertragung von S-Adenosylmethionin (SAM) [20] und iiber

die Umwandlung zu Betain in den C1-Stoffwechsel involviert, siehe Abbildung 11.

Cholin wird zum Teil unverdndert renal mit dem Urin ausgeschieden, der groBte Teil
jedoch durch die Niere zu Betain oxidiert [68]. Wie Abbildung 11 verdeutlicht, ist der
Cholinbedarf des Korpers mit dem Methionin-, Folat- und Bi,-Stoffwechsel assoziiert
[200]. Bei Mangel eines dieser Metaboliten steigt der Bedarf an den anderen Methylgrup-
peniibertrigern [136]. Gesteigerte Homocystein-Plasmalevel stellen hiufig einen Mar-
ker fiir den Mangel an Methylgruppendonatoren dar [136]. Zur Bildung von Methio-
nin ist die C1-Ubertragung durch Betain oder 5-Methyl-Tetrahydrofolat (THF) erforder-
lich [53]. Alternativ reagiert Homocystein iiber Cystein zu Taurin weiter, das zur Gal-

lensdurensynthese bendtigt wird [125].

1.2.3 Cholin in Cholesterol- und Gallensiurenstoffwechsel

Cholin wird zur Synthese von Phospholipiden (Phosphatidylcholin, Lyso-Phosphatidyl-
cholin und Sphingomyelin) bendtigt [194]. Es liegt hauptsédchlich in Form von Phospha-
tidylcholin (ca. 95 %) vor [93]. Als Bestandteil von Phospholipiden ist es in den Lipid-
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Abbildung 11: Cholin wird zu Betain, Phosphatidylcholin oder TMA verstoffwechselt. Uber Phosphatidylcholin erhilt es An-
schluss an den Fettstoffwechsel und Cholesteroltransport via VLDL, iiber Betain ist es an den C1-Stoffwechsel und iiber meh-
rere Schritte auch an den Taurin- und damit Gallensdurenstoffwechsel angebunden. AdoMet: S-Adenosylmethionin (=SAM);
AdoHcy: S-Adenosylhomocystein (=SAH); BHMT: Betain-Homocystein S-Methyltransferase; CHDH: Cholindehydrogenase;
CfS: Cystathionin-3-Synthase; CyL: Cystathionin-y-Lyase; DMG: Dimethylglycin; MAT: Methionin-Adenosyltransferase; MS:
Methionin-Synthase; SHMT: Serin-Hydroxymethyltransferase; THF: Tetrahydrofolat; MTHFR: 5,10-Methylen-THF-Reduktase;
PEMT: Phosphatidylethanolamine N-Methyltransferase; X: Methylakzeptor. Bild aus Poloni et al. [125] (modifiziert), lizenziert unter
Creative Commons Attribution license: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

und Cholesteroltransport eingebunden. Es formiert Lipoproteinpartikel und tibernimmt
Funktionen im Cholesterolstoffwechsel (Losen von Cholesterol und reverser Cholesterol-
transport) [93, 116].

Fette und Cholesterin werden aus der Nahrung durch Enterozyten resorbiert. Fiir den
Transport zur Leber benotigen Enterozyten Cholin-haltige Phospholipide, um Chylomi-
krone und VLDL-Partikel zu generieren und zu sezernieren [124, 113]. In der Leber wird
Phosphatidylcholin vor allem zur Sekretion von VLDL, Bildung von HDL und Sekretion
in die Gallenfliissigkeit verwendet [93].

Uber VLDL-Partikel gelangen Fett und Cholesterol von der Leber zu Geweben. Wird die-
ser Transport z.B. durch Cholinmangel unterbrochen, akkumulieren Fett und Cholesterol
in der Leber [113] und der Cholesterolgehalt im Plasma fillt ab [199]. Bei niedrigem
Phosphatidylcholingehalt der VLDL-Partikel werden diese schneller aus der Zirkulation
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resorbiert. Eine gestorte Phosphatidylcholin-Biosynthese reduziert das HDL-Cholesterin
im Plasma durch Inhibition der hepatischen Bildung und gesteigerte Aufnahme aus dem
Blut [35].

Nach Sekretion von Phosphatidylcholin in die Gallenfliissigkeit wird es im Darm zu na-
hezu 95 % resorbiert, wobei etwa 40 % zur Leber zuriickgelangen und der Rest vom
Korpergewebe verwendet wird [93]. Ein Cholinmangel verursacht Verianderungen im Gal-
lensdurenmetabolismus: Die Phosphatidylcholin-Level in der Gallenfliissigkeit sind redu-

ziert und Gallensduren- und Cholesterolsekretion vermindert [124].

1.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit stellt drei Studien vor, in denen die Rolle von TMAO sowie wei-
terer Metabolite des Cholin- bzw. C1-Stoffwechsels im menschlichen Fett-, Glukose-,

HDL- und Xenobiotika-Stoffwechsel untersucht wurden.

Der erste Teil der Arbeit beurteilt die Effekte akuter Fett- und Glukosebelastung auf
die Plasmakonzentrationen von Metaboliten des TMAO- und Cholin-Stoffwechsels. Die
Durchfiihrung als Pilotstudie an 18 Probanden diente der Identifikation von Markern,
die potentiell der Fritherkennung von abnormem Fett- und Glukosestoffwechsel dienen
konnten, noch bevor sich Krankheitsschidden klinisch manifestiert haben. Die Studie konn-
te damit einen Ausgangspunkt zur spiteren Etablierung von Frithmarkern in der Diagno-
stik darstellen. Hintergrund der Untersuchung waren Ergebnisse, die TMAO- und Cholin-
Plasmaspiegel mit Diabetes und dem Fett- bzw. Cholesterolstoffwechsel in Verbindung
brachten.

Die Beurteilung des Fettstoffwechels im klinischen Alltag erfolgt derzeit vor allem durch
die Bestimmung von Triglycerid-, Cholesterin- (gesamt), HDL- und LDL-Konzentratio-
nen im Niichternblut. Zur erweiterten Diagnostik werden Apolipoproteine, Lipoprotein a,
Chylomikrone und weitere Spezialparameter betrachtet, die jedoch teilweise nicht vali-
diert sind. Ein einheitlicher Diagnosetest wie der orale Glukosetoleranztest fiir Storungen
im Glukosestoffwechsel ist fiir Storungen im Fettstoffwechsel bisher nicht etabliert. Die
Messung einer Markerkonzentration wie von TMAO nach akuter Fettbelastung konnte ei-
ne Moglichkeit zur frithen Diagnostik von Fettstoffwechselstorungen darstellen. Die Ef-
fekte einer akuten Glukosebelastung wie durch einen oralen Glukosetoleranztest auf die
TMAO- und Cholin-Stoffwechselkonzentrationen wurden bisher wissenschaftlich kaum
untersucht. Ein Zusammenhang von Glukosestoffwechselstéorungen und TMAO-Konzen-
trationen wurde bei Diabetikern (Typ 2) beobachtet, bei denen erhohte TMAO-Konzen-
trationen im Blutplasma vorliegen. Der Studie liegt die Annahme zugrunde, dass post-
prandiale metabolische Reaktionen auf akute Belastungstests beginnende Stoffwechsel-

storungen besser erfassen als die Diagnostik mittels Niichternblutwerte.
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Hohe Konzentrationen an TMAO wurden mit kardiovaskuldren Erkrankungen in Zusam-
menhang gebracht. Der Stoffwechsel und die Transportform von Cholesterol in Form von
HDL- und LDL-Vesikeln spielen in der Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen eine
wichtige Rolle. HDL ist insbesondere am reversen Cholesteroltransport mit Riicktransport
von Cholesterin aus der Peripherie zur Leber beteiligt, wiahrend durch TMAO eine Hem-
mung dieses Transports beschrieben ist. Die zweite Studie dieser Arbeit untersucht daher,
ob die Konzentrationen von antiatherogenem HDL mit proatherogenem TMAO assoziiert
sind. Durch Gegeniiberstellung von HDL- und TMAO-Konzentrationen von 331 Patien-
ten soll in Quintilen eine Kohdrenz der Faktoren iiberpriift werden, um einen weiteren
Hinweis liber potentiell beteiligte Mechanismen bei der Atherosklerose-Entstehung zu

erhalten.

Im letzten Teil der Arbeit wird die Wirkung von Xenobiotika auf den TMAO- und C1-
Stoffwechsel untersucht. Diverse Xenobiotika werden durch die FMO3, dem Schliissel-
enzym des TMAO-Stoffwechsels, metabolisiert. In dieser Arbeit wird unter dem Einsatz
von Abirateronazetat als Xenobiotikum bei 34 Patienten mit progressiv Chemotherapie-
naivem Kastrations-resistentem Prostatakarzinom iiberpriift, ob es zur Anderung der Me-
tabolitkonzentrationen des TMAO- und Cholin-Stoffwechsels kommt. Interessant ist die-
se Fragestellung auch im Hinblick darauf, dass bei Patienten mit Prostatakarzinom erhohte
TMAO-Plasmaspiegel vorliegen, die sich unter erfolgreicher Therapie womoglich norma-

lisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Cholin-Stoffwechsel nach oralem Fett- und Glukosetoleranztest
(Pilotstudie)

2.1.1 Fragestellung

Die Studie diente der Priifung der folgenden Frage: Verursachen akute Fett- und Glu-
kosebelastung bei gesunden Individuen Konzentrationsinderungen von Metaboliten des
TMAO- und Cholin-Stoffwechsels im Blutplasma? Gemessen wurden die kurzfristigen
Anderungen 4 Stunden nach oralem Fett- und 2 Stunden nach oralem Glukosetoleranz-

test.

2.1.2 Studiendesign

Die Studie wurde am Universitétsklinikum des Saarlandes im Bereich Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin - Zentrallabor in Form einer Interventionsstudie durchgefiihrt
(Fallzahl: N=18). Die Probanden wurden aus Homburg und Umgebung (Saarland) von
Mai 2016 bis Januar 2017 rekrutiert. Fiir die Studienteilnahme galten folgende Vorausset-

zungen:

Einschlusskriterien:

e Minner und Frauen

o Alter: 40 - 65 Jahre (Haufigkeitsgipfel der Erstmanifestation eines Diabetes mellitus
Typ 2, Minimierung altersabhédngiger Verinderung im TMAO-Metabolismus)

e stabiler Erndhrungszustand (Gewichtsschwankungen um weniger als etwa 5 % des
Korpergewichts)

Ausschlusskriterien:

e vorliegende Schwangerschaft

e Erkrankungen des Fett- oder Glukosestoffwechsels (z.B. Diabetes mellitus
Typ 1 und 2)

e Maladsorption durch chronisch entziindliche Darmerkrankungen (z.B. Morbus
Crohn, Colitis ulcerosa, Zoliakie), Diarrhoe, gastrointestinale Resektionen, iiber-

méBiger Alkohol- oder Zigarettenkonsum

e Vorerkrankungen mit Einfluss auf den Stoffwechsel: Lebererkrankungen, Nierenin-

suffizienz, neoplastische Erkrankungen

e Finnahme folgender Medikamente: Antidepressiva, Antiepileptika, Fibrate,

Folsdure-Antagonisten, Metformin, Statine, Zytostatika
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Die Zustimmung zur Studie wurde von der ,,Ethik-Kommission bei der Arztekammer des
Saarlandes“ (Kenn-Nr. 256/15) eingeholt und die Studie gemi3 den ethischen Grund-
sdtzen der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Alle Teilnehmer wurden vorab iiber das
Forschungsvorhaben informiert und willigten schriftlich zur Teilnahme ein. Die Studie ist
registriert unter ClinicalTrials.gov: NCT02603237.

2.1.3 Studienablauf und Messungen

Die Studiendurchfiihrung, gezeigt in Abbildung 12, umfasste einen oralen Fett- (oFTT)
und oralen Glukosetoleranztest (0GTT), durchgefiihrt im zeitlichen Abstand weniger Ta-
ge (Median: 7 Tage). Vorab erfolgte mit den Studieninteressenten ein telefonisches Ge-
spréch, in dem eine kurze Schilderung des Studienablaufs stattfand und eine Vorauswahl
der Probanden vorgenommen wurde. Hierzu fand eine grobe Abkldrung des Vorliegens
von oben genannten Einschlusskriterien statt.

Von anfinglich 20 Interessenten wurde eine Person aufgrund der Ausschlusskriterien
(>65 Jahre, Multimorbiditiit) ausgeschlossen. Eine weitere Person entschied sich auf-

grund des Fettbelastungstests gegen eine Teilnahme.

Telefonisches Gesprach
(Studieninformation, Vorauswahl der Interessenten)

Besuch 1 |/ Besuch 2

- Teilnahmeerklarung

- standardisierter Fragebogen
(personliche Daten, Anamnese)

oFTT

1. Blutentnahme (niichtern) ———»
2. Blutentnahme 4 Stunden
nach Fettbelastung

Routinelabor

Diabetes-
Ausschluss —
(DDG-Kriterien)!

oGTT (wenige Tage nach oFTT)

3. Blutentnahme (niichtern)

4. Blutentnahme 2 Stunden
nach Glukosebelastung

EDTA- /Lithium- EDTA- /Lithium-
Heparinblut Heparinblut

\ 4 \ 4
Probenanalyse: Routinelabor und UPLC-Tandem Massenspektrometrie
zwischenzeitliche Lagerung: -80°C

Abbildung 12: Cholin-Stoffwechsel nach oralem Fett- und Glukosetoleranztest (Pilotstudie): Ablauf und Durchfiihrung der Studie
sind im FlieBschema dargestellt. 'DDG-Kriterien zeigt Abbildung 13.

Am ersten Besuchstermin wurden per standardisiertem Fragebogen personliche Daten,
Krankheits-, Medikamentenanamnese und Erndhrungsgewohnheiten erhoben (siehe An-
hang E) und die oben genannten Ein- und Ausschlusskriterien gepriift. Bei Erfiillung der
Teilnahmevoraussetzungen und nach Erteilung der Einverstindniserkldrung durch den

Probanden wurde im ersten Studienteil der oFTT im Niichternzustand (> 8 Stunden)
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durchgefiihrt. Der oFTT beinhaltete die orale Aufnahme von 250 g Sahne (Landliebe
Schlagsahne, Fett-/Sahneanteil: 3,2 g/ 10 g — 80 g/ 250 g) innerhalb von fiinf Minuten,

siehe Zusammensetzung der Sahne nach Herstellerangabe in Tabelle 6.

Tabelle 6: Zusammensetzung der zum oralen Fetttoleranztest (0FTT) verwendeten Landliebe Schlagsahne nach Herstellerangabe.

Durchschnittliche Ndhrwertmenge pro 10 g

Energie 128 kJ / 31 keal
Fett 32¢g

— davon gesittigte Fettsduren 2,1¢g
Kohlenhydrate 032¢g

— davon Zucker 03¢g

Eiweil} 0,24 ¢

Salz 0,01 g

Vor Durchfiihrung des oFTT erfolgte eine Niichternblutentnahme und Urinabgabe. Nach
vier Stunden wurde eine zweite Blutentnahme vorgenommen und Urin abgegeben; im

zwischenzeitlichen Testintervall fand keine weitere Nahrungsaufnahme statt.

Aus der ersten Niichternblutentnahme wurden bei jedem Probanden Routineparameter
bestimmt (CRP, Glukose, HbA;., Cholesterin, Triglyceride, HDL, LDL, Kreatinin, GFR,
Harnstoff, Harnsdure, GOT, GPT, vGT, AP, Bilirubin, Hb, Erythrozyten, Hkt, MCH,
MCHC, MCYV, Thrombozyten). Die Konzentrationen der Blutglukose und des HbA;,.
dienten gemif den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (sieche Abbildung 13)
zum Ausschluss-Screening eines Diabetes mellitus. Alle Probanden konnten nach Aus-
schluss am folgenden oGTT am zweiten Besuchstermin teilnehmen. Dieser wurde im

Abstand von einigen Tagen zum ersten Besuchstermin abgehalten.

Im zweiten Studienteil wurde ein oGTT durch orale Aufnahme einer standardisierten 75 g
Glukose-Losung (Roche: Accu-Chek Dextrose O.G-T. 300 ml Saft) durchgefiihrt. Das
Testvolumen wurde innerhalb von 5 Minuten aufgenommen. Es erfolgte auch hier ei-
ne Niichternblutentnahme und Urinabgabe unmittelbar vor dem oGTT sowie nach zwei-

stiindigem Intervall ohne weitere Nahrungsaufnahme.

Um Verzerrungen durch Tageszeit-abhingige Stoffwechselaktivitit in gemessenen Meta-

gU0

bolitkonzentrationen zu minimieren, wurden die Studientests morgens zwischen und

930 Uhr durchgefiihrt.

2.1.4 Praanalytik

Fiir die Blutentnahmen wurden K* EDTA- und Lithium-Heparin-Réhrchen verwendet.

Die Messung der Routineparameter erfolgte aus EDTA-Plasma- und Lithium-Heparin-
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Symptome des Diabetes
(d.h. Gewichtsverlust, Polyurie, Polydipsie)

und/oder erhohtes Diabetes-Risiko
(Bestimmung mittels Diabetes-Risiko-Test)

>6,5% 5,7 bis < 6,5 % <5,7 %
> 48 mmol/mol 39 bis < 48 mmol/mol < 39 mmol/mol

v

‘ Niichternglukose oder oGTT ‘

v v v

NPG > 126 mg/dl NPG 100-125 mg/dl NPG < 100 mg/dl und/oder
und/oder und/oder im oGTT
2h-oGTT-PG > 200 mg/dl | | 2h-oGTT-PG 140-199 mg/dl NPG < 100 mg/dl und
2h-oGTT-PG < 140 mg/dl
v Y v
Diagnose: A "~ | Diagnose:
Diabetes Aufkléarung tiber Diabetesrisiko, Lifestyle-Intervention, kein Diabetes

+ Behandlung von Risikofaktoren. Erneute Risiko-
bestimmung und HbA _nach 1 Jahr.

Therapie
gemdl Leitlinie

NPG: Nichtern-Plasmaglukose,
2h-0GTT-PG: 2h-Plasmaglukose im oralen Glukosetoleranztest (75 g)

Abbildung 13: Diabetes-Diagnostik: Schema nach Kerner und Briickel (2012) im Auftrag der DDG [74].

Blut durch das Zentrallabor des Universititsklinikum des Saarlandes (Bestimmungsme-
thode und Referenzbereiche der Routineparameter: sieche Anhang D). Fiir die Messung
von Betain, Cholin, DMG, TMA, TMAO und Taurin wurde das Plasma nach Zentrifu-
gation des EDTA-Blutes (10 000 x g, 10 Minuten, 4°C) innerhalb von 30 Minuten nach
Blutentnahme aus dem Uberstand aliquotiert (500 pl). Fiir die Messung von SAH/SAM
wurde die EDTA-Aliquotierung mit 50 pl Essigsédure (1 N) versetzt und gut durchmischt,
um durch Ansduerung SAM zu stabilisieren und die Reaktion zu SAH zu verhindern [57].
Die Proben wurden bei -80°C gelagert und die Messung der Parameter <6 Monate mittels
Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie - Tandem Massenspektrometrie (UPLC-
Tandem MS: ultraperformance liquid chromatography - tandem mass spectrometry) durch-
gefiihrt. Der Coefficient of variation (CV) fiir den Inter-Assay betrug fiir TMAO und
TMA <8 % und <14 %. Die Plasmakonzentrationen fiir TMA lagen mit einer Ausnahme
(0,19 uM) unterhalb der Detektionsgrenze (LOD - limit of detection) von 0,12 M.

2.1.5 Messungen mittels UPLC-Tandem MS (Messprinzip)

Bei der UPLC-Tandem MS Methode handelt es sich um ein Kopplungssystem eines
Fliissigkeitschromatographen (UPLC-Technik) mit zwei in Reihe geschalteten Massen-

spektrometern (Tandem MS). Nach Auftrennung in der UPLC iiber eine Sdule werden

31



ionisierte Analyte im Massenspektrometer mithilfe von Isotop-markierten Standards iden-
tifiziert und quantifiziert.

Die UPLC-Technik (2004, Waters Corporation) ist eine Form der Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (High performance liquid chromatography - HPLC), die im Ver-
gleich zur herkdmmlichen HPLC-Technik héhere Durchflussraten, eine hohere Sensiti-
vitidt und ein hoheres Auflosungsvermogen erzielt. Dies wird durch die Verwendung von
Sédulen mit kleinerer Partikelgrofe der stationdren Phase (1,7 pm Hybridpartikel) und
einer kiirzeren Sédulenldnge bei hohem Druck (bis 1000 bar) erreicht. Die eingesetzten
Acquity BEH HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography) und Acquity BEH
Cis Séulen verleihen den Hydropartikeln durch Bridging (bridged ethyl hybrid - BEH) zu

Methylgruppen in der Silica Matrix die ausreichend mechanische Stabilitét.

Sample Inlet )

Sampling Cone
and lon Block

Source T-Wave
lon Guide

Samples are Quadrupole 1

introduced, at @ -
atmospheric pressure, T-Wave Collision Cell

into the ionization source.

lons are sampled through a series A2 @ Quadrupole 2
of orifices. LI

Detector
The ions are filtered according to their mass-to-charge @

ratio (m/z).

e The mass-separated ions undergo collision-induced decomposition. @ﬁﬁ A\ @

9 The fragment ions are filtered according to their mass-to-charge ratio.
@ The transmitted ions are detected by the photomultiplier detection system.

a The signal is amplified. digitized. and presented to the control system.

Abbildung 14: Aufbau und Funktionsweise des Quattro Premier 7™ XE - Tandem Quadrupol-Massenspektrometers. Die Ionisierung
erfolgt per Elektrosprayionisation (ESI), bei der durch Anlegen einer Hochspannung an einem Analyt-tragenden metallischen Kapil-
larende ein Ladungsiiberschuss mit Aerosolbildung entsteht, oder per Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI), bei der eine
Aerosolbildung durch einen Stickstoffstrom und die Analyt-Ionisierung durch anliegende Spannung via Losungsmittel erzeugt wird.
Bild aus Waters [181]. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Waters GmbH.

In der Tandem MS werden zwei Massenspektrometer vom Quadrupol-Typ eingesetzt, die
durch eine Kollisionszelle getrennt sind. Ein Quadrupol-Massenspektrometer enthilt vier
im Quadrat angeordnete parallele Stabelektroden (gegeniiberliegende Elektroden gleich
gepolt), durch die im statischen Magnetfeld beschleunigte Ionen selektiert werden. Die

Selektion erfolgt im Hochvakuum in Abhéngigkeit ihres Masse-zu-Ladung-Verhiltnisses.
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Die vorgeschaltete Acquity HILIC VanGuard bzw. Acquity BEH C;g VanGuard-Vorséule
filtert chemische Verunreinigungen aus dem aufgetragenen Analyten, schiitzt die Séule
und verbessert die analytische Leistung [157, 180]. Abbildung 14 zeigt den Aufbau und
die Funktionsweise des verwendeten UPLC-Tandem MS-Geritetyps. Nach Passieren des
ersten Massenspektrometers stoen die selektierten Ionen in der Kollisionszelle mit Mo-
lekiilen eines inerten Gases zusammen, sieche Abbildung 15. Dies fiihrt zur Generie-
rung von lonisationsfragmenten (collision-induced dissociation - CID), die im nachge-
schalteten zweiten Massenspektrometer analysiert und detektiert werden. Durch diese
Verschaltung werden hohe Selektivitit und Detektionen mit niedriger Nachweisgrenze

gewihrleistet.

L ) E—

> _—
MS1 Collision Cell MS2
Static (at parent mass) Pass all masses Static (at daughter mass)

Abbildung 15: Die Abbildung zeigt die Massenspektrometer bei Messung im MRM-Modus (Multiple reaction monitoring), durch
dessen Verwendung eine lingere Verweildauer der Ionen und somit eine hohere Sensitivitit erreicht wird. Es erfolgt eine Selektion der
Tonen (MS1) und ihrer Fragmente (MS2). Bild aus Waters [181]. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Waters
GmbH.

2.1.6 Probenvorbereitung zur UPLC-Tandem MS Messung

Zur Messung wurden zunéchst nur EDTA-Plasmaproben verwendet, die Urinproben wer-
den im weiteren Verlauf der Studie nachgemessen und bei fortgeschrittener Analyse und
Auswertung beriicksichtigt. Es wurden drei Messmethoden zur Konzentrationsbestim-
mung mittels UPLC-Tandem MS angewandt: 1. Messung von Betain, Cholin, DMG;
2. Messung von TMA, TMAO, Taurin: 3. Messung von SAH/SAM. Alle verwendeten
Materialien und Gerite sind im Anhang (siehe Abschnitt A und B) dezidiert aufgefiihrt.
Die Lagerung der Standards und Isotopenmarker erfolgte bei -25°C.

Die eingefrorenen EDTA-Plasmaproben wurden zur Messung einmalig aufgetaut, ge-
mischt, zentrifugiert (10 000 x g, 5 Minuten, Raumtemperatur; SAH/SAM-Messung:
2 000 x g, 5 Minuten, 4°C) und nach unten beschriebenem Vorgang fiir die Konzen-
trationsmessungen mittels UPLC-Tandem MS vorbereitet. Alle Probenvorbereitungen er-
folgten auf Eis, um die Verdunstung von Acetonitril gering zu halten. Nach der Vorbe-
reitung wurden die Proben teilweise erneut bei -80°C eingefroren und <2 Wochen spiter
aufgetaut, gemischt und gemessen (Ausnahme: SAH/SAM-Messung). Die Proben eines
Probanden wurden in einem Lauf gemessen, um zufillige Perturbationen innerhalb der

Messergebnisse bei einer Person zu minimieren.
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Plasma

1. Betain, Cholin, DMG:
Die UPLC-Tandem MS Messung erfolgte nach der von Kirsch et al. beschriebenen Me-
thode [77].

Materialien
- Standards: Betain, Cholin, DMG (Stocklosung: 1 000 M)
- Internal Standards (IS): D9-Betain, D9-Cholin, D9-DMG, Acetonitril

- weitere Materialien: Ameisensidure, Ammoniumformiat, Wasser (ultrarein; Milli-Q)

In 1,5 ml Reaktionsgefile wurden 100 pl EDTA-Plasma/Kalibrator/Kontrolllosung vor-
gelegt. Die Proteinausfillung erfolgte durch Acetonitril nach Zugabe von 300 pl IS-
Losung. Die Losungen wurden gemischt, zentrifugiert (10 000 x g, 5 Minuten, Raum-
temperatur) und der Uberstand (300 pl) in UPLC MS-GefiBe iiberfiihrt. Die Startbedin-
gungen der UPLC-Tandem MS Messung wurden eingestellt auf: 12,5 % mobile Pha-
se A (15 mM Ammoniumformiat gelost in ultrareinem Wasser, pH=3,5 durch Ansiduerung
mit Ameisensdure); 87,5 % mobile Phase B (Acetonitril), Sdulentemperatur 30°C, Sam-
ple Manager Temperatur 4°C, Flussrate 0,6 ml/Min. Verwendete Sdulen: Acquity BEH
HILIC (100 x 2,1 mm (i.d.); 1,7 pm PartikelgroBe), Acquity BEH HILIC VanGuard-
Vorsdule (5 x 2,1 mm (i.d.); 1,7 pm PartikelgréBe), 0,2 pm In-Line Filter.

2. TMA, TMAO, Taurin

Die UPLC-Tandem MS Messung erfolgte nach der von Awwad et al. beschriebenen Me-
thode [6].

Materialien

- Standards: TMA, TMAO, Taurin (Stocklosung: 1 000 M)

- Internal Standards: D9-TMA, D9-TMAO, D4-Taurin, Methanol:Acetonitril (15:85),
Ameisensiure

- weitere Materialien: Ammoniumformiat, Wasser (ultrarein; Milli-Q)

In 1,5 ml Reaktionsgefifle wurden 100 pl EDTA-Plasma/Kalibrator/Kontrolllosung vor-
gelegt. Die Proteinausfillung erfolgte mittels Methanol:Acetonitril (15:85) in der IS-
Losung, angesduert durch Ameisensédure (0,2 %). Nach Zugabe von 300 pl IS-Losung
wurde die Losung gemischt, zentrifugiert (10 000 x g, 5 Minuten, Raumtemperatur)
und der Uberstand (300 ul) in UPLC MS-GlasgefiBe iiberfiihrt. Die Startbedingungen
der UPLC-Tandem MS Messung wurden eingestellt auf: 10 % mobile Phase A (15 mM
Ammoniumformiat geldst in ultrareinem Wasser, pH=3,5 durch Ansiduerung mit Amei-
sensdure), 90 % mobile Phase B (Acetonitril), Saulentemperatur 30°C, Sample Manager
Temperatur 4°C, Flussrate 0,4 ml/Min. Verwendete Sdulen: Acquity BEH HILIC (100
x 2,1 mm (i.d.); 1,7 pm Partikelgrole), Acquity BEH HILIC VanGuard-Vorsédule (5 x
2,1 mm (i.d.); 1,7 pm PartikelgréBe), 0,2 pm In-Line Filter.
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3. SAH, SAM

Die UPLC-Tandem MS Messung erfolgte nach der von Kirsch et al. beschriebenen Me-
thode [76].

Materialien

- Standards: SAH, SAM

- Internal Standards: 2H3;-SAM, 3C5-SAH

- weitere Materialien: Essigsdure, Ammoniumazetat (20 mM, pH=7,4)

500 11 des Uberstandes wurden mit 50 4l Ammoniak (1 M) neutralisiert (pH=7,4 - 7,5)
und 25 pl IS-Losung zugegeben. Zur Aufreinigung wurde eine Festphasenextraktion (so-
lid - phase extraction - SPE) mittels Varian Bond Elut PBA (Phenylboronic acid) - Séaule
durchgefiihrt (Sdaulenvorbereitung: 1 ml wissrige Essigsidure (pH=2,636), anschlieend
5 x 1 ml wissriges Ammoniumazetat, Zentrifugation nach jedem Waschschritt (500 x g,
1 Minute, 4°C)). Nach Probenauftragung wurde zentrifugiert (250 x g, 2 Minuten, 4°C)
und hydrophile Verunreinigungen durch 2 x 1 ml Ammoniumazetat abgetrennt (500 x g,
1 Minute, 4°C). SAH/SAM-ADblosung erfolgte durch Waschen mit 3 x 350 pl wéssriger
Essigsdure (pH=2,636) und Zentrifugation (250 x g, 2 Minuten, 4°C). Es wurden eine Ka-
libratorreihe sowie eine High Control und eine Low Control in Ammoniumazetat-Puffer
erstellt und mit 25 pl IS-Losung versetzt. Die Startbedingungen der UPLC-Tandem MS
Messung wurden eingestellt auf: 100 % mobile Phase A (100 % wissrige Essigsdure, gla-
cial), Sdulentemperatur 25°C, Sample Manager Temperatur 4°C, Flussrate 0,35 ml/Min.
Verwendete Sdulen: Acquity UPLC BEH Cig (50 x 2,1 mm (i.d.); 1,7 pm PartikelgroB3e),
Acquity BEH C;g VanGuard-Vorsédule (5 x 2,1 mm (i.d.); 1,7 pm Partikelgrofle), 0,2 pm
In-Line Filter.

2.1.7 Rechner-basierte Auswertung der MS-Daten

Zur Software-gestiitzten Datenerhebung wurden die Windows-basierten Programme
MassLynx”™ und QuanLynx”™ verwendet. Zur Konzentrationsbestimmung des Analy-
ten wurde mithilfe von Kalibratoren bekannter Konzentrationen eine Standardkurve (Aus-
schlagfliche gegen Konzentration aufgetragen) erstellt und mit dem Fldchenintegral der
zu analysierenden Substanz verglichen. Isotop-markierte Internal Standards (IS) wurden
verwendet und den Proben bei Bearbeitung moglichst frith zugegeben. Ein IS dient als
Normalisierungsfaktor, um systemische und zuféllige Fehler, die wihrend der Probenvor-
bereitung und des Analyseprozesses entstehen, zu minimieren. Er dhnelt dem Analyten
stark (unter anderem chemische Eigenschaften, Retentionszeit), muss allerdings chroma-
tographisch noch von diesem unterscheidbar sein [88].

Zur Validitétspriifung der Daten wurde eine High Control und Low Control (bei der
TMAO-Messung zusitzlich Medium Control) gemessen. Zur Prizision der Messung wur-

de als interne Kontrolle zudem zu Beginn und am Ende eines Messlaufs eine Probe des
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hausinternen Urin- und Plasmapools gemessen. Ein regelmédBiger Blankabgleich nach

acht Proben diente der Qualitédtssicherung und als Negativkontrolle der Messung.

2.1.8 Statistische Analyse

Alle Messwerte wurden mittels One-Sample Kolmogorov-Smirnov-Test unter Lilliefors
Signifikanzkorrektur auf Vorliegen einer Normalverteilung gepriift. Folgende Parame-
ter lagen mitunter nicht normalverteilt vor: DMG vor oGTT und TMAO vor oFTT. Die
TMAO-Werte vor und nach oFTT lagen nach Logarithmierung in beiden Fillen normal-
verteilt vor. Da die DMG-Werte vor oGTT nach Logarithmierung weiterhin nicht normal-

verteilt vorlagen, wurden die unlogarithmierten Werte zur weiteren Analyse verwendet.

Die Werte aller Messparameter und ihrer zeitlichen Verdnderung sind als Mittelwert (Stan-
dardabweichung) angegeben. Die intraindividuellen Konzentrationsdnderungen innerhalb
eines Tests vor/nach oFTT bzw. vor/nach oGTT wurden in abhédngiger t-Testanalyse (pai-
red samples test) auf signifikante Devianzen untersucht. Durch einen Baseline-Vergleich
(Konzentrationen vor oFTT und oGTT) wurde die zeitliche Konstanz/Variabilitit der
Messdaten iiberpriift. Es zeigte sich, dass eine Adjustierung auf die Baseline nicht erfor-
derlich war. Die Parameterdifferenzen (Parameterkonzentration nach abziiglich vor oFTT
bzw. oGTT) wurden berechnet und im abhéngigen t-Test zwischen den Gruppen oFTT
und oGTT (paired t-Test) verglichen, um von der Baseline ausgehend Unterschiede in
der Reaktion festzustellen. Mittels abhdngigem t-Test wurden die Konzentrationen nach
OoFTT mit denen nach oGTT verglichen. Eine Priifung auf bivariante Korrelation inner-
halb eines Tests mittels Spearmans Rho-Test wurde mit den Parameterdifferenzen durch-
gefiihrt, um gegenseitige Abhingigkeiten der Parameter festzustellen.

Im One-way analysis of variance (ANOVA)-Test wurde nach geschlechtsabhidngigen Un-
terschieden zwischen Ménnern und Frauen in den Parameterkonzentrationen gesucht. Die
Analyse fiir den Konzentrationsvergleich vor den Testdurchfiihrungen und nach den Test-
durchfiihrungen sowie die Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede erfolgten
an einer geringeren Fallzahl fiir den oGTT (N=17) und SAH/SAM (N=13).

Zur statistischen Analyse wurde die Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 24 fiir Win-
dows (IBM Corp., Armonk, NY, USA) verwendet. P-Werte kleiner 0,05 wurden als stati-

stisch signifikant, zwischen 0,05 und 0,10 als Tendenz gewertet.

2.2 Studie zur Abhingigkeit von TMAQO und HDL
2.2.1 Fragestellung

Ziel der Studie war es, zu untersuchen, ob die Konzentrationen von HDL mit TMAO im

Blutplasma assoziiert sind und ob sich eine Korrelation iiber das gesamte HDL-Spektrum
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stetig darstellt. Die Studie sollte ebenfalls geschlechtsabhingige Unterschiede in der As-
soziation aufdecken und Pridikatoren fiir die TMAO-Spiegel identifizieren.

Hintergrund der Fragestellung waren Untersuchungen, die einen Zusammenhang von ho-
hen TMAO-Plasmaspiegeln mit einem erhohten Risiko fiir Athrosklerose und kardiovas-
kuldre Ereignisse zeigten. Zudem sind Wirkungen von TMAO unter anderem auf den

reversen Cholesterolstoffwechsel beschrieben, an dem HDL wesentlich beteiligt ist.

2.2.2 Studiendesign, Probenauswahl und Messung

Die Studie wurde am Universititsklinikum des Saarlandes im Bereich Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin - Zentrallabor in Form einer Querschnittsstudie durchgefiihrt.
Zur Untersuchung des Zusammenhangs von HDL- und TMAO-Plasmapiegeln wurden
Blutproben aus Serum-Entnahmerdhrchen von 333 Patienten (170 Minner, 163 Frau-
en) aus der Blutprobendatenbank des Zentrallabors selektiert (Zeitraum: 29.04.2016 -
02.11.2016).

Die Auswahl der Proben erfolgte anhand der tagesaktuellen Laborbefunde aus dem
GLIMS-Labordatensystem. Bei der Auswahl wurde darauf geachtet, dass die Proben-
zahl beider Geschlechter in etwa ausgeglichen ist. Es wurde kein hiimolytisches Material
gesammelt, um Storfaktoren bei der Messung zu minimieren. Wie in Abschnitt 1.1.5 be-
schrieben, nehmen pathogene Prozesse z.B. an Leber und Niere Einfluss auf den TMAO-
Stoffwechsel. Die in Tabelle 7 genannten Selektionskriterien wurden daher bei der Pro-
benauswahl beriicksichtigt. Das Blutplasma der Proben wurde binnen 24 Stunden nach
Eingang im Routinelabor des Universitdtsklinikum des Saarlandes in Mikroreaktions-
gefidle liberfiihrt und fiir maximal 6 Monate bei -80°C bis zur gesammelten Probenbe-

arbeitung gelagert.

Die Bestimmung der HDL-Konzentrationen sowie weiterer Blutbildparameter (Kreatinin,
GFR, Cholesterin, Triglyceride, LDL, GOT, GPT, Hb, Hkt, MCV, CRP) erfolgte durch das
Routinelabor (Referenzbereiche sieche Anhang D). Die TMAO-Konzentrationen wurden
mittels UPLC-Tandem MS im Serumblutplasma bestimmt. Da EDTA- und Serumblutpro-
ben vergleichbare Ergebnisse liefern [6], konnte statt der standardmifBigen Analyse von

EDTA-Plasma Serum-Blutplasma zur Konzentrationsbestimmung verwendet werden.

Die Serum-Blutproben wurden aufgetaut, gemischt und zentrifugiert (10 000 x g, 5 Mi-
nuten, Raumtemperatur). Die Vorbereitung zur Messung der Konzentrationen von TMAO
mittels UPLC-Tandem MS erfolgte wie in Abschnitt 2.1.6, die Auswertung der Daten
wie in Abschnitt 2.1.7 geschildert. Die Messung erfolgte teilweise unmittelbar nach Pro-
benvorbereitung, teilweise 3 Tage spiter, wobei die Proben zwischenzeitlich bei -80°C
eingefroren wurden. Nach Einfrieren wurden sie aufgetaut, gemischt und unmittelbar ge-

messen. Aufgrund von auffillig hohen TMAO-Konzentrationen wurden zwei Proben von
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der statistischen Analyse ausgeschlossen.

2.2.3 Statistische Analyse

Bei der Auswertung wurden folgende Werte beriicksichtigt: TMAO, HDL, LDL, Gesamt-
Cholesterin, Triacylglyceride (TAG), GOT, GPT, Kreatinin, GFR, Atherogener Index, Hb,
Hkt, MCV und Alter. Die Konzentrationen an Kreatinin wurden von [mg/dl] in [pM],
die HDL-Cholesterol-, LDL-Cholesterol-, Gesamtcholesterol- und TAG-Konzentrationen
von [mg/dl] in [mM] (Standardeinheiten) umgerechnet. Da der LDL-Wert nicht aus allen
Laborbefunden entnommen werden konnte, wurde dieser zur Vervollstindigung der Da-
ten nach untenstehender Formel 2.1 berechnet. Die Ergebnisse der Berechnung wurden
mit den vorliegenden Messwerten verglichen, um die Giite der Berechnung zu priifen und
die Diskrepanz zum Erwartungswert so gering wie moglich zu wihlen. Die LDL-Werte
wurden fiir alle Proben berechnet und der Auswertung zu Grunde gelegt. Die LDL-Werte
und der Atherogene Index (AI) wurden mithilfe folgender Formeln bestimmt:

LDL = T‘%G + HDL [mM] 2.1)

TAG
HDL

AtherogenerIndex = log (2.2)
Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit lo-
garithmierten und nicht-logarithmierten Parametern. Es wurden die graphische Auswer-

tung und die Abschitzung nach p-Wert beriicksichtigt.

Die Mediane und 25. - 75. Perzentile wurden fiir die Gesamtgruppe sowie fiir die Gruppe
der Minner und Frauen ermittelt. Ein Mann-Whitney-U-Test (nicht-parametrischer Test
fiir 2 unabhéngige, nicht normalverteilte Gruppen) wurde durchgefiihrt und die zentralen
Tendenzen der Parameterkonzentrationen bei Manner und Frauen auf signifikante Unter-

schiede untersucht.

Die TMAO- und HDL-Konzentrationen wurden fiir beide Geschlechter in Quintile aufge-
teilt und die Verteilung der oben genannten Parameter auf die Quintile berechnet. Mithilfe
des ANOVA-Tests wurde auf signifikante Verteilungsunterschiede getestet.

Zur statistischen Auswertung wurde die Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 23 fiir
Windows (IBM Corp., Armonk, NY, USA) verwendet. P-Werte kleiner 0,05 wurden als
statistisch signifikant betrachtet, p-Werte zwischen 0,05 und 0,10 wurden als Tendenz

gewertet.
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2.3 Studie zur Wirkung von Xenobiotika (Abirateronazetat) auf den
Cholin- und TMAO-Stoffwechsel

2.3.1 Studiendesign

Die klinische Studie wurde von der Klinik fiir Urologie und Kinderurologie am Univer-
sitdtsklinikum des Saarlandes geleitet und in Zusammenarbeit mit 21 urologischen Ein-
richtungen in Deutschland durchgefiihrt. Es handelt sich um eine Phase-II-Interventions-
studie, bei der Patienten mit progressiv Chemotherapie-naivem Kastrations-resistentem
Prostatakarzinom multizentrisch an 12 Orten in Deutschland angemeldet sind. Fiir die
vorliegende Arbeit wurden die deskriptiven Daten und Ergebnisse aus Blutuntersuchun-
gen der Routine sowie Blutproben zum Zeitpunkt des Therapiebeginns (Zeitpunkt 1),
nach 1 Monat (Zeitpunkt 2) und nach 2 Monaten (Zeitpunkt 3) zur Auswertung be-
reitgestellt. Es wurde Blutprobenmaterial von 34 der insgesamt 70 Teilnehmer analy-
siert, das im Zeitraum vom Juli 2014 bis Januar 2016 gesammelt wurde. Die relevan-
ten Ein- und Ausschlusskriterien fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse sind im
Folgenden aufgelistet, eine vollstindige Auflistung im Rahmen des primiren Studiende-
signs zur Untersuchung von zwei Therapieprinzipien beim progressiv Chemotherapie-
naivem Kastrations-resistentem Prostatakarzinom ist in der Studienregistrierung unter

ClinicalTrials (siehe unten) dokumentiert.

Einschlusskriterien:
e Minner im Alter >18 Jahre
e Adenokarzinom der Prostata (histologisch oder zytologisch gesichert)

e asymptomatische oder mild-symptomatische Form

medikamentdse Kastrierung (Testosteronkonzentration: <20-50 ng/dl)

Laborwerte: Himoglobin >9,0 g/dl; Thrombozyten >100.000/ul; Serumalbumin
>3,0 g/dl; Serumkreatinin <1,5 x der unteren Norm (ULN - upper limit of nor-
mal) oder Kreatinin-Clearance >60 ml/min; Serumkalium >3,5 mM; Serumbiliru-
bin <1,5 x ULN (Ausnahme: Patienten mit Morbus Gilbert); GOT oder GPT <2,5 x
ULN
Ausschlusskriterien:

e akute Infektion

e Metastasen in Leber, Viszeralorganen oder Hirn

e Opiat-, Azol-, Flutamid-, Bicalutamid- oder Nilutamideinnahme innerhalb von Zy-
klus 1, Tag 1

e Radio-/Radionukleotidtherapie
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e Hypophysen- oder Nebennierendysfunktion

e Herzerkrankungen wie stattgehabter Myokardinfarkt, kiirzlich erlittene arterielle
Thrombose, schwere oder instabile Angina pectoris, New York Heart Association
(NYHA) Stadium II-1V, kardiale Ejektionsfraktion <50 %, unkontrollierter Hyper-
tonus, Vorhofflimmern, behandlungsbediirftige Arrhythmien, Einnahme herzwirk-

samer Glykoside

e aktive oder symptomatische virale Hepatitis oder chronische Lebererkrankungen

Die Zustimmung zur Studie wurde von der ,Ethik-Kommission bei der Arztekammer des
Saarlandes* eingeholt (April 2014, Kenn-Nr. 250/13) und die Studie geméal den ethischen
Grundsitzen der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Alle Teilnehmer wurden vorab
tiber das Forschungsvorhaben informiert und willigten schriftlich zur Teilnahme ein. Die
Studie ist registriert unter ClinicalTrials.gov: NCT02077634.

2.3.2 Studienablauf und Messungen

Die Teilnehmer, die die Ein- und Ausschlusskriterien erfiillten und nach Informierung der
Studienteilnahme zugestimmt hatten, wurden auf einer Website registriert und in Sechser-
gruppen zur anschlieBenden Randomisierung gesammelt. Die randomisierte Zuordnung
zu einer der beiden Interventionsgruppen erfolgte durch das Programm MedCFR (Zu-
teilungsverhiltnis 1:1). Die jeweiligen Untersucher wurden nach Randomisierung iiber
die Therapiegruppe ihres Patienten per E-Mail informiert. Eine Blutuntersuchung erfolg-
te am Tag des Therapiebeginns oder wenige Tage im Voraus (Baseline). Die Intervention
erfolgte in mehreren Zyklen und wurde nach dem open-label Prinzip durchgefiihrt. Alle
Probanden erhielten eine orale Therapie mit 1.000 mg Abirateronazetat und 10 mg Pred-
nison (Abbildung 16).

Therapie

Weiterfiihren der

/ LHRH-Therapie

Abirateronazetat Prednison .
R
4 x 250 mg pro Tag + 2 x 5 mg pro Tag andomisierung
B Einstellen der

LHRH-Therapie

Abbildung 16: Interventionstherapie bei kastrierten ménnlichen Patienten mit metastasiertem CRPC (chemotherapy-resistant prostate
cancer). Der Behandlungsunterschied zwischen den Gruppen (A und B) besteht im Fortfiihren bzw. Abbrechen der vorhergehenden
LHRH-Hormonapplikation.

Die GFR wurde aus den Kreatinin-Werten nach folgender Formel berechnet (MDRD-
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Formel):

)—1,154 . (

GF Rynijming1,73m2) = 175 - (S — Kreatiningmg,an Alter[Jahre])_o’zo?’ 2.3)

Es erfolgte eine Messung der Parameter Taurin, TMA, TMAO, Betain, Cholin, DMG aus
EDTA-Plasma zu drei Zeitpunkten mittels UPLC-Tandem MS (Probenvorbereitung und
Datenauswertung erfolgte wie in Abschnitt 2.1.6 und 2.1.7 beschrieben).

2.3.3 Statistische Analyse

Alle Messwerte wurden mittels One-Sample Kolmogorov-Smirnov-Test in logarithmier-
ter und unlogarithmierter Form auf Vorliegen einer Normalverteilung untersucht. Die
logarithmierten Daten lagen in vermehrter Zahl normalverteilt vor. Zum Vergleich der
Messwerte zu allen drei Zeitpunkten zwischen Therapieform A und B wurde ein t-Test
zwischen zwei unabhingigen Stichproben durchgefiihrt und hierbei mit den logarith-
mierten Werten gearbeitet. Zudem untersuchte ein abhingiger t-Test getrennt fiir The-
rapiegruppe A und B die Konzentrationsinderungen der TMAO-Stoffwechsel-, Cholin-
Stoffwechsel- und Routineparameter im zeitlichen Verlauf. Unterschiede in der Konzen-
trationsdnderung von TMAO zwischen beiden Therapiegruppen wurden ermittelt, indem
die Probenhiufigkeit mit TMAO-Anstieg (von Zeitpunkt 1 zu 2 und Zeitpunkt 1 zu 3) so-
wie die mit TMAO-Abfall im exaktem X2-Test nach Fisher verglichen wurden. Die mitt-
lere prozentuale Anderung von Zeitpunkt 1 zu 2 und Zeitpunkt 1 zu 3 fiir beide Therapie-
gruppen wurde bestimmt und diese mittels ANOVA-Test zwischen den Therapiegruppen

verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Cholin-Stoffwechsel nach oralem Fett- und Glukosetoleranztest
(Pilotstudie)

Die Studie umfasste eine Fallzahl von 18 Personen im Alter von 54,3 4 5,7 Jahren (Mit-
telwert = SD) mit anndhernd ausgeglichener Geschlechterverteilung (10 weibliche, 8
minnliche Probanden). Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber MaBzahlen wie Alter, Body-
Mass-Index (BMI) und Korperumfang sowie iiber die Routineparameter der 18 Studien-

teilnehmer zu Studienbeginn.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der Probandencharakteristika als Mittelwerte mit Standardabweichung aus der Routinediagnostik zu
Studienbeginn (N=18).

Messparameter Mittelwert £ SD  Spannweite
Alter [Jahre] 54,3 +5,7 45 - 65
BMI [kg/m?] 26,8 +5,2 18,0 -37.,8
B=Bauchumfang [cm] 98 + 14,3 78 — 125
H=Hiiftumfang [cm] 106 £ 11,5 89 — 128
B/H 0,93 + 0,10 0,72 - 1,09
CRP [mg/1] 22+29 0,3-12,1
HbA - [mmol/mol] 36 £ 3 30-42
Cholesterin [mg/dl] 213 £ 36,6 154 - 289
Triglyceride [mg/dl] 112 £52,5 48 — 269
HDL [mg/dl] 63,9 + 14,1 41 -92
LDL [mg/dl] 136,8 4+ 35,3 79 -219
Kreatinin [mg/dl] 0,91 £+ 0,17 0,63 -1,20
GFR [ml/min] 83+ 15 60,6 — 106,6
Harnstoff [mg/dl] 34,8 + 8,5 23 -52
Harnsdure [mg/dl] 55=+1,7 3,0-10,8
GOT [U/] 252 +5,9 13-33
GPT [U/] 294+ 11,5 10 -59
~GT [U/] 37,1 +£259 14 - 104
Alkalische Phosphatase [U/1] 56,3 £ 16,8 16 - 96
Bilirubin [mg/dl] 0,57 + 0,30 03-14
Hiamoglobin [g/dl] 143+ 1,2 12,2-16,8
Erythrozyten [10'2/1] 4,85 + 0,37 4,06 - 5,64
Hamatokrit [%] 41,3 +£2,8 37 -47
MCH [pg] 294+ 1,9 24 — 32
MCHC [g/dl] 344+ 1,1 32-36
MCYV [fl] 854 +34 76 — 90
Thrombozyten [10%/1] 234,1 534 139 — 364

Bei keinem Probanden fiihrte die Beurteilung anhand des HbA ;- und Niichternglukose-
Wertes gemill dem DDG-Schema (siehe Abbildung 13 auf Seite 31) aus der ersten Blutent-

43



nahme zur Diagnose eines bisher nicht-diagnostizierten Diabetes mellitus. Ein Proband
zeigte ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus. Eine leicht ab-
norme Niichternplasmaglukose (Bereich: 100-125 mg/dl) lag bei sieben Probanden vor,
bei fiinf Probanden ein leicht erhéhter HbA;--Wert (Bereich: 39 bis <48 mmol/mol).
Der oGTT stellte sich bei allen Probanden unauffillig dar (2h Plasma-Glukose <140

mmol/mol).

Bei den Studienteilnehmern handelte es sich um nahezu gesunde Probanden, die anga-
ben, sich im Allgemeinen ausgewogen und omnivor zu erndhren (Ausnahme: 1 Vegeta-
rierin). Folgende gesundheitlichen Probleme wurden per Anamnesefragebogen erhoben:
Hypothyreose (N=3), Hypertonie (N=2), leichte Gastritis (N=2), Andmie (N=1), Multiple
Sklerose (N=1). Einige Probanden gaben eine regelmifige Einnahme folgender Priparate
an: Vitamin D (N=4), Thyroxin (N=3), Sevikar (N=1), Bisoprolol (N=1), lodid (N=1),
Pantoprazol (N=1), Letrozol (N=1), Equinova (N=1). Drei Probanden gaben ferner an,
gelegentlich Nahrungserginzungsmittel und Vitaminpriparate wie Omega 3 Fettsduren

und Folsdure einzunehmen.

3.1.1 Kolmogorov-Smirnov-Test

Es zeigte sich, dass TMAO vor oFTT und DMG vor oGTT nicht normalverteilt waren.
Die logarithmierten TMAO-Werte waren vor und nach oFTT normalverteilt, die logarith-
mierten DMG-Werte vor oGTT nicht. Fiir die weitere Analyse wurden die nicht logarith-
mierten DMG-Werte verwendet.

3.1.2 Vergleich Parameterkonzentrationen innerhalb eines Tests

Der zeitliche Abstand zwischen der ersten und zweiten Blutentnahme betrug beim oFTT
4 Stunden, beim oGTT 2 Stunden. Die Konzentrationsdnderungen zwischen den Blutent-
nahmen wurden vor und nach oFTT bzw. oGTT innerhalb eines Tests fiir die Parameter
Betain, Cholin, DMG, TMA, TMAO, Taurin, SAH, SAM und Glukose mittels gepaar-
ter t-Testanalyse vergleichend untersucht. Beim oFTT wurden zusitzlich Cholesterin und
Triglyceride betrachtet.

Signifikante Anderungen mit abnehmenden Konzentrationen durch den oFTT zeigten die
Parameterkonzentrationen fiir Betain, Cholin und Glukose. Die Triglyceridkonzentratio-
nen nahmen signifikant zu. Durch den oGTT verinderten sich die Konzentrationen fiir
Cholin, DMG, TMAO, Taurin und SAM signifikant. Die Konzentration von Cholin nahm
im Mittel durch den oGTT zu, wihrend die mittleren Konzentrationen von DMG, TMAO,
Taurin und SAM abnahmen. Die Ergebnisse signifikanter Anderungen zeigt Tabelle 9.
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Tabelle 9: Messparameter mit signifikanten Konzentrationsédnderungen durch den oFTT bzw. oGTT. Verglichen werden die Konzen-
trationen zu den Zeitpunkten vor und nach Durchfiihrung innerhalb eines Tests.

Richtung der p-Wert**

Parameter Konzentration Mittelwert &= SD  Anderung*  (zweiseitig)

Betain [uM] vor oFTT 334492 + 0,003
nach oFTT 31,7 +9,3

Cholin [uM] vor oFTT 10,6 + 2,3 4 0,004
nach oFTT 9,2 4+2,3

Glukose [mg/dl] vor oFTT 97 + 8 4 <0,001
nach oFTT 90+ 6

Triglyceride vor oFTT 112 £ 53 T <0,001

[mg/dl] nach oFTT 224 + 117

Cholin [uM] vor oGTT 10,1 £2,5 T <0,001
nach oGTT 11,1 £ 2,7

DMG [pM] vor oGTT 2,0+0,8 d 0,005
nach oGTT 1,7+ 0,8

TMAO [uM] vor oGTT 4,0=£2,1 + 0,029
nach oGTT 35+2,1

Taurin [uM] vor oGTT 477 + 9,1 4 0,020
nach oGTT 445 + 7.8

SAM [nM] vor oGTT 103 + 18 d 0,041
nach oGTT 96 + 17

Die Berechnung erfolgte auf Grundlage von 18 Probanden

* Richtung der mittleren Konzentrationsdnderung durch den Test (oFTT bzw. oGTT)

** p-Werte durch Analyse im abhéngigen t-Test zwischen den Gruppen vor und nach Durchfiihrung
innerhalb eines Tests (paired t-test) (Signifikanzniveau: <0,05)

3.1.3 Vergleich der Parameterkonzentrationen vor Testdurchfiihrung

Der oFTT und oGTT wurden im zeitlichen Abstand einiger Tage (Median = 7 Tage)
durchgefiihrt. Die Konzentrationen vor der Durchfithrung des oFTT und oGTT wurden
als Mittelwerte fiir Betain, Cholin, SAH, Taurin, Glukose, SAM, DMG, TMA, TMAO
bestimmt und im gepaarten t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. Auf dem Si-
gnifikanzniveau von p<0,05 ergaben sich keine Anhalte fiir Unterschiede in den Parame-

terkonzentrationen an beiden Testtagen, siche Abbildung 17.

3.1.4 Relative Konzentrationsinderung

Die relativen Konzentrationsinderungen wurden berechnet, indem die Werte nach dem
oFTT bzw. oGTT von denen vor den Tests subtrahiert wurden. Diese Anderungen wur-
den anschlieBend zwischen beiden Tests im gepaarten t-Test verglichen. Bei einem Signi-
fikanzniveau von p<0,05 unterschieden sich die relativen Konzentrationsianderungen von
Cholin zwischen dem oFTT und oGTT. Der Vergleich fiir die ATMAO-Konzentrationen

war mit einem Wert von p=0,050 grenzwertig. Eine Tendenz mit einem p-Wert zwischen
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Abbildung 17: A-C Konzentrationen der Metabolite vor oFTT/oGTT (Signifikanzniveau p<0,05) im zeitlichen Abstand der
Durchfiihrung zwischen oFTT und oGTT: Median = 7 Tage. Die Auswertung fiir SAH/SAM basiert auf einer Fallzahl von 13 Proban-
den, fiir die restlichen Parameter beim oGTT auf einer Fallzahl von 17 Probanden (Ausnahme: Glukose mit 18 Probanden) und fiir
den oFTT mit 18 Probanden.

0,05 und 0,10 lag auBerdem bei ABetain, ADMG und ASAM vor. Die Ergebnisse des
Vergleichs zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Priifung auf signifikante Parameterdnderungen vergleichend zwischen zwei unabhingigen Tests (oFTT und oGTT).

oFTT* oGTT*
Parameter (nach abziiglich vor) (nach abziiglich vor) p-Wert**
A Betain -1,7 £ 2,1 -0,05 + 2,88 0,057
A Cholin -1,5+1,9 1,07 £ 0,92 <0,001
A TMAO 1,5+3,7 -0,46 £+ 0,82 0,050
A DMG -0,05 £+ 0,30 -0,32 £ 0,40 0,093
A Taurin 2.8 +16,97 3,1 +52 0,206
A SAM -0,99 + 7,1 -6,5 £ 12,6 0,078
A SAH -0,91 5,2 -0,79 4 3,47 0,913
A Glukose -7,33 + 5,81 -7,61 £ 22,11 0,959

Berechnung erfolgte auf Grundlage von 18 Fillen

* Werte angegeben als Mittelwert + SD

** p-Werte durch abhingige t-Testanalyse zwischen Gruppen oFTT und oGTT (paired t-test)

Zur Berechnung der Parameterdifferenzen wurden die vor dem oFTT bzw. oGTT erhobenen Daten von
den danach ermittelten subtrahiert.
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Da keine signifikanten Unterschiede der Konzentrationen vor den Testdurchfiihrungen
bestanden (siche Abschnitt 3.1.3), wurde von einer Adjustierung auf die Anfangskonzen-

trationen abgesehen.

3.1.5 Vergleich der Parameterkonzentration nach Testdurchfiihrung

Die mittleren Parameterkonzentrationen nach Durchfiihrung des oFTT und oGTT wur-
den im gepaarten t-Test verglichen. Auf dem Signifikanzniveau von p<0,05 bestanden
signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen oFTT und oGTT bei Cholin und DMG.
TMAO (p=0,051) und Betain (p=0,056) zeigten auf dem Signifikanzniveau von
p = 0,05 - 0,10 eine signifikante Tendenz. Die Ergebnisse des t-Tests aller Testparameter
zeigt Abbildung 18.

A
509 T l:l nach oF TT
l:l nach oGTT
40+
M=34,75
30 M=29,45
20 L
p=0,056 M=14,10 ém—m 08
104 M=10,54 ’
M=8,40
. p=0,001 p=0,684
Betain [uM] Chalin [pM] SAH [nM]
B C
104 125
87 M=104,0
1004 ! M=99.3
M=910
64 M=845
754
4 M=4,45 p=0,176
M=3 40
504
24 M=2,11 %M—LB? M=45,1 EM:M,Q p=0,880
254
07 p=0,031 p=0,051 p=0,361
DMG [pM] TMAO [pM] Taurin [uM]  SAM [nM] Glucose [mg/di]

Abbildung 18: A-C Boxplot der Parameterkonzentrationen im Vergleich nach oFTT/oGTT (Signifikanzniveau: p<0,05). Angegeben
sind die Mediane (M) und p-Werte (zweiseitig). Die Auswertung fiir SAH/SAM basiert auf einer Fallzahl von 13 Probanden, fiir die
restlichen Parameter beim oGTT auf einer Fallzahl von 17 Probanden (Ausnahme: Glukose mit 18 Probanden) und fiir den oFTT mit
18 Probanden.

3.1.6 Priifung auf bivariante Korrelation

Im Spearman Rho-Test wurden die Konzentrationsverdnderungen von Betain, Cholin,
DMG, TMAO, Taurin, SAM, SAH und Glukose auf bivariante Korrelationen untersucht
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(die Analyse erfolgte mit den Parameterdifferenzen: Konzentrationen nach abziiglich vor
oFTT bzw. oGTT). Alle signifikanten Korrelationen der Analyse sind in Tabelle 11 fiir
den oFTT und oGTT dargestellt.

Tabelle 11: Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach dem Spearman Rho-Test fiir signifikant korrelierende A-Marker nach oFTT und
oGTT. Der Vergleich der Parameterdifferenzen erfolgte innerhalb eines Tests (oFTT oder oGTT).

oFTT oGTT
Parameter ADMG AGlukose ATaurin ASAH
ABetain r=0,494 - - r=-0,762
(p=0,037) (p<0,001)
ATMAO r=0,534 - - -
(p=0,023)
ATaurin - r=0,532 - -
(p=0,023)
ASAH* - r=-0,572 - -
(p=0,041)
ASAM - - r=0,602 -
(p=0,008)

Die Berechnung erfolgte auf Grundlage einer Fallzahl von 18 Fillen (Ausnahme ASAH*: N=13)
Alle Werte sind als Korrelationskoeffizient mit zugehorigem p-Wert (zweiseitig) angegeben.

Es sind nur signifikante Korrelationen gezeigt (Signifikanzniveau: p<0,05).

AWerte berechnet als Konzentrationen nach abziiglich vor oFTT bzw. oGTT.

Unter Fettbelastung zeigten sich signifikante Zusammenhinge zwischen ADMG mit
ABetain und ATMAO sowie zwischen AGlukose mit ATaurin und ASAH.

Unter Glukosebelastung korrelierten ASAH mit ABetain und ATaurin mit ASAM. Die
Korrelationen fiir ASAH sind im Gegensatz zu den anderen Parametern nicht gleich-
gerichtet korreliert. Alle signifikanten Korrelationen zeigen eine grofle Effektstirke mit

einem Korrelationskoeffizienten r> |0,5| (Ausnahme: Betain grenzwertig mit r=0,494).

3.1.7 Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede

Mittels One-way ANOVA-Test wurde ein signifikanter Unterschied in den Parameter-
konzentrationen zwischen der Gruppe der Ménner und der Frauen festgestellt. Die rela-
tiven Konzentrationsdnderungen der Parameter (AWerte berechnet als Konzentrationen
nach abziiglich vor oFTT bzw. oGTT) unterschieden sich jedoch nur unwesentlich zwi-
schen den Geschlechtern. Lediglich die Werte der Altersverteilung, des B/H-Index und
der Verdnderung der Glukosekonzentrationen (im oFTT und oGTT) variierte signifikant

zwischen Minnern und Frauen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 12: Ergebnisse des ANOVA-Tests zur Untersuchung auf Unterschiede in den personlichen MaBzahlen und AKonzentrationen

der MS-Daten nach oFTT und oGTT zwischen Miannern und Frauen.

Parameter Minner* Frauen* p-Wert**
Alter [Jahre] 58 +49 52 + 4,7 0,013
BMI [kg/m?] 26,0 £ 3,9 274 +6,2 0,611
B/H 0,99 £ 0,07 0,87 £+ 0,09 0,008
ABetain -1,59 + 1,98 -1,79 £ 2,28 0,842
ACholin -1,10 £ 1,93 -1,75 £ 1,90 0,480
ATMAO 2,27 + 5,10 0,85 + 2,25 0,438
— ADMG -0,045 + 0,379 -0,046 £+ 0,241 0,991
E ATaurin 5,92 + 25,73 0,37 £ 3,74 0,508
| ASAM -1,39 + 12,03 -1,23 +£ 2,21 0,972
ASAH 2,27 £+ 3,43 -1,51 + 6,39 0,252
AGlukose -10,8 £ 4,5 46 +5.4 0,020
ATriglyceride 110,9 £+ 80,4 112,5 £ 73,7 0,965
ABetain -0,56 £ 3,67 0,40 + 2,07 0,508
ACholin 1,34 £ 1,11 0,83 + 0,69 0,268
ATMAO -0,52 £ 0,43 -0,47 £ 1,10 0,908
~| ADMG -0,405 £ 0,409 -0,235 + 0,397 0,399
S ATaurin -2,66 + 5,86 -3,10 £4,95 0,868
°| ASAM -6,28 + 8,86 -8,68 + 16,91 0,777
ASAH -1,24 £+ 3,28 0,46 + 4,03 0,446
AGlukose -19,8 £ 21,9 2,1 +17.8 0,032

Die Auswertung fiir SAH/SAM basiert auf einer Fallzahl von 13 Probanden, fiir die restlichen Parameter
beim oGTT auf einer Fallzahl von 17 Probanden (Ausnahme: Glukose von 18 Probanden) und fiir den
oFTT sowie die personlichen Mafzahlen von 18 Probanden.

AWerte berechnet als Konzentrationen nach abziiglich vor oFTT bzw. oGTT.

* Werte angegeben als Mittelwert & SD

** p-Werte des Gruppenvergleichs zwischen Ménnern und Frauen nach One-way ANOVA-Test.

3.2 Studie zur Abhingigkeit von TMAQO und HDL

Die Auswertung der HDL-Studie erfolgte mit 331 Proben in annidhernd ausgegliche-
ner Probenzahl fiir Méanner und Frauen (Minner: N=168; Frauen: N=163). Ein breites
HDL-Spektrum und insbesondere eine hohe Probenzahl im mittleren HDL-Bereich von
30 - 79 mg/dl wurden erfasst. Nach Messung mittels UPLC-Tandem MS wurden zwei
der 333 gesammelten Proben ausgeschlossen, da fiir sie vergleichsweise auffillig hohe
TMAO-Konzentrationen (> 45 M) bestimmt worden waren. Die Ausreiller hitten die
Auswertungsergebnisse verfilschen konnen. Die untenstehende Abbildung 19 zeigt fiir

die HDL-Bereiche die kumulative Probenanzahl unter Beriicksichtigung des Geschlechts.
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Abbildung 19: Gezeigt ist die Probenverteilung iiber den HDL-Bereich unter Beriicksichtigung des Geschlechts (N=333).

3.2.1 Kolmogorov-Smirnov-Test

Bei der Priifung auf Vorliegen einer Normalverteilung durch graphische Auswertung, la-
gen die folgenden Werte normalverteilt vor: Kreatinin, GFR, Cholesterol, HDL, LDL, Hb,
Hkt, MCV. GOT war als grenzwertig zu betrachten. Die Werte fiir TAG, GPT, CRP und
TMAO lagen nicht normalverteilt vor.

In der Abschitzung nach p-Werten (Signifikanzniveau p<0,05) zeigten folgende Parame-
ter eine Normalverteilung: GFR/logGFR, Cholesterin (grenzwertig), Atherogener Index,
logHDL, logCholesterin, 10gTAG, logKreatinin, logGOT, logGPT. Den folgenden Para-
metern lag keine Normalverteilung zu Grunde: Kreatinin, TAG, HDL, LDL, GOT, GPT,
Hb, Hkt, MCV, CRP, TMAO, logCRP, logMCV, logTMAO. Da fiir TMAO keine Normal-
verteilung vorlag, wurden zur Beschreibung der Konzentrationsdnderung im zeitlichen
Verlauf nicht-parametrische Tests zur weiteren Auswertung verwendet. Die Anderungen

im Cholin-Stoffwechsel wurden mit den logarithmierten Werten im t-Test evaluiert.

3.2.2 Deskriptive Statistik und Geschlechtervergleich

Die Datenauswertung erfolgte unter Beriicksichtigung einer Aufteilung in drei Gruppen:
Gesamtgruppe, Gruppe der Frauen und Gruppe der Minner. Tabelle 13 zeigt Anzahl,
Median und 25. - 75. Perzentil-Intervall fiir die Analysemarker jeder Gruppe.

Mithilfe des Mann-Whitney-U-Test wurden die Parameterkonzentrationen beider Ge-
schlechter verglichen und der p-Wert berechnet (Signifikanzniveau: p<0,05), um signifi-
kante Diskrepanzen zu erkennen. Folgende Parameter unterschieden sich signifikant zwi-

schen Minnern und Frauen (p<0,05): Alter, Atherogener Index, Cholesterol (gesamt),
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GOT, GPT, Hb, HDL, Hkt, Kreatinin. Da sich zwischen den Gruppen in mehreren Pa-
rametern signifikante Diskrepanzen zeigten, erfolgte die weitere Auswertung fiir beide

Geschlechter getrennt.

3.2.3 Abhingigkeiten zwischen TMAO- und HDL-Konzentrationen

(Stratifizierungsanalyse)

Um auf Assoziationen zwischen TMAO- und HDL-Konzentrationen zu untersuchen, er-
folgte eine Aufteilung der HDL- und TMAO-Konzentrationen in Quintile getrennt fiir
Minner und Frauen. Im Mann-Whitney-U-Test wurde die Verteilung der Parameter-Quin-
tile mit den HDL- bzw. TMAO-Quintilen verglichen (Signifikanzniveau: p<0,05).

Abhiingigkeit: HDL- von TMAQO-Konzentrationen

Die Einteilung nach HDL-Quintilen zeigte in der Gruppe der Minner signifikante Uber-
einstimmungen in den Rangsummen fiir HDL, LDL, TAG, Atherogener Index, GPT, in
der Gruppe der Frauen zusitzlich fiir Cholesterin (gesamt) und Alter, wobei fiir die GPT-
Quintile nur eine Tendenz mit einem p-Wert zwischen 0,05 - 0,10 vorlag. Mit den TMAO-
Quintilen lagen weder in der Gruppe der Ménner noch in der Gruppe der Frauen signi-

fikante Ubereinstimmungen vor. Die Ergebnisse der HDL-Quintilanalyse zeigt Tabelle
14.

Abhiégigkeit: TMAO- von HDL-Konzentrationen

Fiir die Einteilung nach TMAO-Quintilen zeigten die Rangsummen fiir TMAQO, Kreatinin
und die GFR in der Gruppe der Minner, fiir TMAO, GOT, GPT, die GFR und das Alter
(AI grenzwertig mit p=0,05) in der Gruppe der Frauen signifikante Ubereinstimmungen,
wobel fiir die TMAO-Werte mit einem p-Wert von 0,059 eine Tendenz zu verzeichnen ist.
Mit den HDL-Quintilen lagen weder in der Gruppe der Ménner noch in der Gruppe der
Frauen signifikante Ubereinstimmungen vor. Die Ergebnisse der TMAO-Quintilanalyse
zeigt Tabelle 15.

Insgesamt lieferten die HDL- und TMAO-Ringe in der Analyse weder nach HDL-Quin-
tilen, noch nach TMAO-Quintilen Anhaltspunkte fiir einen Zusammenhang zwischen den

Verteilungen.
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3.3 Studie zur Wirkung von Xenobiotika (Abirateronazetat) auf den
Cholin- und TMAO-Stoffwechsel

Die Probenzahl umfasste 34 minnliche Patienten mit bekanntem Prostatakarzinom
(Gleason-Score: Median = 8) im Alter von 72 + 6,2 Jahren (Mittelwert £+ SD). Die ana-
lysierte Probenzahl beider Therapiegruppen war anndhernd ausgeglichen (Therapie A:
N=18; Therapie B: N=16). Die Messungen von TMA, TMAO, Taurin, Betain, Cholin
und DMG erfolgte aus dem EDTA-Plasma zum Zeitpunkt des Therapiebeginns (Zeit-
punkt 1), die Routineparameter wurden am selben Tag oder wenige Tage vorab bestimmt.
Der Abstand von der Routineparameterbestimmung zum Therapiebeginn betrug: Medi-
an = 0 Tage, Intervall = [0;36] Tage. Da in der liberwiegenden Zahl der Fille die Routi-
neblutdiagnostik und der Therapiebeginn am selben Tag stattfanden, wird im Folgenden
weiterhin keine Unterscheidung dieser Zeitpunkte vorgenommen, sondern es werden bei-
de zusammen als Zeitpunkt 1 beschrieben.

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse der deskriptiven Parameteranalyse zum Zeitpunkt 1 vor

Therapiebeginn.

3.3.1 Kolmogorov-Smirnov-Test

Der Kolmogorov-Smirnov-Test ergab fiir einige Parameter keine zugrundeliegende Nor-
malverteilung. Nach Logarithmierung lagen insgesamt mehr Parameter normalverteilt
vor. Zur weiteren Auswertung wurden daher die logarithmierten Daten verwendet. Nicht
normalverteilt waren bei Therapie A LogAlbumin, LogHkt, LogTriglyceride, LogTMA
(Zeitpunkt 1); LogAlbumin, LogHb, LogTriglyceride, LogL.LDL, LogHDL, LogGOT,
LogGPT (Zeitpunkt 2); LogAlbumin, LogBetain, LogHkt (Zeitpunkt 3) und bei Thera-
pie B: LogBetain (Zeitpunkt 1); LogAlbumin, LogBetain, LogGOT, LogGPT (Zeitpunkt
3).

Da die Testosteron- und Dehydroepiandrosteron (DHEA)-Werte zum Zeitpunkt 2 und
3 bei allen Studienteilnehmern durch die Androgenproduktionshemmung nach Abira-
teronazetatgabe auf einen Wert von Null abgefallen waren, war keine Logarithmierung
moglich.

3.3.2 Mittelwertvergleich der Therapiegruppen A und B zu den gemessenen Zeit-
punkten (1, 2 und 3)

Die Mittelwerte aller Messparameter wurden zu allen Zeitpunkten zwischen den The-
rapiegruppen A und B verglichen. Der hierfiir verwendete t-Test zwischen zwei unab-
hingigen Gruppen zeigte auf dem 5 %-Signifikanzniveau keine Unterschiede in den Kon-
zentrationen zu den betrachteten Zeitpunkten aufler bei logTMAO am Besuch 1, siehe

Tabelle 16. Mit p-Werten zwischen 0,05 und 0,10 im t-Test lag zudem eine tendenzielle
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Signifikanz der Himatokrit-Werte zu Beginn (p=0,069) sowie der Betain- (p=0,082) und
DMG-Werte (p=0,069) zum Zeitpunkt 2 vor. Im Levene-Test zeigten LogGOT (zu Be-
ginn) und LogAlbumin (Zeitpunkt 2 und 3) Varianzungleichheit jedoch ohne signifikante
Unterschiede im Welch-Test. Beide Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede in
der Altersverteilung (p=0,459).

Tabelle 16: Deskriptive Statistik der Gesamtstichprobenzahl (Fallzahl: N=34), Therapie A (N=18) und B (N=16).

Therapie

Parameter gesamt: A |J B A B p-Werte**
Alter [Jahre] 72 + 6,2 71+ 64 72 + 6,1 0,459
BMI [kg/m?] 27,2 + 3.8 26,5 £ 3,7 27,9 + 3.8 0,264
Héamoglobin [g/dl] 13,4 0,8 13,2 £ 0,7 13,6 + 0,9 0,259
Thrombozyten [10°/1] 247 + 75,2 247 + 69 248 + 84,4 0,886
Hkt [%] 39+24 38+ 1,7 40+29 0,069
Kreatinin [mg/dl] 0,94 + 0,2 0,93 +0,2 0,96 + 0,2 0,579
GFR [ml/min] 82+ 19 85 £ 21 80 + 17 0,557
Triglyceride [mg/dl] 164 £ 74 161 £ 81 169 + 66 0,621
Cholesterin [mg/dl] 207 + 47 212 + 36 200 + 58 0,345
LDL [mg/dl] 129 + 39 130 + 33 127 + 47 0,620
HDL [mg/dl] 53+ 16 55+ 20 50 £+ 10 0,564
GOT [U/] 29 4+ 13,8 26 =44 33 £19,3 0,224
GPT [UN] 22 + 13,0 20+ 7,1 26 17,3 0,343
Albumin [g/dl] 10,5 £ 16,5 10,7+ 18,0 10,2 £ 15,0 0,910
PSA [ng/ml] 76,5+ 112,6 80,3 £ 101,0 72,5+ 127,5 0,982
LH [IE/] 0,10 £ 0,25 0,08 0,21 0,13 +0,30 0,694
FSH [IE/] 3,38 1,76 3,194+ 1,55 3,59+ 1,99 0,955
Testosteron [ng/ml] 0,12 +£ 0,13 0,11 +0,11 0,12 £0,15 0,835
DHEA [ug/1] 825 £ 915 795 + 645 860 + 1170 0,593
TMA [uM] 0,05 +£ 0,02 0,06 +0,02 0,04 +£0,02 0,205
TMAO [uM] 5,0+ 4,6 3, 7+2,1 6,4 +6,2 0,036
Taurin [pM] 56,2 + 25,7 504 +17,5 62,7+31,9 0,200
Betain [uM] 41,3 £ 28,7 41,0 £ 13,1 41,8 £40,2 0,403
Cholin [puM] 10,6 + 2.9 10,4 3,0 10,9 £ 2,8 0,629
DMG [pM] 3,17+ 1,5 3,19+ 1,0 3,15+ 2,0 0,533
Tumor- (T-Stadium)* 3 [1;4] 2,5[1:4] 31[1;3]

Gleason-Score* 8 [5;10] 8 1[5;10] 8 [5;10]

Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert £+ Standardabweichung. Ausnahme:
*Tumorstadium und Gleason-Score angegeben als Median mit Interquartilabstand.
**p-Wertbestimmung (zweiseitig) erfolgte mit den logarithmierten Parameterwerten mittels t-Test
zwischen unabhingigen Gruppen (Therapie A und B).
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3.3.3 Abhingiger t-Test: Parameterinderung im Studienverlauf

Der abhingige t-Test wurde fiir Therapiegruppe A und B zwischen den Zeitpunkten 1 und
2, 1 und 3 sowie 2 und 3 durchgefiihrt. Signifikante Anderungen im TMAO-Stoffwechsel
ergaben sich in den TMA-Konzentrationen. In Therapiegruppe A fielen die Konzentratio-
nen zwischenzeitlich signifikant und stiegen zum Zeitpunkt 3 durchschnittlich wieder auf
den Ausgangswert, wihrend in Therapiegruppe B ein leichter Anstieg der Durchschnitts-
konzentration zum Zeitpunkt 3 zu verzeichnen war. Die TMAO-Werte dnderten sich aus-
schlieBlich in der Therapiegruppe A signifikant (p=0,018 bzw. p=0,007) mit einem An-
stieg der Durchschnittskonzentration. Im Cholin-Stoffwechsel fanden sich Veridnderungen
der Konzentrationen von Betain und Cholin, die DMG-Spiegel dnderten sich nur in The-
rapiegruppe B signifikant. Die Betain-Konzentrationen fielen in beiden Therapiegruppen
zwischenzeitlich ab und stiegen vom Zeitpunkt 2 zum Zeitpunkt 3 wieder an. Die Cholin-
Konzentrationen zeigten in beiden Gruppen dagegen zundchst einen Anstieg zum Zeit-
punkt 2 und und fielen dann wieder ab. Eine Anderung iiber lingere Zeit (Zeitpunkt 1
nach 3) fand sich nur in der Betain-Konzentration fiir Therapiegruppe A. Die signifikan-

ten Ergebnisse des t-Tests (inklusive der Routineparameter) zeigt Tabelle 17.

3.3.4 Untersuchung auf Unterschiede in den Konzentrationsinderungen von TMAQO

zwischen Therapiegruppe A und B

Es wurden die Zahl der Proben aus Therapiegruppe A und B berechnet, die eine Anderung
der TMAO-Konzentrationen von Zeitpunkt 1 zu 2 und von Zeitpunkt 1 zu 3 aufwiesen.
Der Anteil an Patienten, deren TMAO-Konzentrationen im Zeitverlauf anstiegen, wur-
de mittels exaktem X ?2-Test nach Fisher zwischen den Therapiegruppen verglichen. Mit
einem p-Wert von 0,300 fiir den Vergleich zum Zeitpunkt 1 nach 2 bzw. 0,169 fiir den
Vergleich zum Zeitpunkt 1 nach 3 zeigten sich somie auf dem 5 %-Signifikanzniveau kei-
ne signifikanten Diskrepanzen zwischen beiden Therapiegruppen. Die Ergebnisse zeigt
Tabelle 18.

Da sich die Anfangskonzentrationen fiir TMAO nach Ergebnissen des unabhingigen
t-Tests zwischen den beiden Therapiegruppen signifikant unterschieden, erfolgte eine
Analyse des Einflusses der Baseline auf die zeitliche TMAO-Konzentrationsdnderung.
Hierzu wurde die prozentuale Konzentrationsidnderung fiir Zeitpunkt 1 nach 2 und Zeit-

punkt 1 nach 3 auf die Baseline normiert folgenderweise berechnet:

Dif ferenz der Konzentrationen - 100

: = prozentuale Anderung (3.1)
Baseline

Im ANOVA-Test erfolgte der Vergleich der prozentualen Anderung bezogen auf die Ba-
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seline zwischen den beiden Therapiegruppen fiir Zeitpunkt 1 nach 2 sowie fiir Zeitpunkt
I nach 3. Auf dem 5 %-Signifikanzniveau ergaben sich mit einem p-Wert von 0,305 fiir
Zeitpunkt 1 nach 2 und von 0,231 fiir Zeitpunkt 1 nach 3 keine signifikanten Unterschiede

der prozentualen Anderung zwischen beiden Therapiegruppen, siehe Tabelle 18.

Tabelle 18: Vergleich der Konzentrationsinderung von TMAO im exakten X2-Test zwischen Therapiegruppe A und B sowie Adju-
stierung auf die Baseline im ANOVA-Test.

Zeitpunkt Niraaop Niraaoyy X2-Test (nach Fisher) = ANOVA

1—2 21 12 0,300 0,305
1—3 20 13 0,169 0,231

*p-Wertbestimmung (zweiseitig) mittels exaktem Test nach Fisher (Signifikanzniveau: < 0,05)

3.4 Validitiat der erhobenen Messwerte

Gellekink et al. zeigten, dass sich in nicht-angesduerten Proben die Konzentration von
SAM/SAH rasch dndern (nach 3 Stunden bei Raumtemperatur SAM-Abfall um 10 %,
SAH-Anstieg um 24 %). Die Ansduerung der EDTA-Aliquotierung zur SAH-/SAM-Mes-
sung diente der Stabilisierung beider Parameter [57] und erfolgte in einem Zeitfenster von
30 Minuten, um Konzentrationsverdnderungen zu minimieren. Bei der anschlieenden
Lagerungstemperatur von -70°C wurde von Kirsch et al. kein offenkundiger SAM-Abbau
iiber mindestens 1 Jahr beobachtet [76]. TMAO und Taurin konnen bei -70°C 14 Mo-
nate gelagert werden und zeigen auch nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen keine
relevanten Konzentrationsverdnderungen [6]. Die Taurin-Konzentrationen steigen jedoch
im EDTA-Plasma an, sofern keine schnelle Abtrennung des Plasmas von den Blutzellen
erfolgt [6]. Fiir TMA liegen derzeit keine Stabilitdtsstudien vor. Da es sich allerdings um
ein volatiles Gas (Siedepunkt: 2,9°C) handelt [67], konnte die Konzentrationsbestimmung
fehlerhaft sein und zu falschen Schliissen fiihren. Fiir Betain, Cholin und DMG zeigten
Kirsch et al. Stabilitdt der Parameter im Plasma fiir mindestens 6 Monate bei der Lage-
rungstemperatur von -70°C sowie bei mehrfachem Einfrieren und Auftauen [77].

Die Proben der in dieser Arbeit beschriebenen Studien wurden innerhalb der nachgewie-
senen Stabilitdtskonformititen der einzelnen Parameter temperiert und zeitlich begrenzt
(< 6 Monate) gelagert sowie addquat verarbeitet. Lediglich fiir die Studie zur Wirkung
von Xenobiotika auf den Cholin- und TMAO-Stoffwechsel erfolgte die Probenlagerung
langer als zur sicheren Stabilitiit der Parameter nachgewiesen. Die UPLC-Tandem MS

Messung erfolgte 0,5 - 2 Jahre nach Probensammlung.
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4 Diskussion und abschlieBende Beurteilung

TMADO riickte durch Assoziation als Molekiil mit prothrombotischem und diabetogenem
Potential mit Wirkung auf Cholesterol-, Gallensduren- und Insulinstoffwechsel verstirkt

in den Fokus der aktuellen Forschung. Diese Arbeit zeigte:

1. oFTT und oGTT bewirkten bei gesunden Probanden innerhalb weniger Stunden

Konzentrationsidnderungen von TMAO- und C1-Stoffwechselparametern:

e Durch den oFTT fielen die Betain- und Cholin-Konzentrationen.

e Der oGTT fiihrte zum Anstieg der Cholin-Konzentrationen sowie zum signi-
fikanten Abfall der DMG-, SAM- und TMAO-Konzentrationen.

2. Bei beiden Geschlechtern bestand kein direkter Zusammenhang von HDL-Choles-
terol- und TMAO-Konzentrationen im Blutplasma. Ménner und Frauen unterschie-

den sich anfinglich in mehreren Parametern (u.a. HDL- und Gesamtcholesterol).

3. Nach Abirateronazetatgabe stieg die TMAO-Konzentration in Therapiegruppe A.
Die Therapiegruppen unterschieden sich in den Anfangskonzentrationen an TMAO
signifikant, allerdings in der prozentualen Konzentrationsédnderung unter Beriick-
sichtigung des TMAO-Ausgangswerts (Zeitpunkt 1) nicht.

4.1 Cholin-Stoffwechsel nach oralem Fett- und Glukosetoleranztest
(Pilotstudie)

Inzidenz und Privalenz des Diabetes mellitus Typ 2 steigen ab dem 50. Lebensjahr zu-
nehmend und erreichen den Altersgipfel bei 85 Jahren [159]. Die Pridvalenz einer Fett-
stoffwechselstorung nimmt ebenfalls mit dem Alter zu [132]. Das Risiko fiir beginnen-
de Glukose- und Fettstoffwechselstorungen steigt in der Altersgruppe unserer Probanden
zwischen 45 und 65 Jahren epidemiologisch stark an, und die Friiherkennung erlangt
zunehmende Relevanz. Die Festsetzung eines begrenzten Altersbereichs der Probanden
bezweckte unter anderem verzerrende Effekte durch altersabhiingige Faktoren zu mini-
mieren. Der oFTT und oGTT zeigten signifikante Verdnderungen in mehreren Parametern
des TMAO- und Cholin-Stoffwechsels, die potentielle Marker fiir den Fett- und Glukose-

stoffwechsel darstellen.

Obwohl davon auszugehen ist, dass mit dem oFTT exogen Cholin zugefiihrt wurde, kam
es zum signifikanten Abfall von Betain und Cholin. TMAO zeigte keine signifikante Kon-

zentrationsénderung.
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Boutagy et al. stellten nach akuter Fettbelastung (63 % Fettgehalt) einen TMAO-Anstieg
fest, der iiber 4 Stunden anhielt und sich infolge 5-tigiger fettreicher Kost (55 % Fett-
gehalt) verstirkte. In den Konzentrationen an Cholin, L-Carnitin und Betain wurden nach
Fettbelastung keine Anderungen detektiert. Lediglich nach 5-tigiger fettreicher Kost wur-
den 2 Stunden nach Fettbelastung einmalig niedrigere Betain-Konzentrationen gemessen
[19].

Im Unterschied zu unserer Studie verwendeten Boutagy et al. als Test zur akuten Fettbe-
lastung keine Sahne, sondern ein Menii bestehend aus je zwei Wurst-, Ei- und Kisebroten
mit hochstwahrscheinlich wesentlich hoherem Gehalt an Cholin, L-Carnitin und Methio-
nin. Die hohere Zufuhr von Cholin- und L-Carnitin konnte den TMAO-Anstieg verursacht
haben. Entsprechend stellten Miller et al. bei Konsum von zwei Eiern einen signifikanten
Anstieg der TMAO-Konzentrationen fest [103]. Die in unserem oFTT enthaltene Menge
konnte so gering gewesen sein, dass der liberwiegende Teil enteral resorbiert wurde und

nur ein kleiner verbleibender Teil der bakteriellen TMA-Synthese zur Verfligung stand.

Wir beobachteten bei der Hélfte der Probanden steigende, bei der anderen Hilfte leicht
fallende bis gleichbleibende TMAO-Konzentrationen. Das interindividuelle Potential,
TMAO zu generieren, hiingt insbesondere von Unterschieden in der Erndhrung und im
Mikrobiom ab. Genetische Unterschiede der FMO3-Aktivitit spielen eher eine unterge-
ordnete Rolle [60]. Im Vergleich zu Boutagy et al. befolgten unsere Probanden im Vorfeld
des Fettbelastungstests keine einheitliche Diit. Uber die Ernihrungsgewohnheiten unse-
rer Probanden ist uns ihren Angaben zufolge bekannt, dass sie sich mit einer Ausnahme

(Vegetarierin) ausgewogen omnivor ernghren.

Im Unterschied zu Boutagy et al. stellten wir eine Abnahme der Cholin-Konzentration
fest. Uber die Umwandlung zu Betain ist Cholin in den C1-Stoffwechsel eingebunden.
Katalysiert durch die BHMT reagiert Betain mit Homocystein zu DMG und Methionin.
Wir beobachteten eine positive Korrelation zwischen ADMG und ABetain, die DMG-
Konzentration dnderte sich nicht. Denkbar ist, dass die Reaktion von Betain zu DMG
durch den oFTT zwar konstant abléduft, aber weniger Betain durch Cholin gebildet wird.
Cholin wurde nach oFTT womdglich verstérkt fiir den Lipidtransport und die -synthese
benotigt. Dadurch standen geringere Konzentrationen fiir die Reaktion zu Betain zur
Verfiigung. Uber die Regulation der Reaktion von Cholin zu Betain ist wenig bekannt,
vermutlich wird sie maB3geblich iiber den Cholin-Transport in die Mitochondrien gesteu-

ert und weniger iiber die enzymatische Aktivitit [147].

Gleichbleibende Cholin- und Betain-Konzentrationen, wie von Boutagy et al. detektiert,
konnten mit der Aufnahme Methionin- und Protein-reicher Nahrung verbunden sein. Die-

se wirkt auf die BHMT aktivititsmindernd [53], mit geringerem Umsatz von Betain zu
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Methionin. Die hohe Cholinaufnahme hat den vermehrten Cholinverbrauch im Fettstoff-

wechsel moglicherweise maskiert.

Nach oGTT zeigten sich bemerkenswerterweise fallende Konzentrationen an TMAO und
SAM. Bei Diabetikern wurden in der Vergangenheit erhohte Plasmakonzentrationen bei-
der Parameter gemessen [116]. TMAO ist dabei konzentrationsabhéngig mit einem stei-

genden Risiko fiir Diabetes mellitus 2 assoziiert [140].

Nach Glukoseaufnahme im oGTT wird vom Korper bereits nach wenigen Minuten ver-
mehrt Insulin ausgeschiittet. Insulin {ibt eine supprimierende Wirkung auf die FMO3 in
vitro [102] und einen modulierenden Einfluss auf die Aktivitdt von Enzymen im CI-
Stoffwechsel aus [112]. Eine Suppression der FMO3 konnte zum TMAO-Abfall gefiihrt
haben. Die TMA-Konzentration dnderte sich jedoch nicht signifikant, was womdoglich
durch Regulationsmechanismen wie einer vermehrten Ausscheidung mit dem Urin kom-
pensiert wurde. Denkbar ist auch, dass TMAO nach Glukosebelastung vermehrt in die

Zellen aufgenommen wurde, moglicherweise zum Schutz vor osmotischem Stress.

Bei fettleibigen, insulinresistenten Patienten wurden erhohte FMO3-Level in der Leber
beobachtet [102]. Glukagon und Glukokortikoide, die durch einen verdnderten Hormon-
stoffwechsel bei Diabetikern erhoht sind, verursachten eine verstiarkte FMO3-Genexpres-
sion [102]. Bei Diabetes-Risikopatienten wurden nach oGTT jedoch keine Zusammen-
hinge zwischen TMAO-Spiegeln und der Insulinsensitivitit im Plasma festgestellt [127].
Eine vermehrte Ausscheidung oder Umverteilung als Kompensationsmechanismus wur-

den dabei nicht untersucht.

Nieman und Schalinske stellten fest, dass bei diabetischen Ratten mehrere Enzyme des
C1-Stoffwechsels Aktivititsverdnderungen aufweisen. Sie mutmalBten, dass die Blutglu-
kosespiegel regulatorisch auf die Glycin N-Methyltransferase (GNMT)- und PEMT-Ak-
tivitdt sowie den Homocysteinspiegel wirken [112]. Die GNMT katalysiert die Reaktion
von Sarkosin und SAH aus Glycin und SAM. Eine Steigerung der PEMT-Aktivitit nach
Glukoseaufnahme wiirde die steigenden Cholin- und sinkenden SAM-Spiegel erkldren.

Die Konzentration von SAH stieg allerdings nicht.

SAM hemmt die BHMT [114]. Fallende SAM-Konzentrationen hitten zu einer geringe-
ren Hemmung der BHMT fiihren miissen. Ein Anstieg von DMG und Betain war jedoch
trotz hoher Cholin-Konzentration nicht zu verzeichnen. Stattdessen sank die Konzentra-
tion an DMG (ebenfalls ein Inhibitor der BHMT [114]), wihrend die Betainkonzentrati-
on keine signifikante Anderung zeigte. Ho et al. beobachteten bei 337 nicht-Diabetikern
ebenfalls einen durch oGTT ausgelosten Abfall der DMG-Konzentration [62]. Bei Dia-

betikern zeigte sich gegeniiber Gesunden eine groflere Schwankungsbreite der Plasma-
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und Urinkonzentrationen von Betain und DMG [92]. Die Schwankungsbreite korrelierte
mit der Glukoseexkretion. Eine vermehrte Ausscheidung von DMG und/oder Betain ist
denkbar. Nieman und Schalinske beobachteten zudem eine Assoziation des Blutglukose-
spiegels mit der GNMT- und PEMT-Aktivitidt [112]. Moglicherweise wirkt der Blutglu-
kosespiegel auch auf die BHMT-Aktivitit.

Die Expression der Enzyme des C1-Stoffwechsels hingt zudem von der Erndhrung ab.
Induzierende und inhibierende Effekte konnen sich je nach Enzymlevel eventuell unter-

schiedlich darstellen.

SAM wirkt zudem auf die Cystathionin-3-Synthase aktivierend, die an der Taurinpro-
duktion beteiligt ist [114]. Neben einer positiven Korrelation von ASAM und ATaurin
beobachteten wir sinkende Taurin-Spiegel. Eine geringere Aktivierung durch eine nied-
rigere SAM-Konzentration konnte die Taurinproduktion verringert haben. Fortwihrender

Verbrauch hat dabei den Konzentrationsabfall bewirkt.

Insgesamt nahmen infolge des oGTT C1-Donatoren (SAM, DMG) ab. Die Fallzahl der
Studie war limitiert und die Durchfiihrung mit gro3erer Fallzahl wire erforderlich, um die
beobachteten Ergebnisse zu bestitigen. Interessant wire auch eine vergleichende Analyse
zwischen Hochrisikopatienten (z.B. mit familidrer Haufung von Fett- bzw. Glukosestoff-
wechselstorungen) und Patienten mit normalem Risiko, um die Effekte nach oFTT und

oGTT zu vergleichen und zu bestétigen.

4.2 Studie zur Abhingigkeit von TMAQO und HDL

In der Pathogenese der Atherosklerose gilt eine Dyslipoproteindmie mit einer hohen Kon-
zentration an LDL-Cholesterin als maf3geblicher Atherosklerose-fordernder Faktor, wih-
rend hohen HDL-Cholesterinkonzentrationen protektives Potential beigemessen wird.
Auch TMAO wird Atherosklerose-forderndes Potential und eine Beeinflussung des Cho-
lesterolstoffwechsels zugeschrieben [78, 175].

Im Mausmodell entdeckten Koeth et al., dass TMAO den reversen Cholesteroltransport
hemmt [78]. Die mRNA-Level von LDL-Rezeptoren und Cholesterolsynthesegenen blie-
ben von TMAO unbeeinflusst, ebenso wie der Plasmaspiegel von Gesamt- und HDL-
Cholesterol. Die Expression von Transportern des reversen Cholesteroltransports dnderte
sich jedoch. Collins et al. konnten proatherosklerotische Eigenschaften von TMAO hin-
gegen nicht bestitigen, fanden aber ebenfalls keine Anderungen der Cholesterol- oder
Triglyceridkonzentrationen durch TMAO [36]. Die Verteilung von Cholesterol auf die
Hauptklassen (VLDL, LDL, HDL) blieb unverindert.

Eine Assoziation von HDL- und TMAO-Plasmakonzentrationen konnten wir ebenfalls

nicht nachweisen. In der Gruppe der Frauen (nicht jedoch der Minner) stellten wir aller-
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dings tendenziell einen Zusammenhang der TMAO- mit den Triglycerid-Quintilen fest.
Gleichzeitig war auch eine signifikante Ubereinstimmung mit den Leberwerten zu er-
kennen. Die Leber als Hauptproduktionsort von TMAO und zentrales Organ des Lipid-
stoffwechsels konnte diese Zusammenhinge der TMAO- mit den Triglycerid-Quintilen
moglicherweise vermittelt haben. Allerdings ist die Leber auch das Schliisselorgan des
Cholesterolstoffwechsels, und in der Quintilaufteilung nach HDL-Konzentrationen fan-
den sich keine Assoziationen mit den Konzentrationen an TMAOQO. Zudem zeigten die
TMAO-Quintile nur in der Gruppe der Frauen tendenziell auch eine Ubereinstimmung

mit der Verteilung des Atherogenen Index.

Wihrend sich die Ergebnisse von Koeth et al. und Collins et al. auf Experimente an
Mausen stiitzten, stellten Wang et al. mit unserem Ergebnis beim Menschen iibereinstim-
mend fest, dass keine Assoziationen zwischen TMAO- und HDL-Plasmakonzentrationen
bestehen [175]. Im Vergleich zur Studie von Wang et al. beriicksichtigten wir bei unserer
Probenauswahl jedoch zusitzliche Selektionskriterien, um Verfalschungen der TMAO-
Plasmaspiegel z.B. durch eine herabgesetzte Leber- oder Nierenleistung zu minimieren.

Zudem achteten wir darauf, ein breites HDL-Spektrum abzudecken.

Die Erndhrung und die Einnahme von Medikamenten konnen den Cholesterin- und
TMAO-Spiegel modifizieren. In einer 14-wochigen Erndhrungsstudie untersuchten
DiMarco et al. die Zusammenhiénge zwischen Cholesterin- und TMAO-Plasmaspiegel
infolge didtetisch hohem Cholesterol- und Cholinkonsum in Form von Ei-reicher Kost
bei gesunden, jungen Frauen und Minnern. Sie beobachteten ein Ansteigen von HDL-
und Absinken des LDL-/HDL-Cholesterinquotienten, wihrend sich die TM AO-Niichtern-
konzentrationen im Plasma nicht verinderten [46]. Ein Zusammenhang von HDL- und
TMAO-Konzentrationen war im Plasma somit ebenfalls nicht nachzuweisen. DiMarco et
al. zeigten zudem, dass postprandiale TMAO-Anstiege z.B. nach starkem Konsum von
Cholin vorzufinden und diese groBen interindividuellen Schwankungen unterworfen sind
[46]. Der Zeitpunkt der Blutentnahme erlangt daher fiir die Datenanalyse durchaus Be-

deutung.

Die FMO3 ist nicht nur das Schliisselenzym der TMAO-Produktion, sondern scheint auch
eine wesentliche Funktion im Cholesterin- und Gallensdurenstoffwechsel einzunehmen
[102, 175, 179]. Die bisherigen Untersuchungen stiitzten sich zumeist auf Experimen-
te an Méusen. Eine Induktion der FMO-Expression korrelierte mit gesteigerter Athero-
sklerose und verminderten HDL-Spiegeln im Blut [175]. Ein Knock-Down der FMO3
fiihrte zu Verdnderungen der bilidren Lipidsekretion, des Makrophagen-vermittelten re-
versen Cholesteroltransports und der intestinalen Cholesterolabsorption [179]. Die Kon-
zentrationen an VLDL- und LDL-Cholesterin sanken in der Folge ab, wihrend die HDL-

Cholesterinkonzentrationen konstant blieben [179]. Warrier et al. schrieben der FMO3
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zentrale regulatorische Funktionen im Cholesterol- und Lipidstoffwechsel zu, unabhéngig
von der Rolle der TMAO-Produktion [179]. Die Frage ist, inwiefern die Ergebnisse auf

den Menschen iibertragbar sind.

Inwieweit Atherosklerose und TMAO-Spiegel zusammenhingen und welche Mechanis-
men dabei eine Rolle spielen, bedarf weiterer Untersuchungen. Ein Zusammenhang zwi-
schen TMAO- und HDL-Konzentrationen scheint allerdings zumindest im Blutplasma

nicht messbar zu sein.

4.3 Studie zur Wirkung von Xenobiotika (Abirateronazetat) auf den
Cholin- und TMAO-Stoffwechsel

Zum Xenobiotika-Stoffwechsel tragen neben CYP-Enzymen FMO-Enzyme, vor allem
die FMO?3, bei [31, 39]. Xenobiotika konnen iiber die FMO3 zu Anderungen im TMAO-
Stoffwechsel fiihren (siehe Tabelle 4, Seite 18). Die Wirkung von Abirateronazetat auf
den TMAO-Stoffwechsel und die FMO3 ist bisher nicht bekannt.

Interaktionen von Abirateron (aktivierte Form von Abirateronazetat) mit CYP-Enzymen
wie CYP2D6, CYP2C8 und CYP3A4 sind bekannt. Durch Hemmung von CYP17 wird
die Androgenproduktion supprimiert [5]. In den Ausschlusskriterien der Studie ist die si-
multane Einnahme von Azolen aufgefiihrt, die starke CYP-Inhibitoren sind. Diese hitten
unsere Analyse durch eine Verschiebung der Zustindigkeiten zwischen CYP- und FMO-

Enzymen beeinflussen konnen.

FMO-Enzyme konnen viele N- und S-haltige Substanzen oxidieren [123]. Abirateron-
azetat (chemische Nomenklatur: 17-(3-Pyridyl)-5,16-androstadien-33-azetat) [110] erfiillt
durch den am Sterolgeriist angehéngten Pyridyl-Rest prinzipiell die Voraussetzung fiir ei-
ne N-Oxidation. Es ist allerdings schwer, die Substratspezifitit fiir die FMO3 vorherzu-
sagen [39]. Manche Xenobiotika werden primir nicht von der FMO3, sondern von einem
anderen FMO-Isoenzym mit geringerem Anteil an der TMAO-Produktion verstoffwech-
selt [14, 29, 86]. Sofern Abirateron mit FMO-Enzymen interagiert, kann je nach Isoenzym

die Auswirkung auf den TMAO-Stoffwechsel unterschiedlich stark ausgeprigt sein.

Eine signifikante Konzentrationsdanderung von TMAO fand sich lediglich bei Therapie-
gruppe A. Ist diese durch Abirateronazetat verursacht, hitte sie in beiden Interventions-
gruppen auftreten miissen. Bei konstanter Nierenleistung fand sich bei Therapiegruppe A
ein leichter Anstieg der GPT, der eventuell auf die hepatotoxische Nebenwirkung von
Abirateronazetat zuriickzufiihren ist [5]. Leberzellen als Hauptort der TM AO-Synthese
konnten durch eine Schidigung einen TMAO-Anstieg verursacht haben, zumal TMAO

in der Leber die hochten Konzentrationen erreicht [146]. Bei Leberfunktionsstdrungen
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wie bei vermehrter Leberverfettung wurden bereits erhohte TMAO-Spiegel im Plasma
beobachtet [127]. In der prozentualen Konzentrationsdanderung von TMAO lagen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor. Die Anfangskonzentrationen, die
sich zwischen den Gruppen signifikant unterschieden, konnten die Reaktion beeinflusst

haben. Moglicherweise war auch die Fallzahl zu gering, um Anderungen zu detektieren.

Bei einem Messabstand von mehreren Wochen konnen sich die Expressionsraten der
FMO-Enzyme geidndert haben. Die Expression der FMO3 wird als Hauptregulator des
TMAO-Spiegels angesehen [14]. Starke Anderungen der Expressionsrate wirken sich je-
doch weniger stark auf den TMAO-Spiegel aus [14, 175]. In der Zwischenzeit konnen sich
Kompensationsmechanismen wie eine Anderung der TMAO-Ausscheidung oder Kumu-
lation in den Leberzellen etabliert haben. Uber die Regulationsmechanismen der TMAO-
Konzentrationen in Korperfliissigkeiten und Geweben ist wenig bekannt. Eine Wirkung
von Xenobiotika auf FMO-Enzyme ist anhand von Plasmaspiegeln daher womoglich

schwer abzuschéitzen.

Geschlechtshormone wirken auf die FMO3 [7, 14, 80], ihre Einfliisse auf die TMAO-
Level werden allerdings noch kontrovers diskutiert [80]. Durch die Einnahme von Abira-
teronazetat fiel die Testosteron- und DHEA-Produktion unter die Nachweisgrenze. Bei
Miusen wurden starke Testosteron-abhingige Herunterregulierungen der FMO3 regi-
striert [14]. Beim Menschen fand sich Testosteron-abhiingig eine verdnderte Kapazitit
zur N-Oxidation [7]. Durch den Testosteronabfall wire demnach ein Anstieg der TMAO-

Werte in beiden Therapiegruppen zu erwarten gewesen.

Zudem kam es in beiden Therapiegruppen zu signifikanten Anderungen der Cholin- und
Betain-Konzentrationen. Die Cholin-Werte stiegen invers zu den Betain-Werten zunéchst
an und fielen bis zum Zeitpunkt 3 wieder ab. Beim Prostatakarzinom wird Cholin verstirkt
in die Zellen aufgenommen [155]. Bei Patienten mit Hormon-naivem Prostatakarzinom
lie} sich unter Androgenentzug nach 2 Monaten eine reduzierte Aufnahme von Cholin
feststellen [44]. Da Abirateron anti-androgen wirkt, konnte eine verminderte Cholin-
Aufnahme in die Tumorzellen zum temporidren Cholin-Anstieg im Blutplasma gefiihrt
haben.

Insgesamt fand sich kein Zusammenhang zwischen Abirateronazetat-Gabe und den
TMAO-Plasmaspiegeln. Letztere stiegen entgegen friiherer Beobachtungen trotz gesun-
kener Testosteronkonzentrationen nicht an. Es bleibt zu klidren, ob Abirateronazetat mit
Enzymen der FMO-Familie interagiert, inwieweit TMAO in der Leber akkumuliert und

wie die Freisetzung ins Blutplasma reguliert ist.
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4.4 Limitationen der Studien

Eine standardisierte Didt wurde vorab nicht durchgefiihrt und die mikrobielle Darmflo-
ra nicht untersucht. Zur Analyse des Cholin-Stoffwechsels nach oFTT und oGTT wur-
de jedoch auf die Teilnahme nahezu gesunder Probanden mit stabilem Erndhrungsstatus
Wert gelegt. Die Probanden gaben mit einer Ausnahme an, sich ausgeglichen omnivor
zu erndhren. Inwiefern die beobachteten Konzentrationsdnderungen auf Produktion, Aus-
scheidung und/oder Verteilung der TMAO- und C1-Stoffwechselparameter im Korper be-

ruhen, wire in weiteren Untersuchungen zu kldren.

Die HDL-Konzentrationen deckten ein breites Spektrum mit groer Fallzahl ab. Klini-
sche Informationen zu Erkrankungen und Medikamenteneinnahme fehlten. Ein Einfluss
hierdurch auf den TMAO-Stoffwechsel kann nicht gidnzlich ausgeschlossen werden. Den-
noch ist davon auszugehen, dass die Selektionskriterien eine addquate und zielfiihrende
Probenauswahl ermoglichten. Das grof8e Probenkollektiv bezweckte, Storfaktoren von
Einzelfillen zu nivellieren. Unsere Ergebnisse deckten sich zudem mit den Ergebnissen
anderer Studien [46, 175]. Die Beriicksichtigung der Erndhrung und des Blutentnahme-
zeitpunkts (z.B. niichtern/postprandial) konnten zudem in einer kiinftigen Studie an einer

gut charakterisierten Kohorte fiir ein noch homogeneres Untersuchungskollektiv sorgen.

Da die Proben der Xenobiotika-Studie im Rahmen einer urologischen Studie gesammelt
wurden, fand eine Selektion unter dem Gesichtspunkt storender Einfliisse auf den TMAO-
Stoffwechsel primér nicht statt. Informationen iiber die Studienteilnehmer (z.B. Interven-
tionsgruppe, aktuelle Medikation, Routineparameter) waren standardisiert im MedCRF-
Produktivsystem dokumentiert und standen uns zur Verfiigung. Nicht enthalten waren
Hinweise zu aktuellen Begleiterkrankungen, die mit verdnderten TMAO-Plasmakonzen-
trationen einhergehen. Die Medikation mancher Probanden wirkt bekannterweise auf die
FMO3 und die TMAO-Konzentrationen (z.B. 3-Blocker [116], Statine [116]). Dies kann
auch der Grund fiir die anfdnglich signifikante Differenz des TMAO-Spiegels zwischen
den Therapiegruppen sein, die sich in den Nieren-, Leber- und Hormonwerten sowie im

Gleason-Score ansonsten nicht signifikant unterschieden.
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4.5 Zusammenfassung

Akute Fett- und Glukosebelastung zeigten insbesondere im Cholin-Stoffwechsel signifi-
kante Veridnderungen der Metabolitkonzentrationen. Wihrend durch den oFTT ein Abfall
der Cholin-Plasmakonzentrationen auffiel, kam es durch den oGTT zu deren Anstieg.
Nach dem oFTT fielen zudem die Konzentrationen an Betain und Glukose, wiahrend die
Triglyceridkonzentrationen anstiegen. Durch den oGTT fielen dagegen die Konzentratio-
nen der Cl1-Donatoren DMG und SAM sowie von Taurin und TMAO. Im Zeitverlauf
unterschieden sich die Konzentrationsdnderungen von Cholin, Betain, SAM und TMAO
zwischen oFTT/oGTT signifikant und sprechen fiir eine unterschiedliche Reaktion auf
akute Fett- und Glukosebelastung. Eine Untersuchung der Urinproben kann weitere Er-
kenntnisse zur Reaktion auf die Tests in den untersuchten Stoffwechselwegen liefern. Ein
Vergleich mit Anderungen bei Hochrisikopatienten und groBerer Fallzahl wiire interes-

sant.

In der Quantilanalyse zeigte sich weder nach Aufteilung in TMAO-, noch in HDL-Quantile
eine signifikante Korrelation zwischen den Konzentrationen an TMAO und HDL. Trotz
Hinweise friitherer wissenschaftlicher Analysen auf Zusammenhéinge von TMAO mit dem
Cholesterolstoffwechsel sowie mit der Genese kardiovaskuldrer Erkrankungen konnten
wir keine direkte Korrelation zwischen den Plasmaspiegeln an TMAO und HDL beob-
achten. Inwiefern TMAO an atherosklerotischen Prozessen beteiligt ist, bedarf weiterer
Abklirung.

Im Therapieverlauf fand sich bei Therapiegruppe A, nicht jedoch bei Therapiegruppe B
eine signifikante Anderung der TMAO-Konzentration im Blutplasma. In der prozentualen
Konzentrationsinderung unterschieden sich die Gruppen nicht. Moglicherweise haben die
Ausgangskonzentrationen ein unterschiedliches Antwortverhalten geprigt oder die Fall-
zahl war zu gering, um einen Effekt in beiden Gruppen nachzuweisen. Trotz des Abfalls
des Testosteron-Spiegels unter die Nachweisgrenze blieb ein TMAO-Anstieg in beiden
Gruppen aus. Cholin stieg temporér an.

Ob Abirateronazetat Einfliisse auf Proteine der FMO-Familie besitzt und inwiefern sich
anhand der Plasmakonzentrationen auf die FMO3-Aktivitit und -Menge Riickschliisse

ziehen lassen, bedarf weiterer Untersuchungen.
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E Fragebogen

Fragebogen fir den OGTT & OFTT Test [Zucker & Fett Belastung Test] Pilotstudie 05.2016

PERSONLICHE DATEN - Datum: ..., ; Fortlaufende-Nr. ............cccooueivieennnins
Name, Vorname: Fortlaufende-Nr.
Geburtstag:

Adresse: Datum:

Gewicht, kg: GrolRRe, cm:
ERKRANKUNG Sonstige (bitte auflisten)

[ ] Hypertonie

Diabetes Typ 2 (ausgeschlossen)

Koronare Herzkrankheit (KHK)

Hyperlipidamie (mit Statine sind ausgeschlossen)
Chronische Gastritis (ausgeschlossen)

|| Magengeschwir (ausgeschlossen) L
Morbus Crohn (ausgeschlossen)
Schilddrisenunterfunktion (Hypothyreose)
Schilddriisentiberfunktion

L_| Anamie j Ausgeschlossen (alles was die Aufnahme im Darm beeinflussen
kénnte)

MEDIKAMENTE (was, wie viel, wie oft ?) Sonstige (bitte auflisten)

[] vitamine und Mineralstoff (z.B. Vit B12, Vit D, Ca) []ACE-Hemmer/ AT1-Antagonist (z.B. Ramipril, Candesartan)

was, Dose, wie oft: Dose:

[ Frisch Oil, Omega 3, Omega 6, Q10, etc N

Dose, wie oft: Dose:

[IPille ]

Dose: Dose:

[] Protonenpumpenhemmer (z.B. Pantoprazol) O

Dose: Dose:

O H2-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Ranitidin) sonstige: Alternative Therapien, Vitamine, Nahrungerganzung

Dose: mittel, ...

SONSTIGE BEMERKUNG

[ ] eine besondere Diat (Vegan, Kohlenhydratarm, Fettarm)?
[ Rauchen? Zigaretten pro Tag...............
[_]Alkohol ? Menge pro Woche...............

ANAMNESE (wird von Arzten ausgefiillt)
Bauch Umfang bitte messen, cm ..............coevvvveenne.

Huften Umfang bitte messen, cm .............covvvvvvnnnes
Uhrzeit Probe 1 .......cccovuuiieiiiiiiin e e s snn e
Uhrzeit Probe 2..........cooiiuieiieiinirinn e s e s senes

Wann war in etwa die letzte Mahlzeit (Uhrzeit): ..........ccoovviivniiiiiiinnnns
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