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1. Problem- und Zielstellung

In den letzten Jahren wurde die Rolle des Darmmikrobioms als eine potenziell
bedeutsame Variable multifaktorieller EinflussgrofSen, welche das Lebenszeitri-
siko sowie die Prognose einer Multiplen Sklerose (MS) determinieren, wissen-
schaftlich kontrovers diskutiert (Dunalska et al. 2023). Das menschliche Mikro-
biom umfasst dabei die Gesamtheit aller Mikroorganismen, wie zum Beispiel
Bakterien oder Pilze, welche die Haut, den Verdauungstrakt, die Atemwege so-
wie den Urogenitaltrakt besiedeln (The Human Microbiome Project Consortium
2012). So konnte gezeigt werden, dass die Dichte an intestinalen Mikroorganis-
men zwischen MS-Betroffenen und nicht erkrankten Personen in relevantem

Umfang voneinander abweicht (Schepici et al. 2019).

Die den Darm besiedelnden Mikroben beeinflussen die Aktivitit des Immunsys-
tems sowohl unmittelbar, indem diese selbst als Antigene fungieren, als auch
mittelbar durch die Bildung und Freisetzung einer Vielzahl von Stoffwechsel-
produkten mit vorwiegend pro- oder antiinflammatorischen Eigenschaften. Zu
letzteren zidhlen sowohl kurzkettige Fettsauren als auch urspriinglich in der Le-
ber gebildete primare Gallensduren, welche durch das Darmmikrobiom modifi-
ziert wurden, und dann als sekundire Gallensauren bezeichnet werden (Yeo et
al. 2023; Zheng et al. 2020). Die beschriebenen Stoffwechselprodukte lassen
sich nicht nur innerhalb des Verdauungstraktes nachweisen, sondern zirkulie-
ren beispielsweise auch im Blut sowie im enterohepatischen Kreislauf (Zheng et

al. 2020).

Die Dichte und Vielfalt der Metaboliten des Darmmikrobioms wird stark durch
genetische Faktoren, aber auch die individuelle Erndhrungsweise gepragt (Hall
et al. 2017; Qin et al. 2022; Valdes et al. 2018). Sie werden von Mikroorganis-
men aus groBtenteils unverdaulichen Nahrungsbestandteilen, wie zum Beispiel
Ballaststoffen und resistenter Stiarke, synthetisiert, welche diesen als Energie-
substrat dienen. Didtetische Anpassungen des vormaligen Essverhaltens kon-
nen bereits wenige Tage bis Wochen nach Beginn der Intervention mit objekti-
vierbaren Verdnderungen des Darmmikrobioms und der daraus produzierten
Stoffwechselprodukte einhergehen (Valdes et al. 2018). Dies verdeutlicht, dass

es sich um ein nach der Erstbesiedelung im Rahmen der Geburt veranderliches
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und auf Umwelt- und Lebensstil-, einschlieBlich nutritiver Einfliisse, sensibel

reagierendes System handelt.

Die Anwesenheit bestimmter durch die Ernahrung beeinflusster Metaboliten in
ausreichender Konzentration konnte im Zusammenhang mit MS moglicher-
weise ein praventives und therapeutisches Potenzial aufweisen. Ein Grund hier-
fiir ist, dass sich der Entstehungsort in anatomischer Nidhe der Peyer-Plaques
im terminalen Ileum sowie zum Appendix befindet, in welchen in den B- und T-
Zonen des darmassoziierten lymphatischen Gewebes die Kontrollfunktion der
peripheren Toleranz stattfindet, einem im Hinblick auf die Verhinderung von
Autoimmunkrankheiten wichtigen Schutzmechanismus. Uber M-Zellen werden
die Stoffwechselprodukte des Darmmikrobioms aber auch selbst in die B- und
T-Zonen eingeschleust und konnten somit an der Ausbildung von Reaktivitat
reifer B-Lymphozyten und naiver T-Lymphozyten beteiligt sein (Vaupel et al.
2015). Studien geben Hinweise darauf, dass die kurzkettigen Fettsauren Butyrat
sowie Propionat in der Lage sein konnten, die Proliferation regulatorischer T-
Zellen zu erhohen (Asarat et al. 2016; Hu et al. 2022). Die sekundaren Gallen-
sauren Lithocholsdure und Ursodeoxycholsaure sind moglicherweise dazu befa-
higt, die Zelldifferenzierung von Typ-17-T-Helferzellen (Tu17-Zellen) zu unter-
driicken (Mulcahy et al. 2023; Abdel-Rahman et al. 2024). Tu17-Zellen werden
mit der Pathogenese einer MS in Verbindung gebracht (Li et al. 2017).

Substrate, welche die Blut-Hirn-Schranke (BHS) durchdringen, wie etwa kurz-
kettige Fettsauren, konnten im Zusammenhang mit MS méglicherweise lokale
Entziindungsreaktionen und neurodegenerative Prozesse im zentralen Nerven-
system (ZNS) induzieren oder inhibieren (Zheng et al. 2020; O'Riordan et al.
2022). Es wird vermutet, dass eine Reihe sekundirer Gallensiauren, darunter
Tauroursodeoxycholsdure und Ursodeoxycholsdure, welche die BHS durch pas-
sive Diffusion oder gebunden an Transportproteine iiberwinden, eine neuropro-
tektive Wirkung im ZNS ausiiben konnten. Als mogliche Griinde hierfiir werden
eine Hemmung der krankheitsvermittelten Apoptose von Oligodendrozyten, die
Reduktion von Stress des endoplasmatischen Retikulums (ER), Verringerung
der mitochondrialen Dysfunktion und antiinflammatorische Effekte diskutiert
(Xing et al. 2023). Der Untergang der fiir die Myelinisierung und Energiever-
sorgung von Neuronen des ZNS zustandigen Gliazellen, ER-Stress und die da-

mit verbundene Akkumulation fehlgefalteter Proteine im ER-Lumen sowie eine
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unzureichende Funktion der Mitochondrien der Nervenzellen im ZNS sind, ne-
ben Entziindungsprozessen, wesentliche Kennzeichen der Pathogenese einer
MS (Macchi et al. 2015; Haile et al. 2017). Auch andere sekundare Gallensauren
konnten eventuell krankheitsmodifizierende Eigenschaften aufweisen. Jedoch
ist die Datenlage hierzu bislang durchgefiihrter Humanstudien nicht ausrei-
chend, so dass fiir ein tiefergehendes Verstandnis ein groBer Forschungsbedarf

besteht (Xing et al. 2023).

Dariiber hinaus ist von Interesse, welchen Beitrag spezifische Metaboliten zur
Forderung der Neuroregeneration leisten. Obgleich gegeniiber dem peripheren
Nervensystem deutlich limitiert, insbesondere was die Reinnervation axonaler
Lasionen betrifft, besitzt auch das ZNS grundsitzlich die Fahigkeit zur Remyeli-
nisierung markhaltiger Nervenfasern. Dieser Reparaturvorgang kann jedoch
lediglich unter optimalen Voraussetzungen zielfiihrend gelingen, hangt von ver-
schiedensten externen Faktoren ab und verlauft daher haufig im Hinblick auf
das klinische Outcome nicht zufriedenstellend. In einer kontrollierten Studie
mit 44 MS-Patienten ergaben sich Hinweise darauf, wonach Propionat die Neu-
roregeneration unterstiitzen konnte. So zeigten sich mittels kernspintomografi-
scher Untersuchungen in der Interventionsgruppe, welche iiber einen Zeitraum
von eineinhalb Jahren taglich 1.000 mg Propionat supplementierte, signifikante
VolumenvergroBerungen von Striatum und Globus pallidus, die innerhalb der
Basalganglien unter anderem an der Regulation von Bewegungsablaufen betei-

ligt sind (Duscha et al. 2020; SchmeiBer et al. 2020).

Das Darmmikrobiom ist prinzipiell in der Lage, auch ohne orale Supplementa-
tion eine vergleichbar hohe Syntheserate zu erreichen, wobei interindividuelle
Unterschiede der endogenen Produktionskapazitit zu groBen Teilen ernah-
rungsassoziiert sind (Morrison; Preston 2016). Ferner konnte auch eine Verbes-
serung des Expanded Disability Status Scale (EDSS) im Zeitverlauf ein Indiz fiir
eine initiierte Erholung fokaler Lasionen des ZNS sein, wenngleich in diesem
Kontext die eingeschrankte Reliabilitat des EDSS beriicksichtigt werden muss
(Meyer-Moock et al. 2014). Uber mogliche Assoziationen zwischen dem Vor-
kommen und der Verteilung von Metaboliten des Darmmikrobioms sowie der
Entwicklung des Behinderungsgrads einer MS liegen bislang keine hinreichen-

den Erkenntnisse aus longitudinalen Studien vor (Fitzgerald et al. 2021).
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Da die Genetik, wie oben erlautert, einen erheblichen Einfluss auf die Zusam-
mensetzung des Darmmikrobioms und der von diesem gebildeten Metaboliten
ausiibt, wiirde die Nichtberiicksichtigung dieses Aspekts in einer kontrollierten
Studie einen selection bias darstellen, was eine eingeschriankte interne Validitat
zur Folge hatte (Hall et al. 2017; Qin et al. 2022). Die einzige Moglichkeit, eine
genetische Homogenitat zwischen Fall- und Kontrollgruppe zu erreichen, be-
steht in der Rekrutierung von eineiigen Zwillingspaaren mit demselben Geno-
typ, wobei ein Zwilling zu Studienbeginn an MS erkrankt ist, der andere hinge-
gen nicht (sogenannte Diskordanz) (Hirsch-Kauffmann et al. 2015). Als Ge-
schwister sind diese zudem in der Regel im selben Haushalt aufgewachsen und
waren aus diesem Grund pranatal bis ins frithe Erwachsenenalter dhnlichen

Umweltbedingungen ausgesetzt.

Ein solches Studienkollektiv mit einer im Hinblick auf genetische Merkmale
und viele Umweltfaktoren perfekten Kontrollgruppe wurde mit der MS Twin
Study am LMU Klinikum Miinchen realisiert. Im Rahmen der Studienvisiten
wurde hierbei bei den meisten Paaren eine Untersuchung der fakalen und
Plasmakonzentrationen der kurzkettigen Fettsdauren Acetat, Propionat, Butyrat
und Iso-Butyrat sowie der sekundaren Gallensduren Tauroursodeoxycholsiure,
Glykoursodeoxycholsaure, Ursodeoxycholsdure, Glykohyodeoxycholsaure, Tau-
rohyodeoxycholsidure, Hyodeoxycholsdure, Taurodeoxycholsaure, Glykodeoxy-
cholsaure, Deoxycholsiaure, Taurolithocholsaure, Glykolithocholsaure und Lit-
hocholsiaure vorgenommen. Eine vergleichbar umfangreiche Erhebung von in-
testinal produzierten Stoffwechselprodukten mit immunmodulierenden Eigen-
schaften bei eineiigen Zwillingspaaren wurde bislang in der Literatur nicht be-
schrieben. Diese konnte jedoch zu einem Erkenntnisgewinn in Bezug auf mit

der MS-Pathogenese einhergehende Veranderungen beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Rohdaten der MS Twin Study am LMU Klini-
kum Miinchen zur Anwesenheit der oben aufgefiihrten ernahrungsassoziierten
Metaboliten des Darmmikrobioms in Fazes und Blutplasma zwischen MS- und
klinisch gesunder Kontrollgruppe sowie innerhalb genetisch homogener mo-
nozygoter Zwillingspaare mit Diskordanz fiir MS auszuwerten und zu analysie-
ren. Es handelt sich dabei um eine prospektive Datenanalyse mit bis zu drei un-
terschiedlichen Messzeitpunkten je Geschwisterpaar. In einem zweiten Schritt

sollen eventuelle signifikante und auffillige Abweichungen der Ergebnisse im
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Kontext der Entwicklung des EDSS, verschiedener Erndhrungsgewohnheiten

sowie allgemeiner metabolischer Serum-Stoffwechselparameter betrachtet wer-

den.

Ferner beinhaltet die Zielstellung eine Uberpriifung der nachfolgend beschrie-

benen Hypothesen:

In einer spanischen Fall-Kontroll-Studie mit insgesamt 40 Probanden fan-
den sich bei MS-Betroffenen mit einem hohen EDSS im Fazes sowohl redu-
zierte Butyrat- und Propionat- als auch gesteigerte Acetatkonzentrationen
(Moles et al. 2022). Hingegen konnte bei einer Untersuchung des Blutplas-
ma einer danischen Kohorte mit 58 MS-Patienten kein relevanter Zusam-
menhang zwischen der Konzentration einzelner kurzkettiger Fettsduren und
dem EDSS beobachtet werden (Olsson et al. 2021). Trotz dieser vermeintlich
widerspriichlichen Resultate liegt aufgrund der vermuteten antientziindli-
chen Eigenschaften von Butyrat und Propionat grundsitzlich ein giinstiger
Effekt auf den Krankheitsverlauf nahe (Asarat et al. 2016; Hu et al. 2022).
Die Hi-Hypothese lautet demzufolge, dass innerhalb der MS Twin Study ge-
sunde Personen nicht nur durchschnittlich hohere Konzentrationen an Buty-
rat und Propionat aufweisen, sondern dass es dariiber hinaus auch eine ne-
gative Korrelation zwischen der Haufigkeit dieser beiden kurzkettigen Fett-
sduren und dem Verlauf des Behinderungsgrads einer MS gibt. Die Nullhy-
pothese besagt, dass keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Grup-
pen existieren und ein statistischer Zusammenhang mit dem EDSS nicht ge-

geben ist.

Butyrat und Propionat werden von bestimmten Darmbakterien aus resisten-
ter Starke gebildet, welche vor allem in gekochten und im Anschluss abge-
kiihlten Kartoffeln in groBen Mengen vorkommt (Patterson et al. 2020;
DeMartino et al. 2022). Es wird die Hi1-Hypothese aufgestellt, wonach rele-
vante Veranderungen des Butyrat- und Propionatgehalts gegeniiber voran-
gegangenen Messzeitpunkten bei Probanden der MS Twin Study mit Anpas-
sungen der Verzehrhaufigkeit gekochter Kartoffeln in Verbindung stehen.

Die Nullhypothese ist anzunehmen, sofern dies nicht zutreffend sein sollte.

Es gibt Hinweise darauf, wonach die sekundiaren Gallensauren Lithochol-

saure, Ursodeoxycholsaure und deren Derivate eventuell immunmodulie-
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rende Eigenschaften aufweisen konnten, wie beispielsweise eine Hemmung
der Zelldifferenzierung von proinflammatorischen Tu17-Zellen (Mulcahy et
al. 2023; Abdel-Rahman et al. 2024). Eine Metaanalyse kam zum Ergebnis,
dass die Konzentration dieser T-Zell-Population im Blut bei MS-Patienten
gegeniiber gesunden Personen gesteigert ist (Li et al. 2017). Die Hi-
Hypothese nimmt daher an, dass in der Fallgruppe der MS Twin Study die
Metaboliten Lithocholsaure und Ursodeoxycholsaure in Fazes sowie Blut-
plasma im Vergleich mit der Kontrollgruppe unterreprasentiert sind. Die
Nullhypothese unterstellt, dass keine bedeutsamen Unterschiede zwischen

den Gruppen existieren.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine Autoimmunerkran-
kung des ZNS, welche hauptsachlich durch in der Peripherie aktivierte autore-
aktive T-Lymphozyten, daneben aber auch durch B-Zellen induziert wird (Att-
field et al. 2022; Dobson; Giovannoni 2019). Zentrale Angriffspunkte sind spezi-
fische Proteine der Myelinscheide sowie der Oligodendrozyten, wie zum Beispiel
das basische Myelinprotein, das Myelin-assoziierte Glykoprotein und das Prote-
olipidprotein (Hohlfeld et al. 2016). Oligodendrozyten sind von elementarer
Bedeutung im Hinblick auf die Nahrstoffversorgung sowie Myelinisierung von
Nervenzellen des ZNS. Mittels Isolierung und saltatorischer Erregungsleitung
bewirkt das Myelin eine Steigerung der Nervenleitgeschwindigkeit, wie sie fiir
die physiologischen Prozesse des ZNS unentbehrlich ist (Vaupel et al. 2015).
Entsprechend konnen raumlich begrenzte Schadigungen der Myelinscheide in-
folge fokaler Entziindungsreaktionen mit einem neurologischen Defizit einher-
gehen. Sensibilitats- und Sehstorungen sowie Paresen stellen dabei die haufigs-
ten Erstsymptome einer MS dar (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bun-
desverband e.V. 2023).

Eine initiierte Remyelinisierung findet sich bei MS-Betroffenen haufig und kann
zu einer kompletten oder inkompletten Riickbildung des neurologischen Defi-
zits beitragen (Dobson; Giovannoni 2019; Kremer et al. 2018). Auf der anderen
Seite ist die Pathogenese einer MS nicht nur mit autoinflammatorischen, son-
dern auch neurodegenerativen Mechanismen assoziiert (Attfield et al. 2022).
Neben einer direkten Beteiligung der Oligodendrozyten kommt es bereits im
frithen Krankheitsverlauf zu axonalen Liasionen demyelinisierter Nervenfasern,
ER-Stress sowie mitochondrialer Dysfunktion im Soma, die in ihrer Gesamtheit
langfristig den Untergang von Neuronen zur Folge haben (Yeung et al. 20109;

Macchi et al. 2015; Haile et al. 2017).

Die Prognose einer MS-Erkrankung ist durch eine erhebliche interindividuelle
Heterogenitit gekennzeichnet (Conradsson et al. 2018). Wahrend ein Teil der
Betroffenen viele Jahrzehnte nach der Diagnosestellung den Alltag weiterhin

selbststandig bewaltigen kann, besteht in anderen Fillen bereits nach einer De-
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kade eine zunehmende Pflegebediirftigkeit und/oder Abhingigkeit von Hilfs-
mitteln, wie beispielsweise eines Rollstuhls (Deutsche Multiple Sklerose Gesell-

schaft Bundesverband e.V. 2023).

Die Diagnose einer MS kann gestellt werden, wenn sich bei klinischem Verdacht
eine raumliche und zeitliche Dissemination von zentralnervosen Lisionen nach-
weisen lasst. Raumliche Dissemination kann dabei durch klinisch-neurologische
Symptome, bedingt durch unterschiedliche topische Lokalisation der Lisionen,
oder iiblicherweise mithilfe kernspintomografischer Untersuchungen bei Detek-
tion von Lasionen in mindestens zwei von vier Arealen bestitigt werden: peri-
ventrikular (um innere Liquorriume herum), cortikal/juxtacortikal (in der
GroBhirnrinde bzw. im Marklager unter Einbeziehung des Cortex), infratentori-
ell (unterhalb des Tentorium cerebelli, welches GroBhirn und Kleinhirn vonei-
nander trennt), spinal (im Bereich des Riickenmarks). Zeitliche Dissemination
ist unter der Bedingung sowohl neu aufgetretener als auch in der Vergangenheit
stattgefundener Lasionen oder alternativ bei Anwesenheit liquorspezifischer
oligoklonaler Banden, d.h. fiir MS sensitive Immunglobuline im Nervenwasser,

die sich nicht im Serum befinden, gegeben (Hemmer et al. 2023).

Eine MS lasst sich in vier unterschiedliche Verlaufsformen einteilen. Beim kli-
nisch isolierten Syndrom (KIS) wird von einer mutmaBlichen Erstmanifestation
der Erkrankung ausgegangen. Neben dem Nachweis einer raiumlichen Dissemi-
nation ist ein Schub mit einem MS-charakteristischen neurologischen Defizit
aufgetreten, jedoch ist bislang — im Gegensatz zu den anderen Verlaufsformen —
noch keine Bestitigung einer zeitlichen Dissemination moglich (Hemmer et al.
2023). Laut Definition liegt ein Schub vor, wenn die akut eingesetzten neurolo-
gischen Symptome mindestens 24 Stunden bestehen, mit einem entziindlich
demyelinisierenden Ereignis im ZNS vereinbar und seit dem Beginn zuriicklie-
gender Schiibe mehr als 30 Tage vergangen sind (Polman et al. 2011). Die
schubformig remittierende MS (RRMS) stellt die initial mit Abstand bedeu-
tendste Verlaufsform dar. Diese ist typischerweise gekennzeichnet durch Schii-
be mit haufig reversiblen Symptomen, welche sich jedoch auch nur unvollstan-
dig zuriickbilden konnen, mit dann residuellen neurologischen Defiziten (Lublin
et al. 1996; Hemmer et al. 2023). Es wird angenommen, dass die RRMS bei et-
wa jedem Zweiten innerhalb von 15 Jahren und bei bis zu Zweidritteln nach 30

Jahren in eine sekundar progrediente MS (SPMS) iibergeht (Inojosa et al.
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2021). Laut dem deutschen MS-Register liegt der Anteil unter allen MS-
Patienten derzeit bei 16 Prozent (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bun-
desverband e.V. 2023). Hier steht meist eine schubunabhingige kontinuierliche
Verschlechterung der Gehfihigkeit im Vordergrund, die auch durch Pharmako-
therapie kaum beeinflussbar ist (Inojosa et al. 2021). Eine seltene Verlaufsform
ist die primar progrediente MS (PPMS) mit einer von Beginn an irreversibel
fortschreitenden Behinderung, die vereinzelt von Schiiben begleitet sein kann.
Prinzipiell erfolgt bei den Verlaufsformen RRMS, SPMS und PPMS zusitzlich
eine Klassifikation der aktuellen Krankheitsaktivitat in aktiv (es sind neue
Schiibe bzw. fokale Lisionen im Vergleich zur letzten Untersuchung aufgetre-
ten) vs. nicht aktiv sowie progredient (der Behinderungsgrad hat gegeniiber der

letzten Untersuchung zugenommen) vs. nicht progredient (Lublin et al. 2014).

Aus ambulanten Daten der gesetzlichen Krankenversicherung geht hervor, dass
die Pravalenz einer diagnostizierten MS in Deutschland im zurzeit aktuellsten
Berichtsjahr 2019 bei 0,34 Prozent liegt (Holstiege et al. 2022). Ubertragen auf
die Gesamtpopulation kann von bundesweit etwa 280.000 erkrankten Personen
ausgegangen werden (Statistisches Bundesamt 2023a). Wie Abbildung 1 ver-
deutlicht, steigt die Haufigkeit einer MS seit Jahren kontinuierlich an.

Hinweis: Daten bis 2008 sind aufgrund methodischer Unterschiede nicht mit den Pravalenzen
ab 2009 vergleichbar.

MS-Préavalenz

0,40%

0,35% —e

0,30% o —

0,25% @ —

0,20%
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Jahr
Datenquellen: Holstiege et al. 2022; Holstiege et al. 2018.

Abbildung 1: Entwicklung der MS-Prévalenz im Zeitverlauf in Deutschland.

Die Ursachen fiir diesen auch global zu beobachtenden Trend sind bislang nur

unzureichend verstanden (Holstiege et al. 2022; Walton et al. 2020). Zwei Er-
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klarungsansatze fiir Deutschland konnten eine frithere Diagnosestellung sowie
steigende Lebenserwartung in der Bevolkerung und folglich eine langere
Krankheitsdauer sein, wobei diese Faktoren moglicherweise den deutlichen An-
stieg der MS-Pravalenz nur teilweise begriinden (Holstiege et al. 2022). Zudem
unterliegt die Erkrankungshaufigkeit einem erheblichen regionalen Gefille.
Dies zeigt sich bereits auf nationaler Ebene. Im Nordwesten von Deutschland
(Schleswig-Holstein, Niedersachsen, Hamburg, Bremen) ist die Pravalenz fast
50 Prozent und die jahrliche Neuerkrankungsrate an MS um iiber ein Drittel
hoher als in den ehemaligen neuen Bundeslindern Sachsen, Sachsen-Anhalt,
Thiiringen, Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern (Holstiege et al.
2018). International weist Deutschland die hochste gemeldete MS-Pravalenz
weltweit auf, gefolgt von der nordamerikanischen Bevolkerung sowie Norwegen.
Im Vergleich dazu ist der prozentuale Anteil diagnostizierter Fille in afrikani-
schen sowie siidostasiatischen Populationen mehr als 30 Mal niedriger. Inwie-
weit dies auf eine eventuelle statistische Untererfassung oder kausale Ursachen
im Bereich der Genetik, der Umwelt sowie des Lebensstils zuriickzufiihren ist,

ist nicht bekannt (Walton et al. 2020).

Die Erkrankung kann in jedem Lebensalter erstmalig klinisch manifest werden,
wobei die Inzidenz in der Gruppe der 25-40-Jdhrigen am hochsten ist (Holstie-
ge et al. 2018). Fiir Frauen besteht ein gegeniiber Mannern um den Faktor 2,6
gesteigertes Lebenszeitrisiko (Holstiege et al. 2022). Von bislang iiber 230 iden-
tifizierten Genmutationen, welche sich ungiinstig auf die Wahrscheinlichkeit
einer MS-Erkrankung auswirken, scheint der HLA-DRB1*15:01-Genotyp am
relevantesten zu sein (Goris et al. 2022). Daruber hinaus steht eine Infektion
mit dem Epstein-Barr-Virus in enger Verbindung mit dem MS-Risiko (Bjorne-
vik et al. 2022). Zu den gut untersuchten EinflussgroBen, welche mit einer er-
hohten Erkrankungschance einhergehen, zahlen ferner Vitamin D-Mangel bzw.
eine zu geringe Sonnenlichtexposition, Rauchen sowie starkes Ubergewicht in

der Kindheit und Adoleszenz (Yuan et al. 2021; Waubant et al. 2019).

Hingegen wurden die Auswirkungen anderer relevanter Lebensstilfaktoren, wie
etwa sportliche Aktivitat und Ernahrungsgewohnheiten, auf die Pravention und
Prognose einer MS in der Vergangenheit nur wenig beleuchtet (Yuan et al. 2021;
Proschinger et al. 2022). Die individuelle Erndhrungsweise pragt wesentlich die

Zusammensetzung des Darmmikrobioms und der von diesem produzierten Me-
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taboliten (Valdes et al. 2018). Ein umfassenderes Verstandnis dariiber, wie sich
die Konzentration dieser Stoffwechselprodukte zwischen MS-erkrankten und
klinisch gesunden Individuen mit ansonsten fiir viele Umweltfaktoren iiberein-
stimmenden sowie kongruenten genetischen Merkmalen unterscheidet, konnte

aus praventiver und therapeutischer Sicht von Bedeutung sein.
2.2 Expanded Disability Status Scale

Der Expanded Disability Status Scale (EDSS) ist ein in der Neuroimmunologie
etablierter Score zur Bewertung des Behinderungsgrads einer MS. Auf Grundla-
ge klinischer Untersuchungen des visuellen (Sehnerv, Sehbahn) und motori-
schen Systems (Pyramidenbahn, die der Willkiiraktivitat dient), des Kleinhirns
(Koordination von Bewegungsabldaufen), Hirnstamms (unter anderem Okulo-
motorik, Sprach- und Schluckfunktion), Sensoriums (Reizwahrnehmung), des
vegetativen Nervensystems fiir die Blasen- und Mastdarmfunktion sowie zereb-
raler Funktionen, wie Kurz- und Langzeitgedachtnis, und der Beriicksichtigung
anderer durch MS verursachter neurologischer Defizite erfolgt eine Einteilung
auf einer Skala von 0 (keine Behinderung) bis 10 (Tod durch MS) (Kurtzke
1983). In Tabelle 1 ist die Bedeutung der jeweiligen Klassifizierung dargestellt.

Tabelle 1: EDSS nach Kurtzke 1983.

Fli?nsk?e Beschreibung
0 Keine Behinderung, keine Schadigung in allen acht funktionellen Systemen
10 Keine Behinderung, minimale Abnormitat in einem funktionellen System
' (minimale Abnormitét in mehr als einem funktionellen System = + 0.5 Punkte)
20 Minimale Behinderung in einem funktionellen System
' (minimale Behinderung in zwei funktionellen Systemen = + 0.5 Punkte)
3.0 MafRige in einem oder minimale Behinderung in drei bis vier funktionellen Systemen,
' aber voll gehféhig (voll gehféhig, eine zusétzliche Behinderung = + 0.5 Punkte)
40 Gehfahig ohne Hilfe/Rast fir mindestens 500 Meter, 12 Stunden taglich aktiv (Gehfa-
' hig ohne Hilfe/Rast fiir mindestens 300 Meter, braucht Hilfe im Alltag = + 0.5 Punkte)
50 Gehfahig ohne Hilfe/Rast fiir etwa 200 Meter. Alltagsaktivitat erheblich beeintrachtigt
' (Gehfahig ohne Hilfe/Rast fur etwa 100 Meter = + 0.5 Punkte)
6.0 100 Meter Gehen ohne Rast haufig oder konstant nur mit Unterstitzung
' (Konstant Hilfsmittel bendtigt, um etwa 20 Meter ohne Rast zu gehen = + 0.5 Punkte)
70 Unfahig, selbst mit Hilfe mehr als 5 Meter zu gehen, weitgehend an Rollstuhl gebun-
' den (an Rollstuhl gebunden. Bendtigt Hilfe fir Transfer = + 0.5 Punkte)
8.0 Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden, meist guter Gebrauch der Arme (weit-
' gehend ans Bett gebunden, teilweise nitzlicher Gebrauch der Arme = + 0.5 Punkte)
90 Hilfloser Patient im Bett. Kann essen und kommunizieren
' (Unféhig zu essen, zu schlucken oder zu kommunizieren = + 0.5 Punkte)
10.0 |Tod infolge MS
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Zu den Schwichen des EDSS gehort, dass die Reliabilitat der neurologischen
Beurteilung von funktionellen Systemen eingeschrankt ist und ab einem EDSS
von 4.0 einzig die Gehfahigkeit als Bewertungskriterium zugrunde gelegt wird,
so dass andere Behinderungen, wie beispielsweise der oberen Extremitit oder
der Sehfunktion, nahezu keinen Einfluss mehr auf den EDSS haben. Trotz die-
ser Limitationen ist die Anwendung des Scores zur Objektivierung der Krank-

heitsprogression einer MS weit verbreitet (Meyer-Moock et al. 2014).

Daten aus dem nationalen MS-Register zufolge, in welchem knapp 30 Prozent
aller arztlich diagnostizierten Falle eingeschlossen sind, hat die Mehrheit nach
zwolf Jahren Erkrankungsdauer einen EDSS von 3.0 oder hoher erreicht, bei
etwa einem Viertel tritt ein entsprechender Krankheitsverlauf bereits nach we-
niger als vier Jahren ein. Nach 30 Jahren liegt der EDSS in etwa einem Drittel
der Fille bei 6.0 oder hoher, bei ungefahr jedem Zehnten ist ein solcher Behin-
derungsgrad innerhalb von zehn Jahren ab Erstmanifestation gegeben. Etwas
iiber 20 Prozent der Stichprobe weist auch nach 30 Jahren einen EDSS von we-
niger als 3.0 auf (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bundesverband e.V.
2023). Ein EDSS von kleiner 4.0 entspricht dabei in etwa der oberen Grenze, bis
zu welcher der Alltag ohne fremde Unterstiitzung bewaltigt werden kann, wah-
rend ein EDSS von 6.0 mit dem Ubergangsbereich einer noch minimal erhalte-

nen hin zu einer aufgehobenen Gehfihigkeit gleichzusetzen ist (Kurtzke 1983).

Laut dem deutschen MS-Register nahm der EDSS bei Betroffenen mit einer
zum Zeitpunkt der Erhebung mittleren Krankheitsdauer von 14 Jahren um
durchschnittlich 0.29 Punkte pro Jahr bzw. einen EDSS-Punkt je dreieinhalb
Jahre zu. Dabei unterscheidet sich die Progression zwischen den Verlaufsfor-
men KIS (Mittelwert aktueller EDSS/zurtickliegender Zeitraum seit Erstmani-
festation in Jahren = 0.30), RRMS (0.27) und SPMS (0.28) nur unwesentlich,
wiahrend der Behinderungsgrad bei einer PPMS (0.55) deutlich schneller fort-
schreitet (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bundesverband e.V. 2023).

Zu vergleichbaren Ergebnissen kam eine Meta-Analyse unter Einbeziehung von
RRMS-Patienten aus neun europiischen Liandern, welche nach im Mittel acht
Jahren Krankheitsdauer eine durchschnittliche Zunahme des EDSS von 0.27
Punkten pro Jahr zeigten (Bovis et al. 2018). Rauchen sowie Adipositas schei-

nen sich ungiinstig auf die Entwicklung des Behinderungsgrads einer MS aus-
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zuwirken (Lutfullin et al. 2023; Wu et al. 2023). Gleichzeitig geht aus Meta-
Analysen hervor, dass der Ausgleich eines bestehenden Vitamin D-Mangels
durch Supplementation von Calcidiol bei MS-Erkrankten nicht mit einem posi-
tiven Effekt auf den Verlauf des EDSS verkniipft ist (Vasileiou et al. 2022;
Zheng et al. 2018).

2.3 Kurzkettige Fettsauren

Fettsauren mit einer Kettenlange von bis zu vier Kohlenstoffatomen werden als
kurzkettige Fettsauren bezeichnet. Bei Nahrungsfetten handelt es sich tiberwie-
gend um Triglyceride, welche sich aus Glycerin und drei hauptsachlich langket-
tigen Fettsduren mit einer Kettenlinge von mehr als zwolf Kohlenstoffatomen
zusammensetzen. Uber Lebensmittel werden kurzkettige Fettsduren daher hiu-
fig nur in Spuren aufgenommen. Von herausragender Bedeutung im Hinblick
auf das endogene Vorkommen ist stattdessen die Synthese durch bestimmte
Darmmikrobiota im Rahmen der Fermentation von Ballaststoffen und anderen
weitgehend unverdaulichen Nahrungsbestandteilen, wie beispielsweise resisten-
ter Starke (Elmadfa; Leitzmann 2019). Daraus resultiert eine starke Assoziation
zwischen dem individuellen Ernahrungsverhalten und der intestinal produzier-

ten Menge an kurzkettigen Fettsauren (Valdes et al. 2018).

Diese lassen sich weiter unterteilen in Acetat aus zwei, Propionat aus drei sowie
Butyrat aus vier Kohlenstoffatomen (Portincasa et al. 2022). Acetat kann von
einer groBen Zahl an Mikroorganismen gebildet werden und ist daher im
menschlichen Organismus in quantitativ eminenterem Umfang als die anderen
kurzkettigen Fettsauren vertreten (Louis; Flint 2017). Eine hohe Aufnahme der
Ballaststoffe Inulin und Galactooligosaccharid sowie langere Nahrungskarenz
(Fasten) gehen mit einer gesteigerten Syntheserate einher (Gonzalez Hernandez
et al. 2019). Korbbliitengewichse, wie Artischocken, Schwarzwurzeln und Topi-
nambur, sowie Lauch, Zwiebeln und Knoblauch stellen reichhaltige Quellen fiir
Inulin dar, wahrend Galactooligosaccharide in natiirlicher Form nur in Hiilsen-
friichten und verzehrbaren Mikroalgen vorkommen (Hiel et al. 2019; Mei et al.
2022; Gouda et al. 2022). Dariiber hinaus ist Acetat in Essigsorten mit einem
niedrigen Polyphenolgehalt (zum Beispiel Brandweinessig), Ethanol sowie eini-
gen Lebensmittelzusatzstoffen (Konservierungsstoffe, Sauerungsmittel) in rele-

vanten Mengen enthalten und deren orale Zufuhr kann zu einem raschen An-
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stieg des Serumacetatspiegels fiihren (Gonzalez Hernandez et al. 2019). Es kann
als Energiesubstrat, beispielsweise im Rahmen der (-Oxidation durch Um-
wandlung zu Acetyl-CoA, bzw. als Ausgangssubstanz fiir die Lipogenese und
Cholesterinsynthese genutzt werden oder eine regulatorische Funktion auf ver-
schiedene Gewebe ausiiben (Elmadfa; Leitzmann 2019; Portincasa et al. 2022).
Acetat ist unter anderem ein potenter Ligand des Free Fatty Acid Receptor 2,
der auf der Oberflache zahlreicher Korperzellen, darunter Leukozyten und Ner-
venzellen, exprimiert wird und dessen Stimulation sowohl pro- als auch antiin-

flammatorische Prozesse fordern kann (Fusco et al. 2023).

Propionat kann intestinal auf verschiedene Weise hergestellt werden. Pentosen
und Hexosen sind die beiden Monosaccharide mit fiir den menschlichen Orga-
nismus elementarer Bedeutung und werden von Darmmikroben iiber das Zwi-
schenprodukt Succinyl-CoA in einem Vitamin Bi.-abhingigen Reaktionsschritt
zu Propionat umgewandelt (Louis; Flint 2017; Fusco et al. 2023). Dieser Weg
wird bevorzugt von Propionat-produzierenden Bakterien der Phyla Bacteroide-
tes und Firmicutes eingeschlagen (Louis; Flint 2017). Daneben existieren eigene
Synthesewege fiir Laktat und Desoxyzucker (Fusco et al. 2023). Zu einem ver-
nachlassigbaren Prozentsatz werden Acetat, Propionat und Butyrat ferner aus
Aminosauren fermentiert (Louis; Flint 2017). In einer spanischen Querschnitt-
studie wurde beobachtet, dass der Verzehr von Beerenobst mit einem hohen
Anteil an Cellulose sowie der sekundaren Pflanzenstoffe Anthocyane und Flava-
nole positiv und statistisch signifikant mit der Propionatkonzentration (aber
nicht mit der Dichte an Acetat und Butyrat) im Fazes korreliert (Fernandez-
Navarro et al. 2018). Dariiber hinaus kann resistente Stiarke (beispielsweise aus
gekochten und im Anschluss abgekiihlten Kartoffeln oder Getreideprodukten)
durch bakterielle Fermentation zu Propionat abgebaut werden (Patterson et al.
2020; DeMartino et al. 2022). Pektine mit einem hohem Methoxylgehalt, die
insbesondere in Zuckerriiben vorhanden sind, sowie das in vielen Obst- und
Gemiisesorten enthaltene Pektinderivat Rhamnogalacturonan I fordern eben-

falls eine Zunahme der Propionatsynthese im Darm (Larsen et al. 2019).

Propionat steigert die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen in humanen
peripheren mononukleiaren Blutzellen (Asarat et al. 2016; Hu et al. 2022). In
einer kontrollierten Studie unterstiitzte eine Supplementation von 1.000 mg pro

Tag liber einen Zeitraum von eineinhalb Jahren die Neuroregeneration bei MS-
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Patienten in den fiir die Ausfiihrung von Bewegungsabliufen bedeutsamen
Hirnarealen Striatum und Globus pallidus innerhalb der Basalganglien (Duscha
et al. 2020). Eine solche Produktionskapazitat wird in unterschiedlichen Bevol-
kerungsgruppen auch durch das Darmmikrobiom selbst erreicht (Morrison;
Preston 2016). Propionat ist an der Aufrechterhaltung der physiologischen Bar-
rierefunktion der BHS beteiligt, vermutlich aufgrund dessen Affinitat zum Free
Fatty Acid Receptor 3 auf der Oberfliche der BHS und einer damit in Verbin-
dung stehenden antientziindlichen, antioxidativen sowie Wirkung auf den
Effluxtransporter (Hoyles et al. 2018). Dies konnte von Relevanz sein, da eine
Schadigung des Endothels der BHS mit nachfolgender Durchlissigkeit und Im-
migration von autoreaktiven Immunzellen in das ZNS ein relevanter Faktor
wiahrend der frithen Phase der MS-Erkrankung ist (Nishihara et al. 2022;

Spencer et al. 2018).

Butyrat wird durch das Darmmikrobiom iiber die Glykolyse von zwei Molekiilen
Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA, einer daran ankniipfenden Reduktion zu
Butyryl-CoA und im letzten Reaktionsschritt entweder mittels Butyryl-
CoA:Acetat-CoA-Transferase oder Phosphotransbutyrylase und Butyratkinase
gebildet. Butyrat-produzierende Bakterien gehoren hauptsachlich den beiden
Familien Ruminococcaceae und Lachnospiraceae aus dem Stamm Firmicutes an
(Louis; Flint 2017). In einer Reihe randomisierter kontrollierter Studien (RCT's)
wurde beobachtet, dass die Aufnahme von resistenter Starke zu einem Anstieg
der Butyratkonzentration im Fazes fiihrt. Allerdings konnten nicht alle RCTs
einen solchen Zusammenhang nachweisen (Sobh et al. 2022). AuBerdem
scheint die ausreichende Zufuhr von Ligninen, einem hauptsachlich in Getrei-
deprodukten enthaltenen Ballaststoff, sowie Isoflavonoiden, einer Substanz-
klasse von sekundaren Pflanzenstoffen in Soja, die intestinale Butyratprodukti-

on zu fordern (Fernandez-Navarro et al. 2018).

Butyrat spielt eine wichtige Rolle fiir die Darmgesundheit. Einerseits stellt es
die Hauptenergiequelle fiir Kolonozyten dar. Anderseits erhoht es den Sauer-
stoffverbrauch des Epithels, wodurch infolge von Hypoxie ein anaerobes Milieu
im Dickdarm geschaffen wird, welches einer Dysbiose vorbeugt (Litvak et al.
2018). In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass das Darmmikrobiom
regionale Unterschiede aufweist. Im oberen Gastrointestinaltrakt sind ver-

gleichsweise wenige Mikroorganismen vorhanden, da mit der Nahrung aufge-
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nommene und die Mundhohle besiedelnde Keime zu einem iiberwiegenden An-
teil durch die Salzsaure des Magens abgetotet werden. Hier finden sich haupt-
sachlich grampositive, aerobe Bakterien. Im Verlauf des Diinndarms nimmt die
Anzahl an Keimen stark zu. Dies geht mit einem kontinuierlich wachsenden An-
teil an anaeroben Bakterien einher. Im Dickdarm ist die Dichte an Mikroorga-
nismen mit Abstand am hochsten. Dieser wird vorwiegend von Anaerobiern
besiedelt (Elmadfa; Leitzmann 2019). Die Aufrechterhaltung eines anaeroben
Milieus im Dickdarm beugt einer Fehlbesiedelung durch eine zu groBe Anzahl
an aeroben, hauptsichlich pathogenen Bakterien vor (Litvak et al. 2018). Dar-

iiber hinaus stimuliert Butyrat die Muzinsekretion (Jung et al. 2022).

Ebenso wie Propionat erhoht auch Butyrat die Differenzierung von regulatori-
schen T-Zellen in menschlichen peripheren mononukleiaren Blutzellen (Asarat
et al. 2016; Hu et al. 2022). Ferner konnte Butyrat im Hinblick auf MS neu-
roprotektive Eigenschaften aufweisen. Es wird vermutet, dass Butyrat einer mi-
tochondrialen Dysfunktion von Neuronen im ZNS entgegenwirken konnte, in-
dem es die Konzentration und Wirkung von Ceramid in Nervenzellen reduziert
(Anderson et al. 2019). Ceramid ist ein Sphingolipid, welches im gesunden Or-
ganismus den Stoffwechsel von Korperzellen reguliert, wobei einzelne Human-
studien darauf hindeuten, dass es sich im Zusammenhang mit der MS-
Pathogenese in zu hoher Konzentration in Neuronen anreichert und dadurch
die mitochondriale Adenosintriphosphat-Synthese unterdriickt (Anderson et al.
2019; Filippatou et al. 2021). In einer longitudinalen Erhebung mit 251 MS-
Patienten waren gesteigerte Serum-Ceramid-Spiegel mit einer signifikanten
Chancenerhohung einer Verschlechterung des Behinderungsgrads assoziiert

(Filippatou et al. 2021).

Isobutyrat ist das Isomer von Butyrat und kommt im Dickdarm in geringeren
Mengen als die anderen kurzkettigen Fettsduren vor, da dessen Produktion auf
der Fermentation der Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin beruht, welche
in begrenzterem Umfang als Kohlenhydrate zur Verfiigung stehen (Salazar et al.
2022). Aus vereinzelten Untersuchungen ergaben sich Hinweise eines eventuel-
len therapeutischen Potentials in Bezug auf MS, jedoch sind fiir eine ausrei-

chend hohe Evidenz weitere Studien erforderlich (Olsson et al. 2021).
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2.4 Sekundare Gallensauren

In der Leber werden aus Cholesterol die beiden primaren Gallensauren Chol-
sdure und Chenodeoxycholsiaure gebildet. Unter physiologischen Bedingungen
erfolgt dies primar iiber den klassischen Weg, bei dem infolge enzymatischer
Spaltung durch Cytochrom P450 (CYP)7A1 und CYP8B1 (Spaltung zu Cholsau-
re) bzw. CYP27A1 (Spaltung zu Chenodeoxycholsaure) die oben genannten pri-
maren Gallensauren entstehen. Beim alternativen Weg wird Cholesterol statt-
dessen in peripheren Geweben durch CYP27A1 und CYP7B1 oxidiert, das ent-
standene Zwischenprodukt in die Leber transportiert und dort {iberwiegend zu

Chenodeoxycholsaure abgebaut (Yeo et al. 2023).

Bevor die primaren Gallensiuren in die extrahepatischen Gallenginge abgege-
ben werden, werden diese zunachst mit den Aminosauren Taurin (Taurochol-
saure bzw. Taurochenodeoxycholsidure) oder Glycin (Glykocholsaure bzw. Gly-
kochenodeoxycholsaure) konjugiert. Nach ihrer Passage in den Diinndarm wer-
den sie groBtenteils aktiv durch Transportproteine im Ileum resorbiert und ge-
langen tiber die Pfortader erneut in die Leber. Die verbleibenden primiren Gal-
lensauren werden intestinal von einer groBen Zahl an verschiedenen Bakterien-
arten dekonjugiert (Yeo et al. 2023). Dadurch ist die Resorption nicht mehr
iiber Transporter, sondern lediglich durch passive Diffusion moglich und es
wird anderen Darmmikroben erleichtert, nicht resorbierte priméare Gallensau-
ren zu dehydroxylieren, zu oxidieren oder zu epimerisieren (Yeo et al. 2023;

Ridlon et al. 2016).

Bei der Dehydroxylierung wird die 7-Hydroxygruppe abgespalten. Die Oxidati-
on von Hydroxygruppen an den Kohlenstoffpositionen drei, sieben und zwolf ist
reversibel und es kann in der Folge zu einer Epimerisierung, d.h. Konfigurati-
onsanderung von Hydroxygruppen-Kohlenstoffatomen, kommen. Die daraus
hervorgehenden, modifizierten Produkte werden als sekundire Gallensduren
bezeichnet. Diese konnen im Dickdarm via passiver Diffusion ins Blut resorbiert
und zu unterschiedlichen Anteilen bei der Leberpassage rekonjugiert werden
(Yeo et al. 2023; Ridlon et al. 2016). Wie die einzelnen sekundiaren Gallensau-

ren entstehen, vermittelt Abbildung 2.
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Eigene Grafik auf Grundlage von Yeo et al. 2023; Ridlon et al. 2016; De Marino et al. 2017;

Song et al. 2023.

CA CDCA

Legende:

CA = Cholsaure

CDCA = Chenodeoxycholsaure
DCA = Deoxycholsaure

LCA = Lithocholséure

UDCA = Ursodeoxycholsaure
HDCA = Hyodeoxycholsaure

Konjugation mit Taurin oder Glycin

TCA GCA TCDCA GCDCA

Dekonjugation durch Darmbakterien

CA CDCA
T G
DCA Dehydroxylierung LCA
Bakterielle

Hydroxylierung
an Position C6

UDCA Oxidftion HDCA

Epimerisierung

Rekonjugation in der Leber

TUDCA GUDCA THDCA GHDCA

TDCA GCDCA JTLCA GLCA

Abbildung 2: Synthesewege der sekundaren Gallensauren.

Bei der 7-Dehydroxylierung von Cholsdaure entsteht Deoxycholsaure, wahrend

derselbe Prozess im Fall von Chenodeoxycholsdaure die Bildung von Lithochol-

saure bewirkt (Ridlon et al. 2016). Letztere kann in einer weiteren Reaktion

durch das Hinzufiigen einer Hydroxygruppe an Kohlenstoffposition sechs zu

Hyodeoxycholsdure umgewandelt werden (De Marino et al. 2017). Aus der bak-

teriellen Oxidation und Epimerisierung der 7-Hydroxygruppe von Chenodeoxy-

cholsaure resultiert Ursodeoxycholsaure (Song et al. 2023). Die sekundaren

Gallensauren konnen nach Resorption im Dickdarm in der Leber erneut mit

Taurin oder Glycin konjugiert werden (Yeo et al. 2023).

27



Das in Fazes und Blutserum objektivierbare Gallensdureprofil wird durch die
individuellen Ernahrungsgewohnheiten und das ebenfalls nutritiv gepragte
Darmmikrobiom beeinflusst (Trefflich et al. 2020; Valdes et al. 2018). Bei pas-
siv resorbierten sekundiaren Gallensauren spielt ferner die Wasserloslichkeit
eine wichtige Rolle. So ist Lithocholsdure besonders hydrophob, was die passive
Diffusion im Dickdarm erschwert. Dadurch ist dessen Konzentration im Serum,
verglichen mit anderen sekundaren Gallensauren, niedriger (De Aguiar Vallim
et al. 2013). Es gibt Hinweise darauf, wonach eine ballaststoffreiche Erndhrung
mit einem reduzierten Vorkommen von Gallensduren im Fazes, jedoch einer
gesteigerten Konzentration vorwiegend unkonjugierter sowie an Glycin gebun-
dener Gallensauren im Serum einhergeht. Eine Erndhrungsweise, welche reich
an tierischen Produkten ist, scheint dagegen tendenziell zu einem Anstieg Tau-
ro-konjugierter Gallensiduren im Fizes beizutragen, da es sich hierbei um die
relevanteste exogene Quelle der entbehrlichen Aminosaure Taurin handelt, die

in pflanzlichen Lebensmitteln kaum enthalten ist (Trefflich et al. 2020).

Sekundire Gallensdauren konnten moglicherweise unterschiedliche immunmo-
dulierende Eigenschaften aufweisen (Zhang et al. 2023). Beispielsweise gibt es
Hinweise darauf, dass Lithocholsdure und Ursodeoxycholsdure die Differenzie-
rung von Tu17-Zellen inhibieren konnten, welche im Blutserum von MS-
Patienten in erhohter Zahl nachweisbar sind (Mulcahy et al. 2023; Abdel-
Rahman et al. 2024; Li et al. 2017). Dariiber hinaus konnten einige sekundare
Gallensauren moglicherweise einer neuroimmunologisch bedingten Degenera-
tion von Nervenzellen im ZNS entgegenwirken, indem diese die krankheitsver-
mittelte Apoptose von Oligodendrozyten, mitochondriale Dysfunktion und ER-

Stress im Soma sowie inflammatorische Prozesse eindimmen (Xing et al. 2023).
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3. Methodik

3.1 Studiendesign

Im Jahr 2012 wurde am Institut fiir Klinische Neuroimmunologie des LMU Kli-
nikums Miinchen die MS Twin Study als Langsschnittstudie mit einer bis heute
stetig wachsenden Zahl an Probanden implementiert. Bei den Studienteilneh-
mern handelt es sich fast ausschlieBlich um monozygote Zwillingspaare, die sich
hinsichtlich einer MS-Diagnose unterscheiden (sogenannte Diskordanz). Ver-
einzelt wurden auch heterozygote Zwillingsgeschwister fiir die MS Twin Study
rekrutiert. In dieser Arbeit werden lediglich eineiige Zwillinge mit identischem
Genotyp berticksichtigt, um eine im Hinblick auf genetische Merkmale perfekte
Kontrollgruppe zu generieren. Die jeweiligen Geschwisterpaare sind zudem in
der Regel im selben Haushalt aufgewachsen und waren daher pranatal bis in
das frithe Erwachsenenalter simultanen Umweltbedingungen ausgesetzt. Aus
diesem Grund kann eine genetische Pradisposition als Ursache einer Dis-
kordanz fiir MS ausgeschlossen werden und eine kausale Eingrenzung auf vari-
able Lebensstil- und Umweltfaktoren erfolgen, zu denen unter anderem Ernah-
rungsgewohnheiten sowie das Darmmikrobiom, einschlieBlich der von diesem

gebildeten Metaboliten zihlen.

Das Ziel der MS Twin Study besteht demzufolge darin, ein umfassenderes Ver-
standnis der duBerst komplexen Pathogenese einer MS zu erlangen und neue,
bislang unbekannte Risiko- und Schutzfaktoren zu identifizieren, welche Ein-
fluss auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit und Prognose ausiiben. Es handelt
sich gleichermaBen um eine Fall-Kontroll- und Kohortenstudie. Wahrend der
Visiten am Studienzentrum werden eine Vielzahl klinischer, anthropometri-
scher und laborchemischer Daten erhoben sowie Biomaterialien fiir wissen-
schaftliche Untersuchungen asserviert, welche einen Vergleich zwischen MS-
Betroffenen und nicht erkrankten Zwillingen erméglichen. Prospektiv wird das
Studienkollektiv auf den Krankheitsverlauf bzw. die MS-Inzidenz oder das Auf-
treten einer subklinischen Neuroinflammation hin beobachtet. Die Kontroll-
gruppe ist dabei als Hochrisikokohorte anzusehen, da bei monozygoten Zwil-
lingspaaren mit Diskordanz fiir MS die Erkrankungschance fiir den gesunden
Geschwisterteil bis zu 20 Prozent betragt (Gerdes et al. 2023; Westerlind et al.

2014).
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Das Auswahlverfahren der Studienteilnehmer umfasst einerseits eine Quoten-
auswahl, bei welcher MS-Patienten am LMU Klinikum Miinchen mit ei-
ner/einem gesunden Zwillingsschwester bzw. -bruder zur Teilnahme an der MS
Twin Study eingeladen werden. Andererseits setzt sich ein GroBteil der Proban-
den aus einer Freiwilligen-Stichprobe zusammen. Dies ist darauf zuriickzufiih-
ren, dass durch Selbsthilfegruppen sowie Medienberichte die Bekanntheit der
MS Twin Study innerhalb der Grundgesamtheit deutlich erhoht wurde und sich

Teilnehmer eigenstindig um die Aufnahme in die Studie bemiihten.
3.2 Merkmale des Studienkollektivs

In diese Arbeit eingeschlossen wurden 84 monozygote Zwillingspaare, welche
zum Stichtag 19.06.2023 in die MS Twin Study inkludiert waren und zu denen
laborchemische Daten zu Metaboliten des Darmmikrobioms in Fazes und/oder
Blutplasma aus zumindest einem Untersuchungszeitpunkt vorliegen. Die Stich-
probe beinhaltet fast ausschlieBlich Probanden aus Deutschland. In zwei Fallen
stammen die Zwillingspaare aus Osterreich bzw. der Schweiz. In Tabelle 2 sind

die wesentlichen Ausgangsmerkmale der Studienteilnehmer aufgefiihrt.

Tabelle 2: Ausgewahlte Merkmale der Teilnehmer zu Studienbeginn.

Ausgangs- MS-Zwillinge Gesunde Zwillinge
merkmale (n = 84) (n =84)
Durchschnittsalter 39,3 39,3
(in Jahren) (£ 11,0) (£ 11,0)
weiblich:mannlich
(in Prozent 75:25 75:25
BMI (kg/m2) 23,8 24,5
(Mittelwert) (=4,7) (£4,7)
Rauchverhalten Aktuelle Raucher: 24 % Aktuelle Raucher: 27 %

Vor MS-Diagnose geraucht: 49 %2
Nie geraucht: 50 %

Pack years: 10,4

Vor MS-Diagnose geraucht: 43 %2
Nie geraucht: 57 %

Pack years: 9,1

Vitamin D-Mangel
(<20 ng/ml)

April-Oktober: 26 %

November-Méarz: 32 %

April-Oktober: 25 %

November-Marz: 62 %

BMI = Body-Mass-Index; + = Standardabweichung. @ Darin eingeschlossen sind alle Personen,
welche angaben, vor der eigenen MS-Diagnose bzw. MS-Diagnose der Zwillingsschwester/des
Zwillingsbruders mindestens ein Jahr geraucht zu haben. ® Ohne einen Ausreiler mit einem
ungewohnlich hohen Wert, der Uber vier Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt liegt.
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Das Durchschnittsalter des Studienkollektivs lag wihrend des erstmaligen
Messzeitpunkts im Zusammenhang mit dem Einschluss in die MS Twin Study
bei 39,3 Jahren, wobei sich die Altersspanne von 20 bis 66 Jahren erstreckt. Bei
Dreiviertel der Teilnehmer handelt es sich um Frauen, so dass die Geschlechter-
verteilung MS-Betroffener innerhalb der Stichprobe annidherungsweise mit der
Grundgesamtheit iibereinstimmt (Holstiege et al. 2022). Der mittlere Body-
Mass-Index (BMI) weist keine nennenswerten Unterschiede zwischen den bei-
den Kohorten auf und entspricht jeweils Normalgewicht. Gemaf3 BMI haben elf
Prozent der MS- und zehn Prozent der Kontrollgruppe eine Adipositas (Weltge-
sundheitsorganisation 2000). Bei 87 Prozent der Geschwisterpaare gibt es nur

sehr geringe Differenzen des BMI (Abweichung < 5 kg/m?2).

Temporar rauchen 24 Prozent der MS-Betroffenen und 27 Prozent der Kon-
trollpersonen, was mit der Raucherquote der 20- bis 64-jahrigen Bevolkerung
in Deutschland vergleichbar ist (Statistisches Bundesamt 2023b). Bevor die
Zwillingspaare eine Diskordanz fiir MS entwickelten, bezeichneten sich unge-
fahr die Halfte der erkrankten Personen (49 Prozent) schon einmal fiir einen
Zeitraum von mindestens einem Jahr als Raucher, innerhalb der Kontrollgrup-
pe ist dieser Anteil mit 43 Prozent niedriger. Bei letzterer fallen auSerdem die
statistisch ermittelten pack years etwas geringer aus und die Rate derjenigen,
welche nie geraucht haben, ist hoher. Auch wenn zu betonen ist, dass es sich bei
den pack years um einen groben Schatzwert handelt, deuten die Selbstangaben
der Studienteilnehmer im Gesamteindruck auf eine moderat gesteigerte Le-
benszeit-Tabakrauchexposition der MS-Gruppe hin. Innerhalb der Paare
stimmten die Rauchgewohnheiten (derzeitiger Raucher bzw. derzeitiger Nicht-
raucher) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei 77 Prozent und mit Aufnahme
in die MS Twin Study bei 80 Prozent iiberein. Etwa jeder Fiinfte, welcher bis zu
seiner MS-Diagnose geraucht hatte, beendete daraufhin in zeitlicher Nahe den
Tabakkonsum. Zumeist hatte die Diagnosestellung aber keine relevanten Aus-

wirkungen auf das Rauchverhalten.

Da in Europa die Deckung des Vitamin D-Bedarfs hauptsachlich durch die Um-
wandlung von 7-Dehydrocholesterol in der Haut mithilfe der UV-B-Strahlung
des Sonnenlichts erfolgt und die Aufnahme iiber Nahrungsmittel nur von unter-
geordneter Bedeutung ist, kann die endogene Versorgung in Abhiangigkeit von

der Jahreszeit variieren (Deutsche Gesellschaft fiir Ernahrung 2012). Ein Vita-
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min D-Mangel, welcher in dieser Arbeit mit einem Calcidiol-Spiegel im Blutse-
rum von weniger als 20 ng/ml definiert wird, findet sich in den Sommermona-
ten zwischen April und Oktober gruppeniibergreifend bei rund einem Viertel
der Studienteilnehmer. In den Wintermonaten von November bis Marz ist der
Anteil in der Kontroll- gegeniiber der MS-Gruppe hingegen stark erhoéht (62
Prozent vs. 32 Prozent). Dies ist auch auf eine deutlich hohere Quote einer Vi-
tamin D-Supplementation bei MS-Betroffenen zuriickzufithren (29 Prozent vs.
zehn Prozent). Zwar wird der Einsatz von Vitamin D-Nahrungsergianzung der-
zeit von den Fachgesellschaften grundsatzlich nur bei MS-Patienten mit einer
nachgewiesenen Unterversorgung empfohlen, findet aber oftmals auch prophy-
laktisch und in der Alternativmedizin Anwendung (Hemmer et al. 2023). Wurde
bei an MS erkrankten Zwillingen ein Vitamin D-Mangel gemessen, war ein sol-

cher in zwei Drittel der Félle auch beim anderen Geschwisterteil gegeben.

Die Erndahrungsgewohnheiten der untersuchten Zwillingspaare zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses sind zu vielen Lebensmittelgruppen vergleichbar, wo-
bei es zu einzelnen Nahrungsmitteln durchaus relevante Abweichungen der
Konsumhaufigkeiten gibt. Sowohl der Anteil derjenigen, welche frisches Obst
taglich (46 Prozent vs. 42 Prozent) als auch selten verzehren (17 Prozent vs. elf
Prozent), ist in der MS-Gruppe jeweils hoher. In beiden Gruppen konsumieren
knapp zwei Drittel rohes Gemiise mindestens dreimal in der Woche, wahrend
die Kontrollgruppe signifikant haufiger (p=0,03; r=0,30) gegartes Gemiise ver-

speist (mindestens dreimal pro Woche: 64 Prozent vs. 48 Prozent).

Ein signifikanter Ergebnisunterschied findet sich zudem bei gekochten Kartof-
feln, welche im Durchschnitt von MS-Betroffenen deutlich seltener bei der Nah-
rungsaufnahme beriicksichtigt werden (p=0,008; r=0,41). Unter den Getreide-
produkten weist Vollkornbrot die groBte Popularitit auf. Es wird in beiden
Gruppen gleichermafBen von rund der Halfte der Probanden mindestens drei-
mal wochentlich nachgefragt. Bei Graubrot/Mischbrot zeigt sich dagegen ein
signifikant geringerer Konsum in der MS-Gruppe (p=0,03; r=0,30). Hiilsen-
friichte werden nur von einer Minderheit regelmafBig verzehrt, wobei der Anteil
einer wochentlichen Zufuhr bei MS-Erkrankten niedriger ist (16 Prozent vs. 29
Prozent). AuBerdem wird Schokolade von den MS-Patienten signifikant seltener
gegessen (p=<0,001; r=0,49). In Abbildung 3 sind die oben beschriebenen Ab-

weichungen der Verzehrgewohnheiten beider Gruppen zusammengefasst.
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Fotos: Eigene Aufnahmen. Signifikanzprifung mit Wilcoxon-Test fur abhéangige Stichproben.

MS-Zwillinge Gesunde Zwillinge
frisches Obst

n=2x84; p=0,91
rohes Gemluse

n=2x81; p=0,76

gegartes Gemuse

n=2x83; p=0,03
gekochte Kartoffeln

n=2x82; p=0,08
Schokolade

n=2x81; p=<0,001

Abbildung 3: Verzehrhaufigkeit ausgewahlter Lebensmittel zu Studienbeginn.
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Fleisch von Saugetieren, Wurstwaren und/oder Gefliigelfleisch nehmen 63 Pro-
zent der gesunden und 46 Prozent der an MS erkrankten Zwillinge dreimal in
der Woche oder hiufiger zu sich (p=0,13). Uber ein Drittel der Kontrollen sowie
etwa jeder Vierte MS-Betroffene konsumiert wochentlich Fisch. Innerhalb des
Studienkollektivs sind Personen mit einer fleischfreien Ernahrungsweise im
Vergleich mit dem prozentualen Anteil in der Gesamtbevolkerung der Studien-
region stark unterreprasentiert (Bundesministerium fiir Ernahrung und Land-
wirtschaft 2023). Eine vegetarische Ernahrungsform wurde zum Zeitpunkt der

Aufnahme in die MS Twin Study nur von einem Teilnehmer umgesetzt.

Niisse werden von rund jedem Dritten iiberhaupt nicht und von MS-Patienten
etwas Ofter mindestens wochentlich (25 Prozent vs. 18 Prozent) verzehrt. In bei-
den Gruppen kommen mehrheitlich pflanzliche Ole bei der Zubereitung von
Mahlzeiten zum Einsatz. Die Verwendung von Olivendl ist mit Abstand am po-
pularsten. Die Verzehrhaufigkeit von Milchprodukten ist zwischen MS- und
Kontrollgruppe sehr dhnlich. Hingegen ist die Quote einer iiberdurchschnittli-
chen Konsummenge, welche den Mittelwert der Gesamtpopulation der Studien-
region von derzeit ca. 275 Gramm pro Tag um mehr als 20 Prozent iibersteigt,
in der MS-Gruppe um etwa ein Viertel hoher (42 Prozent vs. 34 Prozent) (Bun-
desanstalt fiir Landwirtschaft und Ernahrung 2023). Die Nachfrage nach alko-
holischen Getranken unterscheidet sich einzig bei Spirituosen in relevantem
Umfang. Obgleich hochprozentige alkoholische Genussmittel von der {iberwie-
genden Mehrheit nie oder selten getrunken werden, ist der Anteil eines mindes-
tens wochentlichen Konsums unter den nicht erkrankten Zwillingen signifikant
hoher (14 Prozent vs. vier Prozent) (p=0,01; r=0,48). Innerhalb der Paare be-
steht die groBte Ubereinstimmung bei der Verzehrhiufigkeit von SiiBwaren,
Tiefkiihlpizza und Kartoffelgerichten, speziell bei Milchprodukten lassen sich

dagegen in rund zwei Drittel der Fille wesentliche Abweichungen feststellen.

33 Prozent der eingeschlossenen Personen der MS- und 38 Prozent der Kon-
trollgruppe iiben eine berufliche Tatigkeit mit einer milden bis moderaten und
zwei bzw. sieben Prozent mit einer vorwiegend schweren korperlichen Aktivitat
aus. Bei den meisten Teilnehmern ist jedoch keine oder lediglich eine geringe
physische Betiatigung am Arbeitsplatz gegeben. Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, ist
der Umfang der sportlichen Aktivitat in der Freizeit zwischen beiden untersuch-

ten Gruppen mit durchschnittlich 2,2 bzw. 2,5 Stunden pro Woche vergleichbar.
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Tabelle 3: Selbsteinschétzung der sportlichen Aktivitat.

Sportliche
Aktivitat

MS-Zwillinge
(n=84)

Gesunde Zwillinge
(n=84)

Niedrige Intensitat

0,9 Stunden/Woche

0,6 Stunden/Woche

Mittlere Intensitat

0,9 Stunden/Woche

1,5 Stunden/Woche

Hohe Intensitat

0,4 Stunden/Woche

0,4 Stunden/Woche

Am verbreitetsten ist die Durchfiihrung von Ausdauersportarten, wie Wandern,
Radfahren oder Schwimmen, gefolgt von Kraftigungstraining, vorzugsweise auf
dem Gebiet der Kraftausdauer, und medizinischer Trainingstherapie. Ausmaf3
und Intensitat der sportlichen Aktivitat sind bei etwa der Halfte der Geschwis-

terpaare sehr ahnlich.

In Tabelle 4 sind die Resultate zu ausgewdahlten allgemeinen Laborparametern

zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses in die MS Twin Study abgebildet.

Tabelle 4: Ausgewahlte Serum-Stoffwechselparameter der Probanden zu Beginn der Studie.

Ausgangs- MS-Zwillinge (n = 84) Gesunde Zwillinge (n = 84)
merkmale Messwerte innerhalb der Norm Messwerte innerhalb der Norm

Blutglukose

88 % 89 %
(60 - 99 mg/dI)
HbA1c

98 % 98 %
(4,0 - 6,0 Prozent)
Triglyceride

9y 80 % 83 %

(<150 mg/dl)
LDL-Cholesterin

43 % 40 %
(< 116 mg/dl)
HDL-Cholesterin

89 % 86 %
(> 40 /> 50 mg/dl)
LDL-/HDL-Quotient

96 % 100 %
(<5:1)
Lipoprotein(a

pop @) 70 % 80 %

(= 30 mg/dl)
Serumnatrium

100 % 99 %
(135 - 145 mmol/l)
Serumkalium

96 % 98 %
(3,5-5,1 mmol/l)

HbAic = Glykiertes Hamoglobin; LDL = Low Density Lipoprotein; HDL = High Density Lipopro-
tein; HDL-Cholesterin: Manner > 40 mg/dl; Frauen > 50 mg/dI.
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Diese sind zwischen den Gruppen vergleichbar und die Messwerte lagen inner-
halb der Paare hiufig nah beieinander. Die Blutabnahmen erfolgten bei beiden
Zwillingen eines Paares jeweils niichtern zur selben Zeit. Der Langzeitblutzu-
ckerwert befand sich bei nahezu allen Teilnehmern im Referenzbereich. Eine
Hypertriglyceriddmie lag bei etwa jedem Fiinften vor. Gesteigerte Konzentratio-
nen von Lipoprotein(a) im Blutserum bestanden bei fast jedem dritten Teil-
nehmer der MS-Gruppe, wahrend der Anteil in der Kontrollgruppe geringfiigig
niedriger war. Unter den Dyslipoproteindmien war ein erhohtes Low Density
Lipoprotein (LDL)-Cholesterin am relevantesten, das in beiden Gruppen bei

jeweils iiber der Halfte der Probanden festgestellt wurde.

Zugrunde gelegt wurde dabei ein LDL-Cholesterin-Referenzwert von < 116
mg/dl, welcher gemaB der aktuellen Leitlinien der European Society of Cardio-
logy und der European Atherosclerosis Society bei Personen mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen an-
gewandt werden soll. Dieser wurde gegeniiber fritheren Empfehlungen deutlich
abgesenkt, so dass das Vorliegen einer Fettstoffwechselstorung bei der Mehrheit
des Studienkollektivs grofStenteils auf diesen Aspekt zuriickgefiihrt werden kann
(Mach et al. 2020). Die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Blutserum

waren bis auf vereinzelte Ausnahmen unauffillig.

Die krankheitsbezogenen Daten der Fallgruppe sind in Abbildung 4 aufgefiihrt.

Mittelwert Krankheitsmanifestation | Diagnosezeitpunkt || Studieneinschluss

+1,7 +10,1

Erste Manifestation:
Sensibilitétsstérungen (48 %), Myelitis (30 %),
Neuritis nervi optici (29 %), Paresen (21 %)

EDSS: 2.6 (+ 1.9)

KIS: 6%
29,2 30,9 - RRMS: 76 %
SPMS: 16 %
+8,6) (8.8 £11,0
(£86) (88  (110) | 5oy 54
0 10 20 30 40 50

Alter (in Jahren)

Abbildung 4: Klinisch relevante Daten der an MS erkrankten Kohorte.
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Der Studieneinschluss in die MS Twin Study erfolgte im Mittel 10,1 Jahre nach
dem erstmaligen Auftreten MS-charakteristischer Symptome und 8,4 Jahre
nach Diagnosestellung. Bei der initialen Erhebung der Metaboliten des Darm-
mikrobioms lag die Erstmanifestation der Erkrankung bei 17 Prozent < 1,5 Jah-
re, bei 21 Prozent 1,5-5 Jahre, bei 21 Prozent 5-10 Jahre, in 16 Prozent der Fille
10-15 Jahre und bei 25 Prozent > 15 Jahre zuriick. Die mit groBem Abstand do-
minierende Verlaufsform ist die RRMS (n=64; 76 Prozent), gefolgt von der
SPMS (n=14; 16 Prozent). Mittlerweile ist der diagnostische Nachweis einer
zeitlichen Dissemination einfacher als in der Vergangenheit moglich, weswegen
das KIS relativ betrachtet in den letzten Jahren an Bedeutung verloren hat
(Hemmer et al. 2023). Eine PPMS (n=2) wurde innerhalb der Fallgruppe nur
vereinzelt diagnostiziert. Der mittlere EDSS betragt 2.6, was einer minimalen
Behinderung in zwei funktionellen Systemen ohne relevante Auswirkungen auf
die eigenstiandige Bewiltigung des Alltags entspricht (Kurtzke 1983). Bei 19
Prozent liegt der EDSS bei 4.0 oder hoher. Einen EDSS von mindestens 6.0
weist knapp jeder zehnte Studienteilnehmer der MS-Gruppe auf.

Wihrend der oben beschriebenen mittleren Krankheitsdauer zum Zeitpunkt der
Aufnahme in die MS Twin Study kam es zu einer durchschnittlichen Progressi-
on von 0.26 EDSS-Punkten pro Jahr. Diese Werte sind prinzipiell vergleichbar
mit den Resultaten aus dem deutschen MS-Register sowie einer europiischen
Meta-Analyse (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bundesverband e.V.

2023; Bovis et al. 2018).

Bei 48 Prozent manifestierte sich die Erkrankung initial in Form von Sensibili-
tatsstorungen. Eine Entziindung des Riickenmarks, welche in Abhangigkeit vom
Ort der Lision zu motorischen und Sensibilitatsstorungen innerhalb des Inner-
vationsgebiets sowie Einschriankungen der Blasen-, Mastdarm- und Sexualfunk-
tion fithren kann, konnte in 30 Prozent der Fille nachgewiesen werden. Bei 29
Prozent trat als Erstsymptomatik eine Sehnerventziindung mit unterschiedli-
chen Auspriagungen von Sehstorungen auf. Eine herabgesetzte Kraft der Ske-
lettmuskulatur zeigte sich bei 21 Prozent. Hierbei kam es am haufigsten zu Mo-
no- oder Paraparesen, seltener zu einer zentralen motorischen Fazialisparese.
Verlaufsmodifizierende Therapien werden von 58 Prozent der MS-Patienten
angewandt, darunter wurden Beta-Interferone oder Glatirameracetat in etwa

der Halfte der Falle verabreicht. Bei MS-Betroffenen bestehen haufig noch wei-
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tere Autoimmunerkrankungen. Erwdhnenswerte Komorbiditiaten, welche in-
nerhalb des Studienkollektivs in auffillig hoher Akkumulation vorliegen, sind
unter anderem Lupus erythematodes (n=2) und Hashimoto-Thyreoiditis (n=8).
Aber auch Allergien, vorzugsweise mit Hautmanifestation, wurden in der

Anamnese vielfach angegeben.
3.3 Erhebung und Datenaufbereitung der Biomaterialien

Im Rahmen der obligatorischen Studienvisiten am Institut fiir Klinische Neuro-
immunologie mit Einschluss in die MS Twin Study sowie daran ankniipfender
Folgevisiten wurde das Blutplasma beider Zwillinge eines Paares am gleichen
Tag und zum selben Zeitpunkt niichtern von Seiten des medizinischen Perso-
nals abgenommen, abzentrifugiert und in mehreren Aliquots bei -20 Grad Cel-
sius eingefroren. Die fakalen Proben wurden im hauslichen Umfeld der Proban-
den asserviert, fiir den Transport auf -20 °C gekiihlt und im Studienzentrum bei

-80 °C eingefroren.

Die laborchemische Analyse der Metaboliten des Darmmikrobioms (siehe Ta-
belle 5) wurde durch das Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedi-

zin am Universitatsklinikum Regensburg durchgefiihrt.

Tabelle 5: Ubersicht der analysierten Stoffwechselprodukte.

Gruppe Metaboliten

Kurzkettige )

FettsAuren Butyrat, Propionat, Acetat, Iso-Butyrat

Primére Cholsaure, Chenodeoxycholsaure, Taurocholsaure, Glykocholséaure,

Gallensauren Taurochenodeoxycholsaure, Glykochenodeoxycholsaure

Tauroursodeoxycholsaure, Glykoursodeoxycholsaure, Ursodeoxycholsaure,

Sekundare Glykohyodeoxycholséaure, Taurohyodeoxycholsaure, Hyodeoxycholsaure,

Gallensauren Taurodeoxycholsdure, Glykodeoxycholsaure, Deoxycholsaure,
Taurolithocholsaure, Glykolithocholsaure, Lithocholsaure

Die Quantifizierung kurzkettiger Fettsauren wurde mittels Fliissigchromatogra-
phie-Tandem-Massenspektrometrie realisiert. Fiir die praanalytische Derivati-
sierung wurde 3-Nitrophenylhydrazin verwendet. 50 pl Standardlésungen aus
Butyrat, Propionat, Acetat und Iso-Butyrat kamen in ein Gefal mit 20 pl 200
mM 3-Nitrophenylhydrazinhydrochlorid in 50 Prozent mit Wasser verdiinntem

Acetonitril (bezogen von der Merck Group, Darmstadt, Deutschland) sowie 20
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ul 120 mM N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid-6 % Pyridinlo-
sung (bezogen von der Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
und wurden 30 Minuten bei 40 Grad Celsius gemischt. AnschlieBend wurde 200
ul o,1-prozentige Ameisensiaure (bezogen von der Merck Group, Darmstadt,
Deutschland) hinzugefiigt. Um die Bestidndigkeit der in den fikalen Proben ent-
haltenen Ausgangskonzentrationen der kurzkettigen Fettsauren zu gewahrleis-
ten, kam Isopropanol (bezogen von der Merck Group, Darmstadt, Deutschland)

zum Einsatz.

Die entsprechend der vorangegangenen Beschreibung fiir die Fliissigchromato-
graphie-Tandem-Massenspektrometrie aufbereiteten kurzkettigen Fettsduren
konnten nun unter Heranziehung einer binaren und einer isokratischen Pumpe,
eines Entgasers der Serie 1200 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) sowie eines
HTC Pal Autosamplers (CTC Analytics, Zwingen, Schweiz), die mit einem 4000
QTRAP  Triple-Quadrupol-Massenspektrometer  inklusive  Elektrospray-
Ionisation (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) verkniipft waren,
quantifiziert werden. Chromatographische Trennungen der kurzkettigen Fett-
sauren wurden mit Kinetex® 2,6 um XB-C18, 50 x 2,1 mm (Phenomenex, Tor-
rance, USA) unter Verwendung von Wasser (Losungsmittel A) und Acetonitril
(Losungsmittel B), die jeweils zu einem Anteil von 0,1 Prozent Ameisensiure
enthielten, umgesetzt. Der bindare Losungsmittelelutionsgradient wurde bei
zehn bis 20 Prozent Losungsmittel B fiir 18 Sekunden, bei 20 bis 23 Prozent Lo-
sungsmittel B fiir 132 Sekunden und bei 100 Prozent Losungsmittel B fiir 24
Sekunden gehalten. Die Saule wurde danach fiir 54 Sekunden bei zehn Prozent
Losungsmittel B wieder ins Gleichgewicht gebracht. Die Fliissigchromatogra-
phie-Tandem-Massenspektrometrie wurde im Negativ-Ionen-Modus mit fol-
genden Einstellungen betrieben: Ionensprithspannung = -4500 V; Temperatur
der Ionenquellenheizung = 450 Grad Celsius; Quellgas 1 = 55 psi; Quellgas 2 =
50 psi; Vorhanggaseinstellung = 25 psi (Liebisch et al. 2019; Han et al. 2015).

Die Quantifizierung von Gallensduren erfolgte ebenfalls mittels Fliissigchroma-
tographie-Tandem-Massenspektrometrie. Zunachst wurden 100 pl Biomateria-
lien zu 20 pl interner Standardlosung aus mit Methanol verdiinnten syntheti-
schen deutero-4- (0,03 pl deutero-4-Lithocholsdure, 0,03 ul deutero-4-
Glykoursodeoxycholsaure, 0,04 ul deutero-4-Glykodeoxycholsaure, 0,1 ul deu-

tero-4-Cholsaure, 0,1 pl deutero-4-Deoxycholsaure, 0,15 ul deutero-4-
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Chenodeoxycholsaure, 0,15 pl deutero-4-Ursodeoxycholsaure, 0,4 ul deutero-4-
Glykocholsaure, 0,4 ul deutero-4-Glykodeoxycholsaure und 0,4 ul deutero-4-
Glykolithocholsaure, bezogen von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
und deutero-5-Gallensduren (0,03 pl deutero-5-Taurolithocholsaure, 0,04 pl
deutero-5-Taurodeoxycholsiure, 0,4 ul deutero-5-Taurocholsiure, 0,4 ul deute-
ro-5-Taurochenodeoxycholsaure und 0,4 ul deutero-5- Tauroursodeoxycholsau-
re, bezogen von Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada) hinzugegeben
und kurz gemischt. Im Anschluss wurde 30 pl 1 M Chlorwasserstoff und danach
1 ml Acetonitril hinzugefiigt. Die Losung wurde fiir eine Minute gemischt, daran
ankniipfend 15 Minuten lang bei 14.000 Umdrehungen pro Minute zentrifu-
giert, in einem Vakuumkonzentrator von Losungsmitteln befreit, wiederum fiir
eine Minute gemischt, zehn Minuten in ein Ultraschallbad gegeben und ab-
schlieBend erneut fiir 15 Minuten bei 14.000 Umdrehungen pro Minute zentri-
fugiert. Danach waren die Gallensduren fiir die Fliissigchromatographie-

Tandem-Massenspektrometrie aufbereitet.

Chromatographische Trennungen konnten durch die Nutzung der zu jeweils
gleichen Anteilen gemischten Losungen Wasser:Methanol (Losungsmittel A)
und 2-Propanol:Methanol (Losungsmittel B) verwirklicht werden. Der binire
Losungsmittelelutionsgradient wurde bei 20 bis 47 Prozent Losungsmittel B fiir
neun Sekunden, 47 bis 51 Prozent Losungsmittel B fiir 120 Sekunden, 51 bis 72
Prozent Losungsmittel B fiir 270 Sekunden und 100 Prozent Losungsmittel B
fiir 30 Sekunden gehalten. Im Anschluss wurde die Saule bei 100 Prozent Lo-
sungsmittel A fiir 36 Sekunden wieder ins Gleichgewicht gebracht. Die Fliis-
sigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie wurde im Negativ-Ionen-
Modus folgendermaBen eingestellt: Ionenspriihspannung = -4500 V; Tempera-
tur der Ionenquellenheizung = 450 Grad Celsius; Quellgas 1 = 40 psi; Quellgas 2

= 35 psi; Vorhanggaseinstellung = 20 psi (Krautbauer; Liebisch 2018).

Dariiber hinaus wurden im Rahmen der MS Twin Study auch weitere laborche-
mische Parameter liber das Routine Labor des Instituts fiir Laboratoriumsmedi-
zin am LMU Klinikum Miinchen erhoben: Blutglukose, glykiertes Haimoglobin,
Elektrolyte sowie ein komplettes Lipidprofil.

Die durch das medizinische Personal am Institut fiir Klinische Neuroimmuno-

logie am LMU Klinikum Miinchen erhobenen und am Institut fiir Klinische
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Chemie und Laboratoriumsmedizin am Universitatsklinikum Regensburg quan-
tifizierten Rohdaten wurden im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet und analy-

siert.
3.4 Vorgehensweise bei der Korrelationsanalyse

Mithilfe einer Korrelationsanalyse soll ein moglicher Zusammenhang zwischen
Veranderungen des Butyrat- und Propionatgehalts sowie der Gesamtkonzentra-
tion beider kurzkettiger Fettsauren in Fazes und Blutplasma und der Entwick-
lung des EDSS iiberpriift werden. Bei der Berechnung konnten RRMS- und
SPMS-Patienten eingeschlossen werden, zu denen zwei Untersuchungszeit-
punkte von Stoffwechselprodukten des Darmmikrobioms innerhalb eines Inter-
valls zwischen zweieinhalb und viereinhalb Jahren vorliegen. Dies war zu Meta-
boliten im Fazes bei 17 und im Blutplasma bei 21 Probanden der Fall. Zu keinem
Teilnehmer mit einem KIS oder einer PPMS existieren zwei Messzeitpunkte, so
dass diese selteneren Verlaufsformen in der Korrelationsanalyse nicht enthalten

sind.

Im ersten Schritt wurde der aktuelle EDSS mit dem EDSS beim vorherigen Be-
such am Studienzentrum subtrahiert. Das Ergebnis wurde im Anschluss durch
den Zeitraum (in Jahren) zwischen den beiden Messzeitpunkten geteilt. Bei
RRMS- und SPMS-Patienten der MS Twin Study mit einer mittleren Krank-
heitsdauer von etwas iiber zehn Jahren zeigte sich ein Fortschreiten des Behin-
derungsgrads von im Durchschnitt 0.25 EDSS-Punkten pro Jahr. Dieser Wert
ist weitgehend vergleichbar mit hierzu bereits veroffentlichten Daten europai-
scher MS-Kohorten (Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft Bundesverband

e.V. 2023; Bovis et al. 2018).

Darauf basierend wurde die nachfolgende Klassifizierung der Entwicklung des
EDSS zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten vorgenommen: Eine
Verschlechterung des EDSS seit der letzten Visite um durchschnittlich 0.25
EDSS-Punkte pro Jahr oder innerhalb eines Toleranzbereichs von 20 Prozent
um diesen Mittelwert (0.20 — 0.30) wurde als ,,Progredienz im Bereich des Mit-
telwerts® bezeichnet. Eine Zunahme um bis zu 0.19 EDSS-Punkte bzw. zwischen
0.31 und 0.50 EDSS-Punkten pro Jahr wurde mit einer ,tendenziell unter-
durchschnittlichen Progression des EDSS* bzw. ,tendenziell iiberdurchschnittli-

chen Progression des EDSS* gleichgesetzt. Eine zusitzliche Kategorie stellte die
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LStabilisierung oder Verbesserung des EDSS* seit der letzten, zwischen zweiein-
halb und viereinhalb Jahren zuriickliegenden Erhebung von Stoffwechselpro-
dukten des Darmmikrobioms dar. Eine ,deutlich tiberdurchschnittliche Pro-
gression des EDSS® war bei einem Anstieg von mehr als 0.50 Punkten pro Jahr

gegeben.

Veranderungen der Konzentration der kurzkettigen Fettsiuren in Fizes und
Blutplasma wurden aus zwei verschiedenen Blickwinkeln betrachtet. Zum einen
wurde ermittelt, wie hoch die prozentuale Abweichung bei MS-Patienten gegen-
iiber der vorangegangenen Messung ist. Zum anderen erfolgte diesbeziiglich ein
Vergleich der Ergebnisunterschiede innerhalb der Paare. Hinsichtlich der Be-
antwortung der Frage, ob sich die Butyrat- und Propionatkonzentrationen im
Langsschnitt gegeniiber dem Ausgangswert bei den Zwillingsgeschwistern ahn-

lich oder unterschiedlich entwickelten, wurde die folgende Formel angewandyt:

(Quotient aktueller Wert/Ausgangswert des Butyrat- und Propionatgehalts bei
an MS erkranktem Zwilling) / (Quotient aktueller Wert/Ausgangswert des Buty-

rat- und Propionatgehalts bei nicht erkranktem Zwilling).

Dabei wurde ein Ergebnis zwischen 0,8 und 1,2 als vergleichbare Entwicklung,
von < 0,8 bzw. > 1,2 als moderater und von < 0,5 bzw. > 1,5 als deutlicher Un-
terschied innerhalb der Paare angesehen. In Bezug auf die prozentuale Verande-
rung des Vorkommens der oben genannten kurzkettigen Fettsduren in Fazes
und Blutplasma zwischen zwei Messzeitpunkten resultiert hieraus ein Score von
1 (deutlich stirkere Zunahme oder deutlich geringere Abnahme bei nicht er-
kranktem Zwilling) bis 5 (deutlich starkere Zunahme oder deutlich geringere

Abnahme bei an MS erkranktem Zwilling).
3.5 Erhebungsinstrument DEGS1-Erndhrungsfragebogen

Die Ernahrungsgewohnheiten der Teilnehmer wurden im Vorfeld oder wiahrend
der Visiten am Studienzentrum mithilfe des DEGS1-Ernahrungsfragebogens des
Robert Koch-Instituts abgefragt (Fragebogen siehe im Abschnitt ,,Anlagen®). Bei
diesem handelt es sich um ein validiertes Erhebungsinstrument, das urspriing-
lich zur Durchfiihrung einer bevolkerungsreprasentativen Studie des Robert
Koch-Instituts aus den Jahren 2008 bis 2011 zur gesundheitlichen Situation von

Erwachsenen in Deutschland, dem sogenannten DEGS1-Gesundheitssurvey,

42



konzipiert wurde (Haftenberger et al. 2010). Samtliche von den Probanden der
MS Twin Study schriftlich beantworteten und in Ordnern gesammelten Frage-
bogen wurden zunachst fiir die statistische Analyse digitalisiert. Angaben zu den
Ernahrungsgewohnheiten des Studienkollektivs in dieser Arbeit beziehen sich

ausschlieBlich darauf.

Der ordinalskalierte DEGS1-Erndhrungsfragebogen beriicksichtigt alle wichti-
gen Lebensmittelgruppen, wie Obst, Gemiise, Getreideprodukte, Kartoffeln,
Hiilsenfriichte, Niisse, Ole und Fette, Milch und Milchprodukte sowie in sehr
limitiertem Umfang auch pflanzliche Milchalternativen, Fleisch-, Wurst- und
Fischwaren, SiiBwaren und ausgewihlte Fertigprodukte. Dariiber hinaus wird
auch die Nachfrage nach alkoholfreien und alkoholischen Getrianken unter-

sucht.

Hierbei wurde zunichst die Verzehrhaufigkeit der einzelnen Lebensmittelkate-
gorien und Getranke in den letzten vier Wochen abgefragt (,Nie“, ,1 Mal im
Monat“, ,2-3 Mal im Monat®, ,,1-2 Mal pro Woche®, ,;3-4 Mal pro Woche®, ,,5-6
Mal pro Woche®, ,1 Mal am Tag®, ,2 Mal am Tag", ,3 Mal am Tag", ,4-5 Mal am
Tag*, ,Ofter als 5 Mal am Tag*). AnschlieBend wurde die Konsummenge eruiert
und als Orientierungshilfe die jeweils iibliche PortionsgroBe (zum Beispiel ,1
Tasse (150 ml)“ Tee oder ,1 Scheibe“ Vollkornbrot) zugrunde gelegt. Zudem
wurden die bei der Zubereitung von Fleisch oder Fisch bzw. Gemiise hauptsach-
lich verwendeten Fette und pflanzlichen Ole sowie die Kochh#ufigkeit ermittelt.
Anhand des Fragebogens lassen sich auch spezielle Erndhrungsformen, wie zum
Beispiel eine ovo-lakto-vegetarische oder vegane Ernahrung, ableiten. Neben
diesen Starken weist der Fragebogen aber auch einige Schwichen auf. Bei-
spielsweise wurde nicht erfasst, welche Obst- und Gemiisesorten im Detail ver-
zehrt werden oder wie hoch der Kakao- und Zuckeranteil der konsumierten

Schokoladensorten ist.
3.6 Statistische Methoden

Die Rohdaten des Studienkollektivs wurden fiir die Auswertung in dieser Arbeit
anonymisiert, d.h. jedem Probanden wurde eine Daten-ID zugewiesen, aus wel-

cher keine Riickschliisse auf einzelne Personen gezogen werden konnen.
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Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mithilfe der Statistiksoftware IBM SPSS
Statistics 29. Das Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert < 0,05 definiert.
Im Querschnitt wurden Ergebnisunterschiede der intervallskalierten Messwerte
zwischen den Gruppen bzw. innerhalb der Paare mit einem t-Test fiir abhangige
Stichproben auf Signifikanz iiberpriift. Bei ordinalskalierten Daten zu den Er-
nahrungsgewohnheiten der Probanden der MS Twin Study wurde stattdessen
der Wilcoxon-Test fiir abhangige Stichproben angewandt. Bei annahernd der
Halfte (Rohdaten Blutplasma) bzw. fast einem Drittel (Rohdaten Fizes) der
Paare wurde eine Erhebung zu mindestens zwei unterschiedlichen Zeitpunkten,
die in den meisten Féllen zweieinhalb bis vier Jahre auseinanderliegen, vorge-
nommen und es konnte somit eine Langsschnittanalyse durchgefiihrt werden.
Longitudinal wurde innerhalb der Paare der Wilcoxon-Test verwendet, da die-
ser bei einer geringen Stichprobengrofe von n<30 keine Normalverteilung vo-
raussetzt. Eine Uberpriifung auf Signifikanz von Unterschieden zwischen Fall-
und Kontrollgruppe wahrend wiederholter Untersuchungszeitpunkte wurde
mittels einer Varianzanalyse fiir Gruppen*Zeit-Interaktion vorgenommen. Um
hierbei sicherzustellen, dass Homoskedastizitat (gleiche Varianz in mehreren
Gruppen) besteht, kam der Levene-Test zum Einsatz. Ferner wurde der Box-

Test zur Bestitigung der Gleichheit der Kovarianzmatrizen herangezogen.

Hinsichtlich der Analyse eines eventuellen statistischen Zusammenhangs zwi-
schen der Konzentration von Butyrat und Propionat sowie der Entwicklung des
Behinderungsgrads einer MS ist zu beachten, dass die Zeitabstinde zwischen
den Studienvisiten heterogen sind und es sich beim EDSS um einen ordinalska-
lierten Score handelt. Zu 29 (Rohdaten Blutplasma) bzw. 19 (Rohdaten Fazes)
RRMS- und SPMS-Patienten liegen mindestens zwei Messzeitpunkte von er-
nahrungsassoziierten Metaboliten des Darmmikrobioms vor. Unter der zusatzli-
chen Bedingung, dass der Zeitraum zwischen den Visiten mindestens zweiein-
halb Jahre, jedoch nicht mehr als viereinhalb Jahre auseinanderliegt, konnten
21 bzw. 17 Probanden eingeschlossen werden. Fiir die Berechnung herangezo-
gen wurde der fiir kleine Stichproben geeignete Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman, wobei ein statistischer Zusammenhang mit der Entwicklung
des EDSS jeweils isoliert fiir Butyrat und Propionat als auch fiir die Gesamtkon-
zentration beider kurzkettiger Fettsauren in Fazes und Blutplasma iiberpriift

wurde.
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Fehlende oder unzuliassige Werte von Probanden fiihrten aufgrund des Designs
einer Fall-Kontroll-Studie grundsatzlich dazu, dass auch die Ergebnisse des zu-
gehorigen Geschwisterteils nicht berticksichtigt werden konnten. Eine solche
Vorgehensweise kam insbesondere bei den laborchemischen Daten zu Metaboli-
ten des Darmmikrobioms in Fiazes und Blutplasma zur Anwendung. Ausnah-
men von dieser Regelung gab es nur bei bestimmten Konstellationen zu den
gemachten Angaben der Ernahrungsgewohnheiten der Studienteilnehmer, um
eine groBere Zahl an giiltigen Antworten zu generieren. Darauf wird nachfol-

gend niher eingegangen.

Bei der Abfrage nach der Verzehrhaufigkeit und -menge einzelner Lebensmittel
und Getranke war im DEGS1-Ernahrungsfragebogen lediglich eine Einfachaus-
wahl aus vorgegebenen, ordinalskalierten Kategorien vorgesehen. Dennoch kam
es vor, dass mehrere Antworten angekreuzt (zum Beispiel ,,3-4 Mal pro Woche“
und ,,5-6 Mal pro Woche® oder ,,3 Tassen“ und ,,4 Tassen®) oder anstelle quanti-
tativer Angaben handisch in Textform der vollstindige Verzicht eines Nah-
rungsmittels angemerkt wurde. Bei zwei ausgewahlten Antworten wurde wie
folgt vorgegangen. Lagen die beiden Kategorien unmittelbar nebeneinander,
wurde der geringere Wert herangezogen. Sofern dies nicht der Fall war, wurde
die in der Mitte der beiden Antworten befindliche, alternativ die in der Mitte der
beiden Antworten und niaher am groBeren Wert liegende Kategorie beriicksich-
tigt. Im Fall von mehr als zwei angekreuzten Antwortkategorien wurden zu die-
sem Item weder die Angaben des Probanden noch die Resultate des anderen

Geschwisterteils gewertet.

Bei einer ausschlieBlich qualitativen Aussage, welche sich auf die Karenz eines
bestimmten Items bezieht, wurde der fehlende Wert durch die Kategorie ,,Nie“
ersetzt. Ferner erfolgte eine Uberpriifung auf Plausibilitit der ausgefiillten Er-
nahrungsfragebogen. Wurde beispielsweise angegeben, dass der Konsum be-
stimmter tierischer Erzeugnisse (wie etwa Fleisch- und Wurstwaren) gemieden
wird, so durfte dies nicht kontrar zu den anderen gemachten Angaben (zum Bei-
spiel im Hinblick auf die Frage ,,Wie oft haben Sie Fleisch (z.B. Schweinefleisch,
Rindfleisch, Wildfleisch) gegessen?“) sein.

45



4. Ergebnisse

Nachfolgend werden zunichst die Ergebnisse der initialen Erhebung von Meta-
boliten des Darmmikrobioms in Fazes und Blutplasma der in dieser Arbeit ein-
geschlossenen Studienteilnehmer der MS Twin Study dargestellt. Bei einem Teil
der Zwillingspaare wurden zwei oder mehr Messungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im Rahmen der Visiten am Studienzentrum durchgefiihrt. Auf-
grund der geringeren StichprobengroBe werden die longitudinalen Veranderun-
gen des endogenen Vorkommens der beschriebenen Stoffwechselprodukte zwi-
schen den einzelnen Untersuchungen in einem separaten Abschnitt betrachtet.
Daran ankniipfend erfolgt eine Uberpriifung eines eventuellen statistischen Zu-
sammenhangs zwischen der Konzentration von Butyrat und Propionat in Fazes
und Blutplasma sowie der Entwicklung des Behinderungsgrads einer MS. Ab-
schlieBend wird untersucht, in welchem AusmaB sich die Agglomeration ausge-
wahlter Metaboliten des Darmmikrobioms zwischen MS-Patienten mit unter-
schiedlicher Progredienz des EDSS sowie bei Personen mit verschiedenen Er-
nahrungsgewohnheiten und mit abweichenden Serum-Stoffwechselparametern

unterscheidet.
4.1 Querschnittanalysen

4.1.1 Kurzkettige Fettsduren im Fazes

Aus Abbildung 5 geht hervor, dass die mittleren Konzentrationen aller unter-
suchten kurzkettigen Fettsauren im Fazes zum Zeitpunkt der erstmaligen Erhe-
bung von Stoffwechselprodukten des Darmmikrobioms zwischen Fall- und Kon-
trollgruppe vergleichbar sind. Ferner ist keine statistische Signifikanz der mi-
nimalen Abweichungen gegeben. Die Gesamtmasse der fiakalen kurzkettigen
Fettsauren setzt sich in einem anniahernd iibereinstimmenden Verhaltnis zu 55
Prozent (MS-Zwillinge) bzw. 56 Prozent (Gesunde Zwillinge) aus Acetat, zu 22
Prozent bzw. 24 Prozent aus Propionat, zu 20 Prozent bzw. 17 Prozent aus Buty-
rat und zu jeweils drei Prozent aus Iso-Butyrat zusammen. Sie betragt in beiden
Gruppen im Durchschnitt knapp 150 umol/g Trockengewicht, wobei sich die
Messergebnisse bei etwa Zweidrittel des Studienkollektivs nicht mehr als 100
umol/g Trockengewicht um diesen Mittelwert bewegen (MS-Zwillinge: Mini-

mum = 14 pmol/g Trockengewicht, Maximum = 480 pumol/g Trockengewicht;
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Gesunde Zwillinge: Minimum = 16 pumol/g Trockengewicht, Maximum = 382

umol/g Trockengewicht).

Kurzkettige Fettsauren im Fazes

in umol/g
Trockengewicht ®MS-Zwillinge (n=69) = Gesunde Zwillinge (n=69)

(p=0,65)

100

[
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40 -
30 -
20 -
10 -
O |
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Acetat Propionat Butyrat Iso-Butyrat

Abbildung 5: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an kurzkettigen Fettsduren im Fa-
zes zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Obgleich sich die Mittelwerte im Gruppenvergleich kaum unterscheiden, exis-
tieren innerhalb der Paare nicht selten betrachtliche Differenzen in Bezug auf
die in diesem Abschnitt dargelegten laborchemischen Parameter. Einen fun-
dierten Uberblick liefert Abbildung 6. Ahnliche Messwerte (Unterschiede < 20
Prozent) finden sich zu Acetat bei 17 Prozent, zu Propionat bei 13 Prozent, zu
Butyrat bei zehn Prozent und zu Iso-Butyrat bei 32 Prozent der Zwillingsge-
schwister. Moderate Abweichungen von mehr als 20 bis zu 50 Prozent liegen zu
Acetat bei 17 Prozent, zu Propionat bei 22 Prozent und zu Butyrat sowie Iso-

Butyrat bei jeweils 16 Prozent vor.

Ein gegeniiber dem anderen Geschwisterteil mehr als doppelt so hoher Mess-
wert trifft bei Acetat auf 43 Prozent, bei Propionat auf 42 Prozent, bei Butyrat
auf 48 Prozent sowie bei Iso-Butyrat auf 41 Prozent der Zwillingspaare zu und
ist somit haufig vorzufinden. Die Gesamtkonzentration aller kurzkettigen Fett-
sduren im Fazes variiert bei zwolf Prozent der Paare geringfiigig (< 20 Prozent)
und bei weiteren 26 Prozent moderat (mehr als 20 bis 50 Prozent). Bei tiber ei-

nem Drittel betragt die Abweichung mehr als 100 Prozent.
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Jede Raute steht fur die jeweilige prozentuale Abweichung der Konzentration an kurzkettigen
Fettsduren innerhalb eines Zwillingspaars.
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Hellblauer Bereich: Sehr &hnliche Messwerte innerhalb der Paare (Unterschiede < 20 Prozent).
Griner Balken:| Geringe bis moderate Ergebnisunterschiede (Abweichung maximal 50 Prozent).

Abbildung 6: Relative Abweichungen der fékalen Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren
innerhalb der Zwillingspaare.
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4.1.2 Kurzkettige Fettsduren im Blutplasma

Die Resultate zu kurzkettigen Fettsauren im Blutplasma sind in Abbildung 7

zusammengefasst.

Kurzkettige Fettsauren im Blutplasma

in pmol/l mMS-Zwillinge (n=84) = Gesunde Zwillinge (n=84)
140 (p=0.94)
120 - 116.1
100 -
80 -
60 -
40 -
2o | (p=0,50) (p=0,02%) (p=0,46)
.
Acetat | Propionat | Butyrat | Iso-Butyrat |

Abbildung 7: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an kurzkettigen Fettsauren im Blut-
plasma zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Analog zu den Ergebnissen der fakalen Proben sind die Mittelwerte zwischen
Fall- und Kontrollgruppe sehr dhnlich. Lediglich bei Butyrat sind die im Durch-
schnitt geringfiigig hoheren Konzentrationen der MS-Zwillinge (1,0 vs. 0,9
umol/1) statistisch signifikant (p=0,02). Die Effektstiarke nach Cohen entspricht
dabei mit d. = 0,25 einem kleinen Effekt (Cohen 1988). Ferner ist die Gesamt-
konzentration aller kurzkettigen Fettsiauren mit 118 bzw. 120 umol/l zwischen
den Gruppen vergleichbar, wobei Acetat mit einem Anteil von jeweils 97 Prozent
eindeutig tiberwiegt. Bei ca. zehn Prozent weichen die Resultate mehr als 100
umol/1 von diesen Mittelwerten ab (MS-Zwillinge: Minimum = 27 pmol/l, Ma-
ximum = 784 umol/l; Gesunde Zwillinge: Minimum = 18 pmol/l; Maximum =

1.791 umol/1).

Die Unterschiede innerhalb der Paare in Bezug auf den Gehalt an kurzkettigen

Fettsduren im Blutplasma beleuchtet Abbildung 8.
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Jede Raute steht fur die jeweilige prozentuale Abweichung der Konzentration an kurzkettigen

Fettsduren innerhalb eines Zwillingspaars.
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Hellblauer Bereich: Sehr &hnliche Messwerte innerhalb der Paare (Unterschiede < 20 Prozent).
Griner Balken:| Geringe bis moderate Ergebnisunterschiede (Abweichung maximal 50 Prozent).

Abbildung 8: Relative Abweichungen der Plasmakonzentrationen an kurzkettigen Fettsauren

innerhalb der Zwillingspaare.
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Sehr geringe Ergebnisunterschiede von bis zu 20 Prozent sind zu Acetat bei 26

Prozent, zu Propionat bei 45 Prozent, zu Butyrat bei 37 Prozent und zu Iso-

Butyrat bei 42 Prozent der Zwillingspaare gegeben. Eine moderate Abweichung

zwischen mehr als 20 und 50 Prozent besteht zu Acetat bei weiteren 23 Prozent,

zu Propionat bei 35 Prozent und zu Butyrat sowie Iso-Butyrat bei jeweils 36

Prozent. GroBere Differenzen der Plasmakonzentrationen innerhalb der Paare

sind bei Acetat demnach in etwa doppelt so oft wie bei den anderen kurzkettigen

Fettsauren nachweisbar.

Das Verhaltnis zwischen dem fakalen Vorkommen und dem Gehalt im Blut-

plasma veranschaulicht Tabelle 6.

Tabelle 6: Verhaltnis zwischen fakalen und Plasmakonzentrationen an kurzkettigen Fettsauren.

: MS-Zwillinge (n=69) |Gesunde Zwillinge (n=69)
Metaboliten p-Wert
Fazes:Blutplasma Fazes:Blutplasma
Acetat 761:1 739:1 0,48
Propionat 13.887:1 15.521:1 0,58
Butyrat 29.808:1 30.345:1 0,64
Iso-Butyrat 12.884:1 12.641:1 0,79
SCFA insgesamt 1.345:1 1.290:1 0,50

SCFA = kurzkettige Fettsauren.

Die Verteilung ist zwischen MS- und Kontrollgruppe vergleichbar. Daraus lasst

sich ableiten, dass die Resorptionsrate von Acetat vergleichsweise hoch und von

Butyrat daufBerst niedrig ist.

4.1.3 Sekundare Gallensauren im Fazes

In Tabelle 7 sind zunéchst die Resultate zu priméren Gallensauren abgebildet.

Tabelle 7: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an priméren Gallenséuren im Fazes.

Priméare

Gallensauren

MS-Zwillinge (n=69)

p-

Gesunde Zwillinge (n=69)
Wert

Cholsaure

304,0 nmol/g Trockengewicht

946,5 nmol/g Trockengewicht| 0,16

Chenodeoxycholsaure

155,2 nmol/g Trockengewicht

404,8 nmol/g Trockengewicht| 0,18

Taurocholsaure

2,7 nmol/g Trockengewicht

4,2 nmol/g Trockengewicht | 0,30

Glykocholsaure

17,9 nmol/g Trockengewicht

23,1 nmol/g Trockengewicht | 0,37

Taurochenodeoxycholséure

0,0 nmol/g Trockengewicht

0,0 nmol/g Trockengewicht -

Glykochenodeoxycholsaure

11,3 nmol/g Trockengewicht

12,3 nmol/g Trockengewicht | 0,81
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Unkonjugierte primare Gallensduren finden sich bei Teilnehmern der Kontroll-
gruppe intestinal im Mittel in anndahernd dreimal so hoher Konzentration. Dar-
iiber hinaus ist auch der Gehalt an Glykocholsdure, Taurocholsaure und Gly-
kochenodeoxycholsaure in dieser Kohorte hoher. Die Ergebnisunterschiede sind
jedoch nicht statistisch signifikant. Taurochenodeoxycholsaure konnte im Fazes
bei keinem einzigen Probanden nachgewiesen werden. Bei Dreiviertel der Zwil-
lingspaare weicht die Gesamtmasse an iiber den Darm ausgeschiedenen pri-
maren Gallensduren um mehr als das doppelte voneinander ab (MS-Zwillinge:
Minimum = 0 nmol/g Trockengewicht, Maximum = 10.294 nmol/g Trockenge-
wicht; Gesunde Zwillinge: Minimum = 0 nmol/g Trockengewicht, Maximum =

36.672 nmol/g Trockengewicht).

Wie Abbildung 9 zeigt, ist der Gehalt an unkonjugierten sekundaren Gallensau-
ren im Fazes zwischen den Gruppen groBtenteils sehr dhnlich, mit Ausnahme
von Ursodeoxycholsaure, welche bei den gesunden Kontrollen im Mittel in ho-
herem Umfang vorkommt (162,9 vs. 92,1 nmol/g Trockengewicht; p=0,32).

UDCA = Ursodeoxycholsaure; HDCA = Hyodeoxycholséure; DCA = Deoxycholsaure;
LCA = Lithocholséaure.

Sekundéare Gallensauren im Fazes
in nmol/g
Trockengewicht ®MS-Zwillinge (n=69) = Gesunde Zwillinge (n=69)
3.000 (p=0.58) P
———|2.450,2 2.524,7
2.500 2
2.000
1.500
1.000
(p=0,32) (p=0,74)
500
O 4
UDCA HDCA DCA LCA

Abbildung 9: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an unkonjugierten sekundéren
Gallensauren im Fazes zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Auf die Unterschiede innerhalb der Paare geht Abbildung 10 néher ein.
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Jede Raute steht fur die jeweilige prozentuale Abweichung der Konzentration an Ursodeoxy-
cholsaure (UDCA), Hyodeoxycholsaure (HDCA), Deoxycholsaure (DCA) und Lithocholsaure
(LCA) innerhalb eines Zwillingspaars.
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Hellblauer Bereich: Sehr ahnliche Messwerte innerhalb der Paare (Unterschiede < 20 Prozent).
Gruner Balken:|Geringe bis moderate Ergebnisunterschiede (Abweichung maximal 50 Prozent).

Abbildung 10: Relative Abweichungen der fékalen Konzentrationen an unkonjugierten sekunda-

ren Gallenséuren innerhalb der Zwillingspaare.
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Wie bereits bei den kurzkettigen Fettsauren ersichtlich, lassen sich auch bei un-
konjugierten sekundaren Gallensauren im Fazes vielfach erhebliche Differenzen
der Messwerte innerhalb der Zwillingspaare feststellen. Zu Ursodeoxycholsaure
weichen die Ergebnisse bei zehn Prozent, zu Hyodeoxycholsiure bei 22 Prozent,
zu Deoxycholsdure bei 52 Prozent und zu Lithocholsdure bei 35 Prozent um
mehr als das doppelte voneinander ab. Bei ersteren beiden sekundaren Gallen-
sauren kam es zudem ofters vor (bei 42 Prozent bzw. 20 Prozent der Paare),
dass diese lediglich bei einem der Geschwisterteile im Fazes gefunden wurden.
Konnten Ursodeoxycholsdure bzw. Hyodeoxycholsdure intestinal nur beim
nicht erkrankten Zwilling nachgewiesen werden, lag die mittlere Differenz bei
359 bzw. 134 nmol/g Trockengewicht und im umgekehrten Fall bei 104 bzw. 168
nmol/g Trockengewicht. Den hochsten Anteil sehr dhnlicher (Abweichung < 20
Prozent) bzw. moderat unterschiedlicher (Abweichung > 20 bis zu 50 Prozent)
Messwerte gibt es bei Ursodeoxycholsdure (42 Prozent bzw. ein Prozent),
Hyodeoxycholsaure (32 Prozent bzw. 14 Prozent) sowie Lithocholsaure (jeweils

22 Prozent), gefolgt von Deoxycholsaure (sieben Prozent bzw. 16 Prozent).

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse zu mit Taurin konjugierten sekundaren
Gallensauren zu sehen. Im Mittel kommen diese im Fazes nur in geringen Men-
gen zwischen 0,2 bzw. 0,1 (Taurolithocholsidure) und 3,6 bzw. 4,4 nmol/g Tro-
ckengewicht (Tauroursodeoxycholsdure) vor, wobei die Unterschiede zwischen
den Gruppen statistisch nicht signifikant sind. Tauroursodeoxycholsaure konnte
diesbeziiglich bei iiber der Halfte (jeweils 54 Prozent) der MS-Patienten und
gesunden Kontrollen {iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. Bei Tau-
rohyodeoxycholsdure (jeweils 80 Prozent), Taurodeoxycholsdure (jeweils 78
Prozent) und insbesondere Taurolithocholsiaure, dessen Wert mit Ausnahme
von jeweils zwei MS-Betroffenen bzw. nicht erkrankten Personen in den fakalen

Proben unterhalb der Nachweisgrenze lag, ist dieser Anteil noch deutlich hoher.

Primar auf diesen Aspekt zuriickzufiihren ist die zumeist hohe Quote an Paaren
mit sehr geringen Ergebnisunterschieden von bis zu 20 Prozent hinsichtlich der
mit Taurin konjugierten sekundiaren Gallensauren im Fazes. Sie betragt bei
Tauroursodeoxycholsaure 33 Prozent, bei Taurohyodeoxycholsaure 81 Prozent,
bei Taurodeoxycholsaure 84 Prozent und bei Taurolithocholsaure 94 Prozent.
Bei fast der Hilfte der Paare konnte Tauroursodeoxycholsaure in den fiakalen

Proben lediglich bei einem Geschwisterteil bestimmt werden.
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TUDCA = Tauroursodeoxycholsaure; THDCA = Taurohyodeoxycholsaure;
TDCA = Taurodeoxycholséure; TLCA = Taurolithocholsaure.

Sekundare Gallensauren im Fazes
i I/
Trolcnkgrr?gczav\?icm m MS-Zwillinge (n=69)  ® Gesunde Zwillinge (n=69)

10
9
8
! (p=0,49)
6
5 4,4] (P=057)
4 (p=0,76)
3 i
2 |
1 |
O i

TUDCA THDCA TDCA TLCA

Abbildung 11: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an mit Taurin konjugierten sekun-
daren Gallensauren im Fazes zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Abbildung 12 hebt die Resultate zu mit Glycin konjugierten sekundaren Gallen-
sduren im Fizes hervor. Diese sind einerseits bei Teilnehmern der Kontroll-
gruppe im Durchschnitt in hoheren Konzentrationen nachweisbar. Andererseits
liegt deren Gehalt in den fakalen Proben der allermeisten Probanden unterhalb
der Nachweisgrenze und ihr Vorkommen ist dhnlich gering wie im Fall der mit
Taurin konjugierten sekundiren Gallensduren. Glykoursodeoxycholsaure findet
sich lediglich bei sechs Prozent der Personen aus der MS- und sieben Prozent
der Kontrollgruppe. Glykohyodeoxycholsaure konnte bei sechs Prozent der ge-
sunden Kontrollen, aber bei keinem einzigen MS-Patienten bestimmt werden.
Ferner konnte die Anwesenheit von Glykodeoxycholsiaure (MS-Zwillinge: 45
Prozent; Gesunde Zwillinge: 39 Prozent) und Glykolithocholsdure im Fazes (vier

Prozent bzw. drei Prozent) nur bei einer Minderheit bestatigt werden.

Folglich sind vergleichbare Messwerte (Unterschiede < 20 Prozent) zu Glykour-
sodeoxycholsidure bei 88 Prozent, zu Glykohyodeoxycholsaure bei 94 Prozent,
zu Glykodeoxycholsiaure bei 41 Prozent und zu Glykolithocholsdure bei 93 Pro-
zent der Zwillingspaare gegeben. Zu Glykodeoxycholsaure weichen die Ergeb-

nisse bei 17 Prozent um mehr als das doppelte voneinander ab.
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GUDCA = Glykoursodeoxycholsaure; GHDCA = Glykohyodeoxycholsaure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.
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Abbildung 12: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an mit Glycin konjugierten sekun-
daren Gallensauren im Fazes zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Die mittlere Gesamtverteilung aller sekundiaren Gallensauren im Féazes wird in
Abbildung 13 zwischen Fall- und Kontrollgruppe verglichen.

UDCA = Ursodeoxycholsaure; HDCA = Hyodeoxycholsaure; DCA = Deoxycholsaure;
LCA = Lithocholséaure.
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Abbildung 13: Zusammensetzung der sekundéren Gallensauren im Fazes.
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Bei Lithocholsdure (Anteil an allen sekundiaren Gallensauren: MS-Zwillinge: 51
Prozent; Gesunde Zwillinge: 48 Prozent) und Deoxycholsaure (46 Prozent bzw.
47 Prozent) handelt es sich um die beiden quantitativ dominierenden sekunda-
ren Gallensiduren im Fizes. Ursodeoxycholsdure (weniger als zwei Prozent bzw.
etwas liber drei Prozent) sowie Hyodeoxycholsdure (jeweils ein Prozent) tragen
nur zu einem geringen und alle konjugierten sekundiaren Gallensauren zusam-
men zu einem verschwindend kleinen Anteil von jeweils < 0,01 Prozent zur im
Gruppenvergleich dhnlichen Gesamtmasse von durchschnittlich 4.999 bzw.
5.224 nmol/g Trockengewicht bei. Von diesen Werten weichen die Resultate
von 80 Prozent der Studienteilnehmer nicht mehr als 4.000 nmol/g Trocken-
gewicht ab (MS-Zwillinge: Minimum = 527 nmol/g Trockengewicht, Maximum
= 16.341 nmol/g Trockengewicht; Gesunde Zwillinge: Minimum = 951 nmol/g

Trockengewicht, Maximum = 16.378 nmol/g Trockengewicht).

Im Vergleich mit primaren Gallensiauren kommen sekundare Gallensduren im
Fazes in der MS-Gruppe im Durchschnitt in ungefahr zehnmal und in der Kon-
trollgruppe in fast viermal so hoher Konzentration vor. Das Verhéltnis zwischen
mit Glycin bzw. Taurin konjugierten sekundaren Gallensauren betragt im Mittel

1:1 in der Fall- und 1,4:1 in der Kontrollgruppe.
4.1.4 Sekundare Gallensauren im Blutplasma

Initial gibt Tabelle 8 die Resultate zu primaren Gallensduren im Blutplasma

wieder.

Tabelle 8: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an primaren Gallensauren im Blut-
plasma.

Primére o . p-

el MS-Zwillinge (n=84) Gesunde Zwillinge (n=84) Wert
Cholséure 255,6 nmol/l 191,0 nmol/l 0,39
Chenodeoxycholsaure 269,2 nmol/l 160,5 nmol/l 0,25
Taurocholsaure 43,7 nmol/l 43,2 nmol/l 0,98
Glykocholséaure 211,3 nmol/l 199,9 nmol/l 0,76
Taurochenodeoxycholsaure 99,0 nmol/l 107,3 nmol/l 0,68
Glykochenodeoxycholséaure 508,2 nmol/l 460,9 nmol/l 0,53

Wahrend zum Zeitpunkt der ersten Erhebung spezifischer Laborparameter bei

Teilnehmern der MS Twin Study Cholsaure und Chenodeoxycholsaure im Fazes
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innerhalb der Kontrollgruppe im Durchschnitt in deutlich groBerer Zahl vor-
kommen, sind die mittleren Plasmakonzentrationen in der MS-Gruppe hoher.
Da die Sekretion von Gallensiauren in der Leber und deren Freisetzung aus der
Gallenblase durch das Erndhrungsverhalten beeinflusst werden, ist der Gehalt
im enterohepatischen Kreislauf jedoch sehr variabel. Zu konjugierten primaren
Gallensauren existieren keine nennenswerten Abweichungen zwischen den

Gruppen. Diese sind zum groBten Teil an Glycin gebunden.

Die Ergebnisse zu unkonjugierten sekundaren Gallensauren im Blutplasma sind

in Abbildung 14 angegeben.

UDCA = Ursodeoxycholséure; HDCA = Hyodeoxycholsaure; DCA = Deoxycholsaure;
LCA = Lithocholséure.

Sekundare Gallensauren im
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(p=0,28)

450 409,4
400

350
300
250
200
150
100 -
50 -

0 -

500

(p=0,53)

UDCA HDCA DCA LCA

Abbildung 14: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an unkonjugierten sekundaren
Gallensauren im Blutplasma zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Ursodeoxycholsdure und Deoxycholsdaure kommen in der MS- gegeniiber der
Kontrollgruppe im Durchschnitt in deutlich hoherer Konzentration im Blut-
plasma vor. Die beobachteten Abweichungen sind allerdings statistisch nicht
signifikant. Zu Hyodeoxycholsdure sowie Lithocholsdaure bestehen nur geringe

Ergebnisunterschiede.

In welchem Ausmal die Messwerte innerhalb der Paare verschieden sind, wird

in Abbildung 15 illustriert.
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Jede Raute steht fur die jeweilige prozentuale Abweichung der Konzentration an Ursodeoxy-
cholsaure (UDCA), Hyodeoxycholsaure (HDCA), Deoxycholsaure (DCA) und Lithocholsaure
(LCA) innerhalb eines Zwillingspaars.
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Hellblauer Bereich: Sehr ahnliche Messwerte innerhalb der Paare (Unterschiede < 20 Prozent).
Gruner Balken:|Geringe bis moderate Ergebnisunterschiede (Abweichung maximal 50 Prozent).

Abbildung 15: Relative Abweichungen der Plasmakonzentrationen an unkonjugierten sekunda-

ren Gallenséuren innerhalb der Zwillingspaare.
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Analog zu den fiakalen Proben weichen auch die Resultate zu unkonjugierten
sekundaren Gallensauren im Blutplasma innerhalb der monozygoten Zwillings-
geschwister mit Diskordanz fiir MS haufig stark voneinander ab. Mehr als dop-
pelt so hohe Messwerte bei einem Zwilling im Vergleich zum anderen Geschwis-
terteil liegen zu Ursodeoxycholsdure bei 36 Prozent, zu Hyodeoxycholsaure bei
43 Prozent, zu Deoxycholsaure bei 46 Prozent und zu Lithocholsaure bei elf
Prozent vor. Dass unkonjugierte sekundare Gallensauren entweder lediglich bei
MS-erkrankten- oder zugehorigen Kontrollpersonen im Blutplasma nachgewie-
sen werden konnten, traf insbesondere auf Ursodeoxycholsdaure (26 Prozent der
Paare) und Lithocholsaure (38 Prozent der Paare) zu. Konnten diese nur bei
MS-Patienten gefunden werden, betrug die Differenz der Messwerte im Ver-
gleich mit dem anderen Geschwisterteil im Durchschnitt 57,7 bzw. 20,7 nmol/1
und im umgekehrten Fall 61,0 bzw. 18,2 nmol/l. Den hochsten Anteil sehr ge-
ringer (< 20 Prozent) bzw. moderater Ergebnisunterschiede (> 20 bis 50 Pro-
zent) weist Lithocholsaure (40 Prozent bzw. sechs Prozent), den niedrigsten Ur-

sodeoxycholsaure (13 Prozent bzw. 14 Prozent) auf.

Abbildung 16 befasst sich mit den Resultaten zu mit Taurin konjugierten sekun-
diren Gallensdauren im Blutplasma. Diese sind zwischen den Gruppen ver-
gleichbar. Taurodeoxycholsaure findet sich im Durchschnitt in sehr viel h6heren
Mengen als die anderen an Taurin gebundenen sekundiren Gallensauren. Letz-
tere lieBen sich im Fall von Taurohyodeoxycholsaure bei 90 Prozent der MS-
Patienten und 85 Prozent der gesunden Kontrollen sowie Tauroursodeoxychol-
saure bei 57 Prozent bzw. 67 Prozent nicht im Blutplasma bestimmen. Hingegen
konnten Taurodeoxycholsdure und Taurolithocholsiure bei den allermeisten

Probanden nachgewiesen werden.

Sehr dhnliche Messwerte (Unterschiede < 20 Prozent) innerhalb der Zwillings-
paare bestehen zu Tauroursodeoxycholsdure bei 48 Prozent, zu Taurohyodeoxy-
cholsaure bei 79 Prozent und zu Taurodeoxycholsaure sowie Taurolithocholsau-
re bei jeweils 15 Prozent. Abweichungen um mehr als das doppelte lassen sich
zu Taurodeoxycholsaure bei fast der Halfte und zu Taurolithocholsaure bei ei-
nem Drittel der Paare beobachten. AuBerdem kam es bei Tauroursodeoxychol-
saure (40 Prozent) sowie Taurolithocholsiaure (21 Prozent) haufig vor, dass die-

se lediglich bei einem Geschwisterteil bestimmt werden konnten.
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TUDCA = Tauroursodeoxycholsaure; THDCA = Taurohyodeoxycholsaure;
TDCA = Taurodeoxycholséure; TLCA = Taurolithocholsaure.
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Abbildung 16: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an mit Taurin konjugierten sekun-
daren Gallensauren im Blutplasma zwischen MS- und Kontrollgruppe.

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse zu mit Glycin konjugierten sekundaren Gal-
lensauren im Blutplasma aufgefiihrt. Glykodeoxycholsiure ist bei Teilnehmern
der MS-Gruppe im Durchschnitt in rund 50 Prozent hoherer Konzentration
vorhanden (286,3 vs. 191,6 nmol/l), wobei die Unterschiede statistisch nicht
signifikant sind (p=0,06). Ferner kommt Glykohyodeoxycholsiaure bei MS-
Betroffenen im Mittel in etwas hoherer Menge vor (2,7 vs. 2,2 nmol/l; p=0,35).
Letztere konnte jedoch bei der Mehrheit des Studienkollektivs (MS-Zwillinge:
60 Prozent; Gesunde Zwillinge: 64 Prozent) nicht im Blutplasma nachgewiesen
werden. Die Abweichungen zu Glykoursodeoxycholsaure sowie Glykolithochol-

sdure sind beim Vergleich zwischen Fall- und Kontrollgruppe vernachlassigbar.

Mit Ausnahme von Glykohyodeoxycholsaure, die zum Zeitpunkt der ersten Er-
hebung bei knapp der Hilfte der Zwillingspaare in dhnlicher Konzentration
(Unterschiede < 20 Prozent) und bei einem weiteren Drittel nur bei einem Ge-
schwisterteil konstatiert werden konnte, sind die Messwerte zu mit Glycin kon-
jugierten sekundiren Gallensdauren im Blutplasma zwischen MS-Patienten und
deren zugehorigen Kontrollpersonen oftmals sehr verschieden. Bei ungefahr

jedem zweiten Paar liegt die Abweichung bei iiber 100 Prozent.
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GUDCA = Glykoursodeoxycholsaure; GHDCA = Glykohyodeoxycholsaure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.
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Abbildung 17: Vergleich der durchschnittlichen Konzentration an mit Glycin konjugierten sekun-
daren Gallensauren im Blutplasma zwischen MS- und Kontrollgruppe.

Die mittlere Gesamtverteilung aller sekundiren Gallensduren im Blutplasma
spiegelt Abbildung 18 wider. Unkonjugierte (Anteil an allen sekundiren Gallen-
sauren: MS-Zwillinge: 38 Prozent; Gesunde Zwillinge: 39 Prozent) sowie an
Glycin gebundene Deoxycholsdure (27 Prozent bzw. 22 Prozent) sind mengen-
mafBig am bedeutendsten und begriinden gruppeniibergreifend fast Zweidrittel
des Gesamtvorkommens. Es folgen Hyodeoxycholsdure (elf Prozent bzw. 13
Prozent) sowie an Glycin gebundene (sieben Prozent bzw. neun Prozent) bzw.
unkonjugierte Ursodeoxycholsaure (sieben Prozent bzw. sechs Prozent). Lit-
hocholsaure ist im Durchschnitt in den fakalen Proben am stiarksten, im Blut-
plasma hingegen lediglich zu einem geringen Anteil von jeweils ca. einem Pro-
zent vertreten. Dort liegt es annahernd dreimal so haufig als in unkonjugierter

Form an Glycin gebunden vor.

Die Gesamtmasse aller sekundaren Gallensauren im Blutplasma ist in der MS-
Gruppe etwas hoher als in der Kontrollgruppe (1.071 vs. 867 nmol/1), wobei die
Unterschiede statistisch nicht signifikant sind (p=0,09). Die Resultate von rund

Zweidrittel des Studienkollektivs bewegen sich innerhalb von 600 nmol/l um
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diese Mittelwerte (MS-Zwillinge: Minimum = 57 nmol/l, Maximum = 7.977

nmol/l; Gesunde Zwillinge: Minimum = 22 nmol/l, Maximum = 3.864 nmol/1).

Primére Gallensauren finden sich im Blutplasma im Durchschnitt in rund ei-
nem Drittel hoherer Konzentration als sekundire Gallensauren. Das Verhaltnis
zwischen mit Glycin bzw. Taurin konjugierten sekundiren Gallensduren liegt
bei 7:1 in der MS- und 6:1 in der Kontrollgruppe und ist damit deutlich hoher
als in den fiakalen Proben.

UDCA = Ursodeoxycholséure; HDCA = Hyodeoxycholséure; DCA = Deoxycholsaure;

LCA = Lithocholsdure; TDCA = Taurodeoxycholsdure; GUDCA = Glykoursodeoxycholséure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.
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Abbildung 18: Zusammensetzung der sekundéren Gallens&auren im Blutplasma.

Die Verteilung des Gesamtvorkommens an sekundiren Gallensduren zwischen
Fazes und Blutplasma wird in Tabelle 9 aufgezeigt. Bei Ursodeoxycholsaure,
Deoxycholsaure und Lithocholsaure, nicht jedoch Hyodeoxycholsaure, ist das
Verhiltnis zwischen fiakalen und Plasmakonzentrationen sehr viel kleiner, wenn
diese nicht unkonjugiert, sondern an Glycin bzw. Taurin gebunden sind. Lit-
hocholsaure weist aufgrund dessen stark hydrophober Eigenschaften eine aus-
gesprochen niedrige Resorptionsrate auf (De Aguiar Vallim et al. 2013). Insge-
samt liegen sekundire Gallensduren im Blutplasma in der MS-Gruppe in einem
etwas hoheren Verhiltnis als in der Kontrollgruppe vor, aber es ist moglich,

dass die Unterschiede zwischen den Gruppen rein zufillig sind (p=0,97).
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Tabelle 9: Verhaltnis zwischen fakalen und Plasmakonzentrationen an sekundaren Gallensau-

ren.

- MS-Zwillinge (n=69) |Gesunde Zwillinge (n=69) o-Wert
Féazes:Blutplasma Fazes:Blutplasma

Ursodeoxycholsaure 1.334:1 2.765:1 0,75
Hyodeoxycholsaure 526:1 591:1 0,87
Deoxycholséure 6.749:1 7.828:1 0,87
Lithocholséure 213.642:1 215.517:1 0,87
Tauroursodeoxycholsaure 994:1 792:1 0,90
Taurohyodeoxycholsaure 11.305:1 7.972:1 0,22
Taurodeoxycholsaure 20:1 33:1 0,24
Taurolithocholséure 45:1 25:1 0,70
Glykoursodeoxycholsaure 15:1 26:1 0,78
Glykohyodeoxycholsaure fehlt in fakalen Proben 380:1 -

Glykodeoxycholsaure 19:1 37:1 0,57
Glykolithocholsaure 11:1 20:1 0,46
SBA insgesamt 5.044:1 6.126:1 0,97

SBA = sekundare Gallensauren.

4.2 Langsschnittanalysen

Hinsichtlich der Metaboliten des Darmmikrobioms liegen longitudinale Daten
zu fakalen Proben von 20 und zu Untersuchungen des Blutplasmas von 37
(kurzkettige Fettsauren) bzw. 38 (sekundare Gallensauren) Zwillingspaaren vor.
Diese stammen hauptsiachlich aus zwei unterschiedlichen Messzeitpunkten,
welche sich vorwiegend zweieinhalb bis vier Jahre voneinander entfernt befin-
den. Einen dritten Untersuchungszeitpunkt zur Erhebung der Konzentration
der beschriebenen Stoffwechselprodukte in Fazes und Blutplasma gibt es bei
drei, elf bzw. zwolf Paaren. Da in letzterem Fall infolge der duBerst geringen
StichprobengroBe das Risiko fiir einen Fehler 2. Art zu hoch ist, wird die Uber-
priifung auf Signifikanz der Ergebnisunterschiede lediglich bei zwei verschiede-

nen Messzeitpunkten angewandt.
4.2.1 Trend kurzkettige Fettsauren im Fazes

Wie in Abbildung 19 zu erkennen ist, nahm die Konzentration aller kurzkettigen
Fettsauren im Fazes im Verlauf der wiederholten Messzeitpunkte in der MS-

Gruppe kontinuierlich ab. Die Resultate der Kontrollgruppe zeigt Abbildung 20.
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Abbildung 19: Entwicklung des Gehalts an kurzkettigen Fettsduren im Fazes in der MS-Gruppe
im Verlauf.
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Abbildung 20: Entwicklung des Gehalts an kurzkettigen Fettséuren im Fazes in der Kontroll-
gruppe im Verlauf.

Gegeniiber dem Ausgangswert kam es in der MS-Kohorte nach im Mittel 32
Monaten zu einem durchschnittlichen Riickgang von 15 Prozent bei Acetat, 13

Prozent bei Propionat, 30 Prozent bei Butyrat und vier Prozent bei Iso-Butyrat.
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Bei Paaren mit drei Messzeitpunkten (n=3) setzte sich diese Abnahme mit im
Mittel 43 Prozent bei Acetat, 42 Prozent bei Propionat, 57 Prozent bei Butyrat

sowie 15 Prozent bei Iso-Butyrat nach im Durchschnitt 80 Monaten weiter fort.

Parallel dazu erhohten sich die bei der initialen Untersuchung im Gruppenver-
gleich dhnlichen Ausgangskonzentrationen von Acetat sowie Iso-Butyrat in der
Kohorte der nicht erkrankten Zwillinge um durchschnittlich 13 bzw. acht Pro-
zent nach einer mittleren Zeitdauer ab der ersten Messung von 32 Monaten und
17 bzw. 27 Prozent nach 80 Monaten. Diese kontrare Entwicklung ist allerdings
im Gruppen*Zeit-Vergleich sowohl bei Acetat (p=0,23) als auch Iso-Butyrat
(p=0,66) statistisch nicht signifikant. Die Werte der anderen beiden kurzketti-
gen Fettsduren blieben wihrend der Messwiederholungen auf einem weitge-

hend konstanten Niveau.

Auch innerhalb der Paare verlief die Entwicklung zwischen Ausgangswert und
erstmaliger Messwiederholung vielfach sehr heterogen. Eine relative Zunahme
um mehr als 25 Prozent bei gleichzeitiger Abnahme beim anderen Geschwister-
teil oder umgekehrt konnte zu allen kurzkettigen Fettsduren im Fizes in rund
der Hilfte der Fille festgestellt werden. Die Abweichungen innerhalb der Paare
waren bei Acetat (p=0,50), Propionat (p=0,70), Butyrat (0,66) und Iso-Butyrat
(p=0,44) statistisch nicht signifikant.

4.2.2 Trend kurzkettige Fettsauren im Blutplasma

Wahrend des zweiten Messzeitpunkts, welcher sich im Mittel 34 Monate von
der initialen Erhebung entfernt befindet, konnte in der MS-Gruppe ein im
Gruppen*Zeit-Vergleich statistisch nicht signifikanter Riickgang der durch-
schnittlichen Acetatkonzentration um 17 Prozent beobachtet werden (p=0,21).
Bei Paaren mit drei Messungen (n=11) kam es nach im Durchschnitt 82 Mona-
ten wieder zu einer Anniaherung an den Ausgangswert. Hierbei ist anzumerken,
dass sowohl der Box-Test (p=<0,001) als auch der Levene-Test (p=0,005) sta-
tistisch signifikant waren, d.h. es war weder Gleichheit der Kovarianzmatrizen
noch der Varianzen der Residuen gegeben. Dies hat zur Folge, dass eine Inter-
pretation der Veranderungen der Acetatwerte im Blutplasma nicht zulassig ist.
Gleichzeitig kam es im Verlauf der Messwiederholungen nur zu geringfiigigen
Schwankungen des mittleren Gehalts an Propionat, Butyrat und Iso-Butyrat im

Blutplasma. Die Resultate der MS-Gruppe gibt Abbildung 21 wieder.
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Abbildung 21: Entwicklung des Gehalts an kurzkettigen Fettsduren im Blutplasma in der MS-
Gruppe im Verlauf.

Wie in Abbildung 22 ersichtlich, sind die Veranderungen zu Acetat in der Kon-
trollgruppe noch markanter. Diese diirfen aufgrund fehlender Gleichheit der

Kovarianzmatrizen und Homoskedastizitat ebenfalls nicht interpretiert werden.
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Abbildung 22: Entwicklung des Gehalts an kurzkettigen Fettsauren im Blutplasma in der Kon-
trollgruppe im Verlauf.
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Anders als in den fikalen Proben war die prozentuale Abweichung der ersten
Messwiederholung gegeniiber dem Ausgangswert zu kurzkettigen Fettsauren im
Blutplasma bei MS-Patienten und zugehorigen Kontrollen mehrheitlich ahnlich.
Eine relative Zunahme um mehr als 25 Prozent bei gleichzeitiger Abnahme beim
anderen Geschwisterteil oder umgekehrt bestand in rund einem Drittel der Fal-
le. Die Unterschiede innerhalb der Paare waren bei Acetat (p=0,93), Propionat
(p=0,76), Butyrat (p=0,98) und Iso-Butyrat (p=0,74) statistisch nicht signifi-
kant.

4.2.3 Trend sekundare Gallensauren im Fazes

Bevor nachfolgend naher auf den Verlauf zu sekundaren Gallensauren im Fazes

eingegangen wird, bildet Tabelle 10 die Entwicklung zu primiren Gallensauren
ab.

Tabelle 10: Entwicklung des Gehalts an primaren Gallensduren im Fazes im Verlauf.

Primare MS-Zwillinge Gesunde Zwillinge p-
Gallenséauren in nmol/g Trockengewicht in nmol/g Trockengewicht | Wert
Cholsaure Messzeitpunkt 1: 43,1 Messzeitpunkt 1: 130,3
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 156,8 Messzeitpunkt 2: 82,5 013
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 966,3 Messzeitpunkt 3: 8,8
Chenodeoxycholsaure Messzeitpunkt 1: 22,5 Messzeitpunkt 1: 87,1
Keine Gleichheit Kovari. + Messzeitpunkt 2: 118,0 Messzeitpunkt 2: 32,9 0,07
Varianzen der Residuen. Messzeitpunkt 3: 391,1 Messzeitpunkt 3: 0,0
Taurocholsaure Messzeitpunkt 1: 1,4 Messzeitpunkt 1: 3,6
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 13,0 Messzeitpunkt 2: 10,2 0,69
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 12,2 Messzeitpunkt 3: 1,8
Glykocholsaure Messzeitpunkt 1: 17,3 Messzeitpunkt 1: 14,4
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 19,0 Messzeitpunkt 2: 39,7 0.17
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 0,0 Messzeitpunkt 3: 25,4
Taurochenodeoxycholsaure Messzeitpunkt 1: 0,0 Messzeitpunkt 1: 0,0
Messzeitpunkt 2: 0,0 Messzeitpunkt 2: 3,1 0,32
Messzeitpunkt 3: 0,0 Messzeitpunkt 3: 0,0
Glykochenodeoxycholsaure Messzeitpunkt 1: 10,4 Messzeitpunkt 1: 8,6
Keine Gleichheit Kovari. + Messzeitpunkt 2: 5,7 Messzeitpunkt 2: 27,7 0.03
Varianzen der Residuen. Messzeitpunkt 3: 7,0 Messzeitpunkt 3: 0,0

Kovari. = Kovarianzmatrizen. Durchschnittlicher Zeitraum Messzeitpunkt 1 zu Messzeitpunkt 2 =
32 Monate. Durchschnittlicher Zeitraum Messzeitpunkt 1 zu Messzeitpunkt 3 = 80 Monate.
n Paare mit zwei Messzeitpunkten: 20; n Paare mit drei Messzeitpunkten: 3.
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Es zeigt sich, dass der temporiare fikale Gehalt an priméaren Gallensduren sehr
variabel und infolge fehlender Gleichheit der Kovarianzmatrizen sowie zum Teil

nicht vorhandener Homoskedastizitat auch nicht interpretierbar ist.

Veranderungen der Konzentration an unkonjugierten sekundaren Gallensauren

im Fazes innerhalb der Fallgruppe sind in Abbildung 23 dargelegt.

UDCA = Ursodeoxycholséure; HDCA = Hyodeoxycholsaure; DCA = Deoxycholsaure;
LCA = Lithocholséure.

in nmol/g MS-ZWIIIIng

Trockengewicht
3000 ——— (p=0,63)

o O / """"""""" -
22007~
----------------- _.
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@ Zeitraum in Monaten ab erster Erhebung Gruppen*Zeit-Interaktion.

Abbildung 23: Entwicklung des Gehalts an unkonjugierten sekundaren Gallensauren im Fazes
in der MS-Gruppe im Verlauf.

Im Durchschnitt ist die Ausgangskonzentration an Lithocholsdure im Fazes bei
MS-Patienten mit mehreren Untersuchungszeitpunkten (n=20) vergleichbar
mit den Ergebnissen aus der Querschnittanalyse (n=69) unter Beriicksichtigung
der gesamten Kohorte (2.625 vs. 2.550 nmol/g Trockengewicht). Im Langs-
schnitt kam es hierbei bei der ersten Messwiederholung nach im Mittel 32 Mo-
naten zu einer Reduktion des fikalen Vorkommens an Lithocholsiure um
durchschnittlich 19 Prozent und einer anschlieBenden Stabilisierung nach 80
Monaten. Der Gehalt an Deoxycholsaure erhohte sich innerhalb der MS-Gruppe
bei der zweiten Erhebung um 23 Prozent. Hinsichtlich des betrachtlichen An-
stiegs bei Ursodeoxycholsiure ist zu erwahnen, dass der Durchschnittswert der

ersten Untersuchung bei MS-Betroffenen mit mehreren Messzeitpunkten
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(n=20) deutlich unter dem im Querschnitt (n=69) ermittelten Ergebnis liegt

(15,3 vs. 92,1 nmol/g Trockengewicht).

Wahrend der Gehalt an Lithocholsaure in der MS-Gruppe bei der zweiten Mes-
sung abnahm, kam es simultan innerhalb der Kontrollgruppe zu einer Zunahme
um 24 Prozent. Diese gegenlaufige Entwicklung ist im Gruppen*Zeit-Vergleich
statistisch signifikant (p=0,049). Die Effektstdarke entspricht dabei einem Kklei-
nen Effekt (Eta-Quadrat=0,10) (Cohen 1988). In diesem Kontext sind zwei wei-
tere Aspekte erwdhnenswert. Einerseits konnte bei gesunden Kontrollen mit
drei Messzeitpunkten (n=3) nach im Mittel 80 Monaten ein sich weiter fortset-
zender Anstieg um durchschnittlich 52 Prozent festgestellt werden. Andererseits
war bei nicht erkrankten Personen mit vorliegenden Daten zu zwei oder mehr
Erhebungen (n=20) im Rahmen der ersten Untersuchung ein niedrigerer
Durchschnittswert in Bezug auf den fikalen Gehalt an Lithocholsiaure zu ver-
zeichnen, als anhand der Resultate im Querschnitt (n=69) zu erwarten gewesen
wire (1.917 vs. 2.525 nmol/g Trockengewicht). Letzteres trifft auch auf die an-
deren unkonjugierten sekundiren Gallensiuren zu. Einen Uberblick der Ergeb-
nisse der Kontrollgruppe gibt Abbildung 24.

UDCA = Ursodeoxycholséure; HDCA = Hyodeoxycholséure; DCA = Deoxycholsaure;
LCA = Lithocholséaure.

in nmol/g Gesunde Zwillinge
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Abbildung 24: Entwicklung des Gehalts an unkonjugierten sekundéaren Gallenséuren im Fazes
in der Kontrollgruppe im Verlauf.
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Ursodeoxycholsdure konnte wiahrend des zweiten Messzeitpunkts bei keinem
einzigen Teilnehmer der Kontrollgruppe und innerhalb der MS-Gruppe ledig-
lich bei einem Drittel in dann sehr unterschiedlicher Konzentration (0,2 bis
1.207,4 nmol/g Trockengewicht) im Fazes nachgewiesen werden. Auch bei der
ersten Erhebung lag der fikale Gehalt an Ursodeoxycholsdure bei zwei Drittel
des Studienkollektivs unterhalb der Nachweisgrenze. Die Unterschiede inner-
halb der Paare waren im Zeitverlauf zwischen erster und zweiter Untersuchung
statistisch nicht signifikant (p=0,69). Hyodeoxycholsdure konnte bei der zwei-
ten Erhebung bei jeweils vier Personen aus beiden Kohorten und wéhrend des
ersten Messzeitpunkts zu einem deutlich hoheren Anteil von 50 Prozent nicht
im Fazes gefunden werden. Longitudinal resultiert bei einem paarweisen Ver-

gleich ebenfalls keine statistische Signifikanz (p=0,55).

Eine relative Zunahme um mehr als 25 Prozent bei gleichzeitiger Abnahme beim
anderen Geschwisterteil oder umgekehrt gab es bei den verbleibenden unkonju-
gierten sekundaren Gallensiuren in jeweils 40 Prozent der Fille. Anders als im
Gruppen*Zeit-Vergleich sind die Abweichungen innerhalb der Paare im Hin-
blick auf die Entwicklung der Messwerte zu Lithocholsaure im Fazes statistisch

nicht signifikant (p=0,63). Letzteres trifft gleichermaBen auf Deoxycholsaure zu
(p=0,57).

Wie bereits in der Querschnittanalyse beschrieben, sind mit Taurin konjugierte
sekundire Gallensduren im Fazes nur in duBerst geringer Konzentration vor-
handen. Die Entwicklung zwischen erstem und zweitem Messzeitpunkt kann
aufgrund fehlender Gleichheit der Kovarianzmatrizen und zum Teil auch Vari-
anzen der Residuen nicht interpretiert werden. Unter allen MS-Betroffenen und
gesunden Kontrollpersonen mit durchgefiihrter Messwiederholung konnten
Taurohyodeoxycholsiaure, Taurodeoxycholsdure sowie Taurolithocholsaure nur
vereinzelt gefunden werden. In allen anderen Fillen lag der Gehalt unterhalb
der Nachweisgrenze. Dies wird im Hinblick auf die Ergebnisse der MS-Gruppe
in Abbildung 25 offensichtlich. Ein Wert von ,,0“ ist demnach mit einem erfolg-
losen Versuch, die Anwesenheit der genannten Metaboliten mittels laborchemi-
scher Verfahren zu bestatigen, gleichzusetzen, wobei nicht ausgeschlossen wer-
den kann, dass diese zum Untersuchungszeitpunkt nicht doch in geringsten
Mengen iiber den Dickdarm exkretiert wurden. Tauroursodeoxycholsaure konn-

te bei rund der Halfte der Probanden in den fakalen Proben bestimmt werden.
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TUDCA = Tauroursodeoxycholsaure; THDCA = Taurohyodeoxycholséure;
TDCA = Taurodeoxycholséure; TLCA = Taurolithocholsaure.
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Abbildung 25: Entwicklung des Gehalts an mit Taurin konjugierten sekundaren Gallenséuren im
Fazes in der MS-Gruppe im Verlauf.

Zum Vergleich sind in Abbildung 26 dieselben Daten fiir die Kontrollgruppe

dargestellt. Auch zu diesen ist entsprechend keine Homoskedastizitat gegeben.
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0 ;GIIIIIIIIIIIIIIII|||||||||||||| m p_Wertebeziehen SiCh
1 32 80 auf Varianzanalyse fur
@ Zeitraum in Monaten ab erster Erhebung Gruppen*Zeit-Interaktion.

Abbildung 26: Entwicklung des Gehalts an mit Taurin konjugierten sekundaren Gallensauren im
Fazes in der Kontrollgruppe im Verlauf.
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Innerhalb der Paare sind die Abweichungen hinsichtlich der Entwicklung des
fakalen Vorkommens an Tauroursodeoxycholsaure (p=0,19), Taurohyodeoxy-
cholsiaure (p=0,95), Taurodeoxycholsaure (p=0,83) sowie Taurolithocholsaure

(p=0,68) statistisch nicht signifikant.

Die Resultate zu mit Glycin konjugierten sekundiaren Gallensduren innerhalb

der MS-Gruppe sind in Abbildung 27 ausgewiesen.

GUDCA = Glykoursodeoxycholsdure; GHDCA = Glykohyodeoxycholsaure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.
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Abbildung 27: Entwicklung des Gehalts an mit Glycin konjugierten sekundaren Gallensauren im
Féazes in der MS-Gruppe im Verlauf.

Glykoursodeoxycholsdaure war bei MS-Patienten mit zwei oder drei Messzeit-
punkten iiberhaupt nicht und Glykohyodeoxycholsdaure sowie Glykolithochol-
sdure lediglich in jeweils einem Fall nachweisbar. Auch zu Glykodeoxycholsaure
lag der Gehalt bei etwas iiber der Hilfte unterhalb der Nachweisgrenze. In der
Kontrollgruppe konnten Glykoursodeoxycholsaure, Glykohyodeoxycholsaure
und Glykolithocholsaure ebenfalls nur bei einzelnen Personen und Glykodeoxy-
cholsiure in weniger als jedem zweiten Fall bestimmt werden. Folglich waren zu
keiner der sekundiaren Gallensauren die Voraussetzungen fiir Gleichheit der
Kovarianzmatrizen und Varianzen der Residuen erfiillt. Die Ergebnisse der

Kontrollgruppe sind in Abbildung 28 gegeniibergestellt.
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GUDCA = Glykoursodeoxycholséaure; GHDCA = Glykohyodeoxycholsaure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.

in nmol/g Gesunde Zwillinge

Trockengewicht
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Abbildung 28: Entwicklung des Gehalts an mit Glycin konjugierten sekundéaren Gallensauren im
Fazes in der Kontrollgruppe im Verlauf.

Innerhalb der Paare sind die Abweichungen der prozentualen Verinderungen
zwischen erstem und zweitem Messzeitpunkt zu Glykoursodeoxycholsaure
(p=0,24), Glykohyodeoxycholsaure (p=0,30), Glykodeoxycholsdure (p=0,13)
sowie Glykolithocholsdure (p=0,23) statistisch nicht signifikant und aufgrund

fehlender Homoskedastizitat nicht interpretierbar.
4.2.4 Trend sekundare Gallensauren im Blutplasma

Zu Beginn sind in Tabelle 11 die Plasmakonzentrationen an primaren Gallen-
sauren bei Zwillingspaaren mit durchgefiihrter Messwiederholung abgebildet.
Die in Abhingigkeit von der Sekretion in der Leber, Freisetzung aus der Gallen-
blase und riickresorbierten Gallenfliissigkeit sehr variablen Werte verdeutli-
chen, dass unkonjugierte sowie an Glycin gebundene primare Gallensauren in
beiden untersuchten Gruppen zu einem erheblich hoheren Anteil als Taurochol-
saure und Taurochenodeoxycholsiaure vorkommen. Unter allen primaren Gal-
lensauren ist Glykochenodeoxycholsaure im Blutplasma am verbreitetsten. Ana-
log zu den Daten der fikalen Proben sind die Voraussetzungen fiir Gleichheit

der Kovarianzmatrizen und zum Teil auch Varianzen der Residuen nicht erfiillt.
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Tabelle 11: Entwicklung des Gehalts an primaren Gallensduren im Blutplasma im Verlauf.

Primére MS-Zwillinge Gesunde Zwillinge p-

Gallensauren in nmol/l in nmol/l Wert
Cholsaure Messzeitpunkt 1: 160,5 Messzeitpunkt 1: 286,2
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 176,9 Messzeitpunkt 2: 362,6 0.70
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 76,7 Messzeitpunkt 3: 115,5
Chenodeoxycholsaure Messzeitpunkt 1: 96,1 Messzeitpunkt 1: 127,8
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 263,3 Messzeitpunkt 2: 284,6 0.94
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 114,4 Messzeitpunkt 3: 51,3
Taurocholsaure Messzeitpunkt 1: 47,6 Messzeitpunkt 1: 56,3
Keine Gleichheit Kovari. + Messzeitpunkt 2: 102,2 Messzeitpunkt 2: 41,1 0.06
Varianzen der Residuen. Messzeitpunkt 3: 23,6 Messzeitpunkt 3: 60,5
Glykocholsaure Messzeitpunkt 1: 200,7 Messzeitpunkt 1: 219,5
Keine Gleichheit Kovari. + Messzeitpunkt 2: 344,1 Messzeitpunkt 2: 226,8 0.15
Varianzen der Residuen. Messzeitpunkt 3: 107,9 Messzeitpunkt 3: 318,5
Taurochenodeoxycholsaure Messzeitpunkt 1: 99,6 Messzeitpunkt 1: 100,6
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 203,9 Messzeitpunkt 2: 110,8 0.15
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 98,5 Messzeitpunkt 3: 111,5
Glykochenodeoxycholsaure| Messzeitpunkt 1: 410,3 Messzeitpunkt 1: 393,0
Keine Gleichheit der Kova- Messzeitpunkt 2: 598,2 Messzeitpunkt 2: 517,9 0.64
rianzmatrizen. Messzeitpunkt 3: 384,5 Messzeitpunkt 3: 454,4

Kovari. = Kovarianzmatrizen. Durchschnittlicher Zeitraum Messzeitpunkt 1 zu Messzeitpunkt 2 =
34 Monate. Durchschnittlicher Zeitraum Messzeitpunkt 1 zu Messzeitpunkt 3 = 82 Monate.
n Paare mit zwei Messzeitpunkten: 38; n Paare mit drei Messzeitpunkten: 12.

Uber alle Untersuchungszeitpunkte hinweg war die durchschnittliche Konzent-
ration von Deoxycholsdure im Blutplasma gegeniiber den verbleibenden unkon-
jugierten sekundaren Gallensdauren in beiden Kohorten mit Abstand am hochs-
ten. Bei der ersten Messwiederholung nach im Mittel 34 Monaten kam es in der
MS-Gruppe annidhernd zu einer Verdopplung des Ausgangswerts von Deoxy-
cholsdure, wobei eine statistische Signifikanz im Gruppen*Zeit-Vergleich nicht
gegeben ist (p=0,46). Bei MS-Betroffenen mit drei Erhebungen (n=12) war das
Ergebnis nach im Durchschnitt 82 Monaten vergleichbar mit dem Resultat der
initialen Messung. Auch im Hinblick auf Hyodeoxycholsaure (p=0,69), Ur-
sodeoxycholsaure (p=0,31) und Lithocholsaure (p=0,79) waren die Verande-
rungen im Gruppen*Zeit-Vergleich statistisch nicht signifikant. Die Resultate
der Langsschnittanalyse innerhalb der MS-Gruppe sind in Abbildung 29 zu-

sammengestellt.
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UDCA = Ursodeoxycholséure; HDCA = Hyodeoxycholséure; DCA = Deoxycholsaure;

LCA = Lithocholsaure.
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Abbildung 29: Entwicklung des Gehalts an unkonjugierten sekundéaren Gallensauren im Blut-

plasma in der MS-Gruppe im Verlauf.

In der Kontrollgruppe konnte ein groBStenteils dhnlicher Verlauf beobachtet

werden, wie Abbildung 30 verdeutlicht.
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Abbildung 30: Entwicklung des Gehalts an unkonjugierten sekundaren Gallensduren im Blut-

plasma in der Kontrollgruppe im Verlauf.

76



Eine relative Zunahme um mehr als 25 Prozent bei gleichzeitiger Abnahme beim
anderen Geschwisterteil oder umgekehrt bei der ersten Messwiederholung
konnte zu Hyodeoxycholsaure bei iiber der Halfte und bei den anderen unkon-
jugierten sekundiren Gallensduren in fast jedem dritten Fall verzeichnet wer-
den. Innerhalb der Paare sind die Abweichungen der Entwicklung der Plasma-
konzentrationen von Ursodeoxycholsaure (p=0,16), Hyodeoxycholsaure
(p=0,80), Deoxycholsaure (p=0,60) sowie Lithocholsaure (p=0,75) statistisch

nicht signifikant.

Der mittlere Gehalt an Taurolithocholsdure im Blutplasma nahm in der MS-
Gruppe bei der ersten Messwiederholung nach im Durchschnitt 34 Monaten
gegeniiber dem Ausgangswert um mehr als das doppelte und jener von Tauro-
deoxycholsaure um fast die Halfte zu. Bei der dritten Messung nach im Mittel
82 Monaten fielen die Plasmakonzentrationen wiederum sehr viel niedriger aus.
Zu samtlichen longitudinalen Daten von mit Taurin konjugierten sekundaren
Gallensauren im Blutplasma waren weder statistische Signifikanz noch Homos-
kedastizitat gegeben, weswegen eine Interpretation der Verdnderungen nicht
moglich ist. Die Ergebnisse der MS-Gruppe fasst Abbildung 31 zusammen.

TUDCA = Tauroursodeoxycholsaure; THDCA = Taurohyodeoxycholsaure;
TDCA = Taurodeoxycholsaure; TLCA = Taurolithocholsaure.
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Abbildung 31: Entwicklung des Gehalts an mit Taurin konjugierten sekundéaren Gallenséuren im
Blutplasma in der MS-Gruppe im Verlauf.
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Abbildung 32 zeigt die Resultate der Kontrollgruppe.

TUDCA = Tauroursodeoxycholsaure; THDCA = Taurohyodeoxycholsaure;
TDCA = Taurodeoxycholséure; TLCA = Taurolithocholsaure.
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Abbildung 32: Entwicklung des Gehalts an mit Taurin konjugierten sekundaren Gallenséuren im
Blutplasma in der Kontrollgruppe im Verlauf.

Auch innerhalb der Paare sind die Unterschiede in Bezug auf die prozentualen
Veranderungen zwischen erstem und zweitem Untersuchungszeitpunkt zu Tau-
roursodeoxycholsdure (p=0,17), Taurohyodeoxycholsdure (p=0,21), Tauro-
deoxycholsaure (p=0,24) und Taurolithocholsdure (p=0,66) statistisch nicht

signifikant.

Bei der ersten Messwiederholung nach im Mittel 34 Monaten kam es analog zu
einem Anstieg der durchschnittlichen Plasmakonzentrationen von Glykolit-
hocholsaure und Glykodeoxycholsdaure um mehr als 100 bzw. rund 50 Prozent.
Beide Verianderungen sind im Gruppen*Zeit-Vergleich statistisch nicht signifi-
kant. Ferner ist keine Gleichheit der Kovarianzmatrizen gegeben, weswegen ei-
ne Interpretation der Entwicklung des Gehalts von Glykolithocholsdure sowie
Glykodeoxycholsaure im Blutplasma in beiden Kohorten nicht zuldssig ist. Die
starke Zunahme von Glykohyodeoxycholsaure weist im Gruppen*Zeit-Vergleich
ebenfalls keine statistische Signifikanz auf. Die Ergebnisse der MS-Gruppe stellt
Abbildung 33 vor.
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GUDCA = Glykoursodeoxycholsaure; GHDCA = Glykohyodeoxycholsaure;
GDCA = Glykodeoxycholsaure; GLCA = Glykolithocholsaure.
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Abbildung 33: Entwicklung des Gehalts an mit Glycin konjugierten sekundéaren Gallenséuren im
Blutplasma in der MS-Gruppe im Verlauf.

Aus Abbildung 34 geht hervor, dass der Verlauf zwischen erstem und zweitem

Messzeitpunkt in der Kontrollgruppe tendenziell dhnlich ist.
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Abbildung 34: Entwicklung des Gehalts an mit Glycin konjugierten sekundaren Gallensauren im
Blutplasma in der Kontrollgruppe im Verlauf.
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Bei einem paarweisen Vergleich existieren zwischen erstem und zweitem Unter-
suchungszeitpunkt hinsichtlich der prozentualen Veranderung der Konzentrati-
on von Glykodeoxycholsaure im Blutplasma bei MS-Patienten und deren zuge-
horigen Kontrollpersonen in den allermeisten Fallen nur geringfiigige Unter-
schiede. Eine Interpretation zu Glykolithocholsiaure und Glykodeoxycholsaure
ist aufgrund fehlender Homoskedastizitat nicht aussagekraftig. Glykohyodeoxy-
cholsiaure konnte im Blutplasma in rund Dreiviertel der Falle nicht nachgewie-
sen werden. Die Abweichungen innerhalb der Paare zu Glykoursodeoxycholsau-
re (p=0,39), Glykohyodeoxycholsiaure (p=0,60), Glykodeoxycholsaure (p=0,16)
und Glykolithocholsiaure (p=0,49) sind statistisch nicht signifikant.

4.3 Korrelation zwischen der Haufigkeit von Butyrat und Propi-

onat sowie der Entwicklung des Behinderungsgrads einer MS

Tabelle 12 iiberpriift eine eventuelle Korrelation zwischen der Entwicklung des
faikalen Gehalts an Butyrat, Propionat und der Gesamtkonzentration beider
kurzkettiger Fettsauren sowie dem Verlauf des EDSS entsprechend der im Me-
thodikteil beschriebenen Vorgehensweise.

Tabelle 12: Korrelation zwischen der Veranderung der Konzentration an Propionat und Butyrat

im Fazes im Vergleich mit dem initialen Messzeitpunkt bzw. der Entwicklung beim nicht erkrank-
ten Zwilling sowie dem Verlauf des EDSS bei Teilnehmern der MS-Gruppe.

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman n= rs= p=
Propionat

- Veranderung gegeniber erster Messung* 17 -0,27 0,28
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 11 -0,29 0,27
Butyrat

- Veranderung gegeniber erster Messung* 17 -0,27 0,29
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 11 -0,09 0,72
Summe Propionat + Butyrat

- Veranderung gegeniber erster Messung* 17 -0,28 0,28
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 11 -0,03 0,91

* Wahrend der ersten Messwiederholung, welche im zeitlichen Abstand von zweieinhalb bis
viereinhalb Jahren zur vorangegangenen Erhebung durchgefuhrt wurde.

Es existiert ein schwacher, negativer Zusammenhang zwischen der Verianderung
des Vorkommens an Propionat sowie Butyrat im Fazes und der Progression des

EDSS (Cohen 1988). Eine starkere Zunahme oder geringere Abnahme der fa-
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kalen Propionatkonzentration gegeniiber dem nicht erkrankten Geschwisterteil
war innerhalb des Studienkollektivs tendenziell als vorteilhaft im Hinblick auf
das Fortschreiten des EDSS anzusehen. Die genannten Ergebnisse sind jedoch
statistisch nicht signifikant. Tabelle 13 stellt die Resultate der Rangkorrelations-
analyse nach Spearman zum Verlauf der Konzentration im Blutplasma vor. Eine
positive, statistisch nicht signifikante Korrelation zwischen der Entwicklung der
Messwerte von Propionat und Butyrat sowie dem EDSS in der MS-Gruppe war
unter Einbeziehung der Abweichungen im Langsschnitt innerhalb der Paare
nicht mehr vorhanden. Somit konnte kein bedeutsamer statistischer Zusam-
menhang aufgezeigt werden.

Tabelle 13: Korrelation zwischen der Veranderung der Konzentration an Propionat und Butyrat

im Blutplasma im Vergleich mit dem initialen Messzeitpunkt bzw. der Entwicklung beim nicht
erkrankten Zwilling sowie dem Verlauf des EDSS bei Teilnehmern der MS-Gruppe.

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman n= rs= p=
Propionat

- Veranderung gegeniber erster Messung* 21 0,40 0,07
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 18 -0,05 0,84
Butyrat

- Veranderung gegenlber erster Messung* 21 0,22 0,34
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 18 -0,34 0,14
Summe Propionat + Butyrat

- Veranderung gegenlber erster Messung* 21 0,36 0,11
- Entwicklung paarweiser Vergleich* 18 0,02 0,92

* Wahrend der ersten Messwiederholung, welche im zeitlichen Abstand von zweieinhalb bis
viereinhalb Jahren zur vorangegangenen Erhebung durchgefiihrt wurde.

4.4 Relevante Ergebnisunterschiede im Kontext des Expanded

Disability Status Scale

Bei den meisten RRMS- und SPMS-Patienten (59 Prozent) blieb der protokol-
lierte EDSS zwischen zwei Messzeitpunkten im Abstand von meist zweieinhalb
bis vier Jahren unverandert. Bei zwei Personen wurde eine leichte Verbesserung
um jeweils einen EDSS-Punkt nach einem Zeitraum von zweieinhalb bzw. an-
nahernd fiinf Jahren dokumentiert. Eine rasch fortschreitende Progression im
Bereich von durchschnittlich 0,33 bis 0,93 EDSS-Punkten pro Jahr wurde nur
in vier Fillen beschrieben. Bei letzteren wie auch denjenigen Teilnehmern der

MS-Gruppe, welche eine nicht progrediente Krankheitsaktivitit zwischen zwei
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Messzeitpunkten zeigten, wurden die Daten zu Metaboliten des Darmmikrobi-
oms nochmals isoliert auf markante Unterschiede zu den Ergebnissen der
Langsschnittanalyse hin betrachtet, aber es konnten hierbei in Bezug auf die
Entwicklung der Messwerte sowie Abweichungen innerhalb der Paare keine

Auffalligkeiten festgestellt werden.

MS-Patienten, welche zu Studienbeginn bereits einen EDSS von > 4.0 aufwie-
sen, hatten gegeniiber Betroffenen mit einem weniger ausgepriagten Behinde-
rungsgrad im Mittel einen niedrigeren Gehalt an Acetat (61 vs. 81 umol/g Tro-
ckengewicht) und Butyrat (21 vs. 30 umol/g Trockengewicht) im Fazes, aber
eine hohere Konzentration von Acetat im Blutplasma (139 vs. 111 umol/1). Ur-
sodeoxycholsiure (42 vs. 76 nmol/l) und Hyodeoxycholsaure (91 vs. 127 nmol/1)
waren bei Personen mit einem hohen EDSS im Durchschnitt in geringerer Men-
ge im Blutplasma vorhanden. Dasselbe trifft auch auf deren konjugierte Formen
zu. Umgekehrt war jedoch der mittlere fakale Messwert von Ursodeoxycholsau-
re (146 vs. 84 nmol/g Trockengewicht) sowie Hyodeoxycholsdure (83 vs. 59
nmol/g Trockengewicht) bei MS-Erkrankten mit einem EDSS von > 4.0 hoher

als bei den tibrigen Teilnehmern der Kohorte.

4.5 Relevante Ergebnisunterschiede im Kontext der individuel-

len Erndhrungsgewohnheiten

In Tabelle 14 wird ein Vergleich der Erndhrungsgewohnheiten zwischen MS-
Patienten mit in der Querschnittanalyse auBerordentlich hohen (obere 25 Pro-
zent) bzw. besonders niedrigen (untere 25 Prozent) Konzentrationen an einzel-
nen kurzkettigen Fettsduren im Fizes vorgenommen. Dariiber hinaus lagen die
Messwerte bei ersteren im Mittel mehr als ein Drittel (Acetat, Propionat) bis
anniahernd 75 Prozent (Butyrat, Iso-Butyrat) liber sowie bei letzteren um etwa
die Halfte (Iso-Butyrat) bis Zweidrittel (Acetat, Propionat, Butyrat) unter den
Resultaten der zugehorigen Kontrollpersonen. Daher wird zu beiden Teilgrup-
pen aus der Stichprobe eine Uberpriifung auf Signifikanz der Abweichungen
innerhalb der Paare durchgefiihrt. Es werden jeweils die drei Lebensmittelkate-
gorien mit den bedeutsamsten Unterschieden explizit ausgewiesen und eventu-
elle weitere relevante Abweichungen der Verzehrgewohnheiten zusitzlich im
Text erortert.
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Tabelle 14: Vergleich der Erndhrungsgewohnheiten zwischen Teilnehmern der MS-Gruppe mit
einem aul3erordentlich hohen bzw. niedrigen Gehalt an kurzkettigen Fettsauren im Fazes.

Acetat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den fakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

links: rechts:

n : >IX |, . >1X |,
Gruppe paare | ™M |Woche taglich ozt;_)e;‘);oe u;ée;/ze nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/20 10% | 52% | 19% Softdrinks 35% [ 20% | 5%
Kontrollgruppe 33% | 48% | 10% | p=0,66 | p=0,84 | 20% | 35% | 10%
MS-Gruppe 21/20 19% | 19% | 0% Hulsenfriichte 35% | 0% 0%
Kontrollgruppe 24% | 33% | 0% | p=093 | p=0,99 | 35% | 15% | 0%
MS-Gruppe 15% | 55% | 0% Gegartes Gemuse 0% | 71% | 10%
20/21 — —
Kontrollgruppe 10% | 85% | 5% | p=0,16 ‘ p=091 | 0% | 86% | 5%
Propionat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den fakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : >IX |, . links: Techts: . >1X |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich 02%%219 u;éiz/;e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/20 10% | 57% | 19% Softdrinks 30% | 20 % 5%
Kontrollgruppe 29% | 43% | 0% | p=0,07 | p=0,99 | 10% | 20% | 5%
MS-Gruppe 60% | 10% 0% Nilsse 15% | 35% 5%
20/19 — -
Kontrollgruppe 20% | 30% | 5% | p=0,03* | p=0,52 | 30% | 15% | 5%
MS-Gruppe 20/20 0% | 85% | 15% Rohes Gemiise 10% | 80% | 40 %
Kontrollgruppe 5% | 75% | 30% | p=0,99 | p=084 | 0% | 80% | 25%
Butyrat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den féakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : 2AX |, links: rechts: . 21X | ..
Gruppe paare | M®  [Woche taglich | obere untere nie | \voche taglich
25% 25%

MS-Gruppe 21/21 14% | 67% | 43% Milch 10% | 81% | 62 %
Kontrollgruppe 10% | 81% | 62% | p=0,65 | p=0,84 | 14% | 72% | 52 %

MS-Gruppe 20/19 0% | 5% 0% | Schwarztee/Grintee | 53% | 26 % | 11 %
Kontroligruppe 60% | 25% | 0% | p=0,42 | p=0,99 | 47% | 26 % | 16 %

MS-Gruppe 21/21 5% | 64% | 5% Gegartes Gemuse 5% | 81% | 14%
Kontrollgruppe 10% | 86% | 5% | p=046 | p=0,9%6 | 0% | 86% | 5%

Iso-Butyrat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den féakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : =1x |, . linl: Techts: . >1xX |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich ozbsizje u;éi/:)e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/20 24% | 52% | 24 % Softdrinks 25% | 25% 5%
Kontroligruppe 29% | 38% | 10% | p=0,23 | p=0,99 | 20% | 30% | 0%
MS-Gruppe 25% | 40 % 0% Bier 35% | 10% 0%
20/20 — —
Kontrollgruppe 30% | 25% | 0% | p=0,99 | p=0,80 | 40% | 35% | 5%
MS-Gruppe 21/20 48% | 14 % 0% Wein/Sekt 20% | 35% | 10%
Kontrollgruppe 29% | 19% | 0% | p=059 | p=0,99 | 25% | 40% | 10%
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MS-Betroffene innerhalb der MS Twin Study mit einem iiberdurchschnittlich
hohen Vorkommen an Acetat (zwischen 94 und 267 umol/g Trockengewicht),
Propionat (zwischen 40 und 114 umol/g Trockengewicht) bzw. Iso-Butyrat (zwi-
schen 5 und 16 pumol/g Trockengewicht) im Fazes nahmen gegeniiber jenen mit
einem ausgesprochen niedrigen Gehalt (Acetat: zwischen 8 und 37 umol/g Tro-
ckengewicht; Propionat: zwischen 2 und 16 pmol/g Trockengewicht; Iso-
Butyrat: zwischen 1 und 3 umol/g Trockengewicht) in den letzten vier Wochen
vor der Erhebung der Biomaterialien im Mittel mehr als doppelt so haufig min-
destens wochentlich und zu einem vier bis fiinf Mal groBeren Anteil taglich zu-
ckerhaltige Erfrischungsgetranke zu sich. Ferner wiesen erstere im Durchschnitt
auch eine gesteigerte Konsumhaufigkeit im Vergleich mit den nicht erkrankten

Geschwisterteilen auf, welche allerdings statistisch nicht signifikant ist.

RegelmaBiger Gemiiseverzehr ging tendenziell mit geringeren fakalen Messwer-
ten von Acetat, Propionat sowie Butyrat einher. Dasselbe trifft fiir Kuhmilch,
nicht jedoch andere Milchprodukte, sowie Schwarztee bzw. Griintee auch auf
Butyrat zu. Ein Anstieg der Messwerte von Propionat zwischen erstem und
zweitem Messzeitpunkt um mehr als 20 Prozent trat bei Dreiviertel der Proban-
den simultan mit einer Reduktion der Konsumhaufigkeit von Gemiise auf. Ab-
gesehen davon waren im Falle deutlicher Verianderungen des Gehalts an kurz-
kettigen Fettsduren im Fazes im Zeitverlauf keine generalisierbaren Anpassun-
gen der Ernahrungsgewohnheiten erkennbar. Hiilsenfriichte wurden von aus-
nahmslos allen MS-Erkrankten mit niedrigen fikalen Acetatwerten selten oder
iiberhaupt nicht gegessen. Wahrend Bier von Teilnehmern der Fallgruppe mit
einer hohen Konzentration an Iso-Butyrat deutlich 6fter nachgefragt wurde, war
die Haufigkeit des Konsums von Wein bzw. Sekt, verglichen mit den 25 Prozent
der MS-Erkrankten mit den geringsten Messwerten, niedriger und zu anderen
alkoholischen Getranken dhnlich. MS-Patienten mit erhohten fakalen Konzent-
rationen an Propionat verzehrten besonders selten Niisse, wobei die Unter-
schiede bei einem paarweisen Vergleich statistisch signifikant sind (p=0,03)
und eine mittlere Effektstarke (r=0,43) aufweisen (Fritz et al. 2012; Cohen
1988).

Tabelle 15 stellt die Ernahrungsgewohnheiten MS-Betroffener mit einem {iiber-
durchschnittlich hohen bzw. unterdurchschnittlich geringen Gehalt an kurzket-

tigen Fettsauren im Blutplasma paarweise gegeniiber.
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Tabelle 15: Vergleich der Erndhrungsgewohnheiten zwischen Teilnehmern der MS-Gruppe mit
einem aul3erordentlich hohen bzw. niedrigen Gehalt an kurzkettigen Fettsauren im Blutplasma.

Acetat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n > 1%/ links: rechts: > 1%/
Gruppe Paare nie V\_loche taglich | obere untere nie V\_/oche taglich
25% 25%
MS-Gruppe 21/20 14% | 29% | 0% | Gekochte Kartoffeln | 10% | 50% | 0%
Kontrollgruppe 14% | 57% | 5% | p=0,25 ’ p=0,84 | 0% | 70% | 0%
MS-Gruppe 19/20 42% | 11% | 0% Hulsenfriichte 15% | 15% | 0%
Kontrollgruppe 16% | 42% | 0% | p=0,22 ’ p=0,88 | 20% | 25% | 0%
MS-Gruppe 24% | 33% | 0% Geflugel 5% | 45% | 0%
21/20 — —
Kontrollgruppe 5% | 48% | 0% | p=0,31 | p=0,95 | 10% | 50% | 0%
Propionat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : >IX |, . links: Techts: . >1X |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich 02%%219 u;éiz/;e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/19 33% | 14% | 0% Fisch 21% | 37% | 0%
Kontrollgruppe 29% | 43% | 0% | p=0,59 | p=0,24 | 42% | 21% | 0%
MS-Gruppe 20/20 0% | 85% | 20% Rohes Gemiise 0% | 90% | 35%
Kontrollgruppe 0% | 80% | 30% | p=0,68 | p=0,72 | 5% | 75% | 25%
MS-Gruppe 48% | 15% 5% Nisse 37% | 32% | 11 %
21/19
Kontrollgruppe 38% | 34% | 5% | p=0,94 | p=0,94 | 11% | 16% | 0%
Butyrat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : 2AX |, links: rechts: . 21X | ..
Gruppe paare | M®  [Woche taglich | obere untere nie | \voche taglich
25% 25%
MS-Gruppe 21/21 14% | 76 % | 52 % Milch 19% | 81% | 57 %
Kontrollgruppe 24% | 62% | 33% | P=0,56 | p=0,89 | 10% | 86% | 71 %
MS-Gruppe 20/21 5% | 715% | 25% Rohes Gemiise 0% | 89% | 24%
Kontroligruppe 0% | 75% | 30% | p=0,89 | p=0,25 | 5% | 76% | 14%
MS-Gruppe 21/20 14% | 67% | 5% Gegartes Gemuse 0% | 8% | 20%
Kontrollgruppe 10% | 89% | 19% | p=0,15 | p=054 | 5% | 90% | 10 %
Iso-Butyrat

(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : =1x |, . linl: Techts: . >1xX |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich ozbsizje u;éi/:)e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/21 24% | 48% | 10 % Softdrinks 33% | 24% 5%
Kontroligruppe 19% | 38% | 14% | p=0,78 | p=0,78 | 24% | 43% | 10%
MS-Gruppe 20/20 50% | 10 % 0% Nisse 25% | 40 % 5%
Kontrollgruppe 45% | 15% | 0% | p=0,99 | p=0,55 | 20% | 0% | 0%
MS-Gruppe 33% | 14% 0% Fisch 20% | 30 % 0%
21/20
Kontrollgruppe 38% | 24% | 0% | p=0,99 | p=0,99 | 25% | 35% | 0%
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Zu nahezu allen Lebensmittelkategorien, alkoholischen und alkoholfreien Ge-
tranken existieren keine nennenswerten Unterschiede. Nur vereinzelt konnen
Abweichungen als markant angesehen werden, wobei zu diesen jeweils keine
statistische Signifikanz innerhalb der Paare gegeben ist. Hierzu zahlen ein selte-
nerer Verzehr von Fisch sowie Niissen bei MS-Patienten mit hohen Werten an
Propionat (zwischen 3 und 5 umol/l) und Iso-Butyrat (zwischen 0,4 und 1,1
umol/l) gegeniiber jenen mit unterdurchschnittlichen Plasmaspiegeln (Propio-
nat: zwischen 1 und 2 umol/l; Iso-Butyrat: zwischen 0,1 und 0,3 umol/1). Dar-
iiber hinaus war bei ersteren auch im Vergleich mit den nicht erkrankten Ge-
schwisterteilen, welche im Mittel rund 20 Prozent geringere Konzentrationen
der untersuchten kurzkettigen Fettsauren aufwiesen, eine niedrigere Konsum-
haufigkeit zu verzeichnen. Wahrend der ersten Messwiederholung hatten Drei-
viertel der Probanden mit einer starken Abnahme der Propionatwerte um mehr
als 20 Prozent angegeben, gegeniiber dem Zeitraum vor der letzten Erhebung
ofter Niisse zu verzehren. Ein deutlicher Riickgang der Plasmakonzentration
von Butyrat im Zeitverlauf trat in fast allen Fallen parallel mit einer Erhohung
des Konsums von Kuhmilch auf. Fiir andere Milchprodukte konnte ein solcher
Zusammenhang jedoch nicht aufgezeigt werden. Analog zu den fidkalen Proben
waren gesteigerte Werte von Iso-Butyrat im Blutplasma mit einer vermehrten
Nachfrage nach zuckerhaltigen Erfrischungsgetranken und zusatzlich einem

haufigeren Konsum von SiiBwaren verbunden.

Zwischen Teilnehmern der MS Twin Study mit einem hohen bzw. niedrigen
Vorkommen an einzelnen kurzkettigen Fettsduren in Fazes und Blutplasma be-
stand prinzipiell eine dhnliche Verzehrhaufigkeit von gekochten Kartoffeln. Eine
Ausnahme stellte der bei MS-Patienten mit erhohten Plasmaacetatkonzentrati-
onen deutlich niedrigere Anteil einer mindestens wochentlichen Zufuhr dar.
Veranderungen der Messwerte von Propionat und Butyrat gingen hingegen
nicht mit Anpassungen der Haufigkeit des Konsums von gekochten Kartoffeln

einher.

Tabelle 16 vergleicht die nutritiven Gewohnheiten von MS-Patienten mit auffal-
lig hohen bzw. niedrigen Konzentrationen an unkonjugierten sekundaren Gal-
lensduren im Fazes. Bei ersteren lagen diese im Durchschnitt ein Viertel (Ur-
sodeoxycholsiaure) bis mehr als die Halfte (Hyodeoxycholsdure, Deoxycholsau-

re, Lithocholsaure) liber den Mittelwerten der zugehorigen Kontrollpersonen.
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Tabelle 16: Vergleich der Erndhrungsgewohnheiten zwischen Teilnehmern der MS-Gruppe mit
einem aul3erordentlich hohen bzw. niedrigen Gehalt an sekundaren Gallenséuren im Fazes.

Ursodeoxycholsaure
(Hochste 25 % Messwerte vs. kein Nachweis in den fakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n > 1%/ links: rechts: > 1%/
Gruppe Paare nie V\_loche taglich | obere untere nie V\_/oche taglich
25% 25%
MS-Gruppe 52% | 19% 0% Bier 21% | 31 % 0%
21/42
Kontrollgruppe 43% [ 19% | 0% | p=0,99 ’ p=0,99 | 33% [ 36% | 5%
MS-Gruppe 21/43 52% | 10 % 0% Wein/Sekt 28% | 37 % 5%
Kontrollgruppe 33% | 14% | 0% | p=0,93 ’ p=0,93 | 23% | 44% | 9%
MS-Gruppe 19% | 48 % 5% WeilRbrot 2% 65% | 19%
21/43 — -
Kontrollgruppe 29% | 52% | 5% | p=0,99 | p=0,85 | 2% |65% | 7%

Hyodeoxycholsaure
(Hochste 25 % Messwerte vs. kein Nachweis in den fakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : >IX |, . linlc: Techts: . >1X |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich 02%%219 u;éiz/;e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 21/26 24% | 57% | 14 % Softdrinks 31% | 19% | 4%
Kontrollgruppe 19% | 38% | 10% | p=0,73 \ p=0,67 | 19% | 46% | 4%
MS-Gruppe 21/26 19% | 38% 5% WeiRbrot 4% 65 % 8%
Kontrollgruppe 24% | 38% | 5% | p=0,66 | p=0,97 | 8% | 77% | 4%
MS-Gruppe 5% | 65% 5% Eier 19% | 23 % 0%
20/26 - -
Kontrollgruppe 5% | 70% | 0% | P=0,99 ’ p=0,94 | 12% | 42% | 4%

Deoxycholséaure
(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den féakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : >1x |, . links: rechts: . 21X | ..
Gruppe paare | M®  [Woche taglich | obere untere nie | \voche taglich
25% 25%

MS-Gruppe 21/20 19% | 48% | 5% Weil3brot 0% | 75% | 20 %
Kontrollgruppe 24% | 48% | 10% | p=0,85 | p=065 | 5% | 70% | 5%

MS-Gruppe 21/20 43% | 43% | 5% Graubrot/Mischbrot | 15% | 60 % | 20 %
Kontrollgruppe 24% | 57% | 19% | p=0,20 | p=0,71 | 15% | 75% | 20 %

MS-Gruppe 21/21 5% | 95% | 81 % Kaffee 19% | 76 % | 67 %
Kontrollgruppe 0% |100% | 67 % | p=0,99 | p=0,99 | 10% | 81% | 76 %

Lithocholséaure
(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte in den féakalen Proben innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : =1x |, . linl: Techts: . >1xX |,
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich ozbsizje u;éi/:)e nie  |\voche taglich
MS-Gruppe 20/21 25% | 65% | 15% Softdrinks 24% | 29% 0%
Kontroligruppe 20% | 40% | 15% | p=0,83 | p=0,99 | 29% | 14% | 0%
MS-Gruppe 21/21 0% |100% | 86 % Kaffee 24% | 71% | 62 %
Kontrollgruppe 0% |100% | 67% | p=0,79 | p=0,08 | 14% | 81% | 76 %
MS-Gruppe 37% | 42% 0% Bier 43% | 14 % 0%
19/21
Kontrollgruppe 37% | 42% | 0% | p=0,99 | p=0,99 | 48% | 24% | 5%
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WeiBbrot wurde von den in die MS Twin Study eingeschlossenen MS-Patienten,
deren Gehalt an Ursodeoxycholsaure, Hyodeoxycholsaure oder Deoxycholsaure
zu den oberen 25 Prozent gehort, in den letzten vier Wochen vor der Erhebung
der Biomaterialien im Mittel deutlich seltener als von jenen mit einem unter-
durchschnittlich niedrigen Vorkommen bzw. fehlenden Nachweis dieser sekun-
daren Gallensauren gegessen. Fiir Deoxycholsaure trifft dies gleichermaBen auf
Graubrot bzw. Mischbrot zu. Hingegen existieren keine bedeutenden Abwei-
chungen der Verzehrhiufigkeit von Vollkornbrot. Die Aufnahme unverarbeite-
ter Getreideprodukte unterschied sich ebenfalls nur unwesentlich. RegelmaBi-
ger Alkoholkonsum war tendenziell mit geringeren fikalen Messwerten von Ur-
sodeoxycholsaure, jedoch hoheren Konzentrationen von Lithocholsaure ver-
bunden. Auffallig war zudem ein zwei- bis dreimal groSerer Anteil einer min-
destens wochentlichen Zufuhr von zuckerhaltigen Erfrischungsgetranken sowie
Eiern wie auch eine insgesamt gesteigerte Nachfrage nach SiiBwaren bei Teil-
nehmern der Fallgruppe mit einer quantitativ besonders ausgepragten Agglo-
meration von Hyodeoxycholsaure und Lithocholsiaure gegeniiber Personen, bei
denen diese sekundiren Gallensduren in den fiakalen Proben iiberhaupt nicht

bzw. lediglich in geringen Mengen gefunden werden konnten.

Im Vergleich mit MS-Betroffenen mit einem unterdurchschnittlich niedrigen
Vorkommen, berichteten Probanden mit gesteigerten Werten von Deoxychol-
saure und Lithocholsdure im Fazes ofter von einem taglichen Kaffeegenuss. Zu-
dem konnte eine im Durchschnitt hiaufigere Beriicksichtigung von Hiilsenfriich-
ten (mindestens wochentlicher Konsum: 24 vs. neun Prozent) bzw. gekochten
Kartoffeln (mindestens wochentlicher Konsum: 62 vs. 39 Prozent) bei der Zube-
reitung von Mahlzeiten im Falle erh6hter Konzentrationen von Ursodeoxychol-
saure bzw. Lithocholsdure festgestellt werden. Longitudinal waren bei MS-
Patienten mit betrachtlichen Veranderungen der Resultate zu sekundaren Gal-
lensauren im Fazes zum Zeitpunkt der ersten Messwiederholung keine allge-

meinen Anpassungen des Erndhrungsverhaltens ersichtlich.

In Tabelle 17 werden relevante Unterschiede der Ernahrungsgewohnheiten von
Teilnehmern der MS-Gruppe mit auBerordentlich hohen bzw. niedrigen Mess-
werten einzelner unkonjugierter sekundirer Gallensduren im Blutplasma prazi-
siert. Bei ersteren befanden sich diese im Mittel jeweils um etwa das doppelte

iiber den Ergebnissen der nicht erkrankten Zwillingsgeschwister.
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Tabelle 17: Vergleich der Erndhrungsgewohnheiten zwischen Teilnehmern der MS-Gruppe mit
einem aul3erordentlich hohen bzw. niedrigen Gehalt an sekundéren Gallenséduren im Blutplas-

ma.

Ursodeoxycholsaure
(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n : >1x |,. . links: rechts: . >1x |,. .
Gruppe paare | ™M |Wwoche taglich | obere untere nie  |\voche taglich
25% 25%
MS-Gruppe | . | 14% | 64% | 19% Softdrinks 29% | 29% | 10%
Kontrollgruppe 5% | 48% | 14% | p=0,81 | p=0,99 | 33% | 33% | 10%
MS-Gruppe| . | 10% | 67% | 24% WeiRbrot 5% | 50% | 20 %
Kontrollgruppe 10% | 81% | 14% | p=0,71 | p=0,99 | 10% | 60% | 15%
MS-Gruppe| . | 19% | 62% | 52% Milch 10% | 81% | 71%
Kontrollgruppe 14% | 81% | 67% | p=044 | p=093 | 14% | 76% | 57 %

Hyodeoxycholsaure
(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n > 1%/ links: rechts: > 1/
Gruppe Paare nie Woche taglich | obere untere nie V\_/oche taglich
25% 25%

MS-Gruppe 21/21 24% | 57% | 33% Milch 5% | 81% | 67 %
Kontrollgruppe 14% | 72% | 62% | p=0,41 ‘ p=0,37 | 14% | 76 % | 57 %

MS-Gruppe 21/20 14% | 57% | 14 % Softdrinks 30% | 25% | 5%
Kontrollgruppe 14% | 52% | 10% | p=0,89 ‘ p=0,98 | 25% | 25% | 5%

MS-Gruppe 5% | 67% | 5% Eier 26% | 26% | 0%

21/19 z

Kontrollgruppe 0% | 57% | 5% | p=0,99 ’ p=0,002* | 0% | 58% | 5%

Deoxycholséaure
(Hochste 25 % vs. niedrigste 25 % Messwerte im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)

Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n . S1x | links: rechts: ‘ 1w |
Gruppe paare | ™€ |Woche taglich | obere untere nie  |\voche taglich
25% 25%

MS-Gruppe 19/20 11% | 53% | 0% Bier 50% | 5% 0 %
Kontrollgruppe 32% | 42% | 0% | p=0,89 | p=0,85 | 45% | 30% | 5%

MS-Gruppe 10/21 21% | 48% | 16 % Vollkornbrot 5% | 86% | 24 %
Kontrollgruppe 11% | 74% | 21% | p=0,32 | p=045 | 15% | 83% | 29%

MS-Gruppe 18/21 56% | 6% 0% Nusse 33% | 34% | 5%
Kontrollgruppe 33% | 17% | 0% | p=0,47 | p=0,99 | 38% | 20% | 5%

Lithocholséaure
(Hochste 25 % Messwerte vs. kein Nachweis im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte)
Lebensmittelkategorien mit den markantesten Unterschieden

n 51/ links: rechts: > 1%/
Gruppe nie N taglich | obere untere nie N taglich
Paare Woche 2504 2504 Woche
MS-Gruppe 30% | 30% | 0% Bier 50% | 13% | 0%
20/38 — =
Kontrollgruppe 40% | 25% | 0% | Pp=0,96 ‘ pP=0,99 | 40% | 26% | 3%
MS-Gruppe 20/40 50% | 35% | 10 % | Graubrot/Mischbrot | 18 % | 65 % | 15 %
Kontrollgruppe 35% | 55% | 20% | Pp=0,69 ‘ p=0,63 | 15% | 75% | 18 %
MS-Gruppe 50% | 5% 0% Nisse 31% | 35% | 6%
20/39 — =
Kontrollgruppe 30% | 15% | 0% | Pp=0,99 ‘ p=0,98 | 36% | 18% | 3%
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Niisse, Vollkornbrot sowie Graubrot bzw. Mischbrot wurden von Zugehorigen
der MS-Gruppe mit iiberdurchschnittlich hohen Plasmakonzentrationen von
Deoxycholsaure und Lithocholsaure im Mittel deutlich seltener, Bier und WeiB-
brot hingegen sehr viel 6fter als von Personen, bei denen diese sekundaren Gal-
lensauren nur in duBerst geringen Mengen bzw. nicht bestimmt werden konn-
ten, nachgefragt. Ein mehr als doppelt so haufiger mindestens wochentlicher
Konsum von Softdrinks sowie eine geringere Popularitit von Kuhmilch, nicht
jedoch anderen Milchprodukten, konnte bei Studienteilnehmern mit gesteiger-
ten gegeniiber jenen mit verminderten Messwerten von Ursodeoxycholsidure
und Hyodeoxycholsdure beobachtet werden. Jeder Vierte mit einem erhohten
Gehalt, aber kein einziger MS-Patient mit einem besonders niedrigen Vorkom-
men an Hyodeoxycholsaure nahm mindestens wochentlich Hiilsenfriichte zu
sich. Bei letzteren ist dagegen der Anteil eines taglichen Konsums von Kaffee

(86 Prozent vs. 52 Prozent) deutlich groBer.

MS-Betroffene, deren Konzentration an Hyodeoxycholsaure im Blutplasma zu
den unteren 25 Prozent der Kohorte gehort, beriicksichtigten wesentlich selte-
ner Eier bei der Nahrungsauswahl. Die Abweichungen sind bei einem paarwei-
sen Vergleich mit den nicht erkrankten Geschwisterteilen, die im Durchschnitt
um fast Zweidrittel hohere Werte an Hyodeoxycholsdure aufwiesen, statistisch
signifikant (p=0,002). Die Effektstarke entspricht mit r=0,65 einem grof3en Ef-
fekt (Fritz et al. 2012; Cohen 1988). Bedeutende Unterschiede der Ergebnisse zu
unkongugierten sekundaren Gallensduren im Blutplasma zwischen erstem und
zweitem Untersuchungszeitpunkt traten iiblicherweise nicht in Verbindung mit
einer prinzipiell angepassten Verzehrhiufigkeit bestimmter Lebensmittelgrup-
pen auf. Eine Ausnahme stellte ein deutlicher Riickgang des Konsums zucker-
haltiger Erfrischungsgetranke sowie von SiiBwaren bei nahezu allen MS-
Patienten mit einem Anstieg der Plasmakonzentration von Lithocholsaure um

mehr als 20 Prozent bei der ersten Messwiederholung dar.

Verglichen mit Teilnehmern der MS-Gruppe, bei welchen mit Glycin konjugier-
te sekundire Gallensauren nicht im Fazes bestimmt werden konnten (n=35),
nahmen Probanden mit einem tiberdurchschnittlich hohen Vorkommen (obere
25 Prozent) sehr viel haufiger Graubrot bzw. Mischbrot (mindestens dreimal
pro Woche: 62 Prozent vs. 18 Prozent), frisches Obst (tiglich: 48 Prozent vs. 31

Prozent) und gekochte Kartoffeln (mindestens wochentlich: 67 Prozent vs. 43
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Prozent) zu sich. Die Verzehrgewohnheiten zu Vollkornbrot und WeiBbrot wie-
sen keine nennenswerten Unterschiede auf. Gesteigerte Plasmakonzentrationen
standen in Verbindung mit einer deutlich selteneren Aufnahme sowie einer, ge-
geniiber MS-Patienten mit niedrigen Messwerten, im Durchschnitt um etwa die
Hilfte geringeren mengenmafBigen Zufuhr von Milchprodukten in den letzten

vier Wochen vor der Erhebung.

Personen mit einem duBerst hohen Gehalt von an Taurin gebundenen sekunda-
ren Gallensauren in Fazes und Blutplasma verspeisten zu einem etwas groferen
Anteil mindestens mehrmals in der Woche Fleischwaren, wiahrend zu anderen
tierischen Produkten nur vernachliassigbare Abweichungen im Vergleich mit
den Konsumgewohnheiten von Probanden mit geringen Messwerten bestehen.
Dariiber hinaus war die Rate einer regelmifigen Zufuhr von Vollkornbrot
(mindestens dreimal pro Woche: 38 Prozent vs. 65 Prozent), Graubrot oder
Mischbrot (mindestens dreimal pro Woche: 14 Prozent vs. 55 Prozent), frischem
Obst (taglich: 33 Prozent vs. 62 Prozent) sowie Gemiise (taglich: 14 Prozent vs.
37 Prozent) bei MS-Patienten mit erh6hten Plasmakonzentrationen an mit Tau-
rin konjugierten sekundaren Gallensauren deutlich kleiner als bei Teilnehmern

der Fallgruppe mit einem verhaltnismafBig niedrigen Vorkommen.

4.6 Relevante Ergebnisunterschiede im Kontext allgemeiner

metabolischer Serum-Stoffwechselparameter

Es fallt auf, dass MS-Erkrankte mit einem iiberdurchschnittlich hohen, vergli-
chen mit Probanden aus der Fallgruppe mit einem besonders niedrigen Gehalt
an kurzkettigen Fettsauren im Fizes nur ungefiahr halb so oft von gesteigerten
LDL-Cholesterinwerten, umgekehrt allerdings rund ein Viertel haufiger von ei-
ner Hypertriglyceridamie betroffen waren. Im Falle erhohter Plasmakonzentra-
tionen von Deoxycholsaure bzw. Lithocholsdure waren LDL-Cholesterinspiegel
oberhalb des Referenzbereichs ebenfalls fast 50 Prozent seltener nachweisbar
als bei MS-Patienten mit duBerst geringen Messwerten dieser beiden sekunda-
ren Gallensauren. Eine Hypertriglyceridimie konnte bei Personen mit einer
ausgepragten Agglomeration von Ursodeoxycholsaure, Hyodeoxycholsaure bzw.
Deoxycholsaure im Blutplasma gegeniiber der restlichen Kohorte etwas haufiger
festgestellt werden. In Bezug auf weitere Stoffwechselparameter, wie etwa Blut-

zuckerwerte, gab es hingegen nur minimale Ergebnisunterschiede.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden Unterschiede der fikalen und Plasmakonzentrationen
von Metaboliten des Darmmikrobioms bei eineiigen Zwillingen mit Diskordanz
fiir MS dargelegt sowie im Kontext des EDSS, nutritiver Gewohnheiten und all-
gemeiner Stoffwechselparameter betrachtet. Die initial formulierten Hypothe-
sen wurden durch die in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse des Studienkol-

lektivs der MS Twin Study nicht unterstiitzt, wie Abbildung 35 verdeutlicht.

H1-Hypothese Annahme/Ablehnung
.Butyrat kommt in der MS-Gruppe in\ﬁ R H1-Hypothese ist zu verwerfen
geringeren Konzentrationen vor* /ﬁ Ry
~Propionat kommt in der MS-Gruppe in\ﬁ P H1-Hypothese ist zu verwerfen
geringeren Konzentrationen vor* /Q R
,Der Gehalt von Propionat und Butyrat \/ .
korreliert mit dem Verlauf des EDSS* /Q b H1-Hypothese ist zu verwerfen
.Konsumhaufigkeit gekochter Kartoffeln\/ .
beeinflusst Propionat-/Butyratgehalt* /Q b H1-Hypothese ist zu verwerfen
,Ursodeoxycholsdure kommt in der MS-W R H1-Hvpothese ist zu verwerfen
Gruppe in geringerer Menge vor* /Q Ro yp
.Lithocholsaure kommt in der MS-\@ R H1-Hvpothese ist zu verwerfen
Gruppe in geringerer Menge vor* /Q R yp

Legende:

links: Ergebnisse fakale Proben; rechts: Ergebnisse Blutplasmaanalysen
oben: Ergebnisse Querschnittanalysen; unten: Ergebnisse Langsschnittanalysen

R Ergebnisse, welche die H1-Hypothese unterstitzen.
R Ergebnisse, welche der H1-Hypothese widersprechen.

Abbildung 35: Uberprifung der im Rahmen dieser Arbeit formulierten Hypothesen.

Sowohl in der Querschnitt- als auch in der Langsschnittanalyse waren die Re-

sultate zu Propionat in Fazes und Blutplasma beim Vergleich zwischen Fall- und
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Kontrollgruppe sehr dhnlich. Dasselbe trifft auf Iso-Butyrat zu. Butyrat konnte
bei der ersten Erhebung in der MS-Gruppe im Durchschnitt in geringfiigig ho-
herer Konzentration im Blutplasma nachgewiesen werden (1,0 vs. 0,9 umol/I;
p=0,02; d.=0,25). Wihrend des zweiten Messzeitpunkts nahmen die urspriing-
lich zwischen den Gruppen vergleichbaren Ausgangswerte von Butyrat und Ace-
tat im Fazes eine kontrare Entwicklung, so dass die iiber den Dickdarm ausge-
schiedene Menge bei gesunden Zwillingen im Mittel um 38 Prozent bzw. 30

Prozent hoher war.

In der Vergangenheit untersuchten nur wenige kontrollierte Studien, inwiefern
sich das endogene Vorkommen an kurzkettigen Fettsauren zwischen MS-
Patienten und gesunden Individuen unterscheidet, wobei diese entweder ledig-
lich fakale Proben oder das Blutplasma analysierten (Tran; Mohajeri 2021). In
einer Querschnittuntersuchung mit 34 chinesischen MS-Patienten wurde von
einem signifikant niedrigeren Gehalt an Acetat, Propionat sowie Butyrat im Fa-
zes gegeniiber gesunden Kontrollen berichtet (Zeng et al. 2019). Zum selben
Ergebnis kam auch eine Publikation mit 21 MS-Betroffenen aus Japan (Take-
waki et al. 2020). Allerdings wurde die Kontrollgruppe jeweils lediglich nach
BMI, Alter und Geschlecht gematcht, so dass eine Heterogenitit im Hinblick auf
genetische und Umweltfaktoren mit moglichen Auswirkungen auf die Synthese-
rate einzelner Metaboliten des Darmmikrobioms nicht beriicksichtigt wurde
und daher keine Vergleichbarkeit mit dem Studienkollektiv der MS Twin Study
gegeben ist (Zeng et al. 2019; Takewaki et al. 2020).

Eine spanische Langsschnittanalyse konnte bei 53 weiblichen Personen mit
RRMS dhnliche Propionat- und Butyrat-, jedoch erhohte Acetatspiegel im Blut-
plasma gegeniiber einer nicht erkrankten Kontrollgruppe aufzeigen (Cuello et
al. 2022). Im Gegensatz dazu beobachtete eine danische Untersuchung signifi-
kant niedrigere Acetatkonzentrationen im Blut bei 58 Teilnehmern mit einer
RRMS oder einem KIS (Olsson et al. 2021). Eine weitere spanische Studie mit
20 RRMS-Patienten beschrieb keine relevanten Abweichungen der Anwesenheit
einzelner kurzkettiger Fettsauren im Fazes zwischen Fall- und Kontrollgruppe
(Moles et al. 2022). Die bisherigen Erhebungen fiihrten somit zu uneinheitli-
chen Resultaten. Dies konnte sowohl auf methodische Unterschiede zuriickzu-
fiihren, eventuell aber auch ein Indiz dafiir sein, dass keine generalisierbaren

krankheitsspezifischen Diskrepanzen der Konzentration an kurzkettigen Fett-
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sduren in Fazes und Blutplasma im Vergleich mit der nicht von MS betroffenen
Grundgesamtheit existieren. Letztere Annahme wird in dieser Arbeit speziell
durch die haufig vorhandenen starken Differenzen der Messwerte innerhalb der
Paare sowohl Zugunsten eines deutlich hoheren Gehalts bei MS-erkrankten als
auch gesunden Geschwisterteilen unterstiitzt. Unabhéngig davon ist es aber
durchaus denkbar, dass die Krankheitsprogression mit Veranderungen der
Konzentration einzelner kurzkettiger Fettsduren einhergehen konnte. MS-
Zwillinge mit einem EDSS von > 4.0 hatten gegeniiber Personen mit einem
niedrigeren Behinderungsgrad im Durchschnitt ein reduziertes Vorkommen an
Acetat (61 vs. 81 umol/g Trockengewicht) und Butyrat (21 vs. 30 umol/g Tro-
ckengewicht) im Fazes, jedoch etwas hohere Acetatplasmaspiegel (139 vs. 111
umol/1).

Mehrere Publikationen kamen zum Ergebnis, dass Butyrat sowie Propionat eine
Zunahme der Proliferation regulatorischer T-Zellen in humanen peripheren
mononukledren Blutzellen fordern (Asarat et al. 2016; Hu et al. 2022). Beide
kurzkettigen Fettsduren scheinen eine neuroprotektive Wirkung auf Nervenzel-
len des ZNS zu besitzen (Hoyles et al. 2018; Anderson et al. 2019). Ferner wurde
Propionat bei MS-Betroffenen mit einer VolumenvergréBerung von subkortika-
len Kernen, welche wichtige regulierende Funktionen fiir die Ausfiihrung von
Bewegungsablaufen ausiiben, in Verbindung gebracht. (Duscha et al. 2020;

SchmeiBer et al. 2020).

Daraus leitete sich die Hi-Hypothese ab, wonach bei Teilnehmern der MS-
Gruppe im Zeitverlauf das mengenmaBige Vorkommen dieser Metaboliten mit
der Entwicklung des EDSS korreliert. Ein entsprechender signifikanter statisti-
scher Zusammenhang konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Bei fast
Zweidrittel der MS-Zwillinge veranderte sich der EDSS zwischen initialer Erhe-
bung und erster Messwiederholung im zeitlichen Abstand von zweieinhalb bis
viereinhalb Jahren nicht. In den verbleibenden Fillen betrug der Unterschied
gegeniiber der vorangegangen Untersuchung in der Regel nicht mehr als einen
EDSS-Punkt. Aufgrund der eingeschrankten Reliabilitait des EDSS war die Dif-
ferenz letztendlich zu klein, um eine bedeutsame Korrelation mit hinreichender
Sicherheit zu bestiatigen bzw. auszuschlieBen (Meyer-Moock et al. 2014). Er-
kenntnisse aus anderen longitudinalen Studien liegen hierzu ebenfalls nicht vor

(Fitzgerald et al. 2021).
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Bei sekundiren Gallensauren handelt es sich um weitere intestinal durch Mik-
robiota modifizierte Stoffwechselprodukte mit moglicherweise immunmodulie-
renden Eigenschaften (Zhang et al. 2023). Beispielsweise gibt es Hinweise da-
rauf, wonach Ursodeoxycholsdure und Lithocholsiure die Zelldifferenzierung
von proinflammatorischen Tu17-Zellen inhibieren konnten, welche bei MS-
Betroffenen in gesteigerter Zahl vorkommen (Mulcahy et al. 2023; Abdel-
Rahman et al. 2024; Li et al. 2017). Dariiber hinaus wird vermutet, dass Ur-
sodeoxycholsdure und dessen an Taurin gebundene Form einer Neurodegenera-
tion von Nervenzellen des ZNS entgegenwirken konnten, wobei als moglicher
Erklarungsansatz ein giinstiger Effekt auf die krankheitsvermittelte Apoptose
von Oligodendrozyten, mitochondriale Dysfunktion und ER-Stress im Soma
sowie zentralnervose Entziindungsreaktionen diskutiert wird (Xing et al. 2023).
Diese Prozesse sind eng verkniipft mit der Pathogenese einer MS und haben
schlussendlich den Untergang von Neuronen zur Folge (Macchi et al. 2015; Hai-
le et al. 2017). Dies fiihrte zur Aufstellung der Hi-Hypothese, wonach Ur-
sodeoxycholsaure und Lithocholsaure im Fazes und Blutplasma der in dieser
Arbeit inkludierten Teilnehmer der Fallgruppe gegeniiber nicht erkrankten

Kontrollpersonen in verminderter Konzentration vorhanden sind.

Tatsachlich iiberstiegen bei letzteren die durchschnittlichen Messwerte zu Ur-
sodeoxycholsdure in den fikalen Proben jene der MS-Gruppe bei der initialen
Untersuchung um rund 75 Prozent (162,9 vs. 92,1 nmol/g Trockengewicht;
p=0,32; n Paare=69). Bei diesen Mittelwerten ist allerdings einschriankend zu
beriicksichtigen, dass der Gehalt bei jeweils fast Zweidrittel der Probanden un-
terhalb der Nachweisgrenze lag. Die Langsschnittanalyse war widerspriichlich,
denn wihrend der ersten Messwiederholung nach im Mittel 32 Monaten konnte
Ursodeoxycholsiure bei keinem einzigen gesunden Zwilling (n=20) nachgewie-

sen werden.

Der durchschnittliche Gehalt im Blutplasma war zum Zeitpunkt der ersten Un-
tersuchung bei den gesunden Zwillingen niedriger (56,2 vs. 73,6 nmol/l;
p=0,09; n Paare=84). Dies traf auch auf die daran ankniipfenden wiederholten
Messungen nach im Mittel 34 bzw. 82 Monaten bei Paaren mit zwei (n=38)
bzw. drei durchgefiihrten Erhebungen (n=12) zu. Die Resultate zu Lithocholsau-
re im Fazes und Blutplasma waren in der Querschnittanalyse bei beiden unter-

suchten Gruppen sehr ahnlich. Dies bestatigte sich im Hinblick auf das Plasma-
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vorkommen auch im Langsschnitt. Demgegeniiber kam es bei der ersten Mess-
wiederholung zu einer im Gruppen*Zeit-Vergleich statistisch signifikanten
(p=0,049; Eta-Quadrat=0,10) Abnahme der mittleren Konzentration von Lit-
hocholsaure im Fiazes um 19 Prozent in der MS- und einem simultanen Anstieg
um 24 Prozent in der Kontrollgruppe. Letzterer ist jedoch teilweise einem deut-
lich geringeren Ausgangswert im Vergleich mit den Ergebnissen der Quer-
schnittanalyse geschuldet. Die oben genannte Hi-Hypothese ist daher zuriick-

zuweisen.

Zu den tibrigen sekundaren Gallensauren konnten weder zwischen den Gruppen
noch innerhalb der Paare statistisch signifikante Unterschiede konstatiert wer-
den. Dennoch sind die in der Querschnittuntersuchung deutlich hoheren Kon-
zentrationen von an Glycin gebundener (286,3 vs. 191,6 nmol/l; p=0,06) bzw.
unkonjugierter Deoxycholsaure (409,4 vs. 335,4 nmol/l; p=0,28) im Blutplasma
in der MS-Gruppe durchaus markant. Interessanterweise konnte in den fiakalen
Proben Glykodeoxycholsdure jedoch in der Kontrollgruppe im Durchschnitt in
groBerer Zahl nachgewiesen werden (7,2 vs. 5,5 nmol/g Trockengewicht;
p=0,55). Dies konnte eine zufallige Beobachtung sein, aber auch auf eine ver-
schiedenartige endogene Verteilung oder eine hohere Resorptionsrate im Dick-
darm bei MS-Patienten hindeuten. Gesteigerte Plasmaspiegel von Glykodeoxy-
cholsdure sowie Deoxycholsaure standen in einer Reihe von Studien in Assozia-
tion mit diversen neurodegenerativen Erkrankungen. So konnten bei 30 Perso-
nen aus Osterreich mit der Diagnose Morbus Alzheimer signifikant erhohte
Werte von Glykodeoxycholsaure im Blutplasma bestimmt werden (Marksteiner
et al. 2018). Ein libermaBiger Gehalt von Glykodeoxycholsaure und Deoxychol-

saure lieB sich auch bei Parkinsonerkrankten objektivieren (Chen et al. 2022).

In einer weiteren Erhebung wurden postmortem Gehirnproben aus dem dorso-
lateralen prafrontalen Kortex von jeweils 111 Morbus Alzheimer-Patienten und
Kontrollpersonen, welche nicht an einer neurodegenerativen Erkrankung litten,
einerseits auf das Vorkommen und die Wirkung von sekundiaren Gallensauren
sowie andererseits auf die Expression von Genen des alternativen Gallensaure-
syntheseweges im ZNS hin untersucht. Deoxycholsaure, Glykodeoxycholsaure
sowie Taurodeoxycholsaure fanden sich hierbei im Frontallappen von Alzhei-
mer-Betroffenen jeweils in hoherer Konzentration. (Baloni et al. 2020). Die

vermehrte Anwesenheit von Deoxycholsaure und dessen konjugierten Formen
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im Blutplasma und Gehirn wurde in einer multizentrischen Studie mit Neuroto-
xizitat, inflammatorischen Vorgiangen, einem gesteigerten Lebenszeitrisiko fiir
die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz und einer Zunahme der Progredienz
des kognitiven Verfalls bei Personen mit Morbus Alzheimer in Verbindung ge-
bracht (MahmoudianDehkordi et al. 2019).

Die Datenlage zu Humanstudien, welche das Vorkommen von sekundiren Gal-
lensduren bei MS-Patienten untersuchten, ist bislang unzureichend. In einer
US-amerikanischen Publikation waren, analog zu den Ergebnissen in dieser Ar-
beit, Deoxycholsaure und Glykodeoxycholsaure bei MS-Betroffenen gegeniiber
gesunden Kontrollen vermehrt im Blutplasma vorhanden. Ferner konnte auch
Taurodeoxycholsdure in signifikant hoheren Mengen bestimmt werden
(Bhargava et al. 2020). Auch wenn iiber die Rolle der genannten Metaboliten
bei der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen bislang nur wenig be-
kannt ist, erscheint anhand der Resultate ein ungiinstiger Einfluss denkbar
(Xing et al. 2023). In einem solchen Fall konnten gesteigerte Konzentrationen
im Blutplasma fiir MS-Patienten aufgrund einer krankheitsassoziierten erhoh-
ten Permeabilitat der BHS und in der Folge verstirkten Akkumulation dieser
Stoffwechselprodukte im ZNS moglicherweise problematischer als fiir gesunde
Personen sein (Nishihara et al. 2022; Spencer et al. 2018). Daher ist von Inte-
resse, ob eine Verringerung der Plasmakonzentrationen von Deoxycholsiure
und dessen Derivaten eventuell einen primarpraventiven sowie therapeutischen

Nutzen aufweisen konnte.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Niisse, Vollkornbrot sowie Grau-
brot bzw. Mischbrot von Personen mit niedrigen Messwerten von Deoxychol-
sdure im Durchschnitt sehr viel haufiger verzehrt werden, wiahrend die Popula-
ritat von Bier und WeiBbrot bei Probanden mit einem auffillig hohen Gehalt
von Deoxycholsdure im Blut groBer ist. Werden die Erndhrungsgewohnheiten
der MS-Kohorte mit den nicht erkrankten monozygoten Zwillingsgeschwistern
verglichen, so findet sich jedoch bei diesen Produkten einzig bei Graubrot bzw.
Mischbrot ein signifikant seltenerer Konsum innerhalb der Fallgruppe (p=0,03;
r=0,30). Zu den restlichen Kategorien existieren keine bedeutsamen Ergebnis-
unterschiede. Allerdings wurde lediglich das Erndahrungsverhalten in den letz-

ten vier Wochen, nicht jedoch vor dem Zeitraum der Erstmanifestation abge-

97



fragt. Folglich ist es moglich, dass MS-Betroffene infolge der Diagnosestellung

ihre Ernahrungsweise in relevantem Umfang verandert haben konnten.

Es gibt bislang keine vergleichbaren Daten zu Unterschieden der Ernahrungs-
gewohnheiten zwischen MS-Patienten mit einem besonders hohen bzw. niedri-
gen Vorkommen einzelner Metaboliten des Darmmikrobioms aus anderen wis-
senschaftlichen Publikationen. In einer britischen Crossover-Studie mit neun
gesunden Probanden fiihrte der tagliche Verzehr von Brot mit einem hohen Bal-
laststoffgehalt ebenfalls zu einem Riickgang von Deoxycholsdaure im Blutplasma
(Sayegh et al. 2023). Wie bereits dargelegt, waren innerhalb des Studienkollek-
tivs die durchschnittlichen Messwerte zu Glykodeoxycholsidure in den fakalen
Proben in der Kontroll- etwas hoher als in der MS-Gruppe. Dies konnte eventu-
ell mit einem signifikant haufigeren Verzehr (p=0,03; r=0,30) von gegartem
Gemiise (mindestens dreimal pro Woche: 64 Prozent vs. 48 Prozent) in der Ko-
horte der nicht erkrankten Zwillinge zusammenhangen. So wurde fiir einige bal-
laststoffreiche Gemiisesorten, wie etwa Griinkohl, gezeigt, dass diese nach kur-
zem dampfen oder erhitzen eine betrichtliche Gallensaurebindungskapazitiat
vor allem fiir Deoxycholsaure aufweisen. Die Autoren der Publikation schluss-
folgerten, dass eine regelmaBige Zufuhr bestimmter schonend gegarter Gemii-
sesorten tendenziell zu einer vermehrten Ausscheidung von Deoxycholsaure
iiber den Dickdarm sowie einer Abnahme der Plasmakonzentration beitragen

(Yang et al. 2017).

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Hi-Hypothese definiert, wonach Verande-
rungen des Butyrat- und Propionatgehalts im Zeitverlauf mit einer angepassten
Verzehrhaufigkeit von gekochten Kartoffeln einhergehen. Diese Annahme be-
ruhte auf der Erkenntnis, dass beim Erhitzen und dem anschlieBenden Abkiih-
len von Kartoffeln groBe Mengen an weitgehend unverdaulicher resistenter
Starke entstehen (Patterson et al. 2020). Diese beglinstigt wiederum eine Stei-
gerung der Dichte an intestinalen Bakterienstimmen, welche in der Lage sind,
Butyrat und Propionat als Stoffwechselprodukte zu bilden (DeMartino et al.
2022). Bei Personen mit einer zum Zeitpunkt der ersten Messwiederholung
starken Differenz der Messwerte dieser Metaboliten in Fazes oder Blutplasma
um mehr als 20 Prozent gegeniiber der initialen Untersuchung konnte jedoch
keine generell verdnderte Konsumhaufigkeit gekochter Kartoffeln festgestellt

werden. Die H1-Hypothese ist daher abzulehnen.
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Ein systematisches Review unter Beriicksichtigung von 39 RCTs kam zum Er-
gebnis, dass eine hohe orale Aufnahme von resistenter Starke mehrheitlich eine
Zunahme des fakalen Gehalts an Butyrat und Propionat bewirkt, wobei nicht
alle Studien einen solchen Zusammenhang aufzeigen konnten. Ferner wurde
das quantitative Vorkommen dieser kurzkettigen Fettsduren im Blut in keiner
der RCTs untersucht (Sobh et al. 2022). Obgleich die Dichte an Bakterienstam-
men im Darm, die Butyrat und Propionat produzieren konnen, wesentlich durch
die Erndahrung beeinflusst wird, wirken sich Veranderungen des Darmmikrobi-
oms nicht zwangslaufig auf die Anwesenheit dieser Metaboliten im Fazes aus

(DeMartino et al. 2022).

Der zur Erhebung der Erndhrungsgewohnheiten des Studienkollektivs herange-
zogene DEGS1-Ernahrungsfragebogen untersuchte zwar die Verzehrhaufigkeit
und -menge von gekochten Kartoffeln. Diese wurden von MS-Patienten im Mit-
tel signifikant seltener (p=0,008; r=0,41) als von deren gesunden Zwillingsge-
schwistern verspeist (mindestens wochentlich: 47 Prozent vs. 60 Prozent). Un-
beriicksichtigt blieb allerdings, zu welchem Verhiltnis Kartoffelgerichte unmit-
telbar nach dem Erhitzen gegessen bzw. fiir eine spatere Mahlzeit gelagert wur-
den. Da resistente Stirke erst einige Zeit nach dem Abkiihlen von gekochten
Kartoffeln in groBen Mengen entsteht, ist dessen Gehalt in Kartoffelprodukten
auBerst variabel (Patterson et al. 2020). Dies konnten mogliche Griinde dafiir
sein, weshalb kein Zusammenhang zwischen Anpassungen der Verzehrhaufig-
keit von gekochten Kartoffeln und relevanten Veranderungen der Butyrat- sowie

Propionatkonzentrationen im Zeitverlauf beobachtet werden konnte.

Innerhalb der Stichprobe fand sich bei MS-Patienten mit besonders hohen ge-
geniiber jenen mit auffillig niedrigen Messwerten von Acetat, Propionat, Iso-
Butyrat, Hyodeoxycholsdure und Lithocholsdure im Fizes sowie von Iso-
Butyrat, Ursodeoxycholsdure und Hyodeoxycholsdure im Blutplasma ein zwei-
bis dreimal haufigerer mindestens wochentlicher wie auch ein deutlich groerer
Anteil einer taglichen Zufuhr von zuckerhaltigen Erfrischungsgetranken. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine vermehrte Aufnahme von Mono- und
Disacchariden mit einer Zunahme der Syntheserate dieser Stoffwechselproduk-
te einhergeht. Speziell im Fall von Propionat erscheint dies naheliegend, da
Pentosen und Hexosen die Hauptsubstrate darstellen, welche fiir die Produkti-

on dieses Metaboliten durch Darmmikroben benotigt werden (Louis; Flint 2017;
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Fusco et al. 2023). Allerdings konnten eventuell auch andere Inhaltsstoffe in
Softdrinks, wie beispielsweise Zusatzstoffe, einen Einfluss auf das endogene

Vorkommen der genannten Stoffwechselprodukte ausiiben.

MS-Betroffene mit auBlerst geringen Plasmakonzentrationen an Hyodeoxychol-
sdure verzehrten im Durchschnitt signifikant seltener Eier als ihre gesunden
Zwillingsgeschwister, die im Mittel um fast Zweidrittel hohere Messwerte auf-
wiesen (p=0,002; r=0,65). Ferner war der Anteil eines mindestens wochentli-
chen Konsums von Eiern bei Teilnehmern der MS-Gruppe, deren Gehalt an
Hyodeoxycholsaure im Fazes unterhalb der Nachweisgrenze lag, fast dreimal
niedriger als bei MS-Erkrankten mit einem iiberdurchschnittlichen Vorkommen
(23 Prozent vs. 65 Prozent). Diese Ergebnisse werden durch Daten aus einer
Kohortenstudie mit 1.008 gesunden Teilnehmern aus Deutschland unterstiitzt,
in welcher die Haufigkeit des Verzehrs von Eiern positiv mit der Menge an
Hyodeoxycholsdure im Fazes korrelierte (Mitry et al. 2019). In einer europai-
schen Cross-Over-Studie mit 21 Probanden nahm der Gehalt an Hyodeoxychol-
sdure im Blutplasma in der Interventionsgruppe, welche eine rein pflanzliche
Diat umsetzen sollte, nach wenigen Tagen signifikant ab (Draper et al. 2017).
Die Auswirkungen des Verzehrs von Hithnereiern auf das Darmmikrobiom sind
noch weitgehend unverstanden (Horvath et al. 2023). Als exogene Cholesterol-
quelle konnte die orale Nahrungsaufnahme von Eiern jedoch moglicherweise
die Synthese der primiaren Gallensiaure Chenodeoxycholsaure in der Leber be-
einflussen (Li et al. 2020; Yeo et al. 2023). Diese kann durch spezifische Darm-
bakterien in mehreren Reaktionsschritten zu Hyodeoxycholsaure umgewandelt

werden (Ridlon et al. 2016; De Marino et al. 2017).

Uber einen moglichen Effekt von Hyodeoxycholsiure im Zusammenhang mit
Erkrankungen des Nervensystems fehlen bisher Erkenntnisse aus Humanstu-
dien (Xing et al. 2023). In dieser Arbeit waren die Abweichungen der Messwerte
im Gruppenvergleich dhnlich. Longitudinal konnte lediglich im Hinblick auf die
Plasmakonzentrationen mehrheitlich eine kontrare Entwicklung innerhalb der
Paare beobachtet werden, welche allerdings statistisch nicht signifikant ist
(p=0,80). Ein Aspekt konnte sein, dass die Verzehrhaufigkeit von Eiern zwi-
schen MS- und Kontrollgruppe vergleichbar war (mindestens wochentlich: 49
Prozent vs. 51 Prozent). Interessant ist allerdings die Tatsache, dass Hyodeoxy-

cholsiaure bei MS-Patienten mit einem EDSS > 4.0 im Durchschnitt in geringe-
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rer Menge im Blutplasma (91 vs. 127 nmol/l), allerdings in gréBerem Umfang im

Fazes (83 vs. 59 nmol/g Trockengewicht) bestimmt werden konnte.

Teilnehmer der MS-Gruppe, deren Gehalt an Propionat in den fikalen Proben
zu den oberen 25 Prozent der Kohorte gehorte, verspeisten signifikant seltene-
rer Niisse als ihre nicht erkrankten Zwillingsgeschwister mit im Mittel um etwa
ein Drittel niedrigeren Messwerten (p=0,03; r=0,43). Eine im Durchschnitt
deutlich weniger haufige Nachfrage konnte auch im Fall gesteigerter Konzentra-
tionen im Blutplasma festgestellt werden. Demgegeniiber weist die Gesamtheit
aller eingeschlossenen MS-Patienten bei einer Gegeniiberstellung mit den nicht
erkrankten Zwillingen sowohl einen dhnlichen Gehalt an Propionat im Fazes
und Blutplasma als auch eine vergleichbare Verzehrhaufigkeit von Niissen auf.
In der Vergangenheit erforschten nur eine begrenzte Zahl an Studien die Aus-
wirkungen von Nusskonsum auf das endogene Vorkommen an kurzkettigen
Fettsauren (Mandalari et al. 2023). In einer spanischen RCT-Studie mit 63 ge-
sunden Erwachsenen ging der Verzehr von 25 Gramm Erdniissen pro Tag iiber
einen Zeitraum von sechs Monaten mit einem signifikanten Anstieg von Propi-
onat im Fizes einher (Parilli-Moser et al. 2021). Ublicherweise konnten jedoch
keine bedeutsamen Veranderungen und insbesondere keine Abnahme des Ge-
halts von Propionat nach einer Erh6hung der Nahrungsaufnahme von Niissen
gemessen werden (Mandalari et al. 2023). Daher unterscheiden sich die Resul-
tate innerhalb der Stichprobe der MS Twin Study von fritheren RCTs mit ge-
sunden Probanden. Dies konnte moglicherweise damit zusammenhangen, dass
bei letzteren jeweils lediglich die Auswirkungen einer Steigerung der Zufuhr
einzelner Nusssorten, wie zum Beispiel Walniisse, Mandeln oder Erdniisse, un-
tersucht wurden (Mandalari et al. 2023). Im Gegensatz dazu fragte der im Zu-
sammenhang mit der Erhebung der Erndhrungsgewohnheiten der Studienteil-
nehmer der MS Twin Study herangezogene DEGS1-Ernahrungsfragebogen die
Verzehrhaufigkeit und -menge von Niissen als iibergeordnete Lebensmittelkate-

gorie ab, ohne eine weitere Differenzierung vorzunehmen.

Niisse weisen eine auBerordentliche Vielfalt an Inhaltsstoffen auf, darunter Pro-
teine, einfach und mehrfach ungesattigte Fettsauren, Vitamine, Mineralstoffe,
Ballaststoffe sowie sekundire Pflanzenstoffe. Die individuelle Zusammenset-
zung variiert dabei zwischen den verschiedenen Nusssorten betrachtlich. Ferner

kann die Verarbeitung von Niissen, wie etwa industrielles schilen, rosten bzw.
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blanchieren, deren Bioverfiigbarkeit und Nahrstoffprofil beeintrachtigen
(Goncalves et al. 2023). Es ist somit moglich, dass spezifische Nusssorten, iso-
lierte Einzelstoffe in Niissen, das Zusammenspiel mehrerer Substanzen oder
bestimmte Verarbeitungsformen die intestinale Synthese von Propionat sehr
heterogen beeinflussen konnten. Ebenso ist denkbar, dass ein im Hinblick auf
die MS-Pathogenese verandertes Darmmikrobiom nach dem Kontakt mit Nuss-
bestandteilen eine verminderte Kapazitiat zur Bildung von Propionat aufweist.
Ein Indiz dafiir konnte sein, dass in der Kontrollgruppe — anders als in der MS-
Kohorte — die Verzehrhaufigkeit von Niissen zwischen Personen mit einem
iiberdurchschnittlichen bzw. geringen Vorkommen von Propionat in Fazes und

Blutplasma vergleichbar war.

Dartiiber hinaus variierte die Nachfrage nach alkoholischen Getranken zwischen
MS-Betroffenen mit auffillig hohen bzw. niedrigen Konzentrationen an einzel-
nen sekundiaren Gallensduren in relevantem Umfang. Ein regelmaBiger Alko-
holgenuss wurde iiberproportional hiaufig von Teilnehmern der MS-Gruppe mit
gesteigerten Plasmakonzentrationen von Deoxycholsdure und Lithocholsdure
sowie einem fehlenden Nachweis von Ursodeoxycholsidure in den fikalen Pro-
ben angegeben. In der Literatur ist gut bekannt, dass Alkoholkonsum die intes-
tinale Syntheserate von Deoxycholsdure sowie Lithocholsdure erhoht (Jung et
al. 2022). Die Auswirkungen auf das endogene Vorkommen von Ursodeoxycho-
lsdure wurden im Gegensatz dazu bislang kaum beleuchtet. Allerdings unter-
stiitzt eine multizentrische Studie mit 49 Probanden aus den USA, in welcher
starker Alkoholkonsum mit einem Riickgang von Ursodeoxycholsaure im Fazes

verbunden war, die Ergebnisse dieser Arbeit (Muthiah et al. 2022).

Ursodeoxycholsdure wird mit antientziindlichen Eigenschaften in Verbindung
gebracht, wahrend ein eventueller ungiinstiger Einfluss von Deoxycholsdure im
Kontext neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert wird (Xing et al. 2023;
Zhang et al. 2023). Kritischer Alkoholkonsum konnte daher moglicherweise,
neben allgemeinen gesundheitlichen Risiken und einer akuten Verschlechte-
rung der neurologischen Symptomatik, infolge der Forderung eines Ungleich-
gewichts an sekundiaren Gallensauren negative Folgen auf das Fortschreiten
einer MS haben. Hinsichtlich der Frage, ob die iiberméBige Aufnahme von Al-

kohol mit einer rascheren Progredienz von MS assoziiert sein konnte, ist die
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Studienlage allerdings duBerst widerspriichlich (Diaz-Cruz et al. 2017; Van Hijf-

te et al. 2022; Paz-Ballesteros et al. 2017).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung von
Metaboliten des Darmmikrobioms zwischen MS- und gesunden Zwillingen im
Querschnitt nur unwesentlich unterscheidet. Unter allen kurzkettigen Fettsau-
ren dominiert Acetat mit einem Anteil von durchschnittlich 55 Prozent bzw. 56
Prozent im Fizes und jeweils 97 Prozent im Blutplasma. Die Menge an iiber den
Dickdarm ausgeschiedenem Acetat ist im Mittel rund 750-fach und bei Butyrat
etwa 30.000 mal hoher als das Vorkommen im Blutplasma, was einen Hinweis
auf die sehr unterschiedliche Resorptionsrate von kurzkettigen Fettsiauren dar-
stellt. Bei Lithocholsaure (51 Prozent bzw. 48 Prozent) und Deoxycholsaure (46
Prozent bzw. 47 Prozent) handelt es sich um die in den fikalen Proben mit Ab-
stand verbreitetsten sekundaren Gallensduren. Im Blutplasma machen unkon-
jugierte (38 Prozent bzw. 39 Prozent) sowie an Glycin gebundene Deoxychol-
saure (27 Prozent bzw. 22 Prozent) im Durchschnitt anndhernd Zweidrittel des
Gesamtvorkommens aus, gefolgt von Hyodeoxycholsdure (elf Prozent bzw. 13
Prozent) sowie an Glycin gebundener (sieben Prozent bzw. neun Prozent) und
unkonjugierter Ursodeoxycholsaure (sieben Prozent bzw. sechs Prozent). Lit-
hocholsiure ist im Mittel lediglich zu einem Anteil von jeweils ca. einem Prozent
vertreten. Das durchschnittliche Verhiltnis zwischen fiakalen und Plasmakon-
zentrationen ist bei konjugierter Deoxycholsdure und Lithocholsaure sowie Gly-
koursodeoxycholsdure besonders gering (11:1 bis 45:1) und im Fall von unkon-
jugierter Lithocholsdure aufgrund dessen stark hydrophober Eigenschaften au-
Bergewohnlich hoch (ungefahr 215.000:1) (De Aguiar Vallim et al. 2013). Das
quantitative Verhiltnis der Stoffwechselprodukte zueinander sowie zwischen

Fazes und Blutplasma blieb auch bei den longitudinalen Untersuchungen stabil.

In einer danischen Querschnittstudie wurde eine Analyse von kurzkettigen Fett-
sauren im Blutplasma bei 58 Patienten mit einer RRMS oder einem KIS und
gesunden Kontrollen vorgenommen. Die Resultate aus dieser Publikation un-
terscheiden sich aus zwei Griinden deutlich von den in dieser Arbeit aufgezeig-
ten Ergebnissen. Erstens waren die mittleren Plasmakonzentrationen aller
kurzkettigen Fettsduren in der Fall- und Kontrollgruppe der MS Twin Study
mehr als 70 Prozent geringer als in den beiden danischen Kohorten. Zweitens ist

bemerkenswert, dass bei letzteren Iso-Butyrat im Durchschnitt in hoheren
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Mengen als Propionat und Butyrat vorhanden war (Olsson et al. 2021). Dies war
innerhalb der MS Twin Study iiber samtliche Messzeitpunkte hinweg bei kei-
nem einzigen Probanden der Fall. Lediglich bei fiinf gesunden Zwillingen waren
die Messwerte von Butyrat niedriger als jene von Iso-Butyrat. Propionat kam
jedoch ohne Ausnahme unter allen kurzkettigen Fettsduren im Blutplasma am
zweithaufigsten vor. Die Resultate der danischen Erhebung sind insofern iiber-
raschend, als dass die Produktion von Iso-Butyrat durch die nutritiv verfiigbare
Menge der unentbehrlichen Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin limitiert
ist, wihrend fiir Propionat verschiedene, auf der Fermentation von Kohlenhyd-
raten beruhende Synthesewege existieren (Louis; Flint 2017; Fusco et al. 2023;
Salazar et al. 2022). Daher ware grundsatzlich zu erwarten, dass die Konzentra-

tion von Propionat jene von Iso-Butyrat iibersteigt.

In einer kontrollierten spanischen Studie mit 40 Probanden wurde der Gehalt
an kurzkettigen Fettsduren im Fazes analysiert und deren prozentuales Verhalt-
nis stimmt in etwa mit den Resultaten in dieser Arbeit tiberein (Moles et al.
2022). Dies trifft auch auf eine asiatische Erhebung mit 96 Parkinsonpatienten
und 85 gesunden Kontrollen zu, in der — wie in der MS Twin Study — fakale und

Plasmakonzentrationen gemessen wurden (Chen et al. 2022).

Deoxycholsaure und Lithocholsidure sind die bei gesunden Individuen in der
Regel vorwiegend im Fizes anzutreffenden sekundaren Gallensauren (Shalon et
al. 2023). Dies war auch innerhalb der Stichprobe in beiden Kohorten der Fall.
Dariiber hinaus unterstiitzen friithere Publikationen zwei wesentliche Erkennt-
nisse dieser Arbeit. Auf der einen Seite sind die durchschnittlichen Messwerte
von Deoxycholsdure und Glykodeoxycholsaure im Blutplasma bei Patienten mit
MS bzw. anderen neurodegenerativen Erkrankungen auffillig gesteigert. Auf
der anderen Seite handelt es sich bei beiden Metaboliten sowohl in der Fall- als
auch in der Kontrollgruppe um die quantitativ bedeutsamsten im Blut zirkulie-
renden sekundidren Gallensduren. (Bhargava et al. 2020; Marksteiner et al.
2018; Chen et al. 2022). Es ist somit moglich, dass diese Stoffwechselprodukte
erst bei Uberschreiten eines kritischen Schwellenwerts neurotoxische Eigen-

schaften aufweisen.

In der Vergangenheit wurde diskutiert, dass eine Zunahme bestimmter sekun-

darer Gallensauren im Blutplasma von MS-Patienten im Vergleich mit gesun-
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den Personen auf ein krankheitsassoziiert verandertes Darmmikrobiom und in
der Folge eine gesteigerte Synthese einzelner Stoffwechselprodukte zuriickzu-
fiihren sein konnte (Bhargava et al. 2020). Als alleiniger Erklarungsansatz ware
hierbei zu erwarten, dass erh6hte Messwerte nicht nur im Blut, sondern auch im
Fazes nachweisbar sind. Innerhalb der Stichprobe war dies aber nicht der Fall.
AuBerdem miisste eine hohere Bildung von hydrophoben sekundiaren Gallen-
sauren durch das Darmmikrobiom zu einem stiarkeren Anstieg im Fazes und
von hydrophilen sekundiren Gallensauren zu markanteren Veranderungen der

Plasmaspiegel fiihren (De Aguiar Vallim et al. 2013).

Interessant ist, dass das Verhaltnis zwischen der Konzentration von Deoxychol-
saure (6.749:1 vs. 7.828:1; p=0,87), Glykodeoxycholsiaure (19:1 vs. 37:1; p=0,57)
sowie Taurodeoxycholsaure (20:1 vs. 33:1; p=0,24) in Fazes und Blutplasma
innerhalb der MS-Gruppe kleiner als in der Kontrollgruppe war. Obwohl die
Unterschiede keine statistische Signifikanz aufweisen, konnten diese dennoch
ein Indiz fiir eine hohere Resorptionsrate bei MS-Betroffenen sein. Fiir die An-
nahme einer mit der MS-Pathogenese einhergehenden veranderten Resorpti-
onsrate einzelner Metaboliten spricht ebenfalls, dass Ursodeoxycholsaure (42
vs. 76 nmol/l) und Hyodeoxycholsdure (91 vs. 127 nmol/1) bei MS-Zwillingen
mit einem EDSS > 4.0 im Durchschnitt in geringerer Menge im Blutplasma,
aber in hoherer Konzentration im Fazes vorhanden waren, verglichen mit MS-
Patienten mit einem niedrigeren Behinderungsgrad (Ursodeoxycholsiure: 146
vs. 84 nmol/g Trockengewicht; Hyodeoxycholsdure: 83 vs. 50 nmol/g Trocken-
gewicht). Bemerkenswert ist, dass es sich bei beiden um hydrophile Gallensau-
ren handelt, welche (wie auch aus den Ergebnissen dieser Arbeit ersichtlich)
vergleichsweise gut resorbiert werden (De Aguiar Vallim et al. 2013; De Marino
et al. 2017). Die Beobachtung, dass das Verhaltnis zwischen fiakalen und Plas-
makonzentrationen bei MS-Zwillingen mit einem progredienten Krankheitsver-

lauf hoher ist, konnte ein Indiz fiir eine verminderte passive Diffusion sein.

Allerdings gibt es bislang in der Literatur keine vergleichbaren Daten aus kon-
trollierten Studien, in denen vollstandige fiakale und Blutplasmaanalysen zu
konjugierten sowie unkonjugierten sekundaren Gallensauren bei neurologi-
schen Patienten realisiert wurden. Es bleibt somit abzuwarten, ob diese Ergeb-

nisse zukiinftig auf andere Studienkollektive iibertragbar sind.
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5.2 Diskussion des methodischen Vorgehens

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede zwischen genetisch identischen Zwillin-
gen mit Diskordanz fiir MS im Hinblick auf die fikalen und Plasmakonzentrati-
onen von immunmodulieren Metaboliten des Darmmikrobioms zu untersuchen
sowie einen moglichen Zusammenhang mit spezifischen Erndhrungsgewohn-

heiten, dem EDSS und allgemeinen Stoffwechselparametern aufzuzeigen.

Die vorliegende Arbeit hat hierbei einige Einschrankungen. So war ein eindeuti-
ger Nachweis, dass relevante Abweichungen der Ergebnisse zwischen den
Gruppen bzw. innerhalb der Paare kausal mit der MS-Pathogenese in Verbin-
dung stehen, mittels der beschriebenen methodischen Vorgehensweise nicht
moglich. Eine weitere Limitation besteht darin, dass die fikalen Proben nur in
begrenztem Umfang in der Lage sind, die intestinale Zusammensetzung der
Stoffwechselprodukte des Darmmikrobioms realitatsgetreu widerzuspiegeln.
Insbesondere gehen hierdurch regionale Unterschiede innerhalb des Gastroin-
testinaltrakts verloren. Beispielsweise waren in einer Studie mit 15 gesunden
Probanden Deoxycholsdure und Lithocholsdure in allen Fillen die quantitativ
dominierenden sekundiren Gallensduren im Fazes (analog zu den Resultaten in
dieser Arbeit), wihrend eine simultane Analyse von Proben innerhalb des
Darms ergab, dass dort der Anteil an konjugierten sekundaren Gallensduren
wesentlich hoher ist (Shalon et al. 2023). Bei der laborchemischen Quantifizie-
rung von sekundiren Gallensduren im Fazes kann bei einem fehlenden Nach-
weis einzelner Metaboliten zudem nicht ausgeschlossen werden, dass diese
nicht doch in geringsten Mengen iiber den Dickdarm exkretiert worden sein

konnten (Krautbauer; Liebisch 2018).

Die Zwillingspaare der MS Twin Study setzen sich iiberwiegend aus einer Frei-
willigen-Stichprobe zusammen. Diese birgt grundsitzlich das Risiko, dass die
wahren Gegebenheiten der Grundgesamtheit verzerrt abgebildet werden. An-
hand eines Vergleichs mit dem nationalen MS-Register kann allerdings dennoch
von einer Reprasentativitit innerhalb der Population der Studienregion ausge-
gangen werden. So stimmen die Geschlechterverteilung, dass mittlere Alter bei
Erstmanifestation der Erkrankung, der durchschnittliche EDSS sowie die relati-

ve Zusammensetzung der Verlaufsformen der MS-Kohorte in etwa mit den Da-
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ten aus dem deutschen MS-Register iiberein (Deutsche Multiple Sklerose Ge-

sellschaft Bundesverband e.V. 2023).

Es wurde in dieser Arbeit nicht ndher darauf eingegangen, inwiefern die in Be-
zug auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit einer MS in der Epidemiologie an-
erkannten Umwelt- und Lebensstilfaktoren Rauchen, Vitamin D-Mangel bzw.
zu geringe Sonnenlichtexposition, starkes Ubergewicht sowie Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus das mengenméifBige Vorkommen der Metaboliten in Fazes
und Blutplasma beeinflusst haben konnten (Yuan et al. 2021; Waubant et al.
2019; Bjornevik et al. 2022). Mit den zahlreichen im Zusammenhang mit der
MS Twin Study erhobenen Daten wire dies umsetzbar gewesen. Eine zusétzli-
che Beriicksichtigung dieser Variablen hitte allerdings im vorgegebenen zeitli-
chen Rahmen dieser Arbeit nicht verwirklicht werden konnen. Dariiber hinaus
wurde bei einem Vergleich der Messergebnisse keine Untergliederung nach Ver-
laufsformen einer MS realisiert. Dies hangt auch damit zusammen, dass einige
Verlaufsformen, wie zum Beispiel eine PPMS, nur vereinzelt diagnostiziert wur-
den. Niher beleuchtet wurden allerdings Abweichungen der Ergebnisse zwi-
schen MS-Patienten mit einem EDSS > 4.0 sowie einem niedrigeren Behinde-
rungsgrad. Ferner war von Interesse, ob es einen eventuellen Zusammenhang
zwischen der Anwesenheit bestimmter Stoffwechselprodukte, wie zum Beispiel
Propionat und Butyrat, und der Krankheitsprogression gibt. Als Indikator wur-
de allerdings einzig der EDSS herangezogen, welcher sich iiber den analysierten
Studienzeitraum hinweg in den meisten Fallen nur moderat veranderte und zu-
dem eine eingeschrankte Reliabilitat aufweist (Meyer-Moock et al. 2014). Fiir
ein aussagekriftigeres Ergebnis wiaren moglicherweise andere Parameter, wie
zum Beispiel das im Rahmen kernspintomografischer Untersuchungen detek-
tierte Lasionsvolumen oder Biomarker, wie Neurofilamente, geeigneter gewesen

oder hitten eine sinnvolle Erganzung dargestellt.

Abweichungen der Ernahrungsgewohnheiten zwischen MS-Patienten mit iiber-
durchschnittlich hohen bzw. unterdurchschnittlich niedrigen Konzentrationen
einzelner Stoffwechselprodukte des Darmmikrobioms wurden detailliert be-
trachtet. Der als Erhebungsinstrument zugrundeliegende DEGS1-Ernahrungs-
fragebogen liefert zu einigen Lebensmittelkategorien, bei welchen relevante Un-
terschiede festgestellt wurden, jedoch teilweise eine Unschirfe. So wurde bei-

spielsweise nicht abgefragt, welche Gemiisesorten, Hiilsenfriichte oder Nusssor-
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ten in welchem Verhiltnis verzehrt wurden. Stattdessen wurde lediglich die
Konsumhaufigkeit und -menge der iibergeordneten Lebensmittelgruppe unter-
sucht. Weiterhin fehlen Daten zur Aufbewahrung von Speisen, beispielsweise im
Hinblick auf die Frage, zu welchem Anteil gekochte Kartoffeln unmittelbar nach

der Zubereitung verzehrt oder fiir eine spatere Mahlzeit gelagert werden.
5.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnten einige relevante Unterschiede zum Vorkommen von
Metaboliten des Darmmikrobioms zwischen MS- und gesunden Zwillingen auf-
gezeigt werden, wie zum Beispiel deutlich gesteigerte Plasmakonzentrationen
von Glykodeoxycholsdure und Deoxycholsdure bei MS-Patienten sowohl im
Querschnitt als auch bei der ersten Messwiederholung. Drei Untersuchungen
wurden bislang nur bei einer vergleichsweise geringen Zahl von Paaren durch-
gefiihrt. Allerdings handelt es sich bei der MS Twin Study um eine Langs-
schnittstudie, so dass der Anteil an Probanden mit mehr als zwei Messzeitpunk-
ten zukiinftig kontinuierlich ansteigen wird. Von Interesse wird sein, ob die in
dieser Arbeit vorgestellten auffilligen Abweichungen auch dann noch eine lon-
gitudinale Stabilitat aufweisen werden, wenn zu einem GroBteil der Zwillings-
paare drei oder mehr Erhebungszeitpunkte vorliegen. Die Beantwortung dieser
Frage ist in Bezug auf eine Zunahme der internen Validitit der Ergebnisse be-

deutsam.

Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, dass die Resorptionsrate einzelner durch
das Darmmikrobiom produzierter Stoffwechselprodukte bei MS-Betroffenen
verandert sein konnte, was bislang in der Literatur noch nicht beschrieben wur-
de. Dies konnte in Bezug auf die MS-Pathogenese moglicherweise relevant sein,
sofern bestimmte Metaboliten tatsachlich krankheitsmodifizierende Eigenschaf-
ten innerhalb des ZNS aufweisen sollten. Eine Méglichkeit zur Uberpriifung
dieser Annahme wire zu untersuchen, ob die Supplementation von industriell
hergestellten sekundaren Gallensduren zu signifikant voneinander abweichen-
den Veranderungen der fikalen und Plasmakonzentrationen zwischen MS-

Erkrankten und gesunden Kontrollen fiihrt.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit erstmals detailliert auf auffallige Unterschiede
der Ernahrungsgewohnheiten zwischen MS-Patienten mit gesteigerten bzw. be-

sonders geringen Messwerten zu Metaboliten des Darmmikrobioms eingegan-
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gen. Dies kann zu einem tiefergehenden Verstindnis beitragen, inwiefern spezi-
fische ernahrungstherapeutische Interventionen den Gehalt an potenziell im-
munmodulierenden und neuroprotektiven Stoffwechselprodukten giinstig be-
einflussen konnten. In diesem Kontext empfiehlt es sich, dass bei zukiinftigen
Erhebungen jene Lebensmittelgruppen mit in dieser Arbeit offengelegten mar-
kanten Abweichungen der durchschnittlichen Verzehrhaufigkeit und -menge
noch praziser abgefragt werden. Im Detail sollte der DEGS1-Ernahrungs-
fragebogen um Angaben zu den konkret verspeisten Gemiisesorten, Hiilsen-
friichten und Nusssorten ergianzt werden. Dariiber hinaus sollte erhoben wer-
den, zu welchem Anteil Kartoffelgerichte unmittelbar nach dem Erhitzen ver-
zehrt oder zunachst abgekiihlt und welche Formen von Eiergerichten praferiert

werden.

Zusammenfassend kann aus dieser Arbeit ein Erkenntnisgewinn iiber bedeut-
same Abweichungen der fikalen und Plasmakonzentrationen von Metaboliten
des Darmmikrobioms zwischen MS- und gesunden Zwillingen einerseits sowie
einer eventuellen nutritiven Beeinflussung des endogenen Vorkommens dieser
Stoffwechselprodukte andererseits resultieren, welche therapeutisch genutzt
werden konnte. Allerdings sind zur Erhohung der externen Validitat der Ergeb-

nisse dieser Arbeit weitere Studien erforderlich.
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6. Zusammenfassung

Es ist moglich, dass Metaboliten des Darmmikrobioms mit potenziell immun-
modulierender Wirkung, wie zum Beispiel kurzkettige Fettsduren und sekunda-
re Gallensauren, im Zusammenhang mit der MS-Pathogenese krankheitsmodi-
fizierende Eigenschaften aufweisen konnten. Allerdings ist der Forschungsstand
hierzu bislang unzureichend. Ziel dieser Arbeit war es daher, Unterschiede der
fakalen und Plasmakonzentrationen von 84 in die MS Twin Study am LMU KIli-
nikum Miinchen eingeschlossenen eineiigen Zwillingspaaren mit Diskordanz
flir MS zu verschiedenen intestinal produzierten Stoffwechselprodukten zu un-
tersuchen. Bei diesen handelt es sich um die kurzkettigen Fettsiauren Acetat,
Propionat, Butyrat und Iso-Butyrat sowie die unkonjugierten und konjugierten
sekundiren Gallensduren Ursodeoxycholsdure, Hyodeoxycholsidure, Deoxychol-
saure und Lithocholsaure. Es wurde sowohl eine Querschnitt- als auch Langs-

schnittanalyse mit bis zu drei Messzeitpunkten durchgefiihrt.

AuBerdem wurden relevante Unterschiede im Kontext der individuellen Ernah-
rungsgewohnheiten, der Entwicklung des EDSS sowie allgemeiner Stoffwech-
selparameter betrachtet. Zudem wurden die Hypothesen aufgestellt, wonach die
Messwerte zu Butyrat, Propionat, Ursodeoxycholsdure und Lithocholsaure bei
MS-Zwillingen im Durchschnitt geringer als bei gesunden Kontrollen sind und
Veranderungen des Gehalts von Butyrat sowie Propionat in Korrelation mit der
Entwicklung des EDSS bzw. der Verzehrhaufigkeit gekochter Kartoffeln stehen.
Die im Rahmen dieser Arbeit ausgewerteten Daten zu den genannten Metaboli-
ten wurden durch das medizinische Personal am Institut fiir Klinische Neuro-
immunologie am LMU Klinikum Miinchen erhoben und durch das Institut fiir
Laboratoriumsmedizin am Universitatsklinikum Regensburg quantifiziert. Die
Angaben zu den Erndhrungsgewohnheiten der Teilnehmer beruhen auf dem

innerhalb der MS Twin Study verwendeten DEGS1-Ernahrungsfragebogen.

Butyrat konnte in der Querschnittuntersuchung bei MS-Patienten im Durch-
schnitt in geringfiigig hoherer Konzentration im Blutplasma bestimmt werden,
wobei die Abweichungen statistisch signifikant sind (1,0 vs. 0,9 umol/l; p=0,02;
dz=0,25). Die zu Beginn dhnlichen Ausgangswerte von Butyrat und Acetat im
Fazes zwischen MS- und gesunden Zwillingen nahmen wahrend der ersten

Messwiederholung eine kontrare Entwicklung, so dass die iiber den Dickdarm
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ausgeschiedene Menge bei letzteren im Mittel jeweils rund ein Drittel hoher
war. Abgesehen davon waren die Resultate zu kurzkettigen Fettsauren zwischen
den Gruppen vergleichbar. Innerhalb der Paare konnten allerdings haufig starke
Differenzen der Messwerte festgestellt werden. In der Querschnittanalyse waren
bei den nicht erkrankten Zwillingen die mittleren Konzentrationen von Ur-
sodeoxycholsaure in den fakalen Proben hoher (162,9 vs. 92,1 nmol/g Trocken-
gewicht; p=0,32), im Blutplasma hingegen geringer (56,2 vs. 73,6 nmol/l;
p=0,09). Auffillig waren zudem gesteigerte Werte von Glykodeoxycholsdaure
(286,3 vs. 191,6 nmol/l; p=0,06) und Deoxycholsaure (409,4 vs. 335,4 nmol/I;
p=0,28) im Blutplasma innerhalb der MS-Kohorte. Wiahrend der ersten Mess-
wiederholung kam es zu einer im Gruppen*Zeit-Vergleich statistisch signifikan-
ten (p=0,049; Eta-Quadrat=0,10) Abnahme des bei der Ausgangsuntersuchung
dahnlichen durchschnittlichen Vorkommens von Lithocholsdure im Fazes um 19
Prozent bei MS- und einem simultanen Anstieg um 24 Prozent bei gesunden
Zwillingen. Ansonsten waren die Resultate zu sekundiren Gallensduren im
Querschnitt wie auch im Langsschnitt zwischen den Gruppen vergleichbar. In
dieser Arbeit gezeigte Unterschiede im Verhiltnis zwischen fakalen und Plas-
makonzentrationen konnten moglicherweise ein Hinweis auf eine bei MS-

Betroffenen veranderte Resorptionsrate einzelner Metaboliten sein.

MS-Patienten mit einem duBerst hohen Gehalt von Propionat im Fizes bzw.
Hyodeoxycholsdure im Plasma verzehrten signifikant seltener Niisse (p=0,03;
r=0,43) bzw. haufiger Eier (p=0,002; r=0,65). Es konnte kein Zusammenhang
zwischen dem Propionat- und Butyratgehalt im Zeitverlauf sowie der Konsum-
haufigkeit von gekochten Kartoffeln bzw. Entwicklung des EDSS nachgewiesen
werden. Die in dieser Arbeit definierten Hypothesen sind daher zuriickzuwei-
sen. Zu den Schwichen dieser Arbeit gehort, dass die Messwerte zu Metaboliten
innerhalb des Darms nicht bestimmt, der Einfluss allgemein anerkannter Risi-
kofaktoren auf die endogene Anwesenheit von durch das Darmmikrobiom pro-
duzierten Stoffwechselprodukten nicht untersucht und der EDSS als einziger

Indikator zur Beurteilung der Krankheitsprogression berticksichtigt wurde.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit einen Erkenntnisgewinn zu Unterschie-
den der fikalen und Plasmakonzentrationen von Metaboliten des Darmmikro-
bioms zwischen MS- und gesunden monozygoten Zwillingen. Allerdings sind fiir

eine hohere externe Validitat der Ergebnisse weitere Studien erforderlich.
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Anlagen

Erhebungsinstrument DEGS1-Erndhrungsfragebogen

Der DEGS1-Ernidhrungsfragebogen wurde vom Robert Koch-Institut urspriing-

lich zur Durchfiihrung des bevolkerungsreprasentativen DEGS1-Gesundheits-

survey konzipiert. Das Robert Koch-Institut hat die allgemeine Genehmigung

erteilt, dass der Fragebogen auch von anderen wissenschaftlichen Einrichtun-

gen (wie dem LMU Klinikum Miinchen) zur Erhebung von Erndhrungsdaten

genutzt werden darf.

Bitte bei jeder Frage nur eine Antwort ankreuzen!

@ Wann sind Sie geboren? ' @ Welches Geschlecht haben Sis? |
D:] [1]s] T] O Mannlich

Manat Jahr O weiblich

& Wie oft haben Sie in den |etzten 4 Wochen Milch jeinschlieflich
Milch fiar Kaffee, Miizh) getrunken?

O nie & Bitte weiter mit Frage 2

) 1 Malim Monat ) 1 Mal am Tag

) 2-3 Mal im Manat ) 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Wache ) 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche () Ofter als 5 Mal am Tag

| 12 | Wenn Sie Milch trinke=n, wie viel trinken Sie davon meistens?

O % Glas {oder weniger)
) 1 Glas (200 mi)

O 2 Glaser

O 3 Gliser

O 4 Glaser {oder mehr)

“1b | Welche Art von Milch trinken Sie meistens?

O Volimilch (mindestens 3 55 Fett)
O Fettarme Milch [1,5% Fett)

) Magermilch {max. 0,3 % Fett)

O Sejamilch

O Laktosefreie Milch

) Anders

-

@ Wie oft haben Sie in den letzten 4 Wochen zuckerhaltige
pedrsp) Lokt
Er

3a

gsgetrinke (z.B. Cola, Li de, Eistee,
Energiegetrinke) getrunken? Nicht gemeint sind Light- Getriinke.

O nNie @) Bitte weiter mit Frage 3

O 1 Malim Monat O 1Malam Tag

QO 2-3 Mal im Monat Q 2Malam Tag

QO 1-2 Mal pro Woche QO 3MalamTag

O 3-4Mal pro Woche O 4-5Malam Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie zuckerhaltige Erfrischungsgetrinke trinken, wie viel
trinken Sie davon meistens?

Q % Glas {oder weniger)

O 1 Glas (200 mi)

O 20Glsser

QO 3 Glaser

Q 4 Glaser (oder mehr)

Wie oft haben Sie kal duzierte Erfrisch
(2-B. Light-Getrinke) getrunken?

B3B!

O Nie © Bitte weiter mit Frage 4

QO 1 Malim Monat QO 1 Malam Tag

Q 2-3 Mal im Monat QO 2Malam Tag

O 1-2mal pro Weche QO 3Malam Tag

O 3-4Mal pro Woche O 4-5Malam Tag

QO 5-6 Mal pro Woche Q Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie kal duzierte Erfrisch B ke trinken,
wie viel trinken Sie davon meistens?

QO % Glas (oder weniger)
O 1 Glas (200 mi)

QO 2CGlaser

Q 3Glaser

O 4 Glaser (oder mehr)
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. Wie aft haben Sie Fruchtsaft {2 5. Orangen-, Apfek, Kirscheafl]
g=trunken? Gemeint ist auch verdinnter Fruchtzaft.

O nie &) Bitte weiter mit Frage 5

In den letzten 4 Wochen...

50 wic ch haben Sie fjB. #
getrunken? Gemeint ist auch verdinmter Gemisesaft.

O 3-4 Mal pro Woche

) 1 Malim Monat D 1 Malam Tag
) 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Wochs (O Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie Fruchtzaft trinken, wie viel trinken Sie davon
meistens?

O % Clas (oder weniger)

O 1 Glas (200 ml}

O 2 Glaser

O 3 Glaser

O 4 Cliser joder mehr)

&] Wi trinket Sie thren Fruchtsaft meistens?

() Unwerdiinnt

O Ebwa !4 Saft und ¥ Wasser
O Ebwa % Saft und b Wasser
O Etwa ¥ Saft und ¥ Wasser

. Wie oft haben Sie Wasser [Leit Mineral 3
aromatisiertes ‘Wasser] getrunken?

© mie ) Bitte weiter mit Frage 7

O Mie & Bitte weiter mit Frage &

) 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Malam Tag

O 1-2 Mal pro Weche O 3 Malam Tag

O 34 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Wochs ) Ofter als 5 Mal am Tag

Sa | Wenn Sie Gemiisesaft trinken, wie viel rinken Sie davan
meistens?
O % Glas (oder weniger)
O 1 Glas (200 ml)
Q) 2 Glaser
() 3 Glaser
O 4 Glaser (oder mehe)

lﬂ] ‘Wie trinken Sie ihren Gemisesafi meistens?

O Unverdinnt

O Ebwa !4 Saft und ¥ Wasser
O Ebwa % Saft und b Wasser
O Etwa ¥ Saft wnd ¥ Wasser

O 3-4 Mal pro Woche
) 5-6 Mal pro Woche

¥ 1 Malirm Monat O 1 Mal am Tag
C 2-3 Mal im Maonat O 2 Malam Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Malam Tag

O 4-5 Mal am Tag
) Ofter als 5 Mal am Tag

O % clas (pder weniger)
O 1 Clas (200 ml)

O 2 Glaser

O 3Glaser

O 4 Glaser {oder mehr}

B3 | Wenn Sie Wasser trinken, wie viel rinken Sie davon meistens?

O 1 Malim Monat

¥ 2-3 Mal im Monat
O 1-2 Mal pro Wache
O 34 Mal pra Woche
() 5-6 Mal pro Woche

. Wie oft haben Sie Friichie: oder Kriuterize getrunken?

O mie @ Bitte weiter mit Frage &

O 1 Mal am Tag

O 2 Mal am Tag

O 3 Malam Tag

O 4-5 Mal am Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

O % Tasse [oder weniger)
O 1 Tasse (150 ml)

) 2 Tassen

) 3 Tassen

O 4 Tassen [oder mehr)

7a | Wenn Sie Friichie: oder Kriuteries trinken, wie viel trinken
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In den letzten 4 Wochen...

. Wit oft kaben Sie Kaffes (auch Cappuccine, Latte Macchiato,
Espresso) getrunken?

O nie @ Bitte weiter mit Frage 10

) 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Manat O 2 Malam Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag
O 3-4 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche () Ofter als 5 Mal am Tag

@ Weiin Sie Kaffes trinken, wie viel triken Sie davon meistens?

O % Tasse joder weniger)
O 1 Tasse
O 1Tassen
O 3 Tassen
O 4 Tassen (ader mehr)

(96| Mehmen Sie ublicherweise Zucker in thren Kaffes?
Nicht gemeint sind SiiBstoffe.
) Mein
O |a, etwa 1 Teeldfel pro Tasse
Q Ja, 2 Teeliffel pro Tasse
O Ja, 3 Teeliffel [oder mehr) pro Tasse

In den letzten 4 Wochen...

- Wie oft haben Sie Wein, Sekt oder Obstwein getrunken?

O Nie @ Bitte weiter mit Frage 13

Q 3-4Mal pro Woche
QO 5-6 Mal pro Woche

QO 1 Malim Monat O 1 Malam Tag
O 2-3 Mal im Monat O 2MalamTag
(o] 1-2 Mal pro Weche (e] 3 Mal am Tag

QO 4-5 Mal am Tag
Q Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

O 1Glas (125 mi)
Q 2Glaser
QO 3Glaser
O 4Glaser

O 5 Glaser (oder mehr)

@ Wenn Sie Wein, Sekt oder Obstwein trinken, wie viel trinken

O 1 Malim Monat
Q 2-3 Mal im Monat
QO 1-2 Mal pro Woche
O 3-4Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro Woche

. Wie oft haben Sie Cocktails oder andere alkoholische
Mischgetrinke getrunken?

O Nie @ Bitte weiter mit Frage 14

O 1MalamTag

QO 2Malam Tag

O 3MalamTag

O 4-5MalamTag

O Ofter als 5 Mal am Tag

O 1 Getrink
O 2 Getrinke
Q 3 Getrinke

O % Getriink (oder weniger)

QO 4 Getranke (oder mehr)

@ Wenn Sie Cocktails oder andere alkoholische Mischgetrinke
trinken, wie viel trinken Sie davon meistens?

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie Bier {alkoholhaltig) getrunken?

O nie @ Bitte weiter mit Frage 11

1 Mal im Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag

) 3-4 Mal pro Wioche ) 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Weche O Ofter als 5 Mal am Tag

@ Weit Sie Bier rinken, wie viel sinken Sie davon meistens?
O % Flasche (oder weniger)
O 1 Flasche (330 ml)
O 2 Flaschen

O 3 Flaschen
O 4 Flaschen {oder mehr)

- Wie oft haben Sie alkoholfreies Bier getrunken?

O Mie © Bitte weiler mit Frage 12

C 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2Malam Tag

C 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 3-4Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro ‘Woche ) Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie alkoholfieies Hler trinken, wis viel binken
Sie davon meistens?
O % Flasche (cder weniger)
O 1 Flasehe (330 ml)
O 2 Flaschen
O 3 Flaschen
O 4 Flaschen joder mehr)

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie hochprozentige alkcholische Getrinke
{2.B. Rum, Weinbrand, Likér, klare Sch getrunk

O Mie @ Bitte weiter mit Frage 15

> 1 Malim Monat ) 1 Malam Tag
O 2-3 Mal im Monat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag
O 3-4Mal pra Wche O 4-5 Mal am Tag

C 5-6 Mal pro Woche () Ofter als 5 Mal am Tag

42| Wenn Sie hochprozentige alkoholische Getrinke trinken,
wie viel trinken Sie davon meistens?
O % Clas (oder weniger)
O 1Glas 2el)
O 2 Claser
O 3 Glaser
O 4 Claser joder mehe)
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In den letzten 4 Wochen

. Wie ot haben Sie Camnflakes auch 2. B. Choco Pops,
Nougat Bits, Fruit Rings) gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 16

> 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Monat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Malam Tag

O 3-4 Ml pro Woche
() 5-6 Mal pro Woche

O 4-5 Mal am Tag
O Ofter als 5 Mal am Tag

Mengenangabe bitte shne Milch.

O % Schale (oder weniger)

O % schale

QO 1 schale Germeint ist eine

O 2 Schalen Dessertschale von
150 ml.

O 3 schalen foder mehr]

S5a ‘Wenn Sie Comflakes essen, wie viel essen Sie davon meistens?

. Wie oft haben Sie Misl gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 17

© 1 Malim Monat O 1 Malam Tag
) 2-3 Mal im Monat O 2 Malam Tag
C 1-2 Mal pro Woche O 3 Malam Tag
O 3-4 mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

:‘Iin Wenn Sie Miisli essen, wie viel essen Sie davon meistens?

" Mengenangabe bitte ghne Milch.
) % Schale {oder weniger)
O % schale
O 1 5chale Gemeint ist eine
) 2 Schalen Dessertschale von
150 ml.

(O 3 Schalen {oder mehir)

,

In den letzten 4 Wochen...

Wie oft haben Sie Vollkornbrot oder Vollkornbréichen
gegeszen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 18

) 1 Mal im Monat O 1 Malam Tag

(O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche (O Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie Vollkornbrot oder Vollkarnbrétchen essen,
wie viel essen Sie davon meistens?

O % Scheibe oder % Britchen {oder weniger)

O 1 Scheibe oder 1 Brétchen

() 2 Scheiben oder 2 Brétchen

O 3 Scheiben oder 1 Brétchen

O 4 Scheiben (oder mehr)

Wi oft haben Sie Graubrot ader Mischbrot gegessen?

O nie & Bitte weiter mit Frage 19

O 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

) 2-3 Mal im Manat O 2Mal am Tag

)} 1-2 Mal pro Woche O 3 Malam Tag

O 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie Graubrot oder Mischbrot essen, wie viel essen
Sie davon meistens?

(0 % Scheibe oder ¥ Brétchen (oder weniger)

O 1 Scheibe oder 1 Brétchen

O 2 Scheiben oder 2 Brétchen

() 3 Scheiben oder 3 Brétchen

(O 4 Scheiben (oder mehr)
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. Wie oft haben Sie Weillbrot oder Britchen (auch Laugen-
briitchen, Fladenbrot) 3

O Mie © Bitte weiter mit Frage 20

) 1 Malim Monat O 1 Malam Tag
C 2-3 Mal im Maonat O 2 Malam Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag
O 34 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche ) Ofter als 5 Mal am Tag

@J Wenn Sie Weillbrot oder Britchen essen, wie viel essen
Sie davon meistens?

(O ¥ Scheibe oder 44 Britchen (oder weniger)

O 1 Scheibe oder 1 Britchen

O 2 scheiben oder 2 Brétchen

(O 3 Scheiben oder 3 Brétchen

O 4 Scheiben {oder mehr)

Wie oft haben Sie Butter oder Margarine [auf Brot ete.)
pegessen?

O nie © Bitte weiter mit Frage 21

O 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

C 2-3 Mal im Monat O 2 Malam Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3Malam Tag
O 34 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

)} 5-6 Mal pro Woche ) Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Butter oder Margarine essen, wie viel essen
Sie davon meistens?

O ¥ Teelaffel oder weniger)

O 1 Tedlffel (gestrichen)

) 2 Teeldffel (gestrichen)

O 3 Teelaffel (gestrichen)

O 4 Teelsffel {nder mehr)

. Wie aft haben Sie Kise [Weich-, Schritt. oder Hartkise]
gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 23

O 1 Mal im Monat O 1 Mal am Tag
) 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag
O 3-4 Mal pro Wothe O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Wochs (O Ofter als 5 Mal am Tag

@ YWenn Sie Kize atsan, wis viel azsen Sie davon meistens?

O % Scheibe oder % Portion {oder weniger)

(O} 1 Scheibe ader 1 Partion

(3} 2 Scheiben oder 2 Partionen Scheibe oder

{333 Schiibes AeleE 3 Protinkin Portion siehe Bild. ]
O 4 Scheiben cder 4 Portionen (oder mehr)

E] Essen Sie fettarmen Kise?

(O} Selten oder nie
O Etwa zur Hilfte
O Uberwiegend
O Weil ich nicht

0

In den letzten 4 Wochen...

.W‘nﬂllﬂhenSi!F-' hk |z. B. Philadelphia, Hil k
gegessen?

O mie & Bitte weiter mit Frage 22

) 1 Maliim Monat O 1 Mal am Tag
(J 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pro Wothe O 4-5 Mal am Tag
) 5-6 Mal pro Weche ) Ofier als 5 Mal am Tag

L

Ea Wenn Sie Frischkise essen, wie viel eszen Sie davon meistens? ;

O % Essliffel (oder weniger)
(O 1 Essliiffel (gestrichen)
O 2 Esslaffel (gestrichen)
O 3 Esslaffel (gestrichen)
O 4 Esslaffel {ader mehr)

Lrﬂb] Exsan Sie fettarinen Frischkase?

) Selten oder nie
O Etwa zur Hilfie
O UOberwiegend
O Wei ich nicht

In den letzten 4 Wochen...

- Wie aft haben Sie Quark, Joghurt oder Dickmilch gagessen?

O nie © Bitte weiter mit Frage 24

) 1 Mal im Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Manat O 2Malam Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag
) 3-4 Mal pra Woche ) 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Quark, Joghurt oder Dicknsilch essen, wis viel
ezsen Sie davon meistens?

O % Becher {oder weniger)

O 1 Becher 200g)

O 2 Becher

O 3 Bacher

) 4 Becher

:E_lj Essen Sie fettarmen Quark, Joghurt oder fettarme Dickmilch?

O selten oder nie
O Ebwa zur Hilfie
O Uberwiegend

O il ich richt
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In den letzten 4 Wochen...

. Wie aft haben Sie Hanig oder Marmelade [auch Sirup]

gegesien?

) 1 Maliim Monat

() 2-3 Mal im Manat
-3 Mal pro Woche
O 3-4 Mal pro Woche
) 5-6 Mal pro Woche

O Mie & Bitte weiter mit Frage 25

O 1 Mal am Tag

O 2 Mal am Tag

O 3 Mal am Tag

O 4-5 Mal am Tag

(O Ofter als 5 Mal am Tag

Sie daven meistens?

O 1 Teelsffel joder weniger)
O 2 Teelsffel (gehiufi)

O 3 Teslsffel (gehiufi)

O 4 Teclsffel (gehiuf

O 5 Tedlaffel joder mehr)

24a| ‘Wenn Sie Honig oder Marmelade essen, wie viel essen

O 1 Maalim Monat

) 2-3 Mal im Manat
) 1-2 Mal pro Woche
O 3-4 Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro Woche

. Wi oft haben Sie Nuss-Nougatcreme gegessen?

O nie @ Bitte weiter mit Frage 26

O 1 Mal am Tag

O 2 Mal am Tag

0 3 Mal am Tag

O 4-5 Mal am Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

O 1 Teeloffel joder weniger)
O 2 Teelaffel (gehiufi)

O 3 Tedlsffel (gehiuf

25a 'Wenn Sie Muss-Nougatcreme essen, wie viel essen

O 4 Teeléffel (gehiuft)
O 5 Teeléffel joder mehr)

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie Gefligel {z.B. Hahnchen, Chicken Nuggets)
gegeszen?

O nie & Bitte weiter mit Frage 28

) 1 Malim Monat

O 2-3 Mal im Manat
O 1-2 Mal pro Weche
O 34 Mal pro Woche
) 5-6 Mal pro Woche

O 1 Mal am Tag

O 2 Mal am Tag

O 3 Mal am Tag

QO 4-5 Malam Tag

Q) Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Gefliigel essen, wie viel essen Sie davon meistens?

O % Partion (oder weniger)

) % Partion —
O _ Mit einer Portion sind |

2 etwa 1 Hihnchenschen.
O 2 Portionen kel [siehe Bild) oder

B Muggets gemeint.

O 3 Portionen [oder mehr)

@ Wie aft war das Geflagel paniert oder frittiert (2. 5. Nuggelsj?
O (Fast) nie
O Etwa !4 des Verzehrs
O Etwa ! des Verzehrs
O Etwa ¥ des Verzehrs
O (Fast) immer

=

In den letzten 4 Wochen...

.'meo«hbens.eaug;aspw.m-a,mm

gegessen?

O 1 Malim Monat
QO 2-3 Mal im Monat
O 1-2mal pro Weche
O 3-4 Mal pro Woche
Q 5-6 Mal pro Woche

O nNie © Bitte weiter mit Frage 27

Q 1 Malam Tag

QO 2MalamTag

O 3MalamTag

QO 4-5Mal am Tag

Q Ofter als 5 Mal am Tag

O % Ei (oder weniger)
Q 1E
O 2Eier
O 3 Eier
O 4 Eier (oder mehr)

:;’]-WennShEIumﬁevidmsiedwmmdﬂm?

In den letzten 4 Wochen...

.Vvedhmmuqu«mmmkhbmsm?

QO 1 Malim Monat
O 2-3 Mal im Monat
O 1-2 Mal pro Woche
Q 3-4 Mal pro Woche
Q 5-6 Mal pro Woche

O nNie @ Bitte weiter mit Frage 29

Q 1 MalamTag

O 2 Mal am Tag

O 3MalamTag

Q 4-5Malam Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Hamburger oder Déner Kebab essen, wie viel
essen Sie davon meistens?

O % Stick (oder weniger)

Q 1 Stiick

O 2 stiick

O 3 stick

(o] 4 Stiick (oder mehr)

. Wie oft haben Sie Bratwurst oder Currywurst gegessen?

O nie © Bitte weiter mit Frage 30

O 1 Mal im Monat
Q 2-3 Mal im Monat
QO 1-2mal pro Woche
O 3-4Mal pro Woche
QO 5-6 Mal pro Woche

O 1MalamTag

QO 2MalamTag

O 3 Mal am Tag

Q 45 Mal am Tag

Q Ofter als 5 Mal am Tag

@'ﬁ;ﬁ; ‘Bnmum oder Eunywws{ mr:nie viel 5
essen Sie davon meistens?

O % Stack (oder weniger)
O 1 stack

Q 2 stick

QO 3 Stiick

O 4 Stikck (oder mehr)
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In den letzten 4 Wochen...

(88 wie o haben Sie Fleisch (2. 8. Sehweinefeisch, RindReisch,
Wildfleisch) gegessen? Nicht gemeint sind Wurst oder Gefligel.

O mie @ Bitte weiter mit Frage 31

) 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Weche () Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Fleisch esten, wie viel essen Sie davon meistens?

O % Partion {oder weniger)

) % Partion

: Mit einer Partion ist
O 1 Fortion etwa 1 Kotelett, 1 Steak
O 2 Portionen oder 1 Schnitzel gerneint; |

Q) 3 Portionen (oder mehr) sche Bid

-

\;3] Wie aft war das Fleisch paniert [z.B. Wiener Schnitzel)?
O (Fast) nie
O Etwa !4 des Verzehrs
O Etwa & des Verzehrs
O Etwa ¥ des Verzahrs
O (Fast) immer

In den letzten 4 Wochen...

. ‘Wie oft haben Sie Schinken gegessen?
O Mie & Bitte weiter mit Frage 33

C 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2Malam Tag

O 1-2 Mal pro Woche O 3 Malam Tag

) 3-4 Wal pro Wioche ) 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Weche O Ofter als 5 Mal am Tag

32a Wenn Sie Schinken essen, wie viel eszen Sie davon meistens?

O % Scheibe
O 1 Scheibe
O 2 Scheiben
O 3 scheiben
() 4 Scheiben joder mehr)

. Wie ot haben Sie kalten Fisch [2. B. Riucherlachs, Matjes,
Thunfizch) gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 34

O 1 Mal im Manat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Monat O 2Malam Tag

O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag

O 3-4mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

(33a] Wenn Sie Lalten Fisch essen, wie viel essen Sie davon
meistens?

O % Partion {oder weniger)

O % Partian

"
© 1 Portion Mit siner Partian ist
O 2 Portionen etwa die Menge eines

Bratbel int. |
© 3 Portionen (sder mehr) ittt (% it

In den letzten 4 Wochen

. Wie oft haben Sie Wurst [z, B. Salami, Leberwurst) gegessen?
Nicht gemeint ist Schinken.

O Mie & Hitte weiter mit Frage 32

) 1 Mal im Monat D 1 Malam Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche (O Ofter als 5 Mal am Tag

Ia Wenn Sie Wurst essen, wie viel essen Sie davon meistens?

O % Scheibe
() 1 Scheibe
) 2 Scheiben
O 3 scheiben
O 4 Scheiben (oder mehr)

31b! Essen Sie fettarme Wurst®

O Selten oder nie
O Etwa zur Hilfke
QO Uberwiegend

O weil ich nicht

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie Fisch als warme Mahlzeit z.B. Seelachs,
Forelle] gegessen?

O mie & Bitte weiter mit Frage 35

) 1 Mal im Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2Malam Tag

O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

3da Wenn Sie Fisch als warme Mahlzeit essen, wie viel
essen Sie davon meistens?

O % Partion {oder weniger)

) % Portion

) —
O 1 Portion [ Mit einer Portion sind |
O 1 Portioren 1 Fischiilet oder 4 Fisch:

)R P {oder mehe) stibchen gemeint.

34b| Wie oft war der Fisch paniert oder frittiert?

Q (Fast) nie

O Etwa 4 des Verzehrs
O Etwa J& des Verzehrs
O Etwa % des Verzshrs

O (Fast) immer
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In den letzten 4 Wochen...

- Wie oft haben Sie frisches Obst (2. B. Apfe, Banane) gegessen?

O Nie @ Bitte weiter mit Frage 36

Q 3-4 Mal pro Woche
QO 5-6 Mal pro Woche

O 1 Malim Monat O 1Malam Tag
O 2-3 Mal im Monat O 2MalamTag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag

O 4-5MalamTag
O Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

Q 1 Stiick oder 1 Schale
Q 2 Stiick oder 2 Schalen
O 3 Stilck oder 3 Schalen

@ Wenn Sie frisches Obst essen, wie viel essen

O % stuck oder % Schale (oder weniger) i—‘ Stiick ist z.5. 1 Apfel

| oder 1 Banane.

| Mit Schale ist eine keine g‘
| Dessertschale von 150 ml

| mit2.8. Erdbeeren oder ||

O 3-4Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro Woche

O 4-5MalamTag
O Ofter als 5 Mal am Tag

| Kirschen int.

O 4 Stiick oder 4 Schalen (oder mehr) “ﬂT_
\
"Wnohhbensiz,_ Obst (2. B. Komp bt)

gegessen?

O Nie @ Bitte weiter mit Frage 37

O 1 Malim Monat O 1 MalamTag

Q 2-3 Mal im Monat QO 2Malam Tag

QO 1-2 Mal pro Woche Q 3Malam Tag

In den letzten 4 Wochen...

gegessen?

. Wie oft haben Sie rohes Gemise (2. B. Kopfsalat, Rohkost)

QO Nie © Bitte weiter mit Frage 38

O 1 Mal im Monat

O 2-3 Malim Manat
Q 1-2 Mal pro Wache
O 3-4Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro Woche

O 1MalamTag

O 2MalamTg

Q 3MalamTag

O 4-5Malam Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

O % Portion (oder weniger)
O % Portion

O 1 Portion

QO 2 Portionen

Q 3 Portionen (oder mehr)

@ Wenn Sie robes Gemuse essen, wie viel essen

—_——
Portion siehe Bild. |

gegessen?

[38) wie of haben Sie Hulsenfichic (z.8. Bohnen, Erbsen, Linsen) |

O Nie © Bitte weiter mit Frage 39

QO 1 Malim Monat

QO 2-3 Mal im Monat
O 1-2mal pro Weche
O 3-4Mal pro Woche
Q 5-6 Mal pro Woche

O 1MalamTag

QO 2Malam Tag

O 3MalamTag

O 4-5 Mal am Tag

Q Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie gegartes Obst essen, wie viel essen
Sie davon meistens? [383) Wenn Sie Hulsenfrichic essen, wie viel essen
Sie davon meistens?

Q % Schale (oder weniger)

(@] % Portion (oder weniger)

O % Schale

O 1 5chale Cemeint ist eine LY Ron

O 2 Schalen Dessertschale von Q 1 Portion
150 ml. QO 2 Portionen

O 3 Schalen (oder mehr)

O 3 Portionen (oder mehr)
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In den letzten 4 Wochen...

Wie oft haben Sie gegartes Gemiise gegessen?

© Mie ) Bitte weiter mit Frage 40

In den letzten 4 Wochen...

- Wie oft haben Sie Mudeln [ B. Spaghetti, Spitzle, Ravioli,
Lasagne) gegessen?

O nie @ Bitte weiter mit Frage 41

O 1 Mal irn Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag

) 3-4 Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro 'Woche

O 4-5 Mal am Tag
) Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie gegartes Gemiise essen, wie viel essen

Sie davon meistens?

O % Partian joder weniger)

) ¥ Portion
O 1 Portion
O 2 Portionen

O 1 Mal i Monat

b 2-3 Mal im Manat
O 1-2 Mial pro Wache
O 3-4Mal pro Woche
) 5-6 Mal pro Woche

O 1 Mal am Tag
O 2 Malam Tag
O 3 Malam Tag
O 4-5 Mal am Tag
) Ofter als 5 Mal am Tag

O ¥ Teller
O 1 Teller
O 2 Teller

O % Teller joder weniger)

@ Werin Sie Nudeln essen, wie viel essen Sie daven meistens?

Partion siche aild.Ji

O 3 Portionen [oder mehe)

‘Wenn Sie gegartes Gemilse essen, dann ist das iblicherweize:

O Fristh frab) eingekauft

O 3 Teller [oder mehr)

. Wie oft haben Sie Reis (auch Couscous, Bulgur) gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 42

O Tiefkiihlgemiise
) Konservengemniise
O Weill ich nicht

O 1 Mal i Menat

¥ 2-3 Mal im Monat
O 1-2 Mal pro Waoche
O 3-4 Ml pra Woche
(O} 5-6 Mal pro Woche

O 1 Malam Tag
O 2 Mal am Tag
O 3 Mal am Tag
O 4-5 Mal am Tag
O Ofter als 5 Mal am Tag

O % Portian
O} 1 Portion
C 2 Portionen

O} % Portion {oder weniger)

© 3 Partionen (ader mehr)

412 Wenn Sie Reis fauch Couseous, Bulgur) essen, wie viel
esgen Sie davon meistens?

[Partion siche itd.

-
J
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. Wie oft haben Sie gekochte Kartoffeln fz. . Salskartoffeln,
Pellkartoffeln, Karoffelklols)] gegessen?

O Mie @ Bitte weiter mit Frage 43

) 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

Q) 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pro Woche QO 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Wochs () Ofter als 5 Mal am Tag

LE.I Wenn Sie gekochte Kartoffeln essen, wie viel essen
Sie daven meistens?

O % Partion oder 1 Kartaffel [eder weniger]

Kartaffeln.
(O 2 Portionen ader 4 Kartaffeln Bslodel

O 2 % Partionen oder 5 Kartoffeln [oder mehr)

: ——
O 1 Portion ader 2 Kartoffeln Gemeint sind
) 1% Partionen oder 3 Kartoffeln mittelgrofe

i

. Wie ot haben Sie gebratene Kariofieln fauch Kroketien oder
Kartoffelpufler) gegessen? Nicht gemeint sind Pommes.

O Mie &) Bitte weiter mit Frage 44

O 1 Maalim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

) 1-2 Mal pro Woche (0 3 Mal am Tag

(3} 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

H m:‘s:'g:::;nmﬁn sssen, whe viel stsen
O % Teller {oder weniger)
) Teller
O 1 Teller
O 2 Teller
() 3 Teller [ader mehr)

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie Pommes Frites gegessen?

O Mie @ Bitte weiter mit Frage 45

C 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag
) 3-4 Mal pro Wioche ) 4-5 Mal am Tag
O 56 Mal pro Weche O Ofter als 5 Mal am Tag
w -

dda| Wenn Sie Pormnmes Frites essen, wie viel essen
" Sie davon meistens?

O % Partian joder weniger)

O % Portion
1 Porti - -
o o Cemeint ist eine
) 2 Portionen mittlere Partion
am Imbissstand.
-~

O 3 Portionen (sder mehr)

. Wie oft haben Sie Pizza gegessen?

O Mie & Bitte weiter mit Frage 46

O 1 Mal im Manat O 1 Malam Tag
¥ 2-3 Mal im Monat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Malam Tag

O 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag
(O} 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

O % Partian {oder weniger)
) ¥ Portion
Q 1 Portion | Mt miner Portion ist

O 2 Portionen eine Tiefkithlpizza von |
etwa 350 g gemeint.
— e J

1

O 3 Portionen [oder mehr)
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In den letzten 4 Wochen...

{auwch Muffins, Apfeltasch

. Wie oft haben Sie Kuchen, Torten oder £ila Backwaren

O nie & Bitte weiter mit Frage 47

) 1 Malim Monat

O 2-3 Mal im Manat
O 1-2 Mal pro Weche
O 34 Mal pro Woche

O 1 Mal am Tag
) 2 Mal am Tag
O 3 Mal am Tag
O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche () Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie Kuchen, Torten oder siie Backwaren essen,
~ wie viel eszen Sie davon meistens?
O % Stick [eder weniger)
O 1 Stikek
Q) 2 Stiick
() 3 Stibck
O 4 Stikek [oder mehr)

-W-enllnb-ensielc:l_se[?_s_ kekse, Pisteeh

O nie @ Bitte weiter mit Frage 48

O 1 Malim Maonat O 1 Mal am Tag
) 2-3 Mal im Manat D 2 Malam Tag
O} 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag
O 34 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5§ Mal am Tag

@ ‘Wenn Sie Kekse essen, wie viel essen Sie davon meistens?
 —

O 2 Kekse [oder weniger)
O 3 Kekse

O 4 Kekse

O 5 Kekse

O & Kekse [ader mehr)

In den letzten 4 Wochen...

. Wie aft haben Sie Schokolade oder Schokoriegel jauch Pralinen)
gegessen?

O nie & Bitte weiter mit Frage 49

) 1 Mal im Monat O 1 Mal am Tag
O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag
O 1-2 Mal pro Wache O 3 Mal am Tag
O 3-4 Mal pro Woche O 4-5 Mal am Tag

) 5-6 Mal pro Woche () Ofter al 5 Mal am Tag

482 'Wenn Sie Schokolade oder Schokoriegel essen, wie viel
essen Sie davon meistens?

O % Keinen Schokoriegel (oder weniger)

O % Tafel oder 1 keinen Schokoriegel

Q) % Tafe oder 1 grofen Schokoriegel

O 1 Takel eder 2 grofie Schokariegel Gemeint ist gine

| Tafel 100
O 2 Takein joder mehi] bkl i)

- Wie it haben Sie Sifigkeiten (2. 5. Banbons, Fruchigummi,
i Lokt

O Mie &) Bitte weiter mit Frage 50

O 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

O 2-3 Mal im Manat O 2 Mal am Tag

) 1-2 Mal pro Woche (O 3 Mal am Tag

() 3-4 Mal pra Woche O 4-5 Mal am Tag

O 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

@ Wenn Sie SRighsiten atsen, wie viel sssen Sie davon meistens?
) 1 Stikck

O 2-5 Stk

O &-10 Stisck

O 11-20 Stick

O 21 Stick joder mehr)
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In den letzten 4 Wochen...

' Wie oft haben Sie Eis gegessen?

QO 1 Malim Monat

O 2-3 Mal im Monat
O 1-2mal pro Wache
Q 3-4 Mal pro Woche
QO 5-6 Mal pro Woche

O Nie © Bitte weiter mit Frage 51

O 1 MalamTag

O 2 Mal am Tag

O 3MalamTag

O 4-5MalamTag

O Ofter als 5 Mal am Tag

Wenn Sie Eis essen, wie viel essen Sie davon meistens?

Q % Kugel (oder weniger)
O 1 Kugel
O 2 Kugeln oder 1 Eis am Stiel

O 3 Kugeln

QO 4 Kugeln (oder mehr)

QO 1 Malim Monat
O 2-3 Mal im Monat
O 1-2mal pro Weche
QO 3-4Mal pro Woche
QO 5-6 Mal pro Woche

. Wie oft haben Sie Kartoffelchips gegessen?

O nie © Bitte weiter mit Frage 52

QO 1 Malam Tag

O 2MalamTag

O 3MalamTag

Q 4-5MalamTag

QO Ofter als 5 Mal am Tag

Sie davon meistens?

O % schale
Q 1 5chale
O 25chalen

O % Schale (oder weniger)

O 3 Schalen (oder mehr)

Eﬂ] Wenn Sie Kartoffelchips essen, wie viel essen

Gemeint ist eine

150 ml.

Dessertschale vonl

In den letzten 4 Wochen...

. Wie oft haben Sie Salzgebick cder Cracker [z B. Salestangen)

gegessen?

) 1 Mal im Monat

QO 2-3 Mal im Monat
O 1-2 Mal pro Wache
O 3-4 Mal pro Woche
) 5-6 Mal pro Wache

O Nie & Bitte weiter mit Frage 53

O 1 Malam Tag

O 2Malam Tag

O 3MalamTag

O 45 Malam Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

E] Wenn Sie Salzgebick oder Cracker essen, wie viel essen
Sie davon meistens?

O k% Schale oder weniger)

O 3 schalen joder mehe)

O % Schale
O 1 5chale Gemeint ist eine
O 2 5chalen Dessertschale von

150 mil.

- Wie oft haben Sie Miisse [z. B. Erdniisse, Walniisse, Haselniksse)

gegessen?

QO 1 Mal im Monat

O 2-3 Malim Monat
O 1-2 Mal pro Wache
Q) 3-4 Mal pro Woche
O 5-6 Mal pro Woche

) Nie & Bitte weiter mit Frage 54

O 1 MalamTag

O 2 Mal am Tag

O 3 Malam Tag

O 4-5Malam Tag

O Ofter als 5 Mal am Tag

O % Portion
O 1 Partien
) 2 Portisnen

) ) Portion (oder weniger)

) 3 Particnen [oder mehr)

53a| Wenn Sie Misse essen, wie viel essen Sie davon meistens?

T ——
(-PUII'IJH siehe Eid.)i
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- ‘Welches Fett verwenden Sie bei der Zubereitung von
Fleisch ader Fisch hauptsschlich?

O Butter, Margarine

O Olivensl

)} Pllandiches Kochfett (= B. Biskin, Palmin)

O Tierisches Kochfett (z. B. Schmalz)

O Sonnenblumen., Distel-, Keim., Rapsal ete.

O weil ich nicht

O Kein

. Welches Fett verwenden Sie bei der Zubereitung won
Germilze hauptsichlich?

O Butter, Margarine

) Oliwensl

O Pflangiches Kechfett (z. B. Biskin, Palmin)

O Tierisches Kochfett (z. B. Schmalz)

O Sonnenbluren., Distel., Keim-, Rapsl ste.

O weill ich niche

O Kein

. Essen Sie dblicherweise vegetarisch?
D Mein & Bitte weiter mit Frage 57
OhR

FE] Welche der falgenden Lebensmitteln essan Sie gichd?
Mehrfachangaben méglich.

O Fleisch, Gefligel und Wurst

O Fisch

O Milch und Milchpradukte

O Eier

Wie hiufig nderwndte buutnn S‘z uscmndamf
frischen Lebensmitteln sine warme Mahlzeit (Mittag. cder
Abendessen) selbst 202

O Taghch

O 5-6 Mal pro 'Woche

) 3-4 Mal pro Woche

O 1-2 Mal pro Woche

O Mie

Vielen Dank fiir die Beantwortung der Fragen!

Es ist for unsere Auswertung wichtig, dass |hre Angaben vollstindig
sind. Deshalb bitten wir Sie, den Fragebogen nochmals durchzublit-
tern wnd zu prifen, ob

» Sie keine Seiten lbersprungen haben.

» Sie bei korrigierten Angaben die korrekte Antwort urnkreist haben.

Wisden Dank.
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Selbststandigkeitserklarung

Ich erkliare hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig
verfasst und dabei keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe.
Samtliche Stellen der Arbeit, die im Wortlaut oder dem Sinn nach Publikationen
oder Vortragen anderer Autoren entnommen sind, habe ich als solche kenntlich
gemacht. Die Arbeit wurde bisher weder gesamt noch in Teilen einer anderen

Priifungsbehorde vorgelegt und auch noch nicht veroffentlicht.

Miinchen, 26.02.2024
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