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Zielstellung

1. Zielstellung

Wir leben in einer standig dlter werdenden Gesellschaft, der es an Konsumgtitern, vor allem
Lebensmitteln, nicht mangelt. Inzwischen verursacht dieser Zustand erstzunehmende
gesundheitliche Konsequenzen. Nicht nur steigt die altersbedingte Morbiditdt, ebenso
hdufen sich Erkrankungen deren Entstehung auf Ubergewicht und Bewegungsmangel
zuriickzufihren sind. Somit ist nicht nur das Verstandnis der pathologischen Mechanismen in
Folge von Ubergewicht und Bewegungsmangel von Bedeutung, sondern auch die Interaktion
mit dem Alterungsprozess und den beeinflussenden Faktoren der Lebens- und
Gesundheitsspanne.

Nach den aktuellen Leitlinien wird bei bestehender Adipositas eine Gewichtsreduktion
empfohlen. Deren Effekte werden oft kurzfristig als positiv bewertet, die langfristigen Folgen
sind aber unklar. In der vorliegenden Arbeit wurde eine prospektive Nachbeobachtung der
Studie Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam (MeSyBePo) realisiert. Diese Studie schlieft
insgesamt (ber 2000 Teilnehmer mit Querschnittsdaten ein. Verlaufsdaten anthro-
pometrischer und metabolischer Parameter wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit von
bisher 584 Teilnehmern mit einem mittleren Follow-up von 5,3 Jahren ausgewertet. Mit Hilfe
dieser prospektiven Studie sollten Pradiktoren fir die Diabetesentstehung und fir
metabolische Veranderungen identifiziert und untersucht werden. An eine Subkohorte von
60 Teilnehmern einer Interventionsstudie zur Gewichtsreduktion mit nicht-randomisierten
Kontrollen, wurde eine separate Fragestellung adressiert. In Abhdngigkeit des
Gewichtsverlaufs sollte eine Abschatzung des langfristigen, anhand von Scores kalkulierten,
kardiovaskuldren Risikos erfolgen. Des Weiteren diente die Subkohorte der Validierung der
Selbstangaben der Probanden zum Gewichtsverlauf und dem Vergleich der Verdnderungen
von metabolischen Parametern unter der Intervention im Langzeitverlauf.

In Anbetracht der epidemiologischen Hinweise, dass eine gewollte Gewichtsabnahme auf
Dauer sogar die Lebenserwartung einschranken kann, wurde in einem zweiten Teil der
Promotion ein experimenteller Ansatz gewahlt, um die molekularen Mechanismen und das
Zusammenspiel von Gewichtsreduktion und Alterungsprozess bzw. der Lebensspanne
untersuchen zu kénnen. Hier wurde der Nematode C.elegans als Modell etabliert und die
Effekte kurzfristiger und repetitiver Kalorienrestriktion analysiert. Es ist bislang unklar, ob
eine zeitlich begrenzte Gewichtsreduktion, die beim Menschen typischerweise von einer
Gewichtszunahme abgel6st wird, tatsadchlich einen Effekt auf die langfristige Morbiditat und
Mortalitdt hat. In C.elegans ist gezeigt, dass eine dauerhafte Kalorienrestriktion zu einer
Verlangerung der Lebensspanne fiihrt.  Vergleichbar fiihrt eine  dauerhafte
Gewichtsabnahme, wie sie durch bariatrische Chirurgie erreicht wird, ebenfalls zu einer
Lebensverlangerung bei morbid adiposen Menschen. Ob eine diatetisch induzierte
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Zielstellung

Gewichtsabnahme, die fast unweigerlich auf lange Sicht wieder von einer Gewichtzunahme
begleitet wird, nicht sogar schadlich ist, ist vollig unklar. Wir haben hier untersucht, wie sich
kurzfristige Kalorienrestriktion mit nachfolgender ad-libitum Fitterung auf die Lebensspanne
bei C.elegans auswirkt. Zusatzlich haben wir versucht, mittels Metabolitenprofilen die
Stoffwechselwege zu identifizieren, die genetische und didtetische Langlebigkeitsmodelle

verbinden und damit zentral in der Regulation der Lebensspanne sind.

Damit ergaben sich zusammengefasst folgende Ziele dieser Arbeit:

1. Etablierung einer Nachbeobachtung fiir die MesyBepo Studie, um Pradiktoren flir das
metabolische Syndrom identifizieren zu kénnen.

2. Etablierung eines Langzeit-Follow-up einer Gruppe von Patienten mit standardisierter
Intervention und gewollter Gewichtsabnahme, um die Effekte einer kurzfristigen
Gewichtsabnahme im Langzeitverlauf beurteilen zu kdnnen.

3. Analyse von verschiedenen Fiitterungsregimen mit unterschiedlicher Nahrungs-
verfligbarkeit auf die Langlebigkeit bei C.elegans

4. Analyse von Metabolitenprofilen in unterschiedlichen genetischen und didtetischen
Langlebigkeitsmodellen von C.elegans, um zentrale Stoffwechselwege in der Regulation

der Lebensspanne zu identifizieren.



Hintergrund

2. Hintergrund

2.1 Ubergewicht und Adipositas

Ubergewicht (BMI 25-30 kg/m?®) und Adipositas (BMI > 30 kg/m?®) bezeichnen beide eine
Vermehrung des Korpergewichts [1] mit unterschiedlichem AusmaR, wobei Adipositas eine
ausgepragte Vermehrung des Korpergewichts beschreibt. Hiufig geht Ubergewicht im
Verlauf mehrerer Jahre in eine manifeste Adipositas Gber [2]. Gut 50% aller Deutschen waren
2003 (lbergewichtig, 13% sogar adipds [2]. Neue Berechnungen zur Adipositaspravalenz

gehen sogar von 30% bis zum Jahr 2015 aus [3].

Der steigende Anteil an Korperfett gilt als Folge eines Gberwiegend sitzenden Lebensstils in
Kombination mit ungesunder Ernidhrung [1]. Ubergewicht sowie Adipositas beeintrichtigen
die Gesundheit, wobei Ubergewicht u.a. das Risiko fiir chronische Erkrankungen wie
Diabetes, Bluthochdruck oder Arteriosklerose erhoht [2, 3]. Allgemein gilt, dass mit
fortschreitender Zunahme des Korperfetts das Risiko flir assoziierte Erkrankungen und die
Gesamtmortalitdt steigt [4, 5]. Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Entstehung von
Komplikationen ist die Korperfettverteilung. So wird zwischen einer abdominellen bzw.
viszeralen Fettverteilung, welche die Bauchregion und damit die Eingeweide betrifft, und
einer peripheren Fettverteilung, welche vorwiegend Beine und Hifte aber auch die Arme
betrifft, unterschieden. Insbesondere die viszerale Adipositas ist, im Vergleich zur peripheren
Adipositas, mit gesundheitlichen Risiken verbunden [4, 5]. Als Ursache gilt dabei
insbesondere das intraabdominale Fettgewebe, dessen hohe endokrine Aktivitdt zu
Veranderungen intrazellularer Signalwege sowie der Sekretion bedeutender Signalstoffe

fuhrt [6].

Mogliche Folgeerkrankungen konnen Storungen des Kohlehydratstoffwechsels wie
Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2, Fettstoffwechselstérungen, wie Hyper- oder
Dyslipidamien aber auch arterielle Hypertonie sein. Je nach Schweregrad und Kombination
der einzelnen Symptome und Erkrankungen spricht man vom Metabolischen Syndrom [6, 7].
Dieser Symptomenkomplex weist ein hohes atherogenes Potential auf und gilt als
wesentlicher Risikofaktor fiir koronare Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz und Schlaganfall
[2, 3]. Als praventive MalRnahme zur Vorbeugung von Ubergewicht gelten laut WHO - ein
geringer Verzehr von Fett dafiir ein erhohter Verzehr von Friichten und Gemduse, die
eingeschrankte Aufnahme von Zuckern, viel Bewegung mit dem Ziel einer ausgeglichenen
Energiebilanz und einem Normalgewicht [1]. Praventive und therapeutische MaRnahmen
werden jedoch haufig aufgrund psychischer und soziokultureller Ursachen (z.B. fehlenden
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Hintergrund

Willen zur Verdnderung) [2, 8], aber auch aufgrund von vielfiltigen und komplexen
genetischen Pradispositionen erschwert [9]. So ist der Bedarf an erfolgreichen individuellen

als auch an populationsbasierten Ansatzen sehr hoch [2].

2.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus bezeichnet eine chronische Stoffwechselerkrankung, gekennzeichnet durch
erhohte Blutglukosewerte. Der Diabetes mellitus wird in zwei Hauptformen unterschieden:
dem Typ-1-Diabetes (T1IDM) und dem Typ-2-Diabetes (T2DM) [10].

Etwa 10% der Diabetiker leiden an T1IDM. Dieser betrifft meist Kinder und Jugendliche, die
unter einer verminderten Insulinabgabe bzw. an einem vollstandigen Insulinmangel leiden.
Begriindet ist dies durch eine Autoimmunreaktion des Kérpers gegen die Langerhansschen-
Inselzellen des Pankreas. Die Behandlung des T1DM erfolgt durch Zufuhr von Insulin. Der
GroRteil der Diabetiker (90%) ist vom Typ 2 betroffen. Es handelt sich dabei meist um
Erwachsene mittleren bis héheren Alters, jedoch steigt auch die Zahl der betroffenen Kinder
und Jugendlichen stetig an. Der T2DM ist stark von genetischen als auch von Umweltfaktoren
abhangig. So produziert das Pankreas zunachst nur relativ zu wenig Insulin, zudem ist dessen
Sekretion verzdgert und die Wirkung am Zielgewebe reduziert. In Folge einer unzureichenden
Kompensationsreaktion kommt es zur Manifestation des T2DM. Mit dem T2DM sind
zahlreiche  mikrovaskuldre und makrovaskuldare = Komplikationen assoziiert: Als
mikrovaskuldren Schaden treten Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie auf, die
makrovaskularen Schaden beziehen sich auf grofRe Arterien (Makroangiopathie), wodurch
kardiovaskuldre Erkrankungen auftreten konnen (Schlaganfall und Herzinfarkt). Im Gegensatz
zum T1DM manifestiert sich der T2DM meist langsam und unbemerkt. Die Entwicklung von

T2DM ist stark mit Ubergewicht und Adipositas assoziiert [10].

Der T1DM wird Uiber den Nachweis der entsprechenden Autoantikdrper diagnostiziert. Der
T2DM kann in mehreren Stufen auf Grundlage der Diagnostik (Nichternglukose, oraler
Glukosetoleranztest — oGTT oder HbAlc) eingeteilt werden. So erfolgt eine Unterscheidung
zwischen einer gestorten Nichternglukose (impaired fasting glukose = IFG) und einer
gestorten Glukosetoleranz (impaired glukose tolerance = IGT) an Hand von Grenzwerten der

Blutglukosekonzentration [10, 11] (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Einteilung zur Unterscheidung von Storungen des Glukosestoffwechsels.
Gestorte Nichternglukose (impaired fasting glucose = IFG), gestorte Glukosetoleranz (impaired
glucose tolerance = I1GT),Typ 2 Diabetes mellitus = T2DM, Einteilung ADA 2004 [10]

Nichtern- Blutzucker 120 Min HbAlc
blutzucker (mg/dl) (mg/dl) (%)
Gesund <100 <140 <5,7
IFG 100-109,99 >140
IGT <100 140-199,99
IFG/IGT 100-109,99 140-199,99 5,7-6,5
T2DM 2110 2200 26,5

2.3 Regulation von Energiehomoostase und Koérpergewicht

Uber die Nahrung erhalten wir Stoffe fiir den Aufbau und die Erneuerung von Képersubstanz.
Ebenso dienen sie durch die Gewinnung der dafiir notwendigen Energie der
Aufrechterhaltung physiologischer Korperfunktionen. Die Regulation der Nahrungszufuhr
und somit der Energiebilanz des Korpers erfolgt durch ein neurohumorales System [12],
welches unter anderem im Hypothalamus reguliert wird. Hier wird durch sensorische,
neuroendokrine und metabolische Signale die Energiehomoéostase reguliert [13]. Die
zentralnervose Verarbeitung dieser Signale wirkt sich auf die Energiezufuhr und den
Energieverbrauch aus z.B. durch Hunger, Sattigungsverhalten oder korperliche Aktivitat, die
auch rickwirkend wieder als Modulatoren des System wirken [8, 14]. Diese Regulation tragt
zur Aufrechterhaltung eines relativ konstanten Korpergewichts bei [14]. Sie ist Teil
physiologischer Mechanismen, die nur unter extremen Bedingungen Abweichungen eines
individuell festgelegten Korpergewichts zulassen [8, 15]. So wurde aus Daten von
Tiermodellen die Set-Point-Hypothese abgeleitet [14]. Diese besagt, dass das individuelle
Korpergewicht unter bestimmten Umweltbedingungen determiniert ist und bei diesem
Gewicht die Energieaufnahme dem Verbrauch entspricht. Wenn dies nicht der Fall ist, konnte
einerseits bei einem zu hohen oder gar zu niedrigen Korpergewicht relativ zum individuellen
Setpoint die Nahrungsaufnahme, Energieverbrauch bzw. korperliche Aktivitdt angeglichen
werden [8, 14].

Diese Mechanismen scheinen sich jedoch nicht exakt auf den Menschen Ubertragen zu
lassen. So wird der Effekt einer erzwungenen Gewichtsreduktion aufgehoben, sobald die
Individuen wieder uneingeschrankten Zugang zu Nahrung haben [8, 14]. Das

Ausgangsgewicht wird sehr schnell wieder erreicht und haufig sogar deutlich
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Uberschritten [8], welches dann auf diesem neuen Niveau gehalten wird. Die Regulation ist
demnach asymmetrisch, eine Gewichtsabnahme wird weniger toleriert als eine Zunahme.
Die Zunahme wird demnach begilinstigt bzw. zeitweise, insbesondere altersabhangig, nicht
ausreichend kompensiert [14]. Diese mangelnde Kompensation einer adipogenen Umwelt
bedingt eines der groRten gesundheitlichen Probleme industrieller Staaten: einen

Uiberproportionalen Anstieg von Ubergewicht und Adipositas.

2.3.1 Endokrines System und Kontrolle des Kdrpergewichts

Das Endokrine System wund das Nervensystem sind wichtige Kontroll- und
Kommunikationssysteme des Organismus. Sie steuern die Korperfunktionen, von Wachstum
Uber die Fortpflanzung bis zur Verdauung. Als Mediatoren zur Signalvermittlung des
endokrinen Systems dienen Hormone, die in endokrinen Driisen oder in Einzelzellen
verschiedener Organe gebildet werden. Zu den klassischen Syntheseorten gehoéren die
Adenohypophyse, die Schilddriise, die Nebenschilddriise, die Nebennierenrinde, das
endokrine Pankreas, sowie die Gonaden. Von dort aus gelangen die Hormone (ber den
Blutkreislauf (endokrin) zu ihren Zielzellen, wirken direkt auf Nachbarzellen (parakrin), oder
direkt am Syntheseort (autokrin). Die jeweilige Wirkung wird iber Hormonrezeptoren, die an
der Plasmamembran, im Zytosol oder Zellkern lokalisiert sind, vermittelt. Die Hormonwirkung
wird endogenen Rhythmen (u.a. Alterungsprozess, Menstruationszyklus, zirkadianer
Tagesrhythmus) und akuten Anforderungen angepasst. Dies geschieht auf allen Ebenen, von
Synthese, Giber Sekretion und Transport bis hin zur Wirkung am Rezeptor.

Auch der Gastrointestinaltrakt ist als ein Gewebe bekannt, das grofe Mengen von Hormonen
produzieren kann. Zu den sekretorisch wirksamen Geweben mit zunehmender Bedeutung
zahlen seit kurzem Fett, Muskel als auch die Leber. Sowohl der Gastrointestinaltrakt als auch
das Fettgewebe sind in der Lage, die Verdauung bzw. die Speicherung und Verfiigbarkeit von
Nahrstoffen wesentlich zu beeinflussen. Besonders dem Fettgewebe kam in den letzten
Jahren eine besondere Bedeutung als hormonell aktives Gewebe zu. Es sezerniert ,Adipokine’
und hat damit wesentlichen Einfluss auf die Pathogenese von Adipositas und Diabetes. Die
vom Muskelgewebe abgegebenen ,Myokine’, sowie die von der Leber als ,Hepatokine’
bezeichneten Hormone und hormondhnlichen Stoffe scheinen ebenfalls eine bedeutende
Rolle in Bezug auf Adipositas [16, 17], Diabetes [17-19] und korperlicher Aktivitat [20]
einzunehmen und sind daher im Fokus aktueller Studien. Ebenso kdnnen die Vorhofe des
Herzens (Natriumhomoostase) sowie die Niere (Wasser- und lonenhaushalt) neben anderen

Geweben wie die Haut Hormone produzieren.
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2.3.2 Fibroblasten-Wachstumsfaktor 21 (FGF21)

Hormone sind korpereigene Substanzen, die nach der klassischen Definition aus endokrinen
Driisen in den Blutkreislauf abgegeben werden, um spezifisch an Zielorganen zu wirken.
Inzwischen ist diese Definition um hormondahnliche Stoffe, wie zum Beispiel Neurotransmitter
erweitert, ebenso kdnnen sowohl Proteine als auch Peptide, Aminosaureanaloga und
Aminosadurederivate, Steroide, Lipide oder Fettsdaurederivate, Eicosanoide und Vitamine als
Hormone oder hormonahnliche Stoffe klassifiziert werden.

Hormone wie Insulin und Glucagon wirken regulatorisch im Stoffwechsel indem sie die
Bereitstellung von Substraten regulieren und damit Einfluss auf die Energiehomdostase je
nach Nahrstoffversorgung nehmen. Ein hormonahnliches Peptid der Leber, ein Hepatokin,
der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 21 (FGF21) scheint ebenfalls metabolisch aktiv zu
sein [21].

FGF21 gehort zu einer Familie von Genen, die 23 Proteine codiert. Sie lassen sich in
3 Gruppen einteilen von denen die erste, die kanonischen FGFs, extrazelluldar vorkommen
und Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren auf der Zelloberfliche binden, um intrazelluldre
Signalkaskaden zu aktivieren. Diese erste Gruppe der FGFs wirkt ausschliefRlich autokrin bzw.
parakrin. Die FGFs der zweiten Gruppe agieren als intrazelluldre Signalmolekiile dhnlich ihren
extrazellularen Vertretern [21, 22]. Zur dritten Gruppe, den hormonahnlichen FGFs, gehort
auch FGF21. Hormondahnliche FGFs agieren hauptsachlich lber die FGF-Rezeptorbindung und
verlangen alpha- oder beta-Klotho also Cofaktoren [22]. Interessanterweise lassen sich
kanonische und intrazellulaire FGFs in Vertebraten als auch in Invertebraten finden,
hormonahnliche FGFs lieRen sich bisher jedoch nur in Vertebraten nachweisen.

FGFs haben diverse Funktionen in der Entwicklung, Reparatur und im Stoffwechsel von
Organismen. lhnen kommt eine groRe Bedeutung in der Organdifferenzierung wahrend der
Embryonalzeit zu. Ohne FGFs ware die Zell- und Gewebsdifferenzierung nicht moglich [22]. In
die Gruppe der hormonahnlichen FGFs gehdren FGF15 und FGF19, sowie FGF21 und FGF23.
FGF15 hat bedeutenden Anteil an der Entwicklung des Nervensystems [22]. FGF19 kommt
eine Bedeutung im Wachstum und der Differenzierung von Herz und Nervensystem in den
frihen Entwicklungsstadien zu [23]. FGF15 als auch FGF19 haben zudem Anteil an der
Regulation des Gallensdurestoffwechsels [22]. FGF23 wiederum ist ein physiologischer
Regulator des Serumphosphatspiegels sowie des aktiven Vitamin D Spiegels.

Die Hauptfunktionen von FGF21 sind bisher noch nicht im Detail geklart, man vermutet diese
aber im Stoffwechsel [21, 22]. So ist bereits aus in vitro- und in vivo-Studien bekannt, dass
FGF21 in den Kohlehydrat- als auch in den Lipidstoffwechsel eingreifen kann [21, 22], indem
es die Insulinsensitivitat steigert, den Triglyceridspiegel senkt [24], die Lipolyse und

Ketogenese in der Leber stimuliert [21, 25], sowie die Glukoseaufnahme in den Fettzellen
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verbessert [24]. Insbesondere scheint FGF21 erst im Fall einer andauernden Hungerphase

anzusteigen und unter diesen Umstanden, in den Stoffwechsel einzugreifen.

2.3.3 Vaspin

Das Fettgewebe erfiillt viele lebensnotwendige Funktionen, darunter die Thermoregulation,
der Schutz der inneren Organe, sowie Produktion von Steroidhormonen [17, 26]. Es besitzt
zudem eine sekretorische Kapazitat, die abhdngig von der Masse des Fettgewebes ist [26]. Zu
den vom Fettgewebe sezernierten Adipokinen zahlt unter anderem Vaspin [27]. Vaspin ist
zusatzlich den Serpinen zuzuzordnen [28, 29], einer Proteinklasse die Serinproteasen hemmt.
Sie kommen in allen Lebewesen ubiquitdr vor, mit der Hauptaufgabe der Regulation der
Proteaseaktivitdt. Humanes Vaspin setzt sich aus 415 Aminosduren zusammen. Auch wenn
Vaspin den Serpinen zuzuordnen ist, konnte bisher keine Serinprotease identifiziert werden,
die von Vaspin gehemmt wird. Ebenso konnte bisher bisher nicht gezeigt werden, dass
rekombinantes Vaspin die Proteaseaktivitdt von Trypsin und anderen Proteasen hemmen
kann [30].

Die Adipositas geht mit einer Fehlfunktion bzw. einer Entziindung des Fettgewebes einher,
welche mit breitgefacherten Gesundheitsproblemen verbunden ist [31, 32]. Dabei kommt es
zu einer Verschiebung der ausgesendeten Signale in die proinflammatorische, atherogene
und diabetogene Richtung [27, 31-33]. GroRen Anteil daran hat die erhdhte Produktion
proinflammatorischer Adipokine [34, 35]. Welche Rolle Vaspin innerhalb dieser
Mechanismen hat, und ob es pro- oder antiinflammatorisch wirkt, kann bisher noch nicht
eindeutig bestimmt werden. Entdeckt wurde es im Tiermodell fiir Adipositas und T2DM [30]
und wird dort hauptsachlich vom viszeralen Fettgewebe sezerniert [30, 36]. Exprimiert wird
es vorwiegend in Haut, Hypothalamus, Pankreas und Magen [30].

In Gbergewichtigen Mausen verbesserte es die Glukosetoleranz, Insulin-Sensitivitdt und
verminderte die Nahrungsaufnahme [37]. Auch Daten humaner Studien lassen den
Rickschluss auf Zusammenhidnge zwischen hohen Vaspin-Spiegeln und erhdhtem
Korpergewicht sowie erhohten Vaspin-Spiegeln und der Regulation des Blutzuckers zu [27,
37, 38]. Bisher ist unklar, wie die Sekretion von Vaspin mit der Insulin-Sensitivitdt und dem

Glukose-Stoffwechsel verbunden sein konnte [37].
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2.4 Therapieoption Gewichtsreduktion

Mit fortschreitendem Ubergewicht steigt das Gesundheitsrisiko fiir chronische Erkrankungen
sowie die Gesamtmortalitdit [2-5]. Ziel jeder Adipositastherapie ist daher eine
Gewichtsreduktion zur Verbesserung der Adipositas-assoziierten Risikofaktoren und
Erkrankungen. Je nach Schweregrad der vorliegenden Adipositas wird eine
Gewichtsabnahme von mindestens 5% bis maximal 30% des Ausgangskorpergewicht
angesetzt [39]. Dabei soll das Gesundheitsverhalten langfristig verbessert werden, um damit
die Lebensqualitdt zu verbessern und dauerhaft das Gewicht zu halten [39]. Entsprechend
der Leitlinie zur Pravention und Therapie von Adipositas [39] setzt sich eine mogliche
Therapie aus drei Komponenten wie folgt zusammen: (1) Die Erndhrungstherapie sieht eine
verminderte Kalorienaufnahme téaglich vor, welche (iber eine konsequente Fettreduktion,
eine maRig energiereduzierte Mischkost oder auch Uber den Mahlzeitenersatz mit Formula-
Produkten erfolgen kann. (2) Zusatzlich soll im Rahmen der Bewegungstherapie die
durchschnittliche Zeit fur koérperliche Aktivitaten auf drei bis fiinf Stunden pro Woche erhoéht
werden. (3) Die Verhaltenstherapie dient der Unterstiitzung der erstgenannten, vor allem
muss die Motivation an der Therapie erhalten bleiben, so dass die Betroffenen u.a. ein
kontrolliertes Essverhalten und Bewegungsverhalten erlernen. Nicht zu vergessen ist die
Vermeidung von Rickfdllen innerhalb der Interventionszeit als auch nach Abschluss der
Therapie [39].

Kommerzielle Gewichtsreduktionsprogramme kombinieren haufig eine niedrig kalorische
Kost mit Formula-Produkten und méchten eine Bewegungssteigerung sowie eine langfristige
Verhaltensumstellung bewirken. Bei deutlich Gbergewichtigen Patienten (ab BMI 30) zeigt
das 6-monatige ‘Optifast’-Programm eine gute anfangliche Gewichtsabnahme von 15-25%
an. Allerdings nimmt die Mehrzahl der Teilnehmer mehr als 50% des verlorenen Gewichts
innerhalb von 1-2 Jahren wieder zu. Aus diesem Grund wird in Deutschland eine
Weiterentwicklung, das "Optifast®52°-Programm angeboten. Das bekannteste und am
weitesten verbreitetste Programm der "Weight Watchers” ermdoglicht bei maRig adipdsen
Personen eine mittlere Gewichtsreduktion von 3-4,5 kg [40] innerhalb eines Jahres. Weiter
Programme sind u.a.” ICH nehme ab’ [41] ' Bodymed” sowie Kinderleicht” und das’Obeldicks’-
Programm [42, 43] fur adipose Kinder. Das DGE-Programm ‘Ich nehme ab’, ist ein stark
verhaltenstherapeutisch ausgerichtetes Selbstmanagementprogramm, um eine maRige
Senkung des Korpergewichts zu erreichen und eine ausgewogene Erndhrungsweise zu
etablieren. Es wurde fiir maRig Gbergewichtige Personen ohne Komorbiditdten konzipiert. In
einer beratergestiitzten Anwendung fihrte das Programm nach einem Jahr zu einem
mittleren Gewichtsverlust von 2,3 kg (Frauen) und 4,1 kg (Manner) bei gleichzeitiger

Verbesserung der Nahrstoffzusammensetzung [44].
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Die mittlere Gewichtsreduktion dieser Programme variiert in Abhdngigkeit der Art der
Intervention, aber auch abhangig vom Ausgangs-BMI sehr stark [41, 43, 45, 46]. Ein direkter
Vergleich der Programme ist daher kaum moglich und wenig sinnvoll. Von groRerer
Bedeutung ist daher, dass die Daten verfliigbar sind, um den Betroffenen das jeweils
passende Programm zuordnen zu koénnen. Langzeitergebnisse, die den weiteren Verlauf
dokumentieren, sind bisher kaum verfligbar, u.a. weil die Teilnehmerzahl (ber die Zeit stark
abnimmt. Die Dropout-Rate liegt bei den einjahrigen Programmen bereits zwischen 15 und
40% [44]. Besonders bei diesen Dropouts geht man von einem Ruckfall in die alten
Verhaltensmuster aus. Die verfligbaren Daten zeigen meist nur einen geringen langfristigen
Gewichtserfolg von etwa zwei Kilogramm im Vergleich zum Startgewicht. Als Ausnahme
wurden fir’ Optifast®52°-Programm bessere Langzeiterfolge dokumentiert [44].

Neben den Programmen zur Gewichtsreduktion gibt es unterstiitzende medikamentdse

Therapien ebenso sind chirurgische Eingriffe moglich.

2.4.1 Kalorienrestriktion als Konzept der Krankheitspravention

Die konsequente Umstellung der Erndhrung, insbesondere die Reduktion der Kalorien ist der
entscheidende Faktor fiir die Gewichtsabnahme und weitere metabolische Effekte [40, 47].
Versuchsansatze mit Tiermodellen zeigen, dass eine Kalorienrestriktion die mittlere als auch
die maximale Lebensspanne in vielen Spezies von der Hefe bis hin zu Primaten verlangern
kann und die Annahme konservierter Regulationsmechanismen zulasst [48-50]. Allgemein
versteht man unter der Restriktion eine um 10-50% verminderte Zufuhr von Nahrstoffen
und/ oder Kalorien ausgehend vom ad libitum Verzehr ohne eine Malnutrition zu
verursachen [49, 51]. Im Fall von Nematoden und Hefen ist es jedoch moglich auch Gber eine
vollstandige Restriktion lebensverlangernde Effekte zu zeigen [49]. Die bisher
dokumentierten Effekte solch einer vollstandigen Restriktion belaufen sich auf das Zwei- bis
Dreifache der durchschnittlichen Lebensspanne beider Spezies. Des Weiteren verldangert sich
die reproduktive Phase und Resistenz gegeniiber toxischen Substanzen, dhnliches gilt flr
Fliegen [49]. Auch in Nagern ist eine Verdopplung der Lebensspanne unter Restriktion
dokumentiert, wobei sich durch die Intervention das Auftreten altersbedingter Symptome
und Krankheiten wie Diabetes, Krebs oder Neurodegeneration vermindern lasst [49]. Nicht-
humane Primaten zeigten eine verminderte Mortalitdt unter einer 20%igen Restriktion. Die
Intervention wirkte sich positiv auf die Erhaltung des Gesundheitszustandes aus,
insbesondere auf Parameter des Glukosestoffwechsels [52]. Daten humaner Studien belegen
inzwischen auch, dass sich eine Kalorienrestriktion positiv auf die Blutglukosehomdostase
[50], die zirkulierenden Lipide [50], den Blutdruck sowie auf Marker chronischer

Entziindungen auswirken. Dabei dndern sich die Parameter der Morbiditdt in Abhangigkeit
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vom Ausgangswert, bei einem hohen Ausgangsgewicht sind die groRten Veranderungen zu
erwarten [39]. Interventionen zur Gewichtsreduktion zielen nach den Leitlinien eine
Gewichtssenkung von 5-20% an, die Gber wenige Wochen im Rahmen einer begleiteten
Intervention erreicht werden soll [39]. Wahrend die Motivation und Adhéasion in der
intensiven Phase sehr hoch ist, fallt diese nach Beendigung der Programme oft stark ab [53,
54] und die dauerhafte Umsetzung der MalBnahmen zur Umstellung der Lebensstilfaktoren
ist den Patienten bzw. Probanden selbst lberlassen und resultiert in einer Wiederzunahme
des verlorenen Gewichts [55, 56]. Welche langfristigen Folgen eine kurzfristige Restriktion
mit nachfolgender Gewichtszunahme bewirkt ist bisher nicht eindeutig abzuschatzen. So gibt
es Hinweise, dass insbesondere Schwankungen des Gewichts das Mortalitatsrisiko deutlich
erhéhen kann [57]. Bisher ist als Nachteil einer Restriktion nur ein erhohtes Risiko fiir
Gallensteinerkrankungen bekannt. Daten weniger langwieriger Studien mit Freiwilligen unter
einer 25%igen Restriktion decken sich mit den Primatendaten zum Einfluss auf den
Stoffwechsel, lassen jedoch noch kaum eine Aussage zur Lebenserwartung zu [52]. Selbst
wenn eine fortlaufende Kalorienrestriktion nicht in der Lage sein sollte die Lebenserwartung
des Menschen zu verlangern, so scheint mindestens eine Verlangerung der

Gesundheitsspanne [50] realistisch.

Dass eine langfristige Kalorienrestriktion mit Gewichtserhalt in der Lage sein kann, die
menschliche Lebenserwartung zu verldngern [49, 50, 52] ist bisher fir stark adipose
Patienten beschrieben, die sich chirurgischen MalRnahmen aus der Bariatrie unterzogen [58].
Um fiir diese Operation in Frage zu kommen, missen die Patienten die notwendigen
Kriterien erfiillen darunter u.a. ein BMI Uber 40 oder ein BMI Uber 35 mit begleitenden
Erkrankungen, Schlafapnoe und mehrere vorherige erfolglose Ansdtze einer
Verhaltenstherapie zur Gewichtsreduktion [59, 60]. Es wird von zwei grundlegenden
Ansatzen ausgegangen: dem restriktiven und malabsorptiven Verfahren, diese kénnen auch
kombiniert werden [59]. Wéahrend die restriktiven Verfahren das Ziel verfolgen die Menge
aufgenommener Nahrung physikalisch einzuschranken (Magenballon, Magenband) erreichen
malabsorptive Verfahren (Magenbypass) ihr Ziel, in dem ein Teil des Dinndarms umgangen
wird und damit nicht vollstdndig verdaut und weniger absorbiert wird [59]. Je nach Verfahren
verlieren die Patienten in den ersten zwei Jahren bis zu 70% des Uberschissigen Gewichts
[61], bei einer Kombination beider Ansatze bis zu 82% [59, 62]. Retrospektive als auch
prospektive Studien decken sich in ihren Beobachtungen und Risikoberechnungen zu den
positiven langfristen Effekte auf die Gesundheit und die Uberlebensraten im Vergleich zu
nichtoperierten Kontrollen. Retrospektive Daten zeigen eine verminderte Mortalitat fir
kardiovaskulare Erkrankung postoperativ, sowie eine verminderte Gesamtmortalitat [58, 63].
Durch Gewichtsreduktion zeigen sich wiederholt negative Assoziationen zwischen dem

erniedrigtem Gewicht bzw. dem BMI und Parametern der Blutglukosehomoéostase, des
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Blutdruck als auch der Lipidparameter. Auch in prospektiven Studien wirkt sich die deutliche
Reduktion kardiovaskuldrer Risikofaktoren auf das berechnete 10 Jahres Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen (Framingham Score) [64], die Inzidenz von Diabetes [65],
Myokardinfarkten, Schlaganfallen und Krebs aus [58]. Das Risiko sinkt, da die Patienten in
den ersten Jahren der Nachuntersuchung aufgrund von Kontrolluntersuchungen 6fter unter
arztlicher Aufsicht sind oder in Behandlung [66]. Die Nachteile aller bariatrischen Eingriffe
besteht zum einen im OP-bedingten Risiko, zum anderen in der regelmaBige Kontrolle der
Versorgung mit Vitaminen, Mineralstoffen und Proteinen, da diese durch den Eingriff oft

eingeschrankt ist und einer lebenslangen Supplementierung bedarf [60].

2.5. Abschatzung des Erkrankungsrisikos iiber Scores

Mit einer Haufung der bereits erwdahnten Symptome und Folgeerkrankungen von
Ubergewicht und Adipositas steigt das atherogene Potenzial [6, 7] und damit das Risiko fiir
koronare Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz und Schlaganfall [2, 3]. Eine Intervention strebt
die Verbesserung der verschiedenen Risikofaktoren wie Rauchen, Blutdruck, Blutlipide,
Blutzuckerregulation an. Die Risikoabschatzung erfolgt Gber verschiedene Scores. Je nach
Score gehen teilweise unterschiedliche Risikofaktoren ein bzw. werden diese unterschiedlich
gewichtet.

Die am haufigsten verwendeten Scores fir die Abschatzung des kardiovaskuldren Risikos sind
der Framingham Score [67] und der PROCAM Score [68]. Ersterer wurde im Rahmen einer
prospektiven Studie mit 5345 Personen und einem 12 Jahres Follow-up entwickelt. Neben
dem Geschlecht gehen Alter, Blutlipidwerte (LDL-Cholesterin, Cholesterin, HDL-Cholesterin),
Blutdruck, Diabetesstatus und Rauchen in die Berechnung ein [67]. Ausgegeben wird das
prozentuale 10 jahrige Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse [67]. Im Vergleich dazu
beriicksichtig der PROCAM Score zusatzlich nur den systolischen Blutdruck, sowie eine
positive Familienanamnese [68], wobei die Daten an 5389 Personen mit einem 10 Jahres
Follow-up erhoben wurden. Allerdings entspricht die fiir den Score verwendete Altersgruppe
nicht der hier untersuchten, ebenso wenig wird zwischen den Geschlechtern differenziert.
Ausgegeben wird hier das prozentuale Herzinfarktrisiko in 10 Jahren [68].

Ebenso wird die Klassifizierung des Metabolischen Syndroms fiir die Abschatzung des Risikos
einer koronaren Herzkrankheit [6, 7] genutzt. Das Metabolische Syndrom als Ansammlung
mehrerer Risikofaktoren, darunter Adipositas, Bluthochdruck, Hyperglykdmie und
Dyslipidamie ist bereits mehrmals definiert worden. Erstmals 1988 von Reaven als Syndrom X
betitelt, wurde es von der WHO 1998 als Krankheit definiert und als Metabolisches Syndrom
namentlich benannt [7]. Laut WHO-Definition leiden die Patienten an dem Metabolischen

Syndrom, wenn neben einer Insulinresistenz zwei weitere Bedingungen, darunter
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Bluthochdruck, erhéhte Triglyceridspiegel, verringertes HDL-Cholesterin, ein erhdéhter BMI
oder einer erhohte Ausscheidung von Albumin, erfiillt sind. Der Nachweis der
unterschiedlichen Parameter, insbesondere der Insulinresistenz, erwies sich in der taglichen
Praxis als schwierig und so wurde die Klassifizierung fiir den klinischen Alltag vereinfacht [7].
Diese modifizierte Variante des NECP ATP Il (National Cholesterol Program’s Adult
Treatment Panel Ill) [69] sieht vor, dass drei von funf Kriterien fiir die Klassifizierung erfillt
sein mussen: Nichternblutzuckerwert ab 110 mg/dl, Triglyceridspiegel von 150 mg/dl oder
hoher, HDL-Cholesterin-Spiegel unter 40 mg/dl, Blutdruck ab 130/85 mm Hg und ein
Taillenumfang von mindestens 102 cm [69]. Der Score legt den Schwerpunkt auf der
Bemessung des kardiovaskuldaren Risikos, weniger Gewicht liegt dabei auf der
Bericksichtigung der Blutglukose, welche die WHO starker bericksichtigt. Ebenso existiert
eine weitere Klassifizierung der International Diabetes Federation (IDF) von 2005, die sich
besonders gut auf unterschiedliche ethnische Gruppen anwenden lasst. Ausgangspunkt der
Klassifizierung ist die Zuordnung einer Adipositas gemessen am Taillenumfang (je nach Ethnie
spezifiziert), sowie zwei weiterer Merkmale der Folgenden: Erhohte Triglyceride uber
150 mg/dl oder eine bestehende Behandlung dessen; erniedrigtes HDL-Cholesterin bei
Mannern unter 40 mg/dl, bei Frauen unter 50 mg/dl oder eine bestehende Behandlung;
gleiches gilt fiir erhdhte Blutdruckparameter (Systole von 130 mm Hg oder hoher; Diastole
von 85 mm Hg oder hoher; erhéhte Niichtern Blutzuckerwerte ab 100 mg/dl oder ein bereits
diagnostizierter T2DM [70].

Diabetes geht in die genannten Scores mit in die Berechnung ein, die Unterscheidung erfolgt
jedoch zumindest fiir den Framingham und PROCAM Score nur auf das Vorkommen oder das
Nichtvorkommen eines diagnostizierten Diabetes. Stérungen des Glukosestoffwechsels, die
jedoch noch keine Diagnose eines Diabetes erlauben, sind somit nicht beriicksichtigt.

Eine Klassifizierung der Blutzuckerhomdostase kann nach den Kriterien der ADA von 2004
[10, 70] erfolgen, eine Zuordnung erfolgt hier anhand eines Niichternblutzuckerwertes sowie
einem Wert nach 120 min. Daneben besteht bereits die Moglichkeit das Risiko ebenso in
Form des Deutschen Diabetes Risiko Scores zu bestimmten [71]. In die Berechnung gehen
Alter, Blutdruck, KorpergroRe, Bewegung, Erndhrungsgewohnheiten, Rauchen sowie der

Taillenumfang ein.
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Im Uberblick kann man sagen, dass Ubergewicht und Adipositas die Gesundheit
beeintrachtigen und das Risiko flr eine breite Spanne von chronischen Erkrankungen
erhohen [1, 2]. Als Hauptursache gilt ein ungesunder Lebensstil, der die fortschreitende
Zunahme an Korperfett bedingt [1]. Entsprechend ist primares Ziel jeder Therapie der
kontrollierte Abbau dieser Uberschissigen Fettmasse, wesentlicher Faktor dabei: eine
reduzierte Gesamtkalorienzufuhr und eine Gewichtsabnahme [39]. Die Art der Umsetzung
kann allein durch Umstellung des Lebensstils sowie in Kombination mit operativen Verfahren,
oder medikament6s erfolgen [39, 56, 57, 60] - und scheitert doch in vielen Fallen aufgrund
mangelnder Adhdrenz zu den angestrebten Veranderungen im Lebensstils [40-45]. Studien
an Modellorganismen weisen bisher der Reduktion der Gesamtkalorienzufuhr ein grof3es
Potenzial nach, langfristig positiv auf die Gesundheit und Lebensdauer Einfluss zu nehmen
[47-51]. So gilt es in der Praxis die Umsetzbarkeit der Therapie allgemein zu verbessern [53,
72, 73], sie aber auch dem Patienten entsprechend seiner physiologischen Voraussetzungen
und potentieller Risiken anzupassen. Im Gegenzug sind es die Modellsysteme, welche
Aufschluss liber die Netzwerke und Mechanismen geben kdnnen, die Einfluss auf Vitalitat
und Lebensdauer nehmen, und es erlauben die Relevanz einzelner Modifikationen auf das

System zu untersuchen [48, 49, 74].
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2.6 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Der Nematode Caenorhabditis elegans (C.elegans) ist ein weit verbreiteter
Modellorganismus auch in der Adipositas-Forschung [75, 76]. C.elegans ist ein
bodenbewohnender Nematode gemaRigter Breiten, der sich vorwiegend von Bakterien
erndhrt [77, 78]. Der adulte Wurm (Abb. 1) ist etwa einen Millimeter lang, hat einen
Durchmesser von ca. 65 um und ist transparent. Der zylindrische unsegmentierte Wurm
besitzt exkretorische Systeme, Neuronen (6) und einen Muskelapparat (7). Die ektodermale
Kérperhiille besteht aus einer sehr stabilen Cuticula (1) und einer Hypodermis (2). Ein
Pseudocoelom (3) trennt ektodermale von entodermaler Kérperhille. Der entodermalen
Korperhille gehéren pharyngale und intestinale Zellen (4) an, bei adulten Tieren zusatzlich
die Gonaden (5) [74]. C.elegans weist zwei Geschlechter auf: Selbstbefruchtende
Hermaphroditen (XX), die den (iberwiegenden Anteil der Populationen ausmachen und
mannliche Nematoden (X0), die mit einer Haufigkeit von ca. 0,05 % auftreten [71]. Der
Nematode zeichnet sich durch Eutelie aus. SinngemdR bedeutet es den programmierten
Zelltod einer definierten Zellzahl iber die Larvenentwicklung bis zum adulten Nematoden.
Hermaphroditen weisen durch diesen Prozess 959 und adulte Mannchen 1031 somatische

Nuclei auf [79].

distale Gonaden

Pharynz

proximale
Gonaden

©WormAtlas

Abb. 1: Adulter Hermaphrodit.
Strukturen lichtmikroskopisch sichtbar
markiert, rechts: Querschnitt durch den
Nematoden, 1 Cuticula, 2 Hypodermis,
3 Pseudocoelom, 4 intestinale Zellen, 5
die Gonaden, 6 Nervenstrang, 7 Muskel
[71]
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Sydney Brenner fiihrte den Nematoden als Erster in den 1960er Jahren als Modell in die
wissenschaftliche Forschung ein. Ergebnisse aus der Grundlagenforschung an C.elegans
lassen sich auf ein breites Organismenspektrum beispielhaft anwenden. So war C.elegans der
erste vollstandig sequenzierte Vielzeller, an ihm wurde die Methodik der RNA-Interferenz
etabliert, wie auch die des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) [74].

Fiir eine Reihe von Vertebratengenen existiert ein direktes Homolog in C.elegans [74]. Fir
jene Gene, die bisher fiir die Pathogenese humaner Erkrankungen ermittelt werden konnten,
sind ca. 65% auch als Homolog im Nematoden bekannt [76, 80]. Der Nematode wird
aufgrund dessen als Modell zur Betrachtung konservierter Signalwege des
Alterungsprozesses und der Entwicklung altersbedingter Erkrankungen genutzt [80, 81].
Ebenso besteht groRRes Interesse ihn als Modell fiir die Adipositas-Forschung zu nutzen. Die
Kongruenz von Enzymen im Fettstoffwechsel von Wirbeltieren und Nematoden ist sehr hoch.
Mittels RNA-Interferenz wurde gezielt nach Genen gesucht, die fiir die Einlagerung von Fett
und dessen Mobilisierung verantwortlich sind. Daraus ergab sich, dass mindestens 400 Gene
an diesem Prozess Anteil haben [76]. Ebenso ldsst sich Uiber E.coli als Nahrungsquelle gezielt
der Effekt verschiedenster Didten, angereichert mit ausgewdhlten Fettsduren untersuchen
[76]. Die Moglichkeiten sind zahlreich und die Umsetzung realistisch.

Verglichen mit anderen eukaryotischen Modellen ist der Nematode aufgrund der geringen
GroRe, der kurzen Lebensspanne und kurzer Reproduktionszeiten ein beliebtes Modell. Die
Vielzahl von Mutanten erlaubt es, Funktionen von Genen zu Uberprifen. Insbesondere die
Moglichkeit, die Expression von Genen gezielt Uber siRNA zu reduzieren erlaubt es
Hypothesen zu testen, die nur unter groRtem Aufwand in komplexeren Modellen moglich
waren. Die vollstdndige Transparenz des Wurms ermoglicht zudem zuséatzliche

mikroskopische Untersuchungen [76] u.a. mit fluoreszenz-markierten Proteinen.

2.6.1 Lebenszyklus

Ein adulter Hermaphrodit produziert in den 25-30 Tagen seines Lebens rund 300 Eier [82, 83].
Der Embryonalentwicklung (Abb. 2) folgen nach dem Schlupf vier Larvenstadien (L1-L4). Das
Ende jedes Larvenstadiums ist durch eine Hautung und die Bildung einer larvenspezifischen
Cuticula gekennzeichnet [79, 84]. Nach Beendigung des L4 Stadium geht der Wurm in das
junge adulte, dann in das reife adulte Stadium U(ber. Der Beginn der Eiablage markiert die
vollstandige Reifung.

Sind unmittelbar nach dem Schliipfen keine Nahrstoffe verfligbar, arretiert die Larve im L1-
Stadium, in dem sie wenige Tage liberleben kann. Tritt ein Nahrstoffmangel wahrend des
Ubergangs von der L1- zu L2-Larve auf oder steigt die Populationsdichte zu stark an, wird die

Larvenentwicklung unterbrochen und Ll-Larven sind in der Lage in das alternative
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L2d-Stadium Uberzugehen. Bei anhaltend unglinstigen Bedingungen entwickelt sich hieraus
die Dauerlarve, die mehr als 4 Monate (iberleben kann. Steigt die Nahrstoffkonzentration
wieder an, entwickelt sich aus der Dauerlarve das L4-Stadium und letztendlich ein

fortpflanzungsfahiges adultes Tier [71, 82].

Adulter Hermaphrodit
[fahig Eier zu legen)

Eiablage im Gastrula-Stadium
lunger adulter rs 7a Iellural y & Ica. 30 zellen)
Hermaphrodit

Hiutung: L4fadwlt  -..... % Komma-Stadium
10 ":'_;I./ u
\

I

l“-
‘*‘/% \.
s 2-fach gefaltet

in ut.em Emwlcl:lung

1,5-fach gefaltet

8 5td
|’.——"'"_'_“‘-‘~.
13 \E: Std 3-fach gefaltet /
: Entwicklungsarrest
W Prii-Dauerlarve (L2d) uniter Nahrungsmange!
Hautung: L2/L3 - Hiutung: L1/L2d ° ‘ 1
Hunger " /
hohe F‘opula}innsdichte
2 St hohe Temperaturen M .
Schiupf
M\/ L1
i : 12 Std

Hautung: L1/L2

Abb. 2: C elegans: Lebenszyklus eines Hermaphroditen

Die Entwicklung vom Ei zum adulten Tier ist bei 22°C innerhalb weniger Tage abgeschlossen
(modifiziert nach Altun, Z. F. & Hall, D. H.). Diese erfolgt Uber vier Larvenstadien (L1-L4), deren
Ubergang jeweils durch eine Hautung markiert ist und der die Ausbildung einer neuen Cuticula folgt.
Unter mangelhaften Bedingungen (geringe Nahrung, hohe Populationsdichte) kommt es zum Arrest
und damit zum Ubergang in das Dauerlarvenstadium. Steigt die Nahrstoffkonzentration wiederum an
wird die Entwicklung fortgesetzt. Griin: Pharynx, Dunkelblau: Gonaden, Rosa: Darm, Hellblau: Uterus
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2.6.2 Alterungsprozess

Besonders juvenile Tiere zeichnen sich durch eine hohe Motilitat aus. Als Folge
fortschreitender Muskeldegeneration, nimmt diese merklich nach den ersten zwei Wochen
im adulten Stadium ab [80]. Zusatzlich ist der Grad an Motilitdt abhangig von Faktoren wie
der Populationsdichte und somit auch von der Nahrstoffkonzentration und deren Qualitat
[85, 86]. Im weiteren Verlauf des Alterungsprozesses lassen sich unkoordinierte Bewegungen
beobachten bis eben diese auch eingestellt werden [80]. Des Weiteren sammeln sich mit
fortschreitendem Alter Lipofuscin, dunkle Pigmente, Vakuolen-dhnliche Strukturen sowie
vermehrt oxidierte Proteine in den Nematoden an. Aufgrund seiner Eigenschaften wird der
Nematode vielseitig in der Altersforschung eingesetzt. So wird die Lebensspanne der
Nematoden von Genen beeinflusst, die in Mechanismen der Kalorienrestriktion,
mitochondrialer Funktionen und hormoneller Signalwege involviert sind, worauf spater noch

einmal genauer eingegangen wird [87, 88].

2.6.3 Kalorienrestriktion als Konzept zur Verlangerung der Lebensspanne in C.elegans

Eine Restriktion von Nahrstoffen und/ oder Kalorien wirkt sich lebensverlangernd auf
C.elegans aus [89-92], und kann auf verschiedenste Arten appliziert werden. Einer der ersten
Ansatze war die Verwendungen der eat-2-Mutante, deren pharyngaler Pumpmechanismus
zum Einstrudeln von Nahrung aufgrund einer Mutation gestort ist. Diese Dauerrestriktion
bedingt eine Verlangerung der Lebensspanne um bis zu 57% [89, 91-95]. Da die Mdglichkeit
besteht, die Nematoden sowohl in Flissig- (liquid) als auch Fest- (solid) Kultur Gber geringe
Gaben von E.coli mit Nahrung zu versorgen, bietet sich hier eine weitere Methodik zur
Limitation von Nahrung und Nahrstoffen. Entsprechende Interventionen an adulten Tieren
kénnen die Lebensspanne je nach Methode um 20% bis 73% verlangern [87, 95-98]. Einen
weiteren Ansatz stellt der vollstiandige Verzicht auf Bakterien als Nahrungsquelle dar. Das
entsprechende AX-Medium ist definiert und soll den Nematoden als alleinige Nahrstoffquelle
dienen kdénnen [90, 93, 97]. Die Verdiinnung des Pepton im Agar fiihrt auf andere Art zu einer
Restriktion von Nahrstoffen, indirekt Gber die Bakterienquelle [97] (peptonreiche Medien
erhohen die Teilungsrate der Bakterien) und wird ab dem Schlupf der Larven appliziert.
Weiterhin besteht die Moglichkeit tGber den Zusatz von Resveratrol, als Mimetikum einer
Restriktion, eine Verlangerung der Lebensspanne zu bewirken [99-101].

Restriktionen und lebensverlangernde Mutationen verzogern gleichsam das Auftreten
altersbedingter Krankheiten [49]. Der lebensverlangernde Effekt ist dabei keine Folge
reduzierter Zellschadigungen, sondern wird aktiv Uber nahrstoffabhdngige Signalwege
reguliert (Abb. 3) [87]. Welcher Signalweg jedoch eingeschlagen wird, hangt bei C.elegans von

unterschiedlichen Faktoren ab. Bisher ist bekannt, dass zum einen die Art und Dauer der
25



Hintergrund

Applikation, die Entwicklungsstufe der Nematoden, als auch der Genotyp den
Hauptregulationsweg zu beeinflussen scheinen [87]. Beteiligt an der Regulation sind
demnach die Kinase TOR [102] (target of rapamycin), die AMP-Kinase (Adenosin-
monophosphat-abhidngige Kinase [103], Sirtuine [88] und der Insulin/IGF-1 (insulin like
growth factor)-ahnliche-Signalweg [103].

Chronische Leichte Nahrungsrestriktion  Taglich intermittierende
Nahrungsrestriktior Nahrungsrestriktion beginnend im Nahrungsrestriktion
(eat2-Mutation)  (schwache eat2-Mutation mittleren Alter (every-other-day-feeding)
I o 4 Insulin/IGF-1
d TOR T sirR-21 T AMP kinase
l<— = % SKN-1 l l l
PHA-4 ? DAF-16 DAF-16
Langlebigkeit

Abb. 3: Restriktionsregime und Langlebigkeit

Verstarkte™ oder verminderte, Expression verschiedener Nahrungssensoren (rot), vermitteln liber
Transkriptionsfaktoren (blau) bei C. elegans lebensverlangernde Effekte als Antwort auf
unterschiedliche Arten der Nahrungsrestriktion [87, 88].

Um die Auswirkungen der zyklischen Gewichtsverdanderungen, wie sie beim Menschen
beobachtet werden, zu imitieren, applizierten wir unser eigenes Restriktionsregime mit
kurzfristig wechselnden Bakterienkonzentrationen. Unter der Berlcksichtigung, dass in
Nematoden kein (mit héheren Lebewesen ausreichend vergleichbares) Belohnungssystem
[104, 105] nachzuweisen ist, wird der Effekt einer Restriktion von uns nicht am Verhalten
untersucht. Es galt daher die Effekte auf die Lebensspanne und im weiteren Verlauf die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu ergriinden, die eventuell Anteil an der
Regulation haben. Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Effekte gradueller/
gestufter Restriktionen mittels Bakterienverdiinnungen auf Agarplatten untersucht. Diese
Methodik ist in die Kategorie der sogenannten solid DR (feste Restriktion) einzuordnen.
Bisher wurden unter dieser Applikationsmethode Verlangerungen der Lebensspanne von bis
zu 35% dokumentiert [87]. Im Vergleich zum fliissigen Milieu entspricht die solid DR am

ehesten dem natirlichen Habitat der Nematoden. Ein flissiges Medium zwingt die
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Nematoden zu schwimmen und sich damit vermehrt zu bewegen, ein ungewollter Einfluss
auf den Stoffwechsel ist hierbei zu erwarten.

Untersuchungen die Gber den Vergleich von Nahrungskarenz versus ad libitum-Fiitterung
hinausgehen, z.B. ein mehrfacher Wechsel der Bakterien-Konzentrationen Uber einen
langeren Zeitraum, zeigten auf Agarplatten bereits erfolgreich [50] die Verlangerung der
Lebensspanne. Insbesondere aak2 (AMPK) und daf-16 (FOXO) scheinen hier fur den unter
diesen Bedingungen beobachteten Effekt im Sinne einer Lebensverldangerung notwendig zu

sein [87].
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3. Methoden

3.1 Humane Studien

3.1.1 Studiendesign & Kohorte

MeSyBePo Follow-up Studie

In der Querschnittsstudie Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam (MeSyBePo) wurden seit
2002 bis zum Zeitunkt dieser Auswertung, insgesamt 2062 Personen eingeschlossen (Abb. 4).
Ziel der Studie ist es, Zusammenhange von Charakteristika des metabolischen Syndroms
sowie Adipositas-assoziierter Erkrankungen zu evaluieren. Besonderes Interesse gilt dem
T2DM und kardiovaskuldren Erkrankungen als Folge der Adipositas [106]. Im Abstand von
mindestens drei Jahren war eine erste Nachuntersuchung vorgesehen. Dieses Kriterium
erfillten zum Zeitpunkt der Kontaktaufnahme fiir die Nachuntersuchung bereits die ersten
1600 Teilnehmer, von denen 584 Personen (174 Maénner, 410 Frauen) untersucht werden
konnten. Die durchschnittliche Zeit bis zur Nachuntersuchung belduft sich fir diese

Teilnehmer auf 5,3 Jahre.

Substudie Gewichtsreduktion

Initial nahm eine Teilgruppe von 60 Personen (6 Manner, 54 Frauen) an einer begleiteten
einjahrigen Gewichtsreduktion teil (Abb. 4). Unter den 584 Personen, die zur
Nachuntersuchung eingeladen wurden, waren auch die 60 Teilnehmer der Intervention. Zu
Beginn erhielten die Teilnehmer eine individuelle Beratung und Betreuung fir die
Gewichtsreduktionsphase. Zu diesem Zweck wurde auch der Ruheumsatz bestimmt (Resting
Energy Expenditure REE) (Care Fusion, San Diego, CA) und ein 3-Tages-Ernahrungsprotokoll
aufgenommen. Den Teilnehmern wurde empfohlen 400 — 600 Kilokalorien unter ihrem
jeweiligen Tagesbedarf zu verzehren. Als Reduktionskost wurde eine eiweillreiche Mischkost
empfohlen (50% Kohlehydrate, 30% Fett und 20% Protein).

Uber die gesamte Zeit der zwdlfmonatigen Intervention sollten sich die Teilnehmer an diese
Vorgaben halten. Wa&hrend der ersten sechs Monate erfolgte in wdchentlichen
Gruppensitzungen eine engmaschige Kontrolle. Inhalte dieser Treffen waren u.a. gesunde
Ernahrung und Aufklarung zu Lebensstilverdanderung sowie Kochkurse. Nach jeder Sitzung
nahmen die Teilnehmer an einem 45-mindltigen Sportkurs (Aquagymnastik) teil. Nach
weiteren sechs Monaten wurden die Teilnehmer erneut eingeladen, um das Koérpergewicht
objektiv zu bestimmen. Der Verlauf des Koérpergewichts wurde aus zwei Werten
(Studienbeginn und Folgeuntersuchung) ermittelt. Eine weitere Gewichtsbestimmung wurde

nach zwolf Monaten durchgefihrt.
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MeSyBePo
2062 Teilnehmer

Intervention
Gewichtsreduktion:
60 Teilnehmer

W
Erste 1600 Teilnehmer nach
.., von 3 Jahren kontaktiert

min

584 Teilnehmer zur
Folgeuntersuchung
(410w, 174 m)

Intervention: 60
Teilnehmer

A 4
Datenauswertung

Abb. 4: Entwicklung der Studienpopulation

Von den 2062 Teilnehmern der MeSyBePo-Studie nahmen zu Studienbeginn 60 Personen kontrolliert
an einer einjahrigen Gewichtsreduktion teil. Nach mindestens 3 Jahren war eine Folgeuntersuchung
vorgesehen. Zum Zeitpunkt dieser Auswertung erfiillten 1600 Personen dieses Kriterium, von denen
584 erschienen, unter ihnen 60 Teilnehmer der einjahrigen Intervention. t,,, Mindestabstand bis zur
Folgeuntersuchung. Aus den 584 Personen, die wieder erschienen, wurden den 60 Teilnehmern der
Intervention 90 Personen als Match zugeordnet.

Aus den restlichen 524 Personen wurden 90 Personen nach Geschlecht, Ausgangsalter und
initialem BMI als nicht-randomisierte Kontrollen den Teilnehmern der Intervention
zugeordnet. Der maximal geduldete Altersunterschied zu den jeweiligen Personen betrug
15 Jahre, der BMI durfte nicht mehr als +3 BMI Punkte abweichen. Jedem Teilnehmer der
Gewichtsreduktion wurden somit Kontrollen im Verhaltnis 1:1,5 zugeordnet. Von den
Kontrollen war bekannt, dass sie laut eigener Angabe lber die gesamte Zeit der Studie keine
Gewichtsveranderungen hatten und nicht an Gewichtsreduktionskursen teilnahmen. Diese
Angaben wurden mit dem initial ermittelten BMI abgeglichen.

Des Weiteren wurden unabhadngig von der Zuordnung von allen 584 Personen der
individuelle Gewichtsverlauf tiber die Beobachtungszeit erfragt. Sechs Antwortmaglichkeiten
waren gegeben: stabiler Verlauf (Schwankungen wvon 2-3kg), kontinuierlicher
Gewichtsverlust bzw. -zunahme, moderates Ab- und Zunehmen (weniger als 5 kg), starkes
Ab- und Zunehmen (mehr als 5 kg) und unbekannter Gewichtsverlauf. Eine Validierung des
erfragten Gewichtsverlaufs im Vergleich zur tatsachlichen Gewichtsabnahme wurde anhand

der Daten der 60 Gewichtsreduktionsteilnehmer vorgenommen.
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3.1.2 Phanotypisierung

Von allen Teilnehmern (MeSyBePo Follow-up Studie & Substudie Gewichtsreduktion) wurde
zu beiden Untersuchungszeitpunkten neben ihren Angaben zur Person (Geburtsdatum,
Geschlecht) der Lebensstil erfragt (Rauchstatus, Alkoholkonsum, Erndhrungsfragebogen,
Aktivitatsfragebogen) und anthropometrische Parameter aufgenommen. Die Teilnehmer
wurden nach ihren bisherigen Erkrankungen und Erkrankungen Verwandter ersten Grades
befragt. Personen mit akuten metabolischen Stérungen, akuten Infektionen, Leber- oder
Nierenerkrankungen oder Krebs wurden von der Studie initial ausgeschlossen.

Die Teilenehmer gaben sowohl Urin als auch Blutproben ab. Alle Blutparameter wurden tber
den ABX Pentra 400 (ABX Diagnostics, Montpellier, Frankreich) bestimmt, sofern nicht anders
angegeben. Des Weitern wurde zum Untersuchungsstart mit allen Probanden, ohne Diabetes
und einem Nichternglukosespiegel im physiologischen Bereich ein oGTT (oraler
Glukosetoleranztest) durchgefiihrt. In 30min Intervallen tiber 180min wurden Blutzucker und
Insulin bestimmt. Die Einteilung entsprechend des Glukosestoffwechsels ist in Tabelle 2
dargestellt [1, 10]. Die Probanden der MeSyBePo-Studie wurden nach den geltenden
Richtlinien zum Zeitpunkt des Beginns der Studie eingestuft, d.h. auf der Grundlage der

folgenden Kriterien von 2004 [10] .

Tabelle 2: Klassifizierungskriterien des Glukosestoffwechsels

Klassifizierungskriterien fiir die Einstufung des individuellen Status des Glukosestoffwechsels nach
Daten von MeSyBePo. NG- normaler Glukosestoffwechsel, IFG- impaired fasting glukose (gestorte
Nichternglukose), IGT- impaired glukose tolerance (gestorte Glukosetoleranz), T2DM- Typ 2 Diabetes
mellitus; TIDM- Typ 1 Diabetes mellitus

Niichternblutzucker Blutzucker 120 Min
Eigenanamnese
(mg/dl) (mg/dl)
Angabe von keinem
NG=
oder unbekanntem <100 <140
Kontrollen
Diabetes
IFG -u- 100-109,99 <140
IGT -n- <100 140-199,99
IFG+IGT -n- 100-109,99 140-199,99
T2DM bekannter T2DM >110 >200
T1DM bekannter TIDM
keine
Aussage
IFG moglich nur Niichternglukosemessung verwendet, kein oGTT
T2DM . .
nur Nichternglukosemessung verwendet, kein oGTT
moglich
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Die Aufnahme weiterer Parameter umfasste die Bestimmung von GrofSe, Gewicht, Blutdruck,
Hiftumfang, Bauchumfang und Hautfaltendickemessungen (Bizeps, Trizeps, Scapula, Christa
lliaka). Anhand der aufgenommenen Daten wurden BMI, WHR und Gesamtkorperfett

berechnet.

BMI (body mass index):

_ Korpermasse[kg]

BMITkg I m?*] = — .
Korpergrofselm?]

WHR (waist to hip ratio):

Taillenumfang|cm]
Hiiftumfang|[cm ]

WHR =

TBF (total body fat) [107]:

4,95

Bizeps + dTrizeps + dRiicken + dHi@ﬁfe ))

1000

TBF =

—4511 i
a—(b-log,,(d SR O

d = Dicke in mm; a;=1176,5; b;=74,4; ¢ a,=1156,7; bo=71,7

Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

Die Charakterisierung des Glukosestoffwechsels jedes Probanden erfolgte mittels oGTT. Der
Test wurde urspriinglich entwickelt, um einen Diabetes mellitus klassifizieren zu kénnen. Der
Verlauf des Plasmaglukosespiegels und der jeweiligen Insulinantwort reflektieren das
Vermogen der pankreatischen B-Zellen Insulin zu sezernieren (B-Zellfunktion). Der Test liefert
damit eine Aussage zur Sensitivitat der Gewebe gegeniiber Insulin [107-109]. Fiir den Test
mussten die Probanden eine Nahrungskarenz von 10-12h eingehalten haben. Die erste Probe
(20 pl Vollblut) wurde Uber eine Kapillare aus dem Ohrlappchen entnommen, um den
Nichternglukosespiegel zu bestimmen (Super GL. HITADO GmbH, Mdhnesee). Im Falle eines
Spiegels Uber 110 mg/dl wurde kein oGTT durchgefiihrt. Die Probanden erhielten im
Folgenden eine 300 ml Accu-Check® Dextro® O.G.-T. Losung, die vollstandig getrunken
werden sollte. Der Inhalt entsprach einer Menge von 75 g wasserfreier Glukose. Ab diesem
Zeitpunkt O erfolgten jeweils weitere Blutentnahmen nach 30, 60, 90, 120 und 180min.

Gleichzeitig wurde die kapillare Blutglukose bestimmt.
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Die entnommenen Blutproben dienten der spateren Bestimmung des Insulinspiegels im
Serum. Im Rahmen der Eingangsuntersuchung wurden bei Probanden mit einem
diagnostizierten Diabetes oder einem zu hohen Nuchternblutglukosespiegel (>110 mg/dl)
lediglich die Nichternglukose- und der Nichterninsulinspiegel bestimmt, ebenso
Glutaminsdure-Decarboxylase  Antikorper (GAD) und Insulinantikérper (IA)  zur

Unterscheidung zwischen T2DM und T1DM.

Aus den Messungen von Blutzucker und Insulinspiegeln des oGTT wurden Indizes zur
Charakterisierung der Insulinsensitivitat und Insulinsekretion berechnet:

Insulinsensitivitat aus Nichternwerten: Homeostasis Model Assessment (HOMA z):

Berechnet nach Matthews et al. als Verfahren zur Abschatzung der Insulinresistenz und B-
Zellfunktion aus dem basalen Plasmaspiegel von Insulin und Glukose [110]. Er dient der
Evaluierung der hepatischen Insulinsensitivitat und der basalen hepatischen
Glukoseproduktion [111].

" 18,02-22,5

Blutbild

Zu beiden Untersuchungszeitpunkten wurde den Probanden Vollblut entnommen, ein kleines
Blutbild ergab Aussagen zu Hamoglobin, Hamatokrit, Thrombozyten und Leukozyten. Der
Gehalt an HbA1c wurde mittels HPLC (Hochdruckflissigkeitschromatographie) ermittelt.

Die Analyse weiterer Blutparameter, wie den Blutfetten, erfolgte im durch Zentrifugation
(1000 x g bei 4°C fiir 10Min) abgetrennten Serum bzw. Plasma, welches in Aliquots bei -80°C

aufbewahrt wurde.

TG[mmol /1]

LDL[mmol /1] = Chol[mmol /I]- — HDL[mmol /1]

b

Kardiovaskuldres Risiko

Die Abschatzung des Kardiovaskuladren Risikos erfolgte Gber den Framingham Score [67]. Der
Sore wurde 1998 im Rahmen der Framingham Heart Study aus Daten von 5345
Personendaten mit einem Follow-up von zwolf Jahren zur Abschatzung des Kardiovaskularen
Risikos entwickelt [67]. In die Berechnung gehen Geschlecht, Alter, LDL-Cholesterin, Gesamt-
Cholesterin, HDL-Cholesterin, Blutdruck, Diabetes und Raucherstatus ein. Der Score gibt
Auskunft Giber das Risiko einer kardiovaskuldaren Komplikation innerhalb der nachsten zehn
Jahre.
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FGF21

Die Bestimmung von FGF21 im Serum erfolgte Uber einen Radioimmunoassay (Phoenix
Europe GmbH) unter Verwendung von lod 125 markiertem FGF21. Der vom Hersteller
angegebene Detektionsbereich belief sich auf 0,5-8,5 ng/ml, der Normalbereich von FGF21
liegt bei 0,234 -30 ng/ml. Der Koeffizient der Intraassayvarianz belief sich auf 6,6%.

Vaspin

Die Bestimmung von Vaspin im Serum erfolgte liber einen Sandwich ELISA mit Biotin
markierten Antikérpern (Biovendor, R&D, Heidelberg). Der vom Hersteller angegebene
Kalibrationsbereich belief sich auf 0.031-2ng/ml. Der Dektionsbereich liegt bei
0.01-2 ng/ml. Der Koeffizient der Intraassayvarianz belief sich auf 6,5% (Kooperation mit der

Universitat Leipzig).

3.2 Handhabung des Nematoden C.elegans

3.2.1 Stamme

Alle verwendeten Nematodenstimme und die Bakterienstamme E.coli OP50 und GC363
wurden vom Caenorhabditis Genetics Center (CGC), der Universitdt von Minnesota,

bezogen[112] [71] (Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete C. elegans-Stimme, Genetik und dokumentierte Eigenschaften

Stamm Genetik Eigenschaften

N2 Wildtyp Referenzstamm

CB 1370 Punktmutation (c>t) des daf-2-Gens langlebig; temperaturabhangige
(Insulin/IGF-1-Rezeptor-Homolog) Bildung des Dauerstadiums

betroffenes Allel: daf-2 (e1370) Il

CF 1038 10980 bp Deletion des daf-16-Gens kurzlebig; gestorte Bildung des
(FOXO1A-Homolog) Dauerstadiums
betroffenes Allel: daf-16 (mu86) |

NL 2099 Deletion des rrf-3-Gens. Erhohte Sensitivitat gegeniiber RNAi im
betroffenes Allel: rrf-3(pk1426) Il Vergleich zum Wildtyp
Keine bekannten morphologischen

Defekte
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3.2.2 Haltung und Pflege von C.elegans

Die Haltung der Tiere erfolgte nach den Standard-Methoden von Brenner [77, 112]. Die
Kultivierung der Nematoden fand, sofern nicht anders beschrieben, auf NGM-Agar-Platten
(nematode growth medium) (Tabelle 4) bei 22°C (Vinothek, Liebherr-International

Deutschland GmbH) statt.

Tabelle 4: NGM-Agar-Zusammensetzung

Standard NGM-Agar (ad 1000ml H,0 reinst)

Agar 20,0g
Pepton 2,5¢g
NacCl 30g

Autoklavieren, Lagerung bei 4°C, bei unmittelbarer Verwendung abkiihlen lassen auf 55°C, danach
Zugabe von:

CaCl, (1M) 500 ul
Cholesterol in Ethanol (5mg/ ml) 1000 pl
MgS0, (1M) 1000 pl
Kalium-Phophat-Puffer (1M, ph 6) 25 ml
Nystatin (10mg/ ml) 5ml

Zusatzlich: Um weiteres Wachstum der Bakterien zu inhibieren und konstante Bakterien-
konzentrationen zu gewahrleisten, wurde bei spezifischen Fltterungsregimen dem Agar Ampicillin
zugesetzt.

Ampicillin (100mg/ ml) 1000 ul

Nach Bedarf: Um die somatische Zellteilung und somit die Vermehrung der Nematoden zu verhindern,
wurde dem Agar zusatzlich FUDR (2'-Deoxy-5-Fluorouridine) zugegeben.
FUDR (25mg/ ml) 1000 pl

Nach Bedarf: NGM-Agar-Platten, die fur die Dauerkulturen gedacht waren, enthielten Streptomycin
anstatt Ampicillin.
Streptomycin ( 20 mg/ ml) 10 ml

Je nach Versuchsdesign und der Anzahl der bendtigten Nematoden wurden Kulturplatten
unterschiedlicher GroRe benutzt. Als Standard eigneten sich Platten von ca. 10cm

Durchmesser.

C.elegans erndhrt sich allgemein von im Boden lebenden Bakterien. Unter Laborbedingungen
werden die Nematoden jedoch mit Darmbakterien kultiviert, die eine vergleichbare
Nahrstoffquelle [86] darstellen. Als Standardnahrstoffquelle dienten den Nematoden uridin-
auxotrophe E.coli OP50 in einer Flussigkultur Vollmediums (DYT-Medium) (Tabelle 5), die Uber
Nacht bei 37°C und 170rpm kultiviert wurden. Die Bakterienldsungen wurden bei Bedarf der
Wachstumshemmung im Nachhinein fiir 5h (37°C, 170rpm) mit Ampicillin inkubiert; je 1 ml
Bakterienldsung der Konzentration 10'° CFUs wurden 1 mg des Antibiotikums zugesetzt.
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Die Bakterienkonzentration, bzw. die Anzahl der CFU (colony forming units) wurde jeweils
Uber die optische Dichte bei 600nm (Gene Quant 1300, GE Healthcare, CT, USA) bestimmt.
Der gemessene Wert ist mit dem Faktor acht zu multiplizieren und entspricht dann einer

Konzentration von Wert*10® CFU.

Tabelle 5: Kulturmedien fiir Bakterien

2YT-Medium/ auch DYT (ad 1000ml H,0 reinst)

Bactotrypton 16,0g
Hefe-Extrakt 10,0 g
NacCl 50¢g

LB-Medium (ad 1000ml H,0 reinst)

Bactotrypton 10,0 g
Hefe-Extrakt 50¢g
Nacl 508

Die Medien wurden autoklaviert und bei 4°C gelagert.

3.2.3 Dauerkulturen und gefrorene Stocks

Das Dauerstadium ermoglicht es, die Nematoden Uiber 2-4 Monate bei 4°C zu halten. Es
gewadhrleistet das Arbeiten mit Nematoden eines konstanten Genpools Gber langere Zeit, da
die Tiere je nach Bedarf innerhalb kurzer Zeit regeneriert werden kénnen [112].

Die jeweilige Population wurde dafiir vermindert gefiittert um den Ubergang ins
Dauerstadium zu erzwingen. Sobald sich Uberwiegend Dauerlarven in der Population
befanden, wurde diese auf streptomycinhaltige NGM-Agarplatten, beimpft mit einem
diinnen E.coli (OP50i)-Rasen, lbertragen. Die Platten wurden mit Parafilm versiegelt und bei
4°C gelagert [112].

Des Weiteren wurden gefrorene Stocks angelegt. Gehungerte L1, L2 und Dauer-Larven
wurden in eine Soft Agar Freezing Solution (SAFS) und S-Puffer (Tabelle 6) tbertragen und
darin langsam bis auf -80°C gekiihlt. Sie kdnnen darin mehrere Monate gelagert werden. Je
nach Bedarf kénnen Aliquots der gefrorenen Masse auf frisch beimpften OP50-Platten

Ubertragen und weiter kultiviert werden [112].
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Tabelle 6: Losungen Cryokonservation

S-Puffer (1000ml) Soft Agar (ad 100ml)
K,HPO, 0,05M 129,0 ml NaCl 0,58¢g
KH,PO, 0,05 M 871,0 ml KH,PO, 0,68g
NaCl 585¢g Glycerol 30,0 ml
K;HPO, 0,87¢g
Agar 0,40¢g
auf pH 6 auf pH 6
autoklavieren autoklavieren

Soft Agar Freezing Solution

S-Puffer & Soft Agar; 1:1

3.2.4 Synchronisation

Die Synchronisation der Nematoden [112] geht mit einer Dekontamination einher. Unter
Verwendung der Bleichlosung werden sowohl Nematoden als auch Bakterien abgetotet,
lediglich die Wurmeier bleiben unversehrt und der Schlupf der Larven erfolgt synchron.

Die Nematoden wurden von den Platten gewaschen, auf ein Volumen von 3,5-4,0 ml
eingeengt und mit 1,5 ml einer frisch angesetzten Bleichlosung (Tabelle 7) versetzt. Nach
zehnmintiger Inkubation, mehrmaligem Waschen und Pelletieren wurde das Pellet auf ein
neues Nahrmedium Ubertragen, innerhalb von drei bis finf Stunden schlipften die ersten
Larven.

Tabelle 7: Bleichlésung

Bleichlosung
Reinstwasser 830 ul
10N NaOH 250 ul
12%ige NaOCl 420 pl
1500 pl

3.2.5 Life Span Assay

Der Life Span Assay ermoglicht, den Einfluss einer Substanz, Behandlung oder auch Mutation
auf die Lebensspanne zu untersuchen. In der Vorbereitung wurden synchronisierte
Nematoden (L1-Larven) auf frisch beimpfte Standard-NGM-Agar-Platten Gberflihrt und fir
drei Tage bei 22°C ad libitum (OP50 1x10'° CFU) gefiittert. Nach drei Tagen erreichten die
Tiere das adulte Stadium, dies galt als Versuchsstart (Versuchsstart t=0) fur jeden Life Span

Assay.
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Je Gruppe wurde die gleiche Anzahl an Tieren (60) verwendet. Als Kontrolle galten ad libitum
(OP50 1x10' CFU) gefiitterte Nematoden (Abb. 5), zusatzlich wurde eine dauerhaft restrikt
gefutterte Gruppe (OP50 1x10® CFU) mitgefiihrt. Entsprechend der Hypothese wurden
parallel intermittierende Fitterungsregime, die 24-stiindige Restriktionsphasen (DR) mit
OP50 1x10® CFU vorsahen, mitgefiihrt. Dieser Wechsel erfolgte ein- bis viermal in den
jeweiligen Gruppen: 1xDR (Tag 0), 2xDR (Tag O, Tag 7), 3xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14) und 4xDR
(Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21). Um die starke Vermehrung der Tiere in der fertigen Phase

einzuschranken, war dem Agar (iber die ersten 14 Tage FUDR zugesetzt.

Ab Assay-Start wurden alle Nematoden alle zwei Tage auf neue Platten umgesetzt und dabei
gezahlt. Dabei wurden lebende, tote und zensierte Tiere vermerkt. Als zensiert galten Tiere,
die nicht auffindbar waren, zum Beispiel von der Platte abgewandert sind oder durch ein
fehlerhaftes Umsetzen verletzt wurden. Dies galt auch fiir Tiere, die eine Endotokia matricida
(Tod durch intrauterinen Schlupf) erfahren haben, ein Phanomen, dass bei starkem
Nahrstoffmangel und auch bei sehr geringen Bakterienkonzentrationen zu beobachten war.

Tote Tiere wurden vermerkt aber nicht weiter umgesetzt.

Tag-4 TagQ Tag7 Tag 14 Tag21

1.x24h 2.x24h 3.x24h 4.x24h

Abb. 5: Life Span Schema .

Schema eines Versuchsablaufes mit konstanten und restriktiven Regimes (OP50).

Am Tag -4 wurden synchronisierte Nematoden (L1) auf frisch beimpfte (10") Standard-NGM-Agar-
Platten Gberfiihrt; innerhalb von 4 Tagen wachsen diese zu adulten Tieren heran: Assaystart Tag0. Die
Kontrollgruppen/ Referenzgruppen werden kontinuierlich mit konstanten Bakterienkonzentrationen
(CFU: 1-108, 1-1010, 1-1011)gefi]ttert. Im Gegensatz dazu erfolgen intermittierende Fiitterungen mit 24-
stiindigen Restriktionsphasen auf 1*10° CFU Bakterien im Abstand von 7 Tagen. Dieser Wechsel
erfolge ein- bis viermal in den jeweiligen Gruppen: 1xDR (Tag 0), 2xDR (Tag 0, Tag 7), 3xDR (Tag 0, Tag
7, Tag 14) und 4xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21).
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3.2.6 Untersuchung des Intermediarstoffwechsels mittels Metabolomics

Endogene als auch exogene Faktoren sind in der Lage, das Altern zu beeinflussen (Abb. 6).
Effekte endogener Faktoren wie z.B. genetischer Faktoren wurden mit den Stammen CB1370
(langlebige daf-2-Mutante) sowie CF1038 (kurzlebige daf-16-Mutante) auf einer Standarddiat
(E.coli OP50 10" CFU/ml) verwandt. Als exogener Faktor wurde ein ditetisches Modell
gewidhlt. Es wurde der didtetische Effekt einer Standarddiat (OP50 10 CFU/ml), einer
restrikten Diat (OP50 10° CFU/ml) und einer hochkonzentrierten Di&t (OP50 10" CFU/ml) bei
Tieren des Wildtyps (N2) untersucht.

Wildtyp
restrikt

langlebige
* ] ﬁ 2
1710 Modelle ™~

v

Metaboliten?

N
Wildtyp
iberfuttert
1#1011 _— kurzlebige «& Daf-16
Modelle "YW"

Abb. 6: Endogene und exogene Einflussfaktoren auf die Lebensspanne.

Unter einer Restriktion weisen Wildtypen eine verldngerte Lebensspanne auf, ebenso ist dieser
Phanotyp bei Stammen mit Defekten des Insulinrezeptorhomologs Daf-2 zu beobachten. Im Gegensatz
dazu ist die Lebensspanne bei Uberfitterten Tieren des Wildtyps verkiirzt, ebenso wie im genetischen
Modell mit Defekten im Transkriptionsfaktorhomolog von FOXO Daf-16. Ein Vergleich der
metabolischen Muster aller vier Modelle soll Gber mogliche Gemeinsamkeiten und Unterschiede
Aufschluss geben.

Eine Lebensverlangerung in Folge einer kontinuierlichen Restriktion oder eine Verkiirzung
der Lebensspanne durch eine kontinuierliche Uberfiitterung konnten wir fiir den Wildtyp
(N2) bestatigen (diatetische Modelle) [49, 87]. Dieser Einfluss der Nahrungsquelle dhnelt den
Phanotypen der verwendeten genetischer Modelle (CB1370 & CF1038) [49, 87]. Sind daf-2
bzw. daf-16 in ihrer Funktion eingeschrankt, konnen analoge Effekte beobachtet werden,
zum einen Langlebigkeit und zum anderen eine verkiirzte Lebenspanne [87, 113] .

Die beobachteten analogen Effekte aus diatetischem und genetischem Modelle nutzten wir
um Uberschneidungen der Metabolitenflisse unter den jeweiligen Bedingungen zu
untersuchen. Dies erfolgte mit dem Ziel, neue potentielle Regulationswege, die ebenso zum
Effekt des Einflusses auf die Lebensspanne beitragen, aufzudecken. Entsprechend wurden
Nematoden des Wildtyps N2 und der Stamme CB1370 und CF1038 kultiviert, synchronisiert
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und nach Erreichen des adulten Stadiums auf die oben beschriebenen Nahrungsregimes
Ubertragen und fir drei Tage unter diesen Bedingungen bis zur Porbennahme kontrolliert
gehalten. Von jeder Probe wurden sechs technische Replikate hergestellt. Als Kontrollen

dienten sowohl Reinstwasser als auch die Bakteriensuspension.

Metabolitenextraktion

Jeder Ansatz belief sich auf eine Probe von 6ml einer Wurmsuspension. Fiir jede Probe
wurde Uber ein Aliquot die Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay bestimmt. Anhand
der Probe mit der niedrigsten Proteinkonzentration als Richtwert wurden die Volumina der
restlichen Proben fiir die Extraktion angeglichen, um mit den gleichen biologischen
Probenmengen zu arbeiten.

Zu der jeweiligen Wurmprobe wurden 500 ul eiskalter (-20°C) Extraktionspuffer aus
Methanol:H,0:Chloroform (2,5:1:1) gegeben. Um die technisch bedingte Varianz in der
Probenbestimmung zu kontrollieren, wurde dem Extraktionsgemisch C*makiertes Sorbitol
(0,1 mg/ 500 pl) fur die GC-Messung zugegeben, fir die FT-Messung diente 1 pg/ 500 pl
Kortikosteron. Die Suspension wurde vermischt und mittels Ultraschallstab zweimal fiir 30
Sekunden aufgeschlossen. Im Folgenden wurden die Proben fiir zwei Stunden auf Eis
geschittelt, fur vier Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die obere polare Phase wurde geteilt in
2x180 pl Aliquots fur die GC-TOF-MS sowie die LC-FT-MS. 80 pl der unteren unpolaren Phase
wurden fir die LC-FT-MS zur Bestimmung der Lipidfraktion aliquotiert. Im Folgenden wurden

die Proben vacuumgetrocknet.

Derivatisierung

Die Methoximierung der Carbonylgruppen (40 mg/ml Methoxyamin in Pyridin) erfolgte mit
5 ul des Gemisches je Aliquot fir 90min bei 30°C unter Schiitteln. Die Proben wurden
daraufhin fir 30 Sekunden bei 14000g zentrifugiert um kondensierte Tropfchen wieder zu
sammeln.

Die Silylierung der Hydroxygruppen erfolgte mit Methyl-N-Trimethylsilyl-Trifluoroacetamid
(MSTFA) inklusive des enthaltenen FAME-Standards. Der Standard enthalt eine Mischung von
festgelegten Fettsduren und Fettsduremethylestern. 45 ul der gebrauchsfertigen Losung
(MSTFA + FAME) wurden je Probe hinzugegeben und fiir 30min bei 37°C geschittelt.

Die weitere Analyse erfolgte mittels GC-TOF-MS sowie UPLC-FT-ICR-MS am MPI in Potsdam-
Golm-AG Wollmetzer.
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3.2.7 RNA-Interferenz

RNA Interferenz (RNAi) ist ein evolutionar konservierter Mechanismus der zu
posttranskriptionalem Abschalten eines Genes, post-transcriptional gene silencing (PTGS
oder RNA silencing) fiihrt. Ausgeldst wird der Mechanismus durch externe doppelstrangige
RNA (dsRNA) oder kleine interferierende dsRNA, die small interferring RNA (siRNA) [114]. In
C.elegans wird die doppelstrangige RNA durch einen Enzymkomplex aus DICER, mehreren
Bindeproteinen, sowie einer Helikase in doppelstrangige Fragmente von 21-23 Nukleotiden
Lange geschnitten sowie entwunden [114]. Die entstandenen siRNAs binden an ihre Ziel-
mRNA, werden Uber den RISC-Enzymkomplex aufgenommen und mit Hilfe von Endo- und
Exonukleasen abgebaut [114]. Alternativ dazu kann die siRNA auch als Primer fiir eine dsRNA
abhidngigen RNA-Polymerase dienen (dsRNA-dependent RNA polymerase RdARP). C.elegans
besitzt vier Homologe fiir RARP, eines davon ist rrf-3. Diese rrf-3 Mutanten sind hypersensitiv
gegenilber RNAI [115]. Aus diesem Grund wird der Stamm NL2099, welcher flr das Gen rrf-3,
Allel pk1426 eine homozygote Deletion vorweist, fir dieses Experiment verwendet [71].
siRNA kann auch im Wildtyp appliziert werden, jedoch ist der Effekt abhdngig vom
betroffenen Gen, im Phanotyp sehr schwach [115].

Derzeit kommen vier Methoden zur Anwendung wie dsRNA in C.elegans eingebracht werden
kann: (1) Injektion [116], (2) Fiitterung (iber dsRNA produzierenden Bakterien [117], (3)
Eintauchen in dsRNA [118] und (4) in vivo Produktion durch einen transgenen Promotor
[119].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fitterung mit dsRNA gewadhlt. Es ist eine der
praktikabelsten Methoden, der Erfolg der Methodik ist vergleichbar mit der Injektion und hat
dazu einige methodische Vorteile [120]. Die Fiitterung mit dsRNA produzierenden Bakterien
garantiert die Aufnahme der jeweiligen Sequenz in den Wurm. Entsprechend ist es moglich
auch Titrationseffekte Uber Bakterienldsungen zu untersuchen [120]. Jedes beliebige Gen
lasst sich Uber diese Methodik innerhalb kurzer Zeit untersuchen [120]. Die Methodik der
RNA-Interferenz Uber eine Fltterung mit Bakterien verlangt Bakterienstimme, die in der
Lage sind, die dsRNA zu exprimieren sowie eine vergleichbare Kontrolle. Aus diesem Grund
wird der E.coli Stamm HT115 (DS) GC363 als Leervektor-Kontrolle verwandt. Er enthélt den
Vektor L4440, in den je nach Bedarf die gewiinscht dsRNA kloniert werden kann (Abb. 7). Im
Vektor liegt die Sequenz der jeweiligen dsRNA zwischen zwei T7-Promotoren [121], die durch
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) induzierbar sind [122]. Die dsRNA enthaltenen
E.coli-Stamme sind kommerziell erhaltlich und wurden fiir diese Arbeit von Source BioScience
[98] bezogen.

In Tabelle 8 sind die siRNA-Stamme, welche fiir diese Arbeit relevant waren, aufgelistet.
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Byl 1(47)

Kpn 1(209)

Nae 1 (209)

Xmn1(1178)
Bpm (1692

Eag |
Bgl Il Sac | Sac Il Not |
T7 promoter CCGGCA(%&TCTGATATCATCGATGAATTCGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTC

Xmal
Xbal Spel Agel Ncol Nhel Mlu | Smal Pstl
TAGATCTAGAACTAGTGGATCCACCGGTTCCATGGCTAGCCACGTGACGCGTGGATCCCCCGEGLTGCA

Sall

Hind 11l Hinc 11 Xho | Aé)a | Klpn 1
GGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATT T7 promoter

Abb. 7: L4440 Vektor.
Der Kontrollstamm E.coli HT115 (DE3) GC363 enthalt den L4440 Vektor ohne dsRNA-Sequenz. Auf dem
Vektor befindet sich eine Ampicilinresistenz sowie zwei entgegengesetzt ausgerichtete T7-Polymerase-

Promotoren. Fir die jeweiligen RNAi wurden die entsprechenden Sequenzen zwischen den
Promotoren hineincloniert [121].

Tabelle 8: Sequenznamen und Proteinbezeichnung der untersuchten siRNA-Staimme

Sequenzname Proteinname (zugeordnete Abkiirzung)

C28H8.11 Tryptophan-2,3-Dioxygenase (T-2,3-DO)

ZK1290.2 Tryptophan-Hydroxilase (tph-1)

FA5H10.1 Aldehyd-Dehydrogenase (alh-7)

Y71D11A.3 2-Amino-3-Carboxymuconat-6-Semialdehyd-Decarboxylase
(ACSD)

Zur Kontrolle der hineinklonierten Fragmente und deren Sequenzspezifitdit wurden Proben
jedes siRNA-exprimierenden Bakterienstammes nochmals analysiert. Die entsprechenden
FragmentgrofRen wurden nach DNA-Isolation unter Verwendung des QuickLyse MiniPrep Kits
(Quiagen, Hilden, Deutschland), Restriktionsverdau mit anschlieRender Gelelektrophorese
(1%iges Ethidiumbromid-Gel) bestatigt. Die Sequenz wurde durch einen externen Service
(Sequenzierservice SMB Services in Molecular Biology GmbH, Ridersdorf, Deutschland)
bestatigt.

In der Literatur lassen sich mehrere Protokolle zur RNA Interferenz via Flitterung mit dsRNA

produzierenden Bakterien finden, die sich im Wesentlichen in den Konzentrationen von
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Antibiotika, dem verwendeten Kulturmedium oder der Induktion durch IPTG unterscheiden.
In dieser Arbeit wurden die Methodenprotokolle nach Ahringer [120] und. Timmons [117]
getestet um die optimalste Applikation fiir unsere Zielgene zu ermitteln. Den Effekt des
Knockdowns analysierten wir mittels qRT-PCR der entsprechenden Zielgene. Die Methode
nach Ahringer wies den zuverlassigsten Effekt nach. Zur weiteren Untersuchung des RNAi-
Effektes wurde das Protokoll ebenso im Rahmen des Life Span Assays und der Untersuchung

des Metabolitenprofils beibehalten.

In der Methode nach Ahringer [120] werden die Bakterien mit dem Plasmid zunachst bei
37°C unter Schutteln fur 6h in LB-Medium angezogen und mit Ampicillin (50 pug/ ml) versetzt.
Die Bakterien werden in dieser Zeit auf eine OD von ca. 0,4-0,6 angezogen bzw. mittels
Zentrifugation auf diese OD eingeengt. Die jeweilige Bakterienlosung wird auf IPTG und
Ampicillin enthaltende NGM-Agarplatten (50 pug/ ml Ampicillin, 1 mM IPTG) ausgestrichen.

Fiir jede Methode wurden die Agarplatten jeweils eine Woche vor Versuchsstart gegossen.
Die Bakterien wiederum wurden einen Tag vor Versuchsstart angezogen und am selben Tag
noch auf den Agarplatten ausgestrichen. Parallel dazu erfolgte die Synchronisation der
Nematoden. Am nachsten Tag, dem Versuchsstart (t=0), wurden die Gber Nacht geschlipften
L1-Larven fir drei Tage auf die beimpften Agarplatten gegeben. Das Ausmall des
Bakterienrasens wurde taglich kontrolliert. Nach 24h wurden alle Nematoden nachgefittert

um den RNAIi-Effekt optimal aufrechtzuerhalten [114].

Life Span Assay unter RNA-Interferenz

Fir den Assay unter dem Einfluss der siRNAs wurden in der Vorbereitung synchronisierte
Nematoden (L1-Larven) auf frisch beimpfte Agar-Platten mit den jeweiligen siRNA
exprimierenden E.coli Stamm Uberfiihrt und flr die drei Tage bei 22°C ad libitum mit den
jeweiligen RNAi exprimierenden E.coli Stamm gefiittert. Aus eigenen Vorversuchen war
bereits bekannt, dass diese friihzeitige Aufnahme der RNAi nicht in die Entwicklung der
siRNA-sensitiven Mutante eingreift. Nach drei Tagen waren die Nematoden adult und
konnten in den Assay aufgenommen werden (Versuchsstart t=0).

Je Gruppe wurden 90 Tiere in die Versuche eingeschlossen (Kontrollgruppe des Leervektors
E.coli HT115(DE3) GC363). Alle Bakterienstimme wurden in einer Konzentration von
1x10" CFU auf die Platten ausgestrichen. Um die starke Vermehrung der Tiere in den ersten
Tagen einzuschranken, war dem Agar Uber die ersten 14 Tage FUDR zugesetzt.

Mit dem Einschluss der Tiere in den Assay werden sie alle zwei Tage auf neue Platten
umgesetzt. Dabei werden lebende, tote und zensierte Tiere vermerkt. Als zensiert galten
Tiere die nicht auffindbar waren, zum Beispiel von der Platte abgewandert sind oder durch

ein fehlerhaftes Umsetzen verletzt wurden. Tote Tiere wurden nicht weiter umgesetzt.

42



Methoden

3.2.8 RNA-Isolation und Expressionsanalyse

RNA-Isolation und DNAse-Verdau

Die Nematoden wurden mit destilliertem. H,O von den Platten gewaschen und auf ein
Vollumen von 100 ul eingeengt. Je Probe wurden 1000 pl TRIZOL dazugegeben und
2x30 Sekunden mittels Speed Mill (JenaAnalytik,Jena, Deutschland) aufgeschlossen. Nach
einer finfminitigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde der Uberstand in
ein neues ProbengefdR Uberfihrt und mit je 200 ul Chloroform vermischt. Nach einer
zweiminitigen Inkubation wurden die Proben fir 15 Minuten bei 4°C und 12000g
zentrifugiert. Von den sich ausbildenden Phasen wurde die obere (polare) Phase
abgenommen und in ein neues Probengefdl tberfihrt. Fir die Fallung der RNA wurde der
Probe im Folgenden Isopropanol im Verhaltnis 1:1 zugegeben, vermischt und fiir zehn
Minuten auf Eis inkubiert. Fiir weitere zehn Minuten wurden die Proben bei 4°C und 12000g
zentrifugiert, der Uberstand wurde daraufhin bestméglich abgenommen. Die gefillte RNA
wird mit 1000 pl Ethanol (75%) gewaschen und erneut fir fiinf Minuten bei 4°C und 7500g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde maximal abgenommen, das verbliebene Pellet getrocknet
und erneut in nukleasefreiem Waser aufgenommen und gelost.

Im Anschluss wurden die Proben durch Degradation der DNA-Anteile entsprechend der
Herstellerbeschreibung aufgereinigt (Ambion DNA-free Kit, DNase Treatment and Removal
Reagents, Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland). Die

Zusammensetzung pro Ansatz ist in Tabelle 9 zu finden.

Tabelle 9: Ansdtze Mastermix (1) DNAse Verdau, (2) cDNA-Synthese und (3) qRT-PCR

(1) Mastermix DNAse-Verdau fiir 15pul

isolierte RNA

Volumen
DNase 1-Puffer 1,5 ul
rDNase 1 1,0 ul
RNA 15,0 ul
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cDNA-Synthese und gRT-PCR

Die isolierte RNA wurde mittels Reverse Transkriptase-Reaktion (High-Capacity-cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben. Alle vorbereitenden Schritte
wurden bei 4°C durchgefihrt.

cDNA-Syntheseprotokoll: Schritt 1: 25°C 10min, Schritt 2: 37°C 60min, Schritt 3: 85°C 5min,
Schritt 4: Kihlung auf 4°C.

(2) Mastermix cDNA-Synthese

Volumen
RT-Puffer (10x) 2,0 ul
dNTP-Mix (25x) 0,8 ul
Random Primer (10x) 2,0 ul
Multiscribe Reverse 1,0 ul
Transkriptase
H,0 (nukleasefrei) 4,2 ul
Gesamtvolumen: 10,0 ul
RNA-LGsung 10,0 pl
Gesamtvolumen: 20,0 ul

Die cDNA-Proben wurden 1:10 verdiinnt so fiir die gRT-PCR eingesetzt. Expressionsanalyse

erfolge im 96-well-PCR-Platten-Format lber das SYBR Green | —System*.

(3) Mastermix qRT-PCR

Volumen
Power SybrGreen 5,0 ul
H,0 (nukleasefrei) 2,4 ul
Genspezifische Primer 0,6 pl
F&R
cDNA (1:10) 2,0l
Gesamtvolumen: 10,0 pl

Die entsprechenden Sequenzen der verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 10 gelistet und

das Temperaturprogramm in der qRT-PCR in Tabelle 9.

44



Methoden

*qRT-PCR-Protokoll (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems-Applera Deutschland

GmbH, D-64293 Darmstadt):

Schritt  Wiederholungen Temperatur Dauer
1: 1 95 °C 10:00 min
2: 45 95 °C 00:15 min
56 °C 01:00 min
3: 1 95°C 00:15 min
60 °C 01:00 min
95°C 00:15 min
60 °C 00:15 min
Tabelle 10: genspezifische Primerpaare
Genspezifische Primerpaare des Haushaltsgens cyc sowie der ausgewahlten Enzyme

Tryptophanstoffwechsels

Primerpaare

Sequenz: 5'>3’

cyc fwd
rev

TGAGGAAGAAGCTAAAGCCGAG
AGCTCCGTTGTTGGCAGC

SiRNA

t-2,3-do fwd
rev

CGGGATTCCAGAGTCTTCAG
TGAGGTCTGTGTCGTTGAAAA

alh-7 fwd
rev

ATCGTTTTCGATGATGCTGA
AGATTCGATTGGCAGAGACG

acds fwd
rev

GAGCCCAACTGCTTCGATAC
TTTCGGTGTCAGCAGGTTTA

tph-1 fwd
rev

ACTCGAAGAAAGCTGCTGGA
GATCCACTTCGACGAAAACG
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4. Statistik

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der Daten erfolgte mittels SPSS 20 (Inc.
SPSS, Chicago, IL, USA) und GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., CA, USA). Angegeben
sind jeweils die Mittelwerte mit der Standardabweichung bzw. dem Standardfehler.
Unterschiede zwischen verglichenen Gruppen wurden ab einem p-Wert von p<0.05 als
signifikant gewertet, insofern nicht anders vermerkt. Zur Adjustierung des globalen
o-Niveaus wurde die Bonferroni-Korrektur angewandt. Die jeweiligen adjustierten
Signifikanzniveaus sind an entsprechender Stelle vermerkt. Falls nicht fir Bonferroni

korrigiert wurde, wurde die Analyse als explorativ gewertet.

4.1 Humane Studien

Fir die in den Tabellen aufgefiihrten Vergleiche der Verteilung der gemessenen Parameter
sowie deren prospektiver Veranderungen wurde wie folgt verfahren. Alle Werte eines
Messzeitpunktes wurden hinsichtlich ihrer Normalverteilung getestet. Weitere Vergleiche
der gleichen Parameter zwischen verschiedenen Zeitpunkten erfolgten (l) bei vorliegender
Normalverteilung mittels parametrischer Tests (t-Test, ANOVA) und (ll) bei nicht
normalverteilten Daten mittels nicht-parametrischer Tests (Rangvarianzanalyse, Mann—
Whitney-U-Test, Kolmogorov—-Smirnov Test). Nominalskalierte Variablen wurden mittels Chi-
Quadrat-Test verglichen. In den Tabellen wurden jeweils die absolute Zahl vorliegender
Messwerte und die daraus resultierenden Mittelwerte und Standardabweichungen
aufgefihrt. Paarweise Vergleiche erfolgten nur mit Probanden, die zu beiden Zeitpunkten
erschienen. Der aus diesen Vergleichen resultierende p-Wert wurde aufgefihrt.
Unterschiede in den Parametern wurden ab einem p-Wert von p<0.05 als signifikant
gewertet.

Bei vorliegender Normalverteilung erfolgten Korrelationsanalysen nach Pearson. Die FGF21-
Messwerte wurden aufgrund fehlender Normalverteilung logarithmiert.

Die Schatzung des Risikos fir Storungen im Glukosestoffwechsel sowie flir das Metabolische
Syndrom erfolgte in Terzilen der logarithmierten FGF21-Konzentrationen mittels logistischer
Regressionsanalysen. Berechnet wurden zwei Modelle. Im ersten Modell erfolgte eine
Adjustierung fur die GroRen Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up-Zeit, im zweiten Modell
zusatzlich fir WHR, HDL-Cholesterin, Triglyzeride, den systolischen Blutdruck und die
Nlchtern-Glukose. Angegeben wurden das relative Risiko (OR) sowie das 95%ige

Konfidenzintervall.
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In den Regressionsanalysen zur Ermittlung des Risikos fiir einen inzidenten T2DM sowie
Stérungen im Glukosestoffwechsel unter Beriicksichtigung der Serum-Vaspin-Spiegel wurden
folgende Modelle verwendet. Im ersten Modell erfolgte eine Adjustierung fiir die GroRen
Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up-Zeit. Dieses Modell wurde erweitert um (i) die
Niichternglukose, die Blutglukose nach 120min und den HbAlc, (ii) LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin und die Triglyzeride und (iii) den systolischen und diastolischen Blutdruck. Im
zweiten Modell erfolgte die Adjustierung fir die Grofen Hiftumfang, HbAlc, leichte
korperliche Aktivitdt und Leukozyten. Angegeben wurden das relative Risiko (OR) sowie das
95%ige Konfidenzintervall.

Bei der Auswertung der Gewichtsverldufe standen Daten von 60 Probanden und 90
gematchten Kontrollen zur Verfigung. Das Matching erfolgte nach Geschlecht, BMI und
Alter. Die Zuordnung und Klassifizierung fiir Storungen im Glukosestoffwechsel (IGT, IFG)
sowie die Zuordnung eines Diabetes mellitus erfolgte anhand der ADA-Klassifizierung [10].
Bezliglich des Gewichtsverlaufs wurden zwei Unterteilungen vorgenommen. Eine beruhte auf
einer von uns validiert, abgefragten Eigenangabe des Gewichtsverlaufs (Unterteilung in funf
Kategorien), die andere nach der tatsachlichen Gewichtsentwicklung (drei Kategorien). Die
Kategorien nach Eigenangabe des Gewichtsverlaufs lauteten wie folgt: stabiler Verlauf
(maximale Verdnderungen des Gewichts von 2-3 kg), kontinuierliche Abnahme,
kontinuierliche Zunahme, leicht schwankender (+5kg) oder stark schwankender (>t5kg)
Verlauf ausgehend vom initialen Gewicht. Die Unterteilung in drei Gruppen anhand einer 3%
Grenze (Verdanderung zum Ausgangsgewicht > 3,1%, +3,0% oder < 3,1%) wurde mit dem Ziel,
die Gruppen etwa gleich groR zu halten, vorgenommen.

Die Berechnung des kardiovaskuldren Risikos erfolgte tiber den Framingham-Score [67]. Die
absoluten Risiken fiir die jeweiligen Gruppen als Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardabweichungen wurden tabellarisch fiir zwei Zeitpunkte aufgefiihrt. Paarweise
Vergleiche erfolgten nur mit Probanden, die zu beiden Zeitpunkten erschienen. Der aus
diesen Vergleichen resultierende p-Wert wurde aufgefiihrt. Die relative Veranderung des
Risikos pro Jahr wurde fiir das 5.-95. Perzentil dargestellt. Insofern die Analyse auf
Unterschiede in den Varianzen (ber alle Gruppen (ANOVA, Rangvarianzanalyse) signifikant
war, wurde mittels Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.
Zur Adjustierung des globalen a-Niveaus wurde die Bonferroni Korrektur angewandt. Das

adjustierte a-Niveau belief sich auf p<0.005.
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4.2 Analyse der Studien mit C.elegans

Fiir die Datenerfassung wurde Microsoft-® Office Exel 2010 (Microsoft Corp., Redmond,
Wahsington, USA) verwendet, fiir die statistische Auswertung der Daten wurde SPSS 18 (Inc.
SPSS, Chicago, IL, USA) verwendet. Die Uberlebenszeit-Analyse erfolgte mittels Kaplan Meier.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels Log-Rank Tests ermittelt.
Jeder Life span Assay wurde viermal wiederholt. Die Auswertung der Expressionsdaten
erfolgte Uber die delta ct-Methode.

Die Bestimmung der Metaboliten erfolgte fiir jedes Experiment und Gruppe aus 6
biologischen Proben. Um die Varianz zwischen den Proben zu verringern, wurden die Daten
aus den Metabolitenmessungen mittels logarithmischer Transformation und Ausrichtung am
Median aller gemessenen Signalstarken einer Probe normalisiert. Diese Transformation
reduzierte den dominanten Effekt sehr starker Signale. Im Gegenzug verstarkte es die Signale
von bisher schwachen bisher unbedeutenden Metaboliten. Zur Identifizierung jener
Metaboliten, die  verschiedenen Behandlungen wiederspiegeln, erfolgte ein
Gruppenvergleich mittels t-Test. Fir weiterflihrende Analysen der verschiedenen Modelle
wurden multivariate Analysenmodelle wie die PCA verwendet, ausgefiihrt tGber SPSS 18.0 mit

den normalisierten Daten.
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5. Ergebnisse

5.1 Etablierung einer Nachbeobachtung fiir die MeSyBePo Studie

Die 2002 gestartete Querschnittsstudie Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam (MeSyBePo)
schlieRt Probandendaten von Uber 2000 Teilnehmern ein. Ziel der Studie ist es,
Zusammenhange von Charakteristika des Metabolischen Syndroms, sowie Adipositas-
assoziierter Erkrankungen zu evaluieren. Besonderes Interesse gilt dem T2DM und
kardiovaskuldaren Erkrankungen als Folge der Adipositas [106]. Die Studie sieht eine erste
Nachuntersuchung (Follow-up) nach mindestens 3 Jahren vor. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit
wurden 1600 Teilnehmer eingeladen, von ihnen nahmen 584 Personen (174 Mé&nner, 410
Frauen) an der Folgeuntersuchung teil. Die Daten dieser 584 Teilnehmer bilden den hier

verwendeten Datensatz.

5.1.1 Verteilung und prospektive Veranderungen der phanotypischen Charakteristika der

Probanden

Kohorte der Folgeuntersuchung (Follow-up)

Zum Einschlusszeitpunkt der Studie betrug das mittlere Alter der 584 Teilnehmer 56 Jahre
(Tabelle 11). Von den 584 Teilnehmern (410 Frauen, 70%) gaben 45 Personen (8%) an zu
rauchen. Der mittlere BMI von 29,6 + 6,0 galt als Gbergewichtig. Dem BMI folgend, betrug der
WHR 0,89 £ 0,1 und der Gesamtkorperfettanteil 37%.

Zur Folgeuntersuchung betrug das Alter im Durchschnitt 61 Jahre und die Follow-up-Zeit im
Mittel 5,3 Jahre. Uber diese Zeit ist die Anzahl der Raucher um 1,4% angestiegen (p<0,001).
Ebenso zeigten sich signifikante Anstiege fiir den BMI (30,3 £ 6,3, p<0,001), den WHR
(0,9 £0,1, p<0,001) und fiur den Gesamtkorperfettanteil (p<0,001).

Alle betrachteten Parameter bis auf HDL-Cholesterin (unverandert) zeigten wahrend des

Beobachtungszeitraumes eine signifikante Veranderung.
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Tabelle 11: Parameterverteilung der Follow-up Kohorte

Parameterverteilung der Follow-up Kohorte (584 Personen) zu Studienbeginn und zur
Folgeuntersuchung. Daten angegeben als Anzahl n (%) oder MW + Stabw zu Studienbeginn F, und zur
Folgeuntersuchung Fy; Signifikanzniveau p<0,05

p-Werte
Parameter n Fy n F¢ Fy, vs. F¢
Alter (J) 584 55,6 + 11,25 584 60,9 = 11,24 <0,001
Frauen 584 410 (70,2) 584 410 (70,2)
Raucher 584 45 (7,7) 563 53 (9,1) <0,001
Anthropometrie
BMI (kg*m™) 584 29,6 + 5,98 584 30,3 £+ 6,32 <0,001
Korpergewicht (kg) 584 83,4 + 18,15 584 83,9 + 18,88 <0,001
WHR 584 0,89 = 0,10 584 0,90 + 0,09 <0,001
Taillenumfang (cm) 582 96,5 * 15,47 581 96,7 * 16,39 <0,001
Huftumfang (cm) 583 108,1 + 13,52 581 107,6 + 15,74 <0,001
Korperfett (%) 579 36,7 + 7,66 540 38,1 + 7,48 <0,001
Blutdruck
Systole (mmHg) 564 126,9 + 16,98 544 130,4 + 17,21 <0,001
Diastole (mmHg) 564 784 * 9,71 544 82,9 + 31,75 0,014.
Glukosestoffwechsel
Glukose 0 min (mg/dl) 579 97,8 + 21,88 579 107,0 + 24,02 <0,001
Glukose 120 min (mg/dl) 533 121,6 + 46,10 490 118,9 + 42,55 <0,001
Insulin 0 min (mU/I) 579 9,0 + 6,04 545 10,8 £ 6,95 <0,001
HbAlc 581 56 = 0,63 580 55 + 0,63 <0,001
HOMA g 574 23 = 1,95 540 29 = 2,34 <0,001
Lipidstoffwechsel
Gesamt-Cholesterin
(mmol/1) 582 55 = 1,05 581 57 + 3,76 0,002
HDL-Cholesterin (mmol/1) 581 1,4 + 0,37 581 1,4 + 0,39 n.s.
LDL-Cholesterin (mmol/l) 577 35 £+ 0,92 581 35 + 0,88 <0,001
Triglyzeride (mmol/I) 584 1,5 + 0,79 581 1,5 + 0,99 <0,001
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5.1.2 Aussagekraft von FGF21 fiir die Pradiktion von metabolischen Stérungen

In der Leber synthetisierte Proteohormone sind in der Lage in viele Stoffwechselwege und
Entwicklungsvorgange regulatorisch einzugreifen. Ein neu entdecktes Hormon ist FGF21,
welches scheinbar Einfluss auf das Diabetes Risiko und die Regulation des Blutzuckers hat. So
sind fur Personen mit koronarer Herzkrankheit als auch bei Diabetikern erhdhte FGF21-
Konzentrationen dokumentiert [123]. Aus diesem Grund wurde FGF21 in die Analysen mit
einbezogen, mit der Fragestellung ob FGF21 pradiktiv fiir die Diabetesinzidenz oder das
Metabolische Syndrom genutzt werden kann.

Unter Ausschluss aller, die an einer Intervention zur Gewichtsreduktion teilnahmen sowie
Probanden mit einem zur Eingangsuntersuchung diagnostizierten T2DM gingen
440 (151 m/ 289 1) nicht-diabetische Personen mit in die Analyse ein. Bis zur
Folgeuntersuchung wiesen 54 (26 m/28 f) ein Metabolisches Syndrom auf 35 (14 m/ 21 1)
entwickelten einen T2DM und 69 (29 m/40f) Teilnehmer verschlechterten sich von

urspriinglich normalen Blutglukosewerten zu einer eingeschrankten Glukosetoleranz.

Tabelle 12: Parameterverteilung FGF-21 Kohorte
Parameterverteilung der Kohorte zu Studienbeginn sowie fiir alle Personen mit spaterem
Metabolischem Syndrom, Daten angegeben als Anzahl n oder MW + Stabw, Signifikanzniveau p<0,05

Parameter Kontrollen Inzidenz MetS p- Wert
Geschlecht (m/w) 125/261 26/28

Alter (J) 556 + 0,6 57,6 + 1,3 n.s.
BMI (kg/m?) 283 + 0,3 301 + 0,7 0,006
WHR 0,89 + 0,01 093 + O 0,005
Gesamt Cholesterin (mmol/I) 551 + 0,5 574 + 0,1 n.s.
LDL-Cholesterin (mmol/I) 3,42 + 0,05 3,64 + 0,1 n.s.
HDL-Cholesterin (mmol/I) 1,45 + 0,02 1,35 + O n.s.
Triglyzeride (mmol/1) 1,43 + 0,04 1,65 + 0,1 n.s.
Glukose 0 min (mg/dl) 969 + 1,1 97,1 + 2,2 n.s.
Glukose 120 min (mg/dl) 121 + 2,5 127 + 6,1 n.s.
HbA1lc (%) 55 + 0,03 584 + 02 0,005
Systole (mmHg) 126 + 1 130 + 2 n.s.
Diastole (mmHg) 78 + 1 81 + 1 0,012
FGF-21 (pg/ml) 278 + 10,1 326 + 21 0,006

Die Parameterverteilung dieser Kohorte zu Studienstart ist in Tabelle 12 aufgelistet sowie die
Mittelwerte der Parameter zu Studienbeginn aller Personen, die nach durchschnittlich

5,3 Jahren mit einem Metabolischen Syndrom diagnostiziert wurden. So hatten Personen, die
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spater ein Metabolisches Syndrom entwickelten, bereits zu Studienbeginn einen héheren
BMI (p=0,006), WHR (p=0,005), Hb1Ac (p=0,005) und diastolischen Blutdruck (p=0,012) im
Vergleich zu den Kontrollen. Fir Gesamt-Cholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin,
Triglyzeride, dem Systolischen Blutdruck und dem Alter fanden sich keine Unterschiede

zwischen diesen beiden Kohorten.

Die FGF21-Spiegel korrelierten zu Studienbeginn signifikant mit dem systolischen (r=0,185;
p<0,001) und diastolischen (r=0,169; p<0,001) Blutdruck, den Triglyzeriden (r=0,273;
p<0,001), dem WHR (r=0,103; p=0,032), BMI (r=0,243; p<0,001), Alter (r=0,280; p<0,001),
Hb1Ac (r=0,225: p<0,001), der Niichternglukose (r=0,156; p=0,001) und der 2h Glukose
(r=0,241; p<0,001). Fir LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin und die freien Fettsduren ergaben
sich keine signifikanten Korrelationen.

Patienten, die spater ein MetS entwickelten hatten zur Eingangsuntersuchung hdhere
FGF21-Spiegel im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,006). Selbst wenn andere bekannte
Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up Zeit (Modell 1) sowie WHR, der
systolische Blutdruck, HDL-Cholesterin, Triglyzeride und die Niichternglukose (Modell 2) mit
in die Berechnung aufgenommen wurden, blieb FGF21 ein unabhéangiger Pradiktor fur das
Metabolische Syndrom. Im ersten Modell belief sich das Risiko auf ein Odds Ratio (OR) von
2,6 95%Cl 1,5 -4,5; p=0,001 im zweiten Modell OR 2,2 95%CI 1,2 — 4,1; p=0,009 (Abb. 8).

Im nachsten Schritt erfolgte die Analyse jener Personen ohne Diabetespradvalenz (Pravalenz
zu Studienbeginn). Im ersten Modell war FGF21 eindeutig mit T2DM assoziiert (OR 2,4 95%Cl
1,2 - 4,7; p=0,002) und auch im zweiten Modell war der Schatzer vergleichbar (OR 2,0 95%Cl
0,91 - 4,3; p=0,086) (Abbildung 8B OR fiir FGF21 Terzile beider Modelle). Zuletzt wurde der
Zusammenhang zu einem eingeschrankten Glukosestoffwechsel analysiert und erwies sich
ebenfalls signifikant (OR 1,9 95%Cl 1,2 — 3,3; p=0,012) (Abb. 8C). Es ergaben sich keine
Zusammenhange fiir ein verdndertes Risiko abhangig vom BMI, WHR, und dem Blutdruck.
Ebenso zeigten sich keine Zusammenhdnge fir die Lipidparameter zum Zeitpunkt des

Follow-up.
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Abb. 8: Risikoabschatzungen in Abhangigkeit der FGF21-Spiegel
Risikoschatzung fir (A) das Metabolische Syndrom, (B) T2DM und (C) die Verschlechterung zu einem

gestorten Glukosestoffwechsel in den Terzilen der FGF21-Spiegel, adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI,
Follow-up Zeit. Die Fehlerbalken stellen das 95%ige Konfidenzintervall dar. Die horizontale Linie gilt als
Referenzlinie fiir OR=1, es erfolgte die Auftrennung in Terzile nach FGF21-Konzentrationen.
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5.1.3 Aussagekraft von Vaspin fiir die Pradiktion von Stérungen der Glukosehoméostase

Dem vom Fettgewebe sezernierten Adipokin Vaspin wird ein Einfluss auf die
Blutglukoseregulation in Abhdngigkeit vom Korpergewicht zugeschrieben [26, 37]. Es wurde
mit der Frage in die Analysen eingeschlossen, ob es pradiktiv fir die friihzeitige Erkennung
eines Diabetes oder einer gestorten Regulation des Glukosestoffwechsels genutzt werden
kann.

Unter Ausschluss aller Teilnehmer der Gewichtsreduktionskurse sowie aller Probanden mit
einem zur Eingangsuntersuchung diagnostizierten T2DM gingen 361 (99 m/ 223 f) nicht-
diabetische Personen in die Analyse ein. Bis zur Folgeuntersuchung wiesen 39 (10 m/ 29 f)
Personen einen T2DM auf, 50 (21 m/29f) Teilnehmer mit urspringlich normalen Blut-

glukosewerten zeigten eine gestorte Glukosetoleranz.

Tabelle 13: Parameterverteilung der Vaspin Kohorte
Verteilung der Parameter zu Studienbeginn sowie flir alle Personen mit spaterem T2DM, Daten
angegeben als Anzahl n oder MW t Stabw Signifikanzniveau p<0,05

Parameter Kontrollen Inzidenz T2DM p- Wert
Geschlecht (m/w) 99/223 10/29

Alter (J) 549 + 11,4 57,1 + 11,5 n.s.
BMI (kg/m?) 279 + 54 337 + 58 <0,001
WHR 0,88 + 0,115 0,92 + 0,076 0,008
Gesamt Cholesterin (mmol/l) 5,6 + 1 5,34 + 1,1 n.s
LDL -Cholesterin (mmol/I) 3,52  + 0,9 3,31 + 1 n.s
HDL-Cholesterin (mmol/1) 1,46 + 0,4 1,29 + 0,3 0,005
Triglyzeride (mmol/I) 1,36 + 0,7 1,65 + 1 0,023
Glukose 0 min (mg/dl) 90,7 + 12,1 99,4 + 16,6 0,002
Glukose 120 min (mg/dl) 109 + 31,4 134,2 + 34,5 <0,001
HbA1c (%) 5,4 + 0,5 5,9 + 0,82 <0,001
Systole (mmHg) 124 + 17 131 + 15 0,013
Diastole (mmHg) 77 + 9 80 + 10 n.s
Vaspin (pg/ml) 1,2 + 1,22 1,7 + 1,54 0,085

Die Verteilung verschiedener Charakteristika der Kohorte zu Studienstart ist in Tabelle 13
aufgelistet sowie die Mittelwerte zu Studienbeginn aller Personen. Personen, die spater
einen T2DM entwickelten, hatten bereits zu Studienbeginn einen héheren BMI (p<0,001),
WHR (p=0,008), Triglyzeride (p=0,023), Glukose Omin (p=0.002) und Glukose 120min
(p<0,001), HbA1lc (p<0,001) sowie den systolischen Blutdruck (p=0,013) im Vergleich zu den
Kontrollen. HDL-Cholesterin (p=0,005) war im Vergleich der Gruppen signifikant erniedrigt.
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Fiir das Alter, Cholesterin, die Diastole und Vaspin selbst fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, wobei sich fir Vaspin ein Trend zu hdheren

Spiegeln bei Probanden mit inzidentem Diabetes mellitus Typ 2 zeigte.

Korrelationsanalysen der Parameter zu Studienbeginn wiesen signifikante Zusammenhéange
zwischen dem Vaspin-Spiegel und dem Geschlecht (r=0,173; p=0,001), dem HDL-Cholesterin
(r=0,105; p=0,048) und den Triglyzeriden (r=0,112; p=0,035) nach. Es fanden sich keine
signifikanten Korrelationen zwischen dem Vaspin-Spiegel zu Studienbeginn und den
Variablen Alter, BMI, WHR, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, Glukose Omin, Glukose
120min, HbAlc und Blutdruck. Korrelationsanalysen fiir den Vaspin-Spiegel zu Studienbeginn
und den genannten Parametern zur Nachuntersuchung wiesen signifikante Korrelationen fir
das Geschlecht (r=0,138; p=0,009) und den diastolischen Blutdruck (r=0,133; p=0,016) auf,

fiir die restlichen Parameter zeigten sich keine Zusammenhange.

Patienten, die spater einen T2DM entwickelten, hatten zur Eingangsuntersuchung etwas
hohere mittlere Vaspin-Spiegel im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,085). Ob Vaspin im
Rickschluss fiir die Kohorte pradiktiv fir die Erkennung eine T2DM hatte fungieren kénnen
wurde in logistischen Regressionsmodellen Uberprift. In einem ersten Modell (Model 1)
erfolgte zunachst eine grobe Adjustierung fir Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up Zeit.
Bereits in diesem ersten Modell erwiesen sich Vaspin (OR 1,6 95%Cl 1,2 — 2,1; p=0,003) und
der BMI (OR 1,2 95%CI 1,1- 1,3; p<0,001) als signifikante Faktoren fiir die Entwicklung eines
T2DM. In erweiterten Modellen, in denen Parameter des Glukosestoffwechsels
aufgenommen wurden (Adjustierung fiir Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up Zeit sowie
Glukose Omin, Glukose 120min und HbA1c) zeigten sich fiir die Nichternglukose ein OR von
1,0 (95%Cl 1,1 — 1,3; p=0,038) und fir die Blutglukose nach 120min ein OR von 1,01 (95%CI
1,00 — 1,02; p=0,038). In diesen und allen weiteren Modellen zeigte sich Vaspin als
signifikanter Einflussfaktor fir die Entwicklung eines T2DM mit einem OR von 1,4 (95%CI 1,0
—1,9; p=0,021). In Anbetracht der vorhergehenden Korrelationsanalysen erfolgten weitere
Regressionsanalysen unter Berlcksichtigung der Lipide (Adjustierung fur Alter, Geschlecht,
BMI und Follow-up Zeit sowie LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeride), wobei sich bis
auf Vaspin kein weiterer signifikanter Einflussfaktor als aussagekréaftig erwies. Ebenso wies
eine Analyse unter Beriicksichtigung der Blutdruckparameter (Adjustierung fir Alter,
Geschlecht, BMI und Follow-up Zeit sowie den systolischen und diastolischen Blutdruck)
keine weiteren signifikanten Einflussfaktoren bis auf Vaspin selbst aus. In einem letzten
Modell (Modell 2) wurden andere bekannte Einflussfaktoren wie der HbAlc, der
Taillenumfang, die Leukozyten und die Aktivitdt mit in die Berechnung aufgenommen. Auch

in diesem Modell verblieb Vaspin als signifikanter Einflussfaktor mit einen OR von 1,6 (95%ClI

55



Ergebnisse

1,2 - 2,1; p=0,003) und der HbA1c wies einen Trend aus (OR 1,9 95%Cl 0,9 — 3,6; p=0,068).
Eine nach Geschlechtern getrennte Analyse minderte den p-Wert und damit die Aussagekraft
fiir die mannlichen Probanden aufgrund der geringen Personenzahl. Die Schatzer fiir Vaspin
(Model 1), aufgeteilt nach Geschlecht (m:w), waren folgende: OR 2,0 95%Cl 1,0 — 4,0;
p=0,063 vs. OR 1,5 95%CI 1,1 — 2,0; p=0,011. Die gleiche Analyse fir das erweiterte Modell
(Model 2) ergab folgende Schatzer (m:w) OR 1,5 95%Cl 0,7 — 3,3; p=0,342 vs. OR 1,5 95%Cl
1,1-2,1; p=0,011.

Die durchgefiihrten Analysen weisen Vaspin als signifikanten Einflussfaktor fir die
Ausbildung eines T2DM mit einem OR von 1,6 aus. Ob dieser Zusammenhang bereits im
pradiabetischen Zustand und somit bei Vorliegen einer gestorten Glukosetoleranz besteht,
wurde ebenso in den beschriebenen Modellen geprift. Ein Vergleich der Mittelwerte der
gemessenen Parameter zwischen den Kontrollen und den Personen mit gestorter
Glukosetoleranz wies deutlich geringere Unterschiede in den Mittelwerten auf (Anhang Al)
ein Unterschied in den Vaspin-Spiegeln bestand zwischen diesen Gruppen nicht. Im Falle
einer gestorten Glukosetoleranz als Zielvariable kommt Vaspin keine Rolle als erklarende

Einflussvariable zu.
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5.2 Etablierung einer Langzeit-Nachbeobachtung der Gruppe von Patienten

mit standardisierter Intervention

Interventionsgruppe

Von den beschriebenen 584 Personen haben direkt nach Einschluss in die Studie
60 Probanden an einem begleiteten einjahrigen Gewichtsreduktionskurs teilgenommen und
ausgehend von Alter und Gewicht zu Studienbeginn, diesen wurden 90 Kontroll-Probanden
aus den verbleibenden 524 Probanden zugeordnet (siehe Methoden).

Zum Interventionsstart betrug das mittlere Alter der 60 Teilnehmer 56 Jahre, zwei Personen

(3,3 %) gaben an zu rauchen (Tabelle 14),

Uber den Beobachtungszeitraum stieg der BMI um 0,9 und war zum Zeitpunkt der
Folgeuntersuchung 35,215,7 (p=0,004). Parallel dazu steigt das Gesamtkoérperfett bis zum
Follow-up um 2,1% bis auf 45,2+4,6 % (p<0,001) an.

Der systolische Blutdruck stieg liber den Beobachtungszeitraum von 128,7+14,5 mmHg auf
135,6116,5 mmHg (p=0,004), ebenso stieg die Nichternglukose von 105,0+25,2 mg/dl auf
110,3%+26,9 mg/dl (p<0,001). Gegenlaufig verhielt sich dazu der Blutglukosespiegel nach 2h.
Ausgehend vom Ausgangswert von 129,2+52,4 mg/dl sank dieser im Mittel bis zum Follow-up
auf 103,9+31,1 mg/dl ab (p=0,026). Ein Einfluss der Intervention auf die Parameter des

Lipidstoffwechsels zeigte sich nicht.

57



Tabelle 14: Parameterverteilung der Teilnehmer der Gewichtsreduktion
Parameter der Gewichtsreduktionsteilnehmer (GW) (60 Personen) zu Studienbeginn und zur
Folgeuntersuchung. Daten angegeben als Anzahl n (%) oder MW % Stabw zu Studienbeginn GW, und
zur Folgeuntersuchung GWj; p Signifikanzniveau p<0,05

Ergebnisse

p-Werte
Parameter n GW, n GW; GW, vs. GW;
Alter 60 55,9 = 9,35 60 60,4 * 9,16 <0,001
Frauen 60 54 (90) 60 54 (90)
Raucher 60 2 (3,3) 60 6 (10,0) <0,001
Anthropometrie
BMI (kg*m™) 60 343 + 5,24 60 352 + 5,71 0,004
Korpergewicht (kg) 60 95,7 + 17,82 60 96,6 + 18,22 n.s
WHR 60 0,89 = 0,08 60 0,90 = 0,08 n.s
Taillenumfang (cm) 60 108,1 + 14,44 60 106,7 + 12,98 n.s
Huftumfang (cm) 60 120,8 + 11,83 60 121,2 + 12,80 n.s
Korperfett (%) 57 43,1 + 4,16 58 452 + 4,61 <0,001
Blutdruck
Systole (mmHg) 60 128,7 = 14,50 60 135,6 *+ 16,46 0,004
Diastole (mmHg) 60 80,6 * 10,61 60 82,8 + 10,30 n.s
Glukosestoffwechsel
Glukose 0 min (mg/dl) 60 105,0 + 25,23 60 110,3 = 26,91 <0,001
Glukose 120 min (mg/dl) 54 129,2 + 52,44 49 1039 + 31,12 0,026
Insulin 0 min (mU/I) 60 9,7 + 6,06 58 14,5 + 8,66 <0,001
HbAlc 60 57 + 0,83 60 57 + 0,96 n.s
HOMA g 60 2,7 + 2,25 58 4,2 + 3,387 <0,001
Lipidstoffwechsel
Gesamt-Cholesterin
(mmol/I) 60 55 = 0,88 60 57 = 0,97 n.s
HDL-Cholesterin (mmol/1) 59 1,3 + 0,29 60 1,4 + 0,30 n.s
LDL-Cholesterin (mmol/l) 59 35 + 0,74 60 3,6 + 0,80 n.s
Triglyzeride (mmol/I) 60 1,4 + 0,65 60 1,7 + 1,04 n.s
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Kontrollgruppe
Zum Interventionsstart betrug das mittlere Alter dieser Gruppe 57 Jahre (Tabelle 15). Finf
Personen (5,6%) gaben zu Beginn der Studie an zu rauchen, bis zum Follow-up stieg diese

Zahl um 5,5% auf 10 Personen (11,1%) an.

Der Anstieg des BMI bis zur Folgeuntersuchung belief sich in dieser Gruppe auf 0,5 (p<0,001)
BMI Punkte. Zum Zeitpunkt des Einschluss in die Studie betrug der BMI 28,8+6,3. Bis zur
Folgeuntersuchung 29,3+6,6. Ebenso stiegen der WHR, der Taillenumfang sowie das
Korperfett an. Der WHR stieg auf 0,90+0,1 an (p<0,001), der um 1,6 cm auf 95,2+13,8 cm
(p=0,003) und das Gesamtkorperfett um 0,9% bis zur Nachfolgeuntersuchung auf 35,9+8,3%
(p <0,001).

Es zeigten sich Veranderungen des Blutdrucks, im Glukosestoffwechsel auch fir den

Insulinspiegel und den HOMA; .

Bis auf eine signifikante Verschlechterung des HDL-Cholesterin von 1,5%0,4 mmol/l auf
1,4+0,3 mmol/l (p=0,011) zeigten sich keine Veranderungen auf die gemessenen Parameter

des Lipidstoffwechsels.
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Tabelle 15: Parameterverteilung der Teilnehmer der Kontrollen

Parameterverteilung der Teilnehmer der Kontrollen (K) (90 Personen) zu Studienbeginn und zur
Folgeuntersuchung. Daten angegeben als Anzahl n (%) oder MW = Stabw zu Studienbeginn K, und zur
Folgeuntersuchung Kg; Signifikanzniveau p<0,05

p-Werte
Parameter n Ky n K¢ Ky vs. K¢
Alter 90 56,9 + 11,7 90 61,7 + 11,7 <0,001
Frauen 90 56 (62,2) 90 56 (62,2)
Raucher 90 5 (5,6) 90 10 (11,1) <0,001
Anthropometrie
BMI (kg*m™) 90 28,8 + 6,32 90 29,3 + 6,59 <0,001
Korpergewicht (kg) 90 80,5 * 16,55 90 81,1 + 16,95 n.s
WHR 90 09 + 0,10 89 09 + 0,09 0,017
Taillenumfang (cm) 90 93,6 * 14,80 89 95,2 + 13,78 0,003
Huftumfang (cm) 90 105,6 + 12,83 89 106,0 + 13,34 n.s
Korperfett (%) 90 350 + 7,68 88 359 + 8,28 <0,001
Blutdruck
Systole (mmHg) 87 127,2 + 17,83 86 133,4 + 18,35 <0,001
Diastole (mmHg) 87 77,3 * 9,39 86 82,5 + 11,15 <0,001
Glukosestoffwechsel
Glukose 0 min (mg/dl) 89 101,6 + 18,74 89 105,3 * 20,27 0,030
Glukose 120 min (mg/dl) 83 124,1 + 50,18 76 121,0 + 46,64 n.s
Insulin 0 min (mU/I) 89 8,6 + 590 84 10,6 + 5,85 <0,001
HbAlc 90 56 * 0,79 90 55 = 043 n.s
HOMAr 88 22 + 1,68 83 28 + 1,78 <0,001
Lipidstoffwechsel
Gesamt--Cholesterin
(mmol/I) 90 54 + 0,98 90 54 + 0,96 n.s
HDL-Cholesterin (mmol/1) 90 1,5 + 041 90 1,4 + 0,32 0,011
LDL-Cholesterin (mmol/I) 90 3,3 £+ 0,87 90 3,3 + 0,77 n.s
Triglyzeride (mmol/I) 90 1,4 + 0,69 90 1,5 + 0,83 n.s
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5.2.1 Inzidenz des T2DM und des Metabolischen Syndroms

In Abhangigkeit der Kategorisierung nach Gewichtsverlaufen und Gewichtsveranderung,
wurden die Inzidenzen fiir T2DM und das Metabolische Syndrom (MetS) betrachtet (Tabelle
16). Zu Studienbeginn waren bereits 13 Personen (21,6%) aus der Interventionsgruppe und
15 Personen (16,6%) der Kontrollgruppe mit einem T2DM diagnostiziert. Bis zur
Folgeuntersuchung waren es insgesamt respektive 12 (20%) (p=0,825) und 16 (17,7 %)
Personen mit einem diagnostizierten T2DM (p=0,846) Tabelle 16. In die Klassifizierung des
MetS nach WHO fielen zu Studienbeginn 8 (13,3%) der 60 Gewichtsreduktionsteilnehmer und
13 Kontroll-Probanden (14,4%). Bis Studienende wiesen 24 (40%) der 60 Gewichtsreduktions-
teilnehmer (p<0,001) ein MetS auf, von den Kontrollen sind 31 (34,4%) betroffen (p<0,001).

Tabelle 16: Fallzahlen fiir T2DM und MetS der Gewichtsreduktionsteilnehmer (1)

Fallzahlen fir T2DM und MetS zur Eingangsuntersuchung und Follow-up der Teilnehmer der
Gewichtsreduktion und Kontrollen nach Eigenangabe. Aufschlisselung der Daten der
Gewichtsreduktionsteilnehmer nach Eigenangabe des Gewichtsverlaufs. T2DM, Typ-2-Diabetes
Eingangsuntersuchung, T2DM; Typ-2-Diabetes Follow-up, MetS, Metabolisches Syndrom
Eingangsuntersuchung, MetS; Metabolisches Syndrom Follow-up

n TZDMb T2DM¢ MetSb MetS;

Eigenangabe Gewichtsverlauf Gewichtsreduktion (n=60)

1 stabil 5 3 3 0 3
2 abgenommen 10 1 0 3
3 zugenommen 12 2 2 1 3
4 leicht schwankend 9 2 2 0 4
5 stark schwankend 20 4 4 7 11

gesamt 56 13 12 8 24
Kontrollen, konstantes Gewicht (n=90)

gesamt 90 15 16 13 31
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Bei einer Aufteilung der Gewichtsreduktionsteilnehmer nach der tatsachlichen
Gewichtsveranderung mit einem von uns gesetzten Grenzwert von 3% wies keine Gruppe
eine deutlich héhere Fallzahl fir T2DM-Falle auf (Tabelle 17). Die Fallzahlen fir das MetS
zeigen bei dieser Auftrennung fiir die Folgeuntersuchung eine Haufung des Metabolischen
Syndroms fiir diejenigen, die im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht relativ konstant

geblieben sind.

Tabelle 17: Fallzahlen fiir T”2DM und MetS der Gewichtsreduktionsteilnehmer (2)

Fallzahlen fir T2DM und MetS zur Eingangsuntersuchung und Follow-up der Teilnehmer der
Gewichtsreduktion und Kontrollen. Aufschliisselung der Daten der Gewichtsreduktionsteilnehmer
nach relativer prozentualer Netto-Gewichtsveranderung. T2DM, Typ-2-Diabetes
Eingangsuntersuchung, T2DM; Typ-2-Diabetes Follow-up, MetS, Metabolisches Syndrom
Eingangsuntersuchung, MetS; Metabolisches Syndrom Follow-up

n T2DM,  T2DM MetS, MetS;

relative Netto-Gewichtsveranderung Gewichtsreduktion (n=60)

>97% des Ausgangsgewichts 15 4 2 2 6
3% 25 6 6 4 12
>103% 20 3 4 2 6

gesamt 60 13 12 8 24

Kontrollen, konstantes Gewicht (n=90)

gesamt 90 15 16 13 31

5.2.2 Gewichtsverldufe unter Intervention

Die relative Gewichtsverdnderung der 60 Teilnehmer der Gewichtsreduktion (GW) im
Vergleich zu deren Kontrollen ist in Abb. 9 gezeigt. Wahrend die Kontrollen im Mittel +0,6%
des Ausgangsgewichts Uber die Zeit zunahmen, war die Gewichtsveranderung der
GW-Gruppe innerhalb des ersten Jahres durch die Intervention sehr groR. Die
Gewichtsabnahme nach 6 Monaten belief sich auf -6,5% des Ausgangsgewichtes und konnte
Uber die nachsten sechs Monate von fast allen Teilnehmern gehalten werden. Nach
insgesamt zwolf Monaten betrug die mittlere Gewichtsabnahme -6,6% des Ausgansgewicht.
Bis zum Follow-up erfolgt eine vollstandige Wiederzunahme des verlorenen Kérpergewichts
bis liber den Ausgangswert hinaus. Die Gewichtsverdnderung nach den insgesamt 54

Monaten (4,5 Jahre) betrug im Mittel +1,1% seit Studienstart.
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Abb. 9: Gewichtsverlauf nach Studienbeginn der Teilnehmer der Intervention und Kontrollen
Die Teilnehmer der Intervention wurden initial, nach sechs Monaten, nach einem Jahr sowie zur

Folgeuntersuchung gewogen. Die Probanden der Kontrollgruppen wurden ausschlief8lich initial und zur
Folgeuntersuchung gewogen. Dargestellt ist die mittlere Gewichtsveranderung * Standardfehler.

Inwiefern sich die individuellen Gewichtsverlaufe in der Interventionsgruppe verhalten haben
ist in Abb. 10 detailliert dargestellt. Die Verldaufe der einzelnen Teilnehmer variierten sehr
stark und verdeutlichen die individuelle Gewichtsveranderung der Teilnehmer auf die
Intervention.

Der Uberwiegende Teil der Probanden nahm in den ersten sechs Monaten erfolgreich ab.
Lediglich finf der 60 Probanden waren nicht in der Lage abzunehmen, zwei Personen
nahmen 1kg zu. Uber die nichsten sechs Monate nach der intensiv betreuten
Reduktionsphase nahmen 29 Personen weiter ab, fiir die restlichen 31 stagnierte die weitere
Abnahme, sechs von ihnen waren in der Lage ihr Gewicht direkt nach Kursende auch fir die
nachsten sechs Monate zu halten, die Restlichen nahmen zu. Uber die Zeit des Follow-up bis
zur Folgeuntersuchung gelang es nur noch acht Personen ihr Gewicht weiter zu reduzieren.
Mit einer gesamten Gewichtsverdanderung von +1,1% nach 54 Monaten zeigte sich die
deutliche Wiederzunahme nach initial erfolgreicher Intervention. Mit dem Ende der
Betreuung der Intervention war ein deutlicher Trend zur Wiederzunahme des verlorenen

Gewichts zu verzeichnen.
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Abb. 10: Individuelle Gewichtsverldufe nach Studienbeginn
Gewichtsverldufe der 60 Teilnehmer der Gewichtsreduktion Gber 54 Monate.
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5.2.3 Validierung der Eigenangabe der Gewichtsentwicklung fiir die Gesamtkohorte

Die Gewichtsentwicklung aller Teilnehmer lber die Beobachtungszeit wurde per Fragebogen
aufgenommen. Sie sollten ihren Gewichtsverlauf einer von funf Kategorien zuordnen. Diese
waren: stabiler Verlauf, kontinuierliche Abnahme, kontinuierliche Zunahme, leicht
schwankender oder stark schwankender Verlauf ausgehend vom initialen Gewicht. Fir die
Teilnehmer der Intervention standen neben der Zuordnung in eine Kategorie des Verlaufs
zusatzliche Verlaufsdaten des Gewichts zur Verfligung. Um die Aussagekraft dieser
Eigenangabe zur Gewichtsentwicklung zu validieren, verglichen wir die Daten der
Eigenangabe mit den von uns dokumentierten Verlaufsdaten fiir die 60 Teilnehmer.

In Abb. 11 sind die mittleren Gewichtsveranderungen (A Gewicht in kg) Gber drei Zeitrdume
aufgetragen: (1) Gewichtsverdnderung vom 0.-6. Monat, (2) 6.-12. Monat, (3) 12.-54. Monat

jeweils unterteilt flir die entsprechende Kategorie der Eigenangabe des Gewichtsverlaufs.

20
stabil

Abnahme
15
Zunahme

10 - leicht schwankend

stark schwankend

A Gewicht [kg]

10

-15 -

-20 L— T T L— T L— T L— T L—

Abb. 11: Validierung Gewichtsentwicklung

Gegeniiberstellung der Eigenangaben und dokumentierten Daten zum Gewichtsverlauf

Dargestellt sind die Mittelwerte der Gewichtsverdanderung der 60 Teilnehmer der Gewichtsreduktion,
AGewicht [kg] fir die Zeitrdume (1) von 0. bis zum 6. Monat, (2) vom 6. bis 12. Monat, (3) und vom 12.
bis zum 54. Monat (Folgeuntersuchung) fur die jeweilige Zuordnung der Eigenangabe des
Gewichtsverlaufs. Als stabiler Gewichtsverlauf (n=5) galten maximale Schwankungen des
Korpergewichts von 2-3kg bis zur Folgeuntersuchung, Abnahme (n=10) und Zunahme (n=12) galten
jeweils fir einen kontinuierlichen Verlauf der Gewichtsentwicklung bis zur Wiedereinbestellung. Ein
leicht schwankender Gewichtsverlauf (n=9) bezeichnet Verdanderungen innerhalb von +5 kg um das
Ausgangsgewicht, starke Verdanderungen betreffen Verdnderungen >5 kg des Ausgangsgewichts
(n=20). Daten sind dargestellt als MW + Stabw.
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In die jeweiligen Gruppen ordneten sich flinf Personen der Gruppe mit stabilem
Gewichtsverlauf zu, zehn gaben eine kontinuierliche Abnahme an, zwolf eine Zunahme. Neun
ordneten sich einem leicht schwankendem Gewichtsverlauf zu und 20 Personen einem stark
schwankendem Gewichtsverlauf. Vier Personen konnten bzw. wollten keine Aussage zu

ihrem Gewichtsverlauf machen.

Es zeigte sich, dass sich die Teilnehmer entsprechend ihren Gewichtsverlauf weitestgehend
korrekt zuordneten. lhre Angaben deckten sich im Allgemeinen mit der dokumentierten
Schwankung des Korpergewichts. So waren jene der ersten Gruppe, die einen stabile
Gewichtsentwicklung angegeben haben auch jene, deren Werte fir die relative
Gewichtsverdnderung (A Gewicht) die geringsten Schwankungen aufweisen und die nach
Abschluss der Intervention (nach 12 Monaten) bis zur Folgeuntersuchung im Mittel um
2,443,1 kg zunahmen.

Ahnlich verhielt es sich fiir die zweite Gruppe. Sie gaben an kontinuierlich abgenommen zu
haben. So hat diese Gruppe innerhalb der ersten 6 Monate im Mittel -5,8+4,4 kg
abgenommen, die Abnahme stagnierte und Uber die nachsten sechs Monate wurde das
Gewicht gehalten. Nach Abschluss der Intervention bis zur Folgeuntersuchung nahm diese
Gruppe 2,0+4,8 kg zu. Die ersten beiden Gruppen waren somit jene mit den geringsten
Nettogewichtsschwankungen bis zum Zeitpunkt der Folgeuntersuchung nach 4,4 Jahren.
Zwolf Teilnehmer gaben an, dass sie nach Interventionsende kontinuierlich zugenommen
hatten. In dieser Gruppe fanden sich die héchsten mittleren Gewichtsverluste innerhalb der
ersten sechs Monate der Intervention von -7,0+7,3 kg. Nach weiteren sechs Monaten sind
viele wieder auf ihrem Ausgangsgewicht zuriickgefallen oder tendieren bereits zu einem
hoheren Gewicht. Bis zur Folgeuntersuchung lag der Mittelwert des Korpergewichts
bei -11,4+7,4 kg unter dem Ausgangsgewicht. Die Personen, die sich in die letzte Kategorie
,Sstark schwankenden Gewichtsverlauf’ zugeordnet hatten, wiesen ebenso eine starke
Abnahme Uber die ersten sechs Monate auf, die Zunahme im Zeitraum nach der Intervention
betrug hier +49,215,7 kg. Personen die sich der Gruppe ,leichte Schwankungen des
Korpergewichts“  zugeordnet hatten, verloren in der Interventionsphase im
Mittel -3,4+5,1 kg, konnten weiterhin eine Nettoabnahme von zusatzlichen -1,413,2 kg
erreichen und nahmen bis zur Folgeuntersuchung insgesamt +3,9+9,5 kg zu.

Es zeichnet sich ein Trend ab, dass insbesondere Personen mit einem hohen anfédnglichen
Gewichtsverlust jene sind, die im Nachhinein die groRte Wiederzunahme hatten. Im
Gegensatz dazu schien es Teilnehmern mit einem moderaten Gewichtsverlust langer moglich

zu sein, das verlorene Gewicht zu halten.
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5.2.4 Schitzung des kardiovaskuldren Risikos nach Eigenangabe des Gewichtsverlaufs

Der Framingham Score wurde zur Berechnung des individuellen zehnjahrigen
kardiovaskularen Risikos verwandt. Die jeweiligen Mittelwerte der Gruppen wurden in
Tabelle 18 aufgelistet. Ein Vergleich des berechneten zehnjahrigen kardiovaskularen Risikos
zwischen Eingangsuntersuchung und Folgeuntersuchung zeigte fiir die 90 Kontrollen einen
Anstieg des kardiovaskularen Risikos (p<0,001). Fir die MeSyBePo Follow-up Kohorte
(inklusive der 90 Kontrollen) und die Interventionsgruppe zeigten sich in der
Gesamtbetrachtung keine Unterschiede. Differenziert nach dem Gewichtsverlauf, zeigte sich
in vier der fiinf Gruppen der MeSyBePo Follow-up Kohorte ein Anstieg im kardiovaskuldren
Risiko. Personen mit angegebenem stabilem Gewichtsverlauf, einer Zunahme aber auch
Schwankungen des Gewichts, wiesen zur Folgeuntersuchung ein hdheres kardiovaskulares
Risiko auf. Die einzige Ausnahme bildeten Personen, die erfolgreich und kontinuierlich
Gewicht verloren hatten, fiir diese bestand zur Eingangsuntersuchung sowie zur
Folgeuntersuchung das gleiche kardiovaskuldre Risiko wie bei Studienbeginn. Innerhalb der
Teilnehmer der Gewichtsreduktion zeigte sich fiir Personen mit starken Schwankungen im

Gewicht ein deutlicher Anstieg des kardiovaskularen Risikos.

Tabelle 18: Zehnjihriges kardiovaskuléres Risiko (1)

Zehnjahriges kardiovaskuldres Risiko zur Eingangsuntersuchung und Follow-up fir alle Teilnehmer,
Aufteilung nach Gruppen und Kategorie des Gewichtsverlaufs, MW tStabw des Sores zu
Studienbeginn Score, und zur Folgeuntersuchung Scores

Kat. n, Risikoy, ng Risikos p-Wert
MeSy 502 8,7 + 7,8 482 10,7 + 9,6 n.s.
Kontrollen 88 9,4 + 8,4 85 12,5 + 10,7 <0,001
Gewichtsreduktion 54 8,7 + 6,2 55 9,6 + 5,8 n.s.
MeSy 1 179 10,3 + 8,4 170 12,2 + 10,4 0,001
2 45 8,4 + 5,3 44 9,2 + 8,6 n.s.
3 57 6,1 t 4,6 56 9,8 * 8,4 <0,001
4 118 7,9 t 8,4 112 9,6 * 9,8 <0,001
5 54 6,3 t 6,4 53 8,9 * 7,1 0,012
Gewichtsreduktion 1 5 9,0 + 4,7 5 12,5 + 7,4 n.s.
2 10 8,5 + 6,1 10 7,8 + 4,4 n.s.
3 12 9,0 + 9,3 12 8,6 + 4,6 n.s.
4 9 8,8 + 7,4 9 6,7 + 3,9 n.s.
5 20 7,8 + 4,8 20 119 + 6,7 0,010

Kat. = Kategorie des Gewichtsverlaufs: 1 stabiler Verlauf (maximale Verdnderungen des Gewichts
von 2-3 kg), 2 kontinuierliche Abnahme, 3 kontinuierliche Zunahme, 4 leicht schwankender (+5kg)
oder 5 stark schwankender (>t5kg) Verlauf
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Die relativen Veranderungen des kardiovaskuldaren Risikos pro Jahr fiir die Gruppen
MeSyBePo-Follow-up inklusive der 90 Kontrollen sowie die 90 Kontrollen separat und die 60
Teilnehmer sind in der Abb. 12A dargestellt (5.-95. Perzentil). Ein gruppeniibergreifender
Vergleich der prozentualen Verdanderungen des kardiovaskuldaren Risikos pro Jahr wies hier
keine Unterschiede aus. Wie auch in den Tabellen 5 bis 8 bereits ersichtlich war, stieg das
mittlere kardiovaskulare Risiko fiir alle Gruppen gleichermallen an. Bei der Verteilung der
Daten aller drei betrachteter Gruppen, zeigten sich die groSten Streuungen fiir die Personen

oberhalb des 75. Perzentil.

A
Abb. 12: relative Veranderung des
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In den Abb. 12B und C wurde eine nach Kategorie des Gewichtsverlaufs differenzierte
Analyse des relativen  kardiovaskuldaren  Risikos abgebildet. Innerhalb  der
MeSyBePo-Follow-up-Kohorte (Abb. 12 B) zeigte sich fir eine Gewichtsabnahme (2) eine
deutlich geringere Veranderung des relativen Risikos gegeniber einer Gewichtszunahme (3)
(p=0,002). Eine deutliche Verschlechterung des relativen Risikos zeigte sich fiir einen stark
schwankenden Verlauf (5) gegeniber einer Gewichtsabnahme (2) (p=0,001) sowie einem
stabilem Gewicht (1) (p=0,003). Bei der Verteilung der Daten insbesondere der Gruppen drei
bis flinf, zeigten sich die groBeren Streuungen fiir die Messwerte oberhalb des 75. Perzentil.
Innerhalb der Teilnehmer der Gewichtsreduktion in Abb. 12 C konnten keine Unterschiede in
den relativen Veranderungen des jahrlichen kardiovaskularen Risikos ermittelt werden.

Auffallig war hier die groRRe Streuung innerhalb der zweiten Gruppe (Gewichtsabnahme),
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oberhalb des 75. Perzentil. Fir die dritte Gruppe, mit stabilen Verlauf, streuten die Daten

stark innerhalb des 25.-75. Perzentils, im Verhaltnis dazu waren die Antennen sehr klein.

In einer zweiten Kategorisierung, einer Aufteilung der Gewichtsveranderungen an einer 3%-
Grenze, (Tabelle 19) zeigten sich innerhalb der MeSyBePo-Follow-up-Kohorte Anstiege fir
Personen, die im Ausmald von £3% um ihr Ausgangsgewicht schwankten oder mehr als 3%
zunahmen (Kategorie 2 und 3). Innerhalb der Teilnehmer der Gewichtsreduktion zeigte sich
ein deutlicher Anstieg des zehnjahrigen kardiovaskuladren Risikos fiir Personen die 3% um ihr

Ausgangsgewicht schwankten.

Tabelle 19: Zehnjihriges kardiovaskulares Risiko (2)

Zehnjahriges kardiovaskuldres Risiko zur Eingangsuntersuchung und Follow-up fir alle Teilnehmer,
Aufteilung nach Gruppen anhand einer 3% Grenze, MW * Stabw des Sores zu Studienbeginn Score,
und zur Folgeuntersuchung Scores

Kat. n, Risikoy, ng Risikos p-Wert
MeSy 1 137 8,3 + 6,5 133 8,6 + 7,8 n.s.
2 195 9,7 + 8,4 188 12,1 + 10,4 <0,001
170 7,8 + 8,0 161 10,7 + 9,8 <0,001
Gewichtsreduktion 1 14 10,0 + 5,4 15 7,7 + 3,6 n.s.
24 7,4 + 4,8 24 9,9 + 5,8 0,012
19 8,8 + 8,2 19 10,8 + 7,1 n.s.

Die Unterteilung in drei Gruppen erfolgte anhand einer 3% Grenze: Verdnderung zum
Ausgangsgewicht von mehr als -3,1% (1), Schwankungen von £3,0% um das Ausgangsgewicht (2) oder
Verdnderung des Gewichts von mehr als 3% vom Ausgangsgewicht (3)

In den Abb. 13A und B wurde die relative Veranderung des kardiovaskuldren Risikos pro Jahr
in 3 Gruppen, kategorisiert nach einer 3%-Grenze fiir die Gewichtsverdnderungen,
abgebildet. Innerhalb der MeSyBePo-Follow-up-Kohorte (Abb. 13 A) zeigte sich ein Anstieg
der Veranderung des relativen Risikos ausgehend von einer Veranderung des Gewichts von
mehr als -3% des Ausgangsgewichts im Vergleich zu einer £3%igen Verdanderung um das
Ausgangsgewicht (p=0,001) sowie zu einer Verdnderung groRer als 3% (p<0,001). Zusatzlich
war die Verdnderung des relativen Risikos ausgehend von einem Anstieg des Gewichts
groBer 3% im Vergleich zu einer +3%igen Verdanderung um das Ausgangsgewicht groRer

(p=0,009).
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Abb. 13: relative Verdnderung des kardiovaskulidren Risikos pro Jahr

Relative Veranderung fir die MeSyBePo-Follow-up Kohorte (MeSy) (A) sowie die 60 Teilnehmer der
Gewichtsreduktion (GW) (B) kategorisiert nach einer 3%-Grenze fir die Gewichtsveranderungen.
# signifikanter Unterschied zur Gruppe 2 Gewichtsabnahme, + sign. Unterschied zur Gruppe 1,
Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur p<0,017

Innerhalb der Teilnehmer der Gewichtsreduktion (Abb. 13 B) zeigte sich ebenso ein Anstieg
des relativen Risikos ausgehend von einer Veranderung des Gewichts von mehr als -3% des
Ausgangsgewichts im Vergleich zu einer £3%igen Verdanderung um das Ausgangsgewicht

=V, sowile zZUu einer verandaerun roiser ais o (P< , .
(p=0,009) sowi iner Veranderung groRer als 3% (p<0,004)

Bei der Verteilung der Daten zeigten sich oft groRe Streuungen fiir die Messwerte oberhalb
des 75. Perzentil, gegensatzlich dazu verhielt sich die Streuung unterhalb des 25. Perzentils.
In beiden Abbildungen zeichnete sich eine stufenartige Erhohung der Verdnderung des
jahrlichen relativen kardiovaskuldren Risikos von der Gruppe einer finalen Gewichtsabnahme
zu derer die an Gewicht zugenommen haben. Ebenso schien die Spannbreite der
Gewichtsverdanderungen fiir Personen die um ihr Ausgangsgewicht und dariiber schwankten
groRer.

Trotz der Anstiege in den Scores ist zu erwdhnen, dass laut Kategorisierung des Framingham
Scores, erst ab einem absoluten Risiko von mehr als 15% von einem moderaten Risiko
ausgegangen werden kann, bei mehr als 20% spricht man von einem hohen Risiko. Fiir alle
untersuchten Probanden galt somit noch immer eine Einstufung in eine der beiden niedrigen
Risikokategorien innerhalb derer sich jedoch Veranderungen des zehnjahrigen

kardiovaskularen Risikos zeigten.
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5.3 Analyse von verschiedenen Fiitterungsregimen mit unterschiedlicher

Nahrungsverfiigbarkeit auf die Langlebigkeit in C.elegans

5.3.1 Etablierung: Einfluss exogener und endogener Faktoren auf die Lebensspanne

Der Einfluss exo- als auch endogener Effekte auf die Lebensspanne von Nematoden wurde
Uber den Life Span Assay ermittelt. Aufgrund sehr individueller StorgroRRen bedarf es einer
validen Etablierung des Assays unter den fiir die Fragestellung relevanten Bedingungen. Zu
diesen  Bedingungen zdhlen eine effektive langanhaltende Inhibition des
Bakterienwachstums, die den Nachweis des lebensverlangernden Effekts bakterieller
Verdinnungen auf die Lebensspanne des Wildtyps zuldsst, sowie relevante genetische

Modelle die unter den gleichen Bedingungen vital sind.

Inhibition des Bakterienwachstums

Im Vergleich unterschiedlicher Methoden zur dauerhaften Wachstumshemmung der
Bakterien erwies sich eine Inkubation mit Ampicillin als die mit Abstand beste Moglichkeit.
Die Behandlungen mit UV-Licht oder ein Hitzeschock hemmten nicht nur die Teilung, sondern
toten die Bakterien ab. Unter Verwendung des Antibiotikums ist die Hemmung des
bakteriellen Wachstums gegeben, das Wurmwachstum und die —entwicklung
(lichtmikroskopische Beurteilung) sind im Vergleich zu anderen Methoden jedoch nicht,
beeintrachtigt. Die Inkubation der Bakterien mit Ampicillin galt als Standard fiir alle weiteren

aufgefihrten Life Span Assays

Lebensverldngernde Effekte bakterieller Verdiinnungen

Kontinuierlich wachstumsinhibierte Bakterienkulturen ermoglichen die Etablierung von
lebensverlangernden Effekten unter Nahrungsrestriktion. Zu diesen Zweck wurden die
mittleren Lebensspannen von Nematoden, denen iiber ihre gesamte Lebensdauer 1-10™
CFU/ml, 1-10° CFU/ml oder 1-10° CFU/ml als Nahrungsquelle zu Verfiigung standen
verglichen (Abb. 14).

Wildtyp-Nematoden, denen konstant eine Bakterienkonzentration von 1-10" CFU/ml zur
Verfliigung stand, lebten im Mittel 16,8+0,7 Tage. Deutlich verlangert wurde die
Lebensspanne mit Abnahme der Bakterienkonzentration, dies galt fir den Vergleich zur
Kontrollgruppe als auch innerhalb der Gruppen (p<0,001). Unter einer konstanten
Bakterienkonzentration von 1-:10° CFU/ml war eine Lebensspanne von 24,2+1,0 Tagen zu

beobachten, unter 1-10® CFU/ml eine Lebensspanne von 35,9+1,0 Tagen (MW+Sem).
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Abb. 14: Kaplan-Meier Statistik - Effekt bakterieller Verdiinnungen auf die Lebensspanne.
Kumulatives Uberleben fiir drei Gruppen bakterieller Lésungen (1-1010 CFU/ml, 1-10° CFU/ml oder
1-10° CFU/ml) des Wildtypen N2 Gber die Zeit in Tagen

Validierung des Phénotyps zweier genetischer Modelle

Neben exogenen Einflussfaktoren nehmen auch endogene, genetische Faktoren Einfluss auf
die Lebensspanne. Analog zu den beschriebenen Effekten einer didtetischen Intervention
sind genetische Modelle bereits etabliert. Wie in der Einleitung beschrieben weisen
Mutationen im IGF-1/Insulin-Rezeptor-Homolog (Stamm CB1370 daf-2(e1370)lll) und
restrikte Nematoden bezogen auf ihre Lebensspanne den gleichen Phadnotyp auf. Ebenso
bedingt eine Mutation im FOXO-Homolog (Stamm CF1038 daf-16(mu86)l) eine kurze
Lebensspanne und weist damit den gleichen Phanotyp auf wie Uberfiitterte Tiere des
Wildtyps N2 (Abb. 15). Es ist davon auszugehen, dass der Insulinsignalweg stark von der
Verfligbarkeit von Nahrstoffen beeinflusst wird. Aus diesem Grund wurden diese beiden
Mutanten zur Uberpriifung des Einflusses wechselnder Nutrienten-Regimes auf die
Lebensspanne gewahlt.

Standen beiden Stimmen konstant 1-10'° CFU/ml als Nahrstoffquelle zu Verfiigung, lieR sich
fir CB1370 daf-2(e1370)lll ein langlebiger Phanotyp mit einer Lebensspanne von
32,0+1,0 Tagen (in allen Fallen* p<0,001), fiir CF1038 daf-16(mu86)I ein kurzlebiger Phanotyp
mit einer Lebensspanne von 18,310,3 Tagen (p<0,001) bestatigen und fir den Wildtypen N2

eine Lebensspanne von 22,7+0,7 Tagen.
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Abb. 15: Kaplan-Meier Statistik verschiedener genetischer Modelle.
Kumulatives Uberleben fiir drei Gruppen: Wildtyp N2, CB1370 daf-2(e1370)Ill und CF1038

daf-16(mu86) Uber die Zeit in Tagen, Bakterienkonzentration 1-10" CFU/ml

5.3.2 Einfluss variierender Restriktionsregime auf die Lebensspanne

Kontinuierliche Restriktion von Nahrstoffen als auch eine Uberversorgung wirken sich zum
einen lebensverlangernd zum anderen lebensverkirzend auf die Lebensspanne im
Nematoden aus. Ein Wechsel zwischen beiden Extremen fihrt in Sdugern dauerhaft zu
Stérungen im Metabolismus. Ob dies auch fir das Nematoden-Modell gilt, wurde hier

untersucht.

Ergebnisse Wildtyp N2

In vier voneinander unabhadngigen Experimenten durchliefen vier Gruppen zyklische
Restriktionsphasen (siehe Methoden). Parallel dazu wurden zwei Kontrollgruppen
(kontinuierlich restriktiv 1-10® CFU/ml und kontinuierlich uberfuttert 1-10* CFU/ml)

mitgefiihrt. Eine reprasentative Uberlebensstatistik wurde in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Kaplan-Meier Statistik variierender Restriktionsregimes (Wildtyp N2).
Kumulatives Uberleben Uber die Zeit in Tagen der Referenzgruppen kontinuierlich restriktiv (1-10

CFU/ml) und kontinuierlich Uberfuttert (1-1011 CFU/ml). Die intermittierenden Nahrungsrestriktionen /
Fltterungen mit 24stindigen Restriktionsphasen auf 1-10° Bakterien erfolgten im Abstand von sieben

8

Tagen. Dieser Wechsel erfolgte ein- bis viermal in den jeweiligen Gruppen: 1xDR (Tag 0), 2xDR (Tag O,
Tag 7), 3xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14) und 4xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21).

Tabelle 20: Deskriptive Statistik der Life Span Assays N2
Deskriptive Statistik der Life Span Assays fiir den Stamm N2, p-Wert Log Rank Test

Stamm MWt SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR AxDR
N2 restrikt 27,53+ 0,731 4 0,000 0,000 0,013 0,194 0,131
N2 ad libitum 19,15+ 0,586 4 X 0,251 0,001 0,000 0,000
1xDR 21,90+ 0,535 4 X 0,005 0,000 0,000
2xDR 23,24+ 0,594 4 X 0,272 0,359
3xDR 23,69+ 0,479 4 X 0,074
4xDR 26,70+ 0,572 4 X

In allen Versuchen (Tabelle 20) lieR sich eine deutlich verldngerte Lebensspanne der
Nematoden unter einer kontinuierlich restriktive Nahrungszufuhr (1-10® CFU/ml) im
Vergleich zur Kontrollgruppe 1-10" CFU/ml nachweisen (Kaplan-Meier, Log Rank: p<0,001).
Des Weiteren war eine sukzessive Verlangerung der Lebensspanne mit zunehmender
Haufigkeit einer 24 stiindigen Restriktion (DR) von 1-10® CFU/ml zu beobachten (einzelne
Experimente siehe Anhang A2). Die mittleren Lebensspannen der unterschiedlichen
Restriktionsgruppen lagen iiberwiegend zwischen den jeweiligen Kontrollgruppen von 1-10"
und 1-108 CFU/ml und waren mit wenigen Ausnahmen statistisch voneinander
unterschiedlich (p<0,05). Lediglich in einem von vier Experimenten lieBen sich keine
Unterschiede zwischen 2xDR, 3xDR und 4xDR nachweisen. Eine einmalige 24-stiindige

Restriktion entsprach in allen Versuchen nur einer kleinen Anderung der mittleren
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Lebensspanne. Bereits eine zweite 24-stiindige Restriktion verschob diesen Mittelwert
deutlich und eine Verlangerung der Lebenspanne in drei der vier Versuche konnte
nachgewiesen werden. So zeigte sich dreimal eine sukzessive Steigerung der Lebensspanne

Uber die einzelnen sich wiederholenden Restriktionsphasen.

Ergebnisse: CB1370 daf-2(e1370)IlI (langlebig)
Analog zum Wildtypen wurden die zyklischen Restriktionsphasen auf den Stamm CB1370 daf-
2(e1370)Ill angewandt Die Uberlebensstatistik wurde reprasentativ fiir vier Experimente in

Abb. 17 fur ein Experiment dargestellt.
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Abb. 17: Kaplan-Meier Statistik variierender Restriktionsregimes (CB1370 daf-2(e1370)lll)
Kumulatives Uberleben iber die Zeit in Tagen der Referenzgruppen kontinuierlich restriktiv (1-10
CFU) und kontinuierlich Uberfiittert (1-10" CFU). Die intermittierenden Nahrungsrestriktionen/
Fltterungen mit 24stindigen Restriktionsphasen auf 1-10° Bakterien erfolgten im Abstand von sieben
Tagen. Dieser Wechsel erfolge ein- bis viermal in den jeweiligen Gruppen: 1xDR (Tag 0), 2xDR (Tag 0O,
Tag 7), 3xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14) und 4xDR (Tag O, Tag 7, Tag 14, Tag 21).

8

Tabelle 21: Deskriptive Statistik der Life Span Assays CB1370
Deskriptive Statistik der Life Span Assays fir den Stamm CB1370, p-Wert Log Rank Test

Stamm MW+ SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CB1370 restrikt 42,09+ 1,198 4 0,000 0,037 0,000 0,001 0,021
CB1370 ad libitum 34,70+ 0976 4 X 0,049 0,213 0,220 0,148
1xDR 37,03+ 1,170 4 X 0,280 0,422 0,530
2xDR 35,82+ 1,008 4 X 0,384 0,321
3xDR 37,89+ 0,894 4 X 0,357
4xDR 38,30+ 0950 4 X

In allen vier Versuchen (Tabelle 21, Anhang A3) lasst sich fiir CB1370 daf-2(e1370)lll eine

signifikant verlangerte Lebensspanne der Nematoden unter einer kontinuierlich restriktive
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Nahrungszufuhr (1-10® CFU/mI) im Vergleich zur Kontrollgruppe 1-10"* CFU/ml) nachweisen
(p<0,001).

Die Effekte einer wiederholten Restriktion waren im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen
(zum einen lebensverldangert, zum anderen lebensverkiirzend) gegeben, die jeweiligen Werte
der mittleren Lebensspannen liegen je nach Experiment zwischen den beiden
Kontrollgruppen und unterschieden sich mit p<0,05 von den Kontrollen. Innerhalb der
Restriktionsgruppen lieBen sich jedoch keine eindeutigen Unterschiede der mittleren
Lebensspanne nachweisen (nicht dargestellt). So war der Effekt einer mehrfachen Restriktion
der Gleiche, wie jener einer einmaligen Restriktion und es zeigte sich kein gestufter Verlauf
wie bei den Wildtypen zuvor beobachtet. Eine konstante Restriktion (1-10°), iber den
gesamten Lebenszyklus zeigte auch fir CB1370 daf-2(e1370)lll den stdrksten

lebensverlangernden Effekt.

Ergebnisse: CF1038 daf-16(mu86)! (kurzlebig)
Analog zum Wildtypen wurden die zyklischen Restriktionsphasen auf den Stamm CF1038 daf-
16(mu86)l angewandt. Die Uberlebensstatistik wurde reprasentativ fiir vier Experimente in

Abb. 18 fiir ein Experiment dargestellt.
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Abb. 18: Kaplan-Meier Statistik variierender Restriktionsregimes (CF1038 daf-16(mu86)I)
Uberleben iiber die Zeit in Tagen der Referenzgruppen kontinuierlich restriktiv (1-10° CFU/ml) und

kontinuierlich iberfuttert (1-1011 CFU/ml). Die intermittierenden Nahrungsrestriktionen / Fltterungen
mit 24stiindigen Restriktionsphasen auf 1-10% Bakterien erfolgten im Abstand von sieben Tagen. Dieser
Wechsel erfolge ein- bis viermal in den jeweiligen Gruppen: 1xDR (Tag 0), 2xDR (Tag 0, Tag 7), 3xDR
(Tag 0, Tag 7, Tag 14) und 4xDR (Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21).
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Tabelle 22: Deskriptive Statistik der Life Span Assays CB1038
Deskriptive Statistik der Life Span Assays fir CB1038, p-Wert Log Rank Test

Stamm MW+ SEM h p-Wert ad libitum 1xDR 2XDR 3xDR 4xDR
CF1038restrikt 22,82+ 0475 4 0,000 0,000 0,000 0,001 0,002
CF1038 ad libitum 18,20+ 0,310 4 X 0,040 0,201 0,001 0,036
1xDR 18,77+ 0,295 4 X 0,227 0,276 0,053
2xDR 19,82+ 0,374 4 X 0,410 0,075
3xDR 19,78+ 0,355 4 X 0,115
4xDR 19,24+ 0,435 4 X

In allen vier Versuchen (Tabelle 22) lieR sich auch fir CF1038 eine deutlich verlangerte
Lebensspanne der Nematoden unter einer kontinuierlich restriktiven Nahrungszufuhr (1-10°

CFU/ml) im Vergleich zur Kontrollgruppe (1-10™ CFU/ml) ermitteln (p<0,001).

Effekte einer wiederholten Restriktion waren im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen
gegeben, die jeweiligen mittleren Lebensspannen lagen auch hier zwischen den beiden
Kontrollgruppen und unterschieden sich mit p<0,01 von den Kontrollen. Innerhalb der
Restriktionsgruppen bestanden keine einheitlichen signifikanten Unterscheide (Anhang A4).
Der Effekt einer mehrfachen Restriktion schien somit der gleiche zu sein, wie der einer
einmaligen Restriktion und es zeigte sich kein gestufter Verlauf wie bei den Wildtypen zuvor.
Eine konstante Restriktion, Gber den gesamten Lebenszyklus zeigte auch hier den starksten

lebensverlangernden Effekt.

5.4 Analyse von Metabolitenprofilen in unterschiedlichen Langlebigkeits-
Modellen

Unter der Fragestellung ob eine Zuordnung von Stoffwechselwegen zum beobachteten
Phanotyp moglich ist, erfolgte die Analyse von Proben unterschiedlicher didtetischer Regimes
(1-108, 1-10%, 1-10"'CFU/ ml) des Wildtypen N2, sowie die der beiden genetischen Modelle
CB1370 daf-2(e1370)Ill und CF1038 daf-16(mu86)l (je 1-10™ CFU/ ml) mittels GC-MS und
UPLC-FT-ICR-MS. Der Ansatz ermoglichte den Vergleich didtetischer und genetischer
Modelle, die sich durch ihre zum Wildtypen verdnderte Lebensspanne auszeichneten. So
wiesen sowohl restrikt gefitterte (1-:10® CFU/ ml) Nematoden als auch der Stamm CB1370
daf-2(e1370)lll einen langlebigen Phanotyp auf, wohingegen Uberfiitterte Nematoden als
auch der Stamm CF1038 daf-16(mu86)I kurzlebig waren. Sollten sich potentielle neue, auf die
Lebensspanne Einfluss nehmende Mechanismen herausstellen, sollten diese funktionell mit
Hilfe von siRNA-Techniken untersucht werden.

Mittels GC-MS und UPLC-FT-ICR-MS wurden 745 Metaboliten (462 polar, 283 lipophil)
detektiert. Mittels Principle Component Analysis (PCA) und hierarchischem Clustern (HCL)
lieR sich eindeutig die Nahrungsquelle E.coli OP50 von den Nematoden trennen (Abb. 19). Des
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Weiteren waren die unterschiedlichen genetischen Modelle ebenso anhand ihrer
Metabolitenprofile eindeutig via PCA voneinander zu unterscheiden.

Insgesamt veranderten sich 149 Metaboliten parallel zu den Regimes und hatten somit
dieselbe Effektrichtung. Von diesen 149 Metaboliten, waren 30 polare und 36 lipophile in
langlebigen Modellen erhéht, 37 polare und 46 lipophile in den langlebigen Modellen
erniedrigt, von diesen sind in Tabelle 23 die starksten Hits gelistet. Viele der 149 Metaboliten

sind bisher noch unbekannt und konnten keinem Reaktionsweg zugeordnet werden.

N2 restrikt/ langlebig

N2 tberfittert/ kurzlebig
CB1370/ langlebig
CF1038/ kurzlebig

E.coli OP50

XX 5
mJd40®

Abb. 19: Metabolitenprofile

Graphische Darstellung der ersten drei Komponenten der Metabolitenprofile der GC-MS- Ergebnis der
PCA von Nematodenproben zur bakteriellen Kontrolle.
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Tabelle 23: Metabolitenkandidaten aus GC -MS und UPLC-FT-ICR-MS

erhoht in langlebigen Modellen erniedrigt in langlebigen
Modellen
GC-MS Insoine-5-Monophosphat* Harnstoff*
2-Amino-Adipinsaure Piperidin-Carboxylsaure
Beta-1,6-Anhydroglukose 4-Amino-Butansaure
Gulose Asparagin
Adenin* 5-Amino-Pentansdure
Guanosin* Tryptophan#
FT-ICR-MS Guanosin* 5-Aminoimidazolribonukleotid*
2-Aminomuconat-Semialdehyd# Pantothensaure

Metabolite des Purinstoffwechselssind mit * markiert, die des d Tryptophan-Stoffwechsels mit #

Die aufgefiihrte Auswahl der Metabolitenkandidaten erfolgte unter den Kriterien, dass die
jeweiligen Metaboliten nicht in mehreren Stoffwechselwegen vorkamen oder deren jeweilige
Vorstufe und Folgeprodukt von mehreren Enzymen umgesetzt wurden. Unter
Beriicksichtigung dieser Punkte wiesen die Analysen Ubereinstimmungen fiir einige
Metabolite des Purinstoffwechsels und Tryptophanstoffwechsels aus. Die Mdoglichkeit diese
Metaboliten zu untersuchen sollte Uber die gezielte Hemmung ihrer Umsetzung, mittels
RNA-Interferenz, ihrer Umsetzung erfolgen. Einerseits betraf dies ein Enzym im Abbau von
Hypoxanthin und Xanthin, die Xanthin-Dehydrogenase, andererseits mehrere Enzyme des
Tryptophanabbaus sowie Eines in der Umwandlung zu Serotonin. Die Moglichkeit, mehrere
Enzyme in einem Stoffwechselweg inhibieren zu konnen, bedingte die weiterflihrenden

Untersuchungen des Tryptophan-Stoffwechsels.

5.4.1 Gezielte Hemmung ausgewdhlter Reaktionswege des Tryptophanstoffwechsels

Der Tryptophan-Stoffwechsel zeigte sich in allen untersuchten Modellen zur Langlebigkeit
reproduzierbar verdndert. An spezifischen Punkten der betroffenen Reaktionswege wurden
Enzyme ausgewahlt und mittels RNAi in ihrer Expression herab reguliert. Diese Enzyme
kontrollieren jeweils spezifisch die Umwandlung einzelner Metabolite im Tryptophan-
Stoffwechsel (Abbildung Tryptophan-Stoffwechsel A5).

(1) Tryptophanabbau: RNA-Interferenz gegen Tryptophan-2,3-Dioxygenase (T-2,3-DO),
katalysiert Umwandlung von Tryptophan in N-Formylkynurenin

(2) Tryptophanabbau: RNA-Interferenz gegen Aminomuconat-Semialdehyd-Dehydrogenase

(alh-7); katalysiert die Umwandlung von 3-Hydroxyanthranilat zu 2-Amino-3-
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Carboxymuconat-6-Semialdehyd (3) sowie den darauf folgenden Schritt katalysiert durch die
Aminomuconat-semialdehyd-Decarboxylase (ACSD),

(4) Umwandlung von L-Tryptophan zu 5-Hydroxy-L-Tryptophan (5-HTP), katalysiert durch die
Tryptophan-Hydroxylase (tph-1).

Zur Validierung der veranderten Regulation dieser Kandidatengene erfolgte eine Kontrolle
der Expression auf Genebene sowie des Phanotypen Uber die Lebensspanne. Im Abstand von
sieben Tagen Uber drei Wochen war fir alle drei Gruppen eine Herabregulation der
jeweiligen Genexpression nachzuweisen je nach Gruppe und Zeitpunkt wurde die

Genexpression um bis zu 15-95% gemindert.

Life Span Assay

In vier voneinander unabhédngigen Experimenten wurden vier Gruppen mit den jeweiligen
siRNA exprimierenden Bakterien gefuttert (T-2,3-DO, alh-7, ACSD, tph-1). Parallel dazu wurde
eine Kontrollgruppe, die lediglich mit Bakterien mit Leervektor die Nahrungsquelle erhielten
(GC363), mitgefiihrt. Eine reprasentative Uberlebensstatistik ist in Abb. 20 dargestellt.

Es liel sich eine signifikant verlangerte Lebensspanne fiir jene Gruppen mit siRNA gegen
Tryptophan-Dioxygenase (17,8+0,28 Tage) sowie gegen Tryptophan-Hydroxylase (16,4+0,35
Tage) im Vergleich zur Kontrollgruppe (13,0+0,16 Tage) nachweisen (p<0,001) (Abb. 21). Fir
die weiteren zwei Gruppen, bei denen die siRNA gegen die Carboxymuconat-semialdehyd-
Decarboxylase und die Aldehyddehydrogenase gerichtet war, konnte kein Effekt auf die

mittlere Lebensspanne gezeigt werden.
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Abb. 20: Uberlebensfunktionen (Life Span-Assay) NL2099 mit siRNA,
Uberlebensfunktionen der Gruppen unter kontinuierlicher Fiitterung mit siRNA exprimierenden

Bakterien (T-2,3-DO, alh-7, ACSD , tph-1sowie einer Kontrollgruppe, der Leervektorkontrolle GC363).
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Abb. 21: Life Span Assay (T-2,3-DO, alh-7, ACSD, tph-1)

Die mittleren Lebensspannen und Standardfehler des Life Span Assays aller Gruppen (T-2,3-DO
Tryptophan-Dioxygenase, alh-7 Aldehyddehydrogenase, ACSD Carboxymuconat-semialdehyd-
Decarboxylase, tph-1 Tryptophan-Hydroxylase)

Die deutliche Verlangerung der Lebensspanne, die bei der Hemmung beider Enzyme (und
Tryptophan-Hydroxylase) zu beobachten war, bestatigte einen Zusammenhang des
Tryptophanstoffwechsel mit der Lebensdauer der Nematoden. Beide Enzyme katalysieren die
direkte Umwandlung von Tryptophan, dessen Konzentrationsverdanderung sich direkt oder

indirekt auf Regelkreise der Lebensspanne auswirkte.
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6. Diskussion

6.1. Nachbeobachtung der MesyBepo Studie

Ziel der Querschnittsstudie Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam (MeSyBePo) war es
Zusammenhange von Biomarkern mit Charakteristika des metabolischen Syndroms sowie
Adipositas-assoziierten Erkrankungen zu evaluieren. Besonderes Interesse galt dem
Zusammenhang zwischen Adipositas, T2DM und kardiovaskuldaren Risikofaktoren [106].
Insgesamt wurden 2062 Teilnehmer metabolisch charakterisiert und Erkrankungen wie Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und T2DM ermittelt. Um die prospektive Entwicklung von
kardiovaskularen Risikofaktoren untersuchen zu koénnen, wurden alle Teilnehmer
nachverfolgt, die zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung vor mehr als drei Jahren in die Studie
eingeschlossen wurden. Von diesen 1600 Personen nahmen 584 Individuen erneut teil und
bildeten die MeSyBePo Follow-up Studie, die als Bestandteil dieser Arbeit ausgewertet

wurde.

Die untersuchten 584 Probanden nahmen innerhalb von durchschnittlich 5,3 Jahren an
Gewicht zu und die relative Fettmasse stieg an. In Anbetracht des Anstieges im Taillenumfang
und einer Abnahme im Hlftumfang, wurde dieses Fett anscheinend iberwiegend abdominell
einlagert. In einer anderen prospektiven Studie wurden ebenso Gewichtszunahmen, von
3,9 kg beziehungsweise 5,8% innerhalb von 8 Jahren nachgewiesen [124, 125]. Die Varianzen
im Vergleich zur vorliegenden Studie beruhen auf Unterschieden in der Zusammensetzung
und GroRRe der untersuchten Studienpopulation [124, 125]. Die Gewichtszunahme Uber die
Zeit begriindet sich wahrscheinlich im allgemeinen Trend, dass die tagliche korperliche
Aktivitat, die notwendig ware um die aufgenommene (berschiissige Energie adaquat zu
verbrennen, nicht mehr ausgelibt wurde [126, 127]. Eine adipogene Umgebung und der
sitzende Lebensstil beeinflussen den taglichen Energieumsatz und beglinstigten eine
Gewichtszunahme [126, 127]. Infolge des Anstiegs des Korpergewichts verschlechterten sich
auch weitere anthropometrische und metabolische Parameter, die Mechanismen dahinter
sind teilweise bekannt und dokumentiert [1]. Innerhalb der 584 Probanden verschlechterten
sich so die Niichternblutglukosespiegel, die basalen Insulinspiegel und der HOMA als MaR fir
die Insulinresistenz. Ein deutlicher Zusammenhang zwischen einer Gewichtszunahme und
dem Diabetes Risiko wurde bereits von Schienkiewitz et al. beschrieben [124]. Eine der
gesundheitlichen Konsequenzen von Ubergewicht ist Diabetes mellitus Typ 2 [1]. Fiir 15% der

584 Teilnehmer wurde schon zu Studienbeginn ein T2DM entsprechen der WHO
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diagnostiziert, wobei dieser Anteil nach den neueren Kriterieneinteilung der
Diabetesdiagnostik sogar hoher ware. In den Analysen wurden die diagnostischen Kriterien
verwendet, die zu Beginn der Studie international malgeblich waren [10]. Die
altersadjustierte Diabetespravalenz liegt in Deutschland bei ca. 7% [128]. Der Anteil der
Diabetiker der MeSyBePo-Kohorte von tiber 2000 Teilnehmern betrug 7,3%. Entsprechend
schien die MeSyBePo-Kohorte den Durchschnittswert, aufgrund ihrer Grofe und
Zusammensetzung, vergleichbar abzubilden, wobei es sich bei der MeSyBePo Studie nicht um
eine reprasentative Studie handelt. Die MeSyBePo Follow-up Studie zeigte eine doppelt so
hohe Diabetespravalenz im Vergleich zur initialen Gesamtgruppe. Hierfiir sind vermutlich
mehrere Griinde verantwortlich. Wahrend die MeSyBePo Kohorte ein durchschnittliches
Alter von 52,0 Jahren aufwies, belief sich das mittlere Alter der Follow-up Kohorte auf
55,6 Jahre. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass eher altere und potentiell schon krankere
Probanden an der Nachbeobachtung teilgenommen haben. Bei einem Teil dieser Probanden
wurden im Rahmen der MeSyBePo Studie erstmalig ein Diabetes diagnostiziert, auch dies
dirfte zu einer erhohten Bereitschaft beigetragen haben, sich fiir die Nachbeobachtung
wieder vorzustellen. Die betrachtete Kohorte aus 584 Teilnehmern bestand demnach anteilig
aus mehr alteren Personen mit einem hoheren Anteil von Patienten mit pravalentem

Diabetes bei Studieneinschluss.

Die MeSyBePo-Studie wurde als Querschnittsstudie geplant um individuelle Anlagen und
Biomarker zu erkennen, die mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder T2DM assoziiert sind.
Einschrankungen wie Verzerrungen von Effekten treten u.a. schon durch den
Rekrutierungsprozess auf. Fir MeSyBePo wurden Anzeigen geschaltet, die Teilnahme war
freiwillig und war nicht mit einer Aufwandsentschadigung verbunden. Aufgrund dieser
Rekrutierungsstrategie konnte die Studie nicht bevolkerungsreprédsentativ sein. Unter diesen
genannten Gegebenheiten war davon auszugehen, dass sich die Studienpopulation
Uberwiegend aus Personen mit einem erhéhten Gesundheitsbewusstsein zusammensetzt.
Darunter befanden sich insbesondere auch vermehrt Personen, denen bekannt war, dass sie
ein erhohtes Risiko flr Herz-Kreislauf-Erkrankungen und T2DM besitzen. Ebenso kdnnte sich
ein Teil dieser Personen durch die Teilnahme eine intensivere Versorgung beziiglich ihrer
vorliegenden Risiken oder Erkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes mellitus Typ-2, erhofft
haben. Letzteres ware eine mogliche Erklarung fir die Haufung der diagnostizierten
Diabetiker in der Kohorte bis zur Nachuntersuchung. Weitere Verzerrungen, die sich im
Rekrutierungsprozess ergeben, betreffen u.a. das Alter oder auch das Geschlecht. Aufgrund

der freiwilligen Teilnahme, kann es zur Haufung einiger Altersgruppen kommen, gleiches
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betrifft die Geschlechterverteilung. Fir die Studie zeigte sich grundsatzlich eine
weitgefdacherte Altersverteilung. Da die Untersuchungen einen kompletten Tag in Anspruch
nahmen, war der zeitliche Aufwand sehr hoch. Berufstatigen Personen war es entsprechend
erschwert, trotz Interesse einen Termin zu vereinbaren. Personen im Ruhestand oder im
Rahmen einer universitaren Ausbildung sind flexibler in ihrer Zeiteinteilung. Erstere sind oft
aufgrund von Vorerkrankungen interessiert und motiviert, das Interesse junger Menschen an
solchen Studien ist allgemein weniger ausgepragt. In Bezug auf das Geschlecht zeigte sich,
dass liberwiegend Frauen Interesse an der Untersuchung zeigten. Der Anteil weiblicher
Teilnehmer Uberwog so stark, dass eine Auswertung getrennt nach Geschlechtern nicht

sinnvoll war.

Insgesamt wurden 2062 Probanden in zwei Studienzentren fiir MeSyBePo rekrutiert. 2012
wurde die Rekrutierungsphase abgeschlossen. Insgesamt wurde damit Uber einen relativ
langen Zeitraum rekrutiert, was zusatzliche Probleme fiir ein Studienkollektiv darstellen
kann, z.B. durch veranderte Therapieansatze bei pravalenter Erkrankung. Allerdings wurden
diese Daten erfasst und Analysen wurden nach Moglichkeit dafiir korrigiert. Die Limitation
einer Querschnittstudie liegt vor allem darin, dass Umweltfaktoren allein durch das Vorliegen
der Erkrankung schon verandert werden kénnen. So kann beispielsweise ein bestehender
Diabetes mellitus Typ 2 das Essverhalten eines Patienten verandern.

Im Rahmen der angeschlossenen Nachuntersuchung an MeSyBePo, als MeSyBePo Follow-up
Studie verdnderte sich entsprechend das Studiendesign und die Ziele wurden ergdnzt. Die
longitudinalen Daten erlaubten es, den zeitlichen Verlauf metabolischer Erkrankungen zu
untersuchen. Im Vergleich zu anderen groRangelegten multizentrischen Studien, wie der
Nurses’ Health Study, mit tGber 239.000 Teilnehmerinnen, oder auch der EPIC Studie, mit
519.000 Teilnehmern [129, 130], ist die MeSyBePo Follow-up Studie eine verhaltnismaRig
kleine Studie. Durch diese Bedingung war es wiederum maoglich, umfassende metabolische
Daten zu sammeln. So wurden von allen Teilnehmern oGTT-Daten erfasst. GroR angelegte
prospektive Studien konnen solche genaue Charakterisierung u.a. allein aufgrund des
finanziellen und zeitlichen Aufwandes und der groRen Zahl an Teilnehmern haufig nicht in
vergleichbarer Tiefe abdecken. Die Nachuntersuchung selbst wurde in einem sehr engen
zeitlichen Rahmen von einem Jahr durchgefiihrt. Die lange Rekrutierungsphase und die kurze
Phase fir die Wiedereinbestellung der Teilnehmer bedingten eine hohe Varianz fiir die
Zeitspanne der Nachverfolgung. Fir einige Probanden bedeutete dies eine groRe Zeitspanne
bis zur zweiten Untersuchung im Rahmen der Studie. Fiir eine Aussage zur Pathogenese einer

metabolischen Erkrankung wie Diabetes machte es einen deutlichen Unterschied, ob die
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Untersuchung nach drei, finf oder neun Jahren stattfand. Innerhalb der hier betrachteten
Studiengruppe wurde bei 31 Personen ein neu manifestierter, inzidenter Diabetes mellitus
Typ-2 diagnostiziert. Dieser Wert entspricht einer Inzidenz von 6,7% innerhalb eines flnf
Jahres Follow-up und damit 1,3% pro Jahr. Je nach Studie schwanken die Angaben, ebenso
variieren die Angaben oft stark in ihren Einheiten. Laut KORA Studie betrug die Inzidenz 2009
15,5 pro 1000 Personenjahre, Innerhalo der MONICA Studie 5,8 pro 1000
Personenjahre [131]. In einer Studie von Narayan et al. wurde die Inzidenz fiir eine
amerikanische Kohorte berechnet und belief sich auf 0,53% pro Jahr [132]. Insgesamt liegt
die von uns beobachtete Inzidenz in etwa im Bereich der Kora- und Monika Studie, die
diesbeziiglich ebenfalls auf deutschen Daten, wenn auch aus anderen Regionen, beruhen.
Trotz der bestehenden Kritikpunkte an der MeSyBePo Follow-up Studie lieR sich demnach
eine Diabetesinzidenz beobachten, die in etwa den Erwartungen fir eine deutsche

Population entsprechen.

Ein wesentlicher Punkt, dem jede Folgeuntersuchung unterliegt, ist die erneute Verfligbarkeit
und das bestehende Interesse an der Studie, ebenso kdnnen gesundheitlich Probleme alterer
Probanden die Wiedereinbestellung verhindern, ein Wohnortswechsel betrifft oft jliingere
Probanden. Die bisher genannten Faktoren sind schwer zu kontrollieren und stellen
insbesondere bei der aktuellen MesyBepo Follow-up Studie einen Kritikpunkt des
Studiendesigns dar. Kiirzere Abstande in der Wiedereinbestellung kénnen einem kleinen
Anteil dieses Schwundes entgegen wirken, jedoch ist der Effekt auf die einzelnen Parameter
kleiner, da deren Veranderung Uber kurze Zeitrdume geringer ausfallt. Die in diesem
Datensatz aufgetretenen variierenden Zeitspannen bis zur Nachuntersuchung, wurden im
Rahmen statistischer Modelle entsprechend mit berlicksichtigt. Gleiches galt fur das Alter,
das Geschlecht und den BMI, da davon auszugehen war, dass sie Einfluss auf den Endpunkt
haben kdonnen. Die grolRe Varianz in der Zeit bis zur Nachuntersuchung hatte durch langfristig
geplante Wiedereinbestellung der Teilnehmer vermindert werden kénnen. Im Falle einer
Fortsetzung des Follow-up kdnnte dies gegebenenfalls aktiv verbessert werden.

Die genannten Limitationen miissen bei der Betrachtung der Ergebnisse beachtet werden.
Die Limitationen beschranken die Aussage auf das hier untersuchte Kollektiv, eine

Ubertragung auf die ,allgemeine” Bevélkerung ist nicht moglich.
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FGF21

In dieser Studie wurde gezeigt, dass FGF21 die Entwicklung eines Metabolischen Syndroms
als auch eines T2DM sowie eine Verschlechterung der Blutzuckerhomd&ostase vorhersagen
konnte. Obwohl diese Daten lediglich eine statistische Assoziation darstellten, unterstiitzten
sie aufgrund ihres prospektiven Charakters die Hypothese, dass FGF21 eine Rolle bei der
Entwicklung eines Metabolischen Syndroms sowie in der Pathophysiologie des T2DM spielte.
Zur Eingangsuntersuchung beliefen sich die Unterschiede zwischen den Kontrollen und den
Personen mit spaterem MetS auf nur wenige Parameter: FGF21, BMI, WHR und Hb1Ac. Da in
die Analyse bewusst nur Personen ohne weitere diagnostizierte metabolische Erkrankungen
aufgenommen wurden, war davon auszugehen, dass sich beide Gruppen dahneln mussten. Ob
die genannten Unterscheide allein auf den Messwerten der verglichenen Parametern oder
anderer Faktoren beruhen, die hier nicht bestimmt wurden, kann nicht geklart werden.
Studien, wie jene von An et al. beschrieben auch diese und weitere Unterschiede, fir
Uibergewichtige Personen. Fiir diese Ubergewichtigen zeigten sich Unterschiede in den
FGF21-Spiegeln sowie fir den BMI, Parameter des Glukosestoffwechsels und des
Lipidstoffwechsels im Vergleich zu Kontrollen [133, 134]. Es ware moglich, dass das
Korpergewicht oder der Anteil des Korperfetts Einfluss auf den Anstieg FGF21-Spiegel
nehmen kann oder FGF21 in Folge von Regelkreisen vermehrt exprimiert wird, die erst durch
ein erhohte Koérpergewicht aktiviert sind. Fir die hier vorliegenden Analysen konnte dies
jedoch ausgeschlossen werden, da FGF21 die untersuchten Endpunkte unabhdngig von den
genannten Faktoren beeinflusste. Nicht nur im Fall von Ubergewicht wurden in
Querschnittsstudien erhohte FGF21-Spiegel beschrieben, auch fir pradiabetische und
diabetische (T2DM) Personen sind hohe Spiegel beschrieben [123, 134]. Es schien als stiegen
die FGF21-Spiegel parallel mit zunehmendem Gewicht oder Verschlechterungen der
Glukosehomdostase an und dies kdnnte entsprechend auch fiir Personen zutreffen die ein
Metabolisches Syndrom entwickeln. Korrelationsanalysen wiesen Beziehungen zwischen
FGF21 dem BMI, WHR und Parametern des Glukosestoffwechsels aus. Diese traten auch in
der beschriebenen Querschnittsstudie von Zang et al. auf [133]. In den weiterfiihrenden
Analysen von Chen et al. und Zang et al. wiesen diese Wissenschaftler Assoziationen
zwischen den FGF21-Spiegeln und dem Risiko fiir das MetS, zu Insulin als auch zum HOMA
nach [123, 133]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein FGF21 als unabhangiger Faktor fir
das Risiko eines Metabolischen Syndroms. Theoretisch kdnnten natirlich auch andere
Parameter, die hier nicht gemessen wurden, mit FGF21 korreliert sein und den
Zusammenhang zwischen FGF21 und einem inzidentem Metabolischen Syndrom erklaren
[135]. Nicht alle Hypothesen kdnnen im Rahmen von Humanstudien beantwortet werden,
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eine Ubertragung einzelner Fragestellungen in Modellsysteme ist fiir das Verstindnis
systemischer Effekte haufig hilfreich [136]. So konnte Mai et al. in vivo nachweisen, dass freie
Fettsduren die zirkulierenden FGF21-Spiegel erhéhen koénnen [137]. In vitro Daten
bestatigten diesen Effekt und zeigten, dass dieser PPARa-abhdngig ist [137]. In einer
weiteren Arbeit von Mai et al. konnte die Relevanz des Effekt der Lipidinfusion auf die FGF21-
Spiegel auch unter physiologischen Bedingungen bestatigt werden, wahrend der Effekt von
Insulin eher von geringerer Relevanz zu sein schien [138]. FGF21 scheint somit Anteil an den
genannten pathophysiologischen Mechanismen zu nehmen, oder wird zumindest messbar
durch diese beeinflusst. Tierexperimentelle Daten zeigten eine Verbesserung der Blutglukose
durch eine FGF21-Administration bei genetisch adipdsen ob/ob und db/db Mausen [24, 139,
140]. Bemerkenswerterweise sind diese Modelle ohnehin schon durch erhéhte FGF21-
Spiegel charakterisiert [133, 140]. Um diese Effekte zu deuten sollte bedacht werden, dass
der Spiegel des zirkulierenden FGF21 nicht die Aktivitdit des FGF21-Systems adaquat
widerspiegeln muss, die Wirkung also von anderen Faktoren abhangig ist. Dies und die
genetische Pradisposition kénnen Grinde sein, warum fiir FGF21 in Tiermodellen eine
Verbesserung des Blutzuckers beobachtet wurde. Systemisch konnten ganz andere Effekte
auftreten. Bei Patienten, die aufgrund der langsamen Veranderung der Umweltfaktoren an
Gewicht zunehmen und deren Blutglukosehomdostase gestort ist, konnte ahnlich einer
Insulinresistenz, eine FGF21-Resistenz vorliegen [141]. FGF21 konnte auch als Antwort
vorhergehender pathologischer Mechanismen in den Probanden erhéht gewesen sein, die
hier nicht erfasst wurden. So ist FGF21 auch bei Patienten mit einer Fettleber erhéht [142],
welche in der Folge mit dem Metabolischen Syndrom als auch T2DM assoziiert war. Zuletzt
koénnten tierexperimentelle Daten im Menschen nicht reproduzierbar sein.

Die Etablierung neuer Biomarker ist grundsatzlich von groRem Interesse. So kdnnte eine
Therapie frihzeitig begonnen werden oder moglicherweise praventiv eine Manifestation
verhindern. FGF21 kdnnte ein potentieller neuer Biomarker sein um Personen mit einem
erhéhten Risiko fiir T2DM zu identifizieren. Uber die logistische Regression erwies sich FGF21
als unabhangiger Faktor zur Vorhersage des T2DM Risikos. Inwieweit dies fur den klinischen
Alltag von Relevanz sein kann, ist damit allerdings noch nicht gezeigt. Daher wurden in dieser
Arbeit zusatzlich Receiver-Operating Curves (ROCs) berechnet, um den klinischen Wert von
FGF21 besser abschatzen zu kénnen. Unter Beriicksichtigung etablierter Risikofaktoren zeigte
FGF21 keinen zusatzlichen Informationsgewinn, so dass FGF21 derzeit keine Bedeutung fir
die klinische Pradiktion eines Diabetes beim einzelnen Patienten hat. Um der Alpha-Fehler-
Akkumulierung gerecht zu werden, mussten die Unterschiede in den Ausgangsparametern

der Gruppen strenger betrachten werden. Die geringe Anzahl an Personen in der
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interessierenden Gruppe beschrankt auch die Aussagekraft der Daten. Eine Fortsetzung des
Follow-up kann dazu dienen die Ergebnisse in einer groReren Kohorte zu validieren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass FGF21 ein unabhangiger Pradiktor des
Metabolischen Syndroms, T2DM und eines eingeschrankten Glukosestoffwechsels war. Im
Zusammenhang zu anderen bestehenden Ergebnissen, gehen wir davon aus, dass erhohte
FGF21-Spiegel zum einen durch die spezifischen metabolischen Verdanderungen wie erhohte
Spiegel freier Fettsdauren wie auch im Kontext einer FGF21-Resistenz entstehen kénnten und

so einem Metabolischen Syndrom sowie einem T2DM vorhergehen kénnen.

Vaspin

Neben FGF21 wurde auch fiir Vaspin die Pradiktion von Stérungen der Glukosehomdostase
untersucht. Aus den Analysen ergab sich Vaspin als unabhangiger Pradiktor fir die Inzidenz
eines T2DM, nicht aber fir eine eingeschrankte Glukosetoleranz.

Tierexperimentelle Daten implizierten fiir Vaspin eine Insulin sensibilisierende Funktion, die
exakte Rolle von Vaspin bei der humanen Insulinresistenz ist jedoch unklar [27, 37, 38, 143].
In einer Querschnittsstudie mit schlanken und ibergewichtigen Jugendlichen fanden sich die
hochsten Vaspin-Spiegeln in den Probanden mit ausgepragter Insulinresistenz [144]. Fir
Ubergewichtige Frauen mit polyzystischem Ovarialsyndrom zeigten sich Assoziationen
zwischen Vaspin mit dem BMI und WHR. Die Expression von Vaspin war durch die Gabe von
Metformin und durch die abnehmende Insulinresistenz vermindert [145]. In einer Studie von
Youn et al. lieRen sich keine Unterschiede in den zirkulierenden Vaspin-Spiegeln zwischen
Kontrollen und Typ 2 Diabetikern feststellen, ebenso zeigten sich keine Assoziationen in den
Korrelationsanalysen [38]. In einer zweijahrigen Follow-up Studie zeigte lJian et al. bei
Diabetikern sogar niedrigere Vaspin-Spiegel im Vergleich zu gesunden Probanden [146].

In der hier vorliegenden Arbeit unterschieden sich die Personen mit spaterem T2DM und die
Kontrollen bei der Eingangsuntersuchung durch hohere Vaspin-Spiegel und fir weitere
Parameter bereits sehr stark. Andere Autoren zeigten flir Personen mit diagnostizierten MetS
deutlich erhéhte Vaspin-Spiegel und wiesen Assoziationen zwischen erhéhen Vaspin-spiegeln
und Adipositas sowie einer eingeschrankten Insulinsensitivitdit nach [38, 147]. In
Korrelationsanalysen variieren die Korrelationen stark abhangig vom Vorliegen eines T2DM,
so fanden sich fiir Gesunde kaum messbare Korrelationen mit Vaspin [146]. Die Ergebnisse
frGherer und aktueller Studien vermuteten daher fiir Vaspin eine Rolle bei der

Insulinresistenz und im Fettstoffwechsel [147, 148].
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In der logistischen Regression erwies sich Vaspin als unabhangiger Risikofaktor fiir die
Diabetesinzidenz. Die vorliegenden Daten untermauern die Verbindung, die zwischen den
Serum-Vaspin-Spiegeln, Insulin-Resistenz und T2DM bisher vermutet wurde [37]. Dem
widersprechen Daten aus einer zweijahrigen Studie, in der die Diabetiker deutlich geringere
Vaspin-Spiegel als die Kontrollen aufwiesen [146]. Die Autoren benannten als moglichen
Einflussfaktor die fehlende Berlicksichtigung der Behandlungsdauer des T2DM bei der
Rekrutierung der Typ 2 Diabetiker. Eine lange Gabe von Diabetes-Medikamenten kénnte die
Vaspin-Spiegel langfristig beeinflusst haben und damit eine Abnahme von Vaspin
hervorrufen [30, 146]. Oft sind auch groRRe Variationen in den Vaspin-Spiegeln durch beide
Geschlechter gegeben [38, 149]. Ein sexueller Dimorphismus ist bekannt und wurde in vielen,
aber nicht allen Fallen bericksichtigt [147] oder es erfolgte eine Aufteilung nach Personen
mit hohen und niedrigen Vaspin-Spiegeln [146]. In der vorliegenden Arbeit wurde
entsprechend flr das Geschlecht adjustiert.

Der BMI sowie die Follow-up-Zeit schienen in der hier vorliegenden Arbeit in Bezug auf die
Ausbildung eines T2DM einen starken Einfluss zu haben. Nach der Adjustierung fir mehrere
Faktoren, schienen das Alter und leichte korperliche Aktivitat ebenso die Ausbildung eines
T2DM zu beeinflussen. Vaspin war in unserer Studie kein unabhangiger Pradiktor einer
gestorten Glukosetoleranz. Frithere Autoren haben spekuliert, dass Vaspin eine
kompensatorische Rolle auf molekularer Ebene in der Pathogenese der Insulinresistenz und
Adipositas assoziierter Erkrankungen haben konnte [150]. Aufgrund unserer vorliegenden
Daten, hat das Protein moglicherweise eine funktionelle Bedeutung bei der Entstehung des
Diabetes mellitus Typ 2. Die Tatsache, dass wir keinen Effekt auf die Entstehung einer
gestorten Glukosetoleranz sehen kann unterschiedliche Ursachen haben. Methodisch kdnnte
unsere Kohorte zu klein sein, um einen vorhandenen Effekt zu sehen. Umgekehrt stellt die
gestorte Glukosetoleranz nur einen Phdnotyp eines gestorten Glukosemetabolismus dar.
Nicht erfasst wurde von uns beispielsweise die Insulinclearance, so dass wir abschlieBend die
funktionelle Zuordnung von Vaspin zu Mechanismen der Glukoseregulation anhand unserer
Daten nicht abschatzen kdnnen.

Eine Hypothese wurde von Bliiher et al., formuliert. Diese geht davon aus, dass Vaspin in
seiner Eigenschaft als Serpin, in der Lage ist Proteasen zu hemmen, die den Abbau von
Molekilen mit Glukose-senkendem Effekt fordern (Insulin-Clearance), sowie anti-orexigene
Molekiile. Entsprechend wirde Vaspin durch eine verstarkte Insulin-Clearance zu einem
Anstieg der Blutglukose beitragen kénnen [27].

Bezliglich der Interpretation der Daten soll auch auf die Limitationen der Studie eingegangen

werden. Zunachst waren die Kontrollen dieser Analyse keine gesunden Kontrollen. Die
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Personen waren im Durchschnitt zum Einschlusszeitpunkt bereits tibergewichtig und wiesen
mit dem Ubergewicht assoziierte metabolische Veridnderungen auf. Die geringe Anzahl an
Personen in der Gruppe schmalert die Aussagekraft. Um der Alpha-Fehler-Akkumulierung
gerecht zu werden, mussten die Unterschiede in den Ausgangsparametern der Gruppen
strenger betrachten werden und fiir multiples Testen korrigiert werden. Eine Validierung der
Ergebnisse in einer groReren Kohorte ist unbedingt wiinschenswert.

Zusammengefasst, wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Vaspin die Entstehung des T2DM
vorhersagt. Eine Hypothese (iber die Mechanismen dieses statistischen Zusammenhanges

konnte aus unseren Daten nicht abgeleitet werden.
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6.2 Langzeit-Nachbeobachtung nach standardisierter Intervention

Intervention zur Gewichtsreduktion

Die MeSyBePo-Studie bot im Verlauf die Moglichkeit eine Sub-Studie, die hier beschriebene
Interventionsstudie zur Gewichtsreduktion, einzubetten. Dies war eine wesentliche
Fragestellung der Doktorarbeit, da mit dieser Gruppe zumindest explorativ untersucht
werden konnte, ob eine intendierte Gewichtsabnahme langfristig positive oder negative
Folgen fiir den Stoffwechsel der Probanden hat. Gerade vor dem Hintergrund der
mittlerweile erschienen Look AHEAD-Studie [151] ist diese Frage von erheblicher Bedeutung.
Innerhalb der Follow-up Studie mit 584 Individuen waren 60 Personen, die an einem
begleiteten einjahrigen Gewichtsreduktionkurs teilgenommen hatten. Die Probanden
nahmen in der sechs monatigen Phase intensiver Betreuung im Mittel -6,5% ihres
Korpergewichts ab. Dieses Gewicht konnten sie die darauffolgenden sechs Monate
erfolgreich halten. Wang et al. zeigte nach 20-wochiger Intervention, eine erfolgreiche
Gewichtseduktion von bis zu -15% in einer Gruppe von 34 Frauen [152]. Nicklas et al. wiesen
fir einen vergleichbaren Zeitraum Gewichtsverluste von 4-6 kg [54, 153] nach. Wesentliche
Faktoren fur die Gewichtsverluste und deren Erhalt sind die reduzierte Netto-
Kalorienaufnahme [54, 154] und die zusatzliche Bewegung [155]. Je nachdem wie gut die
betroffenen Personen in der Lage waren ihre Lebensgewohnheiten umzustellen und diese
beizubehalten, bestimmten diese Veranderung das MaR an Gewichtsverlust und
langfristigem Gewichtserhalt [54]. Insbesondere der Gewichtserhalt, scheint stark mit einem
fortlaufenden Kontakt zur Gruppe und dem Studienpersonal zusammenzuhangen. Mit dem
Ende der intensiven Phase der Intervention und der damit verbundenen engen Betreuung
der Teilnehmer stagnierte der Gewichtverlust fir die untersuchten 60 Teilnehmer und ging in
eine Phase der Wiederzunahme Uber. Zum Zeitpunkt der Folgeuntersuchung hatten die
Teilnehmer im Durchschnitt mindestens ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht. Auch Wang et
al. berichteten von einer deutlichen Wiederzunahme im ersten Jahr [152]. Nach der zwanzig-
wochigen Intervention wurden deren Probandinnen nach sechs und zwdlf Monaten
kontaktiert um das Gewicht zu erfragen, 28 der 34 Frauen hatten bis zum zwdlften Monat
bereits wieder ca. 5% zugenommen. Alle Verhaltensdanderungen als Teil der Intervention
wurden anscheinend auch mit dem Ende der Intervention wieder aufgegeben, ohne
dauerhafte Akzeptanz oder Umsetzbarkeit. Bei gleichbleibenden Verlauf, hatten die
Teilnehmerinnen nach zwei Jahren ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht [152]. Gosselin et al.
zeigten wiederum, dass ein langfristiger Gewichtserhalt moglich ware, wenn eine zusatzliche
extrinsisch Motivation erfolgt [156]. Im Rahmen eines kostenpflichtigen Programms, mit
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wochentlichen Treffen und fortwahrend verfligbaren Ansprechpartnern wurde der
monatliche Teilnahmebetrag im Follow-up bei Gewichtserhalt erlassen [156]. Dies ist ein
nicht zu vernachlassigender Faktor fiir die Adharenz und den Erfolg bei allen kommerziellen
Programmen [40, 53, 157]. Insgesamt ist die Bereitschaft an diesen Programmen
teilzunehmen sehr groB, und verbunden mit neuen Medien scheint hier ein grofSes Potential
fiir eine hohe Adhédrenz und der andauernden Veranderungen des Lebensstils zu liegen [53,
158, 159]. Verlaufsdaten miissen dies jedoch noch bestatigen.

Die meisten Studien zur Gewichtsreduktion mit Follow-up berichteten von einer
Wiederzunahme des Korpergewichts [55, 56, 160]. Oft betrifft diese Zunahme Teilnehmer ab
dem zweiten Jahr nach Intervention und letztendlich sind es bis zu 95% aller Teilnehmer, die
nach spatestens 5 Jahren wieder ihr Ausgangsgewicht vorweisen, wenn nicht sogar
Ubertreffen [55, 56, 160-162]. Die vorliegenden Daten bestdtigen eben diesen Verlauf.
Obwohl die Programme leitlinienkonform durchgefiihrt wurden, blieben die Langzeiterfolge
aus. Markant fir die Gewichtsentwicklung der untersuchten Kohorte war der bereits
erwdhnte Abbruch der intensiven Betreuung nach dem sechsten Monat. Es folgte ein
Wechsel im Programm, dass nur noch regelmafige Treffen mit allen Teilnehmern fiir weitere
sechs Monate vorsah. Zu diesem Zeitpunkt setzte eine Stagnation der Gewichtsentwicklung
ein. Nach insgesamt zwolf Monaten begann die stetige Wiederzunahme an Kérpergewicht.
Letztlich zeigte sich fir die 60 untersuchten Probanden der Sub-Studie, dass 1,1% des
urspriinglichen Kérpergewichtes nach einer durchschnittlichen Nachbeobachtungszeit von 54
Monaten wieder zugenommen wurde. Dies entspricht nach Literaturlage weitgehend den

erwarteten Effekten [44].

Langzeit-Nachbeobachtung

Studien, die den langfristigen Gewichtsverlauf nach einer Intervention zur Gewichtsreduktion
engmaschig dokumentierten, lieferten eher selten Angaben zur Entwicklung metabolischer
Parameter [72, 163]. Diese Studien waren daher nicht in der Lage Riickschliisse auf
metabolische Effekte zu liefern [163]. Dies war eine Starke der vorliegenden Studie. Fiir die
60 Teilnehmer der Intervention zeigten sich zum Follow-up nur wenige eindeutige
Veranderungen in den gemessenen Parametern im Vergleich zur Situation vor der
Gewichtsabnahme. Es konnte eine Zunahme im Korpergewicht, als auch im Korperfett
verzeichnet werden, die sich jedoch nicht in einer Verdnderung der anderen
anthropometrischen Parameter zeigten. Wing et al. dokumentierten tber neun Follow-up
Jahre den Verlauf des Gewichts sowie des Taillenumfangs, aber auch der Fitness und des

HbA1lc lieferten jedoch keine weiteren Verlaufsdaten anderer Parameter [164, 165]. Weder
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Wang et al. noch Gosselin et al. lieferten, bis auf Daten zum Gewichtsverlauf, weitere
umfangreiche metabolische Daten [152, 156]. Von den hier gemessenen metabolischen
Parametern, zeigten sich zum Follow-up Anstiege im Blutdruck, der Nichternglukose, im
basalen Insulin sowie fiir den HOMA. Fiir den HbAlc zeigte sich kein Effekt Uber die Zeit bis
zum Follow-up, dieser wurde wiederum eindeutig von Wing et al. 2014 gezeigt. Die
Parameter des Lipidstoffwechsels der 60 Personen waren nicht verandert, und auch keine
der bisher genannten Arbeiten stellte diesen Aspekt gesondert dar. Die herangezogene
Kontrollgruppe von 90 Personen nahm im Verlauf an Gewicht, BMI, WHR, Taillenumfang als
auch Huftumfang sowie an Korperfett zu. Auch sie zeigten Anstiege fir den Blutdruck,
gleichwohl fiur Parameter des Glukosestoffwechsels. Da diese Personen als Teil der
MeSyBePo-Follow-up Kohorte galten, wurden die Faktoren welche die Veranderungen der
Parameter bedingen bereits zuvor diskutiert. Bei Ubergreifender Betrachtung der
Veranderung der Mittelwerte zwischen Intervention und Kontrolle stellte sich jedoch die
berechtigte Frage des tatsdchlichen Nutzens der Intervention. Die Teilnehmer schienen
keinen eindeutigen und dauerhaften Vorteil in Bezug auf die gemessenen Parameter
vorzuweisen. Etwa zur gleichen Zeit dieser Berechnungen konnten auch Wing et al.,, im
Rahmen der Look AHEAD-Studie, keinen dauerhaften Uberlebensvorteil durch eine
Intervention zur Gewichtsreduktion nachweisen [151, 165]. Die groR angelegte Look AHEAD-
Studie wurde aufgrund dieser Daten sogar vorzeitig beendet. Im Rahmen der Look AHEAD-
Studie [165, 166] wurde der Effekt einer Intervention zur Gewichtsreduktion ausschliefRlich
an Ubergewichtigen bzw. adiposen Diabetikern untersucht. Die gesamte Kohorte mit 5154
Personen war deutlich groRer, und konnte eine mittlere Follow-up Zeit von 9,6 Jahren
vorweisen. Im Vergleich der strukturellen Ablaufe, sind sich die Look AHEAD-Studie und die
MesyBePo-Follow-up-studie sehr dhnlich, jedoch weist die Look AHEAD-Studie ldngere und
intensivere Nachbetreuung auf [151, 162, 164]. Ebenso wie fiir die hier betrachteten 60
Teilnehmer der Intervention zur Gewichtsreduktion, zeigten sich auch in der Look AHEAD-
Studie die groRten Erfolge anthropometrisch als auch metabolisch nach der sechsmonatigen
Intensivphase bzw. nach einem Jahr [165, 166]. Im weiteren Verlauf des Follow-up
verminderten sich die metabolischen Unterschiede zwischen Intervention- und Kontroll-
Gruppe [165]. Auch bei Wing et al. wurde die Nachbetreuung der Probanden intensiver
durchgefiihrt. Folglich scheint durch eine intensivere Nachbetreuung neben dem Gewicht
auch eine dauerhafte Verbesserung weiterer Parameter moglich zu sein. Die Adhdrenz [72]
bleibt erhalten und damit auch die erzielten Effekte [73]. Zusatzlich wére zu erértern ob der
dauerhafte Erfolg solch einer Intervention, erst bei einem groReren dauerhaften

Gewichtsverlust zum Tragen kommen konnen [165], dies stellte Wing et al. zur Diskussion.
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Um diese Fragestellung zu beantworten, miissten Studien so umstrukturiert werden, dass
von Anfang an Gruppen mit unterschiedlichen Reduktionszielen definiert werden. Bisher
erfolgte diese Zuordnung nur im Nachhinein [164] und es ist unbekannt, welche Faktoren
eine starke oder schwache Abnahme bedingten. Entsprechend lie8 sich bisher auch nicht
klaren, ob allein ein groBer Verlust von Gewicht einen dauerhaften Erfolg einer Restriktion
beglinstigen konnte. Diese Betrachtung verbleibt als Fragestellung fur zuklnftige Studien.
Gestitzt wird der vorteilhafte Effekt einer nachhaltigen Gewichtsreduktion zweifelsohne
durch die Ergebnisse bei Patienten nach bariatrischen Operationen. Bei diesen Patienten
kommt es zu einem nachhaltigen Gewichtsverlust mit einer Reduktion der Morbiditdt und
sogar Mortalitat [58, 59, 61, 62].

Im Rahmen der hier ausgewerteten Interventionsstudie musste berlicksichtig werden, dass
die Rekrutierung der Teilnehmer auf freiwilliger Basis stattfand und die Teilnahme mit einem
hohen Leidensdruck begriindet war. Da die Teilnahme kostenpflichtig war, konnte davon
ausgegangen werden, dass dies ein weiterer Faktor fiir die Motivation an der Umstellung des
Lebensstils war. Die Gruppe war hinsichtlich dieser Faktoren vermutlich eher homogen. Die
Art der Intervention sprach jedoch vermutlich nicht alle Personen gleich positiv an,
entsprechend waren die Erfolge im Ausmald der Reduktion variabel. Abhdngig von den
Erndhrungsgewohnheiten und dem taglichen Ablauf, fiel es einigen Personen schwerer ihren
Lebensstil umzustellen.

Ob eine langere und intensivere Betreuung vorteilhaft ist, ist bislang noch nicht abschlieRend
geklart. Die Ergebnisse der Look AHEAD-Studie sprechen eher dagegen, sind aber
moglicherweise nicht ohne weiteres auf nicht-diabetische Patienten zu (ibertragen. Im
Rahmen einer neuen Studie unserer Arbeitsgruppe wird dies bereits umgesetzt. Ebenfalls
werden in diesem Rahmen auch direkt Kontrollen zur Interventionsgruppe randomisiert. Der
Mangel einer randomisierten Kontrollgruppe ist eine offensichtliche Schwéache der hier
vorliegenden Studie. Auch wenn eine Kontrollgruppe mit 90 Personen aus der MesyBepo
Follow-up Studie gezogen wurde, erfolgte das Matching im Nachhinein und konnte nur an
wenigen Parametern zur Ubereinstimmung ausgerichtet werden. Auch die GréRe die
MeSyBePo-Follow-up Kohorte schrankte die Zahl der verfligbaren Matches ein. Auch hier
hatten die variablen Follow-up Zeiten vermutlich einen Einfluss auf den Mittelwert der
einzelnen Parameter. Aus diesen Griinden ist ein direkter Vergleich der beiden
Studiengruppen zumindest sehr problematisch und eine randomisierte Langzeit-Studie bei
adipdsen, aber nicht diabetischen Patienten ist offensichtlich wiinschenswert.

Bisher sind die giangigen Therapieoptionen bei Ubergewicht medikamentdse Behandlungen,.

chirurgische Eingriffe, aber vor allem kontrollierte Gewichtsreduktionsprogramme [1, 39]. Ein
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erfolgreicher Gewichtsverlust verbessert nachweislich kardiovaskulare Risikofaktoren [161,
164] und erleichtert die Kontrolle eines Diabetes mellitus [161], entsprechend liegt in der
Optimierung der Programme ein groBes Interesse, da sie zum einen dauerhaft Kosten fiir das
Gesundheitssystem einsparen konnten und im Vergleich zu einem chirurgischen Eingriff flr

den Patienten ein geringeres Risiko darstellen konnten.

6.2.1 Validierung der Eigenangabe der Gewichtsentwicklung

Eine genaue und gemessene Dokumentation des Gewichtsverlaufs Uber einen langen
Zeitraum ist aufwendig und fiir groBe Probandenkollektive nur unter erschwerten
Bedingungen moglich. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Selbstangabe
der 584 Probanden der MeSyBePo-Follow-up-Studie zur Folgeuntersuchung mit Daten der
Interventionsgruppe validiert. Zunachst wurde eine Kategorisierung des Gewichtsverlaufs
nach Studienende vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden alle Teilnehmer der
Nachbeobachtung gebeten, ihre Gewichtsentwicklung bis zum Zeitpunkt der
Nachuntersuchung in eine von finf Kategorien einzuordnen. Diese Angaben wurden mit den
Daten der 60 Teilnehmer validiert, da diese standardisiert zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen wurden. Die jeweiligen Differenzen der Veranderungen des Kérpergewichts zu den
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten wurden den Daten der Kategorisierung des eigenen
Gewichtsverlaufs der Probanden gegeniiber gestellt. Es ist allgemein bekannt, dass
Probanden unter vergleichbaren Bedingungen dazu neigen ein niedrigeres Gewicht
anzugeben (underreporting). Eine Moglichkeit der Korrektur dieser Falschangabe besteht
darin jede Gewichtsangabe um circa zwei Prozent nach oben zu korrigieren [156]. In dieser
Arbeit konnte mit Hilfe der Validierungskohorte bestatigt werden, dass sich die Teilnehmer
entsprechend ihren Gewichtsverlauf weitestgehend korrekt einordneten, wobei natirlich
theoretisch die Teilnehmer der Gewichtsabnahme nicht notwendigerweise dhnlich korrekt

berichten wie die Teilnehmer der Gesamtstudie.

6.2.2 T2DM, MetS und kardiovaskulédres Risiko

Der Framingham Score diente der Berechnung des individuellen zehnjahrigen
kardiovaskularen Risikos und zeigte im Vergleich fiir die Teilnehmer der Gewichtsreduktion
keine Veranderung des berechneten zehnjdhrigen kardiovaskuldaren Risikos Uber die
Nachbeobachtungszeit. Fir die Kontrollen (90 Probanden ohne intendierte
Gewichtsabnahme) zeigte sich ein Anstieg des berechneten Risikos. Dem gegenliber wiesen

jedoch alle Teilnehmer der MeSyBePo-Follow-up Kohorte (524 Probanden), die keine
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Gewichtsreduktion anstrebten, keinen Unterschied des Risikos auf. Dass der beobachtete
Unterschied nur innerhalb einer kleinen Probandengruppe ohne Intervention und nicht mehr
in der Ubergeordneten Kohorte, ebenso ohne Intervention, zu verzeichnen war, beruhte
vermutlich auf den zum Matching vorgegebenen Kriterien. Die Kontrollen wurden unter
anderem aufgrund der Pramisse keiner eigenen Mallnahmen zur Gewichtsreduktion
ausgewahlt. Dieses Einschlusskriterium fur Kontrollen selektierte die Gruppe und diirfte fir
den Unterschied im berechneten Risiko zwischen Gesamtgruppe und Kontrollgruppe mit
verantwortlich sein.

Dieses Ergebnis ist im Zusammenhang der Look AHEAD-Studie plausibel. Im Verlauf von neun
Jahren Follow-up, liel sich in dieser randomisierten kontrollierten Studie kein Unterschied
fir die Ereignisrate kardiovaskularer Erkrankungen zwischen einer Interventionsgruppe mit
Gewichtsreduktion und Lebensstilverdanderung im Vergleich zu den Kontrollen nachweisen
[165]. Die Autoren vermuteten, dass erst groRere Gewichtsverluste in der Lage sein kdnnten,
einen dauerhaften Erhalt des niedrigen Kérpergewichts zu férdern und damit einhergehend
Effekte auf die Mortalitat zeigen kénnten. Ebenfalls kénnten die fehlenden Unterschiede auf
die Betreuung der Kontrollgruppe zuriickgefiihrt werden. Die Kontrollgruppe konnte wider
Erwarten von dem Programm profitiert haben [165]. Eine vergleichbare Beeinflussung war
fir die hier vorliegende Kontrollgruppe als auch fiir die gesamte MeSyBePo-Follow-up-
Kohorte unwahrscheinlich. Zu bericksichtigen war jedoch, dass alle Probanden vermutlich
ein hohes Gesundheitsbewusstsein hatten und damit langfristige Unterschiede minimiert
wurden.

Fiir weiterfiihrende Analysen in Kategorien der Gewichtsentwicklung (stabiler Verlauf
(Schwankungen von 2-3 kg), kontinuierlicher Gewichtsverlust bzw. -zunahme, moderates Ab-
und Zunehmen (weniger als 5 kg), starkes Ab- und Zunehmen (mehr als 5 kg)) wurden alle
drei Gruppen (60 Probanden mit intendierter Gewichtsreduktion, 90 Kontrollen bzw. 524
Probanden der MeSyBePo-Follow-up Studie) auf Unterschiede des berechneten
kardiovaskularen Risikos getestet. Innerhalb der Kontrollen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Probanden der jeweiligen Gruppen (Kategorien der
Gewichtsentwicklung). Daher wurde diese Fragestellung in der gesamten MeSyBePo-Follow-
up-Kohorte weiter untersucht.

In der kategorialen Betrachtung der Gewichtsentwicklung zeigte sich fir die MeSyBePo-
Follow-up-Kohorte, dass ein Anstieg des Kérpergewichts mit einer Zunahme des berechneten
kardiovaskularen Risikos einhergeht. Unsere Daten unterstiitzen, dass die Zunahme des
berechneten kardiovaskuldaren Risikos durch die Zunahme an Gewicht und den damit

verbundenen und bekannten metabolischen Verdanderungen mit verursacht wird [1, 124].

96



Diskussion

Wird einer Gewichtszunahme nachhaltig entgegengewirkt, kann dies wie bei der hier
betrachteten Gruppe mit intendiertem Gewichtsverlust den Anstieg des kardiovaskularen
Risikos mindern. So zeigte sich bei uns kein Unterschied im Vergleich des mittleren
zehnjahrigen kardiovaskuldren Risikos im Verlauf des Follow-ups fir die Teilnehmer der
Gewichtsreduktion. In weiterfiihrende Analysen nach Kategorien der Gewichtsentwicklung
zeigte sich lediglich fir Probanden mit starken Schwankungen im Gewicht ein Anstieg des
kardiovaskularen Risikos. Wing et al. liefern hierzu keine Vergleichsdaten, da keine weitere
Unterteilung der Kohorte erfolgte. Nur wenige andere Arbeiten befassten sich spezifischer
mit der Zyklenzahl von Gewichtsveranderungen oder mit dem AusmaR der Schwankungen. In
der Nurses Health Study galten Gewichtsverdnderungen von mehr als 9 kg beziehungsweise
4,5 kg, die mindestens dreimal initiiert wurden als zyklisch [167, 168]. Im Rahmen der Cancer
Prevention Study wurde ebenso eine Gewichtsabnahme von 4,5 kg mit Wiederzunahme
dieses Gewichts als Zyklus definiert [169]. Wir wahlten eine engere Unterteilung fur die
Veranderungen des Gewichts, definierten jedoch auch zwei Kategorien fiir leichte und
schwere Schwankungen an einer 5 kg Grenze. Innerhalb der MeSyBePo-Follow-up-Kohorte
zeigten sich fiir eben diese Gruppen deutlich stiarkere Veranderungen des jahrlichen
realativen kardiovaskuldren Risikos im Vergleich zu Personen die konstante oder negative
Gewichtsverlaufe angaben. Die Risikoberechnungen in der Nurses Health Study zur
Gesamtmortalitat [168] sowie fir den Bluthochdruck [167] wiesen vor Adjustierung jeweils
signifikante Risiken fiir einen zyklischen Verlauf des Gewichts nach, konnten diesen nach
Adjustierung fiir potentielle StérgroRen jedoch nicht mehr belegen [167, 168], oder wiesen
sogar eine negative Assoziation nach [169]. Die Zyklenzahl wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht aufgenommen, jedoch wurde fiir die Zuordnung in die Kategorien
explizit unterschieden, nach konstanter Zu- oder Abnahme und im Gegensatz dazu nach
mindestens einmaliger Ab- ab und Wiederzunahme von einer Schwankung ausgegangen,
dhnlich also der Cancer Prevention Study [169].

Bei den Berechnungen in den Kategorien von Gewichtsangabe und Unterteilung anhand
einer 3% Grenze, fanden sich fiir eine Gewichtsabnahme keine Unterschiede zwischen dem
zehnjahrigen relativen Risiko der Eingangsuntersuchung im Vergleich zur Folgeuntersuchung.
Unterstiitzend zu dieser Beobachtung beschrieb Wing et al., eine deutliche Verbesserung des
Korpergewichts und der kardiovaskuldren Risikoparameter im Rahmen einer Intervention mit
vierjahrigem Follow-up [166]. Bereits nach einem Jahr war ein moderater Gewichtsverlust
zwischen finf und zehn Prozent mit deutlichen Verbesserungen einzelner kardiovaskularer
Risikofaktoren verbunden [164]. Die in dieser Arbeit untersuchten Personen ordneten sich

einer kontinuierlichen Abnahme zu und hatten vermutlich, wenn {iberhaupt wenige Phasen
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in denen sie wieder zunahmen, das ist jedoch nur eine Vermutung. Im Falle von Stevens et al.
schien sich nach Adjustierung fiir den BMI und andere Risikofaktoren eine geringe Anzahl von
Zyklen (definiert als 1-4 Zyklen) mit einem geringeren Mortalitatsrisiko assoziiert zu sein
[169]. Eine Unterteilung der Probanden, nach Zyklenzahl oder wie in der hier untersuchten
Kohorte nach Ausmall der Gewichtsverdanderung scheint demnach einen wesentlichen
Einflussfaktor flir die Pradiktion des kardiovaskuldaren Risikos zu berlcksichtigen [168, 169].
Genauer gesagt betrifft dies die Parameter aus denen sich das Risiko berechnet. Ausgehend
von dem Gewichtsverlauf, treten womaéglich noch weitere Gemeinsamkeiten und Merkmale
fir die jeweiligen Personen auf. Bei Stevens et al. z.B. waren die Personen mit ausgepragten
zyklischen Gewichtsverdnderungen auch die Personen die eher rauchten, einen T2DM
vorwiesen sowie erhohte Blutdruckwerte zeigten [169]. Unter Berlcksichtigung der Arbeit
von Stevens et al. konnte das heifen, dass auch wenn sich fir zyklische
Gewichtsverdnderungen keine eindeutige Assoziation zur Mortalitdt nachweisen lieR, diese
Personen im Verhalten eher einen ungesunden Lebensstil vorzuweisen schienen.

Im Widerspruch zu den Annahmen von Stevens et al. stehen Studien, welche den pradiktiven
Wert fir die kardiovaskuldre Mortalitdt untersuchten, jedoch nicht nachweisen konnten
[168]. Bei dem Vergleich der genannten Studien sollte bedacht werden, dass zum einen die
kardiovaskulare Mortalitat der Teilnehmer in LOOK AHEAD bestimmt wurde und zum
anderen das zehnjdhrige kardiovaskuldre Risiko Uber den Framingham Score geschatzt
wurde. Zudem war die Teilnahme an LOOK AHEAD ausschlieBlich Typ 2 Diabetikern
vorbehalten. Ein direkter Vergleich ist hierbei schon aufgrund der unterschiedlichen
Probandencharakteristika nicht moéglich. Zudem darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass
die von uns gezeigten Anstiege des zehnjahrigen kardiovaskularen Risikos in Relation zu der
eigenen Kategorisierung des Framingham Scores Schwankungen bzw. Anstiege innerhalb
einer Kategorie darstellen. Das Risiko der Probanden verbleibt laut Framingham —Zuordnung
gleich, jedoch erhohte sich der Score-Wert innerhalb der jeweiligen Kategorie.

Neben der Schatzung des zehnjahrigen kardiovaskularen Risikos wurden fiir die Gruppen die
Inzidenz von T2DM sowie dem Metabolischen Syndrom untersucht. Zu Beginn der Studie
waren acht der 60 Teilnehmer mit intendierter Gewichtsreduktion bereits ein MetS
diagnostiziert, bis Ende der Studie verdreifachte sich diese Zahl. Fiir die Kontrollen lief§ sich
Ahnliches beobachten, hier erhéhte sich die Zahl um das 2,4 fache. Ein Anstieg in der Zahl der
T2DM- und MetS-Diagnosen war innerhalb der knapp 5-jahrigen Nachbeobachtungszeit in
jedem Fall zu erwarten, allerdings ist die Zahl der inzidenten Falle in der recht kleinen
Gesamtgruppe auch gering. Durch die gezeigten Anstiege liber die Zeit erfillten tatsachlich

dreimal so viele Probanden die entsprechende Anzahl an Kriterien und ihnen wurde ein MetS
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zugeordnet. Die Anzahl an Diabetesdiagnosen veranderte sich wiederum kaum. Innerhalb der
Interventionsgruppe verminderte sich die Zahl der Diabetiker um eins, in der Kontrollgruppe
wurde bis zur Nachbeobachtung eine Diagnose mehr gestellt. Aufgrund der kleinen Gruppen
war hier keine sinnvolle statistische Auswertung moglich, auch eine Trendabschatzung schien
nicht sinnvoll. Dass eine langfristige Zunahme von Gewicht, als einer der wichtigsten
Faktoren das Risiko fir ein MetS erhoht, zeigten Stefanska et al. [170]. im Rahmen einer
Studie mit 153 initial normalgewichtigen Frauen und einer 30-40jidhrigen
Nachbeobachtungszeit. Eine Erklarung fiir die konstanten Zahlen der Diabetes-Inzidenz in der
vorliegenden Arbeit kdnnte im Verlauf der Erkrankung selbst liegen. Der Manifestation eines
T2DM geht eine lange kompensatorische Phase durch eine erhéhte Insulinausschittung
voraus, bis es zur Resistenz kommt [10]. Zum einen kdnnte die Nachbeobachtungszeit von
5 Jahren in der vorliegenden Kohorte zu kurz gewesen sein, als dass sich metabolische
Veranderungen in Bezug auf die Glukosehomdostase in der Diabetes-Inzidenz gezeigt hatten.
Zum anderen scheint eine Gewichtszunahme in Alter von 25-40 Jahren ein deutlich héheres
Risiko flr einen T2DM zu bedingen, als eine Gewichtszunahme zwischen dem 40. und 55.
Lebensjahr, dies zeigten Daten der EPIC-Studie Potsdam [124]. Wie in den
Risikoberechnungen zur Gesamtmortalitdat [168, 169] oder zum kardiovaskuldren Risiko
zuvor, kdnnten auch fir die Diagnose des MetS zyklische Veranderungen oder die Zahl der
Zyklen [125] von Gewichtsschwankungen eine Rolle fiir die spatere Zuordnung eines MetS
haben, denn bei der Abschatzung von Mortalitatsrisiken sowie beim MetS werden auch
kardiovaskuldre Faktoren mit in die Berechnungen einbezogen. Sollten diese durch zyklische
Gewichtsverdnderungen beeinflussbar sein, sollte sich das nicht nur bei der Abschatzung
kardiovaskularer Risiken sondern auch in der MetS-Inzidenz wiederspiegeln kénnen.

Zusammenfassend zeigte sich wohl ein geringer Einfluss auf die Diabetes-Inzidenz, wobei die

Gesamtgruppen aber zu klein ist um zu dieser Frage valide Aussagen machen zu kénnen.

In Bezug zur Pradiktion des zehnjahrigen kardiovaskuldren Risikos und der MetS-Inzidenz
verminderte eine Reduktion des Korpergewichts das kardiovaskuldare Risiko. Eine
Gewichtszunahme und starke Schwankungen des Gewichts gingen jedoch mit einem
erhdhten kardiovaskuldarem Risiko einher. Ebenso schien die MetS-Inzidenz fiir Personen,
deren Gewicht Schwankungen unterlag, hoher zu sein, auch wenn die MetS-Inzidenz fiir alle
Gruppen anstieg.

Nach dem aktuellen Stand ist ein eindeutiger Beleg fiir den Nutzen von multimodalen, nicht
chirurgischen Gewichtsreduktionsprogrammen fiir tibergewichtige und adipése Probanden

weiterhin nicht erbracht. Es scheint aber Faktoren, wie das AusmaR des Gewichtsverlusts, zu
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geben, welche mit einem dauerhaften Erfolg einer Gewichtsreduktion in Zusammenhang
gebracht werden kénnen. Inwieweit diese Faktoren jedoch tatsachlich langfristig Einfluss auf
die Endpunkte nehmen, bleibt unklar. Es sind weitere Studien erforderlich, die im Idealfall
eine dauerhafte Betreuung versus einer Kontrollgruppe ohne Betreuung (ber viele Jahre
engmaschig beobachten koénnen, um die tatsachlichen Effekte und mogliche Risiken

zyklischer Gewichtsverdanderungen auf die Endpunkte bemessen zu kénnen.
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6.3 Analyse unterschiedlicher Faktoren auf die Langlebigkeit von C.elegans

Im Rahmen dieser Arbeit galt es im Modellorganismus C.elegans den Einfluss exo- als auch
endogener Effekte auf die Lebensspanne zu untersuchen. Es galt ein intermittierendes
Fltterungsregime zu etablieren und dessen Effekte auf die Lebensspanne. Ebenso war es von
Interesse welche molekularen Mechanismen von diesem Fiitterungsregime beeinflusst
waren. Des Weiteren sollten Unterschiede im Intermedidrstoffwechsel dietatischer und
genetischer Modelle untersucht werden, mit dem Ziel Hinweise auf bisher unbekannte

Faktoren und Stoffwechselwege zu erhalten, welche Einfluss auf die Lebenspanne nehmen.

6.3.1 Einfluss endo- und exogener Faktoren auf die Lebensspanne

Faktoren wie Temperatur, Alter der Kultur, Bakterienstamm und Populationsdichte [171], die
jeweils Einfluss auf die Lebensspanne nehmen, werden haufig unterschatzt und kénnen bei
einer geringen Wiederholungszahl der Versuche zu fehlerhaften Interpretationen einzelner
Datensatze fiihren. Aus diesem Grund verlangt insbesondere der Life Span Assay eine valide
Etablierung um einen Standard fir das jeweilige Labor zu definieren [171]. Zur
Standardisierung der Methodik erfolgte ein Vergleich verschiedener Protokolle zur
Wachstumshemmung von  Bakterien (Ampicillin, Carbenicillin, UV-Licht sowie
Hitzebehandlung) mit dem Ergebnis, dass Ampicillin eine langanhaltende reproduzierbare
Inhibition der Zellteilung sowie eine fortlaufende optimale Versorgung der Nematoden mit
Nahrstoffen gewahrleistete.

Bereits Lenaerts et al. und Greer et al. beschrieben wesentliche Unterschiede im Verlauf des
Life Span Assays in Abhangigkeit der Vitalitait der Bakterien [87, 172]. So schienen
Nematoden allgemein langer zu leben wenn ihre Nahrungsquelle zwar wachstumsinhibiert
aber nicht abgetotet war [172]. Lenaerts et al. vermuteten hinter diesen Beobachtungen
einen hitzelabilen, nicht-I8slichen Faktor der Bakterien, der das Uberleben der Nematoden
beglinstigt [172]. Bisher konnte dieser jedoch nicht identifiziert werden. Tote Bakterien, und
damit metabolisch inaktive Bakterien, dienen den Nematoden folglich nur als unzureichende
Nahrstoffquelle, da sie fir die Nematoden lebensnotwendige Metabolite nicht mehr
produzieren kdnnen. Sie beeinflussen die Lebensspanne negativ [172]. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Untersuchung der Nematoden mit Bakterien auf physiologischem Niveau
angestrebt, aus diesem Grund erfolgte die Inkubation der Bakterien mit Ampicillin.

Im nachsten Schritt galt es jene Bakterienkonzentrationen zu ermitteln, bei denen die
Lebensspanne dauerhaft verlangert werden kann. Eine maximale Lebensverlangerung im

Vergleich zur ad libitum gefutterten Gruppe wurde mit einer Konzentration von 1-10% CFU
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erreicht. Ein deutlicher Effekt war ebenso noch bei 1-10° zu erkennen. Eine Konzentration
von 1-10" CFU verkirzte die Lebensspanne deutlich. Dieser Vergleich bestitigte unter
anderem die Daten von Greer et al. [173]. So zeichnen sich lebensverkiirzende Effekte bei zu
hohen, sowie zu niedrigen Bakterienkonzentrationen ab, lebensverlangernde Effekte sind
somit nur bei einer Restriktion ohne Malnutrition zu erreichen [173].

Unabhdngig von der Bakterienkonzentration dienten genetische Modelle mit verdnderter
Lebenspanne als Negativ- bzw. Positiv Kontrollen. So wurde fir den Stamm CB1370
daf-2(e1370)lll im Vergleich zum Wildtypen hdufig eine um 50% verlangerte Lebensspanne
beschrieben [88], dieser Effet zeigte sich valide unter den etablierten Bedingungen in der
vorliegenden Arbeit. Der Stamm CF1038 daf-16(mu86)l ist als kurzlebig beschrieben [88],
auch dieser Effekt zeigte sich valide unter den etablierten Bedingungen im Rahmen dieser

Arbeit.

6.3.2 Einfluss variierender Restriktionsregimes auf die Lebensspanne

Das intermittierende Flitterungsregime der Nematoden sah entsprechend einen lber die
Lebensspanne verlaufenden wiederholten Wechsel von Uberversorgung zu einer
Minderversorgung mit Nahrstoffen vor. Dieser Wechsel in der Verfligbarkeit von Nahrstoffen
diente der Fragestellung, ob solch ein erzwungenes zyklisches Regime Einfluss auf die
Lebenspanne und den Metabolismus haben kann.

Am Wildtypen (N2) wurde dieses Restriktionsregime zuerst untersucht und es zeichnete sich
eine sukzessive Steigerung der mittleren Lebensspanne parallel zur Anzahl der
Restriktionsphasen ab. Die mittlere Lebensspanne naherte sich in den einzelnen Versuchen
entweder ab der 3. oder der 4. Restriktion jener der kontinuierlichen Restriktion mit
1*10® CFU/ml an. Folglich war es méglich, den lebensverlangernden Effekt einer dauerhaften
Restriktion zu imitieren, in dem regelmaRige kurze Restriktions-Intervalle mehrtagige Phasen
einer Uberversorgung unterbrechen. Diese Effekte erginzten die Beobachtungen von Honjoh
et al. 2009 nach intermittierendem Fasten (IF) fiir Nematoden [174]. Uber den stetigen
Wechsel von Mangel zu Uberfluss hinaus, waren die Nematoden in der Lage den kurzfristigen
Mangel an Nahrstoffen wahrend der Zeit der Wiederverfiigbarkeit von Nahrung
auszugleichen und wiesen eine verldngerte Lebensspanne auf [174]. Vergleichbar ist auch
von Sadugern bekannt, dass eine Restriktion mittels intermittierenden Fastens die
Lebensspanne deutlich verlangern konnte [175]. Fir Nematoden waren der von Honjoh et al.
gewdhlte Futterungszeitraum von 48h und das im Rahmen der vorliegenden Arbeit
applizierte Regime von 24h mit sechstdgiger ad libitum-Phase, die kiirzesten bisher

beschriebenen Zeitabschnitte fiir solch einen Versuchsablauf mit wechselnden Regimes.
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Die Art der Applikation der Restriktion in den genannten Arbeiten glichen methodisch dem
von Greer et al. beschriebenen Prinzip der solid dietary restriction (sDR) mit verdinnten
Bakterienl6sungen lebender oder getoteter Bakterien als Nahrungsquelle [173]. Das MaR der
Lebensverlangerung schien nur noch zusatzlich von der Dauer der Restriktion abhdngig zu
sein. Der Faktor der Dauer der Restriktion im Zusammenhang mit der Wiederholung wurde
im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht. Ein vergleichbarer Ansatz, der fir eine
stufenartigen Effekt der Wiederholungen der Restriktionsphasen auf die Lebensspanne
nachweisen kann, wurde bisher nicht beschrieben und ist in der hier vorliegenden Arbeit der
erste. Dass ein zyklisch intermittierendes Flitterungsregime einen, dhnlich einer dauerhaften
Restriktion, lebensverlangernden Effekt zeigte, steht in einem gewissen Widerspruch zur
Situation beim Menschen. Hier konnten randomisierte Studien bislang keinen nachhaltig
positiven Effekt durch eine Kalorienrestriktion im Hinblick auf klinisch relevante Endpunkte
nachweisen [151]. Einzelne Studien legen sogar nahe, dass eine gewollte Gewichtsabnahme
langfristig mit einer gesteigerten Mortalitdt assoziiert sein kdnnte [125]. Die aus dem
humanen Modell haufig dokumentierten Effekte einer Wiederzunahme an Korpergewicht
nach einer Restriktion, und die damit oft einhergehende Verschlechterung metabolischer
Parameter sind damit mutmaRlich auf Mechanismen zurlickzufiihren, die phylogenetisch im
Nematoden noch nicht angelegt sind. Dies konnte beispielsweise das Belohnungssystem sein,
welches phylogenetisch erst spater entstanden ist [176]. Bei anderen wechselnden
Flitterungsregimes, die auch Einfluss auf die Lebensspanne zeigten wie das das every-other-
day feeding (EOD) [88] sowie das bereits erwahnte intermittierende Fasten (IF) [88], schien
es der IGF-1/Insulin-Signalweg zu sein, der den eigentlichen lebensverlangernden Effekt
vermittelte [88]. Ob der IGF-1/Insulin-Signalweg auch bei wechselnden Fiitterungsregimes in
dieser Arbeit regulatorisch wirkte, wurde Uberpriift, indem zwei Nematodenstimme mit
Mutationen im IGF-1/Insulin-Signalweg nach der Bestatigung ihrer Phanotypen dem gleichen
zyklischen Fiitterungsregime wie dem Wildtyp ausgesetzt waren. Bei der Ubertragung der
Applikation in diese Stamme, lieR sich kein Effekt auf die Lebensspanne nachweisen. Zwar lag
die mittlere Lebensspanne jeweils zwischen der ad libitum und der restrikt gefiitterten
Gruppe, blieb jedoch innerhalb der Gruppen gleich und war unabhangig von der Anzahl der
Restriktionszyklen. Demzufolge musste der IGF-1/Insulin-Signalweg sowie FOXO fur die
Verlangerung der Lebensspanne bei intermittierendem Fasten im Nematoden mit
verantwortlich sein. Eine verminderte Aktivierung der Signalkaskade ausgelost durch
Nutrienten-Mangel hat dhnliche Effekte wie Funktionsverluste in einzelnen Genen des
IFG-1/Insulin-Signalweges (z.B. daf-2 oder daf-16) [81, 177]. Allgemein ist fir den Stamm
CB1370 daf-2(e1370)Ill eine um 50% verlangerte Lebensspanne beschrieben [178]. Fiir den
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Stamm CF1038 daf-16(mu86)l gibt es variable Angaben um welchen Anteil die
Lebensspannen im Vergleich zum Wildtyp vermindert ist [177]. Beide Phanotypen wurden
auch in dieser Arbeit wahrend der Etablierung bestatigt. Unter einer starken kontinuierlichen
Restriktion konnten fiir beide Stamme, CB1370 sowie CF1038, lebensverlangernde Effekt
nachgewiesen werden. Zusétzlich zum IGF-1/Insulin-Signalweg mussten folglich unter diesen
Bedingungen auch noch andere nutrienten-sensitive Wege, wie zum Beispiel mTOR, anteilig
an der Verlangerung der Lebensspanne beteiligt gewesen sein. Auch Honjoh et al. zeigte fir
den Stamm CB1370 daf-2(e1370)lll eine deutliche Verlangerung der Lebensspanne unter
Restriktion mit der Vermutung, das mTOR zusatzlich in die Regulation mit eingreift [174].
Laut Kenyon et al. wird der lebensverlangernde Effekt eines reinen EOD Regimes Uber den
IGF-1/Insulin-Signalweg vermittelt [88]. Honjoh et al. wies zudem nach, dass ein IF-Regime,
welches einen sich wiederholenden Wechsel von ad libitum zu absolutem Nahrungsmangel
innerhalb von 48h vorsah nicht mehr ausschlieRlich Gber den IGF-1/Insulinsignalweg
vermittelte, sondern auch {berlappend der TOR-Signalweg wund damit zwei
nutrientensensitive Signalwege Einfluss nahmen [174]. Auch fir das hier etablierte
intermittierende Fiitterungsregime kénnte ein Wechsel oder eine Uberlappung zweier
Signalkaskaden die Erklarung fiur die beobachteten Effekte liefern.

Betrachtete man die einzelnen Experimente, so ist der relative Einfluss der zyklischen
Restriktion fiir die daf-2-Mutante im Vergleich zum Wildtyp geringer. Untereinander wiesen
die einzelnen Restriktionsgruppen keine Unterschiede auf, im Vergleich zur Uberfiitterten
Gruppe lieRen sich jedoch signifikante Unterschiede in der mittleren Lebensspanne
nachweisen. Eine Differenzierung nach einmaliger oder mehrmaliger Restriktion war hier
offensichtlich gering. Auch Honjoh et al. konnte nur einen relativ geringen Effekt bei
fortschreitender mehrmaliger Restriktion nachweisen. Fiir die daf-2-Mutante kénnte somit
der mTOR-Signalweg fiir die deutlich verlangerte Lebensspanne unter einer sehr
eingeschrankten Verflgbarkeit von Nahrstoffen verantwortlich gemacht werden. Die These
unterstiitzten Daten von eat-2 Mutanten. Fir diese Mutanten ist beschrieben, dass ein
chronischer Nahrungsmangel den mTOR-Signalweg hemmt und auf diese Art die
Lebensverlangerung provoziert [88].

Im Vergleich zu daf-2 war bei den daf-16-Mutanten ein eindeutigerer Effekt zu beobachten,
obwohl diese lange als Nullmutanten galten, und eine Restriktion keinen Effekt haben sollte
Die hier dargestellten Ergebnissen widersprachen dem jedoch. Etwa zur gleichen Zeit wie die
ersten Beobachtungen dieser Arbeit, vertéffentlichte Kwon et al. das Vorhandensein einer
bisher unbekannte aktiven Isoform von daf-16, die eben diese Beobachtungen erklaren

konnte. Die bisher verwendete daf-16-Mutante war keine Nullmutante, sondern wies immer

104



Diskussion

noch eine aktive Isoform von daf-16 auf, die auch Anteil an der Regulation der Lebensspanne
haben konnte [177]. Der Effekt einer zyklischen Restriktion auf die mittlere Lebensspanne
konnte demnach auch in der daf-16-Mutante gezeigt werden. Ein Effekt mehrmaliger
Restriktion auf die Lebensspanne konnte gezeigt werden. Auch dort trat eine Verlangerung
der Lebensspanne auf. Die allgemein kurze Lebensdauer der Tiere barg jedoch das Problem,
dass der GroRteil der Tiere insgesamt zu frih fir die mehrmaligen Interventionen verstarben.
Der Effekt einer mehrmaligen Restriktion im Verlauf von Wochen war fiir diese Mutante
schwerer umsetzbar. Hier waren allgemein geringere Abstdnde zwischen den restrikten
Phasen von Vorteil bzw. ware es sinnvoll die vier Restriktionsphasen in Relation zur
beobachteten maximalen Lebensspanne der Vorversuche auf diesen Stamm zu adaptieren.
Im Rahmen dieser Beobachtungen stellte sich die Frage ob eine Restriktion im bereits
gealterten Nematoden einen Einfluss auf die Lebensspanne hat. Eventuell stellt eine sehr
spate Restriktionsphase einen Stressfaktor dar, der verkiirzend auf die Lebensspanne wirkt.
Dies konnte allerdings nicht bestdtigt werden. Eine Restriktion von 24h oder 52h, in der
dritten oder in der vierten Woche initiiert, wirkte sich nicht auf die Lebensspanne aus.
Insofern ist der beobachtete Effekt einer Lebensverlangerung durch Kalorienrestriktion
offenbar altersabhangig.

Um genauere Aussagen lber metabolische Prozesse in oder in Folge der restrikten Phasen zu
erhalten, ware es im Nachhinein sinnvoll den Korperfettanteil der Wiirmer zu messen oder
die Rate des Sauerstoffverbrauchs. Ebenso kdnnten Genexpressionsdaten Anhaltspunkte fir
Reaktionswege liefern, die durch die Art der Restriktion verstarkt aktiviert sind Die
Messungen wiirden die bereits publizierte Daten von Greer et al. sowie Ristow et al. um
diese Modifikation in der Restriktion erganzen [50, 173]. Im Rahmen dieser Arbeit lag der
Fokus jedoch zundchst auf der Etablierung und Untersuchung eines bisher nicht
beschriebenen zyklischen Regimes, da der Ansatz eines Wechsels in der Verfligbarkeit von
Nahrstoffen auf einem haufig in humanen Studien dokumentierten Effektes beruht. In
humanen Studien wurde haufig ein Wechsel zyklischer Phasen von Gewichtsverlust und
Gewichtswiederzuname nach intendierter Gewichtsreduktion beobachtet [169]. Ob sich dies
negativ auf die Lebenserwartung auswirken kann, wurde bisher nicht ausreichend geklart
und aus diesem Grund in ein einfacheres Modell Ubertragen. Auf diese Art konnten die
grundlegenden Mechanismen eines Wechsels der Nutrienten-Verfligbarkeit untersucht
werden. Fir die Untersuchung metabolischer Muster unter Restriktion und ad libitum
Fiitterung wurde eine umfangreiche Untersuchung mit Hilfe von Metaboliten-Profilanalysen

gestartet, die im Folgenden diskutiert werden.
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6.3.3 Aufschluss metabolische Muster iiber Regelkreise der Lebensspanne

Die Lebensspanne der Nematoden lasst sich liber zwei Wege beeinflussen, zu einen lber
endogene zum anderen Uber exogene Faktoren, somit genetische Veranderungen oder
diatetische Interventionen respektive. Eine Restriktion bedingt Veranderungen der Aktivitat
intrazelluldrer Signalwege, im speziellen des IGF-1/Insulin-Signalweges und verlangert auf
diesem Weg die Lebensspanne. Ein analoger Effekt ldsst sich allein durch Mutation des
Insulinrezeptors erreichen. Wir haben beide Modelle hinsichtlich ihres Metabolitenprofils
untersucht, um mogliche Zusammenhidnge noch unbekannter Stoffwechselwege
aufzudecken und deren Funktionalitdt im weiteren Verlauf zu bestatigen.

Unter den Metaboliten, die identifiziert werden konnten, zeigten jene des Tryptophan-
Stoffwechsels reproduzierbar verandert. So wiesen langlebige Modelle niedrige
Konzentrationen an  Tryptophan auf, sowie erhohte Konzentrationen des
2-Aminomuconsaure-Semialdehyds, als eines der Zwischenprodukte des Abbaus von
Tryptophan. Dies kdénnte auf einen erhoéhten Katabolismus im Tryptophan-Stoffwechsel
hinweisen und somit auf einen erhohten Proteinabbau in langlebigen Modellen. Ebenfalls
von einem erhohten Proteinkatabolismus in langlebigen Mutanten sowie Dauerlarven gingen
Fuchs et al. und Martin et al. aus. Allerdings wurde hier eine andere Messmethode verwandt
und nicht Tryptophan oder dessen Abbauprodukte, sondern vor allem verzweigtkettige
Aminosauren wie Valin und Isoleucin waren in den langlebigen Modellen erhéht [179, 180].
Auch in komplexeren Modellen schien dieser Effekt analog nachweisbar zu sein [181].
Tryptophan, als eine der essentiellen Aminosauren, ist in Sdugern wie auch in Nematoden ein
Vorlaufer von Serotonin und auch das serotonerge System des Nematoden und dessen
Kontrolle ist laut Sze et al. den Sdugern sehr dhnlich [182]. Serotonin scheint in Sdugern
sowie im Menschen wesentlichen Anteil an der Regulation der Aufnahme von Kohlehydraten
zu haben [183]. Im Nager als auch im Menschen sind Stimulantien des Serotonins zudem in
der Lage die Nahrungsaufnahme zu vermindern und im Gegenzug den Energieverbrauch zu
erhohen [183]. Allerdings bestehen auch positive Assoziationen von BMI und Serotonin-
Rezeptordichte im Gehirn bei (ibergewichtigen Personen [184].

Ob Tryptophan selbst Einfluss auf die Lebensspanne von Nematoden haben kann, wurde von
uns Uberprift. Mittels spezifischer siRNA hemmten wir zwei entsprechende Enzyme fiir den
Abbau und den Umbau, die Tryptophan-Dioxygenase und die Tryptophan-Hydroxylase und
wiesen lebensverlangernde Effekte nach. Wir schlussfolgerten, dass die resultierenden hohen
Tryptophan-Spiegel Grund des lebensverlangernden Effektes waren.

Diese Beobachtungen waren jedoch mit den initialen Daten der Metaboliten-Analysen nicht

konform, in denen fir langlebige Modellen niedrige Tryptophan-Spiegel gemessen wurden.
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Wir vermuteten, daher dass nicht Tryptophan allein sondern ein Metabolit, welcher im
Abbau des Tryptophans entsteht, metabolisch aktiv sein konnte und seine Konzentration
Uber einen Rickkopplungsmechanismus den Abbau von Tryptophan reguliert. Diese
Hypothese misste durch ein erneutes Screening mit einer neuen Auswahl von Enzymen
welche Gber RNA-Interferenz den Lebenszyklus beeinflussen, Gberpriift werden.

Dass der Tryptophan-Hydroxylase eine wichtige Rolle in Zusammenhang mit der
Nahrungsaufnahme zukommt, war seit langerem bekannt [182]. Ein kompletter als auch ein
teilweiser Funktionsverlust des Enzyms generierte dennoch bestidndig vitale Larven und
Nematoden. Die Tiere waren durch eine verminderte Nahrungsaufnahme, eine erhdéhte
Fetteinlagerung und sowie eine ldngere Lebensspanne gekennzeichnet. Laut Sze et al. hatte
das Enzym indirekten Einfluss auf die Regulation der IGF-1/Insulin-Signalkaskade als auch auf
die Mechanismen von TGF-beta [182]. Tph-1 Mutanten ebenso wie daf-2 Mutanten sind
langlebig, beide weisen niedrige Serotoninspiegel auf. Modulationen im IGF-1/Insulin-
Signalweg beider Genotypen zeigen ahnliche Effekte, was darauf schliefen lasst das der
IGF-1/Insulin-Signalweg (ber serotonerge Neurone gesteuert werden konnte [185]. Im
Tierreich wird die serotonerge Antwort als Kopplung von Nahrungsperzeption mit motorisch-
endokrinen Folgeeffekten oft als Belohnung verstanden und ist Teil eines Belohnungssystems
[182]. Wie jedoch bereits erwahnt, besitzt der Nematode evolutiondr bedingt kein
vergleichbares System, wahrscheinlicher ist eine Rolle des serotonergen Systems in der
homoostatischen Kontrolle des Energiemetabolismus.

In bisherigen Arbeiten zu metabolischen Profilen langlebiger Modelle des Nematoden
C.elegans veroffentlichten Fuchs et al. NMR Daten der Charakterisierung von IGF-1/Insulin-
Mutanten [179, 180, 186]. Butler et al. analysierte Proben langlebiger Modelle mittels HPLC
und UV. Wir hingegen nutzen GC-TOF-MS und UPLC-FT-ICR-MS und verfolgten einen
ungerichteten Ansatz zur Erstellung der metabolischen Profile. Die einzelnen Studien sind
schwer vergleichbar, da je nach angewandter Methodik andere Metaboliten detektiert
werden. Ziel der Untersuchung war die Hypothesengenerierung hinsichtlich unbekannter
Mechanismen, die den Effekt der Langlebigkeit im Modellorganismus C.elegans bedingen
kénnen bzw. darauf Einfluss nehmen.

Aus den Ergebnissen der Nematoden-Experimente sowie dem bisherigen Stand anderer
Publikationen scheinen sich langlebige Modelle durch einen erhéhten Proteinkatabolismus
auszuzeichnen mit der Folge, dass einzelne Aminosduren metabolisch als auch
neuromodulatorisch wirken kénnen bzw. in entsprechende Prozess involviert sind [179, 180].
Einschrankend muss allerdings gesagt werden, dass wir den Proteinkatabolismus nicht direkt

bestimmt haben. Diese Effekte sind bisher im Zusammenhang mit exogenen oder endogenen

107



Diskussion

Modulationen einzelner Elemente im IGF-1/Insulin-Signalwegs in Nematoden beobachtet
worden. Inwieweit diese Mechanismen evolutionar konserviert sind, lasst sich zu diesem
Zeitpunkt noch nicht sagen. Interessant ist jedoch, dass die lebensverlangernde Wirkung von
Mutationen im IGF-1/Insulin-Signalweg dem Nematoden evolutiondr auf dieser Stufe
scheinbar die beste Moglichkeit geben seinen Fortbestand zu gewahrleisten. Im Sdugern
wiederum gibt es bisher lediglich Hinweise auf einen erhoéhten Proteinkatabolismus bei
Stérungen der Glukosehomdostase [181, 187, 188]. Stérungen im IGF-1/Insulin-Signalwegs
sind bei Sdugern oft gleichzusetzten mit einer Insulinresistenz, die meist durch zu hohes
Korpergewicht und einen zu grofRen Anteil an Korperfett bedingt sind und nicht mit der

Lebenserwartung assoziert sind [189].

Fiir C.elegans sollten sowohl exo- als auch endogener Effekte auf die Lebensspanne
untersucht werden. Als exogener Effekt galt ein intermittierendes Fitterungsregime. Das
Regime war angelehnt an die zyklischen Phasen von Nahrungskarenz und freier Speisenwahl,
die in humanen Studien oft mit einem zyklischen Gewichtsverlauf und mit der
Verschlechterung metabolischer Parameter einhergehen. Bisher konnten in klinischen
Studien keine positiven Effekte durch eine Kalorienrestriktion im Hinblick auf relevante
Endpunkte nachgewiesen werden. Ein intermittierendes Fltterungsregimes in C.elegans
verldngerte jedoch die Lebensspanne sukzessiv mit der Haufigkeit der Phasen zur
Nahrungskarenz. Vermittelt wurden die Effekte scheinbar hauptsdchlich (ber den
IGF-1/Insulin-Signalweg. Diese widersprichlichen Ergebnisse beruhen vermutlich auf
Mechanismen und Wechselwirkungen, die phylogenetisch noch nicht im Nematoden

angelegt sind.

Metabolischen Untersuchungen fiir C.elegans in Stammen mit verlangerter Lebensspanne,
waren durch verminderte Tryptophan-Konzentrationen charakterisiert. Die experimentelle
spezifische Herabregulation einzelner Enzyme des Tryptophan-Stoffwechsels im Wildtypen
war hingegen durch eine erhohte Tryptophan-Konzentration charakterisiert und hatte
ebenso lebensverlangernde Effekte. Die Vermutung liegt hier nahe, dass nicht Tryptophan
allein, sondern ein bisher unbekannter Metabolit des Tryptophans Einfluss auf die
Lebensspanne hat. Es bedarf weiterer Untersuchungen und der gezielten Hemmung von

Enzymen des Tryptophan-Stoffwechsels um diesen potentiellen Regulator zu finden.
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7. Zusammenfassung

Als ein aktuelles Problem unserer Gesellschaft stellt sich die Haufung von Erkrankungen dar,
deren Entstehung auf Ubergewicht und Bewegungsmangel zuriickzufiihren sind.
Insbesondere mit fortschreitendem Alter nehmen die damit einhergehenden Komplikationen
zu. Umso bedeutender ist das Verstandnis um die pathologischen Mechanismen in Folge von
Ubergewicht und Bewegungsmangel, aber auch der des Alterungsprozesses und seiner
beeinflussenden Faktoren.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entstehung metabolischer Erkrankungen beim Menschen zu
untersuchen. Die Auswertung der Verlaufsdaten anthropometrischer und metabolischer
Parameter von 584 Teilnehmern der prospektiven Studie Metabolisches Syndrom Berlin
Potsdam Follow-up (MeSyBePo Follow-up) ergab, dass fiir die gesamte Kohorte Uber den
Beobachtungszeitraum von Jahren ein Anstieg an Ubergewicht zu verzeichnen war. Ebenso
war eine Verschlechterung des Blutdrucks und von Parametern des Glukosestoffwechsels
charakteristisch. FGF21 nimmt in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle als neuer
potentiellen Biomarker fiir die Abschatzung des Risikos fiir . Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)
und das Metabolische Syndrom (MetS) ein. Unter Ausschluss aller Diabetiker und Personen
mit MetS zu Studienbeginn untersuchten wir ob FGF21 in unserer Kohorte als pradiktiver
Faktor fur die Diabetes Inzidenz oder das MetS genutzt werden kann. Fiir unsere Kohorte
konnten wir zeigen, dass Personen, die spater ein MetS entwickeln, bereits zu Studienbeginn
héhere FGF21-Spiegel, einen héheren BMI, WHR, Hb1lAc und diastolischen Blutdruck im
Vergleich zu den Kontrollen haben. FGF21 blieb unter Berlicksichtigung bekannter
Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht, BMI, Follow-up Zeit sowie WHR, der systolische
Blutdruck, HDL-Cholesterin, Triglyzeride und die Niichternglukose ein unabhangiger Prediktor
flir das MetS. Mit Vaspin konnte ein weiteres Fettgewebshormon identifiziert werden,
welches das Diabetesrisiko beeinflusst. Unter Ausschluss aller Diabetiker zu Studienbeginn
und den Teilnehmer der Gewichtsreduktion untersuchten wir ob auch Vaspin in unserer
Kohorte als pradiktiver Faktor fiir die Diabetes Inzidenz genutzt werden kann. Fiir unsere
Kohorte konnten wir zeigen, dass Personen, die spater einen T2DM entwickeln, bereits zu
Studienbeginn einen hoheren BMI, WHR, HbAlc, systolischen Blutdruck sowie héhere Spiegel
der Triglyzeride, Glukose Omin, und Glukose 120min im Vergleich zu den Kontrollen haben.
Flir Vaspin zeigte sich ein Trend zu héheren Spiegeln. Vaspin hatte unter Berlicksichtigung
bekannter Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht, BMI, Follow-up Zeit sowie HbAlc,

Bauchumfang, Leukozyten und leichter Aktivitat einen starken Effekt auf das Diabetesrisiko.
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In einer Subkohorte von 60 Teilnehmern einer Intervention zur Gewichtsreduktion wurde der
langfristige Effekt einer Gewichtsreduktion untersucht. Der Gewichtsverlauf aller Probanden
ab Studienbeginn wurde erfragt und validiert. Der Uberwiegende Teil der Probanden der
Intervention nahm in der ersten sechsmonatigen Phase erfolgreich ab. Jedoch zeigte sich ein
deutlicher Trend zur Wiederzunahme des verlorenen Gewichts (ber den
Beobachtungszeitraum. Von besonderem Interesse war die Abschdtzung des
kardiovaskuldren Risikos iber den Framingham Score. Betrachtet man dies stratifiziert nach
Eigenangabe des Gewichtsverlaufs wird deutlich, dass ein geringeres Risiko fir
kardiovaskuldre Ereignisse flir Diejenigen mit konstant reduziertem Gewicht besteht. Ein
besonders hohes Risiko haben Personen mit konstanter Wiederzunahme oder starken
Gewichtsschwankungen. Insgesamt war unsere Studie viel zu klein, um eine abschliefende
Antwort zu diesem Thema geben zu konnen. Aber unsere Daten legen trotzdem nahe, dass
eine dauerhaft erfolgreiche Gewichtsreduktion mit einem erniedrigten kalkulierten
kardiovaskuldren Risiko assoziiert ist, wahrend die Probanden, die wieder zunehmen eher
sogar ein gesteigertes Risiko haben kénnten.

Ein Vergleich der Inzidenzen von T2DM und MetS ergab, dass das Risiko fiir ein kinftiges
MetsS fir diejenigen, die im Gewicht schwanken, eher erh6ht war.

Um die molekularen Mechanismen in einem einfachen Modellorganismus mit besonderem
Fokus auf das Zusammenspiel von Gewichtsreduktion und Lebensspanne untersuchen zu
kénnen, untersuchten wir diese Fragestellungen im Nematoden C.elegans. In diesem Modell
wurde der Einfluss verschiedener zeitlich restrikter Nahrungsregimes auf die Lebensspanne
untersucht. Kontinuierliche Restriktion von Nihrstoffen als auch Uberversorgung wirken sich
jeweils lebensverlangernd bzw. -verkirzend auf die Lebensspanne von C.elegans aus.

Es interessierte der Einfluss eines intermittierenden Nahrungsregimes auf die Lebensspanne.
Dieser regelmaRige Wechsel zwischen ad libitum Fltterung und Restriktion hat in
Abhangigkeit von der Haufigkeit der Restriktion einen unterschiedlich starken
lebensverlangernden Effekt. Damit sind im Nematoden C.elegans Phanomene wie
Gewichtswiederzunahmen nicht zu beobachten, insbesondere zeigt ein Weight-Cycling keine
negativen Effekte auf die Lebensspanne. Der Effekt einer Gewichts-Wiederzunahme scheint
daher auf Mechanismen zu beruhen, die phylogenetisch jiinger sind und beim Nematoden
C.elegans noch nicht vorhanden sind. Beispielhaft konnte dies das Belohnungssystem sein.
Um neue Stoffwechselwege zu identifizieren, die die Lebensspanne beeinflussen, wurden
Metabolitenprofile genetischer als auch diatetischer Langlebigkeitsmodelle analysiert. Diese
Analysen identifizierten den Tryptophan-Stoffwechsel als einen neuen bisher so nicht im

Fokus stehenden Stoffwechselweg, der mit Langlebigkeit in Verbindung steht. Die
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funktionelle Bedeutung dieses Stoffwechselweges konnte durch Inhibition des Ab- und
Umbaus von Tryptophan untersucht werden, auch hier zeigte sich ein lebensverlangernder

Effekt im Nematodenmodell.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit mit FGF21 und Vaspin zwei neue Hormone als
Pradiktoren fiir ein Metabolisches Syndrom bzw. Diabetes mellitus Typ 2 identifiziert werden.
Wir konnten zeigen, dass eine zunachst erfolgreiche Gewichtsabnahme langfristig haufig mit
einer eine Wiederzunahme an Gewicht einhergeht und dass damit metabolisch negative
Veranderungen assoziiert sind. Wesentliche Schwéache der hier untersuchten humanen
Studie ist die Studiengréfe. Aufgrund dieser Limitation sind sicherlich keine abschlieBenden
Bewertungen der untersuchten Zusammenhange moglich.

Beim Nematoden C.elegans konnten wir zeigen, dass eine Lebensverlangerung abhangig von
der Dauer und Haufigkeit der Restriktion ist. Es ist davon auszugehen, dass sie Mechanismen
hinter den negativen metabolischen Folgen einer Gewichtsreduktion phylogenetisch jlinger
sind und sich aus diesem Grund im Nematodenmodel nicht nachweisen lassen. In einer
unvoreingenommenen Analyse der Metaboliten-Veranderungen in unterschiedlichen
C.elegans Modellen konnten wir die Bedeutung des Tryptophan Stoffwechsels im Hinblick auf

Langlebigkeit nachweisen.
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Summary

The accumulation of diseases attributed to obesity and sedentary lifestyle has emerged as a current
problem in our society. Over time, the accompanying complications increase. Therefore, it is of
utmost importance to understand the pathological mechanisms due to overweight and a lack of
physical activity, as well as of the aging process and its influencing factors.

Our aim was to examine the development of metabolic diseases in a human cohort. We evaluated
anthropometric data and metabolic parameters of 584 participants of the prospective MeSyBePo
follow-up study with a mean follow-up of more than 5 years. We observed an increase in excess
weight in the entire cohort. Likewise worsening of blood pressure and parameters of glucose
metabolism was distinctive for this group. FGF21 was identified as a new potential biomarker for the
evaluation of the risk of Diabetes mellitus type 2 and the metabolic syndrome. By exclusion of all
individuals with a diagnosed Diabetes mellitus type 2 as well as metabolic syndrome at baseline we
examined whether FGF21 would have a predictive value for the incidence of Diabetes mellitus type 2
or the metabolic syndrome. We could show that, compared to controls, individuals who developed a
metabolic syndrome had significantly elevated FGF21 levels at baseline accompanied by higher BMI,
WHR, Hb1Ac and diastolic blood pressure. FGF21 proved to be an independent predictor of the
metabolic syndrome following adjustment for age, gender, follow-up time, WHR, systolic blood
pressure, HDL, triglycerides and fasting blood glucose levels. Vaspin was identified as another
adipokine that influenced the risk of Diabetes mellitus type 2. We examined whether yaspin had a
predictive value for the incidence of Diabetes mellitus type 2 under exclusion of all diabetics at
baseline and all participants with the intention to lose weight. We could show that, compared to
controls, individuals who became diabetic had significantly higher BMI, WHR, HbAlc, systolic blood
pressure, triglycerides, fasting plasma glucose as well as 2h glucose. Vaspin had a strong effect on the
risk of Diabetes mellitus type 2 when adjusted for age, gender, BMI, follow-up time, Hb1Ac, waist
circumference, leukocytes and light activity. In a subcohort of 60 individuals with the intention to
lose weight, the long-term effects of weight loss were examined. Weight course of all 60 participants
was asked and validated. The majority reduced weight successfully during the initial intervention
period of 6 month. However, a distinct trend indicated weight regain over time. The evaluation of
cardiovascular risk by the Framingham Risk Score for this cohort was of particular interest. Stratified
by weight course, the cardiovascular risk was reduced for those with constant weight. Elevated risk
was calculated for individuals with constant regain or strong weight cycling. Overall, the size of our
cohort was insufficient to come to a final conclusion. Our data imply that a successful weight loss is
associated with a lower estimated cardiovascular risk, while individuals who regain weight are likely

to increase their estimated cardiovascular risk.
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Summary

A comparison of the incident cases between groups of Diabetes mellitus type 2 and the metabolic
syndrome showed that for those with weight cycling there was a higher risk for an incident of the
metabolic syndrome.

In order to examine the molecular mechanisms in a simple organism with focus on the interaction of
weight reduction and life span, we chose C.elegans. For this model, the influence of a scheduled
fasting regime and its influence on life span was examined. Continuous restriction and oversupply of
nutrients caused elongated and shortened life spans, respectively. We were interested in the effect
of an intermittent fasting regime on life span. The regular switch between ad libitum feeding and
restriction as a function of the number of restriction cycles caused various life prolonging effects. The
phenomenon of weight regain known amongst humans could not be observed in the nematode. The
effect is probably regulated via mechanisms that are phylogenetically younger and therefore not
present yet in the nematode. As a speculation, the reward system could be the missing mechanism in
the nematode. In order to identify new metabolic pathways that influence life span we analysed
metabolic profiles of genetically and dietary longlived models. We identified trytophan metabolism
as a new, yet unknown pathway that is related to the regulation of life span. Its significance was
examined via RNA interference by inhibiting the degradation and alternation of tryptophan, which

resulted in an increase in life span.

In summary, we were able to identify two new hormones as predictors for the metabolic syndrome
and Diabetes mellitus type 2 - Vaspin and FGF21. We showed that a successful weight reduction is
often followed by weight regain and that this is associated with negative metabolic consequences.
The limitation of our study is the small size of the cohort. Therefore a final evaluation of the
examined relations is not yet possible. For the nematode C.elegans, we could show that the
frequency of fasting periods is a life extending factor that should not be underestimated. We assume
that the mechanisms behind the negative metabolic consequences of an intended weight reduction
are phylogenetically younger and therefore not yet present in the nematode. In an unbiased analyses
of the changes in metabolic profiles in different nematodes, we were able to prove the importance of

the tryptophan pathway for longevity in the nematode.
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Anhang

A1 Parameterverteilung der Kohorte (Vaspin) zu Studienbeginn sowie fiir alle Falle mit spaterer
gestorter Glukosetoleranz, Daten angegeben als Anzahl n oder MW  Stabw Signifikanzniveau nach
Bonferroni-Korrektur p<0,0003

Parameter Kontrollen Gestorte p- Wert

Glukosetoleranz

Geschlecht (m/w) 99/223 21/29

Alter (J) 54,9+11,4 57,049,21 n.s.
BMI (kg/m”) 27,9+5,4 28,5+5,4 n.s.
WHR 0,88+0,115 0,92+0,149 <0,001
Gesamt Cholesterin (mmol/l) 5,60+1,0 5,65+0,9 n.s
LDL -Cholesterin (mmol/I) 3,52+0,9 3,54+0,8 n.s
HDL-Cholesterin (mmol/l) 1,4610,4 1,41+0,3 0,033
Triglyzeride (mmol/I) 1,36x0,7 1,50+0,7 0,003
Glukose 0 min (mg/dl) 90,7+12,1 90,4+10,7 n.s.
Glukose 120 min (mg/dl) 109,3+31,4 112,4+20,4 <0,001
HbA1c (%) 5,4+0,50 5,4+0,44 0,008
Systole (mmHg) 124+17 127+17 0,016
Diastole (mmHg) 77+9 7919 0,001
Vaspin (pg/ml) 1,2+1,22 1,1+1,3 n.s.
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A 2 Life Span Assays N2 n1-n4, Deskriptive Statistik

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
N2 restrikt 2546+ 0,811 1 0,000 0,000 0,000 0,073 0,000
N2 ad libitum 10,27 £ 0,530 1 0,032 0,001 0,000 0,000
1xDR 15,03+ 0,626 1 0,018 0,000 0,000
2xDR 21,05+ 0,807 1 0,011 0,366
3xDR 23,85+ 0,611 1 0,000
4xDR 21,33+ 0,470 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
N2 restrikt 25,74+ 0,684 1 0,001 0,001 0,051 0,700 0,005
N2 ad libitum 22,67+ 0,657 1 0,971 0,000 0,000 0,000
1xDR 22,83+ 0,613 i s 0,000 0,000 0,000
2xDR 28,03+ 0,582 1 0,041 0,527
3xDR 26,73+ 0,430 i s 0,011
4xDR 28,68+ 0,485 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
N2 restrikt 2877+ 0,739 i s 0,000 0,000 0,000 0,001 0,079
N2 ad libitum 23,40+ 0,596 1 0,000 0,002 0,000 0,000
1xDR 2166+ 0,353 i s 0,000 0,000 0,000
2xDR 25,24+ 0,698 1 0,425 0,143
3xDR 26,51+ 0,601 i s 0,285
4xDR 28,28+ 0,649 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
N2 restrikt 29,16+ 0,691 33 0,000 0,000 0,000 0,000 0,441
N2 ad libitum 20,27+ 0,561 1 0,000 0,000 0,000 0,000
1xDR 2407+ 0,548 33 0,000 0,000 0,000
2xDR 18,63+ 0,287 1 0,609 0,000
3xDR 17,67+ 0,274 33 0,000
4xDR 28,52+ 0,682 i
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A 3 Life Span Assays CB1370 n1-n4, Deskriptive Statistik

stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CB1370 restrikt 4377+ 1074 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CB1370 ad libitum 32,02 1,067 1 0,111 0,220 0,012 0,057
1xDR 33,70+ 1235 1 0,445 0,563 0,841
2xDR 3598% 0,761 1 0,136 0,693
3xDR 3744+ 0,830 1 0,244
4xDR 36,77+ 0,660 1

Stamm MW+ SEM n restrict ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CB1370 restrikt 3844+ 1308 1 0,001 0,113 0,000 0,003 0,002
CB1370 ad libitum 37,18+ 0,959 1 0,055 0,230 0,685 0,525
1xDR 37,50+ 1,186 1 0,015 0,126 0,068
2xDR 29,85+ 1567 1 0,215 0,191
3xDR 3573+ 1178 1 0,638
4xDR 36,71+ 1009 1

Stamm MW SEM n restrict ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CB1370 restrikt 4517+ 1445 1 0,000 0,001 0,000 0,000 0,013
CB1370 ad libitum 34,04+ 1009 1 0,000 0,000 0,000 0,000
1xDR 38,56+ 1349 1 0,455 0,673 0,604
2xDR 40,25+ 0,909 1 0,687 0,308
3xDR 40,28+ 0,908 1 0,346
4xDR 40,63+ 1282 1

Stamm MW = SEM n restrict ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CB1370 restrikt 4098+ 0,965 1 0,000 0,034 0,001 0,000 0,070
CB1370 ad libitum 35,58+ 0,867 1 0,030 0,402 0,172 0,010
1xDR 38,38+ 0510 1 0,203 0,326 0,608
2xDR 37,21+ 0,754 1 0,485 0,081
3xDR 38,12+ 0,658 1 0,199
4xDR 35,09+ 0,850 1
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A 4 Life Span Assays CF1038 n1-n4, Deskriptive Statistik

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CF103Brestrict 2258+ 0434 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CF1038ad libitum 18,26 0,254 1 0,000 0,000 0,000 0,000
1xDR 20,14+ 0,253 1 0,088 0,188 0,002
2xDR 20,17+ 0,434 1 0,608 0,169
3xDR 20,51+ 0,306 1 0,063
4xDR 20,77+ 0474 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CF103Brestrict 22,86% 0434 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008
CF1038ad libitum 16,75+ 0,368 1 0,000 0,000 0,000 0,000
1xDR 20,44+ 0,311 1 0,809 0,506 0,019
2xDR 20,27+ 0,351 1 0,518 0,017
3xDR 20,22+ 0405 i s 0,024
4xDR 21,16 0445 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CF1038Brestrict 22,73+ 0431 i s 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CF1038ad libitum 18,84+ 0,220 1 0,000 0,724 0,002 0,130
1xDR 1596+ 0,343 i s 0,000 0,008 0,001
2xDR 18,80+ 0,289 1 0,001 0,113
3xDR 17,59+ 0,263 i s 0,374
4xDR 17,84+ 0,375 1

Stamm MW = SEM n p-Wert ad libitum 1xDR 2xDR 3xDR 4xDR
CF103Brestrict 22,73+ 0,589 33 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000
CF1038ad libitum 18,94+ 0,326 1 0,159 0,008 0,000 0,013
1xDR 18,53+ 0,274 33 0,001 0,000 0,189
2xDR 20,05 0422 1 0,113 0,000
3xDR 20,81+ 0446 33 0,000
4xDR 17,21+ 0,444 1
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A 5 Tryptophan-Stoffwechsel (Ausschnitt aus KEGG Datenbank)
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