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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfluss der Erndhrung auf den Metabolismus

Nahrung ist die Grundlage jedes heterotrophen Organismus, einschliefslich des Men-
schen. Dabei erfiillen die Nahrungsmittel, die sich zu einem Grofteil aus Wasser und
sechs Nahrstoffgruppen (Kohlenhydrate, Fett, Proteine, Vitamine, Mineralstoffe und
Spurenelemente) zusammensetzen, die Aufgabe das Wachstum und die Entwicklung
von Geweben zu gewéhrleisten und Energie zum Aufrechterhalten des Stoffwechsels
bereitzustellen (BIESALSKI, 2015). Ein wichtiger Faktor ist hierbei die Energieho-
moostase, das heifit das Gleichgewicht von Energieaufnahme und Energieverbrauch.
Sowohl die Unter- als auch die Uberversorgung kann zu Stérungen des Metabolis-
mus und damit zu klinischen Symptomen fiihren, welche wiederum unter bestimmten

Rahmenbedingungen metabolische Erkrankungen nach sich ziehen kénnen.

1.1.1 Diatinduzierte metabolische Erkrankungen

Nach HAsLAM & JAMES (2005) ist ein exzessives Korpergewicht der sechst wichtigste
Risikofaktor fiir die weltweite Gesamtlast von Krankheiten. Exzessives Korpergewicht
wird durch eine positive Energiebilanz verursacht (Energieaufnahme > Energiever-
brauch), da der Metabolismus die iiberschiissige Energie in Form von Korperfett
speichert, um die Energiehomd&ostase zu gewéhrleisten.

Zu unterscheiden sind dabei die beiden iiber den body mass index (BMI) definierten
Kategorien des Ubergewichts (25 < BMI < 30) und der Adipositas (BMI > 30),
wobei iiber den BMI das Korpergewicht in Relation zur Kérpergroke gesetzt wird
(BIESALSKI, 2015).

Bei Ubergewicht und Adipositas besteht ein erhéhtes Risiko fiir metabolische Folge-
erscheinungen wie Insulinresistenz, Hyperglykdmie und eine eingeschrinkte Funktion
der -Zellen (GALLAND, 2010; Kim etal., 2007). Insbesondere aber eine Adipositas
gilt als ein multifaktorielles Gesundheitsproblem basierend auf genetischen, umwelt-
und verhaltensbedingten Faktoren, das verschiedene Erkrankungen wie die nicht-
alkoholische Fettleber (NAFLD), Diabetes mellitus, Osteoarthritis, kardiovaskuldre
Erkrankungen und Krebs begiinstigt (NAM et al., 2015).
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Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ergaben, dass 2005 etwa 1,1
Mrd. Menschen iiber 18 (ca. 17 % der damaligen Weltbevolkerung) und 10 % der
Kinder iibergewichtig oder adipts waren (HASLAM & JAMES, 2005), wobei die Ten-
denz weiter steigt und fiir Erwachsene fiir 2030 auf 57,8 % weltweit geschatzt wird
(CHEN et al., 2011). Neuere Schitzungen der WHO fiir 2014 gehen zudem davon aus,
dass weltweit 10,7 % der Manner und 15,2 % der Frauen adipds sind, wobei die Werte
fiir Deutschland bei 21,9 % fiir Manner und 18,5 % fiir Frauen zumindest fiir die Man-
ner deutlich iiber dem Median der 194 Mitgliedsstaaten von 17,2 % (Landermedian
fiir Frauen: 22,9 %) liegen (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Neben der Fettleibigkeit kann es iiber eine positive Energiebilanz zu weiteren meta-
bolischen Stérungen kommen, wie etwa zur Dyslipiddmie/Dyslipoproteindmie oder
auch Hyperlipiddmie. Diese ist {iber hohe Serumkonzentrationen des Cholesterols
und der Triacylglyceride, sowie hohe Konzentration der Lipoproteine (sehr) niedri-
ger Dichte (LDL und vLDL) und niedrige Konzentrationen der Lipoproteine hoher
Dichte (HDL) charakterisiert (ESTEVE et al., 2005). Die Hyperlipiddmie gilt dabei
als Hauptrisikofaktor fiir eine koronare Herzerkrankung (MIAO et al., 2015).

DE LORGERIL et al. (1999) hatten allerdings friiher gezeigt, dass eine kardioprotektive
Diit die Rate eines wiederholten Vorfalls bei koronarer Herzerkrankung unabhingig
der anderen Risikofaktoren verringern kann.

Damit beeinflusst Erndhrung das Risiko fiir sowohl metabolische als auch kardiovas-
kuldre Erkrankungen mafgeblich (ESTRUCH et al., 2013; DE LORGERIL et al., 1999).

1.1.2 Makronahrstoff Fett

Zu den Makronahrstoffen - relativ grofse Verbindungen, die der Organismus aufnimmt,
um Energie produzieren zu koénnen - gehdren Proteine, Kohlenhydrate und Fette
(BIESALSKI, 2015). Fette stellen dabei die grofste Menge physiologisch verwertba-
rer Energie zur Verfiigung mit etwa 37 kJ/g (9 kcal/g), wihrend die physiologische
Energiedichte von Proteinen und Kohlenhydraten etwa bei 17 kJ/g (4 kcal/g) liegt
(HALLER et al., 2013).

1.1.2.1 Hochfett- vs. hyperkalorische Diit

Die Ern&hrungsrichtlinien verschiedener Lander (u.a. auch Deutschland vertreten
durch die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung [DGE]) sehen dabei insbesondere eine
fettreiche Erndhrung als ungesund an (WOLFRAM et al., 2015; MCGUIRE, 2011), da
sie in Relation zu einer Didt reich an Kohlenhydraten mit einer verstarkten Dyslipi-

dédmie und Insulinresistenz, sowie einer subklinischen Inflammation verkniipft werden
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kann und dariiber hinaus die Entwicklung einer Adipositas fordert (HASLAM & JA-
MES, 2005; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; MCGUIRE, 2011).

Etwas differenzierter legen die (deutschen) Erndhrungsrichtlinien nahe, nicht nur auf
die Quantitdt sondern auch auf die Qualitidt der Fette zu achten und etwa gesit-
tigte Fette und Fettsduren mit Doppelbindungen der trans-Konfiguration (sogannte
trans-Fettsduren) zu meiden und an ihrer Stelle mehrfach-ungeséttigte Fettsduren zu
konsumieren (WOLFRAM et al., 2015). Der Konsum von etwa 18 % geséttigter Fette,
wie es derzeit etwa einer westlichen Diét entspricht (CHOWDHURY et al., 2014), liegt
damit deutlich iiber den Empfehlungen der Richtlinien und gilt als krankheitsfor-
dernd.

Wie KNOWLER et al. (2005) und TUOMILEHTO et al. (2001) in ihren Interventionsstu-
dien zeigen konnten, manifestierte sich ein Diabetes Typ 2 seltener, wenn die Proban-
den eine mediterrane Didt konsumierten. ESTRUCH et al. (2013) konnten zusétzlich
ein verringertes Risiko fiir kardiovaskulire Erkrankungen zeigen. Eine mediterrane
Diit ist dabei gekennzeichnet durch den Verzehr von Gemdiise, Obst und Fisch, so-
wie die Verwendung von Olivendl und das Vermeiden von rotem Fleisch, wodurch die
Einnahme von geséttigten Fetten zu Gunsten von mehrfach-ungesittigten Fettsduren
reduziert wird.

Allerdings wird in vielen Studien, die sich mit dem Einfluss einer bestimmten Ernéh-
rungsform befassen, das Gewicht und damit auch die Energiebilanz nur mangelhaft
beriicksichtigt. In den Erndhrungsstudien geht eine Hochfettdiat haufig Hand in Hand
mit einer hyperkalorischen Energiecaufnahme und damit einer positiven Energiebilanz
oder die physische Aktivitdt der Probanden wird bei gleichbleibender Energieaufnah-
me gefordert, was wiederum zu einem mit einer hypokalorischen Energieaufnahme
verbundenen Gewichtsverlust fiithren kann. Auf beide Arten wird der Metabolismus
per se iiber zwei Einflussgrofen manipuliert, die in der Datenanalyse nicht mehr von-
einander unterschieden werden kénnen (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; LUMENG
et al., 2006).

So konnte eine Metaanalyse von epidemiologischen Studien keine Verbindung zwi-
schen einer Hochfettdiit und dem Risiko fiir koronare Erkrankungen nachweisen
(CHOWDHURY et al., 2014). Dariiber hinaus konnten HARCOMBE et al. (2015) iiber
eine Reevaluierung der damaligen Datenlage zeigen, dass die in den Ern&dhrungsricht-
linien der 1970er und 1980er postulierten Zusammenhange zwischen der reduzierten
Aufnahme von Fetten und dem sinkenden Risiko einer koronaren Erkrankung nicht

von den damaligen Studien unterstiitzt wurde und somit zu einer Missinformation

der Offentlichkeit fiihrte.
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In den deutschen Richtlinien (WOLFRAM et al., 2015) wird ebenfalls darauf verwiesen,
dass die Kontrolle der Energiezufuhr mafgeblich die Ergebnisse zur Risikobewertung
beeinflussen kann. Grundséatzlich ist also zwischen einer zum Bedarf isokalorischen

Hochfettdidt und einer hyperkalorischen Didt zu unterscheiden.

1.1.3 Lipide

Was in den Erndhrungswissenschaften als Makrondhrstoff Fett bezeichnet wird, sind
im chemischen Sinne Lipide. Lipide haben als Gruppe von bioaktiven Molekiilen ne-
ben der Funktion als Energielieferanten noch die Funktion der Energiespeicherung
und sind selbst der Grundbaustein jeder biologischen Membran (HORN, 2009). Dar-
iiber hinaus sind sie als Botenstoffe aktiv und kénnen Einfluss auf elektrochemische
Gradienten in ihrer Umgebung nehmen (WATSON, 2006).

1.1.3.1 Charakterisierung der Lipide

Die Gruppe der Lipide ist schwierig zu definieren, da es viele unterschiedliche Formen
und eine hohe Diversitit innerhalb der Gruppe gibt. Grob werden sie als hydrophob
(wasserunloslich) oder "léslich in organischen Losungen" (z.B. Chloroform und Ether)
definiert (VANCE & VANCE, 2008). WENK (2005) bietet als Alternative an, Lipide
als Fettsduren, ihre Derivate und Substanzen, die biosynthetisch und funktionell ver-
bunden sind, zu betrachten.

Die Fettsauren sind dabei als aliphatische Monocarbonsiuren mit zumeist unver-
zweigter Kohlenstoffkette die strukturell einfachsten Lipide und gleichzeitig Hauptbe-
standteil anderer Lipidklassen und die kleinste Form der chemischen Energie (WENK,
2005, Abb. 1.1 a)). Sie werden endogen im Zytosol iiber die Fettsiauresynthetase aus
Acetyl-CoA synsthetisiert oder in den Mitochondrien iiber die §-Oxidation abgebaut.
Fettsduren werden iiber ihre Linge charakterisiert und lassen sich anhand ihres Sit-
tigungsgrades (Anzahl der Doppelbindungen) weiter unterteilen in geséttigte (SAT,
n = 0), einfach-ungeséttigte (MUFA, n = 1) und mehrfach-ungesittigte Fettsduren
(PUFA n > 2) (BERG etal., 2013).

Uber eine Veresterung konnen Fettsiuren an Cholesterol binden, wodurch die soge-
nannten (Chole-)Sterolester entstehen (Abb. 1.1 b)). Sie dienen als Zwischenprodukt
und Speicherklasse und werden zum Beispiel iiber Lipoproteine zur Leber transpor-
tiert, um dort abgebaut zu werden (MURRAY et al., 2009).

Weitere Molekiile sind als sogenanntes backbone (Grundgeriist) zur Bindung von frei-
en Fettsduren moglich. Sehr viele Lipidklassen nutzen hier Glycerol und werden da-

her zu den Glycerolipiden gezéhlt. Entsprechend der Anzahl der kovalent gebundenen
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Fettsdurereste, werden sie als Mono- (n = 1, MAG), Di- (n = 2, DAG) oder Triacyl-
glyceride (n = 3, TAG) bezeichnet (Abb. 1.1 ¢)). Die TAGs stellen dabei die grofte
Klasse der Speicher- bzw. Reservelipide, wihrend DAGs und MAGs eher als Boten-
molekiile fungieren (HORN, 2009).

Ebenfalls zu den Glycerolipiden gehort ein Grofteil der Phosphatidsidurederivate oder
auch (Glycero-)Phospholipide (Abb. 1.1 d)), die zwei Fettséurereste binden und eine
Kopfgruppe an der Sn3-Position (engl. stereospecific numbering) des Glycerolmole-
kiils aufweisen, die aus einem phosphorylierten Alkohol besteht (z.B. Cholin, Inositol
oder Ethanolamin) (CHOWDHURY et al., 2014; BERG et al., 2013). Diese Lipidklassen
stellen einen Grofteil der Lipide, die zum Aufbau der Zellmembran bendtigt werden
und gehoren damit zu den Strukturlipiden (BERG et al., 2013).

Bildet ein Sphingosin-Molekiil das Grundgeriist, spricht man von Sphingolipiden, die
sich unter anderem in Ceramide und Sphingomyeline unterteilen. Sphingomyeline un-
terscheiden sich dabei nur durch die zuséatzliche phosphorylierte Kopfgruppe von den
Ceramiden (Abb. 1.1 e)). Angehorige beider Klassen nehmen neben der Aufgabe als
Membranbausteine Einfluss auf Zellkommunikation, Zellwachstum sowie apoptotische
Prozesse (Zelltod) (WATSON, 2006).

Insbesondere bei den Phospholipiden treten Unterklassen auf, wie etwa die Lyso-
phospholipide, die statt der moglichen zwei Fettsdurereste nur einen an der Snl-
Position gebunden haben, sowie Etherphospholipide (z.B. Plasmalogene), deren Sn1-
Fettsaurerest nicht iiber eine Esterbindung, sondern eine Etherbindung mit dem back-
bone-Molekiil verbunden ist. Somit kénnen sich Lipidspezies (teilweise auch derselben
Klasse) deutlich in ihren physikalischen Eigenschaften und ihren biologischen Effekten
unterscheiden (CAMPBELL & FARRELL, 2005).

Lipide haben eine bedeutende Rolle in Zellen, Geweben und der Organphysiologie.
Dariiber hinaus sind Lipidkonzentrationen stark reguliert. Dies gilt sowohl raumlich
als auch zeitlich (WENK, 2005).

Durch die Entwicklung modernerer, hochauflosender Methoden hat auch die Erfor-
schung der Lipide in den letzten Jahren eine deutliche Entwicklung durchgemacht,
die dazu fiihrt, dass Lipidkonzentrationen sowie -kompositionen in Experimenten und

Studien besser adressiert werden konnen.
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Abbildung 1.1: Allgemeine Strukturformeln der hiufigsten Lipidklassen. a)
zeigt die allgemeine Strukturformel einer (ionisieren) Fettsdure, b) ein Cholesterolester,
bei dem R die Position einer Fettsdure markiert, c) in Abhangigkeit der Anzahl der
Fettsduren an den Verkniipfungspunkten Ri, Ry und Rj die Struktur von Mono-, Di-
und Triacylglyceriden, d) die Struktur der hdufigsten Phosphatidsaurederivate mit Ry
und Ry als Platzhalter fiir Fettsduren und Rk als Platzhalter fiir eine der angegebenen
Kopfgruppen und e) die allgemeine Struktur eines Sphingomyelins. (Abbildung geén-
dert nach BERG etal., 2013, mit ChemDraw Professional 15.0.0.106, PerkinElmer Inc.
(Waltham, USA))
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1.1.3.2 Lipidomics

Eine dieser modernen Techniken, die Zugang zu einem besseren Verstindnis des Zu-
sammenspiels der Lipide und dem (menschlichen) Metabolismus liefern sollen, sind
die Lipidomics. Es handelt sich dabei um eine spezielle Teilmenge der Metabolomics
(Abb. 1.2), die sich mit der systematischen Charakterisierung von Lipiden und ihrer
Stoffwechselprodukte, sowie ihrer Funktion in einem biologischen System beschéftigt
(WENK, 2005; WATSON, 2006).

Metabolit < Protein <——— RNA «<— DNA
Zucker Lipide Toxine v.a.
Transcriptomics Genomics
Lipido
Isolierung  Identifizierung Analyse

Abbildung 1.2: Lipidomics im Kontext der Omics-Familie. Lipidomics gehort
als spezifische Untergruppe zu den Metabolomics, der Messung und Analyse von Me-
taboliten, zu denen neben den Lipiden auch Kohlenhydrate, Toxine und weitere Un-
tergruppen gehoren. Lipidomics umfassen dabei die Isolierung, Messung und Analyse
der Lipide im Medium, wobei sich letzteres teilweise mit den Proteomics iiberschneiden
kann, indem Kandidatenenzyme und -proteine betrachtet werden. (Abbildung gedndert
nach WENK, 2005)

Dabei ist zu beachten, dass im Gegensatz zu dem ebenfalls hiufig addressierten Ge-
nom und Proteom (iiber Genomics und Proteomics), das Metabolom und in diesem
speziellen Fall das Lipidom die Endprodukte der Stoffwechselwege abbilden und da-
mit die Effekte von posttranslationeller Regulation beriicksichtigen (WATSON, 2006).
Die Verfahren basieren meist auf einer massenspektrometrischen Messung, der mitun-
ter ein chromatographisches Trennsystem vorausgeht, und werden sowohl fiir tierische
als auch pflanzliche Proben verwendet, wobei die Proben sowohl aus Blutserum bzw.
-plasma als auch aus Gewebeschnitten oder subzelluldren Kompartimenten bestehen
konnen (NAM etal., 2015; HORN & CHAPMAN, 2012). Das so erfasste Lipidprofil
(oder auch Lipidom) ermdglicht dabei die Identifizierung der in der Probe vorhande-

nen Lipidspezies, teilweise bis hin zu den anhingenden Fettsdureresten.
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In der Medizin und den Lebenswissenschaften hat sich der Fokus insbesondere auf
die Untersuchung des Plasma- bzw. Serumlipidoms gelegt, da iiber das Blut nicht nur
das zirkulierende System sondern auch periphire Gewebe addressiert werden kénnen.
Lipidomics des Blutes sollten es also ermoglichen den metabolischen Status eines
Individuums allgemeiner zu charakterisieren (PURI et al., 2012; QUEHENBERGER &
DENNIS, 2011). Dadurch bieten Lipidomics auch einen vielversprechenden Ansatz fiir
Wirkstoff- und Biomarkeretablierung (WENK, 2005).

1.1.3.3 Lipide im Blut

Da die meisten Lipide wasserunléslich sind, verlduft der Transport im zirkulierenden
System unter anderem iiber Lipoproteine. Dabei handelt es sich um eine meist sehr
diverse Anhdufung von verschiedensten Lipidspezies und (Apolipo-)Proteinen, die
sich im Blut durch ihre chemischen Eigenschaften zu mizellendhnlichen Partikeln zu-
sammenschlieffen und anhand ihrer physikalischen Dichte grob klassifiziert werden. In
den letzten Jahrzehnten wurden daher die Lipoproteine hoher und niederiger Dichte
(inkl. ihrer Abstufungen) sowie das Gesamtcholesterin als Stellvertreter fiir die Lipide
im Blut untersucht.

Mit dem Fortschritt der Technik und der Analyse des Lipidoms auf molekularer Ebe-
ne kann dabei nicht nur die grofse Diversitit der Lipide adressiert werden, sondern
auch genauer die Komposition der Lipidspezies und deren Verdnderung unter ver-
schiedensten Bedingungen untersucht werden (MIAO et al., 2015).

Dabei muss beachtet werden, dass das Lipidom nicht allein durch die Aufnahme von
Nahrung bestimmt wird, sondern sich aus dem Konsum lipidhaltiger Nahrung und
den Produkten des endogenen Metabolismus zusammensetzt, wobei letzterem eine
grofere Rolle beigemessen werden muss (PARKS & HELLERSTEIN, 2000). Zudem
setzt sich der Anteil der aus der Nahrung stammenden Lipidspezies zum Grofteil aus
Triacylglyceriden (TAG) zusammen. Diese durchlaufen metabolische Prozesse, ehe
sie iiberhaupt ins zirkulierende System gelangen, sodass der stattfindende Umbau zu
Fettsauren, sowie deren Transport und die Speicherung diejenigen Faktoren sind, die
einen mafgeblichen Einfluss auf die Energiehomdostase haben (WENK, 2005).

Uber die Komposition des Lipidoms und interventions- oder krankheitsbedingte An-
derungen konnen zudem neue Erkenntnisse des Metabolismus der Lipide erlangt und
Verkniipfungen untersucht werden, die zu einem besseren Verstdndnis spezifischer
Erkrankungen fiihren und vielleicht auch fiir diagnostische Zwecke genutzt werden
konnen (JOVE etal., 2014; MEIKLE et al., 2011). So zeigten FAROOQUI et al. (1997)
und MURPHY et al. (2000), dass die Konzentrationen von Etherlipidklassen reduziert

sind in Alzheimerpatienten und Menschen mit Trisomie 21 (Down-Syndrom). Eine
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australische Arbeitsgruppe sieht zudem negative Assoziationen mit Fillen von Diabe-
tes Typ 2 und koronaren Herzkrankheiten (MEIKLE et al., 2013, 2011). Als mogliche
Erkldrung sehen sie, wie auch WALLNER & SCHMITZ (2011) beschreiben, die Féhig-
keit der Etherlipidklassen als Antioxidantien in Membranen und Lipoproteinen zu
wirken, indem die Etherbindung iiber reaktive Sauerstoffspezies (oxidativer Stress)
oxidiert werden kann (FORD, 2010; SKAFF et al., 2008).

Ebenso wurden Anderungen im Lipidprofil mit Adipositas und metabolischen Erkran-
kungen wie dem metabolischen Syndrom, Arteriosklerose und weiteren kardiovasku-
laren Erkrankungen assoziiert (PIETILAINEN etal., 2007; JOVE etal., 2014; YANG
etal., 2004). In der Australian Diabetes, Obesity and Lifestyle-Studie konnte iiber
den Einschluss von spezifischen Lipidspezies die Risikoschitzung fiir die Entwicklung
eines Diabetes Typ 2 signifikant verbessert werden (WONG et al., 2013), was auch von
anderen Studiengruppen bestétigt werden konnte (FLOEGEL et al., 2012; RHEE et al.,
2011). WENK (2005) fasst es dahingehend zusammen, dass Lipide als Lipidmediatoren
agieren konnen, so wie Ceramide zum Beispiel apoptotische Prozesse triggern kénnen
und fiir Lysophosphatidylchloline mitogene Eigenschaften nachgewiesen wurden, die
entsprechend zur T-Zell-Aktivierung fiihren.

Mehrere Studien konnten bestétigen, dass Lysophospholipide das Immunsystem be-
einflussen (GRALER & GOETZL, 2002; HEIMERL et al., 2014; SIGRUENER et al., 2014),
wobei Lysophospholipide als antiinflammatorisch charakterisiert werden und entspre-
chend sinkende Konzentrationen mit einer proinflammatorischen Antwort verkniift
wurden. SIGRUENER et al. (2014) identifiziert hierbei explizit spezifische Lysophos-
phatidylcholine.

Zu vernachlassigen ist hierbei auch nicht, dass Fettsduren die Vorstufe bereits be-
kannter, biologisch aktiver Lipide wie den Icosanoiden (z.B. Prostaglandinen und
Leukotrinen) sind, die ebenfalls als Immunmodulatoren und Neurotransmitter wir-
ken (WENK, 2005).

1.1.3.4 Lipidabhingige Pathomechanismen

Da Lipidomics erst seit 2003 untersucht werden, fehlt das fundierte Wissen iiber die
mechanistischen Hintergriinde der beschriebenen Zusammenhange derzeit fast vollig
(HAN, 2016). Insbesondere gilt dies auf der Ebene einzelner Lipidspezies. Betrach-
tet man zum Beispiel die in Studien und Experimenten nachgewiesene Verkniipfung
von Insulinresistenz und (freien) Fettsduren, geht man inzwischen davon aus, dass
abhéingig von der Kettenlinge der Fettsduren der Insulin-Signalweges inhibiert wird

(ESTADELLA et al., 2013), dennoch ist das Wirkprinzip noch nicht gentigend unter-
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sucht und verstanden, um einen Mechanismus benennen zu kénnen (UNGER, 2010).
Die Rolle einzelner Lipidklassen bleibt sogar vollig unklar (HAN, 2016).
Drei Konzepte werden jedoch im Zusammenhang mit Lipiden immer wieder in der

Literatur genannt und kénnten die Basis lipidabhédngiger Pathomechanismen bilden:
e Lipotoxizitéit,
e Lipoperoxidation,
e Lipoapoptose.

Bei der Lipotoxizitdt handelt sich um ein Ungleichgewicht der Lipidproduktion bzw.
-aufnahme und des Lipidverbrauchs bzw. -transports in Organen und Geweben, die
nicht fiir die Lipidspeicherung vorgesehen sind. Insbesondere sind die Nieren, das
Herz, die Leber und Muskelzellen durch die vermehrte Akkumulation von Lipiden
betroffen, wobei Diacylglyceride und Ceramide die verherrschenden Klassen in lipo-
toxischen Zellen zu sein scheinen (KUSMINSKI et al., 2009). ESTADELLA et al. (2013)
beschreiben dabei wie gesittigte und trans-Fettsduren aus der Nahrung die Lipotoxi-
zitdt in Zellen und damit auch die Entstehung von metabolischen und degenerativen
Erkrankungen fordern konnten. Sie sehen dabei eine Ursache darin, dass der lipo-
toxische Zustand die eng miteinander verkniipften Lipid-Signalwege stéren wiirde.
Ebenfalls scheinen lipotoxische Zellen vermehrt unter ER-Strefs (endoplasmatisches
Retikulum) zu stehen (WEI et al., 2007).

Eine Folge und ein weiteres lipidabhédngiges Konzept ist die Lipoapoptose. Dabei ist
der programmierte Zelltod (Apoptose) gemeint, der durch eine hohe Lipidkonzentra-
tion innerhalb der Zelle ausgeldst wird (UNGER et al., 2010; KUSMINSKI et al., 2009).
Die Lipoperoxidation ist die oxidative Degradation von Lipiden, die durch freie Ra-
dikale (z.B. bei ROS-(Reaktive Sauerstoffspezies)-induziertem Strefs) ausgelost wird,
die extrem reaktiv sind und einen Elektronenaustausch mit dem Lipid erzwingen. Dies
fiihrt, da Lipide Grundbaustein jeder Membran sind, zu Zellschidden und Funktions-
beeintrichtigungen wie etwa beeintrachtigte strukturelle Integritdt und verminderte
Fluiditét bzw. Permeabilitdt der Membran (ESTADELLA et al., 2013). Zudem handelt
es sich um eine Kettenreaktion, da die entstehenden Lipidperoxide wiederum extrem
reaktiv sind. Die Reaktion bricht erst bei hohen Konzentrationen der Lipidperoxi-
de oder durch den Einsatz von Antioxidantien (z.B. Vitamin C/Ascorbinsdure und
Vitamin E/Tocopherol) ab. Lipoperoxide stehen zudem unter dem Verdacht sowohl
mutagen als auch karzinogen zu wirken (MARNETT, 1999).

Interessanterweise konnten NAKBI et al. (2010) bereits zeigen, dass Nahrungsfette die
Anfilligkeit der Zellen fiir ROS-induziertem Streff modulieren kénnen, moglicherwei-

se indem die Zusammensetzung der Membranen beeinflusst wird. Damit konnte auch
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die Anfilligkeit fiir Lipoperoxidation beeinflusst werden. Das Lipoapoptose und Lipo-
peroxidation zusammenhéngen, konnte von JAESCHKE (2011) nachgewiesen werden,
indem er zeigt, dass gesittigte Fettsduren in Hepatozyten Apoptose auslosen, was
gleichzeitig zu ROS-induziertem Strefs fiihrt. Dies fiihrt zu einer héheren Rate von
Lipoperoxidation, was zu weiteren Zellschiden und Zellsterben fithren kann.

Interessant ist ebenfalls, dass bereits gezeigt werden konnte, dass Lipide auch einen
Einfluss auf die Zusammensetzung und Gesundheit des Darmmikrobioms haben (CA-
NI etal., 2007; DE WIT etal., 2012), sodass iiber lipidinduzierten Mechanismen im
Mikrobiom auch der Metabolismus des Wirtsorganismus beeinflusst werden kdnnte.

Das Mikrobiom wird in dieser Arbeit jedoch nicht weiter betrachtet.

1.1.4 Fettgewebe als endokrines Organ

Das Fettgewebe spielt eine bedeutende Rolle fiir die Energiehomdostase und den
Lipidstoffwechsel. Dabei ist die Auffassung, dass das Fettgewebe nur zur Energie-
speicherung und Energiebereitstellung dient, ldngst iiberholt und seine Funktion als
endokrines Organ riickt stérker in den Fokus (KERSHAW & FLIER, 2004).

1.1.4.1 Charakterisierung

Im Allgemeinen ist mit dem Fettgewebe das weilse oder univakuolire Fettgewebe ge-
meint, dass in allen Vertebraten vorkommt. Bei vielen Sidugetieren ist zudem noch
das braune oder plurivakuolédre Fettgewebe zu finden, welches sich durch einen unter-
schiedlichen zelluldren Aufbau und seine Funktion in der Thermogenese, sowie seine
sehr spezifische Lokalisation vom weifen Fettgewebe abgrenzen lésst.

Das weife Fettgewebe (WAT) besteht aus Adipozyten und der sogenannten stroma-
vaskuldren Fraktion, die sich wiederum aus sehr heterogenen Zelltypen wie Praadi-
pozyten, Immunzellen (u.a. Leukozyten, Monozyten, Makrophagen und T-Zellen),
Endothelzellen sowie Fibroblasten, Fibrozyten und mesenchymalen Stammzellen zu-
sammensetzt (WILLIAMS & FRUHBECK, 2009; MCARDLE etal., 2013). Beide Be-
standteile, sowohl Adipozyten als auch die Mitglieder der stroma-vaskuldren Funk-
tion, regulieren iiber Faktoren, die sie exprimieren und/oder sezernieren, endokrine
Funktionen. Beispiele fiir diese sogenannten Adipokine sind etwa Leptin, Resistin,
Adiponectin und Zytokine wie TNFa und verschiedene Interleukine (KERSHAW &
FLIER, 2004).

Anhand seiner Lokalisation kann das WAT - neben kleineren Depots - nochmals in
zwei Hauptkompartimente, das subkutane und intraabdominelle (viszerale) Fettge-

webe unterteilt werden. Dabei galt das viszerale Fett lange Zeit als Schutzschicht der
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inneren Organe (lat. viscera = Eingeweide) und das subkutane Fettgewebe (lat. sub =
unter, cutis = Haut) als priméres Reservedepot. Studien und Experimente der letzten
Jahre zeigen aber deutlich, dass sich beide Depots auch in ihrer endokrinen Funktion
unterscheiden und dass die Betrachtung des Fettgewebes als Gruppe von homologen,
endokrinen Organen der Zusammenfassung zu einem einzelnen endokrinaktiven Or-
gan vorzuziehen sei (KERSHAW & FLIER, 2004). Unterstiitzt wird diese Hypothese
von der Identifikation einer viszeralen Adipositas als unabhingigem Risikofaktor fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen und Diabetes Typ 2 (KLOTING etal., 2007). Im Ge-
gensatz dazu scheint eine subkutane Adipositas teilweise das metabolische Profil zu
verbessern (KIM et al., 2007).

1.1.4.2 Hypertrophie und Hyperplasie des weiften Fettgewebes

Um die Effekte einer isokalorischen, fettreichen Ernidhrungsform von einer hyper-
kalorischen Di&t unterscheiden bzw. diese vergleichen zu kénnen, muss zunédchst ge-
klart werden, wie sich ein Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und -verbrauch
auf das Fettgewebe auswirkt, wobei im Hinblick auf diese Arbeit nur die positive
Energiebilanz beriicksichtigt wird. Um die Energiehomoostase auszugleichen wird die
iiberschiissige Energie in Form von Triacylglyceriden gespeichert und zur Lagerung
zum Fettgewebe transportiert. Dieses reagiert mit zwei Mechanismen auf die Zufuhr
von Speicherlipiden: Die Hypertrophie und die Hyperplasie (GANTEN & RUCKPAUL,
2006). Mit der Hyperplasie ist die Vermehrung der Adipozyten und damit das Wachs-
tum in der Zellanzahl gemeint, wihrend die Hypertrophie die Vergroferung der Zellen
und damit das Wachstum im Zellumfang beschreibt.

Die Fahigkeit zur Hyperplasie hangt dabei von der Anzahl der vorhandenen Stammzellen-
bzw. Priaadipozyten ab und unterscheidet sich zwischen subkutanem und viszeralem
Fettdepot (JO et al., 2009).

Wie JERNAS etal. (2006) bereits 2006 zeigte, fithrt insbesondere die Hypertrophie
zu einem verdnderten Sekretionsmuster der Adipozyten zugeordneten Adipokine, die
wiederum auch eine Signalkaskade in der stroma-vaskulidren Fraktion auslosen. Als
Folge kommt es zur Infiltration des Fettgewebes durch proinflammatorische (M1-
polarisierte) Makrophagen ins Fettgewebe, die die bereits anlaufende Entziindungs-
reaktion des Fettgewebes weiter verstirken, indem weitere Zytokine sezerniert werden
(WENTWORTH et al., 2010; OH et al., 2011).

Als Beispiel ist hier das proinflammatorische Interleukin 6 (IL6) zu nennen, das unter
anderem auch als Antagonist des Insulin-Signalwegs wirkt (DE MELLO et al., 2009).
Ebenfalls konnte mehrfach gezeigt werden, dass MCP1 (auch CCL2, Monozyten-

chemoattraktives Protein 1) und sein Rezeptor C-C motif chemokine receptor 2
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(CCR2) vermehrt im Fettgewebe von adipdsen Probanden sezerniert werden und da-
mit die Makrophageninfiltration weiter begiinstigen (KANDA et al., 2006; WEISBERG
et al., 2006; GOGEBAKAN et al., 2015).

KIM et al. (2007) verweist in diesem Zusammenhang darauf, dass Adipozyten, die ihr
maximales Fassungsvermogen erreicht haben, zudem apoptotisch werden kénnen und
so ebenfalls Makrophagen rekrutieren wiirden.

Die hier beschriebenen Verdnderungen im Fettgewebe werden in der Medizin unter
dem Begriff der chronischen, subklinischen Inflammation zusammengefasst, die unter
anderem auch als Verkniipfungspunkt zwischen Adipositas und Insulinresistenz gilt
(XU etal., 2003; WEISBERG et al., 2003; LUMENG et al., 2007).

1.1.4.3 Toll-like receptors und Inflammasom

Die chronische, subklinische Inflammation wird mafsgeblich durch zwei Signalwege in-
itiiert - den der Toll-like receptors (TLRs) und den des Inflammasoms. Beide gehoren
dem angeborenen bzw. unspezifischen Immunsystem an und bedingen gemeinsam die
Zytokinausschiittung im Fettgewebe.

TLRs sind Oberflachenrezeptoren und werden zum Grofsteil von mononukleédren Pha-
gozyten (z.B. Makrophagen) und dendritischen Zellen exprimiert. Derzeit sind zehn
Versionen dieser Rezeptorfamilie bekannt, wobei sie in ihrer Substratspezifitit diver-
gieren. Als Liganden werden sowohl PAMPs (Pathogen-assoziierte molekulare Muster,
z.B. Lipoproteine und Lipopolysaccharide) und DAMPs (Schaden-assoziierte mole-
kulare Muster) als auch NEFAs (freie, unveresterte Fettsduren) genannt (SUERBAUM
etal., 2012).

Der iiber die TLRs aktivierte Signalweg fithrt zur Phosphorylierung von IkBa ( Nucle-
ar factor "kappa-light-chain-enhancer” of activated B cells inhibitor alpha), den In-
hibitor von NF&B (Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer"” of activated B-cells),
wodurch NFxB in den Zellkern translozieren und als Transkriptionsfaktor aktiv wer-
den kann. Zu den Zielgenen dieses Transkriptionsfaktors, von denen es iiber 100 gibt,
gehoren Zytokine, Chemokine (z.B. TNFa [Tumornekrosefaktor alpha])und Interfero-
ne. Darunter befinden sich auch die inaktiven Formen der Interleukine 15 (pro-IL15),
18 (pro-IL18) und 33 (pro-IL33) (KAYSER et al., 2014).

PAMPS, DAMPS und NEFAS aktivieren gleichzeitig zu den TLRs auch das In-
flammasom. Dabei handelt es sich um einen zytosolischen Proteinkomplex haupt-
sichlich bestehend aus ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD), NALP3 (NACHT, LRR and PYD domains containing protein 8) und pro-
Caspasel(«) (MARTINON etal., 2002). NALP3 wirkt in diesem Komplex als Sen-
sor, ASC als Adapter und proCaspasel als Effektormolekiil. Durch die Aktivierung
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des Proteinkomplexes wird Caspasel abgespalten und kann dann wiederum prollL15,
prolLL18 und prolL33 in ihre aktiven Formen IL1/, IL18 und IL33 iiberfiihren (KAY-
SER et al., 2014).

Wie SUERBAUM et al. (2012) erlautern, stimuliert dann 1118 T-Helferzellen vom Typ
1 (u.a. T-Lymphozyten- und Makrophagen-Aktivierung) und IL33 T-Helferzellen vom
Typ 2 (B-Lymphozyten-Aktivierung). Infolgedessen werden weitere Entziindungspro-
zesse angeregt.

Eine schematische Darstellung beider Signalwege ist in Abbildung 1.3 dargestellt.

NEFA

<« [PAMP| |DAMP
TLRs Extrazellularraum

Zytoplasma

Inflammasom
Caspasel

............

...........

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des TLR-Signalwegs und des In-
flammasoms. PAMP - Pathogen-assoziierte molekulare Muster; DAMP - Schaden-
assoziierte molekulare Muster; NEFAs - freie, unveresterte Fettsiduren; TLR - Toll-like
receptors; P - Phosphor; IkB(a) - Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer” of ac-
tivated B cells inhibitor (alpha); NF&kB - Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer”
of activated B-cells; IL - Interleukin; TNF« - Tumornekrosefaktor alpha; proX - inak-
tive Form von X; ASC - Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD:;
NALP3 - NACHT, LRR and PYD domains containing protein 3. (Abbildung gedndert
nach KAYSER etal., 2014)

Trotz der offensichtlich iiberwiegend negativen Auswirkungen einer exzessiven Fett-
gewebsakkumulation, sollte auch beachtet werden, dass das gegenteilige Extrem eines

Fettgewebsmangels (Lipodystrophie) ebenso negative Auswirkungen auf den Meta-
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bolismus hat und damit ein ebensolches medizinisches Problem darstellt (KERSHAW
& FLIER, 2004; GRUNDY, 2011).

1.2 Zusammenspiel von Ernidhrung und Genetik

1.2.1 Zwillingsstudien

Das humane (haploide) Genom besteht etwa aus 3,3 Mrd. Basenpaaren und umfasst
nach neueren Schitzungen etwa 25000 Gene (KLUG etal., 2007). Interessanterweise
unterscheiden sich dabei zwei menschliche Individuen nur in etwa 0,1 % ihres Genoms
(ALBERTS et al., 2012).

Ein Sonderfall sind monozygote Mehrlinge, die durch die Entstehung aus einer einzel-
nen befruchteten Zygote theoretisch genetisch identisch sein miissten. Zwar konnten
unter anderem BRUDER ef al. (2008) und KAMINSKY et al. (2009) anhand von eineii-
gen Zwillingen bereits zeigen, dass diese Aussage nicht exakt zutrifft, dennoch sind
sich die Genome monozygoter Mehrlinge deutlich dhnlicher, als dies fiir die Genome
polyzygoter Mehrlinge gilt, die aus mehreren befruchteten Zygoten entstehen und
damit eher den Status von Vollgeschwistern haben.

Zu unterscheiden ist hier auch noch einmal das Genom von dem diploiden Chromo-
somensatz, der bei monozygoten Mehrlingen von den Eltern identisch vererbt wird,
wihrend bei polyzygoten Mehrlingen der Chromosomensatz im Mittel nur zu 50 %
deckungsgleich ist.

Trotz der beschriebenen Unterschiede im Genom sind Studien an humanen Mehrlin-
gen seit Jahrzehnten ein etabliertes Aquivalent zu Zuchtstudien in Modellorganismen
wie Taufliegen, Zebrafischen, Mausen und Ratten. Entsprechend der relativ geringen
Wahrscheinlichkeit fir Mehrlinge hoherer Ordnung (> 3), werden dabei Zwillings-
studien bevorzugt, die entweder monozygote Zwillinge innerhalb der Paare oder aber
monozygote Zwillinge mit dizygoten Zwillingen vergleichen.

Der Vorteil gegeniiber Studien in einer zuféllig gewdhlten Stichprobe der Bevilkerung
ist dabei, dass sowohl mono- wie dizygote Zwillinge unabhingig von der Genetik in
den meisten Fillen einen Grofsteil ihrer Umwelt teilen und damit die Verzerrung durch

unweltbedingte Faktoren minimiert wird.

1.2.2 Erblichkeit (Heritabilitét)

Die Zwillingsstudien bieten neben der generationsiibergreifenden Betrachtung von
Familienstammbéumen einen Ansatz zur Schitzung von Erblichkeiten. Die (allge-
meine) Erblichkeit oder Heritabilitdt ist dabei zundchst definiert als der Anteil der
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Varianz eines Merkmals, der iiber additive genetische Effekte determiniert ist und
zur phanotypischen Variation fiithrt. Sie beschreibt dagegen nicht zu welchem Anteil
ein Merkmal genetisch oder der Phianotyp durch den Genotyp bestimmt wird (KLuG
et al., 2007). Zudem ist die Schitzung begrenzt auf die untersuchte Population in der
untersuchten Umgebung und lésst sich nur bedingt auf die Grundgesamtheit {iber-
tragen.

Schétzungen der Vererbarkeit werden schon seit Jahrzehnten durchgefiihrt, wobei die
addressierten Merkmale inzwischen vom makroskopischen (z.B. Korpergrofe) zum
submikroskopischen (z.B. einzelne Metabolitkonzentrationen) tendieren.

Fiir einige Merkmale wie die Korpergrofe eines Menschen konnte bereits in verschie-
denen Populationen und unter unterschiedlichen Bedingungen eine relativ stabile
und starke Erblichkeiten nachgewiesen werden (SILVENTOINEN etal., 2003). Eben-
falls scheinen die Konzentrationen der Lipoproteine geringer Dichte (LDL) und hoher
Dichte (HDL) vererbbar zu sein (BEEKMAN et al., 2002; DESPRES et al., 1988). Fiir
Merkmale wie etwa die Konzentrationen einzelner molekularer Lipidspezies sind dage-
gen Heritabilitdten bisher nicht griindlich untersucht worden und daher - insbesondere

im Menschen - fast vollig unbekannt.

1.2.3 Nutrigenetik /Nutrigenomik

Mit wachsendem Verstdndnis der genetischen Grundlage, haben sich als zwei Dis-
ziplinen in den Lebenswissenschaften die Nutrigenetik und die Nutrigenomik her-
ausgebildet, die das Ziel haben das Zusammenspiel von Erndhrung und Genetik zu
untersuchen und besser zu verstehen.

Die Begriffe Nutrigenetik und Nutrigenomik sind jedoch in der Fachwelt derzeit noch
nicht bijektiv definiert und voneinander abgegrenzt. Verschiedene wissenschaftliche
Disziplinen verstehen unter den Begriffen teilweise sehr unterschiedliche Zusammen-
hinge oder nutzen sie auch als Synonym fiireinander, daher soll fiir diese Arbeit
folgende Definitionen nach HALLER et al. (2013) festgelegt werden:

1. Nutrigenetik: Nutrigenetik beschreibt den Zusammenhang von Erndhrung
und dem genetischen Hintergrund auf Ebene der Gene, SNPs (Einzelnukleotid-

Polymorphismen) und Genvarianten.

2. Nutrigenomik: Nutrigenomik beschreibt den Zusammenhang von Erndhrung

und dem genetischen Hintergrund auf Ebene der Genexpression.

Die Nutrigenomik wihlt daher einen eher systembiologischen Ansatz, um das Zusam-
menspiel von Erndhrung und Metabolismus zu verstehen. Der Ansatz der Nutrigene-

tik ist dagegen eher der Populationsgenetik und -6kologie zuzuordnen.
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollen zwei Gesichtspunkte untersucht werden. In den vorangegange-
nen Abschnitten wurde bereits beschrieben, dass der Einfluss des Makronahrstoffes
Fett - insbesondere bei einer zum Bedarf isokalorischen Erndhrung - noch nicht hinrei-
chend untersucht wurde, um zu kliren, wie und inwieweit eine fettbetonte Erndhrung
Einfluss auf den menschlichen Metabolismus nimmt. Der biologische Schwerpunkt
dieser Arbeit wird dem entsprechend auf dem Einfluss einer solchen Erndhrungsform
auf verschiedene Teile des Metabolismus (metabolische Marker, Transkriptom, Lipi-
dom) liegen, wobei auch nutrigenetische bzw. nutrigenomische Effekte beriicksichtigt
werden kénnten.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit befasst sich mit der addquaten Datenverarbei-
tung. Durch die Entwicklung immer leistungsfédhigerer und hochauflésender Messme-
thoden wie den verschiedenen omics-Messverfahren nimmt die Grofse der Informati-
onsmenge, die man aus einer Probe gewinnen kann, stetig zu, wiahrend die Entwick-
lung von Verfahren zur Auswertung und die Interpretation der Daten beziiglich ihrer
Relevanz deutlich dahinter zuriickbleibt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher
mathematische und statistische Verfahren zu etablieren, die den Umgang mit grofen
Datensétzen ermoglichen, wie sie in klinischen Studien generiert werden.

Die NUtriGenomic Analysis in Twins-Studie (kurz NUGAT-Studie) ist eine sequenti-
elle Erndhrungsinterventionsstudie in Zwillingen, bei der grofte Datensétze in Abhén-
gigkeit von einer Umstellung auf eine dem Bedarf angepasste, fettreiche Erndhrung
generiert wurden, die sowohl metabolische als auch transkriptomische und lipidomi-
sche Informationen enthalten. Sie eignete sich damit als Grundlage fiir diese Arbeit.
Die Analyse der Daten sollte dabei insbesondere unter folgenden Fragestellungen

vorgenommen werden:

1. Zeigen sich nach der Erndhrungsumstellung auf eine Hochfettdiét spezifische
Antwortmuster metabolischer, transkriptomischer oder lipidomischer Art? Wenn
ja, konnen diese Antwortmuster miteinander zu einem allgemeineren Antwort-

muster verkniipft werden?

2. Lassen sich verschiedene Antworttypen auf die Erndhrungsumstellung identifi-

zieren? Wenn ja, wie konnen diese Antworttypen charakterisiert werden?

3. Welche Verfahren eignen sich, um die oben genannten, biologischen Fragestel-

lungen zu realisieren?

Die erste Frage ist dabei auf eine Verkniipfung der einzelnen Subsysteme ausgerich-

tet, wihrend die zweite Frage die individuellen Unterschiede der Probanden, z.B. als
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Responder/Non-Responder-System, fokussiert. Die dritte Fragestellung zielt auf die
Wahl der Verfahren ab.

1.4 Bisherige Ergebnisse der NUGAT-Studie

Zu der Studie, die dieser Arbeit zugrunde liegt, erschien bereits 2013 die Dissertati-
onsschrift von Frau A.-C. Seltmann (SELTMANN, 2013), sodass kurz auf das Ziel und
einen Teil der Ergebnisse dieser Arbeit eingegangen werden soll, da sie als Grundlage
fiir weiterfithrende Analysen der vorliegenden Dissertationsschrift dienten.

Ziel der Arbeit war es den Einfluss einer zum Bedarf isokalorischen, fettbetonten
Didt bei gesunden Zwillingen auf metabolische, hormonelle sowie immunologische
Antworten im Vergleich zum FEinfluss einer ebenfalls zum Bedarf isokalorischen, koh-
lenhydratreichen Didt zu untersuchen und dabei eine genetische Determination dieser
Verdnderungen zu beriicksichtigen. Ebenfalls gehorte zu der Arbeit ein Grofsteil der
labortechnischen Analyseverfahren und damit die Generierung der Daten, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

1.4.1 Einhaltung der Diaten

Eine wichtige Teilanalyse in SELTMANN (2013) fiir die vorliegende Arbeit befasste
sich dabei mit dem Vergleich der Makronahrstoffzusammensetzung der Didten. Um
Aussagen tiber die Auswirkungen einer iiberwiegend geséttigten Hochfettdiét treffen
zu konnen, muss und musste zundchst gezeigt werden, dass die Probanden die Vor-
gaben in den einzelnen Phasen der Studie eingehalten hatten. In SELTMANN (2013)
wurde dazu die tatsichlich im Mittel konsumierte Makronéhrstoffzusammensetzung
der einzelnen Studienphasen mit den Vorgaben des Studiendesigns, wie in Kapitel
2.2.4 niher erldutert, verglichen (Tab.1.1).

Die Zusammensetzung der tatsichlich konsumierten Didten wurde dabei anhand der
Erndhrungsprotokolle und der Nahrwertangaben der bereitgestellten Lebensmittel
mittels PRODI 4.5. LE 2001 Expert (Firma Nutri-Science, Hausach) berechnet.
SELTMANN (2013) konnte zeigen, dass die maximale mittlere Abweichungen vom
Sollwert bei 2,5 % (Kohlenhydrate, freie Phase wihrend der fettreichen Intervention)
lag.

Damit ist auch fiir die vorliegende Arbeit eine Analyse der Daten unter dem Gesichts-
punkt, die Ergebnisse hinsichtlich eines Wechsels zu einer Hochfettdidt zu untersu-

chen, gerechtfertigt.
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Tabelle 1.1: Vergleich der Zusammensetzung der Makronihrstoffe mit den
Studienvorgaben. Dargestellt ist die durchschnittliche Aufnahme der Makrondhrstoffe
(Kohlenhydrate, Fett, Protein) fiir die beiden Didten. Unterschieden wird zusétzlich fiir
die freie Erndhrung in den Wochen 1 bis 5 und 8 bis 11 und den supplementierten
Wochen 6, 7 und 12. Werte als arithmetisches Mittel, n—=92. (Tabelle geéndert nach

SELTMANN, 2013)

Standardisierung (LFD)

Intervention (HFD)

Woche | Woche Woche | Woche

Vorgabe 1.5 6 Vorgabe 8-11 7 & 12
Kohlenhydrate [%)] 55,0 54,3 55,9 40,0 42.5 41,2
Fett [%] 30,0 29,0 30,2 45,0 42,7 46,6
Protein |%)] 15,0 16,4 15,7 15,0 15,7 14,5

1.4.2 Weitere Ergebnisse

In SELTMANN (2013) wurde auberdem gezeigt, dass die Erndhrungsintervention kei-

nen oder nur einen geringen und biologisch nicht-relevanten Einfluss auf die Parameter

des Routinelabors, wie etwa die Leberenzyme, Blutzellen und den Elektrolythaushalt

hatte. In der vorliegenden Arbeit wird im Ergebnisteil daher nur kurz auf die Niich-

ternparameter des Glukose- und Fettstoffwechsels (vgl. Kap.3.1.2) eingegangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Fiir diese Arbeit wurden die in Tabelle 2.1 angegebenen Materialien verwendet.

Tabelle 2.1: Materialliste NUGAT-Studie. Aufgefiithrt sind nur die Materialien,
die explizit fiir diese Arbeit Verwendung fanden.

Software

Sigma Plot 11.0 Systat Software inc, Foster City, USA

IBM SPSS Statistics Version 20.0 | IBM, Armonk, USA

R Version 2.15.0 The R Project for Statistical Computing, Wien,
Osterreich

R Version 3.1.2 The R Project for Statistical Computing, Wien,
Osterreich

RStudio Version 0.98.1091 RStudio Inc., Boston, USA

Pajek64 3.11 V. Batagelj and A. Mrvar, Ljubljana, Slowenien

Graphpad Prism 6.05 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

MiKTeX 2.9 C. Schenk, Berlin, Deutschland

TeXstudio 2.3 B. van der Zander, Diisseldorf, Deutschland

ChemDraw Professional 15.0.0.106 | PerkinElmer Inc., Waltham, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Ziel der Studie

Bei der NUGAT-(NUtriGenomic Analysis in Twins-)Studie, die von der Ethikkom-
mision der Charité Berlin nach den gesetzlichen Vorgaben gepriift und genehmigt
wurde, handelte es sich um eine klinische Interventionsstudie mit Zwillingsdesign in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki von 1975 in der iiberarbeiteten
Version von 1983. Die Studie wurde durchgefiihrt, um den Einfluss verschiedener
Erndhrungsformen auf den menschlichen Metabolismus zu untersuchen und mogli-
cherweise existierende, sich voneinander unterscheidende Antwortmuster zu identi-

fizieren, um Phidnomene wie die metabolisch gesunde Adipositas, d.h. bestehendes
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exzessives Korpergewicht ohne klinisch-auffillige, bzw. metabolisch ungesunde Folge-
erscheinungen, besser charakterisieren, erkldren und verstehen zu kénnen. Zusétzlich
ermoglichte das Zwillingsdesign eine Betrachtung der Nutrigenetik und Nutrigeno-
mik, dem Zusammenspiel aus erndhrungsabhingiger Umwelt und Genetik auf Gen-

und Genexpressionsebene.

2.2.2 Probandenauswahl

Die Probanden wurden mit Hilfe der Firma HealthTwiSt GmbH, Berlin, im Grofsraum
Berlin-Brandenburg rekrutiert. Dazu wurde eine der Firma gehorende Zwillingsda-
tenbank genutzt und weitere Interessenten iiber lokale Zeitungsannouncen und in
der Umgebung verteilte Informationsbroschiiren zur geplanten Studie gesucht. Die
Probanden sollten dabei zwischen 18 und 70 Jahren alt sein, einen BMI (body mass
indez) zwischen 18,5 und 37 haben und sich innerhalb des Paares im BMI nicht mehr
als 3 kg/m? unterscheiden.

Die sich darauthin meldenden, interessierten Zwillingspaare wurden in schriftlicher
und miindlicher Form iiber die Studie (Inhalt, Ziele, Umfang und potentielle Risi-
ken) aufgekldrt und nach Abgabe einer schriftlichen Einverstandniserklirung in die
Studie eingeschlossen. Es folgte eine &rztliche Untersuchung, die verbunden mit ei-
ner ausfiihrlichen Anamnese, die Probanden charakterisieren und die zusétzlichen
Ausschlusskriterien priifen sollte (Screening). Teil dieser Untersuchungen waren die
Messung der Routineparameter nach einer Blutentnahme, die Erfassung anthropome-
trischer Daten, sowie ein oGTT (oraler Glukosetoleranztest) fiir 120 Minuten, eine
Sonographie der Halsgefife und eine Grundumsatzmessung durch indirekte Kalori-
metrie. Ein Zwillingspaar wurde ausgeschlossen, sofern fiir bereits einen der Zwillinge

eines oder mehrere der folgenden Kriterien vorlag:

e Die regelmifige Einnahme stoffwechselbeeinflussender und/oder gerinnungs-

hemmender Medikamente,

e stoffwechselbeeinflussende, chronische Erkrankungen (z.B. Diabetes Typ 1 oder
2)

e Schwangerschaft sowie Stillzeit,
e Gewichtsverdnderung > 3 kg innerhalb 3 Monate vor der Studie.
e Hochgradige Infektionskrankheiten

e Hochgradige Andmie
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e Allergien (einschlieflich Nahrungsmittelallergien)

Insgesamt wurden auf diese Weise 94 Probanden (47 Zwillingspaare) eingeschlossen,

von denen ein Zwillingspaar die Studie vorzeitig als drop out abbrach.

2.2.3 Kohorte der Studienteilnehmer

Bei den 92 Probanden, die die Studie erfolgreich beendeten, handelte es sich um 34
monozygote und 12 dizygote Zwillingspaare. Der Zygotiestatus wurde dabei mittels
Mikrosatelliten-(DNA)-Analyse verifiziert'. 46 der monozygoten Probanden waren
weiblich und 22 ménnlich, wihrend das Geschlechterverhiltnis bei den dizygoten
Zwillingen gleich war (12 weiblich, 12 ménnlich). Die Probanden waren alle metabo-
lisch gesund und hatten keine Adipositas (BMI < 30). Weitere Charakteristika der

Studienkohorte sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.2: Deskriptive der Studienkohorte zum Screening. Werte angegeben
als n oder Median [Q0725; Qo,?s]- MZ - monozygote Zwillinge; DZ - dizygote Zwillinge
BMI - body mass index; WHR - Taille-Hiift-Verhiltnis; HbA 4, - ein Glykoh&moglobin;
HDL - Lipoprotein hoher Dichte; LDL - Lipoprotein geringer Dichte; NEFAs - freie,
unveresterte Fettsduren; CRP - C-reaktives Protein.

Merkmal (GGesamtkohorte MZ DZ
Geschlecht [9/d] 58/34 46/22 12/12
Alter [Jahre| 25 [21; 43] 28 [21; 45] 23 [19; 26]

BMI [kg,/m?]

22,5 [20,9; 24,0]

22,6 [20,9; 25,0]

22,4 [20,7; 23,9]

WHR [ ]

0,80 [0,76; 0,36]

0,80 [0,76; 0,36]

0,80 [0,76; 0,36]

Systole [mm Hg]

117 [108; 126]

116 [108; 126]

119 [110; 133]

Diastole [mm Hg|

74 [68; 80]

74 [68; 80]

75 [68; 80]

Niichterninsulin [mU/1]

3,83 [2,90; 5,83

3,71 [2,76; 5,84]

4,66 [3,47; 5,74]

Niichternglukose [mmol/l]

1,31 [3,99; 4,64]

1,29 [3,98; 4,70]

4,37 [4,08; 4,55]

HbA . [%]

5,0 [4,8; 5,3]

5,0 [4,8; 5,3]

5,0 [4,7; 5,2]

Cholesterin [mmol/l]

153 [3,84; 5,32]

4,65 [4,09; 5,48]

3,90 [3,37; 4,84]

HDL [mmol/]|

1,28 [1,14; 1,61]

1,41 [1,16; 1,67]

1,19 [1,01; 1,30]

LDL [mmol/l]

2,68 [2,13; 3,24]

2,75 [2,28; 3,32]

2,27 [1,94; 3,07]

Triacylglyceride [mmol/]]

0,94 [0,66; 1,21]

1,01 [0,67; 1,20]

0,80 [0,63; 1,31]

NEFAs [mmol/]]

0,49 [0,36; 0,64]

0,49 [0,36; 0,64]

0,44 [0,34; 0,60]

CRP [mg/d]]

0,50 [0,17; 1,49]

0,52 [0,17; 1,43]

0,39 [0,18; 3,14]

Ldurchgefiihrt von der Firma HealthTwiSt GmbH, Berlin
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2.2.4 Studienverlauf

Die Studie verlief {iber insgesamt 12 Wochen, bestehend aus einer sechswochigen
Standardisierungsphase und einer Interventionsphase von ebenfalls 6 Wochen (Abb.
2.1).

- Standardisierung- - Intervention -
Kohlenhydratreiche, fettarme Diiit Kohlenhydratarme, fettreiche Diiit
I ad libitum [ STP | STP | ad libitum [ sTP ]
[nes | [nca ] [ Nes | [ ~cs | [ N7 |
[ 1] 2 | 3 4 | 5] s 7 8 | 9 J 1w | ] 2

Woche

Abbildung 2.1: Studiendesign. Die zwolfwochige Studie unterteilte sich in eine sechs-
wochige Standardisierungsphase mit kohlenhydratreicher, fettarmer Didt, worauf nach
einem Untersuchungstag (LF) die Probanden fiir wiederum sechs Wochen zu einer Hoch-
fettdidt, angereichert mit gesittigten Fetten, wechselten. Weitere Untersuchungen fan-
den bereits nach einer Woche (HF1) und nach insgesamt sechs Wochen (HF6) unter der
fettreichen Erndhrung statt. NC - Erndhrungsberatung; STP - standardisierte Erndh-
rungsphase.

Die Erndhrungsumstellung wurde direkt vollzogen, da eine wash-out-Phase zwischen
den beiden Erndhrungstypen, die angestrebte Standardisierung der Erndhrungsweise
der Probanden unwirksam gemacht hétte.

Zu Beginn der Studie wurden die Probanden aufgefordert sich fiir sechs Wochen
iber eine kohlenhydratreiche, fettarme Diét zu erndhren, die den Richtlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE) entsprach und die Probanden beziiglich

ihres Erndhrungsmusters einander angleichen sollte (Tab. 2.3).

Tabelle 2.3: Angestrebte Zusammensetzung der Dift in den einzelnen Stu-
dienphasen. Neben den Makrondhrstoffen Fett, Kohlenhydrate und Protein ist der
Fettanteil angegeben, der aus geséttigten Fetten (SFA) bestehen sollte.

Anteil der Gesamtenergie [%]
Dist Fett (davon SFA) | Kohlenhydrate | Protein
Standardisierung 30 (10) 55 15
Intervention 45 (18) 40 15

Das Verhéltnis gesittigter zu einfach- und mehrfachungesittigten Fettsduren war da-
bei ausgeglichen. Die Didt wurde zudem dem individuellen Energiebedarf eines Pro-
banden entsprechend der indirekten Kalorimetriemessung des Screenings angepasst
und war folglich isokalorisch, um Einfliifte von Gewichtsverdnderungen minimieren zu

kénnen.
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Am Ende der so durchgefiihrten Standardisierung folgte ein erster klinischer Unter-
suchungstag (LF), ehe die Probanden ihre Ernéhrung auf eine ebenfalls isokalorische,
aber kohlenhydratarme, fettreiche Erndhrung umstellten, die fiir weitere sechs Wo-
chen eingehalten werden sollte. Zusétzlich sollte die Mehrheit des hier anvisierten
Fettanteils aus geséttigten Fettsiuren bestehen.

Bereits eine Woche nach der Umstellung wurden die Probanden zu einem weiteren
klinischen Untersuchungstag (HF1) eingeladen, um etwaige akute Anderungen im
Metabolismus beobachten und charakterisieren zu konnen. Am Ende der Interventi-
onsphase folgte dann ein letzter Untersuchungstag (HF6), um auch eine lingerfristige
Antwort der Probanden zu untersuchen.

Eine weitere 6-wochige Interventionsphase mit einer proteinreichen, fettarmen Diét
anschliefend an HF6 wurde nur noch von einer Subkohorte des Kollektivs (n = 24)
durchgefiihrt und wird daher in dieser Arbeit nicht weiter beriicksichtigt.

Je eine Woche vor den klinischen Untersuchungstagen wurden den Probanden etwa
70 % der Lebensmittel vom Deutschen Institut fiir Ernahrungsforschung Potsdam-
Rehbriicke (DIfE), Nuthetal, bereitgestellt, um die Ausgangssituation fiir die Unter-
suchungstage einander anzugleichen und individuelle Essgewohnheiten, die die Daten
beeinflussen konnten, zu reduzieren. Die Untersuchungstage selbst setzten sich ne-
ben einer allgemeinen #rztlichen Untersuchung und Befragung nach Anderung des

Allgemeinbefindens aus folgenden Untersuchungen zusammen:
e Niichternblutentnahme (Nahrungskarenz seit 22 Uhr am Vortag)

e anthropometrische Datenerfassung (Groke, Gewicht, DEXA [Dual-Rontgen-
Absorptiometrie|?, Taille- und Hiiftumfang)

e Blutdruckmessung

e Indirekte Kalorimetrie

e Intravendser Glukosetoleranztest (ivGTT)
e Mahlzeitentoleranztest (MTT)

e periumbilikale Fettgewebsbiopsie

e Magnetresonanztomographie (MRT) des Abdomen *

2nicht an HF1
3durchgefiihrt durch die Abteilung fiir Radiologie des Ernst von Bergmann Klinikums in Potsdam
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Neben den Standardmessgrofen (Grofe, Gewicht, Taille- und Hiiftumfang) an al-
len drei Untersuchungstagen wurde am ersten und dritten zusétzlich ein DEXA-
Scan der Probanden durchgefiihrt. Bei der DEXA handelt es sich um ein réntgen-
diagnostisches Verfahren, mit dem man die Kérperzusammensetzung bestimmen kann.
Es wird die Knochendichte, sowie die Fettmasse und fettfreie Masse (Muskelmasse)
bestimmt.

Mittels der Magnetresonanztomographie wurden Schnittbilder des Abdomen erstellt,
durch die das Bauchfett berechnet und der intrahepatische Lipidgehalt bestimmt
werden konnten.

Der ivGTT und der MTT sind Toleranztests, bei denen dem Probanden nach einer
klar definierten Zeit entweder intravends eine Glukoselosung (ivGTT) oder oral eine
standardisierte Mahlzeit (MTT) verabreicht werden. In beiden Verfahren wird dabei
engmaschig Blut entnommen, um unter anderem Glukose- und Insulinkonzentratio-
nen zu messen und so Aussagen iiber die Reaktionsprofile der Probanden treffen zu
kénnen. Der Unterschied liegt darin, dass bei dem ivGTT durch die intravenose Ver-
abreichung der obere Magen-Darm-Trakt umgangen wird, dieser beim MTT jedoch
in die Stoffwechselanwort miteinbezogen wird.

Bei der periumbilikalen Fettgewebsbiopsie wurde eine Gewebeprobe entnommen, die
zur Transkriptomanalyse verwendet wurde.

Sowohl die Blutproben (niichtern und aus ivGTT und MTT) als auch die Proben der
Fettgewebsbiopsien wurden genutzt um in verschiedenen Analyseverfahren Biomarker

zu messen (vgl. Kap.2.2.6).

2.2.5 Compliance der Studienteilnehmer

Die Probanden wurden wahrend der Studie durchgéngig vom Team der Erndhrungs-
beratung der Abteilung Klinische Erndhrung des DIfE betreut. Es fanden insgesamt
sieben Erndhrungsberatungen statt, wobei eine telefonisch durchgefiihrt wurde (NC2,
14 Tage nach Beginn der Studie, vgl. Abb. 2.1) und der Abstand zwischen zwei Bera-
tungen 14 Tage nicht iiberschritt. Bei den Erndhrungsberatungen erhielten die Pro-
banden Listen mit zu bevorzugenden und zu meidenden Lebensmitteln entsprechend
der jeweiligen Diét.

Zuséatzlich wurden die Studienteilnehmer dazu angehalten, Verzehrshiufigkeitsfrage-
bogen sowie ausfiihrlichere Erndhrungsprotokolle (drei 5-Tagesprotokolle und drei
6-Tagesprotokolle) auszufiillen und téglich selbststéndig ihr Kérpergewicht zu proto-
kollieren. Uber die Analyse der Erndhrungsprotokolle mittels des Programmes PRO-
DI 4.5. LE 2001 Expert (Firma Nutri-Science, Hausach) konnte die Einhaltung der

Didten quantifiziert werden.

25



Material und Methoden

2.2.6 Methoden zur Datenerhebung
2.2.6.1 Blutparameter

Die bei —80°C gelagerten Proben wurden nach etablierten Standardmethoden analy-
siert. Neben den Parametern eines kleinen Blutbildes wurden Glukose, Insulin, CRP
(C-reaktives Protein), sowie die Standardlipidparameter (Cholesterin, HDL, Trigly-
ceride, freie Fettsiuren) und die Elektrolytkonzentrationen bestimmt.

Aus den Glukose- und Insulinwerten nach zwolfstiindiger Nahrungskarenz wurde zu-
dem als Index fiir die Insulinresistenz der HOMA-IR (Homeostatic model assessment

- Insulin resistence) iiber die Gleichung

CInsulin[mU/1] * CGlukose[mmol/]]
22,5

HOMA-IR =

berechnet (MATTHEWS et al., 1985).

Ebenfalls wurden {iber Standardlabormethoden die Konzentrationen weiterer Para-
meter wie Kreatinin, Harnstoff, Albumin und die Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase
(AST), Alanin-Aminotransferase (ALT) und ~-Glutamyltransferase (yGT) ermittelt.
Eine detailliertere Auflistung der fiir die genannten Parameter verwendeten Methoden
befindet sich in Tabelle A.1.

Einzig die Konzentrationen des LDL wurde anhand der Friedewald-Formel aus den

Cholesterin-, HDL- und Triacylglyceridkonzentationen rechnerisch bestimmt:

CTAGs
5

CLDL = CGesamtcholesterin — CHDL —

(FRIEDEWALD etal., 1972).

In den gewonnenen Serumproben wurden des weiteren mittels Enzyme Linked Im-
munosorbent Assay (ELISA) die Konzentrationen von Zytokinen, Adipokinen und
weiteren Serumproteinen bestimmt (alle R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland,

aufer Chemerin: Biovendor, Briinn, Tschechien).

2.2.6.2 Lipidomics

Die Messung des Lipidprofils und damit der Lipidkonzentrationen im Blutplasma
im Niichternzustand der Probanden wurde durch den Kooperationspartner Lipotype
GmbH, Dresden durchgefiihrt. Die Proben wurden iiber ein massenspektrometrisches
Verfahren (quadrupole Orbitrap tandem mass spectrometry) analysiert, das in SURMA
et al. (2015) genauer beschrieben und im Weiteren nur zusammengefasst wird.

Die Lipide wurden zunichst nach der Methode von MATYASH et al. (2008) mit 2-
Methoxy-2-methylpropan/Methanol (7:2, V:V) aus den Proben extrahiert. Da die
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Proben 50-fach mit 150 mM Ammoniumhydrogencarbonat (in Wasser) verdiinnt wa-
ren, wurde fiir die Lipidextraktion das Aquivalent fiir 1 4L des unverdiinnten Plasma
verwendet. Interne Standards wurden mit den organischen Losungsmitteln vorge-
mischt und enthielten:

Choleserol-D6, Cholesterolester 20:0, Ceramide 18:1;2/17:0, Diacylglycerid 17:0/17:0,
Phosphatidylethanolamin 17:0/17:0, Phosphatidylcholin 17:0/17:0, Lysophosphati-
dylcholin 12:0, Lysophosphatidylethanolamin 17:1, Triacylglycerid 17:0/17:0/17:0 und
Sphingomyelin 18:1;2/12:0.

Nach der Extraktion wurde die organische Phase auf eine Infusionsplatte transferiert
und in einem Vakuumkonzentrator getrocknet. Das getrocknete Extrakt wurde dann
mit in Chloroform/Methanol/Propanol (1:2:4, V:V:V) gelostem 7,5 mM Ammoni-
umacetat resuspendiert. Die oben genannten Schritte wurden mittels der Roboter-
plattform Hamilton Robotics STARIlet mit Anti Droplet Control fiir das Pipettieren
organischer Substanzen durchgefiihrt.

Die so gewonnenen Proben wurden iiber direkte Infusion in ein QExactive Massen-
spektrometer (Thermo Scientific, Waltham, USA), das mit einer TriVersa Nano Mate
Tonenquelle (Advion Biosciences, Ithaca, USA) ausgestattet war, iberfithrt und analy-
siert. In einem Einzelvorgang wurde sowohl eine positive als auch negative lonisation
mit einem Auflésungvermdgen von Rp,/,—200= 280000 fiir die Massenspektrometrie
(MS) und Ry, /,—200= 17500 fiir die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) verwen-
det. m/z beschreibt dabei das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis.

Die MS/MS wurde entsprechend einer Aufnahmeliste, die den Massenbereich der MS
in 1 Dalton-langen Abschnitten iiberspannte, durchgefiihrt. Sowohl fiir die Durch-
fithrung der MS als auch der MS/MS wurden die Ionen der Cholesterolester, Di-
und Triacylglyceride als Ammoniumaddukte, die Ionen der Phosphatidylcholine und
deren Ether als Acetataddukte und die Ionen der Phosphatidylethanolamine, deren
Ether und der Phosphatidylinositole als deprotonierte Anionen betrachtet. Zusitz-
lich wurden in der MS die Ionen der Lysophosphatidylethanolamine als deprotonierte
Anionen und sowohl die Ionen der Ceramide als auch die der Sphingomyeline und Ly-
sophosphatidylcholine als Acetataddukte dargestellt.

Eine von der Lipotype GmbH entwickelte Software, die auf LipidXplorer basiert,
wurde zur Identifizierung der Lipide verwendet (HERZOG etal., 2011, 2012), bevor
mit einem ebenfalls bei der Lipotype GmbH entwickelten Datenmanagmentsystem ei-
ne Nachbearbeitung und Normalisierung der Rohdaten durchgefiihrt wurde. Hierbei
wurden nur Lipide beriicksichtigt, deren Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis grofer als 5
war und die eine mindestens fiinffach hohere Signalintensitit gegeniiber der entspre-

chenden Leerprobe hatten.
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Im ersten Ansatz konnten so 307 Lipide aus 18 verschiedenen Klassen identifiziert
werden. Ein moglicher Messfehler durch die Nutzung mehrerer Messplatten wurde
mit internen Standards eliminiert. Zudem wurde der Datensatz nochmals reduziert,
indem seltene und damit nicht-repriasentative Spezies ausgeschlossen wurden, sofern
sie nur in weniger als 80 % der insgesamt 276 Proben (92 Probanden, 3 Messpunkte
[LF, HF1, HF6]) gemessen werden konnten (vgl. Anhang Abb. A.1).

Entsprechend der Identifikation der Lipidspezies und teilweise der gebundenen Fett-
sduren umfasst das gemessene Lipidprofil nicht nur die verschiedenen Lipidklassen
(Phospholipide, Shingolipide, Glycolipide, usw.), sondern ermdglicht auch die Un-
terscheidung der verschiedenen Sittigungsgrade (geséttigt, einfach- und mehrfachun-
gesdttigt) sowie der Lipide mit gerad- und ungeradzahligen Fettsiuren. In Tabelle
2.4 befindet sich eine genauere Auflistung der gemessenen und in die Auswertung

tibernommenen Lipide (150 Spezies aus 13 Klassen).

Tabelle 2.4: Charakterisierung der gemessenen Lipide in der NUGAT-Studie.

Name der Klasse Abkiirzung | nspesies Intervall
Ceramide Cer 5 |38:1] bis [42:2]
Phosphatidylcholines PC 34 [30:0] bis [38:6]
Phosphatidylcholinether PC-O 20 [32:0] bis [38:5]
Lysophosphatidylcholine LPC 9 [14:0] bis [22:6]
Phosphatidylethanolamine PE 2 |36:2] bis |38:4]
Phosphatidylethanolaminether PE-O 5 [34:3] bis [38:6]
Lysophosphatidylethanolamine LPE 6 [16:0] bis [22:6]
Phosphatidylinositole PI 7 [34:1] bis [38:4]
Diacylglyceride DAG 3 |34:1] bis [36:3]
Triacylglyceride TAG 32 [46:1] bis [56:7]
Sphingomyeline SM 12 [32:1] bis [42:2]
Sterolester SE 14 |41:1] bis [49:7]
Sterole ST 1 [27:1]

2.2.6.3 Genexpressionsdaten

Die in dieser Arbeit verwendeten Genexpressionsdaten wurden im subkutanen Fett-
gewebe gemessen, das mittels einer Biopsie gewonnen wurde. Hierfiir wurde peri-
umbilikal, d.h. in der Nabelgegend, ein 2 x 2 ¢m grofses Hautareal lokalanisthesiert
(Lidocain-Infiltration), ehe durch einen ca. 3 mm langen Skalpell-Schnitt eine 2,1
mm Kandiile eingefiihrt wurde, die an eine Vakuumspritze mit steriler Kochsalzldsung
gekoppelt war (LARSEN et al., 2010).

Die Biopsien wurden mit steriler isotoner Kochsalzlésung gewaschen, in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.
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Im niichsten Schritt wurde aus den in einer Kugelmiihle (Speedmill P12, Analystik Je-
na, Jena, Deutschland) homogenisierten Proben die Gesamt-RNA (Ribonukleinséure)
isoliert (RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Reinheit
der RNA wurde mit Spektralphotometrie (NanoDrop®ND-1000, NanoDrop Techno-
logies, Wilmington, USA) und Kapillar-Elektrophorese ( Lab-on-chip-Instrument 2100
Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) iiberpriift, bevor die RNA iiber
reverse Transkription in die fiir die folgende Analyse notwendige cDNA (komplemen-
tare Desoxyribonukleinsdure) umgeschrieben wurde (High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transkriptionskit, Applied Biosystems, Carlsbad, USA).

Die Expression verschiedener Gene wurde dann mithilfe der quantitativen realtime
Polymerasekettenreaktionen (PCR) bestimmt (Abi Prism ViiA7, Applied Biosystems
Inc, Forster City, USA). Zur Normierung wurden dabei RPL32 (60s ribosomales
Protein L32) und RPLP0 (ribosomales Phosphoprotein) als Referenzgene verwendet.
Die gewonnenen Ergebnisse aus der PCR wurden mittels Schmelzkurvenanalyse und
Gelelektrophorese validiert (SELTMANN, 2013).

In Tabelle 2.5 findet sich eine Auflistung der Gene, deren Expression aufbauend auf
einer Microarray-Transkriptomanalyse (Agilent SurePrint G3 Human GE 8x60K Mi-
croarrays, Agilent Technologies, Deutschland) {iber dieses Verfahren gemessen wurde

und die in dieser Arbeit Verwendung finden.

Tabelle 2.5: Auflistung der Gene, deren Expression mittels quantitativer re-
altime Polymerasekettenreaktion gemessen wurden. Eine Liste der verwendeten
Primersequenzen findet sich bei SELTMANN (2013).

Genname | Synonym Klassifizierung
ASC PYCARD Inflammasom
CCL5 RANTES Chemokin
CD1lc ITGAX | Makrophagenmarker
CD14 Makrophagenmarker
EMR1 F/80 Makrophagenmarker
Ik Ba NFKBIA TLR-Signalweg
IL16 Zytokin

ILIra Zytokin(antagonist)
1L6 Zytokin
MCP1 CCL2 Chemokin
MRC1 Makrophagenmarker
NFkB TLR-Signalweg
NLRPS Inflammasom
RPL52 Referenzgen
RPLPO Referenzgen
TLR2 TLR-Signalweg
TLR4 TLR-Signalweg
TNFa Zytokin
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2.2.7 Statistik
2.2.7.1 Allgemein

Die Daten wurden zunéchst einer Plausibilitdtsanalyse unterzogen. Insbesondere wur-
de hier auf Ausreifser geachtet, die entsprechend der Regel des dreifachen Interquar-
tilsabstandes (IQR) fiir Extremwerte definiert wurden. Gefundene Ausreifser wurden
in der weiteren Analyse zunichst nicht weiter beriicksichtigt, da insbesondere arith-
metische Mafe wie der Mittelwert, Standardabweichungen und Standardfehler und
mit diesen verbundene statistische Verfahren (z.B. Student’s T-Test) besonders an-
fallig fiir Extremwerte sind. Die so ausgeschlossenen Daten wurden gesondert noch
einmal betrachtet, wobei dies kein Teil dieser Arbeit sein wird.

Parametrische Verfahren haben hiufig die Bedingungen, dass die Daten normalver-
teilt und varianzhomogen bzw. sphérisch sind, sodass beides vorab getestet werden
muss. Fiir die Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Sofern keine
Normalverteilung nachgewiesen werden konnte, wurden die Daten iiber den natiirli-
chen Logarithmus (In) transformiert, um ggf. eine Lognormalverteilung zu zeigen. Die
Bedingung der Varianzhomogenitit/Spharizitdt wurde mit Hilfe des Fligner-Killeen-
bzw. Mauchly-Tests iiberpriift. Bei varianzinhomogenen bzw. nicht-sphérischen, aber
(log-)normalverteilten Daten wurde die Bedingung iiber eine Greenhouse-Geisser-
Korrektur erfiillt. Gemaf dem Fall, dass dennoch eine der beiden Bedingungen ver-
letzt blieb, wurden alternative, nicht-parametrische Verfahren zur Analyse herange-
zogen.

Eine Ausnahme bildete hier das parametrische Verfahren der Varianzanalyse (ANO-
VA). Bei der ANOVA handelt es sich um ein besonders robustes Verfahren, dessen Er-
gebnisse von der Verletzung der Bedingungen nicht beeinflusst werden, sofern n grof
genug und ausbalanciert ist, wie bereits hinldnglich untersucht wurde (UNDERWOOD,
2005). Nichtsdestotrotz wurden bei verletzten Bedingungen und dennoch durchge-
fiihrten ANOVAs fiir eine zufillig ausgewihlte Stichprobe der Variablen Kruskall-
Wallis-Tests (ungepaarte Daten) oder Friedeman-Tests (gepaarte Daten) durchge-
fithrt, um die Ergebnisse der ANOVAs zu verifizieren.

Insbesondere wurde ein Spezialfall der Varianzanalyse, die ANOVA mit Messwie-
derholung, angewandt, um die Entwicklung verschiedener Parameter iiber den Zeit-
verlauf der Studie hinweg zu untersuchen, da Messwiederholungen per se abhén-
gig voneinander sind. Verfiigte die ANOVA iiber einen weiteren, nicht-binéren, aber
signifikanten Faktor, wurde der so nachgewiesene Unterschied mittels nachgeschal-

tener Post-hoc-Tests lokalisiert. Fiir varianzhomogene Daten fand der Tukey’s HSD-
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(Honestly Significant Difference)-Test Verwendung, im varianzinhomogenen Fall wur-
de der Dunnett’s T3-Test benutzt.

Zusammenhénge zwischen zwei Variablen wurden im normalverteilten Fall mittels
Pearson Korrelation untersucht oder alternativ bei fehlender Normalverteilung iiber
den Korrelationskoeffizienten nach Kendall 7. Kendall 7 wurde dabei gegeniiber dem
ebenfalls nicht-parametrischen Korrelationskoeffizienten Spearman p favorisiert, da
allgemein gilt, dass |7| < |p| und somit 7 gleichzeitig eine untere Abschitzung des
Zusammenhangs darstellt. Sowohl fiir den parametrischen, als auch fiir den nicht-
parametrischen Fall wurden nur signifikante Korrelationen mit einem Korrelations-
koeffizienten |r| bzw. |p| > 0,30 beriicksichtigt. 0,30 ist dabei ein hiufig genutzter
Schwellenwert, da ab hier von einem moderaten Zusammenhang gesprochen werden
kann (COHEN, 1988).

Da insbesondere das Geschlecht und das Alter der Probanden einen verzerrenden
Einfluss auf verschiedene Parameter nehmen konnen, wurde der Einfluss beider Stor-
grofen mittels linearer Regressionen untersucht und ggf. fiir diese adjustiert (Korre-
lation) oder sie wurden als Kovariaten ins Modell eingefiigt (ANOVA).

Die Flexibilitdt eines Biomarkes wurde definiert als der CID abhéngige Quartilsdi-
spersionskoeffizient (QDC), der berechnet wird als

QDCBiomarker,CID = : .
0,5(Quartiley 75 + Quartile; ,5)

Biomarker,CID

(BENESCH, 2013). Uber die Flexibilitit konnen Aussagen iiber die sich im Verlauf
der Studie dndernde Variation des Biomarkers in der Kohorte getroffen werden, wobei
dieses Verfahren in dieser Arbeit auf die Konzentrationen der Lipidspezies angewendet
wurde.

Sofern nicht anders angegeben, gilt fiir das Signifikanzniveau - wie allgemein iiblich
in den Naturwissenschaften - o < 0,05, Mittelwerte werden als arithmetisches Mit-
tel + Standardabweichung (SD) und Mediane als Mediane mit [Interquartilabstand|
angegeben. Multiples Testen wurde geméf der Methode von Benjamini-Hochberg be-
riicksichtigt und das Signifikanzniveau entsprechend angepasst (HOCHBERG & BEN-
JAMINI, 1990). Diese Methode, bei der das Signifikanzniveau iiber die sogenannte
false discovery rate (FDR) angepasst wird, wird insbesondere bei hochdimensionalen
Datensétzen der Methode von Bonferroni vorgezogen, da Bonferroni ein sehr konser-
vatives Verfahren ist, bei dem das Signifikanzniveau bei vielen, multiplen Vergleichen
stark iiberschitzt wird.

Fiir die Berechnung der Verfahren wurden die in den Materialien (vgl. Kap.2.1) auf-

gefiihrten Versionen von R, sowie die R gebundene Programmierumgebung RStudio
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und SPSS verwendet. Die Graphen wurden mittels SigmaPlot oder Graphpad Prism
erstellt.

2.2.7.2 Netzwerkanalyse

Zusammenhinge groferer Dimension bzw. héherer Ordnung wurden mittels einer

Netzwerkanalyse untersucht. Dabei wurden zunéchst drei Annahmen getroffen:

1. Zusammenhénge sind symmetrisch, d.h. fiir zwei Variablen x; und x; gilt: (x;,%;) =

(x5, %1),
2. Schleifen werden ausgeschlossen, d.h. fiir eine Variable x; gilt: (x;,%;) = 0 und
3. Transitivitdt wurde zugelassen.

Zunéchst wurden fiir n Variablen x; und x; mit i, j € (1,...,n),i # j die so verblie-
benen (g), bindren Korrelationen nach Kendall 7 berechnet und auf multiples Testen
angepasst. Im Netzwerk wurden die n Variablen dann durch die Knoten (vy,...,vy)
reprasentiert und zwei Knoten v; und v; mit i, j € (1,...,n),i # j durch eine Kante
ejj verbunden, sofern galt |Txi7xj‘ > 0,30 mit ppy < 0,05. Die Grofe und Orientierung
des Korrelationskoeffizienten bestimmte dabei die Breite und Art der Kante, wobei
negative Korrelationskoeffizienten durch eine gestrichelte und positive Korrelations-
koeffizienten durch eine durchgingige Kante repréasentiert werden. Die Lage der Kno-
ten zueinander wurde {iber den Kamada-Kawai-Algorithmus dahingehend optimiert,
dass sich moglichst wenige der Kanten iiberschnitten. Die Anzahl der verwendeten
Iterationen wurde dabei auf maximal 400 begrenzt. Dies entspricht der Standardein-
stellung und gewéhrleistet eine Balance zwischen Rechenzeit bzw. -aufwand und eine
gute Anndherung der Ergebnisse.

Galt fiir einen Knoten v;, dass der Knotengrad d (v;) = 0, d.h. war v; mit keinem
anderen Knoten vj verbunden, so wurde v; aus dem Netzwerk entfernt.

Die Korrelationen wurden mit R berechnet und die Netzwerke iiber PAJEK generiert.

2.2.7.3 Heritabilitat

Aufgrund des gewahlten Zwillingsdesigns lag ein Hauptaugenmerk der Studie auf der
Schitzung der Heritabilitdt (h?, Erblichkeit, von lat. heres, heredis) von Merkmalen.
Die Heritabilitdt beschreibt dabei den Anteil der Varianz eines phénotypisch aus-
gepriagten Merkmals in einer Population, der auf genetische Effekte zuriickgefiihrt
werden kann. Die explizit infrage kommenden Gene oder Gencluster spielen dagegen
keine Rolle und miissen in spéteren Analysen gesondert z.B. als QTL (Quantitati-

ve Trait Loct) identifiziert werden. Dennoch liefert eine Betrachtung der Erblichkeit
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wichtige Informationen, um grundlegende biologische Prozesse aber auch Krankheits-
bilder besser zu verstehen und letztere moglicherweise auch gezielter behandeln oder
ihnen vorbeugen zu kénnen.

Dabei wird davon ausgegangen, dass die untersuchten Merkmale in der Grundge-
samtheit normalverteilt sind und somit auch aussagekriftige Mittelwerte existieren.
Definiert ist die Heritabilitdt als der Quotient des Selektionserfolges (R) und der
Selektionsdifferenz (S), wobei die Selektionsdifferenz der Mittelwertabweichung ei-
ner zufillig ausgewdhlten Subpopulation (P-Generation) zur Grundgesamtheit ent-
spricht und der Selektionserfolg der Mittelwertabweichung der aus der Subpopulation
hervorgehenden, direkten Nachkommenschaft (F;-Generation) zur Grundgesamtheit
(FALCONER, 1960; KIMBALL, 1993, Abb. 2.2).

Hiufigkeit

Haufigkeit

A

Auspriagung des Merkmals T

Abbildung 2.2: Definition der Erblichkeit (Heritabilitéit). Fiir eine Grundge-
samtheit €2 ist ein beliebiges Merkmal T normalverteilt. Die Selektionsdifferenz S ist
definiert, als die Abweichung des Mittelwertes einer zufélligen Stichprobe P vom Mit-
telwert der Grundgesamtheit. Der Selektionserfolg ist dann die Abweichung des Mit-
telwertes der aus der zufélligen Stichprobe P hervorgegangenen Nachkommenschaft F;
zum Mittelwert der Grundgesamtheit. Der Erblichkeit h? des Merkmals T fiir die Stich-
probe P ergibt sich als Quotient aus R und S. (Abbildung nach KiMBALL, 1993)

Da beide Terme schwierig zu erfassen sind, gibt es verschiedene Schatzverfahren,
die sich in ihrer Komplexitit und damit ihrem Arbeitsaufwand sowie in den vorab
getroffenen Annahmen und der erforderlichen Ausgangssituation unterscheiden. Ne-
ben der Untersuchung aufeinanderfolgender Generationen von Familien, hat sich der

Forschungsansatz etabliert, mono- und dizygote Zwillingspaare zu untersuchen. Der
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Vorteil gegeniiber der Generationshetrachtung liegt darin, dass Zwillinge einen Grofs-
teil ihrer Umwelt teilen und viele Storfaktoren wie etwa Alterseffekte nur zwischen
den Paaren zu beriicksichtigen sind. Uberdies sind monozygote Zwillinge aufgrund
ihrer Entstehung aus einer einzelnen Zygote in der Theorie genetisch identisch, wah-
rend dizygote Zwillinge als Vollgeschwister im Mittel 50 % ihres Genoms teilen. Die

Falconer-Formel

h2 = 2(rMZ — rDz)

als relativ einfaches Schétzverfahren fiir die Heritabilitat setzt entsprechend die Kon-
kordanz, bzw. Diskordanz der monozygoten Zwillinge mit denen der dizygoten Zwil-
linge fiir ein bestimmtes Merkmal in Form der Korrelationskoeffizienten zueinander
ins Verhéiltnis. Daraus resultiert auch die vereinfachte Betrachtung, dass Merkmale,
die in monozygoten stark und in dizygoten Zwillingen schwach bis gar nicht korrelie-
ren, meist stark von den Genen beeinflusst werden. Ein solches Beispiel wire etwa die
Korpergrofe als phanotypisches Merkmal, das bereits hinldnglich untersucht wurde.
In dieser Arbeit wurde zur Schitzung der Heritabilitit das ACE-Modell benutzt
(MAEs, 2005). Es gehort zu den Struktur-Gleichungs-Modellen und betrachtet die

Covarianzen der mono- und dizygoten Zwillinge der folgenden allgemeinen Form:

X o2+ 024 0%+ 0?2 02+ 0%+ 02
VarMZ<1>:<a d c e a d c

X9 o2+ o02+02  oi+oi+o0l+0?
und

VarDZ<X1>:<02—ZU§—20§+US %3—1—%3—1—03 )

X2 %+ %+ o 02+ 024 0% + o2

mit x; als die Merkmalsausprégung der Zwillinge i € {1,2} und o7 als Varianzanteil
des Merkmals, der zuriickgefiihrt wird auf additive genetische Effekte (02), dominant-
genetische Effekte (%), sowie auf die geteilte (02) und die individuelle Umwelt (0?)
der Zwillinge. Das ACE-Modell beschreibt dabei den Sonderfall, dass die dominant-
genetischen Effekte vernachléssigt und damit gleich Null gesetzt werden.

Um Aussagen {iber die Heritabilitit treffen zu konnen, werden die errechneten Varian-
zanteile noch ins Verhéltnis zur Gesamtvarianz gesetzt, sodass man die Komponenten
A; (additive genetische Effekte), C; (gemeinsame Umwelt) und E; (individuelle Um-
welt) mit t € {LF, HF1, HF6} erhilt, die Werte zwischen 0 und 1 annehmen kénnen
und sich zu 1 summieren.

Fiir die Bewertung der Heritabilitdt A gibt es keine einheitlichen Grenzen, daher wird

fiir diese Arbeit folgende Definition verwendet:
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0,00 < A < 0,20 geringe Heritabilitit
0,20 < A < 0,50 moderate Heritabilitit
0,50 <A hohe Heritabilitat

Erst wenn die additiven genetischen Effekte 50 % oder mehr der Gesamtvarianz ei-
nes Merkmals in der Kohorte erkldren, wird also von einer hohen Erblichkeit des
Merkmals gesprochen.

Zur vereinfachten Darstellung und da es schwierig ist im biologischen Sinne zwi-
schen geteilter und individueller Umwelt zu unterscheiden, wird im Weiteren nur die
Komponente A betrachtet. Die Umweltkomponente M ergibt sich entsprechend als
M=C+E=1-A.

Das Modell wurde mit der Software R (Version 2.15.0) berechnet, da das benétigte
Paket OpenMX (Version 1.3.2-2301) nicht aufwirtskompatibel ist.

2.2.7.4 Lineare gemischte Modelle (LMMs)

Fiir die Lipiddaten wurde versucht iiber lineare gemischte Modelle (LMM) der Ein-
fluss verschiedener Faktoren zu schitzen. Die Modelle werden insbesondere bei Da-
tenerhebungen mit einem longitudinalen Design (Messwiederholungen) oder bei der
Untersuchung einer Stichprobe von Clustern verwendet (WEST et al., 2014; CNAAN
et al., 1997; VERBEKE & GEERT, 2009; OBERG & MAHONEY, 2007). Beiden Anséitzen
gemein ist die Tatsache, dass sich korrelierende bzw. voneinander abhingige Daten
ergeben, d.h. dass sich die Messwiederholungen eines Subjekts dhnlicher sind, als die
Daten zweier Subjekte bzw. sich zwei Angehorige eines Clusters dhnlicher sind, als
die Angehérigen verschiedener Cluster. Entsprechend kénnen zwei Bestandteile eines
LMDMs unterschieden werden, von denen eines die sogenannten festen Faktoren (fized
factors) und eines die sogenannten zufélligen Effekte (random effects) beinhaltet.

Mit Riicksicht auf diese Arbeit wird im Weiteren nur noch das LMM fiir das longi-
tudinale Design beschrieben. Die festen Faktoren dienen hierbei der Schitzung der
interindividuellen Variabilitdt und die zufilligen Effekte der Schétzung der intraindi-

viduellen Variabilitdt. Damit ergibt sich ein Modell der allgemeinen Form

Vij = Po + ﬁlxi(jl) + ﬁgxi(f) +...F ﬁpxi(-p)l%— uljzi(jl) + u2jzi(j2) +...+ quz.(.q)

] ij T

feste Faktoren zuféilliggrEffekte

fiir p feste Faktoren und q zuféllige Effekte und y;; als Auspréigung der abhéingigen
Variable zum Messpunkt i des Subjekts j. Xi(jk) mit k € (1,...,p) entspricht dabei der
Auspragung des k-ten festen Faktors zum Messpunkt i des Subjekts j, Sk den zum

k-ten festen Faktor gehorigen Regressionskoeffizienten sowie zi(jl) mitl € (1,...,q) der
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Ausprigung des I-ten zufilligen Faktors zum Messpunkt i des Subjekts j, uj; den zum
l-ten zufilligen Faktor gehorigen Regressionskoeffizienten des Subjekts j und ¢ der
Summe der Residuen zum Messpunkt i des Subjekts j.

Im speziellen wurden in dieser Arbeit als feste Faktoren das Alter, der BMI und
das Geschlecht der Probanden sowie die Art der Diét in Form der klinischen Unter-
suchungstage (LF, HF1, HF6) betrachtet. Das Alter der Probanden wurde hierbei
durch einen linearen und quadratischen Faktor beriicksichtigt, um die Alterseffekte
besser beschreiben zu konnen, die haufig einen nicht-linearen Verlauf nehmen, und
um mogliche Wendepunkte zu berechnen. Da die Daten bereits durch den Kooperati-
onspartner Lipotype GmbH auf einen moglichen Plattenfehler hin korrigiert wurden,
wurde auf einen solchen Faktor in den Modellen verzichtet.

Um eine Multikollinearitit auszuschliefsen, wurden Varianzinflationsfaktoren berech-
net, die nicht > 10 sein durften. Die festen, nicht-metrischen Faktoren (Geschlecht
und CID) wurden durch Dummy-Variablen codiert und die weiblichen Probanden an
LF als Referenzgruppe genutzt.

Als zufillige Faktoren wurden die im ACE-Modell errechneten, absoluten Varianzan-
teile der additiven, genetischen Effekte (02), der geteilten (¢2) und der individuellen
Umwelt (02) gewéhlt, wobei diese abhéingig vom klinischen Untersuchungstag model-
liert wurden und damit die individuumspezifische Messwiederholung darstellen. Da
insbesondere die Varianzanteile fiir die verschiedenen Lipide stark variieren und sich
in ihrer Grofenordnung stark unterscheiden, wurden diese reskaliert und {iber den
jeweiligen Median zentriert. Als Schitzverfahren wurde die Methode des restricted
mazimum likelihood (REML) gewéhlt.

Fiir jeden Lipidparameter wurden durch schrittweises Entfernen der festen Faktoren
23 der 31 moglichen Testmodelle konzipiert und durchgefiihrt. Die nicht betrachteten
Testmodelle waren Kombinationen mit dem quadratischen aber ohne den linearen
Alterseffekt.

Um das Modell zu wéhlen, dass die Daten am besten beschrieb, wurde fiir jedes der
Testmodelle das dazugehorige Akaikes Informationskriterium (AIC) berechnet. Hier-
bei gilt, je kleiner ATIC, umso besser beschreibt das Modell die Daten, wobei dem Wert
selbst keine Information entnommen werden kann. AIC wurde im Gegensatz zu dem
ebenfalls hiufig verwendeten Bayes’schen Informationskriterium (BIC) benutzt, da
BIC nicht nur den Informationsverlust minimiert, sondern dabei auch das sparsamere
Modell favorisiert, was in diesem Fall nicht zwingend no6tig war.

Eine genauere Auflistung der betrachteten Testmodelle findet sich im Anhang A.2.

Zur Berechnung wurde die Software R (Version 3.1.2) mit den zusétzlichen Paketen
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nlme (Version 3.1-121) und usdm (Version 1.1-12) sowie die Programmierumgebung
RStudio (Version 0.98.1091) verwendet.

Wie die allgemeine Formel des Modells zeigt, wurde fiir die zufilligen Effekte auch
ein Varianzanteil € geschétzt, der von keinem der zugefiihrten zufélligen Effekte be-
schrieben wird. Setzt man nun die Varianzanteile der zufilligen Effekte und € ins
Verhéltnis zur Gesamtvarianz, erhélt man - anders als beim ACE-Modell - nicht drei
sondern vier Komponenten A (additive genetische Effekte), C (gemeinsame Umwelt),
E (individuelle Umwelt) und U (Unbekannt), deren Werte zwischen 0 und 1 liegen,
sich zu 1 summieren und die zudem unabhingig vom Messpunkt sind. Die genaue
Ursache fiir U kann dabei mit den vorliegenden Daten nicht endgiiltig geklirt wer-
den. Mogliche Erklarungen sind jedoch kurzzeitige Konzentrationsschwankungen in
der abhéngigen Variable, Messungenauigkeiten, aber auch Einflussfaktoren, die nicht
beriicksichtigt wurden wie epigenetische Unterschiede oder die genetisch dominanten
Effekte, die im ACE-Modell gleich Null gesetzt wurden.

2.2.7.5 Verfahren zur Dimensionsreduktion

Verfahren zur Dimensionsreduktion werden genutzt, um Daten anhand einer &hnli-
chen Typologie in homogenen Gruppen zusammenzufassen und damit hochdimen-
sionale Daten ohne gravierenden Informationsverlust durch niedriger-dimensionale
Daten darzustellen. Die bekanntesten Verfahren sind dabei die Clusteranalyse und -
teilweise bereits dazugezihlt - die Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. principal
component analysis).

Bei den Clusteranalysen ist insbesondere die hierarchische Clusteranalyse verbreitet.
Die Cluster, also Gruppen einander #hnlicher Objekte, entstehen dabei {iber eine
definierte Distanz. Je dhnlicher sich zwei Objekte sind, umso geringer ist die Distanz
und die Zugehorigkeit zum gleichen Cluster gegeben. Ziel ist dabei, dass die Objekte
innerhalb eines Clusters moglichst dhnlich, die verschiedenen Cluster jedoch méglichst
undhnlich zueinander sind. Die Verfahren werden anhand der definierten Distanz,
bzw. der verwendeten Metrik (z.B. euklidische Metrik, Manhattan-Metrik) und der
Richtung ihrer Generierung beschrieben. Zu unterscheiden ist hier der Ansatz, dass
jedes Objekt zunéchst ein eigenes Cluster besitzt und im néchsten Schritt &hnliche
Cluster zu grokeren Clustern zusammengefasst werden, und der Ansatz, nach dem
zunachst alle Objekte in einem Cluster sind, das dann schrittweise zerteilt wird in
kleinere Cluster (BACKHAUS et al., 2015). Fiir diese Arbeit wurde der erste Ansatz
gewihlt mit der euklidischen Metrik.

Bei der Hauptkomponentenanalyse wird die Dimensionsreduktion und damit die ver-

einfachte Darstellung der hochdimensionalen Daten dadurch erreicht, dass die Daten
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mit Hilfe von Linearkombinationen zusammengefasst werden. Die Linearkombinatio-
nen stellen die sogenannten Hauptkomponenten dar und kénnen iiber ihre Eigenwerte
und anhand der von ihnen erklirten Varianz der urspriinglichen Daten bewertet wer-
den. Allgemein ist iiblich nur Hauptkomponenten mit einem Kigenwert grofer 1 zu
betrachten und mindestens soviele Hauptkomponenten in weiterfithrende Analysen
einzuschliefen, sodass mindestenst 95 % der Varianz der urspriinglichen Daten er-
klart werden. Bevor die Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt wird, ist es jedoch
anzuraten, die Daten zunéchst zu standardisieren (VENABLES & RIPLEY, 2013). In
dieser Arbeit wurden dazu sowohl eine log-Transformation als auch alternativ eine
Box-Cox-Transformation (Box & Cox, 1964) verwendet.

Sowohl die hierarchische Clusteranalysen als auch die PCAs wurde iiber das Stan-
dardpaket stats von R (Version 3.1.2), sowie die R gebundene Programmierumgebung
RStudio (Version 0.98.1091) durchgefiihrt. Beide Methoden wurden unter anderem
fiir die Analyse der Lipidspezies benutzt, um hier Cluster bzw. Hauptkomponenten
von sich in ihrer Reaktion einander &hnelnder Lipidspezies zu identifizieren und Para-
meter wie etwa chemische Eigenschaften festzulegen, die diese Ahnlichkeit hauptséch-
lich bestimmen. Letzteres wurde durchgefiihrt, indem die Cluster bzw. Hauptkompo-
nenten der sich in ihrer Reaktion dhnelnder Lipidspezies auf relative Deckungsgleich-
heit mit Clustern bzw. Hauptkomponenten der Lipidspezies anhand ihrer chemischen

Eigenschaften untersucht wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Metabolische Reaktion auf die Hochfettdiat

3.1.1 Anthropometrie

Ein wichtiger Punkt in der Konzeption der NUGAT-Studie war, den Einfluss von
Gewichtsverdnderungen zu minimieren und so den isolierten Einfluss einer Hochfet-
terndhrung zu beschreiben. Dies sollte erreicht werden, indem die Difiten isokalorisch
an die individuellen Energiebediirfnisse der Probanden angepasst waren.

Die in Tabelle 3.1 zusammengefassten anthropometrischen Daten zeigten jedoch, dass
das Korpergewicht signifikant (rep.M. ANOVA: p < 0,001) nach insgesamt 6 Wochen

anstieg.

Tabelle 3.1: Verlauf anthropometrischer Daten wihrend der Studie. Darge-
stellt ist die Entwicklung der wichtigsten anthropometrischen Marker iiber die sechs
Wochen HFD hinweg. Die Analyse erfolgte iiber eine rep.M. ANOVA mit Bonferroni-
Anpassung. Der angegebene p-Wert ist eine obere Grenze der signifikanten, bindren
Gruppenvergleiche im Post-hoc-Test, sofern die ANOVA zuvor signifikant war. Die un-
terschiedlichen Buchstaben identifizieren dabei die Lage des signifikanten Unterschieds.
Werte angegeben als Median [Qq95; Qo 75)- 1.s. - nicht signifikant; N/A - nicht ver-
fligbar; BMI - body mass index; WHR - Taille-Hiift-Verhéltnis; IHL - intrahepatischer
Lipidgehalt. Die relativ konstanten Mediane des Kérpergewichts zu allen drei Zeitpunk-
ten, konnte zudem darauf schliefsen lassen, dass die signifikante Gewichtsverdnderung
auf einzelne Individuen zuriickzufiihren ist.

LF HF1 HF6 p-Wert
Gewicht [kg] 64,0 [58,6; 74,9] (63,4 [59,1; 74,5] *|64,2 [58,6; 76,2] °| < 0,001
BMI [%£] 22,2 [20,6; 24,2] (22,1 [20,6; 24,0] *|22,5 [20,6; 24,4] °| < 0,001
WHR | | 0,80 [0,75; 0,85] 0,80 [0,75; 0;84] 0,79 [0,74; 0,84] n.s.
THL [%] 0,94 [0,56; 1,63] 0,84 [0,56; 1,77] 0,98 [0,53; 2,16] n.s.
rel. Fettmasse [%]|25,1 [19,6; 29,8] N/A 25,4 [19,6; 30,1] 1.S.

Die gemessene Gewichtszunahme ist jedoch nicht physiologisch relevant. Die eben-
falls signifikante Erhéhung des BMI (rep.M. ANOVA: p < 0,001) war dabei eine
Folgeerscheinung dieses Ergebnisses, da der BMI aus dem Korpergewicht und einer

in der Studie konstanten Korpergroke errechnet wurde. Dem gegeniiber verdnderte
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sich weder das Taille-Hiift-Verhéltnis (WHR) noch der intrahepatische Lipidgehalt
(IHL) oder die relative Kérperzusammensetzung aus Fettmasse und fettfreier Masse,
die mittels DEXA fiir LF und HF6 bestimmt wurde.

Bei der signifikanten Gewichtsveranderung zwischen HF1 und HF6 handelt es sich
um eine Zunahme von im Mittel 0,477 + 1,032 kg bzw. im Median 0,300 [-0,175;
1,000] kg. Eine in der ANOVA ebenfalls signifikante Geschlecht-Zeit-Interaktion (p <
0,05) fiihrte dazu, dass die Kohorte in einem weiteren Schritt nach dem Geschlecht
der Probanden stratifiziert wurde, um ausschliefen zu kénnen, dass nur eine der
Subkohorten die Signifikanz induzierte.

Es erwies sich, dass sowohl die Méanner als auch die Frauen ihr Gewicht signifikant
verdnderten (rep.M. ANOVAs, @: p < 0,05; &: p < 0,001), dies aber bei den ménn-
lichen Probanden stirker ausfiel. So nahmen die Minner zwischen HF1 und HF6
durchschnittlich 0,794 + 1,213 kg bzw. im Median 0,550 [-0,100; 1,675] kg zu, wéh-
rend die weiblichen Probanden ihr Gewicht im Mittel um 0,291 4+ 0,869 kg, bzw. mit
einem Median von 0,200 [-0,300; 0,825] kg verdnderten (Abb. 3.1).

110

. === Frauen
100 A ——= Minner

S |
T T

80 -

70 A
50 A

40 1

ol | _ 1

LF HF1 HF6

Korpergewicht [kg]

Klinischer Untersuchungstag

Abbildung 3.1: Geschlechtsspezifische Gewichtsentwicklung. Das Gewicht ver-
dnderte sich statistisch signifikant fiir beide Geschlechter, wobei der Anstieg jeweils im
Bereich natiirlicher, téglicher Fluktuationen lag.

Nichtsdestotrotz sollte diese Signifikanz beziiglich ihrer biologischen Relevanz kritisch
betrachtet werden, da das Korpergewicht eines Menschen auch vollig natiirlichen

Schwankungen unterworfen ist.
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3.1.2 Routinelabor
3.1.2.1 Glukosestoffwechsel

Wichtige Marker des Glukosestoffwechsels sind neben der Niichterninsulin- und Niich-
ternglukosekonzentration im Blut auch der daraus errechnete HOMA-IR, ein Index
zur Bewertung der Insulinresistenz des Probanden, und der HbA,.. Der HbA,. be-
schreibt dabei den Anteil am Gesamthdmoglobin bei dem Glukose an den Blutfarb-
stoff (Glykohémoglobin) gebunden ist. Uber ihn kénnen riickwirkende Aussagen iiber
einen langerfristigen Blutzuckerspiegel von etwa 100 bis 120 Tagen getroffen werden,
was dem mittleren Alter der Erythrozyten entspricht.

In der NUGAT-Studie verdnderte sich nur die Niichterninsulinkonzentration, wihrend
die Niichternglukosekonzentration iiber die sechs Wochen Hochfettdiét statistisch sta-
bil blieb (Tab.3.2).

Tabelle 3.2: Verlauf klassisicher Marker des Glukosestoffwechsels wihrend
der Studie. Dargestellt ist die Entwicklung der wichtigsten Marker iiber die sechs
Wochen HFD hinweg. Die Glukose- und Insulinwerte wurden nach zwolfstiindiger Nah-
rungskarenz gemessen. Die Analyse erfolgte iiber eine rep.M. ANOVA mit Bonferroni-
Anpassung. Der angegebene p-Wert ist eine obere Grenze der bindren Gruppenvergleiche
im Post-hoc-Test, sofern die ANOVA zuvor signifikant war. Die unterschiedlichen Buch-
staben identifizieren dabei die Lage des signifikanten Unterschieds. Werte angegeben als
Median [Qgo5: Qo.75]. HbAjc - ein Glykohéimoglobin; HOMA-IR - Homeostatic model
assessment - Insulin resistance; n.s. - nicht signifikant. ! Fiir den HbA;. konnte im
Post-hoc-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den Untersuchungstagen festge-
stellt werden, obwohl die rep.M. ANOVA eine signifikante Verdnderung im Zeitverlauf
nahelegte.

LF HF1 HF6 p-Wert
Insulin [mU/1] 3,90 [2,83; 5,55 2|4,75 [3,45; 6,63] °[4,55 [2,93; 5,86] “*| < 0,001
Glukose [mmol/1||5,03 [4,77; 5,56] |5,18 [4,77; 5,53] |5,13 [4,75; 5,58| n.s.
HOMA-IR | | 0,90 [0,61; 1,36] ¢[1,09 [0,75; 1,53] °[1,08 [0,64; 1,41] “*| < 0,001
HbA,. [%|* 5,0 14,8; 5,2] 5,1 14,8; 5,2] 5,1 14,9; 5,4] n.s.

Passend dazu konnten auch keine Verdnderungen fiir den HbA ;. im direkten Grup-
penvergleich (Post-hoc-Test) nachgewiesen werden. Der HOMA-IR verhielt sich, wie
das Niichterninsulin, was auf die Berechnung des Indizes und die stabile Niichterng-
lukose zuriickzufiihren ist. Interessant war zudem, dass nur fiir die Akutantwort des
Insulins, also nach einer Woche Hochfettdiit, ein signifikanter Anstieg in der Kohor-
te verzeichnet werden konnte (LF: 3,90 [2,83; 5,55] mU/I vs. HF1: 4,75 [3,45; 6,63]
mU/l, p < 0,001, rep.M. ANOVA). Am Ende der Intervention unterschied sich der
Insulinspiegel (4,55 [2,93; 5,86] mU/1) weder vom Ausgangswert noch von der Aku-
tantwort. Die gleiche Entwicklung konnte fiir den HOMA-IR beobachtet werden, der

41



Ergebnisse

zudem mit medianen Werten um 1 in einem vollkommen normalen, insulinsensitiven

Bereich lag.

3.1.2.2 Fettstoffwechsel

Der Fettstoffwechsel wurde, wie auch in der klinischen Routine iiblich, iiber die niich-
ternen Plasmakonzentrationen des Gesamtcholesterins, sowie denen des LDL und
HDL charakterisiert, wobei ergdnzend noch die Menge der Triglyceride und der frei-
en, unveresterten Fettsduren (NEFAs) bestimmt wurde (Tab.3.3).

Tabelle 3.3: Verlauf klassisicher Marker des Fettstoffwechsels wihrend der
Studie. Die Konzentrationen von Gesamtcholesterin, HDL, Triacylglyceride und NE-
FAs wurden nach zwolfstiindiger Nahrungskarenz gemessen. Die Analyse erfolgte iiber
eine rep.M. ANOVA mit Bonferroni-Anpassung. Der angegebene p-Wert ist eine obe-
re Grenze der bindren Gruppenvergleiche im Post-hoc-Test, sofern die ANOVA zuvor
signifikant war. Die unterschiedlichen Buchstaben identifizieren dabei die Lage des signi-
fikanten Unterschieds. Werte angegeben als Median [Q0725; Q0775]. HDL - Lipoprotein
hoher Dichte; LDL - Lipoprotein geringer Dichte; HDL /Chol - HDL-Gesamtcholesterin-
Verhéltnis; NEFAs - freie, unveresterte Fettsduren; n.s. - nicht signifikant.

LF HF1 HF6 p-Wert
Cholesterin [mmol /1] [4,26 [3,63; 4,86] °[4,48 [3,88; 4,95] °|4,66 [3,95; 5,35] ¢| < 0,001
LDL [mmol/]] 2,45 [2,00; 3,06] ©[2,70 [2,14; 3,26] ?[2,78 [2,23; 3,33] 9| < 0,05
HDL [mmol/]] 1,18 [1,01; 1,48] 91,27 [L,11; 1,56] °[1,36 [L,11; 1,64] ¢| < 0,001
HDL/Chol [ | 0,29 [0,24; 0,34] [0,29 [0,25; 0,34] |0,31 [0,25; 0,35] n.s.
Triglyceride [mmol/1][0,86 [0,64; 1,19] |0,81 [0,67; 1,05] |0,82 [0,61; 1,10] 1.s.
NEFAs [mmol/]]  |0,59 [0,43; 0,77] “[0,55 [0,45; 0,68] °[0,49 [0,37; 0,62 °| < 0,05

Wie nach einer Umstellung auf eine erhdhte Fettaufnahme zu erwarten war, stie-
gen sowohl die Konzentrationen des Gesamtcholesterins als auch die des LDL und
HDL stetig und signifikant an. Das statistisch stabile Verhéaltnis von HDL zum Ge-
samtcholesterin zeigt dabei, dass der Anstieg relativ gleichméfig stattfand und HDL
im Median durchgéngig etwa 30 % des Gesamtcholesterins ausmachte. Die Triglyce-
ridkonzentration blieb iiber die sechs Wochen Hochfettdidt stabil, wihrend die frei-
en Fettsduren um eine Woche verzogert auf die Erndhrungsumstellung reagierten
und zwischen HF1 und HF6 signifikant weniger NEFAs gemessen werden konnten
(NEFASanr1mrs : -0,06 |-0,26; 0,11] mmol/1).

Betrachtete man die Reaktionen der Fettstoffwechselmarker auf individueller Ebene
konnten insbesondere fiir die Verdnderungen von HDL und LDL zwischen LF und HF6
deskriptiv Individuen fiir jedes der vier moglichen Antwortmuster — wie in Abbildung
3.2 gezeigt - identifiziert werden, die zudem unabhéngig von der Zugehorigkeit zu

einem Zwillingspaar waren.
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Abbildung 3.2: Individuelle Entwicklung der Lipoproteine zwischen LF und
HF6. Dargestellt ist die individuelle Verdnderung von LDL in Abhé#ngigkeit der in-
dividuellen Verdnderung des HDL. Alle vier moglichen Antwortmuster sind vertreten.
Gleiche Farben identifizieren fiinf, exemplarische Zwillingspaare. LDL - Lipoprotein ge-
ringer Dichte; HDL - Lipoprotein hoher Dichte; A - Differenz.

3.2 Transkriptomische Reaktion im subkutanen,

weifien Fettgewebe

Aufbauend auf eine Microarray-Transkriptomanalyse im subkutanen, weifsen Fettge-
webe wurden Marker mittels quantitativer realtime PCR verifiziert. Zum Zeitpunkt
der statistischen Analyse standen so die Genexpressionsdaten von 61 Biomarkern ver-
schiedener Sektionen des Transkriptoms (u.a. Zytokine, Chemokine, T-Zell- und Ma-
krophagenmarker) im subkutanen Fettgewebe fiir die drei klinischen Untersuchungs-
tage zur Verfiigung.

Anhand der basalen Expression und der Verdnderung zwischen den Untersuchungsta-
gen sollten Zusammenhéange dieser Marker untersucht und moglicherweise Netzwerke

identifiziert werden, sowie deren ebenfalls moégliche Abhéingigkeit von der Didtinter-

vention.

3.2.1 Inflammatorisches Netzwerk

Bei der Netzwerkanalyse der 61 Biomarker konnte ein Cluster von 15 Biomarkern
identifiziert werden basierend auf den starken Verkniipfungen, die sowohl fiir die ba-
salen Genexpressionen als auch fiir die Genexpressionsverdnderungen im subkutanen

Fettgewebe auftraten. Bei den Variablen handelte es sich um:

e Mitglieder des Inflammasoms (NLRP3, Caspasel und ASC)
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e Biomarker fiir inflammatorische Prozesse (CCL5, IL1S3, IL1ra, NFxB, IxBa,

TNFa, TLR2 und TLR4) und

e Makrophageninfiltrationsmarker (MRC1, EMR1, CD11¢, CD14),

sodass auch ein thematischer und damit biologischer Zusammenhang nahe lag. Die
Analyse wurde um zwei weitere Variablen (IL6 und MCP1) ergéinzt, die ausschlieklich

auf der Ebene der basalen Genexpressionen Verkniipfungen zeigten und ebenfalls zu

den Inflammationsmarkern gehoren.

In Tabelle 3.4 sind die Korrelationskoeffizienten nach Kendall 7, die der Netzwerk-

analyse zu Grunde lagen, exemplarisch fiir die Genexpression des Biomarker ASC

(Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) dargestellt.

Tabelle 3.4: Exemplarische Darstellung der Zusammenhinge im inflammato-
rischen Netzwerk. Die Genexpression des Inflammasommitglieds ASC zeigte starke
Zusammenhdnge mit den anderen Mitgliedern des identifizierten Genexpressionsclu-
sters, die teilweise unabhingig vom gemessenen Zeitpunkt bzw. der Didt waren und
sowohl in den basalen Genexpressionen, als auch bei den Verdnderungen auftraten. Fiir
alle dargestellten Korrelationskoeffizienten nach Kendall 7 gilt: 8,3 10715 < pgy < 7,3
1075, Eine vollstindige Auflistung der Korrelationskoeffizienten zwischen Mitgliedern

des Netzwerkes befindet sich im Anhang Tab.A.3.

ASC

LF | HF1 | HF6 | App, ur1 | Anri, vre | ALy, HF6
Caspasel | 0,67 | 0,72 | 0,61 0,56 0,66 0,51
CCL5 0,48 | 0,56 | 0,51 0,56 0,54 0,37
CDll1c 0,65 | 0,74 | 0,68 0,70 0,75 0,65
CD14 1067 0,71 | 057 | 0,67 0,61 0,66
EMRI 037 0,50 | 044 | 0,62 0,64 0,46
TxBa 0,54 | 0,47 | 0,56 | 0,36 0,57 0,50
13 037 0,40 | 0,44 | 0,49 0,56 0,45
IL1ra 0,60 | 0,58 | 0,93 0,47 0,59 0,58
IL6
MCP1
MRCI 043 | 041 | 034
NE 0.33
NLRP3 0,49 | 0,58 | 0,41 0,35 0,46 0,43
TLR2 0,67 | 0,72 | 0,67 0,65 0,73 0,66
TLRA4 0,37 0,40 0,43 0,43
TNF« 0,60 | 0,63 | 0,49 0,61 0,51 0,38

Bereits an diesem Beispiel kann man anhand der Anzahl ihrer Verkniipfungen tenden-
ziell zwischen Markern unterscheiden, die zum Kern des Netzwerkes geh6ren miissten
(z.B ASC und CD11c), und Markern, die eher periphér liegen wiirden (z.B. NFxB

und MRC1).
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3.2.1.1 Visualisierung als diditunabhingige Netzwerke

Zunachst wurde das Netzwerk fiir jeden betrachteten Zeitpunkt, also sowohl ba-
sal als auch in der Veréinderung, visualisiert (vgl. Abb. A.2 bis A.7). Im néchsten
Schritt wurde jeweils eine Uberlagerung vollzogen fiir die basalen Genexpressionen
(LF, HF1 und HF6) und fiir die Genexpressionsverdnderungen (App, pr1, Apr1, nre
und Apr pre), das heift fiir Kanten, die zu mehreren Zeitpunkten existierten, wur-
den die entsprechenden Korrelationskoeffizienten summiert. Auf diesem Wege wurden
zwei Netzwerke generiert, die stetige Zusammenhénge stiarker gewichten als nur spo-
radisch auftretende. Die beiden Uberlagerungsnetzwerke sind in den Abbildungen 3.3
(basal) und 3.4 (Verdnderung) dargestellt.

basal

16

Abbildung 3.3: Uberlagertes Netzwerk der basalen Genexpressionen (LF,
HF1, HF6) der 17 Kandidatenbiomarker. Zur Uberlagerung wurden die Korrela-
tionskoeffizienten der Zusammenhinge summiert. Zudem wurde ein Farbschema nach
Stéarke und Stetigkeit des Zusammenhangs eingefiihrt: rot - starker/stetiger Zusammen-
hang, blau - moderater Zusammenhang, schwarz - schwacher /nicht stetiger Zusammen-
hang.

Beiden Netzwerken gemein war die zentrale Rolle der Inflammasommarker ASC und
Caspasel, sowie des proinflammatorischen M1-Makrophagennmarkers CD11c, wih-

rend der Transkriptionsfaktor NFxB und der antiinflammatorische M2-Makrophagenmarker
MRCT nur periphér in den Netzwerken auftauchten.

Die beiden zusitzlich eingefiigten Inflammationsmarker IL6 und MCP1 zeigten dar-

iiber hinaus ebenfalls nur eine periphiire Verkniipfung zu dem basalen Uberlagerungs-
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MRC1
Aalle 9

IL6

NF«xB

Abbildung 3.4: Uberlagertes Netzwerk der Genexpressionsverinderungen
(Avr, HF1, AHF1, HF6, ALF, HFe) der 17 Kandidatenbiomarker. Zur Uberlage-
rung wurden die Korrelationskoeffizienten der Zusammenhénge summiert. Zudem wur-
de ein Farbschema nach Stdrke und Stetigkeit des Zusammenhangs eingefiihrt: rot -
starker /stetiger Zusammenhang, blau - moderater Zusammenhang, schwarz - schwa-
cher/nicht stetiger Zusammenhang.

netzwerk, wihrend sie von dem Netzwerk der Genexpressionsveranderungen ganz iso-
liert waren.

Eine weitere Beobachtung betraf die beiden Toll-like receptors TLR2 und TLRA4, da
sie in beiden Netzwerken einerseits deutlich voneinander entfernt lagen und dabei

andererseits TLR2 eine zentralere Position als TLR4 einnahm.

3.2.1.2 Verifizierung

Die genaue Funktionsweise, z.B. die Hierarchie oder Kausalitdt, solcher hypotheti-
scher Netzwerke kann iiber mathematische Methoden nicht analysiert werden und
bedarf weiterer zielgerichteter Experimente (z.B. Zellkulturversuche oder Tiermodel-
le).
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Dariiber hinaus kann mathematisch aber eine Verifizierung der Netzwerke vorgenom-
men werden, die zumindest eine Kausalitit nahe legt.

Gezeigt werden soll dies am Beispiel des Uberlagerungsnetzwerkes der Genexpressi-
onsveranderungen (vgl. Abb. 3.4) und Caspasel.

Die in Abbildung 3.5 dargestellte individuelle Verdnderung der Caspasel-Genexpression
zwischen LF und HF6 wurde genutzt, um die Studienkohorte in zwei Subkohorten zu
trennen. Die blau markierte Subkohorte bestand aus 50 Probanden, deren gemessene
Genexpression von Caspasel zwischen LF und HF6 abfiel, wahrend die Genexpression
der 31 Probanden der rot markierten Kohorte entweder konstant blieb oder zunahm
iiber die sechs Wochen HFD.

©
E = ansteigend oder konstant
i m abfallend
- 1
- <
g
2 S
o 7 '
“ o
S &
©oo
Q
=
0]
(D &

Probanden

Abbildung 3.5: Individuelle Verinderung der Genexpression von Caspasel
zwischen LF und HF6. Uber die Verinderung der Genexpression zwischen LF und
HF6 konnte die Kohorte in zwei Subkohorten aufgetrennt werden, die zur Stratifizierung
genutzt wurde. Rot - Individuen, deren Genexpression von Caspasel zwischen LF und
HF6 konstant blieb oder anstieg (n = 31); blau - Individuen, deren Genexpression von
Caspasel zwischen LF und HF6 abfiel (n = 50).

Anhand der Zuordnung zu einer der beiden Subkohorten wurde der Verlauf der Gen-
expression der anderen Netzwerkmitglieder stratifiziert und der Einfluss der Grup-
penzuordnung untersucht (Abb. 3.6).

Mit Ausnahme von TNFa zeigte fiir alle anderen Mitglieder des Uberlagerungsnetz-
werkes der Genexpressionsverdanderungen die Gruppenzugehorigkeit nach Caspasel-
Stratifizierung einen signifikanten Einfluss auf den Verlauf iiber die sechs Wochen
HFD (fiir alle gilt: 2,7 1078 < p < 0,024). In dem Post-hoc durchgefiihrten Grup-
penvergleich gab es dabei interessanterweise zwei Arten von Reaktionsmustern. Bei
Markern wie EMR1, NLRP3 und ASC zeigten sich die signifikanten Gruppenunter-
schiede an LF und HF'1, wéhrend sie zu HF6 nicht signifikant und damit synchronisiert

waren. IL15 und NFxB waren dagegen zu Beginn der Studie gleich expremiert und
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Abbildung 3.6: Abhingigkeit der Genexpression innerhalb des Netzwerks.
Dargestellt ist der Verlauf der Genexpression abhéngig von einem Anstieg, bzw. Kon-
stanz (rot) oder Abfall (blau) der Genexpression von Caspasel zwischen LF und HF6.
Caspasel ist dargestellt zur Verifizierung der vorgenommenen Stratifizierung. MCP1
und IL6 fungieren als Gegenbeispiele, da beide Marker nicht mit dem Uberlagerungs-
netzwerk der Genexpressionsinderunger verbunden sind. Eine Abbildung der iibrigen
Mitglieder des Netzwerkes befindet sich im Anhang (vgl. Abb. A.8). Der angegebene
p-Wert bezieht sich auf den Einfluss der Gruppenzuordnung auf den Verlauf der Gen-
expression des jeweiligen Markers (zweifaktorielle, rep.M. ANOVA) und die Sternchen
auf den Post-hoc-Vergleich zwischen den Gruppen zu dem jeweiligen Zeitpunkt (Mann-
Whitney-U-Test; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** p < 0,001). Die Werte sind angegeben
als Median [Q0,255 Q0,75] :

ihre Genexpression divergierte erst zu HF6 signifikant. Im Gegensatz zu den Mitglie-
dern des Netzwerkes konnte fiir IL6 und MCP1, die beide isoliert vom betrachteten
Netzwerk lagen, keine solche Abhéngigkeit nachgewiesen werden.

Ein zweites Beispiel, bei dem die Kohorte anhand der Genexpressionsinderung von
CD11c stratifiziert wurde, ist im Anhang zu finden (vgl. Abb. A.9 bis A.11).
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3.3 Lipidomaics

Die Analyse der Plasmalipidkonzentrationen aufgeteilt in die Konzentrationen ganzer
Lipidklassen und spezieller Lipidspezies (anhand ihrer anhéngigen Fettsiuren) wurde

unter drei Aspekten durchgefiihrt:

1. die Entwicklung der Lipidkonzentrationen unter den Bedingungen einer Hoch-
fettdiit,

2. der Einfluss von Geschlecht, BMI und Alter auf die Plasmakonzentrationen und

3. die Erblichkeit von Plasmakonzentrationen in Relation zu dem Einfluss von

Umweltfaktoren.

Auf diese Weise sollte die Beziehung von Nahrung/Erndhrung und den im Blut vor-
kommenen Lipiden genauer beschrieben werden, um das Potential der Lipidomics
als klinisches Untersuchungsmedium zu ergriinden und erste methodische Schritte zu

einer solchen Umsetzung - sofern moglich - zu etablieren.

3.3.1 Entwicklung der Lipidkonzentrationen unter einer
Hochfettdiit

Infolge der Hochfettdiédt stieg die Plasmakonzentration der gemessenen Lipide als
Gesamtkonzentration betrachtet zwischen HF1 und HF6 signifikant an (HF1: 7186,4
|5653,4; 8539,1| vs. HF6: 7923,8 [6950,1; 8580,6] pmol/uL, p < 0,01, rep.M. ANO-
VA), wihrend die einzelnen Lipidklassen ein deutlich inhomogeneres Antwortmuster
zeigten. Insgesamt konnten, wie auch in den Abbildungen 3.7 dargestellt, 6 Antwort-

muster identifiziert werden:

1. eine Plateauphase in der ersten Woche mit anschlieflendem Abfall iiber die
néchsten fiinf Wochen (LPE, p < 0,05),

2. eine Plateauphase in der ersten Woche mit verzogerter Akkumulation innerhalb
der néchsten fiinf Wochen (PC, PC-O, PI, SE und SM, alle p < 0,01),

3. eine akute Akkumulation innerhalb einer Woche HFD mit folgender Plateau-
phase zwischen HF1 und HF6 (CER, p < 0,001),

4. ein monotoner Anstieg (PE, PE-O, alle p < 0,01),

5. eine Gegenregulation innerhalb der letzten fiinf Wochen des zunéchst nach einer
Woche auftretenden Abfalls (DAG und ST, alle p < 0,001) und
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6. stabile Konzentrationen iiber die sechs Wochen HFD hinweg (LPC und TAG,
alle p > 0,05).
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Abbildung 3.7: Entwicklung der Konzentrationen der Lipidklassen. Dargestellt
ist die Entwicklung der Konzentrationen der Lipidklassen nach der Standardisierung.
Die Klassen mit (statistisch) stabilen Konzentrationen (TAG und LPC) sind hier nicht
gezeigt. Am hiufigsten reagierten die Klassen um eine Woche verzogert mit signifikanten
Anderungen zwischen HF1 und HF6, rep.M. ANOVA; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, ***
- p < 0,001, arith.Mittel £+ SD.

Zusitzlich zu den sich #ndernden Konzentrationen der Lipidklassen konnten auch An-
derungen in der Komposition dieser Klassen beobachtet werden, indem die einzelnen
Lipidspezies individuelle Reaktionsmuster auf die Hochfettdidt zeigten (Abb. 3.8).

Insgesamt reagierten 102 der 150 gemessenen Spezies (68 %) auf die Didtumstellung

und &nderten sich signifikant (alle p < 0,05), wobei der Grofteil der Spezies entweder
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Abbildung 3.8: Kreisdiagramme der klassenabhingigen Verdnderungen der
Lipidkonzentrationen. Obwohl sich teilweise die Plasmakonzentration der Lipidklasse
nicht &dnderte (TAG und LPC), zeigten die Lipidspezies ein deutlich variableres Ant-
wortmuster auf die HFD (rep. M. ANOVA).

nur akut auf die Hochfettdidt reagierte (n = 45) oder verzogert (n = 31) mit einer
entsprechenden Plateauphase danach bzw. davor. Nur 13 Spezies reagierten monoton
und weitere 13 zeigten adaptive Tendenzen, indem die Akutreaktion nach einer Woche
HED im weiteren Verlauf negiert wurde. Die Lipide mit den stabilen Konzentrationen
gehorten hauptséchlich zu den TAGs und LPEs, die damit weniger sensitiv sind fiir
eine Erndhrungsumstellung.

Der Versuch die verschieden reagierenden Lipidspezies anhand bestimmter Merkma-
le zu clustern, bzw. Merkmale zu identifizieren, anhand derer man vorherzusagen
vermag, wie sich eine bestimmte Lipidspezies verhalten miisste, erwiesen sich als zu
indifferent, um allgemeinere Aussagen treffen zu konnen. Weder das Vorhandensein
einer bestimmten Kopfgruppe, noch der Sattigungsgrad der Fettsaurereste bestimmte
das Antwortmuster. Gleiches galt fiir die Lange der Fettsiuren oder das Vorhanden-
sein einer spezifischen Fettsdure (z.B. Docosahexaenséure [22:6]).

Dafiir zeigte das Lipidom als solches eine adaptive Tendenz in der relativ jungen und
gesunden Kohorte. Hierzu wurde die Flexibilitiat der Lipidspezies, d.h. die Variation
der Lipidkonzentrationen innerhalb der Kohorte, untersucht (Abb. 3.9).

Diese stieg nach einer Woche HFD signifikant an (LF: 0,22 [0,18; 0,28] vs. HF1: 0,24
|0,19; 0,33], p < 0,001, rep.M. ANOVA), was gleichbedeutend war mit einer héheren
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Abbildung 3.9: Relative Flexibilitit der Lipidspezies (n = 150). Die Flexibilitét
verdeutlicht die Fahigkeit der Probanden an die Bedingungen der HFD zu adaptieren.
Der Anstieg nach einer Woche HFD verschwindet nach weiteren fiinf Wochen unter
der Diat vollig (rep.M. ANOVA). Die Flexibilitét ist dargestellt als spezies- und CID-
abhéngiger Quartilsdispersionskoeffizient. Die dreieckigen Symbole représentieren dabei
zusatzlich das arithmetische Mittel der Lipidspezies.

Variabilitit in den speziesabhéngigen Lipidkonzentrationen der Probanden. Im weite-
ren Verlauf der Studie verschwand dieser Anstieg aber wieder (HF6: 0,23 [0,19; 0,30];
LF vs. HF6: nicht signifikant, HF1 vs. HF6: p < 0,001) und fiel zuriick auf den Aus-
gangswert, sodass die Konzentrationen der Lipidspezies innerhalb der Kohorte nach

sechs Wochen HFD nicht starker variierten als direkt nach der Standardisierung.

3.3.2 Einflussfaktoren auf Lipidkonzentrationen

Um das Potential einer Methode als klinischer Standard zu ergriinden, musste zu-
néichst untersucht werden, ob und inwieweit Individuen sich unterscheiden und welche
Faktoren grundlegenden Finfluss auf die untersuchten Parameter nehmen. Alter und
Geschlecht sind dabei bekannte Faktoren, die aufgrund ihrer starken, biologischen
Relevanz beriicksichtigt werden mussten. In einem erndhrungs- bzw. gesundheitswis-
senschaftlichen Umfeld ist zudem der BMI eine wichtige Einflussgrofe.

Untersucht wurden die genannten Parameter als feste Faktoren in den linearen ge-

mischten Modellen sowohl fiir die Lipidklassen (Tab.3.5) als auch die Lipidspezies.
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Tabelle 3.5: Einfluss von BMI, Geschlecht und Alter (linear und quadratisch)
auf die Plasmakonzentrationen der Lipidklassen. Dargestellt sind die 3-Werte der
festen Faktoren Alter, Geschlecht und BMI sowie das Interzept (Y-Achsenabschnitt) der
LMMs. Faktoren mit freien Zellen wurden in das am besten angepasste Modell nicht
eingeschlossen. Als Referenz galten junge Frauen mit niedrigem BMI. * - p < 0,05; **
-p < 0,01; *** - p < 0,001 ; n.s. - nicht signifikant.

Interzept BMI Geschlecht Alter Alter?
Gesamt | 6302,95 ***|-4547 n.s. | -919,95 ** | 13761 * |-145 *
CER 2,51 ork 0,02  Fx
DAG 14,33 Hk*
LPC 97,58 ¥ | 106 mn.s. | 27,78 kX
LPE 3,92 ook
PC-O 51,45 k| 144 M | 0,34 ns. | 2,16 FF* | 0,03 F**
PC 2340,91 *** | 21,76 n.s. | -377,47 *** | 0,16 n.s.
PE-O 10,90  **
PE 10,98  *** -4.27 R
PI 34,97 kX -725 R 0,13 *
SE 221737 *** | _1592 n.s. | -376,55 **F| 6536  ** | -0,64 *
SM 116,91  *** -23,89  *FE 1 (0,33 ok
ST 1190,58 ** | 7,08 n.s.| -83,86 mn.s. | 10,20 **
TAG 1124,04 ** | 21,89 n.s. | -117,29 n.s. | -33,77 * | 041 %

Die Gesamtkonzentration der gemessenen Lipide war geschlechtsabhingig und nied-
riger in ménnlichen Probanden (p < 0,01). Gleiches galt fiir die Klassen der PC,
PE, PI, SE und SM (alle p < 0,001), wihrend die Klasse der LPC als einzige nied-
rigere Konzentrationen in Frauen aufwies (p < 0,001). Mit 6 von 13 Klassen erwies
sich das Geschlecht damit als stirkerer Einflussfaktor als der BMI, der nur die Phos-
phatidylcholinether signifikant beeinflusste (Spvi = -1,44, pgyy < 0,01), indem die
Konzentrationen in Probanden mit niedrigerem BMI héher waren (Abb. 3.10).

Die Klassen der CER, SM und ST zeigten zudem eine positive Altersabhingigkeit
mit hoheren Konzentrationen in &lteren Probanden (alle p < 0,01), wihrend die
Konzentrationen der Phosphatidylinositole mit steigendem Alter sanken (p < 0,05).
Die Klassen der PC-O, SE und TAG wurden neben dem signifikanten linearen Al-
terseffekt auch quadratisch vom Alter der Probanden beeinflusst, wobei die linearen
und quadratischen Einfliisse jeweils gegenliufig waren (PC-O: Baper = 2,16, Dajter
< 0,001 vs. Baper2 = -0,03, paperz < 0,001; SE: Baper = 69,36, Pajer < 0,001 vs.
Baterz = 0,64, Dajerz < 0,055 TAG: Batter = -33,78, Pajrer < 0,05 vs. Bapez = 0,41,
Paerz < 0,05). Fiir die PC-O, SE und TAG beschrieb damit der Alterseffekt einen
parabolischen Verlauf, wobei dieser fiir die TAG konvex und fiir die PC-O und SE
konkav verlief. Berechnete man die lokalen Extrempunkte bzw. Wendepunkte fiir die

Klassenkonzentrationen, so zeigten Probanden bis zu einem Alter zwischen 40 und 41
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Abbildung 3.10: Einfluss von Alter und BMI auf die Plasmakonzentrationen
der Lipidklassen. Basierend auf den Berechnungen der linearen gemischten Modellen
fiir die Lipidklassen wurden die Hyperebenen der Alters- und BMI-Effekte dargestellt.
Die Funktion spannt dabei das Alter von 18 bis 80 Jahren und den BMI von 17,5 bis
30 % Die Gitterlinien entsprechen jeweils 0,83 % und 4,13 Jahren. Nicht gezeigt sind
Klassen ohne signifikanten Einfluss beider Faktoren. BMI - body mass index.

Jahren einen negativen Zusammenhang, bevor mit héherem Alter die Triacylglyce-
dridkonzentrationen wieder anstiegen. Dagegen erreichten die Plasmakonzentration
der PC-O und SE ihr Maximum jeweils bei einem Alter zwischen 40 und 41 bzw.
51. Auch die Gesamtkonzentrationen der gemessenen Plasmalipide war quadratisch
abhingig vom Alter mit den hochsten Konzentrationen bei 47-jahrigen Probanden
(Gesamt: Bajer = 137,61, Pajer < 0,05 VS, Baperz = -1,45, Paserz < 0,05). Die Klas-
senkonzentration der DAG und PE-O waren hingegen von keinem der untersuchten
Faktoren aufser der Diét beeinflusst.

Auf Ebene der Spezieskonzentrationen ergab sich ein deutlich differenziertes Bild von
Abhéngigkeiten, das in Abbildung 3.11 dargestellt ist.

Es wurde fiir 25 der 150 Lipidspezies eine signifikante Altersabhingigkeit nachgewie-
sen (alle p < 0,05), wobei 24 dieser Spezies zu Klassen gehorten, die ebenfalls als
altersabhéngig analysiert wurden. Dabei spiegelten die Effekte in den Spezies ohne
Ausnahme die Richtung der Klasseneffekte wider. PC [36:5, (16:0, 20:5)] war die einzi-
ge Lipidspezies, die zuséatzlich einen Alterseffekt aufwies mit hoheren Konzentrationen
in dlteren Probanden (Bajer = 0,14, Pajer < 0,001).

o4



Ergebnisse

positiver Geschlechtseffekt

negativér BMI-Effekt

positiver Alterseft

negativer Alterseffekt

seffekt

sitiver BMI-Effekt

. positiver Alterseffekt
e |

e

Abbildung 3.11: Einfluss von Alter, Geschlecht und BMI auf die Plasma-
konzentrationen der Lipidspezies. Basierend auf den Berechnungen der linearen
gemischten Modelle fiir die Lipidspezies wurden die (linearen) Alters-, Geschlechts- und
BMI-Effekte dargestellt. Die Abweichung einer Lipidspezies (Sphére) von der Winkel-
halbierenden beschreibt die Art und Grofe des Effekts entsprechend der Achsenausrich-
tung. Die Grofe der Sphéren reprisentiert die In-transformierte, mediane Plasmakon-
zentration an LF. Als Referenz galten junge Frauen mit niedrigem BMI. Der dreidimen-
sionale Plot wird an dieser Stelle durch drei Perspektiven dargestellt.

Interessanterweise konnte die polynomiale Altersabhéngigkeit, die fiir die Klassenkon-
zentration der PC-O und SE gezeigt wurde, nur fiir Einzelne der spezifischen Spezies
nachgewiesen werden, sodass diese Spezies entweder dominant sein oder der Effekt
synergetisch innerhalb der Klasse zustande kommen miisste. PC-O [36:5] (Baiter =
0,45, Patter < 0,001 vS. Bpperz = -0,01, Pajerz < 0,001), SE [45:3, (27:1, 18:2)] (Baiter
= 0,41, pager < 0,001 vs. Bajerz = -0,41, Pajez < 0,001) und SE [47:5, (27:1, 20:4)]
(Batter = 8,88 , Pagter < 0,001 vs. Bajerz = -0,10, ppjey2 < 0,001) waren die einzigen
Spezies mit einem polynomialen Alterseffekt und erreichten die héchsten Konzentra-
tionen bei Probanden, die 42, 51 bzw. 44 Jahre alt waren. Im Gegensatz dazu konnte

fiir keine der Spezieskonzentrationen der TAG ein solcher polynomialer Alterseinfluss
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nachgewiesen werden und nur zwei der Spezies zeigten iiberhaupt einen linearen Ein-
fluss des Probandenalters (TAG[52:4]: Saiter = -0,69, Pajer < 0,05, TAG[54:4]: Barter =
-0,39, Pajer < 0,05), sodass hier der Effekt, der fiir die Konzentration der Lipidklassen
gezeigt wurde, synergetisch zustande gekommen sein muss.

Zusammenfassend spielte das Alter fiir die Konzentrationen der Lipidspezies eine weit
geringere Rolle, als dies fiir die Konzentrationen der Lipidklassen der Fall war, und
schien auch weniger dominant als die Effekte, die das Geschlecht oder der BMI auf
die Plasmakonzentrationen der Lipidspezies ausiibten.

Von den 150 gemessenen Spezies waren 44 abhingig vom BMI der Probanden, wo-
bei jeweils die Hélfte (n = 22) mit steigendem BMI abfielen bzw. anstiegen. Die
mit steigendem BMI in ihren Konzentrationen abfallenden Spezies gehorten dabei
ausschliefslich zu den Phospholipiden, wihrend die Spezies, deren Konzentrationen
positiv mit dem BMI assoziiert waren, sich aus drei SE, 17 TAG und zwei PC mit
hoherem Kohlenstoffatomanteil (ncatome > 38) zusammensetzten.

Den deutlichsten Einfluss hatte das Geschlecht auf die Lipidspezieskonzentrationen.
75 und damit 50 % des gemessenen Lipidoms war abhingig davon, ob der Proband
méannlich oder weiblich war, wobei 8 der 75 Spezies zu nicht geschlechtsabhingigen
Klassen gehorten (1 TAG, 3 PC-O, 4 LPE). Die verbliebenen 67 Spezies spiegelten
dagegen das Verhalten in der Klassenkonzentration wider und ihre Konzentrationen
waren niedriger in mannlichen Probanden.

Trotz der nachgewiesenen Effekte von Geschlecht, Alter und BMI legte das Interzept
(Y-Achsenabschnitt), das fiir alle Klassen und 80 % (n = 120) der Spezies signifikant
in den Modellen war, nahe, dass es weitere Einflussfaktoren gibt, die die Plasmakon-
zentrationen von Lipiden mafgeblich beeinflussen und die in den Analysen noch nicht

beriicksichtigt wurden.

3.3.3 Erblichkeit der Lipide

Das Design der NUGAT-Studie in der Weise, das Zwillinge gleich behandelt wur-
den, ermoglichte die Schitzung der Erblichkeit der verschiedenen Lipidklassen und
-spezies. Da die Schétzung iiber das klassische ACE-Model dabei CID-abhéngig war,
wurden lineare gemischte Modelle der Analyse nachgeschaltet, um die Erblichkeit
nicht nur CID-unabhéngig zu betrachten, sondern auch um eine vierte Komponente
(U) der Varianzverteilung hinzuzufiigen. Diese erfasst Effekte, die nicht iiber A, C
oder E beschrieben werden kénnen, womit eine Uberschiitzung der anderen Kompo-

nenten reduziert wird.
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Sowohl fiir die Plasmakonzentrationen der Lipidklassen als auch die der Lipidspezies
wurde so eine starke Variabilitdt in der Erblichkeit nachgewiesen, die zwischen 0 und
65 % (Klassen) bzw. 62 % (Spezies) variierte (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Verteilung der Varianz der Konzentrationen der Lipid-
klassen(A) und der Lipidspezies (B). Basierend auf den Berechnungen der CID-
abhéngigen ACE-Modelle (LF, HF1 und HF6) wurde anhand von linearen gemischten
Modellen der CID-unabhingige Varianzanteil bestimmt, der jeweils auf die additiven ge-
netischen Effekte (A, rot), die geteilte (C, orange), sowie individuelle Umwelt (E, blau)
zuriickzufithren war. U (beige) beschreibt den Anteil der Varianz, der auf keiner der
drei zuvor genannten Komponenten basierte. Zu sehen ist hierbei, dass die Erblichkeit
(rot) sowohl der Lipidklassen, als auch der Lipidspezies stark variierte.

Entsprechend der Definition fiir hohe Erblichkeit (A > 0,4; vgl. Kap.2.2.7.3) war nur
die Klassenkonzentration der SM hauptsédchlich von additiven genetischen Effekten
bestimmt (Agy = 0,650, Tab. 3.6), wobei der zweitgrokte Varianzanteil mit etwa 28
% auf die Einfliisse individueller Umwelt zuriickzufiihren war.

LPC und PE zeigten eine eher moderate Heritabilitat mit 25 bzw. 35 %, wiahrend die
anderen Klassen eher von Umweltfaktoren beeinflusst wurden und die Klassenkon-
zentrationen von SE;, CER und PC-O keinerlei Erblichkeit aufwiesen. Im Gegensatz
dazu zeigten drei der Klassen starke Einfliisse von unbekannten Effekten (Uppc =
0,449, Upg = 0,562, Uppg = 0,574).

Wurden die Plasmakonzentrationen der Lipidspezies betrachtet, ergab sich, dass 19
der 150 Spezies stark vererbbar waren (vgl. Tab.A.4), wobei 16 von diesen zu den

Phospholipiden gehérten, einschlielich beider gemessener Phosphatidylethanolami-
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Tabelle 3.6: Varianzverteilung anhand der linearen gemischten Modelle ba-
sierend auf der CID-abhingigen ACE-Modellierung (LF, HF1, HF6) fiir die
Plasmakonzentrationen der Lipidklassen. Die Lipidklassen zeigten eine starke Va-
riabilitét fiir additive genetische Effekte (Heritabilitdt, A) mit Werten zwischen 0 und
65 %. Die Parameter sind nach den gerundeten Anteilen fiir Heritabilitét (A), geteil-
te Umwelt (C), individuelle Umwelt (E) und unbekannte Effekte (U) sortiert. Werte
gegeben als Anteile.

A C E U
Gesamt | 0,005 | 0,444 | 0,442 | 0,108
SM 0,650 | 0,063 | 0,282 | 0,004
PE 0,353 | 0,000 | 0,084 | 0,562
LPC | 0,250 | 0,000 | 0,301 | 0,449
TAG | 0,180 | 0,053 | 0,664 | 0,103
LPE | 0,144 | 0,000 | 0,283 | 0,574
PE-O | 0,014 | 0,259 | 0,661 | 0,067

PC 0,011 | 0,406 | 0,504 | 0,079
PI 0,007 | 0,268 | 0,713 | 0,011
ST 0,005 | 0,197 | 0,652 | 0,146

DAG | 0,002 | 0,390 | 0,401 | 0,207
CER | 0,000 | 0,621 | 0,268 | 0,111
SE 0,000 | 0,460 | 0,448 | 0,092
PC-O | 0,000 | 0,354 | 0,475 | 0,171

nen. Uberraschenderweise gehorte die Spezies mit der am stérksten vererbbaren Plas-
makonzentration (PI [34:2, (18:2, 16:0)]; Apyza2, (18:2, 16:0)) — 0,621) zu einer Klasse,
die in ihrer Gesamtkonzentration keinerlei Erblichkeit zeigte (Ap; = 0,007). Im Gegen-
satz dazu waren die Konzentrationen von 38 der Spezies ausschlieflich durch Umwelt
und unbekannte Effekte bestimmt, einschlieflich 7 (50 %) der SEs und 15 (47 %) der
TAGs.

33 der 150 Spezies (22 %) zeigten zudem auch einen starken Einfluss der unbekannten
Effekte mit bis zu 83 % der Gesamtvarianz (Upc_ofs2:0, (180, 14:0)] = 0,827).

In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, ob auch die Art der Verdnderun-
gen in den Plasmakonzentrationen der Spezies vererbbar waren. Hierzu wurde das
ACE-Model fiir die Anderungen von LF zu HF1, HF1 zu HF6 und LF zu HF6 be-
rechnet. Nur die Konzentrationen von PE[38:4, (20:4, 18:0)] (monoton ansteigend,
cLp = 6,23 + 3,10vs.cypg = 6,78 £ 3,65 pmol/ul, p < 0,05) war stark erblich iiber
alle drei Verdnderungen (Aarpuri— 0,54, Aaurure— 0,48, Aarp,ure— 0,53). Fiir 113
der 150 Spezies konnte dagegen keinerlei Erblichkeit fiir die Konzentrationsinderung
nachgewiesen werden und die Ergebnisse fiir die verbliebenen 36 Spezies waren zu
inkonsistent, um gesicherte Aussagen treffen zu konnen. Die Analyse wurde daher an

dieser Stelle abgebrochen und die LMMs nicht fiir die Verdnderungen modelliert.
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4 Diskussion

In der NUGAT-Studie konnte gezeigt werden, dass auch die dem Bedarf eines Men-
schen angepasste und damit isokalorische Erndhrung mit einem hohen Anteil an (ge-
sattigten) Fetten Einfluss auf den humanen Metabolismus nimmt. Zwar wurde eine
leichte Gewichtszunahme (und eine daraus resultierende Zunahme im BMI) in der
Studienkohorte festgestellt, jedoch rangierte diese im Bereich natiirlicher Fluktua-
tionen des Korpergewichts und sollte damit nur eine untergeordnete physiologische
Rolle spielen bzw. zu vernachléssigen sein.

Die der Hochfettdidt vorangehende Standardisierung durch eine ebenfalls dem Be-
darf angepasste Didtintervention nach DGE-Richtlinien glich die Erndhrungsweisen
der Probanden einander an und homogenisierte damit die Kohorte. Dariiber hinaus
minimierte die Standardisierung zusétzlich den Fehler fiir die eigentliche Intervention,
der allein dadurch auftreten und die Daten beeinflussen kann, indem fiir eine Unter-
suchung kontrollierte Bedingungen hergestellt werden und zuséatzlich das Bewusstsein

fiir Erndhrung bei den Probanden verstarkt wird.

4.1 Metabolische Reaktionen auf Hochfettdiaten

Durch die Trennung von hyperkalorischer Energiezufuhr und einem relativen Uberan-
gebot des Makronéhrstoffes Fett, zeigte sich, dass die Auswirkungen von letzterem auf
die von uns gemessenen Parameter des Metabolismus der Probanden deutlich mode-
rater ausfiel, als es in fritheren Studien gezeigt und Erndhrungsrichtlinien propagiert
wird (vgl. Kap.1.1.2.1).

Eine Erklarung fiir die Ergebnisse in NUGAT kann dabei natiirlich in der Kohorte
selbst gesehen werden, die nicht nur relativ jung sondern auch nach medizinischen
Mafstaben metabolisch gesund war. Liegen bereits Stoffwechselstorungen (z.B. eine
Adipositas oder gestorte Glukosetoleranz) vor, ist der Metabolismus moglicherweise
nicht mehr fihig, adverse Effekte durch die Aufnahme von iiberwiegend geséttigten
Fetten zu kompensieren.

Betrachtet man die beiden Systeme, die in dieser Arbeit untersucht wurden, zeigen

die Probanden der Studie insbesondere fiir den Glukosestoffwechsel adaptive Tenden-

29



Diskussion

zen: Der akute Anstieg des Niichterninsulins und die daraus resultierende verringerte
Insulinsensitivitdt (HOMA-IR) nach einer Woche der Hochfettdidt waren nach wei-
teren fiinf Wochen nicht mehr nachzuweisen und auf den Ausgangswert nach der
kohlenhydratreichen Diét zuriickgefallen. Dabei ist anzumerken, dass die Konzentra-
tionen des Niichterninsulins und der Index der Insulinsensitivitit der Probanden zu
allen drei Zeitpunkten im Normalbereich beider Parameter lagen. Ein Schwellenwert
fiir den HOMA-IR héngt dabei stark vom Geschlecht sowie der Ethnie und dem Al-
ter ab. Sowohl MOHLIG et al. (2006) als auch KESKIN et al. (2005) sehen aber einen
Cut-off von < 2.5 als durchaus angemessen an, um zwischen insulinsensitiven und
insulinresistenten Europédern zu unterscheiden. Im Vergleich dazu liegen die NUGAT-
Probanden mit einem maximalen Median von etwa 1,1 (HF1) deutlich unter diesem
Schwellenwert und sind damit im insulinsensitiven Bereich.

Eine Anderung im HbA;. war dariiber hinaus nicht zu erwarten, da die Dauer der
Studie mit 6 Wochen pro Intervention deutlich unter der Zeitspanne liegt, iiber die
mit dem HbA;. Aussagen getroffen werden konnen. Entsprechend der mittleren Le-
bensdauer eines Erythrozyten liegt diese bei etwa 3 bis 4 Monaten (SHEMIN & RIT-
TENBERG, 1946).

Der Fettstoffwechsel, reprisentiert durch die Konzentrationen von Cholesterol und
den Lipoproteinen, zeigte deutlichere und anhaltende Verdnderungen unter der Hoch-
fettdifit. Interessanterweise stiegen dabei nicht nur die Konzentrationen von Chole-
sterol und dem Lipoprotein geringer Dichte (LDL), sondern auch die Konzentration
des Lipoproteins hoher Dichte (HDL) an. Dabei war der Anstieg zueinander rela-
tiv gleich (konstanter LDL/HDL-Quotient). Insbesondere der letzte Punkt lift die
Schlussfolgerung nicht zu, dass gesittigte Fette eine Dyslipiddmie induzieren. Unsere
Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu sowohl Studien als auch Erndhrungs-
richtlinien (OO01 et al., 2015; MARAIS, 2013; MCGUIRE, 2011).

Die Metaanalyse von MENSINK et al. (2003) unterstiitzt jedoch unsere Beobachtun-
gen, indem sie nachweisen konnten, dass beim isokalorischen Austausch von Kohlen-
hydraten gegen Fett auch das HDL einen signifikanten Anstieg verzeichnet. Gleich-
zeitig zeigen GOGEBAKAN et al. (2011), dass eine Gewichtsreduktion zum parallelen
Abfall von HDL und LDL fiithren kann. Da eine Dyslipidamie ebenfalls hdufig mit
einer ausgepragten Adipositas assoziiert wird (KLOP et al., 2013), bleiben berechtigte
Zweifel bestehen, ob es tatsichlich das relative Uberangebot des Makronihrstoffes
Fett ist und nicht eher die haufig positive Energiebilanz von untersuchten Hochfett-
didten, die die Dyslipiddmie induziert.

Die Ursache der Dyslipiddmie hinreichend zu kldren, wére insofern wichtig, da sie

als unabhéngiger Risikofaktor unter anderem auch fiir Diabetes Typ 2 gilt (RHEE
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etal., 2011; MEIKLE etal., 2013) und Schitzungen davon ausgehen, dass 2030 et-
wa 439 Mio Menschen an Diabetes (davon 90 % an Typ 2) erkrankt sein werden
(SHAW et al., 2010; CHEN et al., 2011), wodurch eines der weltweiten Hauptprobleme
fiir Krankheitshaufigkeit und Mortalitdt mitadressiert werden wiirde (ROGLIC et al.,
2005; CHEN et al., 2011).

Zwei weitere interessante Beobachtungen in NUGAT waren einerseits die stabilen
Plasmakonzentrationen der Triacylglyceride (TAG) und die sinkenden Konzentra-
tionen der freien, unveresterte Fettsduren (NEFA). Die Triacylglyceridkonzentratio-
nen unterstreichen dabei die relative Unabhéngigkeit der zirkulierenden TAGs von
der Nahrung, wie auch (PARKS & HELLERSTEIN, 2000) beschreiben, die die TAG-
Konzentrationen im Blut insbesondere als Produkt des endogenen Metabolismus se-
hen.

Eine mogliche Erklarung fiir die sinkenden NEFA-Konzentrationen héitte eine ver-
mehrte Speicherung und damit Reduktion im Blut sein konnen. Allerdings verander-
te sich weder der intrahepatische Lipidgehalt, was fiir eine Einlagerung in der Leber
sprechen wiirde, noch die relative Fettmasse oder das Taille-Hiift-Verhéltnis, was auf
eine vermehrte Aufnahme oder eine Umlagerung des Fettgewebes hindeuten wiirde.
SELTMANN (2013) zeigt in ihrer Dissertationsschrift zudem, dass der Abfall begrenzt
ist auf das jiingste Tertil (18 - 23 Jahre, n = 36) der NUGAT-Kohorte.

Betrachtete man das Lipidprofil fiir die einzelnen Probanden konnte dariiber hinaus
gezeigt werden, dass zwar die Mehrheit (n = 56) eine Zunahme in den Konzen-
trationen von HDL und LDL zeigten, dass aber auch die drei mdéglichen anderen
Antwortmuster vertreten waren. Insbesondere die kleinste Gruppe aus sieben Pro-
banden, deren Lipoproteinkonzentrationen in beiden Spezies abfiel, und die fiinfzehn
Probanden deren LDL-Konzentration unveriandert blieb oder sank, wihrend eine er-
hohte Menge von HDL nachgewiesen wurde, scheinen von besonderem Interesse. Beide
Antworttypen unterstiitzen die Hypothese von Menschen, die besser mit den postu-
lierten adversen Effekten einer Hochfettdifit umgehen konnen als andere (responder
vs. non-responder). Zudem zeigt es das Potential der jungen Kohorte zur Adaptation
und unterstreicht die Notwendigkeit auch in der Medizin den Patienten als Indivi-
duum zu betrachten. Da sich zudem die Zwillinge innerhalb ihres Paares deutlich
unterschiedlich verhielten, scheinen die Antwortmuster von Umweltfaktoren bedingt
zu werden.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit sind - entsprechend der betrachteten Parameter - auf
einzelne, spezifische Teilsysteme des Metabolismus begrenzt. Weitere Parameter, wie
etwa die Leberenzyme, Blutzellkonzentrationen und der Elektrolythaushalt, blieben

jedoch unbeeintrachtigt durch die Erndhrungsumstellung und die Probanden zeigten
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auch nach sechs Wochen der Hochfettdidt ein insgesamt unauffilliges Blutbild (SELT-
MANN, 2013). Dies konnte einerseits an einem fehlenden Effekt der Nahrungsfette auf
diese Parameter liegen oder andererseits zeigen, dass alle Probanden etwaige Effekte

relativ gut kompensieren konnten.

4.2 Transkriptom und die Interaktion mit
Hochfettdiiten

Dass das Inflammasom und die Toll-like receptors (TLR) iiber Signalwege sowohl
mit der Makrophageninfiltration des Fettgewebes als auch der Induktion von Zy-
tokinen und inflammatorischen Signalprozessen zusammenhéngen, ist bekannt und
wurde bereits im Kapitel 1.1.4.3 ndher beschrieben. Die in dieser Arbeit verwende-
te Netzwerkanalyse verdeutlicht diese Zusammenhénge, gewichtet die Komponenten
aber auch zusatzlich, was anhand ihrer Lage im Netzwerk gesehen werden kann. Inter-
essanterweise zeigten IL6 und MCP1 keine bzw. kaum Verkniipfung zu den anderen
Kompenenten des Netzwerkes, obwohl sie sowohl als Zielgene des Transkriptionsfak-
tors NFxB (KAYSER etal., 2014) als auch als wichtige Komponenten in der subkli-
nischen Inflammation des Fettgewebes gelten (GHOSH et al., 2006). 1L6 gilt zudem
auch als downstream target von IL15 (MCGEOUGH et al., 2012).

Dagegen nahmen alle drei gemessenen Komponenten des Inflammasoms eine relativ
zentrale Positionen in den Netzwerken ein. Dies traf sowohl auf ihre basale Genex-
pression als auch auf die Verdnderung iiber die Hochfettdidt zu. Eine weitere inter-
essante Beobachtung in den Netzwerken betraf die Lage der Makrophagenmarker,
die die Gewichtung der M1-Polarisation der Makrophagen in einer proinflammato-
rischen Umgebung verdeutlichten, indem CD11c als Marker der M1-Makrophagen
(WENTWORTH et al., 2010) deutlich zentraler im Netzwerk positioniert und stérker
vernetzt war als MRC1, einem Marker fiir M2-Makrophagen (ROSZER, 2015). Auch
CD14 und EMRI sind relativ zentral gelegen, wobei KHAZEN et al. (2005) zu beden-
ken geben, dass EMR1 deutlich makrophagenspezifischer ist als CD14. JANSSENS &
BEYAERT (2003) zeigen dariiber hinaus eine funktionelle Verkniipfung von CD14 mit
dem Toll-like receptor 4, indem CD14 in seiner Form als Membranprotein zusam-
men mit TLR4 einen Signalkomplex bildet, der LPS-(Lipopolysaccharid)-induzierte
Signale vermittelt.

Derzeit sind im Menschen neben TLR4 neun weitere Toll-like receptors bekannt
(JANSSENS & BEYAERT, 2003), wobei nochmals vier weitere in anderen Spezies (z.B
Maus und japanische Flunder) beschrieben wurden (HWANG et al., 2011). Fiir TLR2
und TLR4, die in NUGAT gemessen wurde, konnten MUZIO et al. (2000) zeigen, dass
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die Genexpression von TLR2 von LPS induziert wird, wihrend die Genexpression
von TLR4 insbesondere durch proinflammatorische Zytokine erhéht wird. Dagegen
sprechen unsere Beobachtungen der Netzwerkanalyse, die in einem proinflammatori-
schen Umfeld eher die Gewichtung von TLR2, d.h. eine stirkere Verkniipfung zwi-
schen TLR2 mit Komponenten des Inflammasoms und proinflammatorischer Prozes-
se, zeigte, wihrend TLR4 in dem proinflammatorischen Umfeld eine eher periphére
Rolle einnimmt im Vergleich zu TLR2. Uber das Netzwerk lisst sich allerdings keine
Richtung des Zusammenhangs oder Kausalitdt nachweisen. Weitere Experimente sind
notig, um nachzuweisen, ob die stirkere Verkniipfung der Genexpression von TLR2
mit proinflammatorischen Parametern eher Ursache oder Folge ist. Dessen ungeachtet
verweisen JANSSENS & BEYAERT (2003) darauf, dass insbesondere TLR2 Heterodi-
mere mit TLR1 und TLR6 bildet und damit seine Ligandenspezifizitit erweitert.
Weitere Limitationen der Analyse bestehen darin, dass die Genexpression im Fett-
gewebe keinerlei Aussage iiber die tatsichlich im System zirkulierenden Konzentra-
tionen liefert. Einerseits wird die stattfindende Regulation durch zum Beispiel post-
translationale Modifikation nicht beriicksichtigt und andererseits ist das Fettgewe-
be nur eines der Organe, die zu der systemischen Produktion beitragen und somit
die zirkulierenden Konzentrationen bestimmen. Hinzu kommt ebenfalls, dass es sich
um Proben aus dem subkutanen Fettdepot handelt und zudem nicht zwischen dem
Expressionsmuster der Adipozyten und Mitgliedern der stroma-vaskuldren Fraktion
unterschieden werden kann. Ein Vergleich mit der Genexpression im viszeralen Fett-
depot wire durchaus interessant.

Dennoch koénnen iiber die Betrachtung der Genexpression Ansatzpunkte fiir weitere
Analysen aufgetan werden und Netzwerkanalysen im Besonderen bieten Hinweise auf
divergente Subgruppen in der Kohorte und Hierarchien innerhalb der bekannten Si-
gnalwege, wie es auch in dieser Arbeit gezeigt wurde. Interessanterweise war dabei in
NUGAT zu beobachten, dass die Subgruppe, deren Caspasel-Genexpression wihrend
der Hochfettdidt sank, bereits nach der Standardisierung eine hohere relative Gen-
expression in den Inflammasomkomponenten sowie TLR2, CD11c, TNFa und IL1ra
zeigten, gleichzeitig aber {iber eine Herunterregulation der Genexpression von 11/,
NFxB und TLRA4 reagierten. Beide Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu,
dass in dieser Subgruppe durch die Hochfettdidt scheinbar eine Deaktivierung der

inflammatorischen Signalkaskade oder deren Gegenregulation induziert wurde.
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4.3 Lipidom und die Interaktion mit Hochfettdiaten

Durch die massenspektrometrische Analyse des menschlichen Plasmalipidoms war es
in der NUGAT-Studie moglich, die Beziehung zwischen Lipiden und einer fettrei-
chen Erndhrungsweise zu untersuchen. Dabei wurde nicht nur die hohe Variabilitét
der Lipidspezies, sondern auch die Erblichkeit der Plasmakonzentrationen adressiert,
sodass auch die genetische Komponente, die sich phanotypisch auspréigt, untersucht
wurde.

Die Daten der NUGAT-Studie zeigten, dass die Lipidspezies sensibel auf eine Ernih-
rungsumstellung reagierten und dies teilweise bereits innerhalb einer Woche geschah,
sodass sich ein starker Einfluss der Erndhrung auf das Lipidom nachweisen liefs, der
nicht begrenzt war auf Lipide mit Speicherfunktion.

Interessanterweise reagierten die Lipidspezies dabei teilweise biphasisch, indem sie
sich akut zwischen LF und HF1 &dnderten, dann aber nach weiteren fiinf Wochen
HED auf ihren Ausgangswert zuriickfielen. Zusétzlich konnte dieses Verhalten fiir die
zunachst ansteigende und dann wieder absinkende Flexibilitit des Lipidoms gezeigt
werden, was gleichzusetzen ist mit einer erneuten Synchronisation der Probanden
zwischen HF1 und HF6. Beides spricht dafiir, dass die relativ junge und gesunde
NUGAT-Kohorte die Moglichkeit zur Gegenregulation und damit adaptives Potential
im Umgang mit der Erndhrungsumstellung hatte. Diese Fahigkeit zur Kompensation
der mitunter ungiinstigen Effekte, konnte eine Erklarung sein, dass in Studien das kar-
diovaskuldre Risiko unter einer Hochfettdidt nur moderat erhoht war (CHOWDHURY
etal., 2014).

Eine weiterfiihrende Untersuchung, ob ein &hnliches Potential in dlteren Probanden
oder bei Probanden mit metabolischer Vorbelastung (z.B. Insulinresistenz), wére von
Interesse. Dariiber hinaus muss neben der Quantitéit der Fette auch die Qualitit der
Fette inklusive ihrer Herkunft beriicksichtigt werden, da Assoziationen zwischen der
Qualitat der Fette und Bluthochdruck sowie kardiovaskuldren Erkrankungen gezeigt
werden konnten (SVETKEY et al., 1999; RASMUSSEN et al., 2006). Bezogen auf ihre
Quelle gelten insbesondere gesittigte Fette aus Kése und Milchprodukten als risi-
komindernd, wihrend der Konsum von geséttigten Fetten aus Fleisch und Fleisch-
produkten das Krankheitsrisiko unter anderem auch fiir koronare Herzerkrankungen
zu erhohen scheint (DE OLIVEIRA OTTO etal., 2012; MOZAFFARIAN et al., 2010,
2011). Eine Unterscheidung beziiglich der Qualitiat der gesittigten Fette beziiglich
ihrer Herkunft war in NUGAT allerdings nicht moglich, da sowohl Fleisch- als auch
Milchprodukte erlaubt waren.

Die Plasmakonzentrationen der Lipide wurden mafsgeblich vom Alter, Geschlecht und
dem BMI der Probanden beeinflusst. Der Effekt des Geschlechts kénnte zurtickzufiih-
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ren sein auf Unterschiede der Gonosomen, genomische Pragung oder eine Abhéangig-
keit von den Geschlechtssteroiden, -hormonen und dem Ovarialzyklus, da der Grof-
teil der weiblichen Probanden premenopausal war. Zudem konnten ISHIKAWA et al.
(2014), LAPPAS etal. (2015) und MIAO etal. (2015) bereits deutliche Unterschiede
des Lipidmetabolismus zwischen Mannern und Frauen nachweisen, die unter ande-
rem die anthropometrische Verteilung des subkutanen und viszeralen Fettes, sowie
die Gesamtmenge von Lipiden und den Stoffwechselumsatz betrafen.

Eine Isolierung oder Gewichtung der Faktoren scheint aber wenig sinnvoll, da die
Faktoren auch in ihrer Interaktion betrachtet werden miissen (ISHIKAWA et al., 2014).
Die Heritabilitit von Lipoproteinen wurde bereits hinldnglich untersucht und sowohl
HDL als auch LDL gelten als hocherblich (PIETILAINEN etal., 2009; KAESS et al.,
2008; HELLER et al., 1993). Ergebnisse zu der Erblichkeit einzelner Lipidspezies wur-
den dagegen noch nicht publiziert.

In NUGAT konnte gezeigt werden, dass die Heritatibilitat sowohl fiir die Lipidklassen
als auch fiir die Lipidspezies stark fiir die basalen Messpunkte variierte. Dies konnte
auf eine Variabilitit in den biosynthetischen Stoffwechselwegen hindeuten und An-
satzpunkte fiir eine gerichtete Suche nach Genvarianten, z.B. QTLs, liefern, fiir die
allerdings weitere Studien benétigt werden wiirden.

SCHEITZ et al. (2013) wiesen fiir 92 Inzuchtlinien der Taufliege D. melanogaster nach,
dass das Lipidprofil stark vererbbar war, wobei aber Spezies der Phosphatidyletha-
nolamine und -choline eine deutlich hohere Variabilitat in den additiven genetischen
Effekten zeigten. Da es sich bei diesen beiden Klassen um die Hauptkomponenten der
Membranstruktur handelt, fungiert neben dem Sattigungsgrad auch das Verhéltnis
der beiden Klassen als integraler Regulator fiir die Membranfluiditit. Die Fahigkeit
die Konzentrationen und damit das Verhéltnis der PCs und PEs der Umwelt anzu-
passen, ist damit gleichbedeutend wichtig fiir die homoviskose und thermale Adapta-
tion in poikilothermen bzw. ektothermen Organismen wie D. melanogaster (COOPER
et al., 2012; OVERGAARD et al., 2008; SCHEITZ et al., 2013). Bei endothermen bzw.
homoiothermen Organismen, wie dem Menschen, spielt die Membranfluiditéit insofern
eine Rolle, dass {iber sie die Aktivitdt von Membranproteinen und die Membranper-
meabilitdt reguliert und kontrolliert wird (LENAZ, 1987; JOHNSON et al., 2011).
Eine genetische Studie in 1212 Individuen aus 42 mexikanischen Familien untersuchte
319 Lipidspezies aus 23 Klassen und konnte dabei eine Erblichkeit nachweisen, die
im Median 0,37 betrug (BELLIS etal., 2014). BELLIS et al. (2014) gehen zudem da-
von aus, dass das Lipidprofil pleiotrop kontrolliert wird, da eine Klassifizierung der
Lipidspezies anhand ihrer chemischen Eigenschaften nicht mdéglich war. Der dabei

genutzte Ansatz iiber eine generationeniibergreifende Familienbetrachtung ist aber
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deutlich anfilliger fiir Storeffekte des Alters und altersabhéngiger Faktoren (z.B. Le-
benstilfaktoren) als ein Zwillingsdesign.

Interessanterweise kommen sowohl SCHEITZ et al. (2013) als auch BELLIS et al. (2014)
zu dem Ergebnis, dass das Verhéltnis von geradzahligen zu ungradzahligen Lipiden
fast ausschlieklich von der Umwelt abhéngt.

Eine dhnliche Heritabilitdtsverteilung, wie sie in der NUGAT-Studie fiir das Lipidom
geschéitzt wurde, beobachteten LiU etal. (2015) fiir 342 Plasmaproteine und damit
eine andere Untergruppe der Metabolomics, mit einem Maximalwert fiir Lipoprotein
a (A = 0,66).

Die Verdnderungen in den Lipidspezies, die auf die Nahrungsumstellung zuriickzufiih-
ren waren, zeigten dagegen kaum eine nennenswerte Erblichkeit. Dies kann einerseits
an den relativ subtilen Verdnderungen liegen, die iiber die Messmethode und das Mo-
dell nicht ausreichend erfasst werden kénnen. Andererseits konnten die Antworten des
Metabolismus insofern konserviert sein, dass die Probanden synchron antworten und
eine Schitzung der Erblichkeit unmdglich ist, da kein Unterschied zwischen mono-
und dizygoten Zwillingspaaren erfasst wird.

Bisher ist die Komplexitit, sowie Interaktion und Funktion des Lipidoms noch nicht
ausreichend verstanden (BELLIS etal., 2014; SCHEITZ etal., 2013), obwohl Lipide
immer haufiger mit spezifischen Pathologien, Erkrankungsrisiken und Krankheitsent-
stehungen verkniipft werden konnen. Die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen
Lipiden und einer Risikobewertung fiir Krankheiten und Krankheitsentwicklung, er-
Offnet ein grofles Feld neuer Untersuchungsmoglichkeiten in der Medizin, muss aber in
Relation zu dem Lipidom eines gesunden Metabolismus gesetzt werden kénnen, um
giiltige Aussagen treffen zu konnen. Des weiteren wurde bisher noch kein Standard in
Bezug auf Labormethoden und -verfahren etabliert, der es ermdglicht Ergebnisse ver-
schiedener Arbeitsgruppen direkt zu vergleichen (WATSON, 2006). So wurde in einer
finnischen Zwillingskohorte (PIETILAINEN et al., 2007) der Zusammenhang von Adi-
positas und steigenden Konzentrationen von Lysophosphatidylcholinen beschrieben,
wihrend BARBER etal. (2012) die gegensiitzliche Assoziation beobachteten, indem
niedrigere LPC-Konzentrationen mit Adipositas und Diabetes Typ 2 verkniipft wa-
ren.

In NUGAT erwies sich aufserdem, dass die Betrachtung einzelner Lipidspezies weit in-
formativer war als die Zusammenfassung zu Lipidklassen und dass die Klassifizierung
iiber chemische Eigenschaften, wie der Sattigungsgrad, die Kettenlinge der Fettsiu-
ren oder die Prisenz einer spezifischen Kopfgruppe in der Kohorte ebenfalls nicht
zweckméakig war. Eine dhnliche Divergenz zeigte sich in der Betrachtung der Erb-

lichkeit der Konzentrationen von Lipidklassen und -spezies. Insbesondere gehorte die
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Lipidspezies mit der maximalen Heritabilitdt (PI|34:2, (18:2, 16:0)]) zu einer Klasse
mit nicht nachweisbarer Heritabilitdt (Ap; = 0,007), deren andere Mitglieder ebenfalls
nur eine geringe oder moderate Erblichkeit aufwiesen (A < 0,39), was moglicherweise
einen Hinweis auf eine zentrale Rolle dieser speziellen Spezies liefern kénnte. Dass
die Diversitdt der Lipide im Laufe der Evolution konserviert wurde, legt nahe, dass
eine Verallgemeinerung und Klassifizierung moglicherweise wichtige Spezialisierungen
ignoriert und zu einem irrefiihrenden Informationsverlust im Datensatz fiihrt.

Die Erkenntnisse aus der NUGAT-Studie legen zudem nahe, dass Studien in Men-
schen, die das Lipidom adressieren, detaillierte Erndhrungsinformationen benétigen
und, sofern méglich, eine standardisierte Erndhrungsform der Probanden. Sie unter-
streichen die Bedeutung einer standardisierten Messtechnik, die die Reproduzierbar-
keit und Vergleichbarkeit mit anderen Datensidtzen und Kohorten gewéhrleistet und
so die Moglichkeit eroffnet, die spezifische Rolle einzelner Lipidspezies im normalen
bzw. gesunden Zustand zu charakterisieren. Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht
und BMI sollten dabei beriicksichtigt werden kénnen.

Die Ergebnisse sind allerdings dadurch limitiert, dass die Probanden der NUGAT-
Studie ausschlieflich kaukasischer Ethnie waren. Zudem wurde in die Heritabilitéits-
analyse eine Komponente U eingeschlossen, die nicht genauer klassifiziert werden
konnte, da es unbekannte Effekte auf die Plasmakonzentrationen der Lipide zusam-
menfasst. Mogliche Erklarungen sind hier kurzzeitige Konzentrationsfluktuationen,
technische Variabilitit, aber auch der Einfluss dominant-genetischer Effekte, die im
ACE-Modell vernachléssigt wurden, oder der Einfluss weiterer Lebensstilfaktoren
(z.B. Rauchverhalten [25 Raucher, 12 Ex-Raucher| und Alkoholkonsum), die nicht
beriicksichtigt wurden. Mehrmaliges Auftauen und Wiedereinfrieren der Proben fiir
andere Messtechniken konnen fiir die Proben vor der Messung des Lipidoms ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden, wobei ZIVKOVIC etal. (2009) keinen Einfluss solcher
Frostwechselzyklen auf die Messbarkeit der Lipidomics beobachten konnte.

Fasst man die das Lipidom betreffenden Ergenisse zusammen, konnte in NUGAT
durchaus ein Potential der Lipidomics als klinisches und wenig-invasives Untersu-
chungsmedium nachgewiesen werden. Zudem bieten lineare gemischte Modelle eine
gute Moglichkeit zur mathematisch-statistischen Auswertung von den so generierten,
grofsen Datensétzen. Dennoch befindet sich die Analyse des Lipidoms, d.h. das Ver-
stdndnis der Lipidspezies, ihrer Aufgaben und Interaktionen im Fall von Gesundheit
und Krankheiten, wie auch der Umgang mit ihnen in Messtechnik und adiquater
mathematischer Analyse, noch in seinen Anfingen und muss in den néchsten Jahren

weiter ausgebaut und etabliert werden.
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4.4 Methodik

Einige Limitationen dieser Arbeit wurden bereits im vorangegangenen Abschnitt im
biologischen Zusammenhang betrachtet (z.B. die fehlende Standardisierung bei der
Messung von Lipidomics). In diesem Abschnitt soll dariiber hinaus auf einige Punkte
eingegangen werden, die diese Arbeit und die zu Grunde liegende Studie allgemein
betreffen, bzw. sollen auch mdogliche, methodische Alternativen diskutiert werden.
Zunichst sollen Schwichen des Studiendesign betrachtet werden. Auffillig ist hier
zunéchst die ungleiche Anzahl von mono- und dizygoten Zwillinspaaren (npon, = 34
vs. ng; = 12), die sich auch auf die Schétzung der Erblichkeit iiber das ACE-Modell
auswirkt. Allerdings ist die Rekrutierung von Probanden fiir Humanstudien stark
von der Bereitschaft der Zielgruppe abhéngig und damit deutlich schwieriger als in
Studien mit Modellorganismen. Erndhrungsinterventionen haben zudem den Nachteil,
dass sie fiir den Probanden mit einem groften Zeitaufwand, viel Eigeninitiative und
Disziplin verbunden sind.

Ebenfalls ein Kritikpunkt an der Studienkohorte sind die dizygoten Zwillingspaare ge-
mischten Geschlechts (npyare = 4). Wie NEALE & CARDON (2010) genauer erldutern,
ist das ACE-Modell hier besonders anfillig, wie man auch am Beispiel der Korper-
grofse sehr gut veranschaulichen kann. Im Durchschnitt sind beim Menschen Ménner
groker als Frauen (LAMB, 2015), sodass dizygote Zwillinge gemischten Geschlechts in
der Korpergrofe schon per se stirker variieren als dies fiir dizygote Zwillinge gleichen
Geschlechts oder monozygote Zwillinge der Fall ist. Der genetische Einfluss wiirde
in diesem Fall aufgrund des sexuellen Dimorphismus iiberschitzt werden. Dies gilt
auch fiir andere Parameter die stark vom Geschlecht abhingen. Eine Alternative
waren sogenannte sez-limitation models, die als eine Erweiterung des ACE-Modells
betrachtet werden kénnen und auch Geschlechtsunterschiede beriicksichtigen (NEA-
LE & CARDON, 2010). Von der Anwendung wurde jedoch abgesehen, da die Anzahl
der dizygoten Zwillingspaare, insbesondere derer mit unterschiedlichem Geschlecht
nicht ausreichen, um das Modell addquat anzupassen. ZYPHUR et al. (2013) schlagen
zudem vor, zu dem klassischen Zwillingsdesign noch zusétzlich Informationen iiber
die Familie zu sammeln, um in sogenannten twin family models die Schwichen des
Zwillingsdesigns auszugleichen und bessere Schitzungen von genetischen und um-
weltbedingten Effekten vorzunehmen.

Ein weiterer Punkt der in der Studie fehleranfillig ist, ist - wie bei jeder Erndhrungs-
studie - die Genauigkeit der Erndhrungsprotokolle bzw. das Einhalten der Diéten.
Under- bzw. Overreporting, also das bewusste oder unbewusste Weglassen bzw. zu-
sdtzliche Hinzufiigen von Nahrungsmitteln in den Protokollen, sind bekannte Proble-

me in den Erndhrungswissenschaften und verwandten Disziplinen (JOHANSSON et al.,
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1998; FERRARI et al., 2002; FERRUZZI et al., 2013). Wie in Kapitel 2.2.5 genauer er-
lautert, wurden die Probanden in der NUGAT-Studie engmaschig von einem Team
aus Erndhrungsberatern betreut und zudem auch in der jeweiligen Woche vor den Un-
tersuchungstagen mit Lebensmitteln unterstiitzt, dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass eines der oben genannten Phinomene aufgetreten ist.

Im Ergebnisteil konnte gezeigt werden, dass sich die Erndhrungsintervention iiber
sechs Wochen bereits nachweisbar auf verschiedene Teile des Metabolismus der Pro-
banden auswirkt. Dennoch konnte ebenfalls eine Beobachtung iiber einen ldngeren
Zeitraum von Interesse sein, da einige Verdnderungen erst verzogert einsetzen konn-
ten und damit innerhalb der sechs Wochen noch nicht auftraten.

Ein Ziel der Arbeit war es, die Ergebnisse der verschiedenen Teile des Metabolismus
miteinander zu verkniipfen, wobei sich aber das Transkriptom im weiken Fettgewebe
unabhéngig von den Lipidomics im Blutplasma und anderen Parametern, die im
Blut gemessen wurden, zeigte. Die sogenannten Cross- oder Multiomics, also die
Verkniipfung mehrerer omics-Datensitze scheinen deutlich erfolgreicher zu sein, wenn
weniger Variabilitidt in den Datensétzen herrscht, d.h. wenn die verschiedenen omics-
Datenséitze entweder aus dem gleichen Medium (z.B. Gewebe) entnommen wurden
oder in verschiedenen Medien die gleiche omics-Messmethode (z.B. Transkriptomics)
verwendet wurde (BARTEL et al., 2015; KRUMSIEK et al., 2016).

Betrachtet man die mathematischen Methoden, die verwendet wurden, ergeben sich
die meisten statistischen Tests aus der Beschaffenheit der Datenséitze und /oder Frage-
stellung. Fiir einige, wenige Methoden, wie oben bereits fiir das ACE-Modell gezeigt,
hitten aber auch Alternativen zur Verfiigung gestanden. In Kapitel 2.2.7.4 wurde be-
reits darauf eingegangen, dass das Informationskriterium nach Akaike dem nach Bayes
vorgezogen wurde, da im biologischen Zusammenhang nicht immer das sparsamste
Modell auch zwingend zu favorisieren ist. Dariiber hinaus hétte die M6glichkeit be-
standen, statt eines Informationskriteriums eine Regularisierung zur Anpassung des
Modells zu nutzen. Dabei wird das Modell mit einem Strafterm versehen, der ab-
hangig von der Komplexitit des Modells, eine Korrektur der Schidtzung vornimmt.
Bekannte und hédufig verwendete Methoden sind die Ridge- und Lasso-Regularisierung
bzw. eine Verkniipfung der beiden Methoden. Der Strafterm der Regularisierung ba-
siert dabei auf der L1- (im Falle der Lasso-Regularisierung) oder L2-Norm (Ridge-
Regularisierung) (Has, 2009). Die Methode wurde nicht gewé#hlt, da sowohl Ridge- als
auch Lasso-Regressionen Annahmen {iber die (a-priori-)Verteilung der Daten verlan-
gen, die iiber den derzeitigen Wissensstand fiir Lipidkonzentrationen im Blutplasma

hinausgehen und damit willkiirlich hatten getroffen werden miissen.
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5 Schlussfolgerungen

Die Arbeit hatte zum Ziel spezifische Antwortmuster und Antworttypen nach der
Erndhrungsumstellung auf eine zum Bedarf isokalorischen Hochfettdidt zu unter-
suchen. Dabei war es mdglich nachzuweisen, dass sich tatséichlich Anderungen im
Vergleich zu einer ebenfalls dem Bedarf angepassten kohlenhydratreichen, fettarmen
Erndhrung zeigten. Insbesondere konnte ein Netzwerk der Genexpression inflamma-
torischer Marker im subkutanen Fettgewebe identifiziert werden und Anderungen
in den Plasmakonzentrationen der Lipidspezies beschrieben werden, die von Alter,
BMI und dem Geschlecht der Probanden abhiingig waren und teils auch Effekten der
Nutrigenetik /-genomik unterlagen.

Nicht moglich war es dagegen, diese Antwortmuster und -typen innerhalb der Sub-
systeme direkt zu verkniipfen, was einerseits an der Heterogenitat der Daten liegen
konnte, andererseits daran, dass die Datensiitze aus verschiedenen (Gewebe-)Proben
stammten und damit untereinander relativ unabhéngig waren, bzw. der Einfluss an-
derer endokrin-aktiver Organe (z.B. der Leber) nicht beriicksichtigt werden konnte.
Dariiber hinaus muss auch die Vergleichbarkeit der verschiedenen Messmethoden un-
tereinander kritisch betrachtet werden.

Dessen ungeachtet konnte der Nutzen von mathematischen Modellen gezeigt werden,
um biologische Fragestellungen adiquat zu realisieren. Entsprechend der Datenstruk-
tur konnen relativ komplexe biologische Zusammenhinge auf diese Weise vereinfacht
dargestellt werden und Zusammenhénge identifiziert werden, die dann iiber weitere

Experimente zu validieren wéren.
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6 Zusammenfassung

Durch die Zunahme metabolischer Stoffwechselstorungen und Erkrankungen in der
Weltbevolkerung wird in der Medizin und den Lebenswissenschaften vermehrt nach
Praventionsstrategien und Ansatzpunkten gesucht, die die Gesundheit férdern, Er-
krankungen verhindern helfen und damit auch die Gesamtlast auf die Gesundheits-
systeme erleichtern. Ein Ansatzpunkt wird dabei in der Erndhrung gesehen, da ins-
besondere der Konsum von gesattigten Fetten die Gesundheit nachtraglich zu beein-
flussen scheint. Dabei wird iibersehen, dass in vielen Studien Hochfettdidten nicht
ausreichend von den Einfliissen einer zum Bedarf hyperkalorischen Energiezufuhr ge-
trennt werden, sodass die Datenlage zu dem Einfluss von (geséttigten) Fetten auf den
Metabolismus bei gleichbleibender Energieaufnahme noch immer unzureichend ist.
In der NUtriGenomic Analysis in Twins-Studie wurden 46 Zwillingspaare (34 mono-
zygot, 12 dizygot) iiber einen Zeitraum von sechs Wochen mittels einer kohlenhydra-
treichen, fettarmen Didt nach Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung
fiir ihr Erndhrungsverhalten standardisiert, ehe sie zu einer kohlenhydratarmen, fett-
reichen Diédt, die insbesondere gesattigte Fette enthielt, fiir weitere sechs Wochen
wechselten. Beide Didten waren dem individuellen Energiebedarf der Probanden an-
gepasst, um so sowohl akut nach einer Woche als auch langerfristig nach sechs Wochen
Anderungen des Metabolismus beobachten zu kénnen, die sich in der vermehrten Auf-
nahme von (gesittigten) Fetten begriindeten.

Die iiber die detaillierte Charakterisierung der Probanden an den klinischen Unter-
suchungstagen generierten Datensétze wurden mit statistischen und mathematischen
Methoden (z.B. lineare gemischte Modellierung) analysiert, die der Grofe der Daten-
sitze und damit ihrem Informationsvolumen angepasst waren.

Es konnte gezeigt werden, dass die metabolisch gesunden und relativ jungen Pro-
banden, die eine gute Compliance zeigten, im Hinblick auf ihren Glukosestoffwechsel
adaptieren konnten, indem die Akutantwort nach einer Woche im Niichterninsulin
und dem Index fiir Insulinresistenz in den weiteren fiinf Wochen ausgeglichen wurde.
Der Lipidstoffwechsel in Form der klassischen Marker wie Gesamtcholesterin, LDL
und HDL war dagegen stéirker beeinflusst und auch nach insgesamt sechs Wochen
deutlich erhdéht.
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Letzteres unterstiitzt die Beobachtung im Transkriptom des weifen, subkutanen Fett-
gewebes, bei der eine Aktivierung der iiber die Toll-like receptors und das Inflamma-
som vermittelten subklinischen Inflammation beobachtet werden konnte.

Die auftretenden Verdnderungen in Konzentration und Komposition des Plasmalipi-
doms zeigte ebenfalls nur eine teilweise und auf bestimmte Spezies begrenzte Gegen-
regulation.

Diesbeziiglich kann also geschlussfolgert werden, dass auch die isokalorische Aufnah-
me von (gesdttigten) Fetten zu Verdnderungen im Metabolismus fiihrt, wobei die
Auswirkungen in weiteren (Langzeit-)Studien und Experimenten noch genauer un-
tersucht werden miissen. Insbesondere wére dabei ein langerer Zeitraum unter iso-
kalorischen Bedingungen von Interesse und die Untersuchung von Probanden mit
metabolischer Vorbelastung (z.B. Insulinresistenz).

Dariiber hinaus konnte in NUGAT aber ebenfalls gezeigt werden, dass die Nutrigene-
tik und Nutrigenomik zwei nicht zu vernachliassigende Faktoren darstellen. So zeigten
unter anderem die Konzentrationen einiger Lipidspezies eine starke Erblichkeit und
Abhéngigkeit der Diét.

Zudem legen die Ergebnisse nahe, dass laufende wie geplante Praventionsstrategien
und medizinische Behandlungen deutlich stirker den Patienten als Individuum mit
einbeziehen miissen, da die Datenanalyse interindividuelle Unterschiede identifizierte
und Hinweise lieferte, dass einige Probanden die nachteiligen, metabolischen Auswir-

kungen einer Hochfettdidt besser ausgleichen konnten als andere.
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7 Summary

Based on the increasing incidence of metabolic disorders and diseases in the world
population, medicine and life sciences aim for (new) prevention strategies and targets
to promote health, prevent diseases and thereby ease the overall financial burden
on health systems. One approach is seen in diet and nutrition. According to recent
studies and nutritional guide lines, especially the consumption of saturated fats affects
health negatively. Nevertheless, in many studies high fat diets are not separated from
the influences of a hypercaloric energy intake. In conclusion the available data for the
isolated effects of (saturated) fats on metabolism are still insufficient.

In the NUtriGenomic Analysis in Twins study, 46 healty twin pairs (34 monozygotic,
12 dizygotic) were standardized for their nutritional behavior over a period of six
weeks on a high-carbohydrate, low-fat diet according to the DGE guidelines. This
standardization was followed by an interventional low-carbohydrate, high-fat diet for
another six weeks. Both diets were isocaloric to the individuals’ requirements in order
to evaluate rapid (after 1 week) and long-term (after 6 weeks) effects on metabolism,
which were based on the higher intake of (saturated) fatty acids.

The data sets, which were generated by a detailed characterization of the subjects
at the clinical investigation days, were analyzed with statistical and mathematical
methods (e.g. linear mixed modeling), which aimed to cover the size of the data sets
and thereby the whole amount of information within the data sets.

We could show that the metabolically healthy and relatively young subjects, who
showed good compliance, were able to adapt in terms of their glucose metabolism,
since the acute increase after one week in fasting insulin and the loss of insulin
sensitivity was balanced after additional five weeks. In contrast, lipid metabolism,
represented by the classical marker total cholesterol as well as LDL and HDL, was
more strongly influenced and still increased after six weeks on high-fat diet.

The latter supports the observations in the transcriptome of white, subcutaneous
adipose tissue, where Toll-like receptors and inflammasome seemed to mediate the
activation of a low-grade inflammation.

The changes occurring in the concentration and composition of the plasma lipidome

also showed a partial counterregulation limited to certain lipid species.
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In this regard, we conclude that independent of the energy intake, the consumption of
(saturated) fatty acids leads to changes in metabolism, although further studies and
experiments are needed to investigate the isolated effects further. Especially studies of
extended periods under isocaloric conditions and studies in patients with pathological
conditions (e.g. insulin resistance) would be of interest.

Nevertheless, the results in NUGAT emphasize the importance of nutrigenetics and
nutrigenomics, since the concentrations of some lipid species seemed to be highly
heritable and diet-dependent.

Moreover, our results suggest that ongoing and planned prevention strategies and
medical treatments have to treat patients much more as individuals. Our analysis
identified interindividual differences and indicated that some participants were able
to compensate the adverse and unfavorable metabolic effects of a high fat diet better

than others.
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Anhang

A Anhang

Abbildungen

307 Lipidspezien wurden
in 276 Proben identifiziert

Technische Qualitats-
kontrolle der 276 Proben

30 Proben wurden

ausgeschlossen
(8 LF, 11 HF1, 11 HF6)

Biologische Qualitits-
kontrolle der 307 Spezien

157 Spezien wurden

ausgeschlossen
(In weniger als 80% der Proben gemessen)

150 Spezien in 246 Proben
wurden statistisch analysiert

Abbildung A.1l: Flussdiagramm der vorangehenden Analyse des Lipidom-
datensatzes. Zunichst wurde der Datensatz auf technische Qualitit berpriift und
Proben ausgeschlossen, die die Kontrollen nicht bestanden. Im zweiten Schritt wurde
dann die biologische Qualitdt untersucht und es wurden nur Lipidspezies zugelassen,
die in mindestens 80 % der verbliebenen Proben gemessen werden konnten.
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Abbildung A.2: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandida-
tenbiomarker an LF. Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stirke des Zusammen-
hangs: rot - |7| > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > |7| > 0,30.

Abbildung A.3: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandida-
tenbiomarker an HF1. Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stirke des Zusammen-
hangs: rot - |7| > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > |7| > 0,30.
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Abbildung A.4: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandida-
tenbiomarker an HF6. Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stirke des Zusammen-
hangs: rot - |7] > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > |7| > 0,30.

ALF, HF1

NE«xB

Abbildung A.5: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandidaten-
biomarker an Apg, gri. Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stdrke des Zusammen-
hangs: rot - |7| > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > || > 0,30.
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AHF1, HF6 MRCL

Abbildung A.6: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandidaten-
biomarker an Aypi, ure. Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stdrke des Zusammen-
hangs: rot - |7] > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > |7| > 0,30.

IL6 MCP1 MRC1

Abbildung A.7: Netzwerk der basalen Genexpressionen der 17 Kandidaten-
biomarker an Apg, gre- Die Lage der Knoten wurde mittels des Kamada-Kawai-
Algorithmus optimiert. Das Farbschema richtet sich nach der Stirke des Zusammen-
hangs: rot - |7] > 0,70, blau — 0,70 > |7| > 0,50, schwarz — 0,50 > |7| > 0,30.
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Abbildung A.8: Abhingigkeit der Genexpression innerhalb des Netzwerks
von der Caspasel-Anderung. Dargestellt ist der Verlauf der Genexpression abhéin-
gig von einem Anstieg (rot) oder Abfall (blau) der Genexpression von Caspasel zwischen
LF und HF6. Der angegebene p-Wert bezieht sich auf den Einfluss der Gruppenzuord-
nung auf den Verlauf der Genexpression des jeweiligen Markers (zweifaktorielle, rep.M.
ANOVA) und die Sternchen auf den Post-hoc-Vergleich zwischen den Gruppen zu dem
jeweiligen Zeitpunkt (Mann-Whitney-U-Test; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** p < 0,001).
Die Werte sind angegeben als Median [Qg 25; Qo,75]-

abfallend
mw - ansteigend oder konstant

CDl1lc
Genexpression Ay r, yrs

Abbildung A.9: Individuelle Verinderung der Genexpression von CD11c zwi-
schen LF und HF6. Uber die Veréinderung der Genexpression zwischen LF und HF6
konnte die Kohorte in zwei Subkohorten aufgetrennt werden, die zur Stratifizierung ge-
nutzt wurde. Orange - Individuen, deren Genexpression von CD11c¢ zwischen LF und
HF6 konstant blieb oder anstieg (n = 29); tiirkis - Individuen, deren Genexpression von
CD11c zwischen LF und HF6 abfiel (n = 49).
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Abbildung A.10:

Klinischer Untersuchungstag

Abhiingigkeit der Genexpression innerhalb des Netzwerks

von der CD11c-Stratifizierung. (Teil 1) Dargestellt ist der Verlauf der Genexpres-
sion abhéngig von einem Anstieg, bzw. Konstanz (orange) oder Abfall (tiirkis) der Gen-
expression von CD1lc zwischen LF und HF6. Der angegebene p-Wert bezieht sich auf
den Einfluss der Gruppenzuordnung auf den Verlauf der Genexpression des jeweiligen
Markers (zweifaktorielle, rep.M. ANOVA) und die Sternchen auf den Post-hoc-Vergleich
zwischen den Gruppen zu dem jeweiligen Zeitpunkt (Mann-Whitney-U-Test; * - p <
0,05, ** - p < 0,01, *** p < 0,001). Die Werte sind angegeben als Median [Q 25; Qo,75]-
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Klinischer Untersuchungstag

o— CDl1Ic abfallend (n = 49)
—e— CDl1c ansteigend oder konstant (n = 29)

Abbildung A.11: Abhingigkeit der Genexpression innerhalb des Netzwerks
von der CD11c-Stratifizierung. (Teil 2) Dargestellt ist der Verlauf der Genexpres-
sion abhéngig von einem Anstieg, bzw. Konstanz (orange) oder Abfall (tiirkis) der Gen-
expression von CD11c zwischen LF und HF6. Der angegebene p-Wert bezieht sich auf
den Einfluss der Gruppenzuordnung auf den Verlauf der Genexpression des jeweiligen
Markers (zweifaktorielle, rep.M. ANOVA) und die Sternchen auf den Post-hoc-Vergleich
zwischen den Gruppen zu dem jeweiligen Zeitpunkt (Mann-Whitney-U-Test; * - p <
0,05, ** - p < 0,01, *** p < 0,001). Die Werte sind angegeben als Median [Qo,25; Qo,75)-
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Tabelle A.2: Auswahl der verglichenen Modelle. 23 der 31 moglichen Modelle
wurden durchgefithrt und mittels des AIC verglichen. Das Modell mit dem kleinsten AIC
wurde als das am besten angepasste Model betrachtet und fiir die Analyse verwendet.
AIC - Akaikes Informationskriterium; CID - klinischer Untersuchungstag.

Model-ID | Feste Faktoren Zufallseffekte
M1 BMI, Geschlecht, Alter, Alter?, CID | 02, o2, 02
M2 Geschlecht, Alter, Alter?, CID o2, 02 o’
M3 BMI, Alter, Alter?, CID o2, 02 o?
M4 BMI, Geschlecht, Alter, Alter? o2, 02 o°
M5 BMI, Geschlecht, Alter, CID o2, 02 o°
M6 Alter, Alter?, CID o2, 02, 02
M7 Geschlecht, Alter, Alter? o2, 02 o’
M8 Geschlecht, Alter, CID o2, 02, o’
M9 BMI, Alter, Alter? o2, 02 o’
M10 BMI, Alter, CID o2, 02 o°
M11 BMI, Geschlecht, CID o2, 02 o°
M12 BMI, Geschlecht, Alter o2, 02, 02
M13 Alter, Alter? o2, 02, o’
M14 Alter, CID o2, 0%, o2
M15 Geschlecht, CID o2, 02, o’
M16 Geschlecht, Alter o2, 02 o’
M17 BMI, CID o2, 02 o?
M18 BMI, Alter o2, 02 o°
M19 BMI, Geschlecht o2, 02, 02
M20 CID o2, 02, o’
M21 Alter o2, 0%, o2
M22 Geschlecht, o2, 02, o2
M23 BMI o2, 02 o°

X
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Tabelle A.4: Varianzverteilung anhand der linearen gemischten Modelle ba-
sierend auf der CID-abhingigen ACE-Modellierung (LF, HF1, HF6) fiir die
Plasmakonzentrationen der Lipidspezies. Die Lipidspezies zeigten eine starke Va-
riabilitdt fiir additive genetische Effekte (Heritabilitdt, A) mit Werten zwischen 0 und
62 %. Die Parameter sind nach den gerundeten Anteilen fiir Heritabilitdt (A), geteil-
te Umwelt (C), individuelle Umwelt (E) und unbekannte Effekte (U) sortiert. Werte
gegeben als Anteile.

A C E U
PI [34:2, (18:2, 16:0)] 0,621 | 0,000 | 0,058 | 0,321
PE [36:2, (18:2, 18:0)] | 0,594 | 0,000 | 0,275 | 0,131
PC-O [32:0, (16:0, 16:0)] | 0,575 | 0,000 | 0,423 | 0,003
PC-O [34:3, (16:1, 18:2)] | 0,567 | 0,008 | 0,338 | 0,087
PE-O [36:5, (16:1, 20:4)] | 0,561 | 0,035 | 0,295 | 0,109
PC [33:1, (17:1, 16:0)] | 0,552 | 0,000 | 0,368 | 0,081

SM [36:1] 0,514 | 0,014 | 0,408 | 0,064
PE [38:4, (20:4, 18:0)] | 0,511 | 0,000 | 0,068 | 0,421
PI [36:2, (18:0, 18:2)] 0,510 | 0,019 | 0,467 | 0,003

PC-O [36:3, (18:1, 18:2)] | 0,508 | 0,007 | 0,419 | 0,066
PC-O [34:1, (18:1, 16:0)] | 0,504 | 0,000 | 0,210 | 0,287
SE [47:4, (27:1, 20:3)] | 0,490 | 0,091 | 0,283 | 0,136

LPE [16:0] 0,483 | 0,000 | 0,384 | 0,133
PC-O [34:1, (16:0, 18:1)] | 0,483 | 0,000 | 0,302 | 0,215
LPC [18:1] 0,478 | 0,000 | 0,355 | 0,166
SM [40:1] 0,477 | 0,000 | 0,257 | 0,266
LPE [18:1] 0,424 | 0,000 | 0,115 | 0,461
PC [38:4, (20:3, 18:1)] | 0,423 | 0,000 | 0,303 | 0,274
LPC [20:4] 0,413 | 0,000 | 0,330 | 0,257
TAG [52:2] 0,389 | 0,202 | 0,296 | 0,113
LPC [18:0] 0,389 | 0,000 | 0,286 | 0,325
PI [36:1, (18:0, 18:1)] 0,386 | 0,000 | 0,108 | 0,507
PC [38:3, (18:0, 20:3)] | 0,358 | 0,000 | 0,352 | 0,291
LPE [18:0] 0,344 | 0,000 | 0,227 | 0,428
PC [36:3, (20:3, 16:0)] | 0,337 | 0,000 | 0,407 | 0,256
SM [38:1] 0,333 | 0,029 | 0,502 | 0,136
SM [36:2:D) 0,328 | 0,132 | 0,466 | 0,074
PI [38:3, (18:0, 20:3)] 0,320 | 0,000 | 0,483 | 0,197

PC [36:1, (18:0, 18:1)] 0,290 | 0,000 | 0,260 | 0,450
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TAG [49:2] 0,285 | 0,180 | 0,375 | 0,160
PC [36:2, (20:2, 16:0)] | 0,285 | 0,058 | 0,616 | 0,042
TAG [56:6] 0,279 | 0,321 | 0,263 | 0,136
LPE [20:4] 0,278 | 0,000 | 0,166 | 0,555
PC [33:2, (18:2, 15:0)] | 0,276 | 0,078 | 0,631 | 0,015
SM [36:2:a] 0,274 | 0,189 | 0,397 | 0,139
DAG [34:1, (16:0, 18:1)] | 0,274 | 0,000 | 0,301 | 0,425
PC [38:6, (22:6, 16:0)] | 0,262 | 0,132 | 0,599 | 0,007
TAG [54:6] 0,260 | 0,181 | 0,440 | 0,118
LPC [20:3] 0,245 | 0,000 | 0,115 | 0,640
DAG [36:2, (18:1, 18:1)] | 0,230 | 0,135 | 0,555 | 0,079
LPC [18:2] 0,229 | 0,000 | 0,381 | 0,390
LPC [16:1] 0,223 | 0,000 | 0,176 | 0,601
SM [34:1] 0,214 | 0,089 | 0,687 | 0,009
PC [34:1, (18:1, 16:0)] | 0,207 | 0,216 | 0,483 | 0,004
PC [32:1, (16:0, 16:1)] | 0,205 | 0,000 | 0,498 | 0,296
TAG [52:5] 0,203 | 0,087 | 0,597 | 0,113
LPC [16:0] 0,197 | 0,000 | 0,157 | 0,646
CER [40:2] 0,193 | 0,051 | 0,691 | 0,065
TAG [56:5] 0,190 | 0,100 | 0,627 | 0,083
PC [33:1, (18:1, 15:0)] | 0,188 | 0,000 | 0,653 | 0,159
PE-O [38:6, (18:2, 20:4)] | 0,187 | 0,000 | 0,130 | 0,684
PC [36:4, (20:4, 16:0)] | 0,180 | 0,000 | 0,477 | 0,343
PC-O [34:2, (16:1, 18:1)] | 0,175 | 0,074 | 0,563 | 0,188
PE-O [36:4, (18:2, 18:2)] | 0,165 | 0,280 | 0,438 | 0,117
TAG [54:3] 0,157 | 0,205 | 0,635 | 0,003
SE [43:2, (27:1, 16:1)] | 0,155 | 0,000 | 0,261 | 0,584
TAG [54:4| 0,149 | 0,122 | 0,622 | 0,107
CER [40:1] 0,147 | 0,239 | 0,544 | 0,071
SM [40:2] 0,138 | 0,000 | 0,313 | 0,549
PC [36:5, (16:0, 20:5)] | 0,136 | 0,000 | 0,278 | 0,587
PC-O [34:1, (17:0, 17:1)] | 0,133 | 0,000 | 0,191 | 0,676
LPE [22:6] 0,126 | 0,000 | 0,492 | 0,382
PC [37:3, (20:3, 17:0)] | 0,122 | 0,000 | 0,296 | 0,583
SM [42:2] 0,113 | 0,237 | 0,536 | 0,114
PC-O [34:2, (18:2, 16:0)] | 0,113 | 0,263 | 0,460 | 0,165
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PE-O [36:3, (18:1, 18:2)] | 0,111 | 0,470 | 0,263 | 0,155
SM [32:1] 0,110 | 0,000 | 0,342 | 0,548
TAG [54:2] 0,108 | 0,008 | 0,705 | 0,179
PC-O [32:1, (16:1, 16:0)] | 0,095 | 0,000 | 0,369 | 0,535
PC [38:5, (18:1, 20:4)] | 0,095 | 0,231 | 0,673 | 0,001
SM [34:2] 0,085 | 0,308 | 0,467 | 0,140
PC-O [36:4, (16:0, 20:4)| | 0,084 | 0,222 | 0,661 | 0,033
TAG [51:1] 0,084 | 0,006 | 0,738 | 0,172
PI [36:2, (18:1, 18:1)] 0,077 | 0,000 | 0,311 | 0,612
PC-O [36:3, (16:0, 20:3)] | 0,067 | 0,000 | 0,337 | 0,597
PC [37:4, (17:0, 20:4)] | 0,066 | 0,417 | 0,472 | 0,045
PC-O [34:2, (16:0, 18:2)] | 0,065 | 0,372 | 0,542 | 0,021
PE-O [34:3, (16:1, 18:2)] | 0,063 | 0,506 | 0,282 | 0,149
PC [36:2, (18:1, 18:1)] | 0,062 | 0,182 | 0,610 | 0,146
SM [34:0] 0,061 | 0,078 | 0,655 | 0,205
PC [38:5, (22:5, 16:0)] | 0,057 | 0,105 | 0,745 | 0,094
PC-O [32:0, (18:0, 14:0)] | 0,050 | 0,000 | 0,123 | 0,827
LPE [18:2] 0,035 | 0,000 | 0,399 | 0,566
PC [38:6, (20:4, 18:2)] | 0,032 | 0,133 | 0,778 | 0,057
SE [42:1, (27:1, 15:0)] | 0,031 | 0,377 | 0,519 | 0,072
TAG [50:1] 0,030 | 0,000 | 0,354 | 0,615
TAG [49:1] 0,027 | 0,080 | 0,681 | 0,212
LPC [14:0] 0,027 | 0,000 | 0,356 | 0,617
PC [32:0, (16:0, 16:0)] | 0,025 | 0,348 | 0,510 | 0,117
SE [45:4, (27:1, 18:3)] | 0,021 | 0,365 | 0,426 | 0,188
CER [42:2] 0,020 | 0,486 | 0,383 | 0,111
PC [32:1, (18:1, 14:0)] | 0,014 | 0,000 | 0,378 | 0,608
SE [45:3, (27:1, 18:2)] | 0,013 | 0,497 | 0,415 | 0,075
PC [38:4, (22:4, 16:0)] | 0,010 | 0,000 | 0,413 | 0,576
PI [34:1, (18:1, 16:0)] 0,010 | 0,000 | 0,224 | 0,765
PC-O [32:0, (17:0, 15:0)] | 0,009 | 0,000 | 0,232 | 0,759
TAG [50:2] 0,008 | 0,006 | 0,470 | 0,517
PC [34:2, (18:1, 16:1)] | 0,007 | 0,379 | 0,565 | 0,049
SE [45:2, (27:1, 18&:1)] | 0,007 | 0,428 | 0,565 | 0,000
TAG [48:3] 0,006 | 0,218 | 0,649 | 0,126
SE [45:1, (27:1, 18:0)] | 0,006 | 0,311 | 0,619 | 0,064
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SM [38:2] 0,006 | 0,366 | 0,527 | 0,102
ST [27:1] 0,005 | 0,197 | 0,652 | 0,146
PC [36:4, (18:2, 18:2)] | 0,005 | 0,274 | 0,590 | 0,131
PC [34:2, (18:2, 16:0)] | 0,004 | 0,250 | 0,678 | 0,067
PC-O [38:4, (18:1, 20:3)] | 0,004 | 0,084 | 0,660 | 0,253
TAG [48:1] 0,003 | 0,527 | 0,326 | 0,144
TAG [52:3] 0,002 | 0,292 | 0,617 | 0,088
PC [30:0, (16:0, 14:0)] | 0,002 | 0,000 | 0,381 | 0,617
PC-O [36:4, (18:2, 18:2)] | 0,001 | 0,001 | 0,535 | 0,464
TAG [53:2] 0,001 | 0,468 | 0,403 | 0,128
LPC [22:6] 0,001 | 0,544 | 0,363 | 0,093
TAG [52:4] 0,000 | 0,565 | 0,391 | 0,044
PI [38:4, (18:0, 20:4)] 0,000 | 0,500 | 0,418 | 0,082
PC [36:2, (18:0, 18:2)] | 0,000 | 0,252 | 0,627 | 0,121
TAG [50:3] 0,000 | 0,504 | 0,489 | 0,007
TAG [54:5] 0,000 | 0,437 | 0,512 | 0,051
SE [47:5, (27:1, 20:4)] | 0,000 | 0,369 | 0,564 | 0,067
CER [38:1] 0,000 | 0,370 | 0,431 | 0,199
TAG [56:3] 0,000 | 0,190 | 0,784 | 0,026
SE [43:1, (27:1, 16:0)] | 0,000 | 0,348 | 0,607 | 0,045
SE [44:1, (27:1, 17:0)] | 0,000 | 0,029 | 0,321 | 0,650
TAG [48:2] 0,000 | 0,517 | 0,340 | 0,143
PC-O [38:4, (18:0, 20:4)] | 0,000 | 0,419 | 0,495 | 0,085
TAG [56:4] 0,000 | 0,504 | 0,415 | 0,081
SE [49:7, (27:1, 22:6)] | 0,000 | 0,535 | 0,460 | 0,006
PC-O [38:5, (18:1, 20:4)] | 0,000 | 0,450 | 0,430 | 0,120
PC [34:3, (16:0, 18:3)] | 0,000 | 0,372 | 0,546 | 0,082
TAG [50:4| 0,000 | 0,399 | 0,521 | 0,079
PC [38:4, (18:0, 20:4)] | 0,000 | 0,467 | 0,437 | 0,096
SE [47:6, (27:1, 20:5)] | 0,000 | 0,453 | 0,454 | 0,093
TAG [53:4] 0,000 | 0,432 | 0,434 | 0,133
PC [35:2, (17:0, 18:2)] | 0,000 | 0,310 | 0,496 | 0,195
PC [36:3, (18:1, 18:2)] | 0,000 | 0,435 | 0,557 | 0,008
DAG [36:3, (18:2, 18:1)] | 0,000 | 0,518 | 0,433 | 0,048
SE [44:2, (27:1, 17:1)] | 0,000 | 0,374 | 0,548 | 0,078
PC-O [36:3, (18:2, 18:1)] | 0,000 | 0,372 | 0,574 | 0,053
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TAG [51:2] 0,000 | 0,554 | 0,353 | 0,093
TAG [48:0] 0,000 | 0,492 | 0,319 | 0,189
TAG [54:7] 0,000 | 0,260 | 0,648 | 0,092
PC [32:2, (18:2, 14:0)] | 0,000 | 0,013 | 0,441 | 0,546
PC [34:0, (18:0, 16:0)] | 0,000 | 0,507 | 0,443 | 0,050
TAG [51:3] 0,000 | 0,449 | 0,527 | 0,024
PC-O [36:5, (16:1, 20:4)] | 0,000 | 0,352 | 0,485 | 0,163
TAG [46:1] 0,000 | 0,413 | 0,580 | 0,007
CER [42:1] 0,000 | 0,430 | 0,398 | 0,171
PC [34:3, (18:2, 16:1)] | 0,000 | 0,502 | 0,471 | 0,027
TAG [56:7] 0,000 | 0,101 | 0,747 | 0,152
SE [41:1, (27:1, 14:0)] | 0,000 | 0,393 | 0,426 | 0,181
TAG [53:3] 0,000 | 0,262 | 0,610 | 0,127
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Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere an Eides statt, dass ich die Promotionsschrift mit dem Thema

"Bioinformatische Analyse der NUGAT-Studie (NUtriGenomic Analysis
in Twins)
Verfahren zur Integration lipidomischer, transkriptomischer und

metabolischer Daten"

selbststandig verfasst und keine anderen Hilfsmittel als die angegebenen verwendet
habe. Die Stellen, die anderen Werken, dem Wortlaut oder dem Sinne nach entnom-
men sind, habe ich in jedem Falle durch Angabe der Quelle, auch der Sekundarlitera-
tur, als Entlehnung kenntlich gemacht. Die Arbeit ist in gleicher oder dhnlicher Form

noch nicht verdffentlicht und noch keiner Priifungsbehoérde vorgelegt worden.

Nuthetal, 22. Oktober 2016

Turid Frahnow
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