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Zusammenfassung

Fettreiche und hyperkalorische Erndhrungsformen sind mit Adipositas (Fettleibigkeit) und Diabe-
tes mellitus Typ 2 mit der Folge eines metabolischen Syndroms assoziiert. Unklar ist bislang, wel-
che Effekte Nahrungsfette per se nach dem Wechsel von isokalorischer kohlenhydratreicher Kost
auf eine isokalorische Hochfett-Kost haben. Ebenso ist der Einfluss dieser isokalorischen Hoch-

fett-Kost auf die Circadianik und deren Heritabilitidt bei Menschen unerforscht.

In der NUtriGenomics Analysis in Twins-(NUGAT)-Studie wurden 46 gesunde Zwillingspaare
(34 monozygote, 12 dizygote) mit einem durchschnittlichen BMI (Body Mass Index) von
22,5 kg/m? und einem mittleren Alter von 25 Jahren eingeschlossen. Diese erhielten fiir sechs Wo-
chen als Run-in-Phase eine isokalorische kohlenhydratbetonte Kost (55 E % Kohlenhydrate,
30 E % Fett, 15 E % Protein), anschlieBend eine isokalorische fettreiche Kost (45 E % Kohlenhyd-
rate, 40 E % Fett, 15 E % Protein) fiir weitere sechs Wochen. Es erfolgten eine anthropometrische
und metabolische Charakterisierung, die analytische Bestimmung des Melatonin- und Cortisol-
Stoffwechsels in der Saliva (Speichel) und im 24-Stunden-Sammelurin sowie der mRNA-Expres-
sion der 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1 und 2 (113-HSD1 und -2) im subkutanen Fettge-
webe an drei Untersuchungstagen. Zusitzlich wurden geschlechts- und altersspezifische Unter-
schiede differenziert analysiert. AuBBerdem erfolgte eine Erblichkeitsanalyse mittels des ACE-Mo-

dells.

Es zeigten sich alters- und geschlechtsspezifische signifikante Effekte nach isokalorischer Hoch-
fett-Kost auf den Glucose- und Lipid-Metabolismus. Der circadiane Parameter Melatonin in der
Saliva reagierte auf die Kostumstellung ebenfalls mit signifikanten geschlechts- und altersspezifi-
schen Konzentrationsverdnderungen, die Analyse des Melatonin-Metaboliten aMT6s im Sam-
melurin zeigte keine signifikante Verdnderung. Ebenso blieb der circadiane Parameter Cortisol in
der Saliva nahezu unveridndert, das freie Cortison und der allo-THF-Metabolit im Sammelurin
wiesen einen signifikanten Konzentrationsabfall nach Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost
auf. Die mRNA-Expression der 113-HSD1 im subkutanen Fettgewebe fiel signifikant bzw. hoch-
signifikant in der gesamten Studienpopulation, auf der anderen Seite stieg die Expression von 113-
HSD2-mRNA signifikant in der Altersgruppe 2645 Jahre nach Woche 1 der Hochfett-Kost an.
Eine genetische Determinierung wurde bei Melatonin in der Saliva nach Woche 6 der Hochfett-

Kost und beim aMT6s im Sammelurin wéhrend der gesamten Studiendauer nachgewiesen. Das
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ZUSAMMENFASSUNG

freie Cortisol im Sammelurin zeigte eine Heritabilitdt nach Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-

Kost, das freie Cortison nach Woche 1 der Hochfett-Kost.

Die daraus resultierende Zusammenfassung zeigt Effekte einer isokalorischen Hochfett-Kost mit
geschlechts- und altersabhingiger Verdnderung im Glucose- und Lipidmetabolismus und einer
Einflussnahme auf circadiane Synchronisationssignale mit in der Peripherie vermittelten hormo-
nell-metabolischen Mechanismen, einschlie8lich der mRNA-Expression der 113-HSD1 und -2 im
subkutanen Fettgewebe. Die mithilfe des ACE-Modells und von Korrelationsanalysen durchge-
fiihrte Erblichkeitsanalyse liel eindeutig eine genetische Determinierung des Melatonin-, weniger

des Glucocorticoid-Metabolismus unter einer sechswochigen Hochfett-Kost erkennen.
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Abstract

High fat and hypercaloric diets are associated with obesity and type 2 diabetes leading to metabolic
syndrome. It is unclear what effects the dietary fats themselves have after a switch from an isoca-
loric high-carbohydrate diet to an isocaloric high-fat diet. The influence of this isocaloric high fat

diet on the circadian system and its heritability in humans has also not been researched.

In the NutriGenomics Analysis in Twins (NUGAT) study, 46 healthy twin pairs (34 monozygotes,
12 dizygotes) with an average BMI (body mass index) of 22.5 kg/m?> and an average age of
25 years were studied. They received an isocaloric carbohydrate-based diet (55 E % carbohy-
drates, 30 E % fat and 15 E % protein) for a run-in phase of six weeks, followed by an isocaloric
high fat diet (45 E % carbohydrates, 40 E % fat and 15 E % protein) for another six weeks. An
anthropometric and metabolic characterization was performed, as well as a survey of the melatonin
and cortisol metabolism from the saliva of the subjects and from their 24-hour urine collection,
additionally an examination of the 11p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1 und 2 (118-HSD1 und -
2)-mRNA from subcutaneous adipose tissue was carried out on three distinct days. Gender and
age-specific differences were calculated by a differentiated analysis of the data. In addition, he-

reditary analysis was carried out using the ACE model.

After isocaloric high-fat diet, significant age- and gender-specific effects were noted on glucose
and lipid metabolism. The circadian parameter melatonin saliva also reacted to changing diet with
significant gender- and age-specific changes in concentration, there were no significant alterations
of melatonin metabolite aMT6s urine, the circadian parameter cortisol saliva remained almost un-
changed. Free cortison and the metabolite allo-THF in the urine collection showed a significant
decrease in concentration after one week of diet change and after the total high-fat intervention.
The expression of 11B-HSD1-mRNA in subcutaneous adipose tissue fell significantly in the entire
population under study, whereas that of 11p-HSD2-mRNA increased significantly in the age group
26-45 years after week 1 of a high-fat diet. A genetic determination was detected in melatonin
saliva after week 6 of high-fat diet and in aMT6s urine during the entire period of study. During a
high-fat diet, free cortisol in the urine showed heritability after week 1 and 6, free cortisone after

week 1.

The resulting summary shows the effects of an isocaloric high-fat diet with gender- and age-de-
pendent changes on glucose and lipid metabolism and the influence on circadian synchronization

signals with peripheral hormonal-metabolic mechanisms, including mRNA expression of 11p-
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ABSTRACT

HSD1 and -2 in subcutaneous adipose tissue. An hereditary analysis with the help of the ACE
model and a correlation analysis, showed clearly genetic determination of melatonin metabolism,

less that of glucocorticoid metabolism during a high-fat diet.
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1 Einleitung

1.1 Allgemein

Ubergewicht und Adipositas haben sich zu einem ernsthaften und zunehmenden Gesundheitsprob-
lem unserer Gesellschaft entwickelt. Gemél einer Langzeitstudie des Robert Koch-Instituts zur
Gesundheit von Kindern und Jugendlichen im Alter von 3—17 Jahre in Deutschland (KiGGS
Welle 2) sind rund 15,4 % der untersuchten Kinder und Jugendlichen iibergewichtig, 5,9 % davon
fettleibig (adipds).! Nach aktuellsten Daten laut Nationaler Verzehrstudie II sind 29,5 % der
Frauen und 45,5 % der Minner in Deutschland iibergewichtig (BMI? 25-29,9 kg/m?), 21,1 % der
Frauen und 20,5 % der Ménner sind adipds (BMI von > 30 kg/m?).2 Die Privalenz fiir Adipositas
ist laut der DEGS1-Studie weiterhin steigend (Frauen: 23,9 %, Ménner: 23,3 %), insbesondere bei

jungen Erwachsenen.’

Demzufolge steigt der Anteil der Bevilkerung in Deutschland mit erhohtem Krankheitsrisiko dra-
matisch, vor allem mit Entwicklung des metabolischen Syndroms, besser bekannt als das ,,Wohl-
standssyndrom®. Dieses Syndrom umfasst vier Hauptrisiken, das sogenannte tddliche Quartett:
Ubergewicht, Storung des Zucker-(Glucose)- und Fett-(Lipid)-Metabolismus sowie Bluthoch-
druck. Jede einzelne dieser Gesundheitsstorungen erhoht fiir sich genommen das Risiko, an Dia-

betes Typ 2 zu erkranken und gefahrliche Folgen wie Herzinfarkt und Schlaganfall zu erleiden.

Auch soziodkonomisch steigt daher zunehmend das Interesse an der Erforschung des Zusammen-
hangs von Nahrungskonsum und Metabolismus u. a. mit dem Ziel, primire bzw. sekundére Pra-
ventionsmafnahmen entwickeln zu kdnnen. Hierzu verzeichnete die Wissenschaft um die Chro-
nobiologie des Menschen einen exponentiellen Zuwachs an Forschungsprojekten in den letzten
zwei Dekaden. Dadurch wurde ein neuer, weiterer Meilenstein beim Verstdndnis der Metabolisie-
rung unserer tidglichen Nahrungsaufnahme und deren méglichen Folgen fiir den Organismus ge-
legt. Obwohl insbesondere die Durchfithrung von Humanstudien in diesem Wissenschaftsgebiet
weiterhin ein herausforderndes Unterfangen darstellt, ist es von enormer Bedeutung, in diesem

Forschungsbereich neue Erkenntnisse zu erbringen.

2 Body Mass Index (Korpermasse-Index); eine Maf3zahl fiir die Bewertung des Kdrpergewichts in Relation zur Kor-
pergrofie (mg/kg2).
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1.2 Nutrition und das metabolische Syndrom

Die Erndhrung (Nutrition) und deren Strategien mit ihren quantitativen als auch qualitativen Merk-
malen nehmen einen starken Einfluss auf die Pravalenz der metabolischen Erkrankungen. Fiir das
Korpergewichtsverhalten ist vor allem die Energiebilanz, d. h. die aufgenommene Energie im Ver-
hiltnis zur verbrauchten Energie, von entscheidender Bedeutung. So kommt es bei Dysbalance der
Energiebilanz zur Gewichtsabnahme bzw. -zunahme. Eine konstante Gewichtszunahme fiihrt zum
Ubergewicht bis hin zur Adipositas mit den bekannten Folgeerkrankungen, wie z. B. Insulin-Re-
sistenz (verminderte Antwort der Zielorgane wie z. B. Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe
auf Insulin) mit der konsekutiven Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 2.* Auf der anderen Seite
verbessert eine Gewichtsabnahme bei adipdsen Menschen die Insulin-Sensitivitét (gleich starke
Wirkung auf den Blutzucker mit geringeren Insulinmengen).® Vergleichbares kann man auch auf
der Ebene der Fettstoffwechselstorung (Dyslipiddmien) erkennen. Auch hier fiihrt eine Gewichts-
zunahme zu einer Verschlechterung des Fettstoffwechselprofils im Blut, eine Gewichtsabnahme
zur Verbesserung.%’ Makronihrstoffe (Kohlenhydrate, Proteine, Fette) untereinander haben keinen
differenten Einfluss auf den Gewichtsverlust per se. Eine kohlenhydratarme Erndhrung fiihrt mit-
telfristig zu einer stirkeren Gewichtsreduktion als eine fettarme Kost.® Allerdings kann diese
Erndhrungsform je nach Reduktion der Kohlenhydratmenge, ausgedriickt in Energie-Prozent, zu
pathologischen Verinderungen im Korper fiihren.!? In der OmniHeart-Studie wurden makronihr-
stofforientierte Erndhrungsinterventionen untereinander und ihr Einfluss auf den Organismus ver-
glichen. Es zeigte sich ein positiver Effekt der fett- und proteinreichen Erndhrungsform im Ver-
gleich zu einer kohlenhydratreichen Kost auf kardiovaskuldre Risikofaktoren wie den Plasma-

Triglyzerid-Spiegel und den arteriellen Blutdruck.!!

Ebenso wurde durch isokalorische® Kostformen mit einer reduzierten Zufuhr an Kohlenhydraten
zugunsten des prozentualen Fettanteils bei iibergewichtigen und adipsen Frauen und Minnern
mit einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD = Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)
gezeigt, dass der Leberfettanteil und damit das Risiko fiir die Genese von Diabetes mellitus Typ 2
und kardiovaskuldren Erkrankungen gesenkt werden kann.'>!3 Bei Betroffenen einer Adipositas
per magna® fithrte eine Hochfett-Protein-Kost zu einer Leberfettreduktion mit Unterdriickung der

Fettaufnahme und der Lipid-Biosynthese.!* Unter einer PUFA-(mehrfach ungesittigte Fettsduren)-

b Griechisch ,,iso* = ,,gleich®, d. h. gleicher Gehalt an Kalorien.

¢ BMI >40kg/m2.
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Diét konnte eine Leberfettreduktion mit signifikanter Reduktion von Insulin, Gesamt-Choleste-

rin/HDL-Cholesterin-Verhiltnis, LDL-Cholesterin und Triglyceriden (TG) beobachtet werden.'>

Jacob et al. untersuchten bei Ratten die metabolischen Verdnderungen nach der Aufnahme einer
isokalorischen Hochfett-Kost und konnten erhdhte Blutzucker-Werte im Vergleich zu den Kon-
trolltieren messen. !¢ In einer humanen Interventionsstudie zeigten die Studienteilnehmenden nach
einer isokalorischen fettreichen Kost giinstige Effekte auf die kardiovaskuldren Risikofaktoren
durch Absenkung der TG-Konzentration und einen deutlichen Anstieg des HDL-Cholesterin-Spie-

gels.!”

Insgesamt wird der Einfluss einer fettreichen Kost auf den Metabolismus in der Wissenschaft kont-

rovers diskutiert.!6:18-20

Der Einfluss einer isokalorischen Hochfett-Kost auf den Glucose- und Lipid-Metabolismus bei

gesunden normalgewichtigen Menschen ist bislang in der Literatur nicht beschrieben worden.
Metabolismus der Nahrungsfette

Uber die Erndhrung werden aus der Gruppe der Nahrungsfette vor allem TG mit Fettsiuren, aber
auch Cholesterinester und Phospholipide aufgenommen. Bei den Fettsduren unterscheidet man
gesittigte Fettsduren (SFA), trans-Fettsduren, einfach ungesittigte Fettsduren (MUFA) und PUFA.
Zunichst werden die Nahrungsfette (Lipide) durch die Magenperistaltik emulgiert und teilweise
durch die Magenlipase zerlegt. Im Zwdlffingerdarm werden die Lipide durch Enzyme des Pan-
kreassekrets weiter abgebaut. Die daraus resultierenden Lipolyse-Produkte bilden mit der Gallen-
sdure Mizellen, die liber das Darmlumen zu den Darmzellen (Enterozyten) des Diinndarms trans-
portiert werden, dort zerfallen und wiederum als Lipolyse-Produkte durch Diffusion oder durch
Carrierd-vermittelten Transport in die Enterozyten aufgenommen werden. In den Enterozyten wer-
den sie zu TG und Cholesterinester resynthetisiert und mit Phospholipiden, Apolipoproteinen und
lipidl6slichen Vitaminen in Chylomikronen verpackt, dann z. T. direkt ins vendse Blutsystem re-
sorbiert (kurzkettige Fettsduren sowie Glycerin) oder iiber die Lymphbahnen (Ductus thoracicus)
an der Leber vorbei ins Blut transportiert.

Der GrofBteil der aus der Erndhrung stammenden TG wird durch die Lipoproteinlipase (LPL) in
Fettsduren und Glycerin gespalten und in dieser Form vom Muskel- und Fettgewebe zur Energie-

bereitstellung bzw. -speicherung aufgenommen. Durch die Abspaltung der TG entstehen choleste-

4 Carrier (englisch) = ,, Triger”. Biochemische Bedeutung: Ein Carrier beschleunigt oder ermdglicht den Transport

von Stoffen.
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rinangereicherte Rest-Chylomikrone, die sogenannten Kern-Remnants und Oberflichen-Rem-
nants. Erstere werden in die Leber aufgenommen und damit aus dem Blutkreislauf entfernt. Letz-
tere tragen zur Bildung von HDL-Cholesterin bei. Endogen gebildete TG und Gesamt-Cholesterin
werden mit dem Very Low-Density Lipoprotein (VLDL)-Cholesterin an das Blut abgegeben. Die
Zusammensetzung des VLDL-Cholesterins ist u. a. von der Erndhrung abhingig. Unter Einfluss
der LPL wird VLDL-Cholesterin zu Intermediate-Density Lipoprotein (IDL)-Cholesterin hydro-
lysiert. Dieses wird entweder vom hepatischen LDL-Cholesterin-Rezeptor gebunden und aus dem
Plasma entfernt oder durch die Triglyceridlipase zum cholesterinreichen LDL-Cholesterin meta-
bolisiert. LDL-Cholesterin wird von den LDL-Rezeptoren der Leber und der extrahepatischen Zel-
len erkannt und aus dem Plasma eliminiert. Werden diese nur verlangsamt entfernt, z. B. durch
gesteigerte Aufnahme von SFA und Gesamt-Cholesterin mit daraus resultierender verminderter
LDL-Rezeptoraktivitit, spielen sie bei der Atherogenese (Entstehung der Atherosklerose) iiber
ihre ausgeprigte zytotoxische Wirkung auf das Gefalendothel eine entscheidende Rolle bei kardi-

ovaskuldren Erkrankungen.?!

1.3 Chronobiologie und ihre biologischen Rhythmen

Die Chronobiologie (griechisch ,,chronos®, die ,,Zeit*) befasst sich mit der Erforschung der zeitli-
chen Organisation in der Physiologie und im Verhalten von Organismen, in denen die biologischen

Rhythmen im Vordergrund stehen.

Einer der Griinder der Chronobiologie, der deutsche Mediziner und Verhaltensphysiologe Jiirgen
Aschoff (1913-1998), definierte solch einen biologischen Rhythmus als ,,circadian® (,,circa® =
Lringsum®, | dies* =, Tag®), also eine Periodendauer von etwa 24 Stunden. Sein Ursprung liegt in
der Erddrehung, aber auch im Orbit der Erde um die Sonne mit 365 Tagen, die wiederum fiir die
Jahreszeitenauspragung, besonders in den dquatorfernen Regionen, verantwortlich ist. Diese phy-
sikalisch bedingten Rhythmen haben einen starken, aber auch regelméfBigen Einfluss auf die Le-
bensrdume der Organismen. Licht stellt den stirksten Stimulus (Zeitgeber) dar. Durch innere Uh-
ren, die Oszillatoren (Schrittmacher — pacemaker), konnen die duleren Rhythmen nachgeahmt
und biologische Prozesse auf sie eingestellt bzw. synchronisiert werden. Der dominante Pacema-
ker in diesem System ist der suprachiasmatische Nucleus (SCN), dem die anderen Oszillatoren
primdr unterstellt sind. Zusammen stellen sie eine rhythmusgenerierende innere Einheit dar. Dieses
circadiane System steuert die zeitliche Organisation von vielen physiologischen einschliefSlich me-

tabolischen Aspekten, wie z. B. den Schlaf-Wach-Rhythmus und die damit verbundene Nahrungs-
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aufnahme, die Kérperkerntemperatur und die Hormonsekretion.?>?3 Auch ohne periodisch wieder-
kehrende Zeitgeberreize laufen diese durch endogene Generierung weiter. Man spricht von soge-
nannten desynchronisierten bzw. freilaufenden (free-running) Rhythmen, die durch Experimente

im Andechser Bunker von Aschoff et al., aber auch bei blinden Menschen nachgewiesen wurden.?*

Der circadiane Rhythmus spiegelt sich in einer Amplitude und einer Talsohle wider. Der Abstand
beider ergibt die absolute Amplitude. Der Zeitraum dieser absoluten Amplitude ist die Phase bzw.
Acrophase eines oszillatorischen Zyklus. Die relative Amplitude wiederum wird aus dem Verhalt-

nis einer rhythmischen Variablen wéhrend eines circadianen Zyklus definiert.

Das circadiane System ist ein komplexes Feedback-(Riickkopplung)-Netzwerk mit multiplen In-
teraktionen zwischen dem zentralen Nervensystem und den peripheren Oszillatoren. Da die cir-
cadiane Regulation eng an die metabolische Homdostase gekoppelt ist, kann eine Anderung dieses
Zustands zur Entstehung von Krankheiten z.B. im Rahmen des metabolischen Syndroms fiihren.?
Klinische Studien zeigen, dass Myokardinfarkte, hypertensive Krisen, Lungenddeme sowie asth-
mabedingte bzw. allergische Rhinitis vermehrt zu bestimmten Tageszeiten auftreten.?®2% Aber
auch im Laufe des Lebens ist eine Verschlechterung des circadianen Rhythmus beim Menschen
und anderen Sdugetieren erkennbar. Der sich hierbei manifestierende physiologische Alterungs-
prozess des Menschen ist gekennzeichnet durch fragmentierte Schlafepisoden und gestorte Akti-
vitdtsmuster. Bei mittelaltrigen Mausen ist dieser Prozess durch eine zu beobachtende Reduktion
der Amplitude des dominanten Schrittmachers von ~ 50% im Vergleich zu jungen Méusen cha-
rakterisiert.?>** Eine Desynchronisation bei diesen Tieren fiihrt zur Gewichtszunahme {iber Re-
duktion des Energieverbrauchs und ist mit einer Insulin-Resistenz assoziiert. So konnte zum Teil
die ansteigende Pravalenz des Diabetes Typ 2 bei élteren Menschen als Folge einer mit dem Alter

reduzierten Rhythmik des dominanten Schrittmachers gesehen werden.?!

1.4 Suprachiasmatischer Nucleus (SCN)

In Sdugetieren und damit auch bei Menschen ist die dominante circadiane Uhr (,,master circadian
clock®) im SCN des anterioren Hypothalamus lokalisiert. Es handelt sich hierbei um paarig ange-
ordnete, schmale, zellreiche Strukturen mit sehr vielen Synapsen, die sich oberhalb des optischen
Chiasmas an der Basis des dritten Ventrikels befinden und aus einer Ansammlung von ca. 20 000
heterogenen Neuronen bestehen. Man unterscheidet den dorsomedialen (,,shell*) und den ventro-

lateralen (,,core*) Anteil.*
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Suprachiasmatic
Nucleus (SCN)

Thalamus

Cerebellum

Abbildung 1: Lokalisation des suprachiasmatischen Nukleus im menschlichen Hirn3?

Da der SCN nicht exakt auf 24 Stunden synchronisiert, ist es notwendig, den circadianen Schritt-
macher jeden Tag neu ,,anzupassen®, damit die innere Uhr nicht zu sehr vom dulleren Tag-Nacht-

Zyklus abweicht.

Bei Saugetieren erfolgt die Synchronisation des circadianen Systems vorwiegend iiber die Projek-
tion von Licht auf melanopsinhaltige Photorezeptoren der Retina, spezielle lichtempfindliche non-
visuelle Ganglienzellen, mit anschlieBender Weiterleitung der Signale iiber den retinohypothala-
mischen Trakt (RHT) zum SCN.34% Dieser Trakt ist bereits in der 36. Schwangerschaftswoche bei
Menschen ausgebildet und nimmt ab dem 12. postnatalen Tag seine Funktion auf.>® Melanopsin,
ein Protein, welches in photosensiblen Ganglienzellen des Auges entdeckt wurde, spielt bei dem

circadianen Synchronisation eine wesentliche Rolle.?’

Zentral gibt der SCN Signale an die subparaventrikulire Zone (SPZ) und an den dorsomedialen
Hypothalamus (DMH). Die Fasern des SCN reichen bis zum Gebiet des Nucleus arcuatus im
ventromedialen Hypothalamus und bis zum ventralen Teil des lateralen Hypothalamus. Dies ist
ein Hinweis auf die Interaktion zwischen den Hirnbereichen, wo u. a. die Nahrungsaufnahme und
Aktivitit organisiert wird.’® Die SPZ und der DMH, innerviert durch den SCN, geben wiederum
viele Signale an andere Hirnregionen ab, einschlieBlich des paraventrikuldren Nucleus (PVN), des
lateralen Hypothalamus, des ventrolateralen und medialen praoptischen Kerns, der die Glucocor-

ticoid-Ausschiittung, den Schlaf-Wach-Rhythmus, die Nahrungsaufnahme sowie die Thermoregu-
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lation steuert. Verschiedene zyklisch durch den SCN ausgestof3ene humorale Faktoren, wie Trans-
forming Growth Factor-a, Prokineticin 2 und Cardiotrophin-Like-Cytokine, haben {iber efferente

Verbindungen Wirkung auf die peripheren Oszillatoren.?!

1.5 »Periphere* circadiane Oszillatoren

Zu Beginn der Circadianik-Forschung vermutete man, dass ein circadianer Schrittmacher in nur
wenigen spezialisierten SCN-Zellen im Gehirn existiert und es sich um eine einfache lineare Ver-
bindung mit dem peripheren Gewebe handelt. Im Verlauf der Zeit entdeckte man aber auch die
sogenannten ,,peripheren* Oszillatoren, nicht nur in Gewebszellen auBlerhalb, sondern ebenso in-

nerhalb des Gehirns.*>#*

1998 konnte man zunéchst in Zellkulturen von Ratten-Fibroblasten zeigen, dass diese auBBerhalb
des SCN gelegenen Oszillatoren circadiane Gene exprimieren.*> Bei transgenen Ratten, die unter
der Kontrolle eines Perl-Méause-Promoters Luciferase rhythmisch exprimierten, beobachtete man
die Expression des Uhr-Gens (Clock-Gen) Per1 in Echtzeit. Mit dieser Methode wurden daraufthin
in nahezu allen peripheren Organen aktive Clock-Gene nachgewiesen, so auch in Leber, Intesti-
num, Skelettmuskel, Herz, Fettgewebe und Retina.**° Diese Clock-Gene reprisentieren das final
aufeinander abgestimmte Ergebnis des hierarchisch aufgebauten circadianen Systems, indem sie
die tigliche Modulation von vielen physiologischen Abldaufen ermoglichen. Sie spielen demzu-
folge bei der Aufrechterhaltung des gesundheitlichen Gleichgewichts bzw. bei der Entstehung von
Krankheiten eine groBere Rolle, als lange angenommen wurde.®' Die Regulation der circadianen
Genexpression in einem gewebsspezifischen Muster wiederum ermdglicht jeder Zelle, ihre spezi-
fische Funktion angemessen durchzufiihren. Der Anteil zyklisch exprimierter Transkripte in jedem
peripheren Gewebe liegt bei 5-20% und der liberwiegende Anteil dieser Gene ist gewebsspezi-
fisch.523 Diese Ergebnisse unterstreichen die circadiane Kontrolle iiber einen GroBteil der Tran-

skripte im peripheren Gewebe.>

1.6 Entrainment

Unter Entrainment versteht man in der Chronobiologie den aktiven Prozess der Synchronisation
der inneren Uhren (endogenen Rhythmen) an regelmiBig wiederkehrende Umgebungsfaktoren
(exogene Zeitgeber).>> Saisonaler Wechsel der Temperaturen und des Tag-Nacht-Rhythmus, aber
auch moderne Lebensstile in einer grolen Variationsbreite wie kiinstliche Lichteinstrahlung, Rei-

sen durch die Zeitzonen, Schichtarbeit, korperliche Aktivitit oder Mahlzeiten stellen eine grof3e
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Herausforderung an die Synchronisation der circadianen Uhren dar. Der SCN bzw. die anderen
Oszillatoren koordinieren diese peripheren Ereignisse durch direkte Kontrolle oder indirekte Mit-
tel. Es kommt zur Verdnderung bzw. Anpassung des Schlaf-Wach-Rhythmus, des Essverhaltens,

der Aktivitdt, der Korpertemperatur, des Stoffwechsels sowie zur verdnderten Hormonproduktion

(siehe Abbildung 2).

Photische /o Schlaf-Wach- \
Signale
z.B. Licht g 2 Rhythmus

2 2 e Essverhalten

S0
Nicht- g g e  Aktivitatsverhalten
Qsl_lotislche > — e Korpertemperatur

ignale PR
z.B. Nahrung, E @ ® @ ° e Metabolische
Geréusche, = i > Stoffwechsellage
Temperatur ‘:} \ zentral  peripher g g
- Hormone

\_ Y,

Abbildung 2: Entrainment: Anpassung der circadianen Uhren auf externe Zeitgeber, modifiziert™

Entrainment sichert die tdgliche Ausrichtung der endogenen circadianen Rhythmen an die Umge-
bung innerhalb eines zuldssigen Periodenbereichs, des sogenanntes Entrainment-Bereichs, der
wiederum abhingig von der Robustheit der circadianen Oszillatoren ist, d. h., je stirker ein Oszil-
lator ist, desto schmaler ist sein Entrainment-Bereich.>” So konnte an Lungenexplantaten von Rat-
ten gezeigt werden, dass die dortigen Oszillatoren einen breiten Entrainment-Bereich besitzen,

wihrend die starken SCN-Oszillatoren einen schmalen aufweisen.>®

1.7  Chronotyp

Menschen zeigen starke interindividuelle Unterschiede in der Organisation ihres 24-Stunden-Ta-
ges. Dies ist sehr gut an ihrem préferierten Schlaf-Nacht-Rhythmus erkennbar, der eine annédhernde
Normalverteilung in einer definierten Population aufweist. Fiir die auftretenden individuellen Un-
terschiede ist eine genetische Varianz® verantwortlich. Der phanotypisch in Erscheinung tretende
sogenannte Morgentyp (,,Lerche*) hat eine Free-Running-Phase (siche Kap. 1.3) von weniger als
24 Stunden. Er tendiert dazu, unter nicht sozio6konomischen Einfliissen friih aufzustehen, und
erreicht mental und physisch seine Bestleistung vormittags. Dagegen bevorzugt der sogenannte

Spéttyp (,,Eule*), bei dem die Free-Running-Phase lidnger als 24 Stunden dauert, morgens spater

¢ Unterschiedliche phinotypische Auspragung eines Gens.
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aufzustehen, und erreicht seine Bestleistung um 12 Uhr mittags und spiter. Die daraus resultie-
rende phéno- und genotypische Varianz stellt den einzelnen Chronotyp dar. Eine weitere Determi-
nante fiir die Einteilung des Chronotyps stellt die Einflussstirke des Zeitgebers dar. Je schwicher
dieser Einfluss ist, desto extremere Formen des Chronotyps, sowohl bei den Friih- als auch bei den

Spittypen, treten auf.>’

Der einzelne Chronotyp unterliegt ebenso alters-, geschlechts- und umweltspezifischen Einfluss-
faktoren und wird durch das Leben in den verschiedenen Klimazonen, Léngen- und Breitengraden
bestimmt.%%%> Auch wenn in der Regel Kinder eher zu den Morgentypen zihlen, erkennt man
schon im Kleinkindesalter die entsprechende Ausprigung des individuellen Chronotyps. Doch
lasst sich im Allgemeinen erkennen, dass wahrend der Pubertit und im jungen Erwachsenenalter
vermehrt der Spittyp in Erscheinung tritt, der sich mit ansteigendem Alter aber wieder vermehrt
Richtung Morgentyp verschiebt. Ebenso neigen Frauen vermehrt zum Morgentyp und Ménner
wiederum stellen eher den Spittyp dar.626%%7 Es zeigt sich daher, dass direkte bzw. indirekte endo-

krine Faktoren in den Wandel des Chronotyps involviert sein miissen. %86

Durch soziale Verpflichtungen wie z. B. Arbeit, Schule, aber auch durch andere gesellschaftliche
Veranstaltungen wird der Schlaf-Wach-Rhythmus entsprechend angepasst. Dieser starke Einfluss
auf das Schlafverhalten wird besonders deutlich, wenn die Schlafzeit von Arbeitstagen und ar-
beitsfreien Tagen separat analysiert wird. Entstehende Schlafdefizite werden gewdhnlich an ar-
beitsfreien Tagen, wie dem Wochenende, durch lingeres Ausschlafen kompensiert. Eine signifi-
kante Relation zwischen der Schlafdauer an Arbeitstagen und an freien Tagen und dem jeweiligen
Chronotyp ist zu erkennen. Je spéter der Chronotyp, desto kiirzer der Schlaf an den Arbeitstagen
und desto linger der Schlaf an freien Tagen.”® Bleibt diese vollstindige Kompensation aus, entsteht
ein sozialer Jetlag, ein Schlafdefizit dhnlich dem Reise-Jetlag liber verschiedene Zeitzonen: Reise
nach Westen am Freitagabend und Riickreise am Montagmorgen. Von diesem sozialen Jetlag sind

vor allem die Spittypen betroffen.t+7°

1.8  Circadiane Rhythmen im Hormonsystem

Viele Hormone, die im Metabolismus involviert sind, zeigen eine circadiane Rhythmik. Melatonin
und Glucocorticoide zéhlen zu den bestcharakterisierten circadianen Biomarkern beim Menschen
und konnen als mogliche Synchronisationssignale iiber Transduktionswege molekulare Oszillato-

ren in peripheren Gewebszellen stimulieren. Sie werden daher als endogene Uhren-Marker zur
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Beurteilung der zentralen Circadianik in Humanstudien genutzt.”!’> Weitere bedeutende Hor-
mone, die eine circadiane Rhythmik aufweisen, sind u. a. Insulin, Glucagon, Adiponektin, Leptin

und Ghrelin.”3

Zur Beurteilung des circadianen Schrittmachers ist innerhalb des rhythmischen Profils der Beginn
der Sekretion des Hormons von entscheidender Bedeutung. Dieser als DLMOn (Dim Light Mela-
tonin Onset) bezeichnete Zeitpunkt weist auf den Beginn der Melatoninsekretion bei schwachem
Licht hin. Zusétzlich wird der Beginn der Melatoninsekretion klinisch verwendet, um Probleme
im Zusammenhang mit dem Einsetzen oder Versetzen des Schlafes zu bewerten. DLMOn ist daher
niitzlich, um festzustellen, ob eine Synchronisation erfolgt ist oder ein Free-Running-Rhythmus
vorliegt. Ebenso ist DLMOn wichtig, um eine Verdnderung von endogenen Rhythmen zu erkennen
bzw. um Phasenverschiebungen oder beschleunigte Phasen bei mitgerissenen Rhythmen zu beur-

teilen.”*

1.8.1 Melatonin

1917 beobachteten McCord und Allen, dass es durch Zufiitterung eines Extrakts aus der Zirbel-
driise (Epiphyse) zur Hautbleichung bei Kaulquappen kam.” 1958 isolierten der Dermatologe
Aaron Lerner und seine Mitarbeiter Melatonin aus der Epiphyse von Rindern. Man nimmt an, dass
der Name von der Beobachtung der Féhigkeit zur Aggregation von Melaningranula innerhalb von
Melanozyten bei Amphibien stammt.”®’” Ein Jahr spiter erfolgte sogleich die chemische Charak-

terisierung als amphiphiles’ von Tryptophan abgeleitetes Indolamin.”

Die Schliisselregulatoren der Melatonin-Synthese beim Menschen sind das Licht und der photo-
periodische Wechsel der Jahreszeiten. Durch die Messung des Lichtspektrums iiber spezielle Pho-
torezeptoren der Netzhaut wird die Information monosynaptisch iiber den RHT an den SCN wei-
tergeleitet (siche auch Kap. 1.4).7%# Von dort werden die Signale polysynaptisch iiber die Nuclei
paraventriculares an das Ganglion cervicale superior des Spinalkanals und dann weiter iiber sym-
pathisch-postsynaptische Fasern zur Epiphyse projiziert. Die dort befindlichen al- und B1-adren-
ergen Rezeptoren werden aktiviert und damit die Hell-Dunkel-Information iiber eine bestimmte
Sekretionsrate von Melatonin umgesetzt.?' Die B1-Rezeptoren sind dabei zu Beginn einer Dunkel-
periode um den Faktor 10 sensitiver als am Ende der Dunkelperiode.®? Durch deren Aktivierung
erfolgt die Synthese von Melatonin aus Tryptophan iiber Serotonin. Melatonin diffundiert sowohl
passiv ins GefdBsystem, wo es an Albumin bindet, wird aber auch in den zerebrospinalen Liquor

des zentralen Nervensystems abgegeben.®3 Der Abbau von Melatonin im Blutkreislauf weist einen

f Lat.: ,beides liebend*; Eigenschaft von Substanzen, sich in polaren als auch unpolaren Lésungsmitteln zu 16sen.
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hohen ,,First-pass“-Effekt® auf, denn es werden bis zu 90 % des zirkulierenden Melatonins hepa-
tisch durch Cytochrom-P4s0-Monooxygenase zu 6-Hydroxymelatonin metabolisiert. AnschlieBend
erfolgt die Konjugation, 6070 % zu 6-Sulfatoxymelatonin (aMT6s), 20—30 % zu glucuronidierten
Derivaten mit anschlieBender renaler Elimination. Die Halbwertszeit im Blut liegt bei 30—45 Mi-

nuten. 8184

Das im zentralen Nervensystem befindliche Melatonin wird zu N'-Acetyl-N2-Formyl-5-Meth-
oxykynuramin (AFMK) abgebaut, das wiederum zu N'-Acetyl-5-Methoxykynuramin (AMK) de-
formyliert werden kann. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass etwa ein Drittel des gesamten im Kor-

per befindlichen Melatonins diesen Stoffwechselabbau absolviert.®®

Die Kompetenz von Melatonin als ,,Chronobiotikum® bildet sich in der 8.—12. Woche nach der
Geburt aus.?¢4” Die Sekretion in der Epiphyse ist physiologisch nur auf die Dunkelphase der Nacht
beschriankt und variiert im 24-Stunden-Rhythmus um den Faktor 10 bis 100, sodass die Dauer der
taglichen Sekretion direkt von der Dauer der Photoperiode abhingig ist.3¥° Der Melatonin-Spie-
gel beginnt wihrend der Abendstunden gegen 20 Uhr anzusteigen, erreicht sein Maximum zur
nédchtlichen Mitte (zwischen 24 und 4 Uhr), sinkt daraufhin wieder ab und kehrt am Morgen gegen
8 bis 10 Uhr auf sein niedrigstes Niveau zuriick 3! Der beschriebene nichtliche Ablauf triggert
zelluldre und molekulare Mechanismen wie z. B. der Clock-Gene bzw. Clock-kontrollierenden
Gene, wodurch zeitlich nahe sowie ferne bzw. langwierige Effekte definiert werden, die nach Be-
endigung des Melatonin-Signals am Folgetag exprimiert und als tigliche adaptive Reaktionen dar-
gestellt werden.”” Licht in der Nacht blockiert die Synthese, gesteuert iiber das retinale melanop-
sinerge System und ein komplexes neuronales System, das seinen Hohepunkt in der Inhibition der
sympathischen Projektion auf die Epiphyse hat. Dieses Phanomen der Photoinhibition ist determi-
niert sowohl durch Licht, insbesondere im Blauwellenbereich (460—480 nm), beginnend bei einer

7192 Die Melatonin-Pro-

Intensitdt von 60—130 Lux, als auch durch eine aufrechte Korperhaltung.
duktion wird ebenso durch eine Vielzahl von Substanzen wie z. B. Antidepressiva, Antiphlogis-
tika, Benzodiazepine, Koffein oder Alkohol beeinflusst und sogar durch Betablocker vollstindig

blockiert.’!

Bei saisonalen Verdnderungen ist vielmehr die Dauer als die Amplitude der circadianen Melatonin-

Ausschiittung entscheidend.®*%3 Diese saisonale Adaptation ist fundamental fiir die Anpassung an

¢ Metabolisierung bei der ersten Passage durch die Leber.
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die zu erwartenden Verdnderungen der dufleren Umgebungsbedingungen, die typisch fiir die ein-
zelnen Jahreszeiten sind. Diese Anpassung schlie3t die jahrlichen Zyklen des Metabolismus u. a.

der Thermoregulation und des Immunsystems ein.”’

Neben der Epiphyse sind weitere humane Melatonin-Produktionsquellen (im Magen-Darm-Trakt,
in Knochenmarkszellen, Blutpléttchen, Lymphozyten und in der Haut sowie bei Hamstern in der
Retina) entdeckt worden, die wissenschaftlich zunehmend an Bedeutung gewinnen.’®'°! Zu den
o. g. regulatorischen Effekten der zentralen und peripheren circadianen Synchronisation wirkt Me-
latonin im menschlichen K&rper auch regulierend auf den Metabolismus der Knochen sowie auf
die Fruchtbarkeit und Reproduktion. Zusitzlich wird angenommen, dass Melatonin auch protek-
tive Effekte gegen oxidativen Stress, abnormale Immunaktivierung und/oder Entziindung, Karzi-

nomentwicklung, Ubergewicht, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Neurodegeneration hat.!??

1.8.2 Cortisol — Hauptvertreter der endogenen Glucocorticoide

Die natiirlich vorkommenden endogenen Glucocorticoide (GC) sind Corticosteroide, eine Klasse
der Steroidhormone. Ihr Name stammt von ihrer unterstiitzenden Einflussnahme auf die Expres-
sion von glucosestoffwechsel-regulierenden Proteinen sowie von ihrem Syntheseort, dem Cortex
glandulae suprarenalis (Nebennierenrinde), ab. Diese Hormone sind existenziell fiir das Leben des

Menschen.

Als Hauptvertreter der GC beim Menschen macht Cortisol ca. 95% der Gesamtglucocorticoid-
Konzentration aus.!%>!%* Es wird in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde tiber die Stimula-
tion durch das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) aus Cholesterin produziert. Hierzu wird zu-
ndchst Cholesterin {iber die Cholesterin-Desmolase zu Pregnenolon und durch die 3B-Hydroxys-
teroid-Dehydrogenease und Steroid-8-Isomerase zu Progesteron umgewandelt. Uber 17a-Steroid-
Hydroxylase, 21B-Steroid-Hydroxylase und schlieBlich iiber die 11p-Steroid-Hydroxylase wird
Progesteron in Cortisol iiberfiihrt. Die Gene aller an der Cortisol-Biosynthese beteiligten Hydro-
xylasen werden unter der Kontrolle der ACTH-Sekretion aus der Hypophyse transkribiert. Die
Freisetzung des ACTHs wiederum wird durch das aus dem Hypothalamus sezernierte Corticotro-
pin-Releasing-Hormon (CRH) reguliert. Diese Wechselwirkung mit ihren direkten Einfliissen und
Riickkopplungsschleifen (Feedback-Loops) nennt man Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
rinden-(HHN)-Achse. Die periphere gewebsspezifische Metabolisierung von Cortisol erfolgt {iber
die Isoenzyme 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1 (113-HSD1) und 11B-Hydroxysteroid-De-
hydrogenase 2 (11B-HSD2). 11B-HSD1 katalysiert durch Reduktion das intrazelluldre inaktive

Cortison in das physiologisch aktive freie und damit biologisch wirksame Cortisol (fCortisol),

29



1 EINLEITUNG

quantitativ am hiufigsten in der Leber und im Fettgewebe.!%7197 Die andere Isoform 11B-HSD2
befindet sich vor allem in der Niere, aber auch im Colon und in den Speicheldriisen, wo es iiber
eine Oxidation das freie Cortisol zu freiem Cortison (fCortison) inaktiviert. Grundsétzlich werden
grofle Mengen an fCortison, welche durch 11B-HSD2 aus fCortisol konvertiert wurden, durch 1103-
HSDI1 wieder zu fCortisol zuriickkonvertiert. Dies wird als Cortisol-Cortison-Shuttle bezeich-
net.!*® Die Wirkung von fCortisol entfaltet sich zum GroBteil {iber die Bindung am Glucocorticoid-
Rezeptor (GR), welcher weit iiber den gesamten Korper, auch innerhalb des Gehirns, verbreitet
ist. Eine Ausnahme hierbei stellt der SCN dar.'” Daneben beschrinkt sich die Expression des
Mineralcorticoid-Rezeptors (MR) auf wenige Gewebe wie Niere, Colon und Plazenta. Uber diesen
Rezeptor vermittelt 11B-HSD2 durch Inaktivierung des héher konzentrierten Cortisols die mine-
ralcorticoide Spezifitit von Aldosteron.!'® Obwohl die detaillierte Biologie in den Adipozyten
(Fettzellen) nur unvollstandig bekannt ist, konnte die Expression von GR und MR dort nachge-
wiesen werden, wobei der GR entziindungshemmende (antiinflammatorische) und der MR ent-

ziindungsfordernde (proinflammatorische) Wirkungen vermitteln.!!!-!1?

Im Blut liegt Cortisol zu 90 % an Plasmaproteine gebunden vor, davon 75 % an Transcortin, ein
spezifisches von der Leber sezerniertes corticoidbindendes o-Globulin, und 15% an Al-
bumin.''*!"* Der Abbau erfolgt in den Hepatozyten iiber die sogenannten A-Ring-Reduktasen
durch enzymatische Hydrierung. fCortisol wird iiber die 5f-Reduktase zu 5B-Tetrahydrocortisol
(THF) und tiber die 5a-Reduktase zu Sa-Tetrahydrocortisol (allo-THF) reduziert, fCortison dage-
gen iiber die 5B-Reduktase zu 5B-Tetrahydrocortison (THE) und 5Sa-Tetrahydrocortison (allo-
THE). Diese Metaboliten umfassen mehr als 50 % der gesamten Glucocorticoid-Sekretion.!% Ein
Teil vom fCortisol, fCortison, THF, allo-THF, THE und allo-THE wird renal ausgeschieden, der

Rest iiber den enterohepatischen Kreislauf resorbiert.!!

Cortisol wird in einem circadianen Rhythmus mit einem Maximum am Morgen, einige Stunden
vor Beginn der Aktivitdtsphase, und einem Minimum gegen Mitternacht sezerniert. Fiir die Regu-
lation der Freisetzung ist eine intakte HHN-Achse notwendig, um die stindige Adaption an Um-
welteinfliisse zu gewihrleisten.!'®!'7 So wird die Aktivitit des hypothalamischen CRH-Neurons
durch mindestens zwei Stimulusarten reguliert, von denen eine stressinduziert ist, die andere ei-
nem biologischen Rhythmus folgt.!'> Bei diesem biologischen Rhythmus unterscheidet man wie-
derum das ultradiane und das circadiane Muster. Das ultradiane" Cortisol-Muster wird iiber eine

negative Riickkopplungsschleife, in der Cortisol die ACTH-Produktion iiber den Hypothalamus

" Ein iiber den Tag anhaltender Rhythmus mit einer sich wiederholenden Periodendauer von weniger als 24 Stunden.
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und die Hypophyse unterdriickt, kontrolliert.!'® Der circadiane Cortisol-Rhythmus dagegen invol-
viert die HHN-Achse, die SCN-kontrollierte autonom-nervale Innervation und die lokalen NNR-
Clocks.'?

Cortisol besitzt eine Schliisselrolle in der Regulation relevanter Schritte des Metabolismus von
Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen. Es steigert den Blutzuckerspiegel und unterstiitzt die Glu-
cose-Freisetzung aus Zellen und Gewebe nicht nur wihrend einer Stresssituation, sondern genauso
nach entsprechender Nahrungs- bzw. Energiezufuhr. So induziert Cortisol die hepatische Gluco-
neogenese (Neubildung von Glucose), hemmt die Glucose-Aufnahme in das Fettgewebe, stimu-
liert die Freisetzung von freien Fettsduren aus dem Fettgewebe, fordert die Aminosdureproduktion
aus korpereigenem Protein und bewirkt direkt iiber den GR die Differenzierung des Fettgewe-
bes.!?? Weiterhin ist es bei der Regulation des Blutdrucks sowie des Salz- und Wasserhaushaltes
involviert und ist essenziell fiir die verstiarkte Synthese und Sekretion von Katecholaminen aus
dem Nebennierenmark mitverantwortlich. Aullerdem besitzt es antiinflammatorische und immun-
suppressive Effekte durch Einwirkung auf beteiligte Zellen wie Lymphozyten, Neutrophile, Mast-

zellen und Basophile. %8121

1.9  Nutrition und der circadiane Rhythmus

Die Nahrungsaufnahme ist ein sehr potenter Zeitgeber fiir den gesamten Organismus, insbesondere
fiir die peripheren Uhren. Der Mensch nimmt in der Regel seine Nahrung wihrend der Tagesstun-
den zu sich und verdaut mit gleichzeitig stattfindender Nahrungskarenz wihrend der Nachtstun-
den. Dieser Ablauf korreliert eng mit der Aktivitdt und steht in deutlicher Interdependenz mit dem

circadianen Netzwerk von Cortisol.

Ein interessantes Beispiel eines Nahrungseffektes auf die peripheren Uhren der Leber stammt aus
Studien mit Withlm&usen, die normalerweise ein ultradianes Aktivititsmuster zeigen, mit kleinen
Perioden der Nahrungsaufnahme alle zwei bis drei Stunden. Deren Leberzellen lassen unter phy-
siologischen Umstidnden keine circadiane Genexpression erkennen. Fiihrte man jedoch einen cir-
cadianen Fiitterungsplan bei den Wiihlméusen durch, so konnte eine circadiane hepatische Gen-
expression nachgewiesen werden.'?>!23 Wird die Nahrung den Miusen an jedem Tag zu einem
definierten gleichen Zeitpunkt zugefiihrt, so ist bei den Tieren ein nahrungsabhéngiges Verhalten
zwei bis vier Stunden vorab registrierbar, gekennzeichnet durch Anstieg der lokomotorischen Ak-
tivitit, der Korpertemperatur und der Glucocorticoid-Ausschiittung sowie durch Steigerung der

gastrointestinalen Motilitét und der Aktivitit an Verdauungsenzymen.'?#'?” Dieses Verhalten stellt
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eine angepasste Leistung des biologischen Rhythmus an die Nahrungsaufnahme dar. Auf der an-
deren Seite gibt es ebenso deutliche Hinweise, dass eine Anderung der Erniihrungsweise sowie der
Einnahmezeit von Mahlzeiten und deren Zusammensetzung Einfluss auf circadiane Oszillatoren

nimmit. 128-130

Genetische und molekulare Befunde legen nahe, dass innerhalb des zentralen Nervensystems und
des peripheren Gewebes eine gemeinsame Regulierung durch Kopplung von Verhalten und Stoft-
wechsel, in Anbetracht des téglichen Wechsels von Schlaf-Wach-Rhythmus und Nahrungsaut-
nahme, vorliegt. Es gibt zwei gro3e Wege, iiber die metabolische Information den SCN erreichen
diirfte: 1. sympathische und parasympathische Aste, 2. Hormone und Nahrungsstoffe, wie die Glu-
cose, passieren die Blut-Hirn-Schranke. Die circadiane metabolische Beziehung stellt ein Netz-
werk aus vielen Gewebsarten und Zelltypen dar. Diese Gewebsarten und Zelltypen besitzen endo-
gene circadiane Oszillatoren, die untereinander in einer Weise in Verbindung stehen, was bislang
noch nicht richtig verstanden wird. Eine groBe Anzahl an intrazelluldren Proteinen, den sogenann-
ten Kernrezeptoren, die als Liganden-abhéngige Transkriptionsfaktoren funktionieren, im Zusam-
menspiel mit Koaktivatoren und Korepressoren die Genexpression regulieren und eine wichtige
Rolle in verschiedenen Stoffwechselwegen und bei der Homdostase des Organismus spielen, sind
mit circadianem Expressionsmuster im Fettgewebe und im Glucose-Metabolismus gefunden wor-
den."*! AuBerdem ist nicht klar, welche Signale eine Synchronisation bewirken, es konnte die Nah-
rung per se bzw. seine Metabolite sein. Hierzu haben verschiedene Studien einzelne Nahrungsbe-
standteile wie z. B. Glucose, Aminosduren oder Natrium identifiziert, die fahig sind, den circadia-
nen Rhythmus zu synchronisieren. 32134 Aber auch Hormone, die bei der Nahrungszufuhr bzw. in
deren Abwesenheit ausgeschiittet werden und den Metabolismus regulieren, haben Einfluss auf
die Circadianik des Organismus. Insulin z. B. fiihrt zu einer Induktion von Per1-mRNA in Ratten-
Fibroblasten-Kulturen, das als Protein wiederum fiir die Aufrechterhaltung des circadianen Rhyth-
mus in diesen Zellen verantwortlich ist.'” Kommt es aufgrund einer Dysregulation zur Verinde-
rung des physiologisch ablaufenden circadianen Rhythmus, so korreliert diese mit erhohtem Ri-
siko fiir Ubergewicht und das Auftreten von Komorbiditiiten: Insulin-Resistenz, Hyperglykimie,
Diabetes, Hypercholesterindmie, Hypertriglyceriddmie, Hypertonie und kardiovaskulédre Erkran-
kungen.>+135136 Besonders deutlich zeigt sich dies beim Nacht-Esser-Syndrom, definiert als eine
Nahrungsaufnahme von mehr als 25 % der téglichen Kalorienzufuhr nach dem Abendessen und
das néchtliche Aufwachen zur Nahrungsaufnahme. Die Betroffenen zeigen eine ein- bis dreistiin-

dige Phasenverschiebung des circadianen Glucocorticoid-Spiegelverlaufs.'37:138
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1.9.1 Glucose-Metabolismus und der circadiane Rhythmus

Im Glucose-Metabolismus spielt Insulin eine Schliisselrolle bei der Hemmung der hepatischen
Glucose-Produktion und bei der Stimulation der Glucose-Aufnahme in Insulin-sensitiven Gewe-
ben, hauptsédchlich in der Skelettmuskulatur und im Fettgewebe. Die Insulin-Sekretion ist ein kom-
plexer periodischer Prozess von schnellen, sich wiederholenden Impulsen alle 10 bis 15 Minuten,
iiberlagert von langsamen Perioden der Sekretion im Bereich von 90 bis 120 Minuten. Die soge-
nannten Gegenspieler-Hormone von Insulin sind hauptsdchlich Glucagon, Katecholamine, Cor-
tisol und somatotropes Hormon (STH). Die tdgliche Sekretion von Cortisol und STH folgt einem
komplexen Muster der circadianen Rhythmik. Die circadiane Variabilitidt der Cortisol-Konzentra-
tion steht moglicherweise unter physiologischen Bedingungen im kausalen Zusammenhang mit
einer optimalen Glucose-Toleranz. Er stellt sich in Form einer héheren und von kiirzerer Dauer
bestehenden Insulin-Sekretionsantwort am Morgen und reduzierter Insulin-Sensitivitdt ohne ent-
sprechenden Anstieg der Insulin-Sekretion am Nachmittag bzw. Abend dar.'*> Auch konnte iiber
eine kontinuierliche Glucose-Infusion ein Abfall der Glucose-Toleranz wéhrend der biologischen
Nacht, definiert als die Zeit zwischen dem Anfang und dem Ende der Melatonin-Sekretion, gezeigt

werden.!3?

Aber auch umgekehrt konnte bei Tierstudien nachgewiesen werden, dass die Effekte auf den SCN
und auf periphere Clock-Gene nach Futterauthahme mit der Freisetzung von Nahrungsmetaboliten
oder Hormonen assoziiert sind. Glucose z. B. besitzt die Fahigkeit, auf den circadianen Rhythmus
Einfluss zu nehmen. Bei Ratten zeigte sich, dass das Monosaccharid Zeitgebereigenschaften be-
sitzt und damit einen grofen Einfluss auf den SCN und auf die fiir das Fiittern verantwortliche
Oszillatoren nehmen kann. Unter dem Einfluss des durch die Glucose-Metabolisierung veridnder-
ten Energiehaushalts passte sich die Korperkerntemperatur ebenfalls entsprechend an. Des Weite-
ren wiesen periphere Oszillatoren des Herzens bei diabetischen Ratten eine Phasenverschiebung

des circadianen Rhythmus auf, 132133140141

1.9.2 Lipid-Metabolismus und der circadiane Rhythmus

Beim menschlichen Fettgewebe wurde physiologisch und pathologisch eine strenge Korrelation
zum circadianen Rhythmus nachgewiesen: Adiponektin, Leptin, Plasminogen-Aktivator-Inhi-
bitor 1 sowie die Zytokine Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a werden in einem circadianen
Verlauf sezerniert.'4>~'% Ebenso konnten im subkutanen als auch im viszeralen Fettgewebe Clock-
Gene nachgewiesen werden, deren Aktivitdt signifikant mit den Parametern des metabolischen

Syndroms, wie dem Taillenumfang und dem Cholesterinspiegel, korreliert.!#¢-14 AuBerdem zeigt
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die Expression der mRNA des Glucocorticoid-Rezeptor, der Enzyme 113-HSD1 und -2 sowie der

5a-Reduktase ein oszillatorisches circadianes Expressionsprofil im humanen Fettgewebe, 3615

Hochfett-Kostformen erzeugten ebenso Effekte auf den circadianen Rhythmus der Clock-Gen-
Expression in der Leber: Die circadiane Rhythmizitéit des Transkriptionsspiegels von Cholesterol-
7a-Hydroxylase, einem die circadiane Cholesterol-Homdostase kontrollierenden hepatischen Hor-
mon, verschwand bei Méusen unter dieser Erndhrungsform.'3!-152 Auch fiihrten Hochfett-Kostfor-
men bei Mausen zur Verdnderung der Periodik des zentralen Schrittmachers in Form von Futter-
mehraufnahme wéhrend der Licht- im Vergleich zur Dunkelperiode, das Gegenteil zu ihrem phy-
siologischen Essverhalten.!3* Diese Verhaltensidnderung korrelierte sowohl mit der Unterbrechung
der Clock-Gen-Expression innerhalb des Hypothalamus, der Leber und dem Fettgewebe als auch
mit verdnderter zyklischer Expression der am Metabolismus beteiligten Hormone und Nuklear-

hormonrezeptoren. 33156

Bei Ratten stieg unter einer Hochfett-Kost der Spiegel von B-Hydro-
xybutyrat betont in der Nacht an, das eigentliche Zeitfenster fiir deren physiologische Aktivitats-
periode. Des Weiteren fiihrten Hochfett-Kostformen durch Verstirkung der circadianen Varianz in
der Glucose-Toleranz und der Insulin-Sensitivitit zur Modulation des Kohlenhydratstoffwech-

25,157 In Ratten verbesserte die Melatonin-Gabe wihrend einer Hochfett-Kost wiederum die

sels.
Insulin-Sensitivitit sowie die Glucose-Toleranz.!>® AuBerdem konnte ebenfalls bei Ratten gezeigt
werden, dass Melatonin die Gewichtszunahme als Antwort auf eine fettreiche Kost verringerte und
den Leptin-Spiegel im Plasma innerhalb von drei Wochen reduzierte, unabhingig von der Gesamt-

nahrungsmengenzufuhr, !>

1.10 Zielsetzung

Ubergewicht und Adipositas bei Erwachsenen und die ansteigende Zahl an betroffenen Kindern
und Jugendlichen stellen ein ernsthaftes und wachsendes offentliches Gesundheitsproblem dar. 6
Eine Priméirprivention von erndhrungs- und lebensstilbedingten Erkrankungen, wie metabolische
Verianderungen, Anstieg von Blutdruck, Schlafstorungen und andere erndhrungsbedingte Erkran-
kungen, ist unabdingbar. Es ist bislang nur sehr unzureichend erforscht worden und damit recht
unklar, wann und in welchem Ausmal} die Erndhrungszufuhr in unterschiedlicher Zusammenset-
zung, insbesondere unter isokalorischen Bedingungen, ursdchlich mit der Circadianik und Teilen
des endokrinen Systems in Zusammenhang steht, die wiederum starken Einfluss auf den Metabo-
lismus nehmen. Der zentrale Schrittmacher des circadianen Rhythmus (SCN) kann beim Men-
schen nicht direkt untersucht werden. Daher miissen entsprechende andere Marker fiir die Schritt-

macherfunktion genommen werden, um den Schrittmacher und dessen Antwort auf Umweltstimuli
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zu untersuchen, sogenannte Marker-Parameter. Dafiir eigenen sich besonders Melatonin und Cor-

tisol.”!

Das Erndhrungsverhalten und der Lebensstil werden gewdhnlich im frithen Leben erworben bzw.
gepréagt. Das Erndhrungsverhalten im ersten postnatalen Jahr diirfte selbst an der Programmierung
einer langfristigen Gesundheit beteiligt sein.'®!-'62 Zu beriicksichtigende Faktoren bei der Entwick-
lung von Ubergewicht sind demnach nicht nur genetische, sondern auch soziokulturelle Einfliisse,
bei denen neben der Erziehung auch berufliche Bedingungen, Stress, temporire Erndhrungstrends
oder auch Geschmacksprigung eine entscheidende Rolle spielen. Um deren Einfluss beurteilen zu
konnen, bieten sich Zwillingsstudien an, die anhand von Varianzanalysen die Frage nach Genetik

und Umwelt gleichzeitig mit abdecken.
Die Hauptziele dieser Arbeit im Rahmen der NUGAT-Studie mit gesunden Zwillingen waren:

1. Untersuchung potentieller Verdnderungen des Glucose- und des Lipid-Stoffwechsels nach
einer einwochigen isokalorischen Hochfett-Kost zur Beurteilung der metabolischen So-
fortreaktion sowie nach einer sechswochigen isokalorischen Hochfett-Kost zur Beurtei-

lung der verzogerten metabolischen Reaktion;

2. Analyse der Effekte einer isokalorischen Hochfett-Kost auf circadiane Uhren durch indi-
rekte Datenerhebung iiber hormonelle Verdnderungen der Markervariablen Melatonin und

Cortisol und deren Metaboliten;

3. Evaluierung der Genexpression von 11B-HSDI1 und -2 im subkutanen Fettgewebe nach

einer isokalorischen Hochfett-Kost und deren Korrelation zu GC und deren Metaboliten;

4. Untersuchung der Heritabilitdt des Melatonin- und Glucocorticoid-Metabolismus unter ei-

ner isokalorischen Hochfett-Kost.

Die daraus resultierende Hypothese lautet:

Eine isokalorische Hochfett-Kost fiihrt zur Verdnderung im Glucose- bzw. Lipid-Metabolismus

und nimmt genetisch determinierten Einfluss auf circadiane Uhren bei gesunden Zwillingen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Kalorimetrie:

e Druckminderer fiir Kalibrierungsgas, Firma CareFusion, San Diego, USA

e Gasgemischfiillung 0,75 % CO2, 20 % O, Firma CareFusion, San Diego, USA
e Gasgemischfiillung 26 % O,, Firma CareFusion, San Diego, USA

e Kalibrationspumpe inklusive Adapter, Firma CareFusion, San Diego, USA

e KIT Regulator 2CAL Gas, Firma CareFusion, San Diego, USA

e Massenflusssensor Flowmeter, Firma CareFusion, San Diego, USA

e Sammelschlauch fiir Atemgas, Firma CareFusion, San Diego, USA

e Software VMax, Firma CareFusion, San Diego, USA

e VMax Encore Serie 29n, Firma CareFusion, San Diego, USA

Anthropometrie:

e GPM Anthropometer — mit einer Genauigkeit von 0,1 cm, Firma Siber & Hegner, Ziirich,

Schweiz
e kalibrierte elektronische Soehnle-Korpergewichtswaage — mit einer Genauigkeit von

0,1 kg, Firma Leifheit, Nassau, Deutschland

Aktivitat:

e Aktivitdtsuhr: Polar FA-20, Firma Polar Electro GmbH, Biittelborn, Deutschland

e Pedometer: Calorie Walk, Firma Tanita, Tokio, Japan
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Blutproben:

ABX Pentra 400, Firma ABX GmbH, Radeberg, Deutschland
ABX Pentra 401, Firma ABX GmbH, Radeberg, Deutschland
ABX-Reagenzien, Firma ABX GmbH, Radeberg, Deutschland

Alkoholisches Hautantiseptikum (Octeniderm®, farblos), Firma Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Askina® Brauncel® Zellstofftupfer (4 < 5 cm), Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Biosphere® Filter Pipettenspitze, 200 pul, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutsch-
land

DYNEX ELISA Automat DSX, MedicalExpo Company, Marseille, Frankreich
Einmalspritzen (Injekt), 5 ml, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Fixierverband Askina® Soft 1.V, steril, 8 x 6 cm, Firma B. Braun, Melsungen, Deutsch-

land

Heraeus Multifuge 3S-R, Universalzentrifuge, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
Insulin-ELISA, Firma Mercodia, Uppsala, Schweden
Kombi-Stopfer, steril, Firma Intermedica GmbH, Klein-Winternheim, Deutschland

Kochsalz-Spillosung (0,9 %), 5 ml, Firma Fresenius SE & Co. kgaA, Bad Homburg,
Deutschland

Kiihlschrank —80 °C, HFU 3280, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachus-
etts, USA

Mechanische Pipette Proline Biohit, 50-200 pl, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Mehrwegehahnsystem (Discofix®-3), steril, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Mikro-Schraubréhre, steril, 2 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
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Multi-Adapter, steril, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

S-Monovette, Serum, steril, 1,2 ml und 2,7 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

S-Monovette, Kalium-EDTA, steril, 2,7 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Stauschlauch

Venenverweilkaniile (Vasofix® Brauniile), steril, GroBe 17 G, 18 G, 20 G, Firma B.
Braun, Melsungen, Deutschland

Saliva (Speichel):

Biosphere® Filter Pipettenspitzen, 100 pl, 1000 pl, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

DYNEX ELISA Automat DSX, MedicalExpo Company, Marseille, Frankreich

Heraeus Multifuge 3S-R, Universalzentrifuge, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Kiihlschrank —80 °C, HFU 3280, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA

Mikro-Schraubrohre, steril, 2 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Non-Extraktion-Melatonin-Saliva-ELISA (RE54041), Firma IBL International GmbH,
Hamburg, Deutschland

Pipette Eppendorf Research Plus, 50-100 ul, Pipette Eppendorf Research 100-1000 pl,
Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Salivette® mit Kunststofffaserrolle, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Vortex Genie2, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
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24-Stunden-Sammelurin:

24-Stunden-Urin-Sammelbehdlter, 3 1, Firma BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Biosphere® Filter Pipettenspitzen 20, 100, 1000 ul, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

DYNEX ELISA Automat DSX, MedicalExpo Company, Marseille, Frankreich

Kiihlschrank —80 °C, HFU 3280, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachus-
etts, USA

Melatoninsulfat-ELISA (RE54031), Firma IBL International GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

Pipette Eppendorf Research Plus, 2-20 ul, 50-100 pul, Pipette Eppendorf Research 100—
1000 pl, Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Schraubrohre, steril, 15 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Urin-Monovette Luer, inklusive aufsteckbare Entnahmespitze, steril, 10 ml, Firma Sarstedt

AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Vortex Genie2, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Subkutane Fettbiopsie:

Abdecktuch (Foliodrape Protect), 45 x 75 cm, Firma Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Alkoholisches Hautantiseptikum (Octeniderm® farblos), Firma Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Biopsiebesteck (Hepafix® Luer Lock mit Aspirationsspritze, 10 ml und Cutifix® Skal-
pell), Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Dewar-Isoliergefal3, Firma kgW-Isotherm, Karlsruhe, Deutschland
Einmalkaniile (Sterican), braun, Grofle 26 G, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Einmalspritze (Injekt), 10 ml, 20 ml, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland
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e Prizisionswaage Adventure-Pro, Firma Ohaus GmbH, Nénikon, Schweiz

e Kalt/Warm-Kompresse, 12 x 29 cm, Firma C+V Pharma Depot GmbH, Versmold,
Deutschland

e Kochsalz-Spiillésung (0,9 %), 5ml, Firma Fresenius SE & Co. kgaA, Bad Homburg,
Deutschland

e Kiihlschrank —80 °C, HFU 3280, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachus-
etts, USA

e Lochtuch (Foliodrape Protect), 45 x 75 cm, Firma Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

e Lokalanésthetikum (Lidocain 1 %), 10ml, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland
e Mikro-Schraubrdhre, steril, 2 ml, Firma Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

e Mullkompresse (Euro Gauze HS), 7,5 x 7,5 cm, steril, Firma Henry Schein Medical
GmbH, Hamburg, Deutschland

e OP-Handschuhe (Peha-Profile Plus), Gr.7, Firma Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

e Pflaster (Drop Med), steril, 10 x 8 cm, Firma Pietrasanta Pharma, Lucca, Italien

e Rotilabo-Probenloffel, steril, 35 x 25 mm, Firma Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

e Siebgewebe Nitex, 150 cm, Sefar AG, Heiden, Schweiz

e Sonderkaniile Sterican, Grof3e 14 G, Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland

Genanalyse:

e Agarose, Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland
e Autoklav Varioklav®, Firma H + P Labortechnik AG, Miinchen, Deutschland

e Basenpaarleiter, Fermentas, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
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Biosphere® Filter Pipettenspitzen, 100 pl, 1000 pl, 1250 pl, Firma Sarstedt AG & Co,
Niimbrecht, Deutschland

Chloroform von Merck kgaA, Darmstadt, Deutschland

Combitips advanced®, Eppendorf Biopur®, 100 ul, Firma Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

ecoShield™ Eco Nitrile PF 250 Handschuhe, Shield Scientific, Bennekom, Niederlande
Eppendorf Multipipetter® Plus, Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ethanol 70 % (hergestellt aus Ethanol absolut, Firma AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland und 30 % RNase-free Water, Firma MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornien,
USA)

Gel Imager Fujifilm, Fuji Foto Film Co. LTD, Tokio, Japan

Heraeus Multifuge 3S-R, Universalzentrifuge, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

High-Capacity cDNA Reverse Transkriptionskit, Invitrogen, Firma Fisher Scientific, Wal-
tham, Massachusetts, USA

Kiihlschrank —80 °C, HFU 3280, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA

Mastercycler, Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, Wessling-Berzdorf

MicroAmp® Optical 384-Well Reaction plate, Applied Biosystems, Firma Fischer Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, USA

MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems, Firma Fischer Scientific, Wal-
tham, Massachusetts, USA

Micro-Tube low binding, 1,5 ml, Firma Sarstedt, AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Mikro-Schraubréhre mit autoklavierten Kugeln, steril, 2 ml, Firma Sarstedt AG & Co,
Niimbrecht, Deutschland

Mikrowelle, Micromaxx
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e NanoDrop-ND-1000, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

e Pipetten Eppendorf Research 10—100 ul, 100—-1000 pl, Firma Eppendort AG, Hamburg,
Deutschland

e Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied, Biosystems, Firma Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

e Primer-Sequenzen 11B-HSD1 und -2, Invitrogen, Firma Fisher Scientific, Waltham, Mas-

sachusetts, USA
e RNase-Inhibitor, Ambion, Firma Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
e RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit, Firma Quiagen GmbH, Venlo, Niederlande
e Rotizell®-Tissue Tiicher, Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland
e SafesSeal Reagiergefdl3, 2 ml, steril, Firma Sarstedt, AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
e Speedmill P12, Firma Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
e Tris-Acetat-EDTA-Puffer
e Vortex Genie2, Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
e Zentrifuge 5415 D, Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
e Zentrifuge 5417 R, Firma Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

e 6 x Loading Dye Solution, Fermentas, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Software:

e C(linicalTrials.gov Studienregistrierung: www.clinicaltrials.gov

e Datenbank des National Center for Biotechnology Information: https://www.ncbi.

nlm.nih.gov

e GraphPad Prism 6, Firma GraphPad Software, San Diego, Californien, USA
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e Munich Chronotype Questionnaire online Eingabe: https://www.bioinfo.mpg.de/mctq/

core_work life/core/introduction.jsp?language=deu

e Online Service der U.S. National Library of Medicine: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi

e PRODI 4.5 LE 2001 expert, Firma Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart,
Deutschland

e Software Primer Express 2.0, Firma Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
e SPSS Statistics, Version 20, Firma IBM, Chicago, Illinois, USA

e ViiA 7 Real — Time PCR System, Software v.1.2., Applied Biosystems, Firma Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

2.2 Studiendesign

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité — Universitidtsmedizin Berlin genehmigt
und durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF-Forderungsnummer:
0315424) finanziert sowie beim internationalen Studienregister ClinicalTrials.gov gemeldet (Re-

gistrierungsnummer: NCT01631123).

Die Rekrutierung von Zwillingspaaren erfolgte iiber das Dienstleistungsunternehmen Health Twist
GmbH, Berlin, das sich auf Zwillingstudien mit dem Forschungsschwerpunkt Genetik und Ge-
sundheit spezialisiert hat.

Zusétzlich wurden o6ffentliche Medien, selbstverfasste Zeitungsberichte sowie Flyer- und Plakat-

aktionen eingesetzt.

Danach erfolgte durch ein telefonisches Interview bei 318 interessierten Zwillingspaaren die Prii-
fung einer potenziellen Studieneignung, von denen 154 zur Voruntersuchung (Screening) in das

Studienzentrum eingeladen wurden.

Neben einer drztlichen Untersuchung erfolgten beim Screening Untersuchungen im Niichternzu-
stand, definiert als Nahrungskarenz von mindestens zehn Stunden: Blutuntersuchung (kleines
Blutbild, Transaminasen, Nierenparameter, Lipide, Elektrolyte, Gerinnung, CRP, Glucose, Insulin,
HbA ., Zygotie), Bestimmung der Glucose-Toleranz mittels eines zweistiindigen oralen Glucose-
toleranztests (0GTT), anthropometrische Untersuchung, indirekte Kalorimetrie (Grundumsatz-

messung).
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Fiir den Studieneinschluss war eine signierte Einwilligungserklarung notwendig, der eine ausfiihr-
liche drztliche Aufklarung vorausging.

Zu den Einschlusskriterien zdhlten ein BMI von 18-35 kg/m?, eine BMI-Differenz des Zwillings-
paares <3 kg/m?, ein Alter zwischen 18 und 70 Jahren und ein stabiles Korpergewicht in den ver-
gangenen drei Monaten (£ 3 kg). Ausschlusskriterien waren die regelméfige Einnahme stoffwech-
selbeeinflussender und/oder gerinnungshemmender Medikamente, konsumierende chronische
Krankheiten (Krebs, HIV, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa), Typ 1- und Typ 2-Diabetes mellitus,
aktuelle oder geplante Schwangerschaft oder Stillzeit, Niereninsuffizienz, mittel- bis hochgradige
Leberinsuftizienz, mittel- bis hochgradige Andmie, schwere infektiose Erkrankung, mittel- bis
hochgradige koronare Herzerkrankung oder Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt, aortokoronarer Ve-
nenbypass, instabile Angina pectoris oder Apoplex innerhalb der letzten sechs Monaten, kein ak-
tueller Wunsch zur Gewichtsreduktion in den nichsten vier Monaten, Nahrungsmittelallergien,
Essstorungen, Blut- bzw. Plasmaspende in den letzten zwei Monaten, Teilnahme an anderen klini-
schen Studien in den letzten drei Monaten, regelméBige iiberkontinentale Reisen und Schichtar-

beit.

Die Studienteilnehmenden mussten zwei Erndhrungsinterventionen (Kostformen) mit isokalori-
scher Energiemenge iiber jeweils sechs Wochen einhalten. Zunichst wurde, entsprechend der
Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE) fiir eine ausgewogene Erndhrungs-
form, mit einer isokalorischen Kohlenhydrat-Intervention bestehend aus einer Makrondhrstoftver-
teilung von 55 E % Kohlenhydrate, 15 E % Proteine, 30 E % Fette (10 % SFA, 10 % MUFA, 10 %
PUFA) begonnen. Diese erste Erndhrungsintervention sollte die Studienteilnehmenden homogen
auf eine gesunde Erndhrungsform einstellen (Run-in-Phase). Die ersten fiinf Wochen erndhrten
sich die Studienteilnehmenden auf der Grundlage von Erndhrungsberatungen ohne Bereitstellung
von Lebensmitteln (freie Phase), in der letzten Woche wurde die Erndhrung standardisiert (stan-
dardisierte Phase), in der die Studienteilnehmenden zum groBten Teil die Lebensmittel (bis auf
leicht verderbliche Lebensmittel wie z. B. Obst) vom Institut gestellt bekamen und ihnen ein zeit-
licher Rahmen fiir die jeweilige Einnahme der Mahlzeit vorgeschrieben wurde. Diese isokalori-
sche Kohlenhydrat-Kost diente als Kontroll-Kost zur anschlieBenden isokalorischen Hochfett-
Kost, der zweiten Erndhrungsintervention, bestehend aus einer Makronéhrstoffverteilung von
40 E % Kohlenhydrate, 15 E % Proteine, 45 E % Fette (18 % SFA, 17 % MUFA, 10 % PUFA). Sie
begann zunéchst mit einer standardisierten Phase von einer Woche Dauer, in der den Studienteil-
nehmenden wieder die Lebensmittel gestellt und der Zeitrahmen der jeweiligen Einnahme der

Mahlzeit vorgeschrieben wurde, gefolgt von einer freien Phase von vier Wochen. Die isokalorische
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Hochfett-Kost wurde dann mit einer erneuten standardisierten Phase von einer Woche abgeschlos-
sen. Nach jeder standardisierten Phase erfolgte ein Studientag (ST) eines Zwillingspaares (siche

Abbildung 3):
1. ST nach sechs Wochen Kohlenhydrat-Intervention, davon die letzte Woche standardisiert (KH)
2. ST nach einer Woche standardisierter Hochfett-Intervention (HF1)

3. ST nach sechs Wochen Hochfett-Intervention, davon die letzte Woche standardisiert (HF6)

| Kohlenhydrat-Intervention | Hochfett-Intervention |
Ernéhrung

I Freie Phase | disierte | disierte | Freie Phase | disierte

Phase Phase Phase
Erndhrungsberatungen EB1 EB2 EB3 EB4 EBS5 EB6 EB7
Wochen | | | | | | | | | | | | |

f T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Studientag KH HF1 HF6

Abbildung 3: Studienablauf der NUGAT-Studie

Abkiirzungen: EB: Erndhrungsberatung, KH = Studientag der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = Stu-
dientag der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 = Studientag der sechswochigen Hochfett-Intervention

An diesen Studientagen erfolgten im Niichternzustand der Studienteilnehmenden (Definition siche
S. 43) zunéchst die Durchfithrung der Anthropometrie, diverse Blutentnahmen, eine subkutane
Fettbiopsie sowie die Erhebung der Schlafprotokolle.

AuBerdem wurden die Studienteilnehmenden vorab genauestens instruiert, Saliva- und Urinpro-
ben einen Tag vor dem jeweiligen Studientag zu sammeln. Diese Proben wurden dann am jewei-
ligen Studientag in die Studienambulanz mitgebracht und anschlieBend verarbeitet.

Zusétzlich wurden die Studienteilnehmenden in den jeweiligen drei standardisierten Phasen gebe-

ten, mithilfe eines Pedometers und einer Aktivitdtsuhr ihre tdgliche Aktivitdt aufzuzeichnen.

2.3 Nutrition

Die Studienteilnehmenden wurden wihrend der gesamten Studiendauer engmaschig durch eine
Erndhrungswissenschaftlerin betreut, die in regelméfBigen Abstinden sieben Erndhrungsberatun-
gen (EB) durchfiihrte, zwei davon (EB 2 und EB 6) optional telefonisch (siche Abbildung 3). Im
Rahmen der stattgefundenen EB lernten die Studienteilnehmenden, ihr Essverhalten den entspre-

chenden Erndhrungsinterventionen anzupassen. Als Getrdnke waren Wasser, Tee und ungestif3ter
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Kaffee gelistet, aber auch Light-Getridnke sowie Sii3stoffe waren grundsitzlich erlaubt. Zusétzlich
wurden die Studienteilnehmenden angeleitet, drei verschiedene Arten von Erndhrungsprotokollen
iiber die gesamte Studiendauer zu fiihren. Sie dienten der Dokumentation {iber die Einhaltung der

Erndhrungsvorschriften und dem rechtzeitigen Intervenieren bei moglichen Kostfehlern.

Erndhrungsprotokoll Typ 1: Freie Erndhrungsprotokolle liber jeweils fiinf aufeinanderfolgende

Tage, einen Wochenendtag eingeschlossen. Die Studienteilnehmenden sollten ausfiihrlich notie-
ren, was sie im jeweiligen Zeitraum gegessen und getrunken hatten. Einsatzzeitpunkte dieses Pro-
tokolltyps waren: vor Studienbeginn, zwei Wochen nach Beginn der Kohlenhydrat- und zwei Wo-

chen nach Beginn der Hochfett-Kost.

Erndhrungsprotokoll Typ 2: Das Essverhalten wurde {iber einen Fragebogen zum Lebensmittel-

konsum (Food Frequency Questionnaire — FFQ) jeweils iiber vier Tage pro Woche protokolliert.
Hierbei handelt es sich um einen Fragebogen, bei dem die Teilnehmenden unter Beachtung des
jeweils vorgegebenen Erndhrungsziels eine Auswahl von 94 am hiufigsten konsumierten Lebens-
mittelprodukten zur Dokumentation hatten. Der Einsatzzeitraum dieses Protokolltyps war ab der
1. EB bis zum Beginn der standardisierten kohlenhydratbetonten Erndhrungsphase und ab dem

2. ST bis zum Beginn der standardisierten fettbetonten Phase.

Erndhrungsprotokoll Typ 3: In den standardisierten Phasen war nur die Aufzeichnung des Trink-

verhaltens und etwaiger Fehler der Erndhrungsvorschriften notwendig.

Bei den Protokolltypen 1 und 2 sollten die Teilnehmenden das zu sich genommene Essen notieren,
wenn moglich abwiegen und/oder MaBleinheiten, den Markenname und Kochrezepte hinzufiigen.
Alle in den jeweiligen Protokolltypen notierten bzw. vorgegebenen Lebensmittel wurden in eine

landerspezifische Lebensmitteldatenbank iibertragen und ausgewertet.

Isokalorische Kostform

Um eine isokalorische Kostform zu gewéhrleisten, wurde anhand der Bestimmung des Ruheener-
gieumsatzes (Resting Energy Expenditure — REE) und der Aktivitdt mittels Physical Activity Le-
vel (PAL) unter Beriicksichtigung des Geschlechts und des Lebensalters der Tagesenergiebedarf
der einzelnen Studienteilnehmenden ermittelt und mit der Auswertung des Erndhrungsprotokolls

Typ 1 vor Studienbeginn abgeglichen und gegebenenfalls wahrend der Studie angepasst.
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2.4 Indirekte Kalorimetrie (Grundumsatzmessung)

Mit dieser Methode kann der individuelle Ruheenergieumsatz (REE) bestimmt werden. Dazu be-
findet sich die Probandin bzw. der Proband liegend unter einer iiber dem Kopf befindlichen Atem-
haube (Canopy) und wird {iber ein Einlassventil mit Frischluft versorgt, {iber ein Auslassventil
wird die ausgeatmete Luft abgesaugt. Uber Sensoren werden die Volumina des ausgeatmeten Koh-
lendioxids sowie des eingeatmeten Sauerstoffs unter Beriicksichtigung der Luftfeuchtigkeit ermit-
telt. Da die O2-Speicherkapazitit eines Organismus begrenzt ist, konnen von der aufgenommenen
Sauerstoffmenge Riickschliisse auf die Oxidationsprozesse und damit auf den Energieumsatz ge-
zogen werden. Basierend auf dem Wissen, dass es bei der Oxidation von Kohlenhydraten, Fetten
und Proteinen zu einem ndhrstoffspezifischen Sauerstoffverbrauch und einer im stochiometrischen
Verhéltnis stehenden Kohlendioxidbildung kommt, kann man, unter Beriicksichtigung des Ener-
giedquivalents des Sauerstoffs, die Energie berechnen, die pro Liter an verbrauchtem Sauerstoff

im Korper freigesetzt wird. Die Untersuchung erfolgte niichtern beim Screening.

2.5  Physical Activity Level (PAL)

Der PAL ist ein MaB fiir die korperliche Aktivitat. Er umfasst Aktivititen im Beruf und wahrend
der Freizeit und ist abhéngig vom Geschlecht sowie vom Alter. Er wird als Vielfaches des Grund-

umsatzes angegeben.

2.6  Anthropometrie

Die gesamte Korpervermessung erfolgte niichtern, entkleidet und im Stehen. Zunichst wurde das
Korpergewicht gewogen, danach die Korperldnge gemessen. Der BMI wurde aus dem Quotienten
des Korpergewichts (in Kilogramm) und dem Quadrat der Korpergrofle (in Meter) berechnet
(BMI = kg/m?). Die Korpervermessung wurde beim Screening, an jedem Erndhrungsberatungster-

min sowie an allen drei Studientagen durchgefiihrt.

2.7 Aktivitiatsverhalten

Der Tagesenergiebedarf eines Einzelnen kann liber die Aktivitit beeinflusst werden. Um eine iso-
kalorische Erndhrungseinstellung zu gewéhrleisten, wurden die Studienteilnehmenden gebeten,
ihr Aktivitdtsverhalten wéhrend der gesamten Studiendauer unverandert beizubehalten. Des Wei-
teren sollten Maskierungseffekte von Umwelt-Zeitgebern wie korperlicher Aktivitét auf die Oszil-

latoren so stark wie moglich reduziert werden.
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Die Dokumentation des tdglichen Energieverbrauchs, bedingt durch die korperliche Aktivitét, er-
folgte mittels eines Pedometers und einer Aktivitdtsuhr wahrend der drei standardisierten Erndh-

rungsphasen.

2.8  Blutlaborparameter

Im Niichternzustand wurde den Probandinnen und Probanden nach Desinfektion der Punktions-
stelle eine Venenverweilkaniile — in der Regel in die Antekubitalvene — gelegt und ein Mehrwege-
hahnsystem angeschlossen. Die Durchgéngigkeit und korrekte Lage der Venenverweilkaniile wur-
den unter Aspiration und anschliefender Injektion von 3 ml 0,9%iger Kochsalzlosung kontrolliert.
Es erfolgte zunéchst eine 5-ml-Blutentnahme, deren Probe aufgrund erhdhter Verdiinnung mit der
Kochsalzldsung verworfen wurde. Anschliefend konnte eine Gesamtmenge von 6,6 ml Blut ent-
nommen werden, die sofort fiir die weitere Diagnostik und Lagerung entsprechend aufbereitet
werden musste: Die Serumprobe zur Bestimmung von Glucose, Insulin, Gesamt-Cholesterin,
HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Freie Fettsduren (FFA) und Triglyceride wurde zunéchst fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, anschlieBend mit 3000 rpm (RCF: 1935) bei
4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand der Probe wurde in Mikro-Schraubréhrchen ab-
pipettiert und bei —80 °C gekiihlt gelagert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte im Zentrallabor des
Deutschen Instituts fiir Erndhrungsforschung, Abteilung Klinische Erndhrung. Die Bestimmung
des HbA . erfolgte liber die Kalium-EDTA-Probe und spiegelt den Glucose-Durchschnitt in den
letzten 8—12 Wochen wider. Die HbA.-Probe kam direkt zur sofortigen Analyse in das o. g.

Zentrallabor.
Die Blutabnahmen wurden beim Screening und an den ST 1-3 durchgefiihrt.
Folgende Blutparameter wurden bestimmt:

Glucose: Hexokinase-Methode (RB: 3,3—5,6 mmol/l)

Insulin: ELISA (RB: 1,6-10,8 mU/1)

HOMA-Index (Homoestasis Model Assessment): Formel von DR Matthews (RB: < 2,5)!6
HbA.: Spektrophotometrie (RB: < 5,7 %)

Gesamt-Cholesterin: enzymatische CHOD-PAP-Methode (RB: < 5,2 mmol/l niedriges Risiko)

HDL-Cholesterin: kalorimetrischer selektiver Inhibitionstest (RB: weibl.: > 1,7 mmol/l, mannl.:

> 1,4 mmol/l)
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LDL-Cholesterin: kalorimetrischer selektiver Inhibitionstest (RB < 3,4 mmol/l)
FFA: enzymatischer Farbtest (RB: < 0,7 mmol/l)

Triglyceride: enzymatische GPO-PAP-Methode (RB: weibl.: 0,46—1,6 mmol/l, ménnl.: 0,68—
1,88 mmol/l)

Die Zygotiebestimmung erfolgte bei Studieneinschluss durch die Blutabnahme beim Screening

durch Health Twist GmbH.

2.9  Munich Chronotype Questionnaire

Ein typisches, einfach durchzufiihrendes und validiertes Verfahren zur Erhebung des Chronotyps
ist der sogenannte Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ). Dieser Fragebogen konzentriert
sich insbesondere auf die gegenwirtigen Zeitparameter der Schlaf- und Wachphase. Sein hervor-
zuhebendes Merkmal ist insbesondere die Unterscheidung zwischen normalen, modellhaften
,freien Tagen* und ,,Werktagen“.>® Die Bestimmung des Chronotyps basiert dabei auf der Bestim-
mung der Uhrzeit der Schlafmitte an freien Tagen (MSF), die dann um den Wert des Ausschlafens
an freien Tagen korrigiert wird (MSFsc). Dieses Phianomen reflektiert die Kompensation des ak-
kumulierten Schlafdefizits wahrend der Arbeitswoche. Die dafiir notwendige Berechnung wurde
nur bei Studienteilnehmenden angewandt, die an freien Tagen ldnger schliefen als an Arbeitstagen

und sich nicht durch einen Wecker am Wochenende wecken liel3en.

MSFscist die grundlegende Bewertung des Chronotyps fiir den Einzelnen unter den aktuell vor-
liegenden Lebensumstédnden und damit abhéngig von entwicklungs- und umweltbedingten Bedin-

gungen, z. B. Alter, Geschlecht und Lichtexposition.®*
Der MSFsc wurde daher auf die Variablen Alter und Geschlecht adjustiert (MSFsasc).””

Das tigliche Ausfiillen des MCTQ in Papierform erfolgte vonseiten der Studienteilnehmenden
jeweils fiir die gesamte letzte Woche vor jedem Studientag. Nach anschlieBender Online-Ubertra-
gung durch das Studienzentrum wurden die o. g. Parameter durch das Institut Medizinische Psy-

chologie (Prof. Dr. T. Roenneberg) an der Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen erhoben.
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2.10 Saliva

Der Speichel wurde mittels Salivetten fiir Melatonin und Cortisol um 4, 8, 12, 16, 20 und 24 Uhr
gewonnen und sollte frithestens 30 Minuten nach der Nahrungsaufnahme, der evtl. Medikamen-
teneinnahme und der Zahnreinigung erfolgen. 15 Minuten vorher sollten die Studienteilnehmen-
den den Mund intensiv mit Wasser ausspiilen. Die néichtliche Saliva-Gewinnung sollte liegend
unter natiirlichem Nachtlicht erfolgen, also im optimalen Fall unter keiner exogenen Lichtexposi-
tion.'®+165 Bis zum Transfer in die Studienambulanz sollten die Studienteilnehmenden die Salivet-
ten im Kiihlschrank bei 2—8 °C lagern. In der Studienambulanz wurden die Salivetten sofort mit
3000 rpm (RCF: 1935) bei 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das Einhdngegefa3 mit der Kunst-
stoffrolle konnte anschlieBend verworfen werden. Das verbliebende Rohrchen mit der Saliva
wurde zur Analyse eingesetzt und bis dahin bei —80 °C gekiihlt gelagert. Die Probengewinnung

erfolgte direkt vor jedem Studientag.

2.10.1 Melatonin

Fiir die direkte quantitative Bestimmung von Melatonin in der Saliva wurde ein indirekt messender

kompetitiver Enzymimmunoassay (Enzyme-linked Immunosorbent Assay = ELISA) verwendet.

Bei dieser Methode konkurrieren das biotinylierte Antigen (Biotin) und das nicht biotinylierte An-
tigen (Probe) um die begrenzte Anzahl an Bindungsstellen der an den Wells der Mikrotiterplatte
gebundenen Antikorper. Nach der Inkubation werden die nicht gebundenen Antigene durch Wa-
schen entfernt. Das antikdrpergebundene biotinylierte Antigen wird durch Streptavidinperoxidase
als Marker und durch 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) als Substrat bei 450 nm photomet-
risch bestimmt. Die Intensitit der gebildeten Farbe nach der Substratreaktion ist umgekehrt pro-
portional zur Antigen-Konzentration in den Proben. Die Ergebnisse der Proben konnen direkt an-

hand der Standardkurve bestimmt werden. %

Die analytische Sensitivitdt des angewandten ELISAs fiir Melatonin in der Saliva lag bei

0,3 pg/ml, die durchschnittliche Reproduzierbarkeit bei 97 % (Bereich: 86111 %).

Die Melatonin-Sekretionskonzentrationen der Saliva zeigten eine individuelle Variabilitdt. Der

Melatonin-Spitzenspiegel der Saliva in der Nacht rangierte zwischen 2 bis 84 pg/ml.'¢”

2.10.2 Cortisol

Es wurden zur quantitativen Bestimmung von Cortisol in der Saliva 250 ul Speichelprobe auf Tro-

ckeneis in das Analysezentrum — Steroidlabor des Universititsklinikums Heidelberg — verschickt,
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wo mittels eines hausinternen Radioimmunoassays (RIA) die Analyse erfolgte. Hierfiir wurden
die Proben mit titriertem Cortisol versetzt und mit Losungsmittel extrahiert. Nach der Trennung
der wissrigen von der Losungsmittelphase wurden die Losungsmittelréhrchen getrocknet, das Se-

diment mit Wasser geldst und das Eluat im RIA eingesetzt.

Der RIA ist ein kompetitiver Proteinbindungsassay, bei dem Cortisol der Proben bzw. des Stan-
dards mit titriertem Cortisol um eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen des Cortisol-Antikor-
pers konkurrieren. Die Menge an titriertem Cortisol, die an den Antikorper gebunden ist, ist um-
gekehrt proportional zur Analytkonzentration der Probe. Nach einer definierten Inkubationszeit
wird ungebundenes Cortisol mittels Dextran-Aktivkohle-Trennung entfernt. Die Messung von ge-

bundenem titriertem Cortisol erfolgt im Fliissigkeitsszintillationszéhler.!68:169

Die analytische Sensitivitit des hausinternen RIAs fiir Cortisol in der Saliva lag bei 0,15 ng/ml

und unterlag hinsichtlich der Reproduzierbarkeit einem Ringversuch.

Die Referenzwerte fiir das Cortisol-Tagesprofil bei Erwachsenen sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Uhrzeit 4 Uhr 8 Uhr 12 Uhr 16 Uhr 20 Uhr 24 Uhr
Referenzwerte (ng/ml) 0,3-4,2 0,9-8,1 0,9-6,0 0,8-3,7 0,4-3,0 0,2-1,5

Tabelle 1: Referenzwerte fiir das Cortisol-Tagesprofil in der Saliva bei Erwachsenen

2.11 24-Stunden-Sammelurin

Die Studienteilnehmenden erhielten explizite Instruktion fiir die komplette und korrekte Durch-
fiihrung der 24-Stunden Urinsammlung: Das Sammeln des Urins startete jeweils am Tagesbeginn
mithilfe eines 3-Liter-Sammelbehilters, der keine weiteren chemischen Zusitze erhielt.!’? Nach
dem Verwerfen des sogenannten Morgenurins, definiert als der erste gelassene Urin in den Mor-
genstunden nach dem néchtlichen Schlaf, begann die komplette Urinsammlung bis zum Morgen-
urin des Folgetages, der den Abschluss der Sammlung bedeutete. Die Probandinnen und Proban-
den wurden instruiert, den Beginn und das Ende der Sammlung zeitlich zu notieren. In der Studi-
enambulanz wurde die Gesamturinmenge bestimmt. Die Urinproben wurden sofort in 10-ml-R6hr-
chen pipettiert und bis zur weiteren Bestimmung bei —80 °C gelagert.!”! Die 24-Stunden-Urin-

sammlung erfolgte direkt vor allen drei Studientagen.

Zur Beurteilung des Melatonin-Metabolismus wurde der Metabolit aMT6s im 24-Stunden-Sam-
melurin analysiert, fiir den Glucocorticoid-Metabolismus fCortisol, fCortison und deren Metabo-

liten THF, allo-THF und THE. Zur korrekten Beurteilung der einzelnen Parameter wurden deren
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analysierte Konzentrationen jeweils mit der intraindividuellen 24-Stunden-Urinsammelmenge und

dem Urin-Kreatinin korreliert.

Zur Zeit der Studienanalyse gab es noch kein labortechnisches Verfahren, um allo-THE zu bestim-

men.

2.11.1 Melatonin-Metabolit aMT6s

Fiir die direkte quantitative Bestimmung des Melatonin-Metaboliten aMT6s im 24-Stunden-Sam-

melurin wurde ein direkt messender kompetitiver Enzymimmunoassay verwendet.

Bei diesem Assay konkurrieren eine unbekannte Menge an Antigen in der Probe und eine bekannte
Menge an enzymmarkiertem Antigen um die Bindungsstellen der an den Wells der Mikrotiterplatte
gebundenen Antikorper. Nach erfolgter Inkubation kommt es zur Entfernung der nicht gebundenen
Antigene. Die Intensitit der gebildeten Farbe wird nach der Substratreaktion mit TMB photomet-
risch bei 450 nm gemessen. Sie ist umgekehrt proportional zur Antigen-Konzentration in den Pro-

ben.

Die Ergebnisse der Proben wurden direkt anhand der Standardkurve bestimmt. Die analytische
Sensitivitét des Tests lag bei 1,0 ng/ml, die durchschnittliche Reproduzierbarkeit bei 105,8 % (Be-
reich 91-122,3 %).

Die Referenzwerte fir aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin bei Erwachsenen betragen 7,5—

58,1 ng/24 h.'”
2.11.2 fCortisol, fCortison, THF, allo-THF, THE, A-Ring-Reduktasen und 11p-HSD

Fiir die In-vitro-Diagnostik zur quantitativen Bestimmung von fCortisol und fCortison und deren
Metaboliten THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sammelurin wurden 10-ml-Urinproben auf
Trockeneis in das Analysezentrum — Steroidlabor des Universitatsklinikums Heidelberg — ver-
schickt, wo mittels hausinternen Radioimmunoassays (RIA) nach Extraktion und Chromatografie
die Bestimmung durchgefiihrt wurde. Es handelte sich hierbei um das gleiche RIA-Testprinzip,
das auch fiir die Cortisol-Bestimmung in der Saliva verwendet wurde.!%%!%%173 Eg erfolgte eine
Extraktion beider Steroide und deren Metaboliten THEF, allo-THF und THE aus einer Probe mit
Losungsmittelmischungen sowie eine chromatografische Trennung unter Verwendung einer
Celite-Minisdule. Die Verlustrate von Extraktion und Reinigung wurden durch Messung von
titriertem Cortisol, Cortison und deren Metaboliten ermittelt. Der Probenwert, im RIA anhand der

erstellten Standardkurve ermittelt, wurde um die jeweilige Verlustrate korrigiert. Die analytische
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Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit sind der Tabelle 2 zu entnehmen, die Referenzwerte der Ta-

belle 3.

fCortisol fCortison THF allo-THF THE
Analytische Nachweisgrenze 1,5 pg/l 1,5 pg/l 0,06 mg/1 0,06 mg/1 0,08 mg/1
Reproduzierbarkeit 101,7+7,2 96,5+7,2 99,4+7,9 98,8+ 5,6 96,2 +5,2

Tabelle 2: Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit des hausinternen RIAs fiir die einzelnen zu bestimmen-
den Parameter im Sammelurin

fCortisol fCortison THF allo-THF THE
10-60 pg/24 h 20-140 pg/24 h 0,5-3,5mg/24 h 0,5-4,5 mg/24 h 0,5-5,5mg/24 h

Tabelle 3: Referenzwerte fiir GC im 24-Stunden-Sammelurin bei Erwachsenen

Zur Abschitzung der in der GC-Metabolisierung bedeutenden Enzymaktivitit der 11B8-HSD-
Isoenzyme und der A-Ring-Reduktasen wurden verschiedene Ratios (Verhiltnisse) von fCortisol,
fCortison und deren Urinmetaboliten THEF, allo-THF und THE aus dem Sammelurin bestimmt.
Zur Beurteilung der 11B-HSD-Gesamtaktivitit wurde die Ratio aus der Summe von THF und allo-

THF zu THE ermittelt.!”*

Lineare Zusammenhdnge im Rahmen des Cortisol-Stoffwechsels zwischen dem fCortisol dem
fCortison, THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sammelurin und der mRNA-Expression der
zwel Isoformen von 11B-HSD wurden mittels bivariater Korrelation analysiert. Da durch die Vor-
analysen gezeigt wurde, dass 113-HSD1 und -2 geschlechts- und altersabhéingig sind, erfolgte die
Adjustierung fiir Geschlecht und Alter. Die Stirke der Zusammenhénge liegt zwischen —1 und +1

(siehe auch Kap. 2.14).

2.12 Subkutane Fettgewebsbiopsie

Nach ortlicher Betdubung mit 1 % Lidocain eines 2 % 2 cm gro3en abdominellen Hautareals lateral
des Bauchnabels wurde unter sterilen Bedingungen eine kleine Inzision von ca. 3 mm Lénge
durchgefiihrt, durch die eine Kaniile mit angeschlossener Vakuum-Biopsiespritze eingefiihrt
wurde. Durch langsame Bewegungen der Biopsiespritze im Winkel von etwa 20° zur Hautober-
flache konnten kleine subkutane Fettgewebsstiicke gelost und in die Biopsiespritze angesaugt wer-
den. Anschlieend wurde das Biopsat mit einer 0,9%igen Kochsalzlosung gespiilt, gewogen und
sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Analyse wurde die Probe bei
—80 °C gelagert. Die Wundversorgung erfolgte durch einen Steristrip, eine Mullkompresse und ein

steriles Pflaster. Die Biopsien wurden an allen drei ST durchgefiihrt.
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2.13 Genexpression von 11p-HSD1 und -2

2.13.1 RNA-Extraktion

Mithilfe des RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit erfolgte aus etwa 500 mg Fettgewebe, welches aus
der subkutanen Biopsie entnommen wurde, zunichst die RNA-Isolierung zur Analyse des Genex-
pressionsprofils von 113-HSD1 und 11B-HSD2. Die Proben wurden zunichst mit 1 ml Quiazol
lysiert, mehrmals resuspendiert, in ein steriles Reaktionsgefa3 mit Kugeln iiberfiihrt und fiir 3 Mi-
nuten mit 50 Hertz bei Raumtemperatur homogenisiert. Diese Schritte wurden so oft wiederholt,
bis ein Homogenisat entstand. Zu diesem Homogenisat wurden 300 pul Chloroform hinzugegeben,
fiir etwa zwei Minuten auf dem Vortexer gemischt und anschlieend 15 Minuten mit 14 000 rpm
(RCF: 21.342) bei 4 °C zentrifugiert. Die dabei entstandene wissrige RNA-haltige Phase wurde
in ein Reaktionsgefdl {iberfiihrt. AnschlieBend wurde das gleiche Volumen an 70%igem Ethanol
zugefiigt und gevortext. In weiteren Schritten wurde nun das gesamte Volumen zu jeweils 700 pl
in ein RNeasy Spin Column (2-ml-Sammelgefdfl) tiberfithrt und 15 Sekunden bei 10 000 rpm
(RCF: 12.205) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurden 350 pul RW1-Puffer zugefiigt und
wieder 15 Sekunden mit 10 000 rpm (RCF: 12.205) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlie-
Bend wurden 10 pl DNase I stock solution mit 70 pl RDD-Puffer vermengt, von dem jeweils 80 pl
direkt in das RNeasy Spin Column pipettiert und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
wurde. Danach wurden 350 ul RW1-Puffer dazugegeben und fiir 15 Sekunden bei 10 000 rpm
(RCF: 12.205) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dem schloss sich die Zugabe von 500 pl RPE-
Puffer mit anschlieBender Zentrifugation von 15 Sekunden mit 10 000 rpm (RCF: 12.205) bei
Raumtemperatur an. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt. Nach jedem Zentrifugations-
schritt wurde der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde das RNeasy spin column in ein steri-
les Reaktionsgefdll gegeben, 30 ul RNase-freies Wasser zugefiigt und fiir eine Minute mit
10 000 rpm (RCF: 12.205) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die RNA,
aus der die RNA-Konzentration analysiert werden konnte. Bis zur weiteren Analyse wurde die

eluierte RNA bei —80 °C gelagert.

2.13.2 Quantitative und qualitative RNA-Analytik

AnschlieBend an die RNA-Isolierung wurde zunéchst die spektralphotometrische Bestimmung der
RNA-Konzentration sowie deren Reinheit durchgefiihrt. Die RNA-Konzentration wurde mit dem
NanoDrop®-Spektrophotometer bei einer Wellenléinge von 260 nm bestimmt. Fiir die Bestimmung
der Reinheit der RNA musste der Quotient der Extinktion (E) bei einer Wellenldnge von 260 nm
und 280 nm bestimmt werden (E2g0/E260), der bei guter Qualitdt der RNA zwischen 1,8 und 2,2
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liegt. Die Messungen wurden mit je 1 pl Probe als Dreifachbestimmung durchgefiihrt und daraus

das arithmetische Mittel berechnet.
2.13.3 Reverse Transkription von RNA

Mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RT) ist eine Umschreibung von mRNA in cDNA mdglich.
Pro Ansatz fiir 20 ul Gesamtvolumen wurden 10 ul RNA-Probe (1 pg), 2 ul 10 x RT-Puffer, 0,8 pl
dNTP-Mix, 2 ul 10 x RT-Random-Primer, 1 ul RT, 1 ul RNase-Inhibitor und 3,2 ul Wasser ge-

nommen.
Im Mastercycler wurde die RT unter definierten Bedingungen durchgefiihrt:

1. Inkubation fiir 10 Minuten bei 25 °C,

2. RT fiir 120 Minuten bei 37 °C,

3. Inaktivierung der RT fiir 5 Sekunden bei 85 °C,
4. Abkiihlen der Proben auf 4 °C.

Die synthetisierten cDNA-Proben wurden bei —20 °C gelagert.

2.13.4 Primer-Design

Mithilfe der Datenbank des National Center for Biotechnology Information konnte die Primer-
Sequenz von 11B3-HSDI1 und 2 eruiert werden. Danach wurden entsprechende Reverse Primer und
Forward Primer mit dem Software-Programm Primer Express 2.0 konzipiert. Im Anschluss wurde
die Primer-Spezifitit durch Basic Local Alignment Search Tool, ein Online-Service der U.S. Nati-

onal Library of Medicine, kontrolliert.
In der Realtime-PCR verwandte Primer:

113-HSD1 Primer-Sequenzen:

Forward Primer-Sequenz: 5" GCA ATG TAG TGT GCT GAG GCT G 3’
Reverse Primer-Sequenz: 3" GCT TAT CAT CTG GCG AAGATG G 5’

11B3-HSD2 Primer-Sequenzen:

Forward Primer-Sequenz: 5" GGC GCT ACT CAT GGA CAC ATT 3’

Reverse Primer-Sequenz: 3" CCC ACG TTT CTCACT GACTCT G5’
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2.13.5 Quantitative Realtime-PCR und Schmelzkurvenanalyse

Die Realtime-PCR ist ein quantifizierendes Nachweisverfahren und stellt eine Weiterentwicklung
der konventionellen, rein qualitativen PCR dar. Es kommen u. a. spezifische Primer sowie ein hit-
zestabiles Enzym (Tag-Polymerase) zur Anwendung, die zur Vervielfaltigung definierter DNA-
Bereiche fiihren. Die Detektion der PCR-Produkte erfolgt schon wihrend der PCR durch Messung

einer gleichzeitig freigesetzten Fluoreszenzstrahlung.

Die Reaktionen fanden in 384-Well-Mikrotiterplatten statt, wobei jeder Reaktionsansatz ein Ge-

samtvolumen von 5 pl hatte, dessen Zusammensetzung in Tabelle 4 aufgefiihrt ist.

Reagenz Eingesetzte Menge Endkonzentration
Power SYBR® Green PCR Master Mix (2 x) 2l 0,8 x

Wasser 1,3 ul -

Forward Primer (5 uM) 0,35 ul 350 nM

Reverse Primer (5 pM) 0,35 ul 350 nM
cDNA-Probe 1 pl -

Tabelle 4: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes mit einem Gesamtvolumen von 5 pl

In die Kavitéten der Platte wurden zuerst die verschiedenen cDNA-Proben vorgelegt und anschlie-
Bend der Mastermix, bestehend aus Power SYBR® Green, Wasser und Primern, hinzugefiigt. Die
Platten wurden mit einer transparenten adhésiven Klebefolie verschlossen und anschlieend fiir
zwei Minuten bei 800 rpm (RCF: 138) bei 4 °C zentrifugiert. Von den Proben wurde jeweils eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt, fiir jedes verwendete Primer-Paar eine Standardreihe mit acht
Verdiinnungsstufen sowie eine Negativkontrolle in Form von Wasser (non template control, NTC)
auf jeder Mikrotiterplatte mitgefiihrt. Als Referenzgen (housekeeping gene), welches unabhingig
vom Zelltyp, vom Zellzyklus und von dulleren Einflussfaktoren exprimiert wird, fungierte das

60S-Ribosomal-Protein L32 (RPL32).

Nach jeder PCR wurde zur Uberpriifung der Reinheit der PCR-Produkte eine Schmelzkurvenana-
lyse durchgefiihrt.

Durch die unspezifische Bindung von SYBR®Green an die doppelstrangige DNA kdnnten unspe-
zifische PCR-Strukturen wie z. B. PCR-Dimere ebenfalls zu einem Fluoreszenzsignal fiihren.
Durch einen kontinuierlichen langsamen Temperaturanstieg wird die doppelstrangige DNA aufge-
schmolzen. Durch Absenken der Temperatur hybridisiert die DNA erneut an einem spezifischen

Schmelzpunkt. Diese geht mit einem Fluoreszenzanstieg einher. Fiir jedes PCR-Produkt entsteht
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so ein individueller Schmelzkurvenverlauf, welcher die Unterscheidung zwischen spezifischen

und unspezifischen PCR-Produkten zulésst.

Die PCR und die anschlieBende Schmelzkurvenanalyse erfolgten im Applied Biosystems®ViiA7

™ real-time-PCR-System unter den in Tabelle 5 aufgefiihrten Bedingungen.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur
Anféangliche Denaturierung — Aktivierung der Taq-Polymerase 10 Minuten 95°C
Polymerasekettenreaktion (45 PCR-Zyklen):

e  Denaturierung 15 Sekunden 95°C

e  Primer Annealing und Elongation 1 Minute 60°C
Schmelzkurvenanalyse 15 Sekunden 95°C

15 Sekunden 60°C
15 Sekunden 95°C

Tabelle 5: Reaktionsschritte der PCR und Schmelzkurvenanalyse mit Zeit und Temperaturangaben
2.13.6 Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Realtime-PCR wurden die Proben zur Kontrolle von mdglichen unspezifi-
schen Bindungen des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR®Green an die doppelstrangige DNA gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Somit konnte die Fragmentldnge der PCR-Produkte iiberpriift und
eine mogliche Nebenproduktbildung, welche die Ergebnisse verfalschen konnte, ausgeschlossen
werden. Hierfiir wurde ein 2-%-Agarose-Gel hergestellt: 4 g Agarose wurden in 200 ml 2 x Tris-
Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) geldst, bei 700 Watt in der Mikrowelle aufgekocht und an-
schlieBend abgekiihlt. Nach Zugabe von 100 ul Ethidiumbromid wurde die Lésung in eine Gel-
kammer gegossen und Taschenkdmme eingesetzt. Die Proben wurden mit Ladepufter vermischt
und in die Geltaschen des abgekiihlten und verfestigen Gels aufgetragen. Ebenfalls wurden 0,5 ug
einer Basenpaarleiter aufgetragen, um die Lange der DNA-Fragmente zu bestimmen. Die DNA-
Proben wurden bei 120 Volt Spannungsfeld fiir 30 Minuten aufgetrennt und mithilfe des Gel-Ima-

gers Fujifilm detektiert und analysiert.

2.14 Statistische Analyse

Entsprechend der GCP (Good Clinical Practice — Gute klinische Praxis)-Vorschriften wurden nur
anonymisierte Daten fiir die statistische Analyse mithilfe des Software-Programms SPPS, Ver-
sion 20, analysiert. Zuvor wurden die Rohdaten auf Vollstindigkeit, Einheitlichkeit, auf mogliche

doppelte Werte, Plausibilitdt sowie mittels Box-Whisker-Plots auf Datenausreifler untersucht. Fiir
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die statistisch-mathematische Definition eines Ausreilers wurden als Vertrauensintervalle jeweils
das 1,5- bis 3-Fache der Interquartilsabstinde (Interquartile Range — IQR) herangezogen. Werte
iiber dem 3-fachen Interquartilsabstand wurden als extreme Ausreifler identifiziert und fiir die fol-
genden Berechnungen nicht beriicksichtigt. Anschliefend wurde der Kolmogorov-Smirnov-Z-
Test durchgefiihrt, um die bereinigten Daten auf Normalverteilung zu untersuchen. Bei fehlender
Normalverteilung wurden die entsprechenden Daten mithilfe des natiirlichen Logarithmus (In)
transformiert. Die Studie erfolgte iiber wiederholte Messungen von bestimmten Merkmalen an
drei aufeinanderfolgenden Studientagen (Zeitpunkten). Um die Merkmalsunterschiede an den je-
weiligen Zeitpunkten zu untersuchen, wurden Dependenzanalysen durchgefiihrt. Hierzu diente fiir
die Longitudinalanalyse bei verbundenen Stichproben die einfaktorielle Varianzanalyse mit Mess-
wiederholung (One-way repeated-measures ANOVA). Ebenfalls wurde der Mauchly-Test auf
Sphirizitit zur Uberpriifung der Varianzhomogenitiit der einzelnen Faktorenstufen und der Korre-
lationen untereinander durchgefiihrt. Lag eine Signifikanz vor, d. h., die Sphérizitit wurde verletzt,
kam die Greenhouse-Geisser-Korrektur zur Anwendung, welche die Freiheitsgrade reduziert. Hier
lag das Signifikanzniveau, angegeben als p-Wert, bei a < 0,05. Durch die durchgefiihrte One-way
repeated-measures ANOVA wurde festgestellt, ob signifikante Unterschiede zwischen den Mittel-
werten der drei Messzeitpunkte vorlagen. Lag ein signifikanter Einfluss der Erndhrungsinterven-
tion auf den jeweiligen Parameter vor, wurde fiir die einzelnen Untersuchungszeitpunkte anschlie-
Bend eine Bonferroni-post-hoc-Analyse durchgefiihrt. Dadurch konnten signifikante Verdnderun-
gen der einzelnen Parameter an jedem Untersuchungszeitpunkt bzw. nach jeder Erndhrungsinter-
vention analysiert werden. Um bei vorliegender mehrfacher Testung die sogenannte a-Inflation zu
beheben, wurde das Signifikanzniveau durch die Anzahl der durchgefiihrten Testungen korrigiert.
Somit waren im Gruppenvergleich Ergebnisse mit einem Signifikanzniveau von a < 0,017 statis-
tisch signifikant (*), mit a < 0,001 statistisch hochsignifikant (**). Die Ergebnisse wurden als Me-
dian mit IQR bzw. Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD, Standard Deviation) angege-
ben. Der Median ist grundséatzlich unpréziser als der Mittelwert. Der Median ist jedoch weniger
empfindlich gegen Ausreiler und wurde bei den Parametern eingesetzt, die mit Ausreiflern zu

stark verunreinigt waren.

Zur Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede und altersabhidngiger Effekte auf die Pa-
rameter wurden entsprechende Subgruppen gebildet. Die Einteilung in drei Alterssubgruppen
wurde unter dem Aspekt der optimalen Verteilung der Probandenanzahl und der altersbedingten
Variabilitidt des Hormonspiegels vorgenommen. Fiir all diese Subgruppen wurde erneut eine One-

way repeated-measures ANOVA und ggf. die Bonferroni-post-hoc-Analyse durchgefiihrt. Auch
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hier wurden die Ergebnisse als Median mit IQR bzw. Mittelwert mit Standardabweichung mit dem

oben beschriebenen gleichen Signifikanzniveau angegeben.

Im Rahmen der Varianzanalyse wurde zum Ausschluss signifikanter Unterschiede zwischen den
Medianen mehrerer Messzeitpunkte der Kruskal-Wallis-Test angewandt, bei dem als Priifgrofie

der sogenannte H-Wert ermittelt wurde.

Zur Bestimmung der Produktionsmenge von Melatonin bzw. Cortisol in der Saliva wurde im An-
schluss der entsprechenden o. g. statistischen Vorbereitungsschritte der Wert der Flache unterhalb
der Kurve (AUC = Area Under the Curve) des 24-Stundenverlaufs, also der Konzentration-Zeit-
Kurve, ermittelt. Im Falle fehlender Werte wurde als Imputationsverfahren Last Observation Car-

ried Forward (LOCF) eingesetzt.

Die Bestimmung der relativen Genexpression von 113-HSD1 bzw. -2 fand durch die relative Stan-
dardkurvenmethode statt. Die dafiir notige Regressionsanalyse erfolgte durch die Gerétesoftware.
Die relative Quantifizierung jeder Probe in Bezug zum Referenz-Gen erfolgte durch die Bestim-
mung des Quotienten aus der Konzentration des Zielgens und der Konzentration des Referenzgens.
Die resultierenden Konzentrationen stellen nicht die tatsdchliche Zielgenkonzentration dar, son-
dern sind dimensionslose Grof3en, die der Ermittlung von Konzentrationsunterschieden dienen.

Aus ihnen wurde der Mittelwert (Jeweils fiir Studientag 1-3) berechnet.

Zur Uberpriifung mdglicher Zusammenhiinge zwischen den Parametern bzw. innerhalb der Zwil-
lingspaare wurde die bivariate Korrelationsanalyse angewandt. Als Korrelationskoeffizient wurde
r (nach Pearson) bei zuvor durchgefiihrter Priifung und Vorliegen der Normverteilung gewihlt.
Die Zusammenhinge kénnen Werte zwischen +1 und —1 annehmen, wobei +1 auf eine starke po-
sitive und —1 auf eine stark negative Korrelation hinweist. Hierbei wurden die Ergebnisse mit
einem Signifikanzniveau von a < 0,05 statistisch signifikant (*) und mit a < 0,001 als statistisch

hochsignifikant (**) beurteilt.

Fiir die Erblichkeitsanalyse werden Varianzkomponenten-Modelle genutzt. Als genetisches Mo-
dell zur Quantifizierung der Heritabilitdt (Erblichkeit von Merkmalen) diente das ACE-Modell.
Im Rahmen dieses Modells werden genetische und umweltbedingte Einfliisse gebildet, die als un-
gemessene Variablen einen Beitrag zu einer moglichen multivariaten Differenz zwischen Zwillin-
gen leisten. Dabei wird der Beitrag der jeweiligen additiven Wirkung der Gene, der gemeinsamen
Umwelteinfliisse, wie das gemeinsame Leben in der Familie, aber auch der individuellen Umwelt-
einfliisse, die nicht gemeinsam auf die Zwillinge wirken, ermittelt. Die Ahnlichkeit der Monozy-

goten (MZ) ist ein Effekt der gleichen genetischen Konstitution und ihrer gemeinsamen Umwelt,
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die der Dizygoten (DZ) ist durch die Halfte der gemeinsamen genetischen Konstitution und ihrer
gemeinsamen Umwelt bedingt. Wenn daher der Grad der Ahnlichkeit der MZ um ein gewisses
MaB groBer ist als der Grad der Ahnlichkeit der DZ, beweist dies den Einfluss der genetischen
Eftekte. Als Grundlage fiir die Berechnung des genetischen Anteils dient die Falconer Formel, die

eine Schitzformel zur Ermittlung der Heritabilitdt von Personlichkeitsmerkmalen darstellt:

h?=2 x (rvz— rp7)

h? steht im weiteren Sinne fiir die Erblichkeit (A), rmz steht fiir die Korrelation monozygoter Zwil-

linge und rpz fiir die Korrelation dizygoter Zwillinge.

Das Ausmal} der Umwelteinfliisse kann mithilfe der Korrelationen zwischen den monozygoten

und dizygoten Zwillingen errechnet werden:

A =2 % (ruz— 1p7)
’C =rmz— A ’

Die Korrelationen sind als feste Parameter in dem ACE-Modell definiert: Die Korrelation der ge-

netischen Effekte des Zwillings 1 und des Zwillings 2 eines monozygoten Paares liegt bei 1,0, die
der dizygoten Paare bei 0,5. Die Korrelation zwischen den gemeinsamen Umweltfaktoren liegt in
der Regel bei 1,0. Hinzu tritt dann noch der Anteil der individuell erlebten Umwelt (siehe Abbil-
dung 4).

m A = Genetik (additive genetics)

@ @ @ @ @ @ C = gemeinsame Umwelt (common environment)

\ l/ / \ l / E = individuelle Umwelt (unique environment)

Abbildung 4: ACE-Modell, modifiziert'”

Die Berechnung des ACE-Modells erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. Andreas Busjahn, Firma
Health Twist.
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Grundsitzlich sind in diesem gesamten Kapitel 3 mit den Bezeichnungen wie Woche 1, Woche 6
der Hochfett-Kost und Kohlenhydrat-Kost jeweils die analysierten Daten an den jeweiligen Unter-

suchungstagen gemeint, siche Kap. 2.2.

3.1 Klinische Charakterisierung der Studienteilnehmenden

In der NUGAT-Studie wurden von 92 gesunden Zwillingen erhobene Daten analysiert. Ein Zwil-
lingspaar schied aus privaten Griinden wihrend des Studienverlaufes aus (Drop-out), dessen erho-

bene Daten wurden nicht analysiert.

Bei den Studienteilnehmenden handelte es sich um 34 monozygote und 12 dizygote Zwillings-
paare, 58 Frauen und 34 Minner. Die Altersspanne der Gesamtkohorte betrug 18—70 Jahre. Das
mediane Alter der Gesamtkohorte lag beim Studieneinschluss bei 25,3 Jahre, das der Frauen bei
26,8 Jahren, das der Ménner bei 23,9 Jahren. Das mediane Korpergewicht betrug 64,1 kg in der
Gesamtkohorte, bei den Frauen 61,4 kg und bei den Ménnern 78,3 kg. Der BMI lag in der Gesamt-
kohorte bei 22,5 kg/m?, bei den Frauen betrug dieser 21,7 kg/m? und bei den Ménnern 24,0 kg/m?,
siche Tabelle 6.

gesamt monozygot dizygot
Zwillingspaare 46 34 12

gesamt weiblich ménnlich
Geschlecht 92 58 34
18-25 Jahre 48 28 20
2645 Jahre 26 18 8
46-70 Jahre 18 12 6
Alter (Jahre) 25,3(21,9) 26,8 (21,4) 23,9 (22,0)
Korpergewicht (kg) 64,1 (17,5) 61,4 (7,1) 78,3 (10,6)
BMI (kg/m?) 22,5(3,7) 21,7 (3,0) 24,0 (2,7)

Tabelle 6: Charakterisierung der analysierten Studienteilnehmenden bei Studieneinschluss

Alter, Korpergewicht, BMI dargestellt als Median mit IQR

Den stirksten prozentualen Anteil an der Gesamtkohorte nahmen Frauen im Alter zwischen 18—
25 Jahren mit 30 % ein, gefolgt von den Miannern derselben Altersgruppe mit 22 %. In allen zwet

weiteren Altersgruppen liberwog ebenso der prozentuale Anteil der Frauen (Altersgruppe 26—
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45 Jahre: Frauen: 20 %, Minner: 9 %; Altersgruppe 46—70 Jahre: Frauen: 13 %, Ménner: 6 %),
siche Abbildung 5.

Es gab jedoch keinen signifikanten geschlechtsassoziierten Altersunterschied, sieche Abbildung 6.

46-70 Jahre,
46-70 Jahre, man:llch
weiblich 6%
13%

18-25 Jahre,
weiblich
30%

26-45 Jahre,
minnlich
9%

26-45 Jahre,
weiblich 18-25 Jahre,
20% mannlich

22%

Abbildung 5: Prozentualer Anteil der Geschlechter in den jeweiligen Altersgruppen an der Gesamtkohorte

Alter der einzelnen Geschlechter

80

il

407

Jahre (J)

207 Ju—— —_—

Frauen Miénner

Abbildung 6: Altersverteilung der weiblichen und ménnlichen Studienteilnehmenden

Dargestellt als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Minimum (Min) und Maximum (Max)
3.2  Compliance gegeniiber der isokalorischen Ernihrungsinterventionen

Fiir die Interpretation der unter den isokalorischen Erndhrungsinterventionen von 12 Wochen er-
hobenen und statistisch analysierten Messwerte im Rahmen diverser Untersuchungen war zu-
nichst die Klarung einer optimalen Umsetzung und damit Einhaltung der Erndhrungsvorgaben
von grofler Bedeutung. Hierzu dienten die Auswertung der Erndhrungsprotokolle, die Beurteilung
von Gewichts- bzw. BMI-Entwicklung und die Analyse des Aktivitdtsverhaltens.
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3.2.1 Analyse der Ernihrungsvorgaben

Mithilfe der von den Teilnehmenden gefiihrten Erndhrungsprotokolle wurde die Einhaltung der
Erndhrungsvorschriften iiber die gesamte Studiendauer dokumentiert. Die daraus errechneten An-
teile der Makronihrstoffe, der SFA, der MUFA sowie der PUFA sind in der Tabelle 7 dargestellt

und als Mittelwerte unter IST-Werten angegeben.

Kohlenhydrat-Intervention Hochfett-Intervention
SOLL IST SOLL IST
frei standardisiert frei standardisiert
Kohlenhydrate E % 55,0 54,3 55,9 40,0 425 41,2
Fette E % 30,0 29,0 30,2 45,0 42,7 46,6
SFA % 10,0 10,4 9,2 18,0 16,5 20,8
MUFA % 10,0 8,9 11,1 17,0 13,6 17,6
PUFA % 10,0 9,7 9,9 10,0 12,6 8,2
Proteine E % 15,0 16,4 15,7 15,0 15,7 14,5

Tabelle 7: Ernihrungszusammensetzung der einzelnen Interventionen

Dargestellt sind die Makrondhrstoffanteile sowie SFA, MUFA und PUFA mit Soll- und Istwerten, jeweils unterteilt in

freie und standardisierte Phase, angegeben als Mittelwert in Prozent.

Die Studienteilnehmenden setzten ihre Nahrungsaufnahme in beiden Erndhrungsinterventionen,
entsprechend den Vorgaben an Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinanteilen, sehr gut um. Insbeson-
dere in den standardisierten Phasen der zwei Erndhrungsinterventionen konnten die Zielvorgaben

mithilfe der Bereitstellung von Lebensmitteln zusitzlich optimiert werden.

Damit lag der Kohlenhydrat-Energie-Prozentanteil in der freien Kohlenhydrat-Interventionsphase
um 0,7 %-Punkte unterhalb der Vorgaben, in der standardisierten Phase um 0,9 %-Punkte oberhalb
des Sollwerts.

Der Fett-Energie-Prozentanteil in der Kohlenhydrat-Intervention lag in der freien Phase um 1 %-
Punkt unterhalb des Sollwerts, in der standardisierten Phase um 0,2 %-Punkte nur minimal ober-
halb der Vorgaben.

Bei der Betrachtung der Fett-Subgruppen lag der relative SFA-Anteil in der freien Phase um 0,4 %-
Punkte oberhalb und um 0,8 %-Punkte unterhalb der Vorgaben, der relative MUFA-Anteil in der
freien Phase um 1,1 %-Punkte unterhalb und in der standardisierten Phase um 1,1 %-Punkte ober-

halb der Vorgaben. Der relative PUFA-Anteil wiederum lag in der freien Phase um 0,3 %-Punkte
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gering unterhalb des Sollwerts, in der standardisierten Phase konnte dies sogar auf 0,1 %-Punk-
tedifferenz reduziert werden.

Der Protein-Energie-Prozentanteil in der Kohlenhydrat-Intervention lag wihrend der freien Phase
um 1,4 %-Punkte, in der standardisierten Phase um 0,7 %-Punkte oberhalb der Zielvorgabe.

Die Energie-Prozent-Aufnahme aus Kohlenhydraten wihrend der freien Hochfett-Interventions-
phase lag um 2,5 %-Punkte oberhalb der Vorgaben. In der standardisierten Phase konnte dies effi-
zienter umgesetzt werden, d. h. mit einer Abweichung um 1,2 %-Punkte zum Soll.

Der Fett-Energie-Prozentanteil in der freien Hochfett-Interventionsphase lag um 2,3 %-Punkte un-
terhalb des vorgegebenen Sollwerts. Auch hier zeigte sich in der anschlieenden standardisierten
Phase eine verbesserte Umsetzung der vorgeschriebenen Nahrungsaufnahme um 1,6 %-Punkte
oberhalb des Sollwerts.

Der relative SFA-Anteil lag in der freien Phase um 1,5 %-Punkte unterhalb und in der standardi-
sierten Woche um 2,8 %-Punkte oberhalb der Zielvorgaben, der relative MUFA-Anteil wiederum
um 3,4 %-Punkte in der freien Phase unterhalb und um 0,6 %-Punkte in der standardisierten Phase
oberhalb des Sollwerts, der relative PUFA-Anteil um 2,6 %-Punkte oberhalb und in der freien
Phase um 1,8 %-Punkte unterhalb des Sollwertes.

Der Protein-Energie-Prozentanteil lag in der freien Phase der Hochfett-Intervention um 0,7 %-

Punkte oberhalb und in der standardisierten Phase um 0,5 %-Punkte unterhalb des Sollwerts.

3.2.2 Aktivititsverhalten

Im Verlauf der drei standardisierten Phasen traten bei beiden Messarten des Energieverbrauchs
durch korperliche Aktivitit (Pedometer und Aktivitétsuhr) keine signifikanten Verdnderungen auf.
Entsprechend der Vorgabe zur Einhaltung einer nutritiv-gesteuerten isokalorischen Stoffwechsel-
lage und zur Wahrung konstanter Bedingungen zur Vermeidung moglicher weiterer exogener Ein-
fliisse auf die Oszillatoren blieb das Aktivitdtsverhalten sowohl in der Kohlenhydrat- als auch in

der Hochfett-Kostphase unverdndert, siche Abbildung 7.
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Pedometer Aktivititsuhr
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Abbildung 7: Energieverbrauch durch korperliche Aktivitit

Dargestellt ist der Energieverbrauch (kcal), angegeben als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Min
und Max, Kruskal-Wallis-Test

KH = ST der sechswdchigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

3.3  Anthropometrie

Der BMI stellte ein wesentliches Messkriterium zur Beurteilung der Einhaltung der isokalorischen
Kost wihrend der Studiendauer dar. Das Gesamtkollektiv zeigte einen gleichbleibenden BMI nach
Woche 1 der Hochfett-Kost von 22,4 kg/m? (+ 2,6 kg/m? Standardabweichung) und einen minima-
len Anstieg des BMIs um 0,2 kg/m? auf 22,6 kg/m? (+ 2,6 kg/m? Standardabweichung) der Woche
6 der Hochfett-Kost jeweils im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost (KH), also eine durchschnittliche

Gewichtszunahme von 400 g.

34 Metabolische Adaptation

3.4.1 Glucose-Metabolismus

Der Niichtern-Blutzucker blieb wéhrend der gesamten Studiendauer in der Gesamtkohorte nahezu

unverdndert. Hinsichtlich des Geschlechts und des Alters gab es keine eindeutigen Unterschiede.

Die Gesamtkohorte, die Frauen und die Altersgruppe 18-25 Jahre reagierten nach der Woche 1
der Hochfett-Kost im Vergleich zu Kohlenhydrat-Kost mit einem signifikanten Anstieg des Niich-
tern-Insulins. Jedoch blieb eine weitere signifikante Verdnderung des Parameters in den folgenden

fiinf Wochen Hochfett-Kost in der Gesamtkohorte und den Subgruppen aus.

Der HOMA-Index stieg bei den Frauen nach der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zu Koh-
lenhydrat-Kost signifikant an. Eine weitere signifikante Verdnderung des Parameters blieb in den

folgenden fiinf Wochen Hochfett-Kost sowie in der Gesamtkohorte und in den Subgruppen aus.
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Der HbA |, stieg in der Altersgruppe 18-25 Jahren jeweils hochsignifikant nach der Woche 6 der
Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost und von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-

Kost an.

Die Mittelwerte aller glykdmischen Parameter blieben in der Gesamtkohorte und in den Subgrup-

pen wihrend der gesamten Studiendauer im Referenzbereich (siehe Kap. 2.8).

Die beschriebenen Blutparameter des Glucose-Metabolismus sind in der Tabelle 8 dargestellt.

Glucose Insulin HOMA-Index HbAI.
mmol/l mU/1 %
Gesamt (n=286) (n=283) (n=283) (n=69)
KH 5,08 +£0,52 3,97 +1,93 0,94 + 0,49 5,04 £0,34
HF1 5,12+0,52 4,65+2,09* 1,07+ 0,52 5,09 +0,32
HF6 5,17+£0,57 4,27 +1,98 0,98 £0,47 5,13+£0,37
Frauen (n=155) (n=155) (n=52) (n=45)
KH 5,02+0,52 3,81 +1,61 0,85+0,38 5,09+ 0,34
HF1 5,11+0,57 4,63 +1,99 * 1,02+0,45 5,12+£0,33
HF6 5,04 +0,51 4,24 £2,06 0,95+ 0,47 5,16 £0,39
Minner (n=31) (n=29) (n=30) (n=21)
KH 5,18 +0,53 4,29 +£2.33 1,03 + 0,54 4,92 +£0,26
HF1 5,15+0,44 4,82 +2,39 1,14 + 0,60 4,99 +£0,27
HF6 5,39 £0,60 4,76 £2,52 1,20 £ 0,68 5,04 +£0,28
18-25 Jahre (n=45) (n=44) (n=45) (n=39)
KH 5,04 +0,53 4,26 £2,29 0,98 + 0,54 4,91 +£0,31
HF1 5,00+ 0,56 5,11+£2,29 1,15+0,54 4,97 £ 0,30
HF6 5,00+ 0,51 4,37+1,96 0,99 + 0,48 5,12 £ 0,44 **#
2645 Jahre (n=24) (n=25) (n=24) (n=24)
KH 5,15+0,44 3,61+1,58 0,88 + 0,45 5,02+0,16
HF1 5,21+0,43 421+2,11 0,91 +0,43 5,09+ 0,20
HF6 5,33+0,61 3,99 + 2,24 0,90 + 0,50 5,01+0,18
46-70 Jahre (n=16) (n=15) (n=15) (n=15)
KH 5,06 + 0,63 4,01 £1,67 0,97 £ 0,41 5,45£0,29
HF1 5,34+ 0,45 4,82 +2,32 1,19+0,62 5,34+£0,28
HF6 5,47+ 0,49 4,92 +£2,26 1,21 £0,60 5,36 £ 0,24

Tabelle 8: Niichtern-Glucose, Niichtern-Insulin, HOMA-Index, HbA1. der Gesamtkohorte, Frauen, Ménner,
Altersgruppen

Dargestellt als Mittelwert = Standardabweichung; Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

KH versus HF1: + p < 0,017; KH versus HF6: ** p <0,001; HF1 versus HF6: ## p < 0,001
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3.4.2 Lipid-Metabolismus

Unter isokalorischen Bedingungen nahm die Hochfett-Kost per se einen deutlich erkennbaren Ein-

fluss auf den Lipid-Metabolismus.

In der Gesamtkohorte kam es zur hochsignifikanten Elevation des Gesamt-Cholesterins jeweils
der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost, ebenso von
Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Bei den Frauen stieg der Gesamt-Cholesterinspiegel
jeweils der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost hochsignifikant im Vergleich zur Kohlen-
hydrat-Kost an, sowie signifikant von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Bei den Mannern
und in der Altersgruppe 18-25 Jahre kam es zur hochsignifikanten, in den Altersgruppen 2645
und 46-70 Jahre zur signifikanten Elevation der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Koh-
lenhydrat-Kost. In der Altersgruppe 46—70 Jahre war auerdem ein signifikanter Anstieg von Wo-
che 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost zu beobachten.

Des Weiteren kam es in der Gesamtkohorte und bei den Frauen zum hochsignifikanten Anstieg
des HDL-Cholesterins jeweils der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Koh-
lenhydrat-Kost, ebenso von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Bei den Médnnern kam es
zum signifikanten Anstieg der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost
und zu einem hochsignifikanten Anstieg von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. In den Al-
tersgruppen zeigte sich bei den 18- bis 25-Jdhrigen eine hochsignifikante, bei den 26- bis 45-Jah-
rigen und bei den 46- bis 70-Jdhrigen eine signifikante Elevation der Woche 6 der Hochfett-Kost
im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. Des Weiteren konnte man in der Altersgruppe 46—70 Jahre
eine signifikante Elevation von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost beobachten.

Hinsichtlich des LDL-Cholesterins war in der Gesamtkohorte eine signifikante Elevation der Wo-
che 1 und eine hochsignifikante Elevation der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Koh-
lenhydrat-Kost zu beobachten, ebenso eine signifikante Elevation von Woche 1 auf Woche 6 der
Hochfett-Kost. In der geschlechtsspezifischen Subgruppenanalyse konnte man eine hochsignifi-
kante Elevation der Frauen und eine signifikante Elevation der Manner der Woche 6 der Hochfett-
Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost beobachten. Zusétzlich stieg signifikant der LDL-Cho-
lesterin-Wert der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost der Frauen an.
In der Altersgruppe der 18- bis 25-Jdhrigen konnte man eine hochsignifikante, in den Altersgrup-
pen 2645 Jahre und 4670 Jahre eine signifikante Elevation der Woche 6 der Hochfett-Kost im
Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost beobachten.
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AuBerdem kam es in der Gesamtkohorte zur hochsignifikanten, bei den Méannern und in der Al-
tersgruppe 18-25 Jahre zur signifikanten FFA-Reduktion der Woche 6 der Hochfett-Kost im Ver-
gleich zur Kohlenhydrat-Kost. Zusétzlich konnte man bei den Ménnern eine weitere signifikante

Reduktion von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost beobachten.
Triglyceride zeigten keine signifikanten Veranderungen.

Alle Mittelwerte von HDL-Cholesterin der Frauen und Ménner lagen unterhalb der laborinternen
geschlechtsdifferenten Richtwerte, in der Altersgruppe 46—70 Jahre lagen die Mittelwerte von Ge-
samt-Cholesterin bei HF1 mit 5,3 mmol/l und bei HF6 mit 5,7 mmol/l, von LDL-Cholesterin bei
HF1 mit 3,4 mmol/l und bei HF6 mit 3,7 mmol/l oberhalb des Referenzbereiches. Alle iibrigen
Parameter-Mittelwerte der Gesamtkohorte und der Subgruppen blieben wihrend der gesamten

Studiendauer im Referenzbereich (siehe Kap. 2.8).

Die beschriebenen Blutparameter des Lipid-Metabolismus sind in der Tabelle 9 dargestellt.
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Gesamt- HDL- LDL- FFA Triglyceride
Cholesterin Cholesterin Cholesterin
mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l
Gesamt (n=89) (n=88) (n=89) (n=87) (n=83)
KH 4,28 £0,83 1,25+0,28 2,55+ 0,65 0,60 £ 0,20 0,88 £ 0,34
HF1 4,47+0,81* 1,31 £0,28 ** 2,67+0,70* 0,56 +0,19 0,85+0,27
HF6 4,68 £ 0,91**# ] 39 £ (),34%* 2,81 £0,73%*" 0,50 +0,18**  0,86=+0,33
Frauen (n=56) (n=155) (n=155) (n=56) (n=52)
KH 4,49 +£0,77 1,35+ 0,24 2,63 £ 0,65 0,62 +0,20 0,86+ 0,31
HF1 4,71+0,75* 1,42+0,24 ** 2,81+£0,69% 0,57 +£0,21 0,85+0,27
HF6 4,91 £0,91%+ 1,52 £ 0,31%*# 2,90 +0,75%** 0,53+£0,19 0,88 £ 0,34
Minner (n=34) (n=29) (n=34) (n=32) (n=30)
KH 3,92+ 0,80 0,99 +0,13 2,41 £0,65 0,57+0,19 0,90 + 0,35
HF1 4,02 £ 0,83 1,05+0,15% 2,46 £ 0,66 0,54 +0,15 0,82 +0,28
HF6 4,28 £ 0,76%* 1,10+ 0,16 % 2,65 £ 0,69% 0,45+0,16*"  0,83+0,31
18-25 Jahre (n=48) (n=46) (n=45) (n=46) (n=43)
KH 3,98 + 0,80 1,21+0,29 2,17+0,43 0,62 +0,20 0,94 £ 0,39
HF1 4,12 £ 0,83 1,26 +0,33 2,29+ 0,53 0,56+0,18 0,87 +0,33
HF6 4,27+ 0,75%* 1,33 £0,33** 2,38 £0,51** 0,49 +0,20* 0,89 +0,36
2645 Jahre (n=24) (n=25) (n=24) (n=23) (n=24)
KH 4,32 £0,46 1,28 £0,29 2,66 + 0,42 0,64 +0,21 0,80 + 0,24
HF1 4,55+0,45 1,35+£0,26 2,82 +0,49 0,54 +0,19 0,80 + 0,20
HF6 4,79 £0,67* 1,44 £0,32% 2,99 £ 0,64* 0,52+0,16 0,76 £ 0,21
46-70 Jahre (m=17) (n=18) (n=18) (n=15) (n=18)
KH 5,19+ 0,86 1,29 +0,24 3,35+ 0,80 0,52+0,13 0,99 + 0,48
HF1 5,31+0,75 1,34+ 0,26 3,43+0,70 0,54+0,16 0,95 +0,37
HF6 5,70 £ 0,83*" 1,47 £0,36*" 3,73+£0,71% 0,46 +0,12 1,02 £0,39

Tabelle 9: Gesamt-Cholesterin, HDL-, LDL-Cholesterin, FFA, Triglyceride der Gesamtkohorte, Frauen,
Minner, Altersgruppen

Dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung; Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

KH versus HF1: + p < 0,017, ++ p <0,001; KH versus HF6: * p < 0,017, ** p<0,001; HF1 versus HF6: #p < 0,017,
## p < 0,001

3.5 Chronotyp

Zur Beurteilung der erndhrungsbedingten Verdnderung des Chronotyps wurde der Schlaf-Wach-
Rhythmus auf der Basis der Berechnung der Uhrzeit der Schlafmitte an freien Tagen (MSF) unter-
sucht, korrigiert durch den sogenannten Mehrschlaf an freien Tagen als Zeichen der Kompensation
des akkumulierten Schlafdefizits wihrend der Arbeitswoche (MSFsc), adjustiert auf die Variablen
Alter und Geschlecht (MSFsasc).
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Uber die gesamte Studiendauer blieb MSFsasc nahezu unverindert (KH: 4:36 Uhr, HF1: 4:24 Uhr,
HF6: 4:24 Uhr). Dementsprechend konnte kein signifikanter Einfluss bzw. keine Verdnderung des
Chronotyps durch die Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost beobachtet werden,
siche Abbildung 8.

M SF sasc

Uhrzeit

4 T
L

KH HF 1 HF 6

Abbildung 8: Korrigierte Uhrzeit der Schlafmitte an freien Tagen der gesamten Kohorte, adjustiert fiir Ge-
schlecht und Alter (MSFsasc)

Dargestellt als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Min und Max, Varianzanalyse mit One-way
repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

3.6 Melatonin-Metabolismus

3.6.1 Melatonin in der Saliva

Die Gesamtkohorte zeigte eine hochsignifikante Peak-Elevation der medianen Melatonin-Kon-
zentration in der Saliva um 24 Uhr der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-
Kost sowie von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Um 12 Uhr kam es zur signifikanten
Reduktion der medianen Melatonin-Konzentration von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost
sowie um 12 und 16 Uhr zur hochsignifikanten Reduktion der Woche 6 der Hochfett-Kost im
Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. Die Gesamtkohorte reagierte demnach mit einer Phasenver-

schiebung in Form einer verzogerten Reaktion auf die Hochfett-Kost.

In den geschlechtsspezifischen Subgruppen zeigten die Frauen eine signifikant niedrige mediane
Melatonin-Konzentration im Peak-Bereich um 24 Uhr nach der Woche 1 im Vergleich zu Woche
6 der Hochfett-Kost, interpretierbar mit einer Phasenverschiebung als kurzfristige Sofortreaktion
auf die Hochfett-Kost. Um 12 Uhr kam es zur signifikanten Reduktion der medianen Melatonin-

Konzentration von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost.
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Die Ménner zeigten eine hochsignifikante Peak-Elevation der medianen Melatonin-Konzentration
um 24 Uhr der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost sowie von Woche
1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Dieser Peak-Wert nach der Woche 6 der Hochfett-Kost stellte
mit 36,6 pg/ml die hochste mediane Melatonin-Konzentration nach sechswdchiger Hochfett-Kost
dar. Die Minner reagierten mit der stiarksten Phasenverschiebung in Form einer verzogerten Re-

aktion auf die Hochfett-Kost.

In den Altersgruppen zeigten die 18- bis 25-Jahrigen keine signifikanten Verdnderungen des cir-
cadianen Verlaufes der medianen Melatonin-Konzentration liber die gesamte Interventionsdauer.
Bei den 26- bis 45-Jdhrigen war eine signifikante Elevation der medianen Melatonin-Konzentra-
tion um 24 Uhr von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost zu beobachten. Demzufolge war
auch in dieser Altersgruppe eine eindeutige Phasenverschiebung in Form einer verzogerten Reak-
tion auf die Hochfett-Kost zu erkennen.

Die 46- bis 70-Jahrigen reagierten jeweils um 24 Uhr mit einer signifikanten Reduktion der Woche
1 im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost sowie mit einer signifikanten Elevation von Woche 1 auf
Woche 6 der Hochfett-Kost, interpretierbar mit einer Phasenverschiebung als kurzfristige Sofort-

reaktion auf die Hochfett-Kost.

Durch die Hochfett-Kost kam es in der gesamten Kohorte und in allen Subgruppen zu unterschied-

lichsten Formen der Verdnderung der circadianen Melatonin-Konzentration.
Die beschriebenen circadianen Kurvenverldufe sind der Abbildung 9 a—f) zu entnehmen.

Die mediane Melatonin-Konzentration in der Saliva blieb in der Gesamtkohorte und in den Sub-

gruppen wahrend der gesamten Studiendauer im Referenzbereich (siehe Kap. 2.10.1).
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Abbildung 9: Melatonin-Konzentration in der Saliva der gesamten Kohorte, Frauen, Minner, Altersgruppen
im circadianen Verlauf

Dargestellt als Median mit IQR, Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

KH versus HF1: + p < 0,017, KH versus HF6: ** p < 0,001, HF1 versus HF6: # p < 0,017, ## p < 0,001
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Als analytisch vergleichbarer Messwert der Gesamtproduktionsmenge von Melatonin in der Saliva
iiber 24 Stunden und damit dquivalent als absolute Amplitude definierbar zeigte die AUC (Area

Under the Curve = Flache unter der Kurve) keine signifikanten Verdnderungen, siehe Tabelle 10.

Gesamt Frauen Miénner
(n=73) (n=47) (n=24)

KH HF1 HF6 KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
275,84 275,54 294,92 281,28 310,16 292,92 262,66 258,94 294,32
18-25 Jahre 2645 Jahre 46-70 Jahre
(n=35) (n=20) (n=16)

KH HF1 HF6 KH HF1 HF6 KH HF1 HF6

412,64 328,80 340,48 266,56 267,40 308,50 223,04 179,84 208,56

Tabelle 10: AUC-Werte der Melatonin in der Saliva der gesamten Kohorte, Frauen, Méinner, Altersgruppen
im circadianen Verlauf

Dargestellt sind die AUC-Werte der einzelnen Interventionen (pg/ml x h)
KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

3.6.2 Melatonin-Metabolit aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin

In der Gesamtkohorte und in allen Subgruppen traten iiber die gesamte Interventionsdauer keine
signifikanten Verdnderungen der medianen aMT6s-Konzentration im Sammelurin auf, siche Ab-

bildung 10 a—f).

Die medianen aMT6s-Konzentrationen im 24-Stunden-Sammelurin lagen als Basiswerte vor der
Korrelation mit der intraindividuellen 24-Stunden-Urinsammelmenge und dem Urin-Kreatinin in
der Gesamtkohorte und der Subgruppen wihrend der gesamten Studiendauer im Referenzbereich

(siehe Kap. 2.11.1).
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Abbildung 10: aMT6s-Konzentration im 24-Stunden-Sammelurin der gesamten Kohorte, Frauen, Minner,
Altersgruppen

Dargestellt als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Min und Max, Varianzanalyse mit One-way
repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention
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3.7 Cortisol-Metabolismus

3.7.1 Cortisol in der Saliva

In der Gesamtkohorte und in allen Subgruppen traten keine signifikanten Verdnderungen der me-

dianen Cortisol-Konzentration in der Saliva auf, siche Abbildung 11 a—f).

Es kam weder bei der Gesamtkohorte noch bei den Subgruppen zu einer Phasenverschiebung,

siche ebenfalls Abbildung 11 a—f).

Die mediane Cortisol-Konzentration in der Saliva blieb in der Gesamtkohorte und in den Subgrup-

pen wihrend der gesamten Studiendauer im Referenzbereich (siehe Kap. 2.10.2).
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Abbildung 11: Cortisol-Konzentration in der Saliva der gesamten Kohorte, Frauen, Miinner, Altersgruppen
im circadianen Verlauf

Dargestellt als Median mit IQR, Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention
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Als analytisch vergleichbarer Messwert der Gesamtproduktionsmenge von Cortisol in der Saliva
iiber 24 Stunden und damit dquivalent als absolute Amplitude definierbar, zeigten nur die AUC-
Werte der Ménner einen signifikanten Abfall der AUC-Werte von Hochfett-Woche 1 auf Woche 6,

sieche Tabelle 11.

Gesamt Frauen Miénner
(n=82) (n=53) (n=29)

KH HF1 HF6 KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
45,77 45,38 43,32 45,72 46,04 44,72 42,48 44,60 38,64
18-25 Jahre 2645 Jahre 46-70 Jahre
(n=46) (n=20) (n=16)

KH HF1 HF6 KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
47,02 47,06 44,30 41,57 44,32 45,16 50,2 48,65 42,74

Tabelle 11: AUC-Werte der Cortisol-Konzentration in der Saliva im circadianen Verlauf der gesamten Ko-
horte, Frauen, Minner, Altersgruppen

Dargestellt sind die AUC-Werte der einzelnen Interventionen (ng/ml x h), Varianzanalyse mit One-way repeated-
measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention; HF1 versus HF6: # p < 0,017

3.7.2 fCortisol, fCortison, THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sammelurin

In der Gesamtkohorte kam es zu einer signifikanten Reduktion der medianen fCortison-Konzent-
ration im 24-Stunden-Sammelurin von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost und der medianen

allo-THF-Konzentration der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost.

Bei der Geschlechteranalyse waren nur bei den Frauen statisch relevante Verdnderungen zu be-
obachten. Die mediane Konzentration von fCortison reduzierte sich signifikant von Woche 1 auf
Woche 6 der Hochfett-Kost, die mediane allo-THF-Konzentration der Woche 1 und Woche 6 der
Hochfett-Kost jeweils hochsignifikant im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost.

Die Streubreite der allo-THF-Konzentrationen der Ménner war deutlich gréBer als die der Frauen

iiber die gesamte Studiendauer.

In der Betrachtung der Altersgruppen konnte man bei den 18- bis 25-Jdhrigen eine signifikante
Reduktion der medianen fCortison-Konzentration von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost
und eine signifikante Reduktion der medianen allo-THF-Konzentration der Woche 1 der Hochfett-

Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost beobachten.
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Nicht unerwihnt sollte die erhdhte Streubreite der analysierten Messwerte beim fCortison nach
einwOchiger Hochfett-Kost in den Altersgruppen 26—45 und 4670 Jahre bleiben. Ebenso prag-
nant war die geringe Streubreite des allo-THF-Metaboliten in der Altersgruppe 26—45 Jahre und
die groBe Streubreite in der Altersgruppe 46—79 Jahre nach sechs Wochen Hochfett-Kost, siche
Abbildung 12 a—f und 13 a—f).

Die weiteren analysierten Parameter im 24-Stunden-Sammelurin (fCortisol, THF, THE) blieben

ohne signifikante Verdnderungen und sind vollstindigkeitshalber in der Tabelle 12 dargestellt.

Alle medianen Konzentrationen von fCortisol, fCortison, THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-

Sammelurin blieben wéhrend der gesamten Studiendauer im Referenzbereich (siehe Kap. 2.11.2).
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Abbildung 12: fCortison-Konzentration im 24-Stunden-Sammelurin der gesamten Kohorte, Frauen, Méinner,

Altersgruppen

Dargestellt als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Min und Max, Varianzanalyse mit One-way

repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention, * p < 0,017
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Abbildung 13: allo-THF-Konzentration im 24-Stunden-Sammelurin der gesamten Kohorte, Frauen, Minner,
Altersgruppen

Dargestellt als Box-Whisker-Plot mit Median, Whisker angepasst an Min und Max, Varianzanalyse mit One-way
repeated-measures ANOVA
KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention
**p<0,001, *p<0,017
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fCortisol THF THE
Urin Urin Urin
pg/mg Kreatinin mg/mg Kreatinin mg/mg Kreatinin

Gesamt (n=176) (n=74) (n=72)
KH 19,60 [2,0-58,5] 1,60 [0,3-3,6] 2,10 [0,4-5,0]
HF1 20,00 [1,2-59,0] 1,70 [0,2-4,7] 2,50 [0,3-7,0]
HF6 21,00 [4,0-50,6] 1,70 [0,4-3,8] 2,00 [0,4-4,7]

Frauen (n=50) (n=47) (n=47)
KH 21,00 [4,0-56,0] 1,50 [0,3-2,6] 1,85 [0,4-4,1]
HF1 19,50 [1,2-59,0] 1,25 [0,2-3,2] 1,65 [0,3-4,6]
HF6 22,50 [4,0-50,6] 1,50 [0,4-3,0] 1,80 [0,4-3,9]

Minner (n=26) (n=28) (n=26)
KH 17,55 [2,0-58,5] 2,14 [0,7-3,9] 3,27 [1,0-6,6]
HF1 21,00 [6,8—46,6] 2,60 [0,6-4,7] 3,20 [0,8-7,3]
HF6 21,00 [8,040,4] 2,30[1,0-4,4] 2,86 [1,1-7,1]

18-25 Jahre (n=41) (n=41) (n=40)
KH 14,80 [2,046,0] 1,50 [0,3-3,0] 1,90 [0,4-5,0]
HF1 18,00 [1,2—49,0] 1,40 [0,2-3,8] 1,85 [0,3-4,8]
HF6 21,00 [6,8-50,0] 1,65 [0,4-3,2] 1,90 [0,4-4,7]

26—45 Jahre (n=18) (n=16) (n=16)
KH 26,30 [6,0-46,7] 1,60 [0,8-2,9] 2,10 [0,8-5,6]
HF1 21,90 [6,047,6] 1,75 [0,7-4,7] 2,50 [0,5-5,5]
HF6 27,00 [4,0-62,0] 1,90 [1,0-4,4] 2,10[1,5-5,8]

46-70 Jahre (n=16) (n=15) (n=13)
KH 23,95 [11,0-56,0] 2,00[1,3-3,5] 2,45[1,4-4,8]
HF1 31,35 [8,0-80,0] 2,30[1,3-4,0] 2,80 [1,4-6,2]
HF6 18,00 [10,0-61,0] 1,80 [0,8-3,0] 2,55[0,9-3,8]

Tabelle 12: fCortisol-, THF- und THE-Konzentration im 24-Stunden-Sammelurin der gesamten Kohorte,
Frauen, Miinner, Altersgruppen

Dargestellt als Median, Minimum und Maximum, Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

KH versus HF1: + p < 0,017, ++ p < 0,001, KH versus HF6: * p < 0,017, ** p < 0,001
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Die Ratio von fCortisol und fCortison reflektiert die 11B-HSD2-Aktivitit der Niere. Die enzyma-
tische Gesamtaktivitdt von 11B3-HSD kann anhand der Ratio der Summe von THF und allo-THF
zu THE berechnet werden. Die A-Ring-Reduktasen 5a- und 5B8-Reduktase konnen iiber die Ratio
von THF und allo-THF kombiniert dargestellt werden. Uber die Ratio von allo-THF und fCortisol
kann die Aktivitit der Sa-Reduktase und iiber die Ratio von THF und fCortisol sowie von THE

und fCortison die Aktivitit der 5p-Reduktase interpretiert werden.'”®

Die Gesamtkohorte zeigte eine hochsignifikante Elevation der renalen 11B-HSD2-Aktivitit der
Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost.

In der geschlechtsspezifischen Subgruppe der Frauen konnte man eine signifikante Elevation der
renalen 11B-HSD2-Aktivitit der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost
sowie eine signifikante Reduktion der Gesamtaktivitit von 113-HSD der Woche 1 der Hochfett-
Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost erkennen. Des Weiteren kam es zur signifikanten Ele-
vation der 5a- und 5B-Reduktase-Aktivitdt der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost jeweils
im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. Die erhobenen Enzymaktivitdten der Méanner blieben iiber

die gesamte Intervention ohne signifikante Anderungen.

In den Altersgruppen reagierten die 18- bis 25-Jdhrigen mit einer signifikanten Elevation der rena-
len 11B-HSD2-Aktivitdt und einer signifikanten Reduktion der 5a-Reduktase der Woche 1 und
Woche 6 der Hochfett-Kost jeweils im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. AuBBerdem war eine sig-
nifikante Reduktion der 5p-Reduktase-Aktivitdt der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur
Kohlenhydrat-Kost in dieser Altersgruppe zu beobachten.

In der Altersgruppe 2645 Jahre zeigte sich eine signifikante Elevation der renalen 113-HSD2-
Aktivitdt der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost sowie eine signifi-
kante Elevation von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost, siche Tabelle 13.
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Ratio fCortisol/ THF+allo- THF/ allo-THF/ THF/ THE/
fCortison THF/THE allo-THF fCortisol fCortisol fCortison
Index 11B-HSD2- 11B3-HSD- Sa- und 58 - Sa-Reduktase- 5B-Reduktase-  5B-Reduktase-
Aktivitat Gesamt- Reduktase- Aktivitat Aktivitat Aktivitat
Niere Aktivitat Aktivitat
Gesamt (n=74) (n="70) (n=70) (n=73) (n=176) (n=72)

KH 0,41+0,19 1,43+0,44 1,43 £0,83 0,12+0,14 0,11+0,10 0,06 + 0,04
HF1 0,51 +0,22 1,32+0,42 1,78 1,20 0,07 £ 0,06 0,09 + 0,05 0,06 + 0,06
HF6 0,60+0,31**  1,38+0,39 1,83+1,11 0,07 £ 0,07 0,09 + 0,07 0,06 + 0,04
Frauen (n=49) (n=438) (n=438) (n=438) (n=438) (n=438)
KH 0,42+0,21 1,36 + 0,39 1,65+ 0,82 0,07 £ 0,06 0,09 + 0,07 0,04 £0,02
HF1 0,49 +0,22 1,18+0,33* 220+1,25* 0,04+0,05 0,08 + 0,05 0,05 + 0,05
HF6 0,61 +0,36* 1,26 0,27 2,14 +1,17* 0,05 + 0,05 0,08 £ 0,07 0,05 +0,03
Minner (n=25) (n=25) (n=25) (n=26) (n=27) (n=23)
KH 0,42+0,17 1,59 + 0,49 0,98 £ 0,63 0,20 +0,19 0,16 +0,14 0,07 £ 0.04
HF1 0,54 + 0,24 1,53 +0,47 1,07 £0,39 0,11£0,05 0,11£0,05 0,08 + 0,06

HF6 0,57+0,16 1,70 £ 0,47 1,02 +£0,47 0,14 +0,08 0,12 +0,05 0,09 £ 0,05

18-25
Jahre

KH 0,43 +£0,22 1,67+ 0,97 1,75 +£1,67 0,15+0,17 0,14+0,13 0,07 £0,04
HF1 0,56 +0,26 * 1,60 + 1,01 2,51+ 1,64 0,08+0,08* 0,09 £ 0,06 0,07 £0.05
HF6 0,69 +0,37* 1,82+ 1,43 2,38+ 1,96 0,07 +0,07* 0,08 + 0,04* 0,06 + 0,03

2645
Jahre

KH  0,33+0,12 1,46+0,27  1,37+0,81 0,09 + 0,08 0,09 + 0,05 0,04 + 0,02
HFl  0,40+0,14 139+034  1,65+0,83  0,07+0,05 0,09 + 0,04 0,04 + 0,03

HF6 0,50 + 0,13** 1,31 +0,21 1,54+0,42 0,07 £0,07 0,11+0,12 0,07 £ 0.05
46-70
Jahre

KH  0,42+0,17 1,56+£0,47  136+045  0,07+0,03 0,09 + 0,03 0,03 £ 0,01
HFl  0,44+0,15 1284040 1,66+0,79  0,06+0,03 0,10 + 0,07 0,06 + 0,08
HF6  0,43+0,12 134+038  1,54+0,58  0,09+0,07 0,11+0,05 0,05 + 0,02

(n=41) (n=40) (n=40) (n=42) (n=41) (n=39)

(n=17) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

(n=16) (n=13) (n=13) (n=14) (n=16) (n=13)

Tabelle 13: Enzymaktivitit der 113-HSD und A-Ring-Reduktasen durch Analysen von fCortisol, fCortison,
THE, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sammelurin

Dargestellt als Mittelwert mit Standardabweichung, Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA

KH = ST der sechswochigen Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = ST der einwdchigen Hochfett-Intervention, HF6 =
ST der sechswochigen Hochfett-Intervention

KH versus HF1: + p < 0,017, KH versus HF6: * p < 0,017, ** p<0,001, HF1 versus HF6: #p < 0,017
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3.7.3 Relative mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe

Hinsichtlich der Beurteilung des Cortisol-Cortison-Shuttles im subkutanen Fettgewebe zeigte die
Gesamtkohorte eine hochsignifikante Reduktion der relativen mRNA-Expression von 113-HSD1
der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost um 31 % und um 17 % von
Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Des Weiteren sank signifikant die relative mRNA-Ex-
pression der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost um 14 %. Die An-

derung der relativen mRNA-Expression von 113-HSD2 wies keine Signifikanz auf.

In der geschlechtsspezifischen Subgruppe kam es bei den Frauen zur hochsignifikanten Reduktion
der relativen mRNA-Expression von 113-HSD1 um 32 %, bei den Ménnern zur hochsignifikanten
Reduktion um 30 % jeweils der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost.
AuBerdem zeigten die Frauen eine signifikante Reduktion um 20 % von Woche 1 auf Woche 6 der
Hochfett-Kost. Die relative mRNA-Expression von 113-HSD2 blieb bei beiden Geschlechtern

ohne signifikante Verdnderung.

Die Anderung der relativen mRNA-Expression von 113-HSD1 im subkutanen Fettgewebe zeigte
auch altersabhédngige Einfliisse der Erndhrung. In der Altersgruppe 18-25 Jahren war eine hoch-
signifikante Reduktion der relativen mRNA-Expression von 113-HSD1 der Woche 1 um 24 % und
Woche 6 um 28 % der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. In der Altersgruppe
2645 Jahre kam es zur hochsignifikanten Reduktion um 20 % der relativen mRNA-Expression
der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost sowie zur signifikanten Re-
duktion um 33 % von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Bei den 46- bis 70-Jahrigen redu-
zierte sich die relative mRNA-Expression der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Koh-
lenhydrat-Kost hochsignifikant um 38%.

Beziiglich der relativen mRNA-Expression von 113-HSD2 kam es in der Altersgruppe 26—
45 Jahre zur signifikanten Elevation der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhyd-
rat-Kost um 46 % sowie zur signifikanten Reduktion um 44 % der Woche 1 auf Woche 6 der
Hochfett-Kost.

Allerdings kam es in den beiden anderen Altersgruppen iiber die gesamte Studiendauer zu keiner

signifikanten Verdnderung der relativen mRNA-Expression von 11B3-HSD2, siche Abbildung 14
a—f).
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a) mRNA-Expression von 116-HSD1und 2 b) mRNA-Expression von 118-HSD1 und -2 c) mRNA-Expression von 118-HSD1 und -2
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Abbildung 14: Relative mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe der gesamten
Kohorte, Frauen, Miinner, Altersgruppen

Dargestellt als Mittelwert mit Standardabweichung, Varianzanalyse mit One-way repeated-measures ANOVA
KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wdchige Hochfett-
Intervention

*p<0,017, ** p<0,001, HF1 versus HF6: ## p < 0,001
3.7.4 Korrelationsanalysen von fCortisol, fCortison und deren Metaboliten im 24-Stun-
den-Sammelurin mit mRNA-Expression von 11-HSD1 und -2 im subkutanen Fett-

gewebe

Allo-THF im 24-Stunden-Sammelurin und mRNA-Expression von 11B3-HSDI1 im subkutanen
Fettgewebe der Kohlenhydrat-Kost korrelierten hochsignifikant modert positiv, der Woche 1 und

Woche 6 der Hochfett-Kost jeweils signifikant schwach bis moderat positiv.

Ebenso erwahnenswert ist die signifikante moderat positive Korrelation von THE im 24-Stunden-
Sammelurin mit der mRNA-Expression von 113-HSD2 im subkutanen Fettgewebe der Woche 6
der Hochfett-Kost, siche Abbildung 15 und Tabelle 14.

Bei den Korrelationsanalysen von fCortisol, fCortison und THF im 24-Stunden-Sammelurin mit
der mRNA-Expression der 11B-HSD-Isoenzyme im subkutanen Fettgewebe waren keine signifi-

kanten Korrelationen erkennbar, siche Tabelle 14.
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b) HF1

mRNA 113-HSD1
mRNA 116-HSD1

% < 0,001

allo-THF allo-THF

c) HF6 d) HF6

mRNA 116-HSD1
mRNA 116-HSD2

allo-THF

Abbildung 15: Korrelationsanalyse von a)—c) allo-THF im 24-Stunden-Sammelurin mit mRNA-Expression
von 118-HSD1 im subkutanen Fettgewebe, d) THE im 24-Stunden-Sammelurin mit mRNA-Expression von
11p-HSD2 im subkutanen Fettgewebe

Dargestellt als Streudiagramm

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wochige Hochfett-
Intervention

*p<0,05, ** p<0,001
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mRNA-Expression von 11-HSD1 mRNA-Expression von 11p-HSD2
KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
(n=74) (n=75) (n=72) (n=72) (n=72) (n=72)
fCortisol —0,004 —-0,032 —-0,022 —0,069 0,105 0,060
fCortison 0,088 0,125 —0,064 0,003 0,053 0,109
THF 0,063 0,073 —0,002 —0,093 0,011 0,113
allo-THF 0,313 ** 0,266 * 0,286 * —-0,168 0,029 0,239
THE 0,222 0,182 0,098 —0,063 0,062 0,300%*

Tabelle 14: Korrelationsanalyse von fCortisol, fCortison, THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sam-
melurin mit mRNA-Expression von 113-HSD1- und -2 im subkutanen Fettgewebe

Dargestellt sind Korrelationskoeffizienten

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wochige Hochfett-
Intervention

*p<0,05, ** p<0,001

3.8  Erblichkeitsanalysen

3.8.1 Melatonin-Metabolismus

Zur Beurteilung der Heritabilitdt und fiir die Korrelationsanalysen von Melatonin in der Saliva
wurde der Peak-Wert zum Zeitpunkt 24 Uhr genauer analysiert.

Nach der Kohlenhydrat-Kost und der Woche 1 der Hochfett-Kost zeigte sich kein genetischer Ein-
fluss auf Melatonin in der Saliva. Diese Interventionszeit war geprédgt von Einfliissen an gemein-
samen und individuellen Umweltfaktoren. Allerdings wurde ein genetischer Einfluss der Woche 6

der Hochfett-Kost auf Melatonin in der Saliva mit 65 % nachgewiesen.

Im 24-Stunden-Sammelurin erfolgte ein Anstieg des genetischen Einflusses auf aMT6s nach der
Kohlenhydrat-Kost von 68% auf 75 % nach der Woche 1 der Hochfett-Kost, der auf diesem Ni-
veau auch bis Woche 6 der Hochfett-Kost persistierte, siche Abbildung 16.
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Abbildung 16: ACE-Modell fiir Melatonin-Peak in der Saliva und aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wochige Hochfett-
Intervention
A = genetischer Anteil, C = gemeinsame Umweltfaktoren, E = individuelle Umweltfaktoren

Im analysierten Melatonin-Peak-Bereich der Saliva der Woche 6 der Hochfett-Kost zeigte sich
eine hochsignifikante stark positive Korrelation innerhalb der monozygoten Zwillinge. Bei den
dizygoten Zwillingen konnte keine signifikante Korrelation der Kohlenhydrat-Kost sowie der Wo-

che 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost nachgewiesen werden.

Der Metabolit aMT6s im Sammelurin der Kohlenhydrat-Kost sowie der Woche 1 und Woche 6
der Hochfett-Kost zeigte eine hochsignifikante stark positive Korrelation innerhalb der monozy-

goten Zwillinge. Die dizygoten Zwillinge zeigten eine signifikante stark positive Korrelation der

Woche 6 der Hochfett-Kost, siche Tabelle 15.

rMZ rDZ
KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
=25  (@=22)  (n=25) m=11)  (@=10)  (a=11)
Melatonin-Peak — 3¢ 0,38 0,70%* 0,23 0,25 0,03
Saliva
aMT6s Urin 0,65  0,76%  070% 0,14 0,11 0,61*

Tabelle 15: Korrelationsanalyse des Melatonin-Peaks in der Saliva und des aMT6s im 24-Stunden-Sam-
melurin von monozygoten (rMZ) und dizygoten (rDZ) Zwillingspaaren

Dargestellt sind Korrelationskoeffizienten innerhalb monozygoter (rMZ) und dizygoter (rDZ) Zwillingspaare

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wochige Hochfett-
Intervention

*p<0,05, ** p<0,001
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3.8.2 Cortisol-Metabolismus

Die Heritabilitit und die Korrelationsanalysen von Cortisol in der Saliva wurden anhand des Peak-
Wertes zum Zeitpunkt 8 Uhr beurteilt. Die Interventionszeit war nur von individuellen Umwelt-
faktoren geprégt. Anzeichen von genetischem Einfluss oder gemeinsamer Umwelt konnten nicht

nachgewiesen werden.

Das fCortisol im 24-Stunden-Sammelurin wurde nach der Kohlenhydrat-Kost iiberwiegend von
gemeinsamen als auch von individuellen Umweltfaktoren beeinflusst. Hingegen stieg die Herita-
bilitit innerhalb der Hochfett-Kost und erreichte einen Einfluss von 42 % nach der Woche 6 der

Hochfett-Kost.

Das fCortison im 24-Stunden-Sammelurin zeigte nach der Woche 1 der Hochfett-Kost einen ge-
netischen Anteil von 37 %. Nach der Kohlenhydrat-Kost und nach der Woche 6 der Hochfett-Kost
war ausschlieBlich der Einfluss der gemeinsamen bzw. individuellen Umweltfaktoren erkennbar,

siche Abbildung 17 a).

Im 24-Stunden-Sammelurin konnte weder nach der Kohlenhydrat-Kost noch nach der Woche 1
und Woche 6 der Hochfett-Kost ein genetischer Einfluss auf die Metabolite THF, allo-THF und
THE nachgewiesen werden, sie waren gepriagt von individuellen Umweltfaktoren, siche Abbil-

dung 17 b).
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Abbildung 17: ACE-Modell fiir a) fCortisol-Peak in der Saliva, fCortisol und fCortison im 24-Stunden-Sam-
melurin b) THF, allo-THF und THE im 24-Stunden-Sammelurin

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wochige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wdchige Hochfett-

Intervention
A = genetischer Anteil, C = gemeinsame Umweltfaktoren, E = individuelle Umweltfaktoren

Der fCortisol-Peak der Saliva der Kohlenhydrat-Kost sowie der Woche 1 und Woche 6 der Hoch-

fett-Kost zeigte keine Korrelation innerhalb der monozygoten wie auch dizygoten Zwillinge.

Das fCortisol im 24-Stunden-Sammelurin der Kohlenhydrat-Kost sowie der Woche 1 und Woche

6 der Hochfett-Kost korrelierte signifikant modert bis stark positiv innerhalb der Monozygoten.

Bei den monozygoten Zwillingen konnte eine signifikante moderat positive Korrelation von fCor-
tison im 24-Stunden-Sammelurin der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost nachgewiesen wer-

den.

AuBerdem korrelierte THF im 24-Stunden-Sammelurin der Woche 6 der Hochfett-Kost innerhalb

der monozygoten Zwillinge signifikant moderat positiv.
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Es zeigte sich eine signifikante stark positive Korrelation von THE im 24-Stunden-Sammelurin

nach der Kohlenhydrat-Intervention bei den Dizygoten, siehe Tabelle 16.

rMZ rDZ
KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
(n=16) (n=16) (n=16) (n=11) (n=10) (n=11)

fCortisol-Peak Saliva —0,06 0,09 —-0,09 0,21 0,16 0,28
fCortisol Urin 0,56 * 0,45% 0,44* 0,46 0,28 0,14
fCortison Urin 0,18 0,43%* 0,42* 0,40 -0,04 -0,59
THF Urin 0,17 0,32 0,41* 0,48 -0,27 —-0,34
allo-THF Urin 0,15 0,27 0,29 0,30 —-0,04 0,05
THE Urin 0,32 0,20 0,41 0,61* 0,03 -0,37

Tabelle 16: Korrelationsanalyse des Cortisol-Peaks in der Saliva und des fCortisol, fCortison, THF, allo-THF,
THE im 24-Stunden-Sammelurin von monozygoten (rMZ) und dizygoten (rDZ) Zwillingspaaren

Dargestellt sind Korrelationskoeffizienten innerhalb monozygoter (rMZ) und dizygoter (rDZ) Zwillingspaare

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wochige Hochfett-
Intervention

*p<0,05

3.8.3 mRNA-Expression von 11B-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe

Es konnte keine genetische Determination fiir die mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im
subkutanen Fettgewebe nach der Kohlenhydrat-Kost sowie nach der Woche 1 und Woche 6 der

Hochfett-Kost nachgewiesen werden.

Die mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe war nach der Kohlen-
hydrat-Kost und nach der Woche 1 und Woche 6 der Hochfett-Kost vom Einfluss der individuellen
Umweltfaktoren geprdgt. Einzig die mRNA-Expression von 11B-HSDI1 im subkutanen Fettge-
webe zeigte nach der Woche 1 der Hochfett-Kost einen Anteil von 71 % an gemeinsamen Um-

weltfaktoren, sieche Abbildung 18.
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Abbildung 18: ACE-Modell fiir mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-woéchige Hochfett-
Intervention
C = gemeinsame Umweltfaktoren, E = individuelle Umweltfaktoren

Die Korrelationsanalyse der mRNA-Expression von 113-HSD1 im subkutanen Fettgewebe der
Woche 1 der Hochfett-Kost zeigte eine hochsignifikante stark positive Korrelation innerhalb der
monozygoten Zwillinge. Die dizygoten Zwillinge zeigten wiederum eine signifikante stark posi-
tive Korrelation der Kohlenhydrat-Kost und der Woche 1 der Hochfett-Kost.

Eine signifikante Korrelation der mRNA-Expression von 11B3-HSD2 innerhalb der Monozygoten

als auch innerhalb der Dizygoten war nicht erkennbar, siche Tabelle 17.

rMZ rDZ
KH HF1 HF6 KH HF1 HF6
(n=29) (n=28) (n=27) (n=12) (n=12) (n=12)
mRNA11B-HSD1 0,29 0,68 ** 0,14 0,59 * 0,79 * 0,28
mRNA11p-HSD2 0,26 0,02 0,03 0,57 0,43 0,52

Tabelle 17: Korrelationsanalyse der mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe von
monozygoten (rMZ) und dizygoten (rDZ) Zwillingspaaren

Dargestellt sind Korrelationskoeffizienten innerhalb monozygoter (rMZ) und dizygoter (rDZ) Zwillingspaare

KH = 6-wochige Kohlenhydrat-Intervention, HF1 = 1-wdchige Hochfett-Intervention, HF6 = 6-wdchige Hochfett-
Intervention

*p<0,05, ** p<0,001
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4.1 Studiendesign und -population

Beim Design der NUGAT-Studie handelte es sich um eine 12-wdchige nicht-randomisierte kon-
trollierte Interventionsstudie von Zwillingen. Die Kontrollintervention stellte in dieser Studie die
sechswochige KH-Erndhrungsphase dar, die den Vorteil einer Run-in-Phase ermoglichte. Denn
durch diese Run-in-Phase sollte vermieden werden, dass die Studienteilnehmenden ihre individu-
elle gewohnte Kost konsumieren, die dann evtl. Auswirkung auf die zu untersuchende Hochfett-
Phase gehabt hitte. Optimiert wurde dies durch eine zusétzliche standardisierte Erndhrungswoche
vor dem ersten Untersuchungstag, dem Tag der Erhebung der Basisdaten.!”” In der ,,Nordic Diet*-
Studie, bei der dies nicht beachtet wurde, diskutierte man kritisch die evtl. hohe Abhéngigkeit der
erhobenen Basisdaten von der habituellen Erndhrungsform der Teilnehmenden zu Studienbe-
ginn.!'”

Durch den konsekutiven Ablauf der zwei Erndhrungsphasen wurde die Moglichkeit geschaffen,
im Anschluss an eine isokalorische Kohlenhydrat-Kost entsprechend den Empfehlungen der DGE
fiir eine ausgewogene Erndhrungsform, die kurzfristigen (eine Woche) und léangerfristigen (sechs

Wochen) Effekte einer isokalorischen Hochfett-Kost zu beobachten.

In eventuellen Folgestudien sollte man den Goldstandard des Studiendesigns, eine randomisierte
kontrollierte Interventionsstudie (parallel oder cross-over), anstreben, um die in der vorliegenden

Studie gewonnenen Erkenntnisse zu validieren bzw. aufkommende Fragen zu konkretisieren.

Die Rekrutierung an Zwillingen gestaltete sich schwierig, daher wurden letztendlich nur 96 Stu-
dienteilnehmende eingeschlossen. Die Widrigkeiten lagen allein schon in der Vorgabe, nur Paare
an Zwillingen in die Studie aufzunehmen, die zusétzlich durch die Ein- bzw. Ausschlusskriterien
verstirkt wurden. Jedoch konnte dies durch die sehr geringe Drop-out-Rate von nur einem Zwil-

lingspaar (2 %) im Verlauf der Studiendauer relativ gut kompensiert werden.

Ein klares Ziel war, nicht nur die Ergebnisse der Gesamtpopulation zu analysieren, sondern neue
detaillierte Erkenntnisse der Auswirkungen einer isokalorischen Hochfett-Kost auf Geschlecht
und Alter zu gewinnen. Bedauerlicherweise bestand in der Studienpopulation keine ausgeglichene
Verteilung beziiglich des Geschlechts und Alters. Bei etwa der Hilfte handelte es sich um Studien-

teilnehmende im Alter von 18-25 Jahren, Frauen stellten die Mehrheit in allen Altersgruppen dar.
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Damit lag ein Bias' vor. Dies musste unbedingt in der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt
werden. Aufgrund des o. g. Ziels und da kein nachweisbarer signifikanter geschlechtsassoziierter
Altersunterschied vorlag, wurde auf eine Adjustierung fiir Geschlechter und Alter verzichtet. Eine
Ausnahme stellte die Analyse von MSFj. dar, da eine geschlechts- und altersspezifische Analyse
nicht das Ziel der Untersuchung war.

Die genetische Analyse mittels ACE-Modells wurde nur in der Gesamtkohorte durchgefiihrt, da

fiir eine weitere Differenzierung in Geschlecht und Alter die Fallzahlen zu gering ausfielen.

4.2 Compliance gegeniiber Ernihrungsvorgaben und isokalorischer Energiebilanz

Die Makrondhrstoffe in der gesamten Interventionsphase lagen absolut gesehen 90 % iiber den
Zielvorgaben (absolute Abweichung max. 9 % in der freien, max. 4,7 % in der standardisierten
Phase) und konnten folglich als eine sehr gute Umsetzung der Vorgaben gewertet werden. In den
drei Fett-Subgruppen entsprachen die Sollwerte von SFA und MUFA absolut gesehen gleich 80 %
(absolute Abweichung max. 20 % in der freien, max. 15,6 % in der standardisierten Phase), jedoch
gelang dies nicht bei PUFA. Dort wurde sowohl in der freien als auch in der standardisierten Phase
das Ziel verfehlt, es ergab sich eine absolute Abweichung von max. 48 % des Sollwertes. Demzu-
folge ist eine Interpretation der Werte jeder einzelnen Fett-Subgruppe unter isokalorischer Ener-

giebilanz in dieser Studie nur von SFA und MUFA moglich.

Neben der qualitativen Erndhrungscompliance musste auch die Compliance gegentiber der isoka-
lorischen Energiebilanz eingehalten werden. Diese zeigte sich neben der Auswertung der Erndh-
rungsprotokolle im nahezu konstanten BMI-Verlauf als auch in den zur Aktivititsmessung heran-
gezogenen Parametern, die keine signifikanten Verdnderungen aufwiesen.

Demzufolge wurde ein wesentlicher Grundbaustein fiir die Datenanalyse durch die Erhebung einer
nutritiv-gesteuerten isokalorischen Kostform mit hoher Qualitét gesetzt und damit bereits im Vor-

feld ein ganz entscheidender Faktor fiir die Studienauswertung erfiillt.

Umso mehr erlangt dieser Aspekt an Bedeutung, als neben zahlreichen didtetischen auch nichtdi-
atetische Faktoren Einfluss auf die erhobene Datenlage nahmen. Es ist bekannt, dass eine diftfe-
rente Bioverfligbarkeit der Néhrstoffe durch individuell unterschiedliche Absorptionsraten der
Darmwand und des First-Pass-Effektes in jedem einzelnen Organismus vorliegt. Ebenso sollten
die unterschiedliche Lebensmittelmatrix sowie Polymorphismen der am Metabolismus beteiligten

Enzyme nicht unberiicksichtigt gelassen werden.!”-18!

' Durch systematische Fehler verursachte Verzerrung des Ergebnisses einer Repréasentativerhebung
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4.3 Einfluss einer isokalorischen Hochfett-Kost auf den Glucose- und

Lipidmetabolismus

In der Gesamtkohorte und in der Altersgruppe 18-25 Jahre kam es nach einer Woche isokalorischer
Hochfett-Kost zu einer signifikanten Elevation der Insulin-Konzentration im Vergleich zur Koh-
lenhydrat-Kost.

Die Frauen reagierten ebenfalls mit einer signifikanten Elevation der Insulin-Konzentration und
zusdtzlich mit einer signifikanten Elevation des HOMA-Index nach der Woche 1 der Hochfett-
Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. Demzufolge stellte sich bei den Frauen nach der Um-
stellung der isokalorischen Kost von Kohlenhydrat- auf Hochfett-Kost kurzfristig eine Insulin-
Resistenz ein. Bei den Ménnern blieben signifikante Verdnderungen, insbesondere der Insulin-
Konzentration aus.

Abhidngig vom Korperfettverteilungsmuster und vom Testosteronspiegel weisen mehr Ménner
eine Insulin-Resistenz auf als primenopausale Frauen.!'3>184 Die durch Sexualhormone vermittelte
verbesserte Insulin-Sensitivitit bei Frauen nimmt mit dem Einsetzen der Menopause ab.!8% Moran
et al. fanden heraus, dass wiahrend der Adoleszenz bei Ménnern die Insulin-Resistenz trotz signi-
fikanter Abnahme der Adipositas signifikant erhoht blieb, wohingegen es bei Frauen mit signifi-
kantem Anstieg des Korperfetts nicht zur signifikanten Anderung der Insulin-Sensitivitit kam. '8¢
Der Einfluss der Nahrungszusammensetzung auf die Insulin-Resistenz wurde mehrfach in Studien
untersucht. Ein nutritiver Fettanteil von mehr als 40 % fiihrte in Studien mit Ratten zu einer ge-
schlechtsunabhéngigen systemischen Insulin-Resistenz. Es wird angenommen, dass eine umge-
kehrte Beziehung zwischen dem Fettanteil in der Erndhrung und der Insulin-Sensitivitdt moglich
ist.187

Allerdings stieg in drei isokalorischen Studien von adipdsen Probandinnen und Probanden mit
NAFLD der Leberfettgehalt ohne Verdnderung der Insulin-Sensitivitdt nach dem Wechsel von
Niedrigfett- auf Hochfett-Kost an. Hierfiir wurde eher der Fett- als der Kohlenhydratanteil der
Kostform als Ursache gesehen.!!3:188

Auf der anderen Seite reduzierte eine sechswochige isokalorische mediterrane Kost in einer rand-
omisierten Cross-over-Humanstudie die Lebersteatose (Leberverfettung) und verbesserte die In-
sulin-Sensitivitdt in einer insulinresistenten Population mit NAFLD.!8° Ebenso konnte bei Typ-2-
Diabetikerinnen und -diabetikern durch eine an tierischen und pflanzlichen Proteinen reiche iso-

kalorische Kostform das Leberfett reduziert werden.!*°
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Yki-Jéarvinen et al wiederum konnten zeigen, dass jede Art von Kalorienrestriktion langfristig zu
wirksamen Effekten der Verringerung des Leberfettgehaltes und der damit assoziierten metaboli-
schen Komorbiditéiten fiihrt.!*!

Demzufolge konnte man anhand der angefiihrten Studienlage die signifikante Erhohung der Insu-
linkonzentration bzw. des HOMA-Indexes bei den Frauen und den 18- bis 25-Jéhrigen in der
NUGAT-Studie als passagere Anpassungsstorung im Sinne einer metabolischen Sofortreaktion auf
die isokalorische Hochfett-Kost nach einer isokalorischen Kohlenhydrat-Kost interpretieren. An-
dersherum bleiben signifikante Verdnderungen auf die isokalorische Hochfett-Kost der anderen
Subgruppen aufgrund bereits potentiell vorliegender Insulinresistenz aus.

Ahnlich der NUGAT-Studie wurde der Einfluss von SFAs und MUFASs auf die Insulin-Sensitivitit
in einer sechsmonatigen randomisiert-kontrollierten isokalorischen Interventionsstudie unter-
sucht. Das Kollektiv der Teilnehmenden zeichnete sich durch verschiedene Score-Kriterien wie

192 In die-

z. B. erhdhten Blutdruck, Ubergewicht, Adipositas und gestdrte Glucose-Toleranz aus.
sem Projekt ergab sich kein Hinweis auf eine Verdnderung der Insulin-Sensitivitét iiber einen lan-
geren Zeitraum, indirekt abgeschitzt {iber die Insulin-Konzentrationsbestimmung im Blut. Ahnli-
che Effekte zeigte eine kontrollierte isokalorische Erndhrungsstudie von gesunden Ménnern und
Frauen mit einem BMI von 22-32 kg/m? bei einer fettreichen Kost mit einem Fettanteil grofer als
37 % der Gesamtenergie. Auch bei dieser Studie hatten weder SFAs noch MUFAs einen Einfluss

auf die Insulin-Sensitivitit.'>3 Das Fettsduremuster per se scheint einen geringeren Einfluss auf die

Insulin-Sensitivitit als das nutritive Gesamtfett zu haben.

Der HbA . stieg allein in der Altersgruppe 18-25 Jahre nach der Woche 6 der Hochfett-Kost im
Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost und von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost.

Dieser Parameter spiegelt, wie bereits unter Kap. 2.8 erwihnt, den zirkulierenden durchschnittli-
chen Blutzucker der letzten 8—12 Wochen im Durchschnitt wider. Dies bedeutet iibertragen auf die
vorliegende Studie, dass der HbA . vom Studientag HF1 den durchschnittlichen Blutzucker der
gesamten Kohlenhydrat-Interventionszeit darstellt, vom Studientag HF 6 den der gesamten Hoch-
fett- und Kohlenhydrat-Intervention. Man muss zur Einordnung dieser statistisch signifikanten Er-
héhung von 0,2 Prozentpunkten anmerken, dass es sich um keine klinische relevante Erh6hung

handelt. Eine weitere Interpretation auf dem Boden der vorliegenden Daten scheint nicht moglich.

Trotz isokalorischer Energiebilanz und gleichbleibenden Kdrpergewichts erhdhten sich die Ge-
samt-Cholesterin-, HDL- und LDL-Cholesterin-Werte signifikant bzw. hochsignifikant durch die
Hochfett-Kost. Eine fettreiche Kost beeinflusst demnach den Cholesterin-Stoffwechsel auch un-

abhingig von Energiezufuhr bzw. Korpergewichtsverhalten.
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Der hochsignifikante Anstieg des Gesamt-Cholesterins nach der sechswdchigen isokalorischen
Hochfett-Kost lag in der Altersgruppe 46—70 Jahre sogar {iber dem laborspezifischen Referenzbe-
reich von 5,1 mmol/l. Laut European Society of Cardiology (ESC) stehen erhohte LDL-Choleste-
rin-Konzentrationen kausal fiir Atherosklerose. Es zeigte sich in der NUGAT-Studie in derselben
Altersgruppe eine Konzentrationserhhung mit einem LDL-Cholesterin-Mittelwert von
3,4 mmol/l nach einer Woche und von 3,7 mmol/l nach sechs Wochen Hochfett-Kost bei einem
empfohlenen Zielwert fiir gesunde Menschen weniger als 3,0 mmol/L.1%* Angelehnt an eine der
bekanntesten kardiologischen Studie, der Framingham-Studie, zeigte eine Follow-up-Studie von
mehr als 150 000 kardiovaskuldren Ereignissen einen bemerkenswerten konsistenten dosisabhan-
gigen log-linearen Zusammenhang zwischen dem absoluten Ausmaf} der Exposition des GefaBsys-
tems gegeniiber LDL-Cholesterin und dem Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen. Dieser Ef-
fekt scheint mit zunehmender Dauer der Exposition gegeniiber LDL-Cholesterin zuzunehmen. !>
Demnach ist die Aussage gerechtfertigt, dass eine Hochfett-Kost an sich allein schon ohne gestei-
gerte Energiebilanz bzw. Korpergewichtszunahme bei Gesunden in der Altersgruppe 46—70 Jahre
iiber den Anstieg der LDL-Cholesterinkonzentration im Blut das Risiko von kardiovaskuléren Er-
eignissen erhoht.

Der HDL-Cholesterin-Mittelwert lag bereits bei den Studienteilnehmenden, ausgenommen der
Mainner, nach der Kohlenhydrat-Intervention iiber den empfohlenen HDL-Cholesterin-Richtwer-
ten der ESC-Leitlinien von 2016 zur Pravention von Herzkreislauf-Erkrankungen, die mit einem
niedrigen Risiko fiir kardiovaskulédre Erkrankungen assoziiert sind (Frauen > 1,2 mmol/l und Mén-
ner > 1,0 mmol/l) und konnte signifikant bei allen Studienteilnehmenden iiber die isokalorische
Hochfett-Kost gesteigert werden. Zum Thema HDL-Richtwerte zur Prdvention von kardiovasku-
larem Risiko ist anzumerken, dass randomisierte und epidemiologische Studien bislang sehr un-
terschiedliche Assoziationen zwischen HDL und dem kardiovaskulédren Risiko aufzeigen. Dariiber
hinaus gibt es keine Hinweise aus randomisierten Medikamenten-Studien, dass eine therapeutische
Erhéhung des Plasma-HDL-Cholesterins das Risiko von kardiovaskuldren Ereignissen verrin-
gert.!%

In der NUGAT-Studie fiihrte die isokalorische Hochfett-Erndhrung, reich an SFAs und MUFAs,
sowohl zum Anstieg von LDL- als auch von HDL-Cholesterin. In der isokalorischen Interventi-
onsstudie von Jebb et al. sanken die Konzentrationen der Cholesterinprofile durch den Austausch
von SFA durch MUFA.'? Demzufolge scheint der Sittigungsgrad der nutritiv aufgenommenen
Fettsduren unabhingig von der Energieaufnahme den Lipid-Metabolismus bei nicht vollstindig
Gesunden wesentlich zu beeinflussen. Eine entscheidende Auswirkung scheint auch die Quelle

der SFAs auf die metabolische Antwort zu haben. Der Verzehr von Fleisch bzw. Fleischprodukten
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1st mit einem erhohten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen verkniipft, der Verzehr von SFAs
aus Milch bzw. Milchprodukten ist wiederum mit einem erniedrigten kardiovaskuldren Risiko as-
soziiert.!%®

Es kam sowohl in der Gesamtkohorte als auch bei den Frauen zu einer metabolischen Sofortreak-
tion und verzdégerten Reaktion von Gesamt-Cholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin. Die restli-
chen Subgruppen reagierten mit einer metabolischen verzogerten Reaktion des Gesamt-Choleste-
rin, HDL- und LDL-Cholesterins. Die Subgruppe der Ménner reagieren zusitzlich mit einer me-
tabolischen Sofort-Reaktion des HDL-Cholesterins auf die isokalorische Hochfett-Kost im Ver-
gleich zur Kohlenhydrat-Kost. Dies konnte man interpretieren, dass Frauen altersunabhingig emp-
findlicher bzw. schneller auf die Umstellung auf eine Hochfett-Kost reagieren. Nachweislich ist
der Fetttransport bei Frauen schneller als bei Minner. '’

Die Ménner lagen, wie oben erwihnt, nach der Kohlenhydrat-Intervention unterhalb der empfoh-

lenen HDL-Cholesterin-Richtwerten, was evtl. ausschlaggebend fiir den signifikanten Anstieg des

HDL-Cholesterins nach bereits einwdchiger isokalorischer Hochfett-Kost sein konnte.

Bei den Méannern und in der Altersgruppe 18-25 Jahre konnte man eine signifikante FFA-Reduk-
tion, in der Gesamtkohorte, die bekanntlich aus jungen Studienteilnehmenden bestand, sogar eine
hochsignifikante Reduktion wihrend der Hochfett-Intervention beobachten. Die Triglyceride blei-

ben in den untersuchten Gruppen ohne signifikante Verdnderungen.

Normalerweise werden bei einer fettreichen Erndhrung die aufgenommenen ungenutzten Energie-
trager durch die Lipogenese gespeichert. Hierfiir werden die Triglyceride durch die LPL in den
Adipozyten hydrolysiert und als FFA aufgenommen. Bei einer isokalorischen Energiebilanz sind
die Energietriger jedoch begrenzt. Daher wurden in der NUGAT-Studie die iiber die Nahrung auf-
genommenen TG vermutlich nicht im Fettgewebe gespeichert, sondern direkt in FFS abgebaut,
die wiederum durch B-Oxidation zur Gewinnung von Energie in Form von ATP genutzt wurden.
Dies ldsst vermuten, dass es bei einem Fettdepot der Studienteilnehmenden mit einem BMI-Me-
dian in der Gesamtkohorte von 22,5 kg/m? zur deutlich verstirkten Fettsdureoxidation aus den
nutritiv-aufgenommenen Fetten kommen musste, um den Energiebedarf der Zellen aufrechterhal-
ten zu konnen.

Noakes et al. analysierten in einer Meta-Analyse, dass kohlenhydratarme fettreiche Kost, die mit
Gewichtsreduktion einherging, den TG-Spiegel stéirker abfallen lsst als eine fettarme Kost.!” Ana-
log ergab eine Meta-Analyse mit randomisierten kontrollierten Studien von Lu et al., dass eine
fettarme im Vergleich zur fettreichen Kostform den TG-Spiegel bei Ubergewichtigen bzw. Adipé-

sen signifikant weniger stark absinken lie3.'*
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4.4 Einfluss einer isokalorischen Hochfett-Kost auf die Circadianik

4.4.1 Allgemein

Circadiane Uhren werden iiber externe Reize durch Phasenanpassung der circadianen Rhythmik
an Umgebungsverdnderungen reguliert. In der NUGAT-Studie wurde zur weiteren Klarung der
Eftekte einer isokalorischen Hochfett-Kost auf ein multiples oszillatorisches Netzwerk auf die cir-
cadianen Markervariablen Melatonin und Cortisol sowie deren Metaboliten zuriickgegriffen. Ob-
wohl Melatonin und Cortisol als robuste Marker fiir das Signal des circadianen Systems angesehen
werden, darf man nicht unerwahnt lassen, dass beide in Bezug auf das Syntheseprofil als auch auf
die Synthesedauer stark interindividuellen Schwankungen unterliegen.'*>-2°! Trotzdem konnten in
der NUGAT-Studie eindeutige geschlechts- und altersdifferente Synchronisationsverdnderungen
als Reaktion auf eine isokalorische Hochfett-Kost aufgezeigt werden, die im weiteren Verlauf pré-
ziser dargestellt werden.

Einer der potenziell stirksten Einflussfaktoren auf die Circadianik und damit auf die Produktion
von Melatonin und Cortisol in Form von Entrainment, der Zeitgeber Schlaf, konnte durch die Be-
stimmung des Chronotyps liber die Auswertung von speziell zu diesem Thema validierten Schlaf-
protokollen ausgeschlossen werden. Hier ergaben sich keine signifikanten Veranderungen iiber die
gesamte Studiendauer hinweg.

Um den Einfluss hduslicher exogener Einfliisse zwischen den Untersuchungstagen moglichst ge-
ring zu halten, wurden die Studienteilnehmenden auf die mogliche Vermeidung von artifizieller
Lichtexposition insbesondere in der Nacht, die Einhaltung von regelméfBigen Mahlzeiten und
Schlafturni, den Verzicht auf sportliche Aktivitit am Abend sowie moglichst konstante Umge-
bungstemperaturen insbesondere wihrend der standardisierten Phasen hingewiesen.

Die interindividuelle Neigung oder berufsbedingte Notwendigkeit zur tageszeitlichen Einnahme
der Hauptmahlzeit wurde in den freien Interventionsphasen nicht durch Vorgaben durchbrochen.
Die tageszeitliche Einnahme der Mahlzeiten sollte jedoch eine Konstanz wéhrend der Studien-
dauer aufweisen. Ein evtl. wissenschaftlich beschriebener metabolischer Jetlag durch die berufs-
bedingte abendliche Einnahme der Hauptmahlzeit und Anderung am Wochenende konnte damit

nicht vermieden werden.202

Jedoch wurde wiederum in der standardisierten Phase explizit um die
Einhaltung vorgegebener Esszeiten neben der Aufnahme der standardisierten Hochfett-Kost ge-
achtet. Potenzielle Studienteilnehmende mit einem unregelméfBigen Esszyklus, Schichtarbeit, ext-
remen Schlafstéorungen oder Reisen mit berufsbedingtem sozialen Jetlag wurden nicht in die Stu-

die aufgenommen.
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Zusitzlich wurde zur Vermeidung von moglichen anderweitigen potenziellen desynchronisieren-
den Circadianik-Impulsen auf konstante Umgebungskonditionen an den Untersuchungstagen und
ein konstant durchgefiihrtes Untersuchungsprotokoll geachtet. Nur so konnte eine Reduktion po-
tenzieller maskierender Effekte des Umgebungszeitgebers ermoglicht werden.

Durch die Dauer der Gesamtstudie war allerdings ein moglicher Einfluss der saisonal schwanken-
den Tag-Nacht-Linge nicht ganz auszuschliefen. Dies spielte aber sicherlich eine untergeordnete
Rolle, da die Studiendauer jedes einzelnen Studienteilnehmenden zwdlf Wochen betrug, was somit
eher zu einem intraindividuellen Unterschied der einzelnen Analyseergebnisse der drei Untersu-
chungstage gefiihrt haben konnte. AuBBerdem wurde in der NUGAT-Studie nicht die Episodendauer
analysiert, auf die die Tages- bzw. Nachtlange einen Einfluss nimmt.

Uber die Marker-Evaluierung aus der Saliva war es mdglich, die internen circadianen Uhren indi-
rekt reprisentativ darzustellen.??® Die Erhebung auf diesem Wege hatte den Vorteil, dass die Pro-
ben nichtinvasiv gesammelt werden konnten. Jedoch konnte dadurch eine vollstindig kontinuier-
liche Dokumentation, wie bei einer Plasmabestimmung mittels vendsen Verweilkatheters, nicht
gewihrleistet werden. Dies hitte die Notwendigkeit eines stationdren Aufenthaltes fiir 48 Stunden
bedeutet, was aus logistischen und finanziellen Griinden im Vorfeld ausgeschlossen werden
musste. Folglich setzte diese Entscheidung eine korrekte hiusliche Durchfiihrung nach vorgege-
bener detaillierter Instruktion der Salivetten-Probengewinnung und -lagerung durch jeden einzel-
nen Studienteilnehmenden voraus, insbesondere fiir die Aggregation der niachtlichen Proben. Nur
durch deren konsequente und gewissenhafte Mitarbeit konnte eine qualitativ hochwertige Pro-
benanalyse gewiéhrleistet werden. Burgess et al. konnten eine gute Korrelation von hiuslicher Pro-
bensammlung mittels Salivetten und einer laborinternen Messung nachweisen, vorausgesetzt die
Studienteilnehmenden verhielten sich konform zu den Instruktionen.?%

Zur Einhaltung der Nachtruhe vor dem jeweiligen Untersuchungstag wurde zusétzlich auf die Sa-
liva-Probengewinnung um zwei Uhr verzichtet. Damit wurde die Bewertung des Peaks der Mela-
tonin-Sekretion limitiert, insbesondere die Beurteilung der absoluten bzw. relativen Amplitude so-
wie der Phase bzw. Acrophase eines oszillatorischen Zyklus. Auf der anderen Seite war selbst nach
Abschluss und Auswertung der Studie eine andere praktisch umsetzbare und sinnvolle Moglich-
keit nicht erkennbar. Trotz dieser Einschrankung verstédrkte sich nach Datenanalyse der Eindruck,
dass die Interpretation der Ergebnisse mit anderen in der Studie erhobenen Daten konform war
bzw. mit ithnen in Zusammenhang gesetzt werden konnte.

Eine additive und damit ergdnzende Moglichkeit zur Beurteilung der Circadianik stellte die eben-
falls nichtinvasive und leicht umsetzbare Bestimmung von aMT6s sowie fCortisol und fCortison

mit ihren Metaboliten THF, allo-THF und THE im Urin dar.?% Zur Zeit der Studiendurchfiihrung
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gab es noch kein labortechnisches Verfahren, um allo-THE zu bestimmen. Dies konnte zu Unge-
nauigkeiten bei der Beurteilung der Funktion von Enzymen gefiihrt haben. Die neue, validierte
LC-MS-/MS-Methode besitzt den unbestrittenen Vorteil, neben fCortisol, fCortison, THF, allo-
THF und THE auch allo-THE bestimmen zu konnen. Die griindliche Analyse des Glucocorticoid-

Gleichgewichts beim Menschen durch diese Methode sollte zukiinftig beriicksichtigt werden.?%¢

4.4.2 Melatonin-Metabolismus

Der Melatonin-Rhythmus, in der NUGAT-Studie durch die Profil- und Konzentrationsbestimmung
in der Saliva und die seines Hauptmetaboliten aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin erhoben, ist der
beste periphere Parameter zur Darstellung der regulatorischen Effekte des circadianen Netzwerkes
zentral und in der Peripherie beim Menschen.??’

Studien zeigen signifikante Korrelationen zwischen dem Melatonin-Spiegel in der Saliva und im
Plasma.?*® Ebenso wurden nach Verabreichung von exogenem Melatonin nahezu gleichzeitig Ver-
dnderungen des Melatonin-Spiegels in der Saliva- und im Serum beobachtet.??’ Die Saliva-Kon-
zentration spiegelt demzufolge die im Organismus zirkulierende Melatonin-Circadianik wider.
Ebenso weisen einige Studien signifikante Beziehungen zwischen der aMT6-Konzentration im
Urin und dem Melatonin-Spiegel im Plasma nach.?!*2!! Aquivalent zur Melatonin-Konzentration

im Blut zeigt auch die aMT6s-Konzentration im Urin einen deutlichen circadianen Rhythmus.?!2
Melatonin in der Saliva

Die isokalorische Hochfett-Kost nimmt in der Gesamtkohorte Einfluss auf die Melatonin-Circadi-
anik durch eine hochsignifikante Elevation des Peak-Niveaus nach der Woche 1 der Hochfett-Kost
im Sinne einer Sofortreaktion und am Ende der Hochfett-Kost im Sinne einer verzogerten Reak-
tion.

Die verkniipfende Einflussnahme von Hochfett-Kost und Melatonin konnten bereits De Farias et
al. bei libergewichtigen Méusen beobachten. Eine Melatonin-Supplementierung senkte die durch
eine Hochfett-Kost induzierte Inflammation.?!* Auch an adipdsen Ratten wurde mittels potenziel-
ler Biomarker gezeigt, dass Melatonin die durch eine Hochfett-Kost verursachte Inflammation und
Leberpathogenese positiv beeinflusst.?!* Selbst das Lipidprofil, der Blutdruck und die Marker des
oxidativen Stresses wurden unter Melatonin-Gabe verbessert.?!> Eine randomisierte klinische Stu-
die konnte bei einer zweijdhrigen Gewichtsreduktion keinen Einfluss auf den Melatonin-Rezeptor
1B nachweisen.?!®

Die signifikante bzw. hochsignifikante Reduktion der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich der

Kohlenhydrat-Kost bzw. nach der Woche 1 der Hochfett-Kost konnte man als inverse Reaktion
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auf die o.g. Elevation des Peak-Niveaus interpretieren. Allerdings sollte man mit weiteren speku-
lativen Interpretationen dieser Verdnderung zuriickhaltend sein, denn in der wissenschaftlichen
Literatur war kein vergleichbarer Forschungsansatz bzw. kein vergleichbares Forschungsergebnis
beziiglich einer Verdnderung der Melatonin-Circadianik am Tage zu finden. Allerdings wire dies

ein Ansatzpunkt flir die in den Focus zu nehmenden weiteren eigenen Forschungsarbeiten.

Auf die Hochfett-Kost reagierten die Frauen mit einer Sofortreaktion durch die signifikante Re-
duktion der zirkulierenden Melatonin-Konzentration der Woche 1 im Vergleich zur Woche 6 der
Hochfett-Kost im Peak-Bereich der Melatonin-Circadianik. Diese adaptive Ddmpfung (chronobi-
ologisch: die Abnahme der Amplitude tiber die Zeit) der zirkulierenden Melatonin-Konzentration
konnte man wiederum mit der Hyperinsulindmie nach der Woche 1 der Hochfett-Kost in Verbin-
dung bringen. In-vivo-Daten von Zellkulturen bestétigen, dass Melatonin direkt die Insulin-Sek-
retion moduliert bzw. hemmende Insulin-Wirkung aufweist.?!”-2!°

Bei postmenopausalen Frauen wiederum fiihrt die Applikation von Melatonin zu einer Reduktion
der Insulin-Sensitivitit.??° Ob diese Erkenntnisse im Umkehrschritt (Insulin-Wirkung auf Melato-
nin) ebenfalls zu beobachten wiren, ist bislang noch nicht untersucht worden.

Als einzige Subgruppe der Kohorte reagierten die Frauen um 12 Uhr different zur restlichen Ko-
horte. Zu diesem Zeitpunkt trat nach sechs Wochen Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-
Kost eine signifikante Reduktion der Melatonin-Konzentration auf. Auch hier sollte man, wie be-
reits oben im Abschnitt der Gesamtkohorte erwdhnt und begriindet, eine Zuriickhaltung der Inter-
pretation der Ergebnisse wahren.

In Betrachtung der Melatonin-Circadianik zeigten die Ménner nach der Kohlenhydrat-Kost und
der Woche 1 der Hochfett-Kost um 24 Uhr eine deutlich niedrigere Peak-Hohe als die Frauen.
Nach der Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Intervention sowie von Wo-
che 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost stieg allerdings in Form einer verzogerten Reaktion hoch-
signifikant die zirkulierende Melatonin-Konzentration um 24 Uhr deutlich {iber das Peak-Niveau
der Frauen an. Gleichzeitig handelte es sich beim Effekt der Manner um den steilsten und starksten
Anstieg im Peak-Bereich aller Subgruppen der Studienkohorte.

Sartori et al. bewiesen eine Verbesserung der Insulin-Sensitivitdt und Glucose-Toleranz mittels
Melatonin-Gabe bei insulinresistenten Ratten unter Hochfett-Kost.!3® Damit wiirde bei gleichblei-
bender Insulin-Konzentration in der erhobenen Laboranalyse und gleichzeitiger Melatonin-indu-
zierter verbesserter Insulin-Wirkung der Ménner die stirkere und signifikante FFA-Reduktion
nach der Woche 6 der Hochfett-Kost zu begriinden sein. Insulin bewirkt ndmlich eine FFA-Unter-

driickung durch Hemmung der Lipolyse.??! Bei gleichzeitig geringem, allerdings statistisch nicht
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signifikantem Anstieg der Glucose im Blut und konsekutiver HOMA-Index-Elevation wére zu-
sdtzlich zu vermuten, dass sich die Melatonin-induzierte Verbesserung der Insulin-Sensitivitit tat-
sdchlich nur auf hepatischer Ebene abspielt. Dieses geschlechtsspezifisch-theoretische Konstrukt
basiert auf dem verbreiteten wissenschaftlichen Wissen, dass Ménner per se eher insulinresistenter
sind als Frauen.

Fiir den allgemein unterschiedlichen circadianen Verlauf von Melatonin der beiden Geschlechtern
und deren Beziehung zur mdglichen Insulin-Sensitivitdt bzw. -Resistenz werden die Geschlechts-
hormonspiegel und die geschlechtshormonspezifischen Genexpressionen als alleinige Hauptursa-
chen gesehen, die auf evolutionsbiologischen Faktoren basieren.??> Demzufolge liegt ein Zusam-
menhang der geschlechtsdifferenten Metabolisierung von Fetten und der damit verbundenen Fett-

verteilungsmuster der betreffenden Organe sowie des Fett- und Muskelgewebes vor.

In der Altersgruppe 18-25 Jahre zeichneten sich keine signifikanten Unterschiede der Hochfett-
zur Kohlenhydrat-Intervention im circadianen Verlauf der Melatonin-Expression ab. Auf der einen
Seite konnte man ein robustes intrinsisches circadianes Oszillatorensystem in diesem jungen Alter
vermuten, auf der anderen Seite wird die noch nicht stabilisierte Phasenkopplung zwischen den
verschiedenen circadianen Rhythmen als mogliche Ursache fiir die altersbedingten Unterschiede
vermutet, nachdem Weinert et al. eine schnellere Resynchronisation von jungen im Vergleich zu
erwachsenen Méusen beobachtet haben.??

Ahnlich der Ménner reagierte die Altersgruppe 2645 Jahre mit einer verzogerten Reaktion auf
die Hochfett-Kost durch eine signifikante Elevation der zirkulierenden Melatonin-Konzentration
um 24 Uhr von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Allerdings befanden sich in dieser Al-
tersgruppe 20% Frauen versus 9% Manner.

In der Altersgruppe 46—70 Jahre stand vor allem die Friithreaktion auf die Hochfett-Kost durch die
starke signifikante Reduktion der Amplitude nach der Woche 1 der Hochfett-Kost im Vergleich
zur Kohlenhydrat-Kost im Vordergrund.

Die Amplitudenabschwéchung und damit die Reduktion der circadianen Melatonin-Produktion im
Alter ist seit einigen Jahren bekannt und kann auf Stérungen zwischen endogenem und exogenem
circadianen Rhythmus hinweisen.??*?2¢ Man assoziiert damit auch die im Alter entstehende Zu-
nahme an Erkrankungen, insbesondere entziindlicher Erkrankungen durch entsprechende Verin-

derungen im Immunsystem.??7-228
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Diese beschriebenen Phasenantwortkurven spiegelten Impulse auf die Hochfett-Intervention wi-
der, die in Form einer adaptiven Ddmpfung als Friihreaktion und in Form einer Phasenverschie-
bung als Spitreaktion zu interpretieren wiren. Die Phasenverschiebung zeigte sich in der Gesamt-
kohorte und in den besagten Subgruppen als beschleunigte Phasen bei mitgerissenen Rhythmen.

Ausfiihrliche Beschreibungen der potenziell konsekutiven, zeitlich versetzt zu sehenden Effekte

von Melatonin sind von Cipolla-Neto et al. zusammengefasst.”’
Melatonin-Metabolit aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin

Die Analyse des Melatonin-Metaboliten aMT6s im 24-Stunden-Sammelurin zeigte in der gesam-
ten Kohorte bzw. in den Subgruppen keine signifikanten Verdnderungen iiber die gesamte Studien-

dauer.

Die mediane aMT6s-Konzentration lag wéhrend der gesamten Studiendauer bei den Ménnern ho-
her als bei den Frauen. Der Einfluss des Geschlechts auf die Konzentration von aMT6s wurde
detailliert von Gunn et al. untersucht. Bei einer maximalen Urin-Periodenintervall-Sammlung von
insgesamt 36 Stunden konnten keine signifikanten Unterschiede der aMT6s-Konzentrationen hin-

sichtlich der Geschlechter nachgewiesen werden.??

In der NUGAT-Studie war die mediane aMT6s-Konzentration in der Altersgruppe 18-25 Jahre
hoher als in den beiden anderen Altersgruppen. Es wird beschrieben, dass das Alter mit aMT6s im

24-Stunden-Sammelurin signifikant negativ assoziiert ist.!7%23

Es konnte in der NUGAT-Studie eine limitierte Ergebnislage durch den Sammelzeitraum von
24 Stunden vorliegen. Skene et al. konnten bei einem vierstiindlichen Sampling der Urinproben
eine signifikante Korrelation von aMT6s und fCortisol nachweisen. Diese signifikante Korrelation
bezieht sich auf die Zeit der Acrophase bei Studienteilnehmenden mit einem normalen circadianen
Rhythmus. Ebenso wiesen Studienteilnehmende mit desynchronisiertem circadianen Rhythmus
eine signifikante Korrelation zwischen beiden Markern hinsichtlich der Periodenlédnge der jewei-
ligen Rhythmen auf.?3! Anlehnend an diese Erkenntnis und die unter Kap. 4.4.2 angefiihrten Kor-
relationen von Melatonin im Plasma bzw. Serum, in der Saliva und im Urin wére es durchaus
denkbar, dass bei einer Urinsammlung im kiirzeren Intervall eine potenzielle Reaktion von aMT6s
nachweisbar gewesen wire. Diese vermutlich differenziertere Analyse hétte man durch eine paral-
lele Salivetten- und Urinsammlung zu den jeweiligen Zeitpunkten, wie unter Kap. 2.10 beschrie-
ben, durchfiihren konnen. Der wissenschaftlichen Literatur sind keine speziellen und vor allem

keine validierten Empfehlungen diesbeziiglich zu entnehmen, jedoch lésst sich erkennen, dass der
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Grofteil der Urinsammlungen iiber einen kiirzeren, maximal nédchtlichen Zeitraum vorgenommen

wird.

Ebenso selten sind wissenschaftlich erhobene Daten zur Einflussnahme einer bestimmten Ernéh-

rungsweise auf die aMT6s-Konzentration im Urin.

4.4.3 Cortisol-Metabolismus

Die GC stellen mit ihrem circadianen Rhythmus eines der wichtigsten potenten Entrainment-Netz-
werke flir die peripheren Clocks dar. In Anlehnung an das Zwei-Komponenten-Modell von Pierre
et al. ist es hilfreich, das circadiane System des Cortisol-Stoffwechsels bei der Betrachtung des
Einflusses einer Hochfett-Kost auf die Circadianik in ein zentrales und ein peripheres Komparti-
ment einzuteilen.?*? Der Austausch der beiden Kompartimente erfolgt iiber die Cortisol-Circadia-

nik.

Das periphere Kompartiment stellt ein komplexes System zwischen Organsystemen dar. In unse-
rem Fokus (zur Beurteilung des nutritiven Effektes einer Hochfett-Kost) standen das in der Peri-
pherie zirkulierende Cortisol sowie das Cortisol im 24-Stunden-Sammelurin. Das periphere Cor-
tisol moduliert das Entrainment der peripheren Clocks und wird selbst iiber die enzymatische Ak-

tivitdt von 11B-HSD1 und -2 reguliert.?3?

Das in der NUGAT-Studie in der Saliva untersuchte Cortisol stellt ein valides Abbild des im Blut
zirkulierenden Cortisols dar. Zwischen beiden Probenarten besteht eine ausgepréigte Korrelation,
auch wenn die Cortisol-Saliva eine hohere Konzentration als das Cortisol im kapilldren Blut und
im Serum aufweist.?**?% Die Probengewinnung iiber Blutentnahmen war durch die circadiane

Sammlung iiber 24 Stunden mit hiuslicher Ubernachtung hingegen nicht umsetzbar.

Nur {iber den Weg der Urinsammlung ist es einzig und allein moglich, die Metabolite von Cortisol
und Cortison zu bestimmen. Freies Cortisol im 24-Stunden-Urin korreliert mit der mittleren fCor-

tisol-Konzentration im Serum.23¢

Zusétzlich besitzt diese Methode den Vorteil, dass daraus iiber eine Post-hoc-Analyse ebenso
Riickschliisse auf die vorgeschalteten A-Ring-Reduktasen und vor allem auf die 11B-HSD-Ge-

samtaktivitit bzw. die renale 11B-HSD2-Aktivitit gezogen werden konnen.!”™
Cortisol in der Saliva

In der NUGAT-Studie zeigte sich nur bei den AUC-Werten, als analytisch vergleichbarer Messwert

der Gesamtproduktionsmenge von Cortisol in der Saliva {iber 24 Stunden und damit dquivalent als
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absolute Amplitude definierbar, ein signifikanter Abfall von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-
Kost bei den Méannern.

Lemmens et al. konnten geschlechtsdifferente erndhrungsinduzierte Cortisol-Antworten in der Sa-
liva auf eine Hochprotein- als auch auf eine Hochkohlenhydrat-Kost nachweisen, allerdings zeigte
sich kein Unterschied zwischen beiden Erndhrungsformen.??” Martens et al beobachteten bei Mén-
nern einen erndhrungsinduzierten Einfluss auf den Peak der circadianen Cortisol-Amplitude mit
einer stirkeren Reduktion des Cortisol-Spiegels nach der Aufnahme eines fetthaltigen wie auch
eines proteinhaltigen Essens im Vergleich zu einem kohlenhydratreichen Essen. 238

Allerdings ist die Datenlage beziiglich der geschlechtsdifferenten erndhrungsinduzierten Cortisol-

Antwort in der Saliva bzw. im zirkulierenden Blut recht spérlich.

Moglicherweise sind Cortisol-Verdnderungen auch durch Phasen- bzw. Acrophasen-Verschiebun-
gen bedingt, die in dieser Studie evtl. durch eine zu geringe Anzahl von circadianen Probenbe-
stimmungen und auch durch unzureichende biometrische Analysen nicht aufgedeckt werden konn-
ten. Pivovarova et al konnten mittels eines mathematischen Modells (Sinus-fitting-Modell) eine
signifikante Phasenverschiebung des nédchtlichen Tiefpunkts von Cortisol in der Saliva bestim-

men. 28

AuBerdem weist die Amplitude von fCortisol im Plasma mitunter die groBte circadiane Variation

des humanen endokrinen Systems auf und schriankt damit eine korrekte Analyse qualitativ ein.>*

Im Gegensatz zu Melatonin, bei dem die in der Epiphyse synthetisierten Menge in ihrer Gesamt-
heit ausgeschiittet wird, erfolgt die Steuerung der circadianen Variation der GC-Ausschiittung
durch ein komplexes System von SCN, PVN des Hypothalamus, corticotrophen Zellen der Hypo-
physe und den steroidproduzierenden NNR-Zellen, die wiederum von circadianen und ultracir-
cadianen Riickkopplungsschleifen beeinflusst werden.?*? Dieses Netzwerk macht es schwierig,

eine eindeutige Interpretation der Analysedaten vorzunehmen.

Allerdings konnten Konakchieva et al. und Torres-Farfan et al. an Tieren eine durch Melatonin-
Gabe induzierte Unterdriickung der HHN-Achsen-Aktivitit nachweisen.?*!?*? Dies erlaubt die
Annahme, dass die unter dem Einfluss der Intervention gesteigerte Melatonin-Konzentration in
der Saliva, damit auch im zirkulierenden Blut, ebenfalls zum Einfluss auf die HHN-Achse gefiihrt
haben konnte. Obwohl die HHN-Achse fiir die Erzeugung téglicher GC-Rhythmen nicht entschei-
dend ist, kann sie zur Anpassung der circadianen Phase der Hormonproduktion beitragen.?*} Au-
Berdem wire ein durch Melatonin vermitteltes Entrainment des circadianen Rhythmus der Neben-

niere denkbar.?** Es erfolgt daher keine iiber den zentralen circadianen Schrittmacher induzierte
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Desynchronisation des Cortisol-Rhythmus, entsprechend seiner Rolle als robustes internes Syn-
chronisationssignal. Die Kostform-Anderungen scheinen eher einen groBeren Effekt auf die GC-
Metabolite und das 11B-HSD-Isoenzym im subkutanen Fettgewebe zu haben (siche dazu den fol-

genden Abschnitt und Kap. 4.4.4).

Es zeigt sich bei der Komplexitét des hier behandelten, umfassenden Themas die grundsétzliche

Notwendigkeit, zusitzliche weiterfiihrende Untersuchungen folgen zu lassen.
fCortisol, fCortison, THF, allo-THF, THE im 24-Stunden-Sammelurin

Wie in der klinischen Endokrinologie-Diagnostik {iblich, wurde zur Beurteilung der renal ausge-
schiedenen Parameter fCortisol, fCortison und deren Metaboliten eine Analyse des 24-Stunden-
Sammelurins durchgefiihrt. Invers zu den oben ausfiihrlich beschriebenen und diskutierten Ergeb-
nissen des Melatonin-Metabolismus konnten zwar keine statistisch relevanten Verdnderungen der
Cortisol-Werte in der Saliva nachgewiesen werden, stattdessen aber signifikante Einfliisse der Er-

ndhrungsintervention auf die analysierten Sammelurin-Parameter des GC-Metabolismus.

Bei der Untersuchung des fCortisols, fCortisons und deren Metaboliten wiesen nur fCortison und
der Metabolit allo-THF im 24-Stunden-Sammelurin signifikante bzw. hochsignifikante Verénde-
rungen durch die Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost auf.

Die Gesamtkohorte, die Frauen und die Altersgruppe 18-25 Jahre reagierten mit einer signifikan-
ten Reduktion von fCortison von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost. Ahnlich sah es beim
Cortisol-Metaboliten allo-THF aus. Die Frauen zeigten eine hochsignifikante Reduktion der allo-
THF-Konzentration nach Woche 1 und Woche 6, die Gesamtkohorte und die Altersgruppe 18—
25 Jahre eine signifikante Reduktion nach Woche 1 der Hochfett-Kost jeweils im Vergleich zur
Kohlenhydrat-Kost.

Anhand der Ratio der einzelnen Urinparameter des GC-Metabolismus und deren validierten Indi-
zes fiir die Aktivitdt der im GC-Stoffwechsel involvierten Enzyme, wie die 113-HSD-Isoenzyme
und die A-Ring-Reduktasen, zeigte sich bei der renalen 11B-HSD2-Aktividt der Woche 6 der
Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost eine hochsignifikante Elevation in der Ge-
samtkohorte und eine signifikante Elevation bei den Frauen. Des Weiteren kam es bei den Frauen
zu einer signifikanten Reduktion der 11B-HSD-Gesamtaktivitit der Woche 1 und zu einer signifi-
kanten Elevation der Sa- bzw. 5B-Reduktase-Aktivitit (Ratio THF/allo-THF) der Woche 1 und der
Woche 6 der Hochfett-Kost jeweils im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost.
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In der Altersgruppe 18-25 Jahre kam es zur signifikanten Elevation der renalen 11B3-HSD2-Akti-
vidt sowie zur Reduktion der Sa-Reduktase-Aktivitit jeweils der Woche 1 und Woche 6 der Hoch-
fett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost. Die 5B-Reduktase-Aktivitét fiel signifikant nach
Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost ab.

In der Altersgruppe 2645 Jahre konnte eine signifikante Elevation der renalen 11B-HSD2-Akti-
vitdt von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost sowie der Woche 6 der Hochfett-Kost im Ver-
gleich zur Kohlenhydrat-Kost beobachtet werden.

Die in dieser Studie festgestellten geschlechtsdifferenten Unterschiede der durch die Post-hoc-
Analyse ermittelten So- bzw. 5B-Reduktase-Aktivititen wurden von Tomlinson et al. beschrie-
ben.?*> AuBerdem wurde bei Ménnern beobachtet, dass freie Fettsduren in Form einer Lipidinfu-
sion keinen Einfluss auf die renal ausgeschiedenen GC-Metaboliten haben.?#®
Typ-2-Diabetikerinnen und -Diabetiker zeigten nach einer didt- und sportinduzierten Gewichtsre-
duktion einen Anstieg der 11B-HSD-Gesamtaktivitit.?4” Dies impliziert eine Verschiebung des
,,Cortisol-Cortison-Gleichgewichts* mit erhohtem Cortisol- und/oder erniedrigtem Cortison-Um-
satz.

Andererseits konnte bei libergewichtigen und adipésen Nicht-Diabetikerinnen und -Diabetikern
(mittlerer BMI 36,6 kg/m?) im Anschluss an eine Gewichtsreduktion ein Absinken der 5a-Reduk-
tase-Aktivitdt beobachtet werden.*®

Eine vollstdndige Interpretation und Diskussion der erhobenen Urin-Daten ist erst im Kontext mit
den analysierten Enzymen und deren Aktivitit sinnvoll und wird nachfolgend in Kap. 4.4.4 im
Detail abgehandelt. Unterstiitzt wird diese Vorgehensweise durch die nachgewiesene hochsignifi-
kante bzw. signifikante Korrelation von allo-THF und der mRNA-Expression von 113-HSD1 iiber
die gesamte Studiendauer. Die signifikante Korrelation von THE mit 113-HSD2 nach der Hoch-
fett-Intervention sollte hier nicht unerwihnt bleiben, allerdings erbrachten die Daten bei zusétzli-
cher fehlender Signifikanz der THE-Analysen im 24-Stunden-Sammelurin keinen Zugewinn in

diesem Kontext.

4.4.4 11B-HSD1 und -2 im subkutanen Fettgewebe

Jiingste Erkenntnisse in der Wissenschaft weisen zusehends auf eine pathogene Rolle von GC und
11B-HSD bei Adipositas und metabolischem Syndrom hin. Dies wurde teilweise nicht nur durch
die auffilligen klinischen Ahnlichkeiten zwischen dem metabolischen Syndrom — bei medikamen-

toser GC-Therapie — und dem Cushing-Syndrom,’ sondern auch durch monogene Nagetiermodelle

- Erkrankungsbild, gekennzeichnet durch Hypercortisolismus und Komponenten des metabolischen Syndroms.
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fiir das metabolische Syndrom (z. B. die ,,ob-Maus* oder die leptinresistente ,,Zucker-Ratte*) be-
obachtet, die insgesamt eine erhohte Sekretion von GC aufwiesen. Systemisch zirkulierende GC
sind jedoch in der Regel bei adipdsen Patientinnen und Patienten ohne weitere Erkrankungen nicht
erhoht. Transgene Nagetiermodelle haben dazu beigetragen, die Rolle des Enzymsystems von 113-

HSD1 und -2 in diesem Zusammenhang zu erkennen.?*

Analog zu den aus der NUGAT-Studie erhobenen Daten der mRNA-Expression im subkutanen
Fettgewebe, der renal ausgeschiedenen GCs und deren Metaboliten sowie der Post-hoc-Analyse
scheinen die Isoenzyme abhidngig vom jeweiligen Gewebekompartiment und deren primérer phy-
siologisch-biochemischer Funktion bei der nutritiven Metabolisierung zundchst grundsitzlich

konform zu agieren. Allerdings stellten sich geschlechts- und altersdifferente Unterschiede dar.

In allen Subgruppen fiel die mRNA-Expression der 11B-HSD1 im subkutanen Fettgewebe der
Woche 6 der Hochfett-Kost im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost hochsignifikant ab. Allerdings,
und dies ist fiir die weitere Interpretation nicht unbedeutend, kam es allein in der Altersgruppe 18—
25 Jahre zu einer hochsignifikanten Reduktion der mRNA-Expression von 11B3-HSD1 bereits nach
einer Woche der Hochfett-Kost. Des Weiteren zeigten die Frauen und die Altersgruppe 26—
45 Jahre eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von 113-HSD1 im subkutanen Fett-
gewebe von Woche 1 auf Woche 6 der Hochfett-Kost.

Setzt man nun diese Ergebnisse in Bezug zu den Urin-Ergebnissen von fCortisol, fCortison und
deren Metaboliten, so erkennt man beziiglich der Fraktion allo-THF in den Subgruppen der Frauen
und der Altersgruppe 18-25 Jahre Parallelen. Allerdings stellt die Altersgruppe 18-25 Jahre die
einzige Subgruppe dar, bei der es nach der Woche 1 der Hochfett-Kost sowohl zur hochsignifikan-
ten Reduktion der 113-HSD1-mRNA-Expression als auch zur signifikanten Reduktion von allo-
THF gekommen ist. Die durchgefiihrten Korrelationsanalysen zeigten eine signifikante Korrela-
tion von allo-THF mit der mRNA-Expression von 11B3-HSD1.

Betrachtet man die Adaptionsphase der Frauen und 18- bis 25-Jdhrige in der NUGAT-Studie im
Detail, erkennt man wiederum, dass sie diese Phase auf unterschiedliche Art und Weise durchlau-
fen.

Die Frauen zeigten einen eindeutigen relativen Uberschuss der mRNA-Expression von 113-HSD2
im subkutanen Fettgewebe, indirekt erkennbar durch die hochsignifikante Reduktion 113-HSD1
im subkutanen Fettgewebe iiber die Hochfett-Intervention, mit hochsignifikanter Reduktion der
renalen Ausscheidung von allo-THF, signifikanter Reduktion der 11B-HSD-Gesamtaktivitit sowie
einer signifikanter Elevation der Ratio THF/allo-THF im 24-Stunden-Sammelurin beim Wechsel
von der Kohlenhydrat- auf die Hochfett-Kost nach Woche 1.
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Die 18- bis 25-Jdhrigen zeigten dagegen eine hochsignifikante Reduktion der subkutanen mRNA-
Expression von 11B-HSDI, eine signifikante Reduktion der renalen Ausscheidung von allo-THF,
eine Elevation der renalen 11B-HSD2 sowie der 5a-Reduktase-Aktivitit beim Wechsel von der

Kohlenhydrat- auf die Hochfett-Kost nach Woche 1.

Maiuse und Ratten, die eine fettreiche Kostform erhielten, zeigten eine Herunterregulierung von
11B-HSD1 im Fettgewebe, jedoch eine Zunahme der 5B-Reduktase. Ebenso fiihrte eine Stérung
des 11B-HSD1-Gens bei Méusen zu einer Insulinsensibilisierung.?>

Bei kurz- bzw. mittelfristiger Verabreichung von selektiven 11B-HSD-Inhibitoren in Nagetiermo-
dellen fiir Fettleibigkeit bzw. Diabetes mellitus Typ 2 wurden analoge Effekte aufgezeigt.?3!-25?
AuBerdem zeigen 11B-HSD1-defiziente Méuse zu Beginn einer fettreichen Erndhrung im subku-
tanen Fettgewebe eine verstdrkte Insulin- und beta-adrenerge Signaliibertragung, die mit der Ex-

pansion kleinerer metabolisch aktiverer Adipozyten verbunden sein soll.233

Insbesondere die letztgenannte Beobachtung wiirde fiir die NUGAT-Studie folglich bedeuten, dass
der Weg der Adaptation (Anpassung nach Woche 1 der Hochfett-Kost auf die Kohlenhydrat-Kost)
der 18- bis 25-Jahrigen mdglicherweise {iber eine verstirkte Insulin-Signaliibertragung mit konse-
kutiver Senkung des bioaktiven Cortisol-Spiegels iiber Hemmung der subcutanen mRNA-Expres-
sion von 11B-HSDI1 verlduft bzw. die Frauen mit einer insulinvermittelten Steigerung der subcu-
tanen mRNA-11B-HSD2-Expression reagieren. Unterstiitzend fiir diese Interpretation der Frauen
sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse der Altersgruppe 2645 Jahre.

Beziiglich der 11B-HSD2-mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe zeigten ndmlich die
Frauen und die Altersgruppe 26—45 Jahre im Vergleich zu den anderen Subgruppen eine starkere
Elevation der Woche 1 der Hochfett-Kost. Diese war in der Altersgruppe 26—45 Jahre sogar signi-
fikant im Vergleich zur Kohlenhydrat-Kost erhoht und ging mit daraus resultierender signifikanter

Reduktion der 11B-HSD2-mRNA-Expression nach der sechswdchigen Hochfett-Kost einher.

Es ist bekannt, dass 11B-HSD2 auch im Pankreas exprimiert wird.?>* Daher konnte dquivalent zum
subkutanen Fettgewebe eine erhohte 113-HSD2-mRNA-Expression im Pankreas eine gesteigerte

Insulinproduktion bzw. -sekretion induziert worden sein.

Allerdings kann man fiir den Ablauf der Adaptationsphase auch drei weitere Moglichkeiten in

Betracht ziehen:

a) Die hepatische Enzymaktivitit von 113-HSD1 verlief invers zur Enzymaktivitit im sub-
kutanen Fettgewebe, was wiederum zur hepatischen Insulin-Resistenz mit reaktiver Hy-

perinsulindmie fiihrte.
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Livingstone et al. konnten bei ,,Zucker-Ratten* durch Adrenalektomie (Entfernung der Neben-
niere) einen gewebsspezifischen qualitativen Unterschied der 11B-HSD1-Aktivitdt nachweisen.
Die 11B-HSD1-Aktivitit fiel bei fehlendem Cortisol im Omentalfett und stieg hepatisch an.?>
An ménnlichen ,,Wistar“~-Ratten bzw. an deren Gewebszellkulturen konnte gezeigt werden, dass
eine Hochfett-Kost in den ersten 72 h nur im subkutanen Fettgewebe abfallende Tendenzen der
11B-HSD1-Aktivitdt hervorruft, nicht jedoch im hepatischen Gewebe. Erst nach drei Wochen
Hochfett-Kost kam es ebenfalls zum Abfall der hepatischen 11B-HSD1-Aktivitit.>¢

Dazu sei erwihnt, dass eine hepatische Hemmung von 11B3-HSD1 mit Zeichen reduzierter Glu-
cocorticoid-Wirkung in den Leberzellen und ansteigender hepatischer Insulin-Sensitivitét assozi-
iert ist bzw. ein Anstieg von 113-HSDI in der Leber zur vermehrten Cortisol-Produktion und zur

hepatischen Insulin-Resistenz fiihrt.!%

b) Es erfolgte eine allosterische Hemmung® bzw. Aktivierung von 11B-HSD im subkutanen
Fettgewebe und/oder im hepatischen Gewebe, gefolgt von einer iiber 113-HSD vermittel-
ten gesteigerten Insulin-Resistenzentwicklung durch vermehrten Umsatz von fCortison zu

fCortisol.

In Rattenmodellen konnte durch DHEA (Dehydroepiandrosteron, ein Steroidhormon und Vorstufe
der weiblichen wie auch minnlichen Sexualhormone) und Ostrogene die hepatische 11p-HSDI1-
Aktivitdt kompetitiv gehemmt werden.?%238 Dies konnte in Zusammenhang mit der allgemein be-
kannten hoheren hepatischen Insulin-Sensitivitit der Frauen im Vergleich zu den Ménnern stehen,

siehe unten.

¢) Trotz Hemmung der subkutanen mRNA-Expression der 11B-HSDI1 blieb das Enzym

11B8-HSD1 in seiner Aktivitdt nahezu unverindert bzw. die Aktivitdt stieg an.

Insulin fiihrt tiber einen GC-Rezeptor-vermittelten transkriptionalen Mechanismus zur Stimulation
der 11B-HSD1 der Adipozyten.?*® Ebenso konnte an kultivierten Rattenleberzellen gezeigt werden,

dass trotz Hemmung der 11B-HSD1-mRNA-Expression die Aktivitit nahezu unveréindert blieb.6°

Allerdings sollte man an dieser Stelle hervorheben, dass die Manner keine eindeutigen Adaptati-
onsreaktionen hinsichtlich der mRNA-Expression, auch nicht auf der Ebene der renal ausgeschie-

denen Parameter erkennen lieBen.

Die fiir die Adaptationsphase aufgezeigten Interpretationsmoglichkeiten der mRNA-Expression

k' Stoff/Substrat bindet auBerhalb des aktiven Zentrums des Enzyms, des sogenannten allosterischen Zentrums; dies

bewirkt eine Verdanderung der Enzymstruktur und seiner enzymatischen Eigenschaften.
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von 11B-HSD im subkutanen Fettgewebe konnten unter Beriicksichtigung der Blutlaborwerte

ebenso fiir die gesamte Hochfett-Kost gelten. Auch hier stellen die Médnner eine Ausnahme dar.

Eine erhohte Stabilitit des Cortisol-Cortison-Shuttles bzw. eine weniger sensitiv wirkende 1103-
HSD-Aktivitdt bei Ménnern konnte urséchlich sein. Camporez et al. zeigten durch Behandlung
von weiblichen und ménnlichen Miusen mit Ostradiol im Anschluss nach einer Hochfett-Kost
eine bemerkenswerte Verringerung der Entziindung im weiflen Fettgewebe, nachweislich tiber eine
Verringerung des Tumornekrosefaktor-a- und Interleukin-6-Spiegels in Plasma und Fettgewebe.
Daher nahm man an, dass durch die 0strogenvermittelte Verringerung der Entziindung im weillen
Fettgewebe Frauen eher vor Insulin-Resistenz geschiitzt sind, was zu einer verbesserten insulin-
vermittelten Unterdriickung der Lipolyse im Fettgewebe und einem verringerten ektopischen Li-

pidgehalt in Leber und Skelettmuskulatur fiihrt.?%!

Der beobachtete signifikante Anstieg des HbA . der 18- bis 25-Jdhrigen kdnnte — mit Vorsicht —
ebenso, als Zeichen der erhdhten 11B-HSD1-Aktivitét, iiber die oben aufgezéhlten Moglichkeiten

eingeordnet werden.

Es besteht die Annahme, dass 113-HSD1 auch direkt unter der Kontrolle der HHN-Achse stehen
konnte. Es ist bekannt, dass Glucose und andere Substrate die HHN-Achse beeinflussen, und eine

afferente hepatische Verbindung iiber den Vagusnerv die Funktion der HHN-Achse moduliert.?

Es konnte zumindest eine Assoziation des subkutanen 113-HSD1-mRNA- und des Aktivitit-Spie-

gels mit der Adipositas und Hyperinsulindmie nachgewiesen werden.?6?

4.4.5 Erblichkeitsanalyse

Zwillingsstudien dienen der Erhebung von Daten zur Beurteilung der genetischen Determinierung
und umweltbedingten Einfliissen auf ein Merkmal. In der Erblichkeitsanalyse wird der genetische
Anteil an den Unterschieden untersucht. Hierzu liegt eine Reihe an mathematischen Analysen vor,
die sich ndherungsweise mit der Heritabilitit (genetischer Anteil) und den gemeinsam erlebten
Umweltfaktoren befassen. Das haufig angewandte ACE-Modell wurde zur Analyse der Erblich-
keit der circadianen Marker Melatonin, fCortisol sowie fCortison und deren Metaboliten in der
Saliva bzw. im 24-Stunden-Sammelurin genutzt.?**26¢ Der Vorteil dieses Modells ist, dass die auch
bei monozygoten Zwillingen mit unterschiedlichem Ausmal einwirkenden individuellen Umwelt-

faktoren berticksichtigt werden.
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Die zusitzlich durchgefiihrten Korrelationsanalysen der monozygoten und dizygoten Zwillinge zu
den o. g. Parametern sollten das mathematische Modell ergdnzend in der Aussage unterstiitzen, da

jedes mathematische Modell mehr oder weniger ein Modell bleibt.

Melatonin in der Saliva zeigte im Peak-Bereich um 24 Uhr eindeutige Einfliisse an gemeinsamen
und individuellen Umweltfaktoren unter der Kohlenhydrat-Kost sowie nach Woche 1 der Hoch-
fett-Kost. In den Korrelationsanalysen konnten diesbeziiglich ebenso keine Korrelationen weder
bei den Mono- noch bei den Dizygoten nachgewiesen werden, die das ACE-Modell in seiner Aus-
sage unterstlitzen. Es war auBerdem zu beobachten, dass die Hochfett-Kost der Woche 6 wiederum
einen starken Einfluss auf die Heritabilitdt genommen hatte. Eine Zunahme des genetischen Ein-
flusses auf die Melatonin-Produktion bzw. -Expression unter der Hochfett-Kost konnte durch die
nachgewiesene hochsignifikante stark positive Korrelation innerhalb der Monozygoten beziiglich
dieser Variablen bestitigt werden.

Aullerdem sprachen das ACE-Modell und die Korrelationsanalysen eindeutig dafiir, dass der Ein-
fluss der Nahrung einer isokalorischen Kohlenhydrat- und einer isokalorischen Hochfett-Kost auf
die aMT6s-Synthese stark genetisch determiniert ist und der Einfluss unter der isokalorischen

Hochfett-Kost im Vergleich zur isokalorischen Kohlenhydrat-Kost zunimmt.

Der Einfluss einer Erndhrungsform auf die Heritabilitdt des Melatonin-Metabolismus wurde nach
bestem Wissen bislang nicht untersucht. Jedoch konnte man die epigenetische Induktion der Me-
latonin-Rezeptorexpression bzw. deren Mechanismus nachweisen, woriiber indirekt ein genetisch
determinierter Einfluss einer Erndhrungsform auf den Melatonin-Metabolismus mdoglich
wiire.267-268 Dariiber wiire auch ein Zusammenhang zu pathologisch ablaufenden Vorgingen in der
Epigenetik und der Entstehung von Erkrankungen wie z. B. im Formenkreis des metabolischen
Syndroms denkbar.

Die starke genetische Determinierung von aMT6s kann auf der in diesem Metabolismus involvier-
ten Cytochrom-P4s0-Monooxygenase basieren. Es sind viele genetische Polymorphismen dieses
Enzyms bekannt, jedoch fehlt bislang der Nachweis einer moglichen Heritabilitdt. Vielmehr sind
differenziell exprimierte microRNAs wahrscheinlich ursdchlich fiir die Expressionsvariabilitit
und Variation der Enzymfunktion und damit fiir epigenetische Mechanismen zur Regulierung von

Genen, die wiederum das Enzym kodieren.?*’

Die Erndhrungsformen hatten keinen genetisch determinierten Einfluss auf den Peak-Wert um 8
Uhr des Cortisols in der Saliva. Hierfiir konnte in der NUGAT-Studie weder iiber das mathemati-
sche Konstrukt des ACE-Modells noch iiber die Korrelationsanalysen ein entsprechender Nach-

weis erbracht werden.
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Allerdings wies fCortisol im Urin des ACE-Modells unterstiitzt durch die Korrelationsanalysen
einen genetisch determinierten Anteil unter der Hochfett-Kost auf, dessen Auspragung mit voran-
schreitender Dauer der Hochfett-Kost zunahm. Das fCortison im Urin wurde durch die einwochige
Hochfett-Kost genetisch determiniert beeinflusst, auch hier bestdtigt durch die moderat positive

Korrelationsanalyse.

Der genetische determinierte Einfluss auf die mRNA-Expression von 113-HSD1 und -2 im sub-
kutanen Fettgewebe war im ACE-Modell nicht nachzuweisen. Mit 76 % nahmen die gemeinsamen
Umweltfaktoren Einfluss auf die mRNA-Expression von 113-HSD1 nach einer Woche Hochfett-
Kost, sonst hatten nur individuelle Umweltfaktoren einen wesentlichen Einfluss auf dieses
Isoenzym im subkutanen Fettgewebe. In den Korrelationsanalysen zeigten sich entsprechende

stark positive bzw. fehlende Korrelationen innerhalb der monozygoten bzw. dizygoten Zwillinge.

In einer Follow-up-Zwillingsstudie in den Niederlanden konnte anhand eines ACE- und eines
ADE-Modells (D = nicht additive oder dominante genetische Effekte) bei 9- bis 17-Jdhrigen ana-
lysiert werden, dass der Anteil der gemeinsamen Umweltfaktoren zur Cortisol-Produktion be-
trachtlich war und mit dem Alter zunahm. Der Cortisol-Metabolismus, der iiber die einzelnen be-
deutenden Enzyme untersucht wurde, scheint von der Heritabilitéit in diesem Alter beeinflusst zu
sein: Die Heritabilitdt der A-Ring-Reduktasen nahm mit steigendem Alter zu, der genetische An-
teil an der 11B-HSD-Gesamtaktivitit und der renalen 11B-HSD2-Aktivitédt lag im Alter von 12
Jahren am hochsten.?”?

Die Heritabilitdt des GC-Metabolismus (insbesondere von Cortisol) variiert in der Forschung je
nach Kontext und Alter. Eindeutige Aussagen zur Heritabilitit der untersuchten Variablen bei Er-

wachsenen konnten nicht gefunden werden.

Die NUGAT-Studie besaB3 auf der Ebene der Erblichkeitsanalyse einige Limitationen: Es wurde
nur eine fiir die Erblichkeitsanalyse relativ geringe Anzahl an Zwillingspaaren eingeschlossen.
Hinzu kam, dass aufgrund der genannten relativ geringen Anzahl an Zwillingspaaren keine alters-

differenzierte Darstellung erfolgen konnte.

Die z. T. auftretende fehlende Signifikanz bei den dizygotischen Zwillingspaaren bei dhnlich ho-
hen r-Werten wie bei den monozygoten Zwillingspaaren ist sicherlich durch die geringere Anzahl

der in die Studie eingeschlossenen Dizygoten zu erkléren.
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4.5 Fazit

Die sich daraus ergebende zusammenfassende Darstellung der Forschungsarbeit zeigt zunichst
eine Erndhrungsstudie an gesunden Zwillingen, die ein Defizit in der Homogenitét der Studien-
teilnehmenden hinsichtlich des Geschlechts und des Alters aufweist und daher nur limitiert repra-
sentative Aussagen hervorbringt. Auf der anderen Seite ist bei Vorliegen einer signifikanten Ver-
anderung der Daten insbesondere der unterrepriasentierten Subgruppen die Bewertung der Aussa-

gen von umso groBBerer Bedeutung.

Des Weiteren ist die Aussage tiber die Heritabilitdt bestimmter Parameter unter einer isokalori-
schen Hochfett-Kost aufgrund der niedrigen Anzahl der Zwillinge, insbesondere der dizygotischen

Zwillingspaare, limitiert.

Trotz dieser Begrenzungen konnte durch die NUGAT-Studie erstmals bewiesen werden, dass Nah-
rungsfette per se alters- und geschlechtsspezifische signifikante Effekte auf den Glucose- und Li-
pid-Metabolismus haben. Trotz konstanten Gewichtsverhaltens scheint eine vermehrte nutritive
Aufnahme von Fetten iiber einige Wochen hinweg auch bei Gesunden ungiinstig zu sein. Diese
Tatsache spielt bei der Prophylaxe des metabolischen Syndroms und dessen assoziierten Erkran-

kungen eine entscheidende Rolle.

Die NUGAT-Studie zeigte ebenfalls, dass eine isokalorische Hochfett-Kost iiber sechs Wochen
einen geschlechts- und altersabhéngigen Einfluss auf circadiane Uhren nimmt, erhoben iiber Ver-
anderungen der Circadianik des zirkulierenden Melatonins. Ob moglicherweise eine isokalorische
fettreiche Nutrition im Zusammenhang mit melatoninassoziierten Erkrankungen bzw. pathologi-
schen circadianen Rhythmen des menschlichen Stoffwechsels gesehen werden kann, muss in wei-

teren Untersuchungen erforscht werden.

Die isokalorische Hochfett-Kost nimmt zwar keinen direkten Einfluss auf die circadiane Marker-
variable Cortisol, aber auf dessen GC-Metabolismus. Da dieser Metabolismus sehr komplex ist,
sollten die dazu erhobenen Daten detaillierter in anschlieBenden Studien untersucht werden, um

sie im Einzelnen besser einordnen zu konnen.

Die mithilfe des ACE-Modells und von Korrelationsanalysen durchgefiihrte Erblichkeitsanalyse
lie eindeutig eine genetische Determinierung des Melatonin-, weniger des Glucocorticoid-Meta-
bolismus unter einer sechswochigen Hochfett-Kost erkennen.

Dieser nutrigenetische Aspekt ist bei der Erforschung von erndhrungsbedingten Krankheiten von
wesentlicher Bedeutung und sollte durch weitere methodische Analysen epigenetischer Modifika-

tionen fortgefiihrt werden.
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Die daraus resultierende Zusammenfassung zeigt Effekte einer isokalorischen Hochfett-Kost mit
geschlechts- und altersabhingiger Verdnderung im Glucose- und Lipidmetabolismus und einer
Einflussnahme auf circadiane Synchronisationssignale mit in der Peripherie vermittelten hormo-
nell-metabolischen Mechanismen, einschlie8lich der mRNA-Expression der 113-HSD1 und -2 im
subkutanen Fettgewebe. Die mithilfe des ACE-Modells und von Korrelationsanalysen durchge-
fiihrte Erblichkeitsanalyse liel eindeutig eine genetische Determinierung des Melatonin-, weniger
des Glucocorticoid-Metabolismus unter einer sechswochigen Hochfett-Kost erkennen. Diesen um-

fangreichen Erkenntnissen miissen weitere detaillierte Analysen bzw. Studien folgen.
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