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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas

Der Begriff Adipositas stammt vom lateinischen Wort ,adeps” und bedeutet Ubersetzt . fett“. Die
Adipositas wird auch als Fettleibigkeit, umgangssprachlich sogar als Fettsucht bezeichnet. Sie
entsteht durch ein Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch, sodass ein
starkes Ubergewicht mit einem hohen Korperfettgehalt resultiert. Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) hat die Adipositas mit einem Body-Mass-Index (BMI) von = 30 kg-m2 festgelegt (World Health
Organization 2000), wobei der BMI als Quotient aus Korpergewicht (kg) und KorpergroRe zum
Quadrat (m2) berechnet wird. Normalgewicht ist mit einem BMI von < 24,9 kg'm2 und Ubergewicht
oder auch Praadipositas mit einem BMI von 25 — 29,9 kg:-m2 klassifiziert. Die Adipositas selbst wird in
drei verschiedene Grade eingeteilt: Adipositas Grad | bei einem BMI von 30 — 34,9 kg'm2, Adipositas
Grad Il von 35 — 39,9 kgrm2 und Adipositas Grad Il ab einem BMI von = 40 kg-m2 (World Health
Organization 2000). In den letzten 30 Jahren ist die Pravalenz des Ubergewichts und der Adipositas
stetig angestiegen, die weltweite Adipositas hat sich seitdem verdoppelt und ist nun zu einem
weltweiten Gesundheitsproblem avanciert (World Health Organization Updated January 2015). Die
Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organization for Economic Co-
operation and Development; OECD) beschreibt in ihrem OECD Factbook, dass mehr als die Halfte
(53%) der Erwachsenen in den OECD Landern (u.a. Deutschland, Vereinigtes Konigreich, USA,
Australien, Japan) Ubergewichtig oder adipds sind; allein in den USA sind 35,9% der Bevdlkerung
adipds (OECD 2013). Jedoch betrifft die Adipositas-Epidemie nicht nur Wohlstandslander, sondern
auch immer mehr armere Entwicklungslander (Dinsa et al., 2012). Die American Medical Association
(AMA) hat schlie@lich im Jahr 2013 die Adipositas als einen Krankheitszustand mit multiplem

pathophysiologischem Hintergrund definiert (American Medical Association 2013).

1.2 Adipositas-assoziierte Erkrankungen

Die WHO gibt an, dass jahrlich mindestens 2,8 Millionen Menschen aufgrund von Adipositas oder
Ubergewicht sterben (World Health Organization 2010). Adipositas ist mit einer Reihe von Krankheiten
assoziiert. Dazu zéhlen Typ Il Diabetes mellitus, Dyslipiddmie, Hypertonie sowie kardiovaskulare
Herzerkrankungen (Wilson et al., 2002; Wilding 2014). Au3erdem steigt bei einem erhdéhten BMI das
Risiko verschiedene Krebserkrankungen zu erleiden (wie z.B. Kolon-, Nieren-, Prostata- und
postmenopausales Mamma-Karzinom), die Anfélligkeit fur Infektionen steigt sowie die
Gesamtmortalitdt (Lamas et al., 2002; Katzmarzyk et al., 2012). Statistisch betrachtet ist die
Lebenserwartung einer adipdsen Person mit einem BMI von 40-45 kg:-m2 um 8-10 Jahre vermindert

im Vergleich zu einer normal-gewichtigen Person (OECD 2010).

1.3 Immunsystem

Das humane Immunsystem besteht aus dem erworbenen, spezifischen und dem angeborenen,

unspezifischen Immunsystem. Zum erworbenen Immunsystem gehort die zellulare Abwehr in Form

1



Einleitung

von T-Lymphozyten und die humorale Abwehr mit den B-Lymphozyten bzw. den reifen, Antikérper-
produzierenden Plasmazellen. Das angeborene Immunsystem erkennt Pathogene ohne vorherige
Sensibilisierung und bekampft diese mit Hilfe von physischen, humoralen und zellularen Barrieren. Zu
ihm zahlen Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen, Natirliche Killer (NK)-Zellen und

dendritische Zellen.

1.4 Natirliche Killerzellen

NK-Zellen sind ein zentraler Bestandteil der angeborenen Immunantwort und gehéren zur
Untergruppe der Lymphozyten, wobei ihr Anteil im peripheren Blut ca. 10-15% betragt. Die
Arbeitsgruppen um Herberman und Holden entdeckten NK-Zellen im Jahr 1978 wéhrend Studien zur
zellvermittelten Zytotoxizitdét gegenuber Tumorzellen (Herberman und Holden 1978). NK-Zellen
produzieren neben zytolytischer Granula auch verschiedene Zytokine (z.B. Interferon-y (IFN-y)), um
andere Immunzellen wie auch NK-Zellen zu stimulieren, und sind in der Lage schnell und auf direktem
Weg virusinfizierte oder maligne veranderte Zellen zu zerstoren. In diversen Tierstudien konnte die
direkte antikanzerogene Funktion von NK-Zellen in Verbindung mit IFN-y, Tumornekrosefaktor-
verwandter Apoptose-induzierender Ligand (TNF-related apoptosis inducing ligand; TRAIL) und
Perforin gezeigt werden (Street et al., 2001; Takeda et al., 2001; Dunn et al., 2004). Zudem zeigen
Menschen mit einem seltenen NK-Zell-Defizit eine Fille an schweren Krankheiten und
Infektanfalligkeiten durch verminderte oder fehlende NK-Zytotoxizitdt - oft mit frihzeitigem Tod im
ersten Lebensdrittel (Orange 2002; Orange 2006).

1.4.1 Subpopulationen der NK-Zellen

Phéanotypisch exprimieren humane NK-Zellen das Oberflachenmolekil CD56 bei gleichzeitigem
Fehlen von CD3, dem charakteristischen T-Zell-Marker. Als erste konnten Lanier et al. (1986) zeigen,
dass NK-Zellen aufgrund ihrer CD56 und CD16 Rezeptor-Expression in 2 Untergruppen eingeteilt
werden kdnnen:

CD56"™ NK-Zellen tragen oberflachlich geringe Mengen an CD56, aber hohe Level an CD16. Im

Gegensatz dazu zeigen CD56""

NK-Zellen eine hohe CD56 Rezeptordichte mit geringer
CD16 Expression. Im humanen peripheren Blutsystem setzt sich die Gesamt-NK-Zell-Population aus
ca. 90% CD56°™ und ca. 10% CD56""™ NK-Zellen zusammen. Funktionell gesehen weisen CD56"™
NK-Zellen eine hohere Zytotoxizitat und Granularitat mit geringer Zytokinexpression auf als CD56""9™
NK-Zellen, wahrend letztgenannte hohe Zytokinmengen produzieren kénnen, aber weniger
zytotoxisch agieren (Nagler et al., 1989; Cooper et al., 2001). Zusatzlich exprimieren NK-Zellen
diverse andere Oberflaichenantigene (NK-, Zytokin- und Chemokin-Rezeptoren sowie
Adhéasionsmolekile) und intrazellulare Chemokine und Zytokine in unterschiedlichem Ausmalf,
wodurch funktionell weitere Untergruppen entstehen und Verhaltensmuster der Zellen wahrend der
Immunantwort maoglicherweise begrindet liegen (Cooper et al.,, 2001; Wilk et al., 2008). In der
Abbildung 1 sind die CD56"™ und CD56”9" NK-Zell-Subpopulationen nach Cooper et al. (2001)

dargestellt.
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Abbildung 1: CD56"™ und CD56""9" NK-Zell-Subpopulationen (Cooper et al., 2001).

1.4.2 Missing-Self-Hypothese

Ljunggren und Karre beschrieben (1990) erstmals die ,Missing-Self-Hypothese®“: Eine NK-Zelle bindet
Uber einen Rezeptor an eine Zielzelle, wobei diese die Major Histocompatibility Complex (MHC)-
Klasse | Molekile auf ihrer Oberflache exprimiert. Die MHC-Klasse | Liganden werden mit Hilfe von
inhibierenden Rezeptoren der NK-Zelle erkannt und ein negatives Signal hemmt schlie3lich deren
Aktivierung (Selbst-Toleranz). Sind Zellen verandert, virusinfiziert oder entartet, befinden sich weniger
oder keine MHC-Klasse | Molekile an ihrer Oberflache und die NK-Zelle wird durch eine fehlende
Hemmung aktiviert und agiert anschlieRend zytotoxisch. Neue Erkenntnisse zeigen, dass ein Fehlen
von MHC-Klasse | Liganden nicht ausreichend ist, um eine NK-Zell-Aktivierung gegenuber Zielzellen
hervorzurufen. Die NK-Funktionalitdt basiert eher auf einem Gleichgewicht zwischen aktivierenden
und hemmenden Signalen nach Ligandenbindung an NK-Zell-Rezeptoren, wobei sowohl die Affinitat
als auch die Anzahl an Signalen entscheidend ist (Lanier 2001; Bryceson et al., 2006; Caligiuri 2008).
Interessanterweise ist in einem Individuum die Menge und Kombination der inhibierenden Rezeptoren
auf NK-Zellen verschieden, wobei jede NK-Zelle aber mindestens eine Subpopulation eines
hemmenden Rezeptors exprimiert (Valiante et al., 1997). Wahrend der ,Ausbildung“ der NK-Zellen
wird Selbst-Toleranz erlernt, indem sie NK-Zell-eigene MHC Klasse I-Molekiile mit einem hemmenden
Rezeptor erkennen, der sie spater auch bei Zielzell-Liganden-Bindung hemmen wird (Kim et al.,
2005).
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1.4.3 Zytotoxizitat der NK-Zelle

Eine NK-Zelle kann Zytotoxizitdt gegentiber Zielzellen entweder Uber direkte Zellkontakte oder die
Sekretion von l6slichen Faktoren austiben. Der bedeutendste Mechanismus ist die Freisetzung von
zytolytischer, intrazellularer Granula, welche mit Perforin und Granzymen gefiillt sind. In Versuchen
mit Perforin-defizienten Mause fehlt die zytolytische Aktivitdt der NK-Zellen gegeniber Zielzellen
vollstandig und zeigt damit Perforin als essentiellen Bestandteil der NK-Zytotoxizitat (Kagi et al.,
1994). NK-Zellen exprimieren aber auch Vertreter der Tumornekrosefaktor (TNF) Familie wie TRAIL,
TNF-a oder Fas Ligand (FasL), Uber die die NK-Zelle an sogenannte Todesrezeptoren (death
receptor) auf der Zielzelle bindet und so Apoptose in einer Perforin-unabhéngigen Weise induziert. Ein
weiterer Weg Zytotoxizitat auszulben, erfolgt Gber die Bindung von Antikérper (Ak)-gebundenen
Zielzellen an CD16, die sogenannte Antikérper-abhéangige zelluldre Zytotoxizitat (antibody-dependent

cellular cytotoxicity; ADCC).

1.4.4 Natirliche Zytotoxizitat - ein Killer greift an

In nur ungefahr 30 Minuten kann eine NK-Zelle ihre Zielzelle zerstdren (Eriksson et al., 1999). Damit
dies passiert, missen einige Schritte erfolgen:

Um mit einer Zielzelle kommunizieren zu kénnen, muss eine stabile Bindung zwischen NK-Zelle und
Zielzelle hergestellt werden, die durch Adhé&sionsmolekile wie Intercellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) und dem passenden Rezeptor Leukocyte Function-Associated Antigen 1 (LFA-1) vermittelt
wird (Patarroyo et al., 1990; Bryceson et al., 2005). Gleichzeitig kommt es zur Bildung einer
sogenannten immunologischen Synapse (IS) mit Dislokation und Cluster-Bildung von MHC Klasse |
und ICAM-1 Proteinen auf der Zielzelle in Richtung ihrer bindenden Rezeptoren Inhibitory Killer Ig-like
Receptor (KIR1) und LFAL, die sich auf der NK-Zell-Oberflache am immunologisch-synaptischen Spalt
befinden (Davis et al., 1999). Dominieren aktivierende die hemmenden Signale, erfolgt, wie oben
beschrieben, eine Aktivierung der NK-Zelle. Es kommt zu einer Polarisierung des Aktin-Zytoskeletts
mit anschlieBender Mobilisierung des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (Microtubule Organizing
Center; MTOC) und assoziierter intrazellularer Granula zur IS hin (Barber et al., 2004). Danach
fusionieren die Granula mit der Zellmembran und das vor allem darin enthaltene Perforin (Liu et al.,
1986) und Granzym A (Velotti et al., 1992) werden per Exozytose in die IS abgegeben, um dort
schlief3lich ihre volle Wirkung zu entfalten. Der Abschluss dieses Prozesses bildet die Loslésung von
der Zielzelle mit Ubergang in einen Ruhezustand und nachfolgender Biogenese neuer, intrazellularer
Granula (Mace et al., 2014).

1.4.5 Das naturliche Equipment einer Killerzelle

Interferon-y

Interferon-y ist das typische Zytokin der NK-Zelle. Es gehort aufgrund seiner Rezeptor-Struktur zu den
Typ Il Interferonen, die hauptséachlich von T- und NK-Zellen als Immunantwort auf eine virale oder
mikrobielle Infektion produziert werden (Boehm et al., 1997). IFN-y hat in der Immunbiologie viele
Funktionen: es reguliert und fordert die Expression vieler Gene, die bei der Antigen-Prasentation der

MHC Klasse-I und -Il Molekile involviert sind; es aktiviert Makrophagen, wodurch es zu einer erhéhten
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Phagozytose kommt; zudem induziert es die Stickstoffmonoxid- und Superoxid-Produktion, welche
ebenfalls intrazellulare Pathogene abtéten (Boehm et al., 1997). AuBerdem wird IFN-y eine wichtige
protektive Rolle in der immunologischen Kontrolle von Tumorwachstum und -—progression
zugeschrieben (Balachandran und Adams; Ikeda et al., 2002; Bekisz et al., 2013). Patientinnen und
Patienten mit einem IFN-y Rezeptor-Defekt leiden an schweren viralen und bakteriellen Infektionen
(Dorman et al., 1999; Dorman et al., 2004). Laut Cooper et al. (2001) sind vor allem humane CD56""¢"
NK-Zellen die Hauptproduzenten von IFN-y unter den NK-Zellen, die dazu Interleukin (IL)-12 in
Kombination mit anderen Interleukinen (z.B. IL-15, IL-18) oder der Bindung eines NK-aktivierenden
Rezeptors (CD16, Natural-Killer Group 2, member D [NKG2D]) benétigen. Klinisch gesehen, gibt es
aufgrund der wichtigen immunmodulatorischen Funktion ein grofRes Interesse an der therapeutischen
Anwendung von Interferonen. Einige Interferon-basierte Medikamente sind bereits auf dem Markt (Lin
und Young 2014), darunter auch IFN-y (Marciano et al., 2004; Miller et al., 2009).

Granzym A

Granzyme sind Serinproteasen, die neben Perforin in der zytotoxischen Granula von NK-Zellen und
zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic T lymphocytes, CTL) zu finden sind und erstmalig im Jahr 1987 in
der Arbeitsgruppe um Jirg Tschopp entdeckt wurden (Masson und Tschopp 1987; Jenne und
Tschopp 1988). Daher stammt auch die Namensgebung: Granula (Gran-) und Enzym (-zym) fur
Granula-assoziierte Enzyme (Jenne und Tschopp 1988). Insgesamt gibt es 5 humane Granzyme (A,
K, B, H und M), wobei Granzym A neben Granzym B mengenmaRig am haufigsten in intrazellularer
Granula vorkommt (Lieberman 2010). Granzyme werden intrazellular bei einem sehr basischen pH-
Wert von 9-11 gespeichert, wirken aber erst bei einem sauren pH-Wert proteolytisch und werden
zudem als inaktive Vorstufen synthetisiert, um eine Selbst-Zerstérung innerhalb der Zelle zu
vermeiden (Lieberman 2010). Sie werden zusammen mit Perforin per Exozytose ausgeschiittet, wobei
Perforin die Zielzell-Perforation gewahrleistet und innerhalb eines kurzen Zeitfensters die Diffusion der
Granzyme in die Zielzelle ermdglicht (Lopez et al., 2013). Granzym A transloziert ins Zytosol, wo es
aktiv die doppelwandige Mitochondrien-Membran durchquert, im Inneren Schaden initiiert und
anschlielBend verstarkt radikale Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) gebildet werden
(Martinvalet et al., 2008). Diese ROS fordern die Translokation des SET-Komplexes in den Nukleus,
wo er anschlieend durch Granzym A gespalten wird und nachfolgende, freigesetzte Proteine eine
einzelstrangige DNA-Fragmentierung auslésen (Beresford et al., 2001). Somit fuhrt Granzym A zu

einem programmierten Zelltod in der Zielzelle.

TRAIL

Der TNF-verwandte Apoptose-induzierende Ligand (TRAIL, auch Apo2L genannt) gehdrt neben TNF
und FasL zu den wesentlichen Apoptose-vermittelnden Vertretern der TNF-Familie und wurde 1995
entdeckt (Wiley et al., 1995). Es stellt ein charakteristisches Typ-Il Transmembranprotein dar, wird in
vielen Geweben exprimiert und wirkt Gber 5 Rezeptoren: TRAIL Rezeptor-1 (TRAILR1, DR4), TRAIL
Rezeptor-2 (TRAILR2, DR5, APO2, Killer, TRICK), TRAIL Rezeptor-3 (TRAILR3, DcR1, TRID, LID),
TRAIL Rezeptor-4 (DcR2, TRUNDD) sowie Osteoprotegerin (OPG), der einzige losliche Rezeptor
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(Wiley et al., 1995; Emery et al., 1998; Kelley und Ashkenazi 2004). TRAIL induziert, wie der Name
bereits verrat, Apoptose tber TRAILR1 und/oder TRAILR2, welche jeweils extrazellular exprimiert
werden und nach Bindung Uber eine zytosolische Domane und Aktivierung intrinsischer Caspasen
diese induzieren (Kelley und Ashkenazi 2004). Da der TRAIL-vermittelte Zelltod in Tumor- und Virus-
infizierten Zellen sowohl in vitro als auch in vivo, jedoch nicht in normalen Zellen (Wiley et al., 1995;
Snell et al., 1997; Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999) einsetzt, werden TRAIL und TRAIL-
Rezeptor Agonisten als potentielle antikanzerogene Therapeutika untersucht. In Nager-Studien mit
verschiedenen Karzinomarten zeigte TRAIL, allein oder in Kombination mit Chemo- oder
Strahlentherapie, eine bedeutende Antitumor-Wirkung (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999;
Chinnaiyan et al., 2000; Kelley et al., 2001; Ray und Almasan 2003). Rekombinantes, humanes
l6sliches TRAIL wurde bereits als Medikament ,Dulanermin® in vorklinischen Studien getestet
(Ashkenazi et al., 2008; Herbst et al., 2010). Leider zeigte es in klinischen Studien keinen signifikanten
Antitumor-Effekt, ebenso wie TRAIL-Rezeptor Agonisten (Belada et al., 2010; Soria et al., 2011;
Subbiah et al., 2012; Holland 2014; Lemke et al., 2014). Obwohl die TRAIL-Expression auf NK-Zellen
relativ gering ist, scheint es eine Rolle bei der NK-Zell-Zytotoxizitat gegenliber TRAIL-sensitiven
Tumorzellen zu spielen (Kayagaki et al., 1999), sodass nach Gabe von TRAIL-blockierenden
Antikdrpern ein signifikant erhéhtes Tumorwachstum sowie -metastasierung im Tiermodell festgestellt
wurde (Takeda et al., 2001; Takeda et al., 2001). Au3erdem konnte die gleiche Arbeitsgruppe (Smyth
et al., 2001) zeigen, dass IFN-y die TRAIL-Expression auf NK-Zellen in vivo induziert.

1.5 Adipokine

Die Adipositas geht mit einer vermehrten Fettmasse einher, die nicht nur als Kalteschutz,
mechanischer Schutz und Energiespeicher dient, sondern auch ein grof3es hormonproduzierendes,
endokrines Organ ist, das wesentlich in den Stoffwechsel eingreift. Die sezernierten

Fettgewebshormone werden Adipo(zyto)kine genannt.

1.5.1 Leptin

Leptin ist das wohl bekannteste Hormon des Fettgewebes. Es wurde 1994 durch die Arbeitsgruppe
um Friedman (Zhang et al., 1994) als Produkt des obese (ob) Gens entdeckt und als ein Hormon der
Energiehom@ostase beschrieben, welches das Koérpergewicht kontrolliert (Friedman und Halaas
1998). Hinter seinem Namen verbirgt sich auch seine Funktion: ,Leptin“ stammt vom griechischen
Wort ,leptos® und bedeutet dinn. Die Plasma-Leptin Konzentrationen sind proportional zum
Korperfettgehalt und es agiert mit anderen hormonellen Hunger- und Sattigungsregulatoren vor allem
im Hypothalamus (Elmquist et al., 2005). Das Fettverteilungsmuster und der Kdrperfettgehalt sind
geschlechterabhangig, wobei Manner zu einer stammbetonten (androgen-viszeralen) und Frauen zu
einer huftbetonten (gynoid-subkutanen) Fettverteilung tendieren. Die vom Fettgewebe sezernierte
Leptin-Menge variiert regionsspezifisch und steigt proportional zur Kérperfettmasse an (Considine et
al., 1996). Die physiologischen Serum Leptin-Spiegel bei Frauen sind mehr als 3x héher im Vergleich
zu Méannern (Szabova et al., 2012). Es sind 6 Leptin-Rezeptor Isoformen (Ob-R) bekannt, Uber die es

seine Wirkung entfaltet. Dazu zahlen die unterschiedlich langen transmembranaren Rezeptoren Ob-
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Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Rf wund die I6sliche Form Ob-Re, dem die
zellmembrandurchspannende Doméane fehlt (Miinzberg und Morrison 2015). Nur Ob-Rb hat eine lange
zytoplasmatische Doméane, die in der Lage ist, die JAK-STAT-Signaltransduktionskaskade in Gang zu
setzen (Banks et al., 2000). Ein Fehlen von Leptin bzw. ein Mangel an Ob-R, wie es Douglas Coleman
schon in den 1960er Jahren bei rezessiv mutierten ob/ob und db/db Mausen vermutete (Coleman
2010), fuhrt zu einer Stdrung im Energiestoffwechsel und erhthter Fettmasse (Coleman 1978;
Friedman und Leibel 1992). Leptin wirkt aber nicht nur zentral, sondern auch im peripheren Gewebe.
Dort Ubernimmt es wichtige Funktionen in der Regulation der Skelettmuskelmasse (Arounleut et al.,
2013), bei der Gehirn- (Shi et al.,, 2014) und Knochenentwicklung (Ducy et al., 2000), in der
Reproduktion (Chehab et al., 1996), Angiogenese (Sierra-Honigmann et al., 1998; Park et al., 2001),
Hamatopoese (Bennett et al., 1996) sowie in der angeborenen und erworbenen Immunfunktion
(Fantuzzi und Faggioni 2000; Sanchez-Margalet et al., 2003; La Cava und Matarese 2004). Neben
seiner T-Zell-modulierenden Wirkung (Lord et al.,, 1998), inhibiert es die Proliferation von
Monozyten/Makrophagen und fordert deren Zytokinausschittung (Santos-Alvarez et al., 1999;
Fantuzzi und Faggioni 2000), aul3erdem moduliert es Uber Chemotaxis und die erhdhte Sekretion von
Sauerstoffradikalen die Aktivitdt und Funktion von neutrophilen Granulozyten (Caldefie-Chezet et al.,
2001; Caldefie-Chezet et al., 2003). Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
NK-Zellen Ob-Rb exprimieren (Nave et al., 2008) und eine kurzzeitige Leptin-Stimulation die IFN-y
Sekretion und zytotoxische Tumorzelllyse erhdht (Wrann et al., 2012). Eine langzeitige Leptinwirkung,
wie es bei adipdsen Personen der Fall ist, fuhrt zu einer gestdrten NK-Zell-Funktion und verminderter
Zellproliferation (Wrann et al., 2012). AuRerdem zeigen isolierte NK-Zellen aus adipdsen Spendern
funktionelle Defizite und eine verénderte Immunantwort nach Leptin-Stimulation in vitro (Laue et al.,
2015).

Leptin-Signalweg

Nach Bindung von Leptin an die extrazellulare Doméne des Ob-R kommt es zur Aktivierung der Janus
Kinase 2 (JAK2), welche Tyrosinreste der langen, zytoplasmatischen Doméane des Rezeptors und sich
selbst phosphoryliert (Abbildung 2). Wird der Tyrosinrest 1138 phosphoryliert und aktiviert, kommt es
zur Bindung des Signal Transducers and Activators of Transcription 3 (STAT3) mit anschlieender
Phosphorylierung und Aktivierung von STAT3 (pSTAT3) und von JAK2 (pJAK2). Eine Aktivierung von
STATS3 hat seine Dimerisierung und Translokation in den Zellkern zur Folge, wo es Veranderungen in
der Expression verschiedener Gene vermittelt (Crujeiras et al., 2015). Wird anstelle von 1138 der
Tyrosinrest 985 phosphoryliert und aktiviert, erfolgt eine Aktivierung des Signalwegs der extrazellular
Signal-regulierten Kinase 1 und 2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2; ERK1/2) (Crujeiras et al.,
2015).
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Abbildung 2: Intrazellulare JAK-STAT-Signalkaskade nach Leptin-Bindung (Crujeiras et al., 2015).

1.5.2 Resistin

Resistin wurde 2001 als ein Hormon des Fettgewebes entdeckt und man vermutete eine Verbindung
zwischen Typ |l Diabetes und Adipositas, weshalb sich auch der Name aus den Wértern ,resistance to
insulin® zusammensetzt (Steppan et al., 2001). In Versuchen konnte durch die Gabe von
rekombinantem Resistin die Glukosetoleranz von adipdsen Tieren verbessert werden (Steppan et al.,
2001). Wahrend murines Resistin fast ausschlief3lich in weiRem Fettgewebe gebildet wird, wird das
humane Protein nur in sehr geringen Mengen in Adipozyten, dafiir aber in fettgewebsstandigen
Makrophagen und Monozyten gebildet (Savage et al., 2001; Patel et al., 2003; Bo et al., 2005). Da die
im Tiermodell gezeigten Ergebnisse nicht im Menschen bestatigt werden konnten, besteht nun
vielmehr die Hypothese, dass humanes Resistin eine Rolle bei Entziindungen, Arteriosklerose,
Herzerkrankungen und metabolischen Krankheiten spielt (Burnett et al., 2005; Reilly et al., 2005;
Yaturu et al., 2006; Lazar 2007; Schwartz und Lazar 2011). Mehrmalig konnte gezeigt werden, dass
adipdse Personen erhthte Serum Resistin-Spiegel aufweisen im Vergleich zu Normalgewichtigen,
aber dass humanes Resistin in keiner Verbindung zu einer Insulinresistenz steht (Azuma et al., 2003;
Owecki et al., 2011).

1.5.3 MCP-1

Das Monozyten Chemoattraktorprotein-1 (monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1), auch unter
CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL-2) bekannt, wurde 1989 bereits als Monozyten Chemotaktischer Faktor
in der Arbeitsgruppe um Matsushima beschrieben (Matsushima et al., 1989). MCP-1 gehdrt zur
Familie der CC-Chemokine, die als Signalproteine an ihrem Aminoterminus zwei Cysteinreste (C-C)
aufweisen und bei der Chemotaxis, besonders bei Monozyten, nach proinflammatorischer
Zytokinausschittung bei Entziindung und Verletzung eine wichtige Rolle spielen (Deshmane et al.,
2009). MCP-1 wird ubiquitar von verschiedenen Zellen exprimiert und ist durch eine Vielzahl von
Stimuli hochreguliert (Cushing et al., 1990; Sica et al., 1990; Standiford et al., 1991; Brown et al.,
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1992; Barna et al., 1994). Die Hauptquelle fir MCP-1 sind Monozyten und Makrophagen (Yoshimura
et al,, 1989; Yoshimura et al.,, 1989). Es reguliert die Migration und die Gewebsinfiltration von
Monozyten, dendritischen Zellen, NK-Zellen und T-Zellen (Zachariae et al., 1990; Allavena et al.,
1994; Loetscher et al.,, 1994) und weist bereits damit auf seine kritische Rolle in entziindlichen
Erkrankungen wie Arteriosklerose, multiple Sklerose und rheumatoide Arthritis (Hayashida et al.,
2001; Mahad und Ransohoff 2003; Kusano et al., 2004) hin.

1.6 Adipositas — eine chronische Entzindung

Die Adipositas stellt einen chronischen Entziindungszustand dar, der auch als low-grade Inflammation
bezeichnet wird (Spiegelman und Hotamisligil 1993; Bastard et al., 1999). Das Fettgewebe schiittet
vermehrt Adipokine aus und es kommt zu einer lokalen Makrophagen-Infiltration. Aber nicht nur im
Fettgewebe selbst sind erhdhte Spiegel an inflammatorischen Zytokinen wie z.B. von TNF-a und
C-reaktivem Protein (CRP) messbar, sondern auch im Blut adipdser Personen (Bastard et al., 2000).
Somit breitet sich diese lokale Entziindung auch systemisch aus, ist nachweisbar, aber noch
subklinisch. Studien zeigen, dass eine Gewichtsreduktion bei Adipositas die Expression dieser
Entziindungsmarker senken und die Makrophagen-Infiltration reduzieren kann (Hotamisligil et al.,
1995; Clement et al., 2004).

1.7 Modulation des Immunsystems

Es ist allgemein bekannt, dass regelméRige, sportliche Aktivitdt das Risiko kardiovaskulare
Erkrankungen, Bluthochdruck, Diabetes, metabolisches Syndrom, aber auch infektiose und Tumor-
Erkrankungen zu entwickeln vermindert (Blair et al., 1996; Lynch et al., 1996; Evenson et al., 2003;
Katzmarzyk et al., 2004; Barlow et al., 2006) und mit einer erhfhten Lebenserwartung korreliert ist.
Das Immunsystem, das bei vielen der oben genannten Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, lasst
sich durch eine Vielzahl von Faktoren positiv oder negativ beeinflussen. Dazu zéhlen neben
sportlicher Aktivitat auch verschiedene Nahrungsmittel sowie Schlafmangel und psychischer Stress
(Grimble 2001; Segerstrom und Miller 2004; Irwin 2008; Pedersen et al., 2009). Die Arbeitsgruppe um
David Nieman hat sich dem Thema ,Modulation des Immunsystems*® als eine der Ersten gewidmet.
Sie beschreiben, dass Menschen mit moderater sportlicher Aktivitat Infektionen der oberen Atemwege
(Upper Respiratory Tract Infection; URTI) reduzieren kdénnen, wahrend ein Hochleistungs-Training,
wie es z.B. bei Marathon-Laufern und anderen Spitzen-Athleten haufig vorkommt, ein erhéhtes Risiko
fur URTI sowie eine voriibergehende Immunsuppression mit einem erhdhten Infektionsrisiko zur Folge
hat (Nieman 1994; Nieman 2007; Nieman et al., 2011). Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen

unterstitzen diese Ergebnisse (Pedersen und Toft 2000; Gleeson 2007).
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1.7.1 Gewichtsreduktion und NK-Zellen

Auch eine Abnahme des Koérpergewichts bei adipdsen Personen reduziert das Krankheitsrisiko, wobei
ein kombiniertes Sport- und Erndhrungsprogramm am effektivsten ist (Ito et al., 2001; Amati et al.,
2008). Da dies bei einer extremen und morbiden Adipositas meist keine fir den Patienten
durchfihrbare Losung darstellt und hohe Gesundheitsrisiken birgt, stellt die bariatrische Chirurgie eine
Moglichkeit der Gewichtsreduktion in diesem Fall dar (Karlsson et al., 2007; Dietz et al., 2015).
AuRBerdem zeigt sich bereits wenige Tage nach einer Operation eine Remission des Typ Il Diabetes
mellitus sowie langfristig eine Verringerung der Mortalitat von Kkardiovaskuléren Erkrankungen,
Diabetes und Krebs (Svane und Madsbad 2014).

Ein besonderes Augenmerk dieser Arbeit liegt auf den NK-Zellen, die, wie in Kapitel 1.4 beschrieben,
die erste Abwehr von Viren und entarteten Zellen bilden. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass humane NK-Zellen nach Langzeit-Stimulation mit Adipokinen und vor allem
Leptin, wie es bei adipdsen Personen in hoher Menge im Blut zirkuliert, eine verminderte Expression
zytotoxisch agierender Bestandteile aufweisen (Wrann et al., 2012; Huebner et al., 2013). Mit weiteren
Versuchen konnten wir aul3erdem verdeutlichen, dass NK-Zellen den Leptin-Rezeptor tragen (Wrann
et al., 2012; Laue et al., 2015) und der intrazelluléare Leptin-Signalweg uber Ob-R sowohl in adipdsen
Nagern als auch bei humaner Adipositas gestort ist (Nave et al., 2008; Wrann et al., 2012). Ein
Versuch mit Diat-induzierten adipésen Nagern zeigte, dass eingeschréankte Funktionen der aus diesen
Tieren entnommenen NK-Zellen nach einem Transfer in diinne Tiere innerhalb kurzer Zeit reaktiviert
werden konnten. Die Verbesserung der Funktionalitéat der NK-Zellen war u.a. auf einen gesteigerten
Leptin-Postrezeptor-Signalweg zuriickzufiihren (Lautenbach et al., 2009).

Es existieren aber nur wenige Studien, die den Effekt einer Gewichtsreduktion auf die Natirliche
Killerzell-Aktivitat (NKZA) bei adipdsen Personen in vivo zeigen. Die Gruppe um Kelley et al. (1994)
zeigte, dass die Anzahl zirkulierender NK-Zellen nach einer kalorienarmen Ernahrung und
Gewichtsverlust bei Frauen reduziert ist. Scanga et al. (1998) fuhrten eine 8-wdchige Studie mit
adipdsen Probandinnen durch, die entweder einem Diat-Programm oder einem Programm bestehend
aus Diat und Sport folgten. Sie publizierten anschlieBend eine verminderte NKZA aufgrund des
Gewichtsverlustes nach der Diat, nicht jedoch bei kombiniertem Sport-Diat-Programm. Im gleichen
Jahr wurde auf3erdem eine 12-wdchige Studie vertffentlicht, die keine signifikanten Veranderungen
der NKZA nach Kalorienreduktion und Gewichtsverlust bei adipésen Frauen zeigt (Nieman et al.,
1998). Eine Verdffentlichung von Moulin et al. beschreibt, dass adipdse Patienten vor einer
bariatrischen Operation normale NK-Zell-Zahlen aber eine verminderte NKZA aufweisen, wohingegen
es zu einem signifikanten Anstieg der NKZA nach bariatrischer Chirurgie kommt (Moulin et al., 2011).
Diese Daten hinsichtlich einer Modulation der NK-Zellen sind sehr vielversprechend. Ein operativer
Eingriff ist eine Moglichkeit der Behandlung von extrem adipdsen Patienten, nicht jedoch bei der
Mehrheit der Menschen mit Adipositas. In der vorliegenden Arbeit nahmen die Probandinnen und
Probanden mit einem BMI von = 30 kg-m'2 an einem kontrollierten 3-monatigen Sport- und
Erndhrungsprogramm mit dem Ziel einer Kdrpergewichts- und Fettmassereduktion teil, damit eine

mdogliche immunmodulierende Wirkung untersucht werden kann.
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1.8 Zielstellungen

In Hinblick auf die weltweit zunehmende Pravalenz von Adipositas und der damit einhergehenden
erhohten Krebsentstehung wurde der Einfluss einer Gewichts- bzw. Fettmassereduktion bei
bestehender Adipositas auf verschiedene Immunfunktionen untersucht. Im Zentrum der vorliegenden
Arbeit waren dabei die NK-Zellen, die als Untergruppe der Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der
Abwehr von entarteten sowie virus-infizierten Zellen spielen und bei Adipositas eine gestdrte Funktion

aufweisen.

Ziel der Promotionsarbeit zum Thema ,Modulation der Immunfunktion durch eine Fettmassereduktion

bei Menschen mit Adipositas” war es, die folgenden Fragestellungen zu untersuchen:

1. Konnen adipose Personen durch ein 3-monatiges kontrolliertes Sport- und Ernéahrungs-
programm ihr Kérpergewicht und andere anthropometrische Parameter signifikant verandern?

Koénnen die Probanden durch die Intervention das viszerale Korperfett reduzieren?

2. Welchen Einfluss hat eine Gewichtsreduktion auf verschiedene Immunzellen und NK-Zell-

Funktionen im Speziellen?

3. Wie wirkt sich die Intervention auf Adipokin-Spiegel (v.a. Leptin) im Blut aus und wie reagieren

metabolische Parameter?

4. Werden Komponenten des Leptin-Signalweges durch eine mdgliche Reduktion der Adipokin-

Spiegel verandert?

5. Fuhrt eine in vitro Stimulation von NK-Zellen mit Leptin zu funktionellen Einschrankungen

hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat gegenuber Zielzellen?

Die im Rahmen dieser Promotion durchgefiihrten Untersuchungen sollen die bisherigen Ergebnisse im
Tiermodell zur immunmodulierenden Wirkung verénderter Adipokin-Mengen nach Gewichts- bzw.
Fettmasseverlust bei Adipositas auf das humane System erweitern. Die Ergebnisse sind fur das
bessere Verstandnis der Adipositas und ihrer assoziierten Erkrankungen in Verbindung mit den vom

Fettgewebe sezernierten Adipokinen von groRer Bedeutung.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid

APS

Biocoll

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
Coomassie Brilliantblau

ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent

Essigsaure

Ethanol (99,8%)

Fetales Kalberserum (FKS)
L-Glutamin

Glycerin

Glycin

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

Isopropanol
Kaliumchlorid
Leptin
B-Mercaptoethanol
Methanol
Milchpulver

Molekulargewichts-Standard
PageRuler Prestained Protein Ladder

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat
Paraformaldehyd

Dulbecco’s phosphate buffered saline
(PBS)

Penicillin-Streptomycin

Pentaglobin

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
Ponceau-S

Protease Inhibitor Cocktail

Restore Western Blot Stripping Buffer
RPMI-Medium 1640

Saponin

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Biotest Pharma GmbH, Dreieich, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
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SDS

Sodium Pyruvate

TEMED

TRIS

TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCI)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin

Tween

2.2 Zubehor und Gerate

Fusion Fx7

Forma Series || Water Jacketed CO,
Incubator Hepa Class 100

Gewebekulturflaschen Cellstar®
Hybond Membrane

Leerkassetten

LSR Fortessa

Scie-Plas Semi Dry Blotting System
Synergy™ Mx

XCell SureLock® Mini-Cell

2.3 Verwendete Kits

Cholesterol FS
DELFIA EuTDA Cytotoxicity Reagents

FlowCytomix™ Human Obesity
Iplex Kit

Glucose Gluc-DH FS
Micro BCA™ Protein Assay
Triglycerides FS

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden
biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
BioTek® Instruments, Inc., Vermont, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA

DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland
PerkinElmer Inc., Waltham, USA

eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich
DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland

2.4 Verwendete Analysensoftware

BD FACSDiva™

FlowCytomix Pro Software
Fusion Capt-Software
GraphPad Prism 5.01 Software

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich
Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen, Deutschland
GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
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3 Methoden

Im Methodenteil wird der Einfachheit halber die mannliche Form (Proband, Person) verwendet. Wenn

es nicht differenziert beschrieben ist, sind damit auch weibliche Personen eingeschlossen.

3.1 Studienpopulation

Die Teilnehmer der Studie waren Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der Stadtwerke Halle GmbH, die
durch Werbung in der Mitarbeiterzeitschrift, Informationsbroschiren und E-Mails akquiriert wurden.
Die Probanden wiesen einen BMI von mindestens 30 kg-m'2 auf und waren maximal 65 Jahre alt. Zu
den Ausschlusskriterien zahlten eine bestehende Schwangerschaft, Stillen, chronische
Infektionskrankheiten, sowie akute, metabolische, endokrine Erkrankungen (z.B. Typ | Diabetes,
Hypo- oder Hyperthyreose) oder immunsuppressive Therapien (z.B. Chemotherapie). Insgesamt
wurden 24 adipose Probandinnen und Probanden fur die experimentelle Gruppe und 15 adipdse
Personen fir die Kontrollgruppe rekrutiert, wovon aufgrund der bestehenden Ausschlusskriterien
5 Personen zu Beginn und aufgrund personlicher Grinde 2 Probanden wahrend der Studie
ausgeschieden sind.

SchlieRRlich konnten 32 gesunde, adip6se Probanden in die Studie eingeschlossen werden. In der
experimentellen Gruppe nahmen 19 Personen an einem 3-monatigen Interventionsprogramm teil,
wahrend die Kontrollgruppe aus 13 Studienteilnehmern bestand, die hinsichtlich BMI, Alter und
Geschlecht mit den Probanden der Interventionsgruppe gematcht worden sind. Jeder Proband wurde
Uber die Studie aufgeklart, unterzeichnete eine Einverstandniserklarung und fillte einen Fragebogen
zu familidren, schulischen, beruflichen, verhaltensbezogenen-, medizinischen, sport- und

erndhrungsrelevanten Hintergrinden aus.

3.2 Intervention

Die Probanden der Interventionsgruppe nahmen an einem leicht durchfiihrbaren und individuell
angepassten Sportprogramm teil. Nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
»,Obesity: preventing and managing the global epidemic.” (2000) bestand das Sportprogramm aus drei
Einheiten pro Woche: eine Einheit Ausdauertraining und zwei Kombinationseinheiten aus Kraftigung
und Ausdauer. Jede Einheit umfasste eine Stunde. Vor Studienbeginn und nach Studienende wurde
bei allen Teilnehmern der Blutdruck gemessen, die Herzfrequenzvariabilitdt bestimmt und ein
Elektrokardiogramm (EKG) durchgefiihrt. Aul3erdem folgten weitere umfassende Untersuchungen zur
Beurteilung der Korperzusammensetzung, des Grundumsatzes und der Leistung: eine
Bioimpedanzanalyse (BIA) sowie ein Physical Working Capacity (PWC)-Test inklusive einer
spirometrischen Auswertung. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die individuelle Leistungsfahigkeit
eingeschatzt, um ein optimales Training ohne Uberbelastung zu garantieren.

Begleitend zur kérperlichen Aktivitat folgten Erndhrungsempfehlungen, die auf den Empfehlungen der
Deutschen Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) e.V. basieren (,Vollwertig essen und trinken nach den

10 Regeln der DGE®, Rdsch 2011). Verschiedene Informationsblatter mit klar dargestellten Richtlinien
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erhielt jeder Proband sowie Gruppenberatungen und auch Einzelgesprache zur Verdeutlichung der
Thematik "Gesunde Ernahrung" wurden angeboten. Nach individuell berechnetem Grundumsatz
folgten Empfehlungen fir die tagliche Energiezufuhr mit einer gesunden Lebensmittelauswahl und
moglichst gering verarbeiteten Produkten, drei Hauptmahlzeiten ohne Snacks und
Zwischenmahlzeiten, sowie vermehrter Zufuhr von Vollkornprodukten, Gemiise und fettarmen,

eiweilRreichen Lebensmitteln als Abendmabhlzeit.

3.3 Anthropometrische und physiologische Messungen

3.3.1 Taillen- und Hiftumfang

Die Umfange wurden bei jedem Probanden vor Beginn und nach Ende der Studie stehend und in
Atemruhelage mit Hilfe eines flexiblen MalRbandes gemessen. Fir den Taillenumfang wurde lateral
zwischen dem unteren Rand des Brustkorbes und der Crista iliaca Mall genommen; flr den

Haftumfang wurde der Trochanter major als Bezugspunkt gewabhilt.

3.3.2 KoOrperzusammensetzung

Die folgenden Messungen wurden in Kooperation mit dem Institut fir Leistungsdiagnostik und
Gesundheitsfoérderung e.V. in Halle (Saale) durch den Diplom-Erndhrungswissenschaftler Marco
Spielau durchgefinhrt.

Die Korpergewichtsmessungen der Probanden und kleine Zwischenuntersuchungen wurden mit Hilfe
der Koérperanalyse-Waage BC-545 (Tanita Europe B.V., Amsterdam, Niederlande) durchgefiihrt. Dazu
stellte sich der Proband mit nackten Fif3en auf die vier Elektroden der Trittflache und nahm zusatzlich
die zwei ausziehbaren Griffe in die Hand. Die 4-Punkt Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) erfolgte
durch zwei ungefahrliche, niederfrequente elektrische Stréme, um den Widerstand (Impedanz) des
Kdrpers zu messen. Neben der Beurteilung der Fett- und Muskelmasse, berechnete die Waage nach
Alters-, Geschlecht- und GréRenangabe auch den BMI sowie den kalorischen Grundumsatz.

Zur Berechnung des individuellen Grundumsatzes und fir prazise Analysen der
Koérperzusammensetzung zu Beginn und am Ende der Studie wurde ein phasensensitives
Monofrequenz-Gerat von Data Input® (Data Input GmbH, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Dem
liegenden Probanden wurden dazu je zwei Hand- und FulRelektroden angebracht, um, wie bei dem
oben genannten Gerat, mit Wechselstrom die Impedanz des Kérpers zu messen. Mit Hilfe der
3-Kompartiment-Messung wurden Korperfett (body fat; BF) und Magermasse (lean body mass; LBM),
welche zusatzlich in Kérperzellmasse (body cell mass; BCM) und extrazelluldre Masse (extra cellular
mass; ECM) unterteilt wird, bestimmt (Abbildung 3). Die Impedanz Z setzt sich aus dem ohmschen
Widerstand des Gesamtkérperwassers (Resistance; R) und dem kapazitiven Widerstand der
Kdrperzellen (Reactance; Xc) zusammen (Data Input GmbH 2009). Die Fettmasse besitzt eine hohe
Resistance, wahrend die Magermasse durch ihren hohen Anteil an Elektrolyten und Wasser eine
geringe Resistance hat und damit ein guter Stromleiter ist. Kérperzellen wirken durch ihre Protein-
Lipid-Zellmembran wie Kondensatoren und sind so (ber die Reactance bestimmbar. Zur
Kdrperzellmasse zahlen alle stoffwechselaktiven Zellen, wahrend der Rest der Magermasse, wie

bindegewebige Strukturen (Sehnen, Collagen, Faszien), Knochen und Flissigkeiten (Plasma,
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interstitielles und transzellulares Wasser), zur extrazellularen Masse gehéren (Data Input GmbH
2009).

1-Kompartiment-Modell 2-Kompartiment-Modell 3-Kompartiment-Modell
_ ) com
ECM
Gewicht Magermasse

BCM
Messmethoden: Waage Anthropometrie, Phasensensitive BIA,
Infrarot-Interaktanz, Gesamtkorperkalium,
Nicht-phasensensitive BIA, Dilutionsmethoden

DEXA

ECM = Extracellular Mass; Extrazellulare Masse
BCM = Body Cell Mass; Kérperzellmasse

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Kompartiment-Modelle veréndert nach Data Input GmbH, 2009.

3.3.3 Physical Working Capacity (PWC)-Test

Nach WHO-Richtlinien wurde mit den Probanden ein submaximaler PWC-Test mit einer Ziel-
herzfrequenz von 130 bzw. 150 Schldgen pro min durchgefuhrt. Ein PWC 130 Test wurde bei
Personen angewandt, die blutdrucksenkende oder herzfrequenzbeeinflussende Medikamente
einnahmen. Bei allen anderen Probanden wurde ein PWC 150 Test durchgefuhrt. Dazu wurde allen
Probanden ein Brustgurt mit integriertem Pulsmesssystem angebracht, das die Herzfrequenz
Ubermittelt. Zuséatzlich erhielten die Probanden eine Atemmaske zur Atemgasanalyse mittels
Spirometrie. Fur den Test durchliefen die Probanden verschiedene Belastungsstufen auf einem
Fahrradergometer (Ergo Fit Cycle 457 Med, Ergo-Fit GmbH & Co KG, Primasens, Deutschland),
welches zuvor individuell angepasst wurde. Vor Beginn der ersten Stufe wurde bereits arterielles
Kapillarblut aus dem Ohrlappchen entnommen. Bei Testbeginn absolvierten die Probanden die erste
Stufe mit 25 W Widerstand fur 2 min, wobei sich die Belastung stufenweise um 25 W alle 2 min und
ohne Pause erhdhte. In jeder Belastungsstufe wurde Blut aus dem Ohrlappchen zur
Laktatbestimmung entnommen und die Herzfrequenz (HF) notiert. Bei Erreichen der Zielherzfrequenz
von 130 bzw. 150 Schldgen pro min wurde diese Stufe nach 2 min beendet und die Endherzfrequenz
notiert. AnschlieBend folgte eine 5-minitige aktive Erholungsphase, in der mit geringen 25 W

Widerstand weitergefahren wurde.
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3.3.4 Relative maximale Leistungsfahigkeit

Die relative maximale Leistungsfahigkeit entspricht der Leistungsstufe mit absoluter Wattzahl, in der
der PWC-Test beendet wurde. Da das Testende bei einer Herzfrequenz von 130 bzw. 150 min™
festgelegt wurde, entspricht die Leistungsfahigkeit der Probanden nicht der absoluten Leistung bis zur

volligen Erschopfung.

3.3.5 Relative maximale Sauerstoffaufnahme

Die relative maximale Sauerstoffaufnahme (rel. VO, . berechnet sich aus der maximalen
Sauerstoffaufnahme der Probanden bei Testende und ihrem Korpergewicht [ml O,-Volumen-kg™
Korpergewicht]. Mit Hilfe der mobilen Spirometrieanlage Cortex MetaMax® 3B (Cortex Biophysik
GmbH, Leipzig, Deutschland) wurde jeder Atemzug des Probanden wahrend des PWC-Tests
hinsichtlich der Sauerstoffaufnahme und Kohlenstoffdioxidabgabe untersucht. VO, . gibt an, wie
viele ml Sauerstoff ein Organismus je kg Koérpergewicht maximal verwerten kann. Es wird gemessen,
wie viel Sauerstoff ein Mensch unter Belastung Uber die Lunge aufnehmen und im Blut transportieren
kann, um ihn anschlieBend in die Muskelzellen zu bringen, damit er dort zur aeroben
Energiegewinnung genutzt werden kann. Je schneller dies erfolgt bzw. je héher die rel. VO, pax ist,

desto fitter, leistungsfahiger und belastungsresistenter ist ein Organismus.

3.3.6 Blutprobenentnahme

Allen Probanden wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten Blut entnommen: vor Studienbeginn, nach
einem Monat, nach drei Monaten Studiendauer (entspricht Ende der Studie), sowie drei Monate nach
Studienende. Fir die Blutentnahme wurde eine Nichtern-Blutprobe Uber die Vena mediana cubiti
abgenommen. Dazu wurde ein Stauschlauch am Oberarm angelegt, die betreffende Stelle in der
Ellenbeuge mit Desinfektionsmittel benetzt und einem Tupfer trocken gewischt. Fir die Punktion
wurde eine Flugelkanule im 30° Winkel eingestochen und das vendse Blut in verschiedenen
Monovetten (3x 9 ml Heparin-Monovette, 1x 2,7 ml Heparin-Monovette sowie 1x 2,7 ml Fluorid-
Monovette) aufgefangen. Nach erfolgter Blutenthahme wurde der Stauschlauch gelost, die Nadel
herausgezogen und mit einem Tupfer Druck auf die Einstichstelle ausgelbt, damit sich diese

schnellstmglich verschlief3t.

3.3.7 Analyse von Glucose, Triglyceriden und Cholesterin

Alle Analysen wurden in Kooperation mit Frau Prof. Gabriele I. Stangl durch das Institut fir Agrar- und

Erndhrungswissenschaften in Halle (Saale) in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Glucosebestimmung

Fur die Glucosebestimmung wurde Natriumfluorid-behandeltes Blut 10 min bei 4°C und 1500 x g
zentrifugiert und das Plasma anschlieBend abpipettiert. Fir die Analyse wurde das Kit Glucose Gluc-
DH FS verwendet, wobei zunachst vier Teile Reagenz R1 mit einem Teil R2 als Gebrauchsreagenz

gemischt wurden. Anschlielend wurden 700 pl Gebrauchsreagenz zu 7 pl Fluorid-Plasma oder
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Glucose-Standard (DiaSys Diagnostic Systems GmbH) gegeben, vermischt, eine Minute inkubiert und
schlieB3lich die Extinktion bei 340 nm nach 1, 2 und 3 min gemessen.

Die Berechnung erfolgte nach der Formel:

E Probe

Glucose [mg-dI] = x Standard-Konzentration [mg-dl™]

AE Standard

Glucose [mg-dl'l] x 0,05551 = Glucose [mmol-l'l]

Triglyceridbestimmung

Heparinisiertes Blut wurde zunachst bei 4°C und 1500 x g fur 10 min zentrifugiert und das Plasma
abgenommen. 10 pl Plasma oder Kalibratorlésung (TruCal U, DiaSys Diagnostic Systems GmbH)
wurden mit 750 pl Reagenz (Triglycerides FS Kit) versetzt, gemischt und 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Extinktion wurde anschlieBend bei 500 nm gegen den Reagenzien-Leerwert gemessen.
Die Formel zur Berechnung lautet:

E Probe

Triglyceride [mg-dI''] = x Kalibrator-Konzentration [mg-dl™]

AE Kalibrator

Triglyceride [mg-dI''] x 0,01126 = Triglyceride [mmol-I"]

Cholesterinbestimmung

Fiur die Gesamtcholesterinbestimmung des Plasmas wurde, wie bei der Triglyceridbestimmung, Blut
mit dem Gerinnungshemmer Heparin fir 10 min, 4°C und 1500 x g zentrifugiert und das Plasma
abgenommen. Es wurden 750 pl Reagenz des Cholesterol FS Kits zu 10 pl Plasma oder
Kalibratorlésung (TruCal U, DiaSys Diagnostic Systems GmbH) gegeben, vermischt, 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei 500 nm gegen den Reagenzien-Leerwert gemessen.
Zur Bestimmung der High Density Lipoprotein (HDL) Fraktion des Cholesterins wurde dieses zunachst
aus dem heparinisiertem Blut geféllt, indem 100 pl Plasma und 250 ul Féllungsreagenz (HDL
Precipitant, DiaSys Diagnostic Systems GmbH) miteinander vermengt, 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert sowie 20 min bei 2500 x g zentrifugiert wurden. Aus dem Fallungstberstand wurden 50 pl
(bzw. 10 pl Kalibratorlésung und 40 pl NaCl) mit 750 pl Reagenz gemischt, 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und schlieRlich die Extinktion bei 500 nm gegen den Reagenzien-Leerwert
gemessen.

Nach folgender Formel werden die Cholesteringehalte ermittelt:

AE Probe

Cholesterin [mg-dl™] = x Kalibrator-Konzentration [mg-di™]

E Kalibrator

Cholesterin [mg-dl™] x 0,02586 = Cholesterin [mmol-I"']
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Bei der Berechnung der HDL-Fraktion wurden die Verdinnungen durch die Fallungsreagenz (1:3,5)
und durch den Einsatz erhdhten Probenvolumens im Gegensatz zum Kalibrator (5:1) einbezogen, um

die Ausgangskonzentrationen wieder herzustellen.

Die Low Density Lipoprotein (LDL) Fraktion des Cholesterins wurde nach Friedewald (Friedewald et
al., 1972) berechnet:

Cholesterin  p. = Cholesterin gesamt — Cholesterin o — (Triegceride-Faktor'l)

(Faktor = 2,2 [mmol-I"])

3.4 Gewinnung von peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

Nach der Entnahme von heparinisiertem Vollblut wurde dieses im Verhdltnis 1:1 mit Dulbecco’s
phosphate buffered saline (PBS) vermischt und vorsichtig auf eine Biocoll-Trennldsung geschichtet.
Diese Losung hat bei Raumtemperatur eine spezifische Dichte von 1,077 g-ml'1 und trennt nach einer
20-minutigen Zentrifugation bei 1000 x g ohne Bremse PBMC von Erythrozyten und Granulozyten. Die
gewlinschte Zellschicht wurde vorsichtig abgenommen, mit PBS versetzt und 10 min bei 1000 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet griindlich in PBS resuspendiert,
um anschlieRend nochmals 10 min bei 4°C und 400 x g zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde
ebenfalls verworfen und das entstandene Pellet in 1 ml PBS geldst. Zur Zellzahlbestimmung wurden
die Zell-Proben mit Trypanblau versetzt und in einem Neubauer Haemozytometer (Paul Marienfeld

GmbH & Co. KG, Lauda Kdnigshofen, Germany) fur die weiterfihrenden Versuche gezahlt.

3.5 Durchflusszytometrische Analyse

Zur Bestimmung von extrazellularen Oberflachenmolekilen wurden isolierte PBMC zu je
1 x 10° Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte ausgeséat und anschlieend mit verschiedenen
Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikdrpern (Tabelle 1) fur 30 min auf Eis und im Dunkeln
inkubiert. Um unspezifische Antikdrperbindungen auszuschlieen, wurden Isotypenkontrollen gleicher
Spezies und Farben sowie humanes Pentaglobin verwendet. Nach einer anschlieRenden
Zentrifugation bei 400 x g und 4°C fur 2 min, wurde der Uberstand verworfen und die Zellpellets mit
Waschpuffer gewaschen. Es wurde wiederholt gewaschen, zentrifugiert und fiir die nachfolgende
Analyse per Durchflusszytometer in Messpuffer gelost.

Fur eine zusatzliche Messung intrazellularer Marker wurden einige Zellen nach der
Oberflachenfarbung mit CD3 PE und CD56 APC mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fir 10 min auf Eis
und im Dunkeln fixiert. Diese Zellen wurden bei 400 x g und 4°C fiir 2 min zentrifugiert, der Uberstand
wurde abpipettiert und Waschpuffer zugegeben, um maogliche PFA-Reste zu entfernen. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen durch Saponinpuffer perforiert, nochmals zentrifugiert und
anschlieBend fur 30 min auf Eis und im Dunkeln mit intrazellularen Antikérpern inkubiert. Darauf folgte
mehrmaliges Waschen mit Saponinpuffer und Waschpuffer, bis schliel3lich auch diese Zellen fur die

Messung in Messpuffer geldst wurden.
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Die Proben wurden mit Hilfe der BD FACSDiva Flow Cytometry Software an einem LSR Fortessa

analysiert und ausgewertet.

Tabelle 1: Antikdrper-Ubersicht zur Nutzung in der Durchflusszytometrie.

Antikdrper Spezies  Verdinnung Firma Zielstruktur
CD3 PE Maus 1:250 BD Biosciences T-Lymphozyt
CD3 PE-Cy7 Maus 1:50 BD Biosciences T-Lymphozyt
CD4 APC Maus 1:250 BD Biosciences CD4" T-Lymphozyt
CD8 PE Maus 1:500 BD Biosciences CD8" T-Lymphozyt
CD14 FITC Maus 1:500 BD Biosciences Monozyt
CD20 APC-H7 Maus 1:50 BD Biosciences B-Lymphozyt
CD56 APC Maus 1:100 BD Biosciences NK-Zelle
Granzyme A FITC Maus 1:100 BD Biosciences Granzym A in NK-Zelle
IFN-y PE-Cy7 Maus 1:100 BD Biosciences IFN-y in NK-Zelle
Ob-R Fluorescein Maus 1:20 R&D Systems Ob-R auf NK-Zelle
TRAIL PE Maus 1:20 BD Biosciences TRAIL auf NK-Zelle
Waschpuffer: 1M PBS
1% BSA
0,1% Natriumazid
Messpuffer: 1 MPBS
0,1% BSA

Saponin-Puffer:

0,1% Natriumazid

0,1% 1 g-ml'1 Saponin-Lésung
0,1% 1M HEPES
Aqua dest.

3.6 Analyse von Plasma Adipokinen und Zytokinen

Heparinisiertes Blut wurde bei 1000 x g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der Plasma-Uberstand wurde

abgenommen, bei -80°C eingefroren und nach Studienende wurden alle Proben in einem

Versuchsdurchlauf gemessen.
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3.6.1 Prinzip

Das FlowCytomix™ Human Obesity 9plex Kit beruht auf einem Partikel-basierten Immunoassay mit
anschlieBender durchflusszytometrischer Messung. Partikel (Beads) sind mit verschiedenen
Antikdrpern beschichtet, wobei es zwei PartikelgréBen (4 um, 5 um) gibt und diese mit verschiedenen
Intensitdten eines Fluoreszenz-Farbstoffes gekoppelt sind. Dadurch lassen sich bis zu
20 verschiedene Analyte gleichzeitig in einer Probe detektieren. In dem benutzten Kit kénnen
9 Adipozytokine nachgewiesen werden: humaner léslicher CD40 Ligand (soluble CD40L; sCD40L),
I6sliches Intercellular Adhesion Molecule 1 (soluble ICAM-1; sICAM-1), IL-6, Leptin, MCP-1,
Myeloperoxidase (MPO), OPG, Resistin sowie lI6slicher TNF-Rezeptor (soluble TNF-R; sSTNF-R).
sCDA40L ist ein l6slicher Ligand, gehort zur TNF-Rezeptor Superfamile und ist an der Pathophysiologie
chronisch entzindlicher Erkrankungen beteiligt. Seine Serum-Spiegel sind mit dem BMI positiv
korreliert und kdnnen durch Gewichtsverlust reduziert werden (Desideri und Ferri 2003; Schernthaner
et al., 2006; Unek et al., 2010).

ICAM-1 spielt eine Schlusselrolle in der Leukozyten-Adhédsion und Migration (Long 2011). Seine
l6sliche Form, sICAM-1, zirkuliert im Blut, stellt einen typischen Entziindungsmarker dar und zeigt
erhdhte Werte in adipésen Personen, wobei es mit einer stammbetonten Adipositas korreliert (Targher
et al., 2001; Leinonen et al., 2003).

IL-6 ist ein Zytokin, das sowohl von Monozyten/Makrophagen als auch Muskelzellen produziert wird
(Akira et al., 1993). Es hat pro- und antiinflammatorische Effekte, erhoht die Lipolyse und die
Fettsaure-Oxidation und seine niichtern Plasma-Konzentrationen korrelieren positiv mit dem Grad der
Adipositas (Vozarova et al., 2001).

MPO kommt in der azidophilen Granula der Leukozyten vor und katalysiert die Bildung verschiedener
reaktiver (auch radikaler) Sauerstoffspezies, welche eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen und Parasiten spielen (Klebanoff 1980). Bei einer Fille an Reaktionsprodukten entsteht
oxidativer Stress, der bei einigen chronisch entzindlichen Erkrankungen (z.B. Arteriosklerose) eine
Rolle spielt (Podrez et al., 2000; Zhang et al., 2002; Nicholls und Hazen 2009).

OPG ist ein losliches Protein der TNF-Rezeptor Superfamilie (Simonet et al.,, 1997), das u.a. als
Rezeptor fur TRAIL dient, von vielen Geweben wie auch dem Fettgewebe (An et al., 2007) produziert
wird und in Verbindung mit kardiovaskularen Erkrankungen steht (Jono et al., 2002). AuRerdem
scheint es negativ mit dem BMI und dem Bauchumfang korreliert zu sein (Ashley et al., 2011).

Das proinflammatorische Zytokin TNF-a bt seine Wirkung sowohl Gber TNF-R als auch uber die
I6sliche Form, sTNF-R, aus, die in der Blutlaufbahn zirkuliert (Aderka et al., 1992). sSTNF-R ist bei
Adipositas und vermehrter Fettmasse erhoht (Zahorska-Markiewicz et al., 2000; Olszanecka-
Glinianowicz et al., 2011) und zeigte seine protektive Wirkung gegeniber der Adipositas-induzierten
Insulin-Resistenz in Knockout Mausen (Romanatto et al., 2009).

Proben und Standardlésungen werden, wie in Abbildung 4 dargestellt, mit den beschichteten Beads
inkubiert, wobei die Antikdrper an die zu bestimmenden Analyte binden. Hinzu kommt ein Biotin-
konjugierter zweiter Antikdrper, der sich an den ersten koppelt, und in einem weiteren
Inkubationsschritt wird der Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin-Phycoerythrin (-PE) hinzugefiigt, der an

das Biotin-Antikdrper-Gemisch bindet.
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Abbildung 4: Prinzip des FlowCytomix (www.ebioscience.de).

3.6.2 Versuchsdurchfiihrung

Vor Versuchsbeginn wurde das Assay Buffer Concentrate (10x) im Verhéltnis 1:10 mit autoklaviertem
Wasser vermischt, um so einen 1x Assay Buffer zu erhalten. Die Standard-Zytokine waren lyophilisiert
und wurden nach Zentrifugation in Aqua dest. gel6st. Der Inhalt wurde durch Schnipsen gemischt und
30 min bis zur vollstandigen Lésung inkubiert. Fur die Standard-Verdinnungen wurden jeweils 10 pl
der geldsten Standard-Zytokine in das S1-Reaktionsgefal? pipettiert (Abbildung 5) und mit Assay
Buffer auf 200 pl Volumen aufgefullt. Das entsprach einer 1:20 Verdiinnung eines jeden Zytokins. S2
bis S7 wurden mit 100 pl Assay Buffer beflllt. Anschlieend wurden aus dem gut vermischten
S1-ReaktionsgefalRes 50 pl in S2 pipettiert, S2 gut gemischt und daraus wiederum 50 pl in S3
gegeben. Dies wurde bis S7 fortgefuihrt. Auch der Bead-Zytokin-Mix wurde vorbereitet, indem jedes
Zytokin-Gemisch im Verhaltnis 1:20 pipettiert und mit Reagent Dilution Buffer (RDB) auf das bendtigte
Endvolumen aufgeflillt wurde. Dieses Gemisch wurde nachfolgend fur 5 min bei 3000 x g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und wiederum in gleichem RDB-Volumen resuspendiert, sodass schlieRlich
25 pl Bead-Mix pro Well pipettiert werden konnten. Nach gleicher Prozedur wurde der Konjugat-Mix
vorbereitet, wobei 50 pl Volumen fiir jedes Well benétigt wurden.

YT YT YT

VVYVYVVVY

Abbildung 5: Verdiinnungsschema der Standard-Zytokine (www.ebioscience.de).

Wenn alle Vorbereitungen abgeschlossen waren, wurden 50 pl Assay Buffer in jedes Well der Platte
pipettiert und per Vakuum abgesaugt. Danach wurden die Standard-Verdiinnungen S1-S7 sowie
Assay Buffer als Blank-Wert auf der Platte verteilt. Fur spéatere Einstellungen zur Messung wurde ein
zusétzliches Well mit S1 befillt. In alle restlichen Wells wurden je 25 pl zu untersuchende Probe
pipettiert. Auf alle Wells wurden nun 25 pl Bead-Mix und 50 pl Konjugat-Mix gegeben und fur 2 h im
Dunkeln auf einem Schuttler inkubiert.

In dieser Zeit wurde die Streptavidin-PE-Losung hergestellt, indem Streptavidin-PE im Verhéltnis
1:31,25 mit Assay Buffer verdinnt und bis zur weiteren Verwendung dunkel und auf Eis gelagert
wurde. Nach 2-stiindiger Inkubationszeit wurde die Platte per Vakuum leergesaugt und die Wells
mehrmals mit 100 pl Assay Buffer gewaschen. Daraufhin wurden 50 pl Streptavidin-PE-Lésung in

jedes Well gegeben und die Platte fur 1 h schittelnd im Dunkeln inkubiert. Wiederum wurden die
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Wells mit Assay Buffer gewaschen sowie anschlieBend mit 200 ul Assay Buffer ausgespiilt und das
Volumen in FACS-Réhrchen Uberfuhrt. Die Proben wurden an einem LSR Fortessa gemessen und mit

Hilfe der FlowCytomix Pro Software ausgewertet.

3.7 Proteinisolation

Isolierte PBMC wurden zentrifugiert und PBS-Uberstande entfernt. 100 pl 1x Triton X-100 im
Verhaltnis 1:100 mit Protease und Phosphatase Inhibitor Cocktail vermengt und zu je 1 x 10° PBMC
gegeben, gevortext und 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde noch einmal gut gemischt und
15min bei 4°C und 13.000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden nachfolgend in neue

ReaktionsgeféaRe uberfihrt und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Micro BCA™ Protein Assay Kits bestimmt. Diese
Methode verwendet Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA) als Detektionsreagenz fir Kupfer-
lonen (Cu“), welche sich bilden, wenn Cu®*-lonen durch Proteine in alkalischer Umgebung reduziert
werden. Durch Chelatkomplex-Bildung aus zwei Molekilen BCA mit einem Cu**-lon entsteht ein
violett-gefarbtes Reaktionsprodukt, welches eine starke Absorption bei 562 nm aufweist.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein mitgelieferter Bovines Serumalbumin (BSA)-
Standard in einer Reihe verdunnt. Fur die Arbeitslosung (Working Reagent, WR) wurden 25 Teile
Reagenz MA, 24 Teile MB und ein Teil MC vermengt. In einer 96-Well-Platte wurden 150 ul Standard-
oder Probenvolumen pipettiert sowie 150 pul WR und die Platte anschlie3end 30 s auf einem Schiittler
durchmischt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C wurde die Platte auf Raumtemperatur
heruntergekihlt und die Absorption bei 562 nm im SynergyTM Mx Plattenreader gemessen. Zur
Auswertung der Daten wurde von allen gemessenen Proben der Leerwert subtrahiert und nach

Erstellung einer Standardkurve die Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Proben bestimmt.
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3.9 Western Blot

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteingemische wurden Sammel- und Trenngele

(Tabelle 2) in Kassetten gegossen und tiber Nacht auspolymerisiert.

Tabelle 2: Sammel- und Trenngel

Sammelgel (4%) Trenngel (12%)
0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8) 1ml -
1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8) - 1,9 ml
Aqua dest. 6,88 ml 5,4 ml
Acrylamid (40%) 1ml 2,5ml
SDS (10%) 100 pl 100 pl
APS (10%, 60 mg-ml™) 100 pl 100 pl
TEMED 15 pl 15 pl
3.9.1 Bendtigte Puffer und Substanzen:
5fach Lammli-Ladepuffer 25 ml Glycerin

15,62 ml TRIS-HCI (1M, pH 6,8)
B-Mercaptoethanol

59 SDS

2,5 g Bromphenolblau

- mit Aqua dest. auf 50 ml auffillen

10x Lammli-Puffer 30,25 g TRIS (MW=121,14 g-mol"l)
(zur Taschenbeladung) 144,25 g Glycin
10 g SDS

- mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

1x Lammli-Puffer 100 ml 10x Lammli-Puffer

- mit Aqua dest. auf 1000 ml auffullen

TBS bzw. TBS-T 8 g NaCl
0,2 g KCI
3gTRIS
- pH 7,4 einstellen und mit Aqua dest. auf 1 | auffiillen

Fur TBS-T 1 ml Tween zugeben und gut schitteln.
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12,5x Transferpuffer 18,2 g TRIS
90 g Glycin
- mit Aqua dest. auf 1 | auffillen (pH 8,3 priifen)

1x Transferpuffer 80 ml 12,5x Transferpuffer
200 ml Methanol
- mit Aqua dest. auf 1 | auffillen und 2 ml 10% SDS zugeben

Coomassie Farbelésung 25% Isopropanol
10% Essigsaure

0,05% Coomassie Brilliantblau

Ponceau Farbeldsung 0,2% Ponceau S
1% Essigsaure

Die Gebrauchslésung 1:10 mit Aqua dest. verdinnen.

Gleiche Volumina der zu untersuchenden Proteinproben wurden mit 5fach Lammli-Ladepuffer im
Verhéltnis 1:5 verdinnt, vermischt und 10 min im 70°C warmen Wasserbad zur Proteindenaturierung
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben gevortext und kurz zentrifugiert. Die Acrylamidgel-
Kassetten wurden in die XCell SureLock® Mini-Cell Kammer gespannt, mit 1x Lammli-Puffer gefullt,
5 ul Molekulargewichts-Standard und 5 pg Referenzprotein (humane Leberzelllinie SK Hep-1
(Heffelfinger et al., 1992)) in je eine Tasche gegeben und die restlichen Taschen mit den vorbereiteten
Proben befillt. Fir die Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) lief das
Sammelgel bei 120 V ca. 30 min und fur die folgende Proteintrennung ca. 1,5 h bei 160 V. Mit Hilfe
des Semidry-Blottings wurden die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulose Membran (Hybond
Membrane) Ubertragen. In Abbildung 6 ist der Versuchsaufbau dargestellt: zwischen den mit
Transferpuffer befeuchteten Filterpapieren wurden Membran und Gel Ubereinandergelegt, Anode
sowie Kathode angeschlossen und 2 h eine Stromstérke von 150 mA angestellt.

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran in Ponceau- und das Gel in Coomassie-
Farbelosung fur wenige Minuten gelegt. Nach Entfarbung mit Aqua dest. konnte die Ubertragung
Uberprift und gegebenenfalls Proteinreste auf dem Gel angefarbt werden. Nun wurde anhand der
GrolRen-Marker die Membran in zwei Teilsticke geschnitten, um verschieden grol3e Proteine

gleichzeitig nachweisen zu kénnen.

Kathode (-)

«

Gel

Filterpapier ——>
(je 3 Lagen)

Membran

Anode (+) =

Abbildung 6: Versuchsaufbau des Semidry-Blots.
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Die Membran wurde nach dem Proteintransfer mit 5% Milchpulver in TBS-T fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um freie, unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Der
Priméarantikdrper (Tabelle 3) wurde in 5% Milchpulver oder 5% BSA in TBS-T verdinnt, fir 1 h bei
Raumtemperatur auf die Membran gegeben und schlie3lich Gber Nacht in einer feuchten Kammer im
Kuhlschrank gelagert. Am néchsten Morgen wurde die Membran 3 x 5 min in TBS-T gewaschen und
fur 1 h mit dem verdiinnten Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikdrper (Tabelle
3) bei Raumtemperatur und ebenfalls in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss daran wurde
3 x5 min mit TBS-T und 2 x 5 min mit TBS gewaschen, um nachfolgend die Membran mit ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent 5 min im Dunkeln zu inkubieren und darauf befindliche Proteine
am Fusion Fx7 mittels Chemilumineszenz zu detektieren. Um auf den gleichen Membranen auch die
unphosphorylierten Proteine nachzuweisen, wurden die Membranen mit Hilfe eines Restore Western
Blot Stripping Buffer und einem selbst hergestellten Stripping Buffer (siehe Seite 27) von zuvor
verwendeten Antikdrpern befreit. Daraufhin erfolgte eine 20 minltige Blockierung mit 5% Milchpulver
in TBS-T, sowie die Inkubation des priméaren und sekundaren Antikdrpers (Tabelle 3). Abschlieend
wurde B-Aktin (Tabelle 3) nach obigem Protokoll als Haushaltsgen nachgewiesen. Zur Auswertung der
Proteinbanden wurde die Fusion Capt-Software verwendet. Grundsatzlich wurden die Banden gegen
B-Aktin-Banden bzw. phosphoryliertes gegen unphosphoryliertes Protein abgeglichen, um
Ladungsdifferenzen auszugleichen. Um Proben verschiedener Gele miteinander vergleichen zu

kénnen, wurde zusatzlich die Relation zum Referenzprotein gesetzt.

Tabelle 3: Primar- und Sekundarantikorper

Priméarantikorper

i tzt Verdd -
Antikorper Spezies eingeselzie eraunnungs Firma
Verdiinnung medium
ERK 1/2 Kaninchen 1:1000 5% BSA in TBS-T
pERK 1/2 Kaninchen 1:500 5% BSA in TBS-T New England BioLabs GmbH,
STAT3 Kaninchen 1:1000 5% BSA in TBS-T Frankfurt/Main, Deutschland
pSTAT3 Kaninchen 1:500 5% BSA in TBS-T
B-Aktin Maus 1:40000 5% Milch in TBS-T Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sekundéarantikdrper
i tzt Verdu -
Antikorper Spezies eingeselzte erdunnungs Firma
Verdiinnung medium
dianova GmbH, Hamburg,
Anti-Maus 1gG Ziege 1:20000 50 Milch in TBS-T 00V urg
Deutschland
. . . . Ne England BioLabs GmbH,
Anti-Kaninchen IgG ~ Ziege 1:2000-1:10000 5% BSA in TBS-T W Eng '

Frankfurt/Main, Deutschland
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Stripping Buffer 20 ml 10% SDS
12,5 ml 0,5 M TRIS-HCI pH 6.8
700 pl B-Mercaptoethanol
- mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

3.10 Zelllinien und Kultivierung

Die humane Kolon-Adenokarzinom-Zelllinie DLD-1 wurde freundlicherweise von Herrn Dr. rer. nat.
Thomas Miuller aus der Klinik fur Innere Medizin 1V, Abteilung Hamatologie und Onkologie, des
Universitatsklinikums Halle (Saale) zur Verfiigung gestellt. Die Zellen stammen urspriinglich von
einem 45-jahrigen Patienten mit Adenokarzinom des Colon sigmoideum (Dexter et al., 1979). Die
Kultivierung erfolgte in RPMI-Medium 1640 unter Zusatz von 10% fetales Kélberserum (FKS),
100 U-ml™ Penicillin und 100 pg-ml™ Streptomycin in einem Inkubator bei 37°C, 5% CO,, 20% O,
sowie 95% Luftfeuchtigkeit. Die Kolon-Adenokarzinom-Zellen wachsen adhérent als Monolayer und
wurden bei 80% Konfluenz fur weitere Versuche genutzt. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal die

Woche und das Umsetzen der Zellen in neue Zellkulturflaschen wurde im Verhaltnis 1:7 durchgefuhrt.

Die humane NK-Zelllinie NK-92 wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Roland Jacobs aus der
Klinik fir Immunologie und Rheumatologie der Medizinischen Hochschule Hannover zur Verfiigung
gestellt. Sie stammt von einem Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom (Gong et al., 1994), wachst im
Gegensatz zur DLD-1 Zelllinie als Suspensionskultur und ist nicht adharent. Die NK-Zellen wurden in
RPMI-Medium 1640 mit 10% FKS, 100 U-ml™* Penicillin, 100 ug-ml'1 Streptomycin sowie 1 mM
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin und 200 U-mI* humanes, rekombinantes Interleukin-2 unter den
gleichen Bedingungen wie die DLD-1 Zelllinie kultiviert. Hier erfolgte der Mediumwechsel ebenfalls
zweimal pro Woche und fur eine neue Passage wurden die Zellen im Verhéltnis 1:4 mit frischem

Medium versetzt.

3.11 NK-Zell vermittelter Zytotoxizitatsassay

Prinzip

Das DELFIA® Cell Cytotoxicity Kit weist Zell-vermittelte Zellzytotoxizitat nach, indem die Zielzellen mit
Bis(Acetoxymethyl)2,2’:6°,2”-Terpyridin-6,6”-Dicarboxylat (BATDA), einem Fluoreszenz-verstarkenden
Liganden, inkubiert werden. Diese hydrophobe Acetoxymethylester-Verbindung diffundiert passiv
durch die Zellmembran und gelangt so ins Innere der Zelle, wo es durch Acetylesterasen zu dem
hydrophilen Liganden 2,2:6°,2“-Terpyridin-6,6“-Dicarboxylsaure (TDA) hydrolysiert und nun nicht mehr
membrangéngig ist (Abbildung 7). Nach Zugabe von Effektorzellen und einer erfolgten Zytolyse der
Zielzellen wird TDA freigesetzt und bildet nach Addition der DELFIA Europium Solution einen stabilen
und stark fluoreszierenden Chelatkomplex (EuTDA), der schlieBlich photometrisch gemessen werden
kann (Abbildung 8). Findet keine Zelllyse durch die Effektorzellen statt und die Zielzellen bleiben

intakt, wird keine Fluoreszenz detektiert, da Europium L&sung kein Licht emittiert. Dieses Verfahren
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verwendet keine radioaktiven Substanzen im Gegensatz zum konventionellen Chromium-Release

Assay.

o BATDA <2z | O T0A 0

: CH, CH, o = + 2CH, COOQ" « 2H,CO

Abbildung 7: Hydrolyse zu TDA nach BATDA-Zugabe (www.perkinelmer.de).

Abbildung 8: EuTDA-Komplexbildung nach Zugabe der Europium Solution (www.perkinelmer.de).

3.11.1 Versuchsdurchfiihrung

Zur Bestimmung der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitdt wurde das DELFIA® EuTDA Cytotoxicity
Reagents Kit entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Zu Beginn des Versuchs wurden die
Effektorzellen NK-92 in einem Rohrchen abzentrifugiert, gezéhlt und auf 2,5 Mio. Zellen pro ml
eingestellt. Diese Zellen wurden entweder mit verschiedenen rekombinanten, humanen Leptin-
Konzentrationen fiir 4 h stimuliert (10 ng-ml™, 100 ng:mI™") oder blieben als Kontrollen unstimuliert. Die
Versuche wurden jeweils in 5 unabhéngigen Experimenten mit je n=4 durchgefihrt.

Kurz vor Ende der Inkubationszeit wurden die DLD-1 Zellen, die Zielzellen, vorbereitet, indem diese
aus einer grol3en Zellkulturflasche mit Trypsin gelost, RPMI-Medium 1640 hinzugegeben,
abzentrifugiert und schlieBlich auf eine Konzentration von 1 Mio. Zellen pro ml Medium eingestellt
wurden. Zu 3 ml Zellsuspension wurden 5 ul BATDA-Reagenz hinzugefugt und unter gelegentlichem
Schwenken des Rohrchens bei 37°C fur 15 min inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen erneut fur
3 min bei 200 x g zentrifugiert und in neuem Medium resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde
insgesamt dreimal wiederholt. Nach einer Ruhephase von 30 min im Brutschrank wurden die Zellen
zentrifugiert und auf 50.000 Zellen pro ml Medium eingestellt. Eine Probe der Zellsuspension wurde
abzentrifugiert und der Uberstand zur Hintergrund-Bestimmung der 96-Well-Platte genutzt.

Nach Inkubation der NK-92 Zellen wurden diese zentrifugiert und in 1 ml frischem Medium geldst
(2,5 Mio. Zellen pro ml). Zudem wurde ein Lysepuffer zur Bestimmung der maximalen Zelllyse als
guantitativer Vergleich im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

In einer V-Boden-Platte wurden verschiedene Ldsungen pipettiert: Hintergund-Wells (100 pl DLD-1
Uberstand + 100 pl Medium), Spontanlyse-Wells (100 pl DLD-1 Zellen + 100 pl Medium),
Maximallyse-Wells (100 pl DLD-1 Zellen + 70 pl Medium + 30 pl Lysepuffer bzw. 100 pl DLD-1 Zellen

+ 90 pl Medium + 10 pl 5% Triton X-100) sowie Wells mit den Leptin-stimulierten und unstimulierten
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NK-92 mit DLD-1 Zellen im Verhdltnis 3:1. Die fertig pipettierte Platte wurde fir 2 min bei 100 x g
zentrifugiert und 1 h im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen in der Platte fir 5 min
bei 500 x g zentrifugiert und jeweils 20 pl der Zelliiberstédnde in eine Flachboden 96-Well-Platte des
Kits Uberfiihrt, je 200 pl Europium Lésung hinzugegeben und 15 min schittelnd bei Raumtemperatur
inkubiert.

Das Fluoreszenz-Signal wurde mit Hilfe des SynergyTM Mx Photometer bei 340/615 nm detektiert und
korrelierte direkt mit Menge an lysierten Zellen. Kalkuliert wurde die spezifische Lyse uber die Formel:

Experimentelle Lyse — Spontane Lyse

Spezifische Lyse [%] = - x 100
Maximale Lyse — Spontane Lyse

3.12 Statistische Auswertungen

Die Auswertungen der statistisch erhobenen Daten erfolgte mittels Student's t-Test (bezlglich
Zellkultur-Versuche) oder zweifaktorieller Varianzanalyse (two-way ANOVA) der GraphPad Prism 5.01
Software. Faktoriell wurden in der two-way ANOVA Geschlecht x Zeitpunkt und Intervention x
Zeitpunkt betrachtet, wobei statistische Unterschiede mit dem Bonferroni Post-hoc Test bewertet und
bei p < 0,05 als signifikant betrachtet wurden. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler
(standard error oft the mean; SEM) oder als Mediane (Minimum zu Maximum) dargestellt;

Signifikanzen wurden mit Sternchen (*) oder Raute (#) gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden Daten zu verschiedenen Zeitpunkten erhoben: zu Studienbeginn
(Baseline), nach einem Monat Studiendauer, nach 3 Monaten Studiendauer (Studienende) und
3 Monate nach Studienende. Die anthropometrischen, metabolischen und sportlichen Messwerte
werden zu Studienbeginn und -ende prasentiert. Erste Verdnderungen auf zellularer und molekularer
Ebene sind bereits nach Studienende detektierbar, wohingegen Signifikanzen erst 3 Monate nach
Studienende sichtbar werden. Aufgrund der Ubersichtlichkeit werden nicht alle Messergebnisse in
jeder Abbildung prasentiert. Durch terminliche, persénliche und wissenschaftliche Hintergriinde
kénnen nicht alle Probandinnen und Probanden zu jedem Zeitpunkt in die Messung und Auswertung

einbezogen werden.

4.1 Studienpopulation, anthropometrische und metabolische Parameter

Die experimentelle Gruppe der Studie bestand aus 8 Probanden und 11 Probandinnen mit
durchschnittlich 50 Lebensjahren (Tabelle 4). Die Manner reduzierten wahrend der Studie ihr Gewicht,
ihren BMI, ihren Taillen- und Huftumfang sowie ihre Fettmasse hoch signifikant (P < 0,001), wéhrend
die Frauen ebenso signifikante Veranderungen (P < 0,01) der genannten anthropometrischen
Parameter im Vergleich zum Studienbeginn (Baseline) aufwiesen (Tabelle 4). Die Manner verloren
innerhalb der 3-monatigen Studiendauer durchschnittlich 10 kg ihres Koérpergewichts, was mit der
Fettmassereduktion um 10 kg fast gleichzusetzen ist. Verglichen zur Baseline, hatte die Intervention
keinen signifikanten Effekt auf das Taillen-HUftumfang-Verhdaltnis und die Magermasse bei beiden
Geschlechtern. Einen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern konnte nach
Studienende hinsichtlich des Huftumfangs und der Fettmasse verzeichnet werden. Grundsatzlich
zeigte sich zwischen den Geschlechtern eine Signifikanz beziiglich Taillen-Huftumfang-Verhaltnis und
Magermasse zu beiden Messzeitpunkten. Die Probanden der experimentellen Gruppe konnten ihren
Glukose-Spiegel nach dem 3-monatigen Sport- und Ernahrungsprogramm signifikant im Vergleich
zum Ausgangswert senken. Bis auf einen geschlechtsspezifischen signifikanten Unterschied fir die
HDL-Cholesterol Fraktion zu Studienbeginn gab es keine Veranderungen fur das Gesamtcholesterol,
seine Fraktionen HDL- und LDL-Cholesterol sowie die Triglyzeride im Blut-Plasma innerhalb der
Gruppen.

In Tabelle 5 ist die Kontrollgruppe hinsichtlich ihrer anthropometrischen und metabolischen Parameter
dargestellt. Es gab keine Veradnderungen hinsichtlich der Kérpermafl3e und -massen bei weiblichen
und mannlichen Studienteilnehmern innerhalb der Gruppen. Signifikante Unterschiede waren lediglich
zwischen beiden Geschlechtern beziglich des Gewichts, des Taillen-Huftumfang-Verhaltnisses und
der Magermasse zu verzeichnen. In der mannlichen Kontrollgruppe erhéhte sich das LDL-Cholesterol
signifikant, wohingegen das HDL-Cholesterol in der weiblichen Kontrollgruppe signifikant im Vergleich
zur Baseline sank. Auerdem hatten die weiblichen Kontrollpersonen einen signifikant erhéhten HDL-

Cholesterol Spiegel im Vergleich zu den mannlichen Kontrollen.
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Tabelle 4: Ubersicht der experimentellen Gruppe

Manner Frauen

Studienpopulation

Anzahl (n) 11

Alter [Jahre] 48,8 + 3,3 46,8 + 3,4

Baseline Studienende Baseline Studienende

Anthropometrische Parameter

Gewicht [kg] 102,7+ 3,6 92,6 £ 4,4%** 92,1+3,3 87,7 £ 3,5**

BMI [kg-m] 32,7+0,8 29,4 £+ 1,1%** 32,3+0,7 30,8 £ 0,8**

Taillenumfang [cm] 110,6 +2,5 100,1 +3,4*** 1059+ 1,6 100,7 + 2,2**

Hiftumfang [cm] 1139+2,4 1059+ 2,0  118,3+1,8 113,9 + 2,5=*

Taillen-Hiftumfang-Verhaltnis 0,97 £ 0,01 0,94 + 0,02 0,90 + 0,01% 0,89 +0,02*

Fettmasse [kg] 34,4+23 24,2 + 3,2%** 39,3+2,1 34,7 +2,1% *

Magermasse [kg] 68,3+1,8 68,4 +1,9 52,8+ 1,7 52,8 + 1,8
Metabolische Parameter

Glukose [mmol-I™] 5,88 + 0,36 4,89 + 0,30** 5,13+0,15 4,95 + 0,27

Gesamtcholesterol [mmol1™] 4,98 + 0,19 4,49 + 0,30 5,50 £ 0,54 5,08 £ 0,27

HDL-Cholesterol [mmol-I"] 1,71 +£0,09 1,67 £ 0,08 2,13+ 0,09% 1,95+0,10

LDL-Cholesterol [mmol-I"] 2,60+0,18 2,19+0,24 2,68 + 0,52 2,42 + 0,25

Triglyzeride [mmol-™] 1,46 £ 0,08 1,39 £ 0,09 1,52+0,12 157+0,11

Die Werte entsprechen Mittelwerten + SEM; **P < 0,01, **P < 0,001 im Vergleich zur Baseline innerhalb einer
Gruppe; P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001 im Vergleich zur mannlichen experimentellen Gruppe zum gleichen

Zeitpunkt.

Tabelle 5: Ubersicht der Kontrollgruppe

Manner Frauen

Studienpopulation

Anzahl (n) 6 7

Alter [Jahre] 49,8+ 5,8 485+5,5

Baseline Studienende Baseline Studienende

Anthropometrische Parameter

Gewicht [kg] 109,3+ 6,1 109,3+ 6,1 84,1 + 3,5 83,7 +3,7%

BMI [kg:-m] 32,3+1,8 32,3+1,8 31,8+1,0 31,6 +1,0

Taillenumfang [cm] 113,0+£ 3,3 113,4+£3,1 104,0£ 2,7 103,4 £ 2,6

Hiftumfang [cm] 115,8 + 3,1 114,4 + 3,5 115,0 £ 2,2 113,3+1,5

Taillen-Hiftumfang-Verhaltnis 0,98 £ 0,02 0,99 + 0,02 0,90 + 0,01" 0,91 +0,01*

Fettmasse [kg] 31,4+4,4 31,3+2,8 343121 348+2,1

Magermasse [kg] 779+2,4 77,2+4,3 49,8 + 1,7 48,8 + 1,9
Metabolische Parameter

Glukose [mmol-I"] 5,54 + 0,47 5,46 £ 0,23 5,38 £ 0,23 497 +0,21

Gesamtcholesterol [mmoll™] 4,89 + 0,27 5,39 + 0,15 5,27 + 0,31 5,40 + 0,23

HDL-Cholesterol [mmol™*] 2,10 +£0,12 1,85 + 0,08 2,91 +0,25" 2,57 +0,22%*

LDL-Cholesterol [mmol-I"] 1,99 £ 0,20 2,76 + 0,14** 1,73+0,35 2,12+0,29

Triglyzeride 1,76 £ 0,18 1,72 +0,08 1,38+0,11 1,57 £0,15

Die Werte entsprechen Mittelwerten + SEM; *P < 0,05, **P < 0,01 im Vergleich zur Baseline innerhalb einer
Gruppe; “P < 0,05, #P < 0,01, " P < 0,001 im Vergleich zur mannlichen Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt.
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4.2 Parameter der korperlichen Leistungsfahigkeit

Zu den gemessenen Parametern der korperlichen Leistungsfahigkeit gehoren die relative maximale
Sauerstoffaufnahme (rel. VO, nax) und die korperliche Leistungsfahigkeit (PWC).

Die in Abbildung 9 A dargestellte rel. VO, .« der experimentellen Gruppen stieg in beiden
Geschlechtern nach der Intervention signifikant an. Zu Studienbeginn und -ende zeigte sich bei den
Probanden eine signifikant héhere rel. VO, max im Vergleich zu den Probandinnen. Abbildung 9 B zeigt
die rel. VO, nax der Kontrollgruppen, die bis auf eine Signifikanz zwischen den Geschlechtern zu
Beginn der Studie keine weiteren signifikanten Unterschiede aufweist.

Die Studienteilnehmerinnen der experimentellen Gruppe besitzen eine signifikant geringere PWC zu
beiden Messzeitpunkten im Vergleich zu den Studienteilnehmern, jedoch konnten sie diese wahrend
der Studie signifikant erhthen (Abbildung 10 A). In Abbildung 10 B sind keine Signifikanzen innerhalb
der Kontrollgruppen sichtbar, aber auch hier zeigt sich ein signifikanter Geschlechtereinfluss vor und
nach Intervention.
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Abbildung 9: Relative maximale Sauerstoffaufnahme (rel. VO2 max) der mannlichen und weiblichen
experimentellen Gruppe (A) und der Kontrollgruppe (B) zu Studienbeginn (Baseline) und
Studienende. Die Werte entsprechen den Medianen (Minimum bis Maximum); ***P < 0,001 im
Vergleich zur Baseline innerhalb einer Gruppe; P < 0,01 im Vergleich zur ménnlichen
experimentellen bzw. Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt.

32



Ergebnisse

A

300+
% [ Baseline
.E T Studienende
©
o *
8 200 _
g, ##
2 100-
©
L
2
o 0 T T

Manner Frauen
B

300+
% [ Baseline
£ —_ Studienende
©
Q.
o #HH
£ it
F o =
©
L
&
o 0 T T

Manner Frauen

Abbildung 10: Physical Working Capacity (PWC) der mannlichen und weiblichen experimentellen Gruppe (A)
und der Kontrollgruppe (B) zu Studienbeginn (Baseline) und Studienende. Die Werte entsprechen
den Medianen (Minimum bis Maximum); *P < 0,05 im Vergleich zur Baseline innerhalb einer
Gruppe; #p < 0,01, P < 0,001 im Vergleich zur mannlichen experimentellen bzw.
Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt.

4.3 Veranderungen der PBMC-Populationen

4.3.1 Messung verschiedener PBMC-Populationen im Durchflusszytometer

Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurden isolierte PBMC nach Granularitat und GroRRe von
unerwiinschten Partikeln abgegrenzt (Abbildung 11 A). Aus dem PBMC-Gate wurden CD14" Zellen,
die Monozyten, und CD20" Zellen, die B-Lymphozyten, bestimmt (Abbildung 11 B und C).
T-Lymphozyten hingegen tragen auf ihrer Oberflache CD3 (Abbildung 11 D) und kdnnen uber eine
weitere Unterscheidung nach CD4 und CD8 (Abbildung 11 E) in T-Helferzellen und zytotoxische

T-Zellen klassifiziert werden.
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Abbildung 11: Klassifizierung der PBMC-Population im Durchflusszytometer. Nach PBMC-Gating (A) folgt
die Klassifizierung in Monozyten (B), B-Lymphozyten (C) und T-Lymphozyten (D). T-Lymphozyten
konnen anschlieRend durch CD4- und CD8-Trennung in CD4" T-Lymphozyten (T-Helferzellen)
und CD8" T-Lymphozyten (zytotoxische T-Zellen) unterteilt werden (E).
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4.3.2 Graphische Darstellung der Verdénderungen der PBMC-Populationen

Abbildung 12 A-E zeigt den prozentualen Anteil der einzelnen PBMC-Populationen der méannlichen
und weiblichen experimentellen Gruppe zu Beginn der Intervention (Baseline) und 3 Monate nach
Studienende. Die Anzahl an Monozyten ist 3 Monate nach Studienende in beiden experimentellen
Gruppen signifikant vermindert (A), wahrend die Anzahl an B-Lymphozyten innerhalb der mannlichen
experimentellen Gruppe zunahm (B). Die T-Lymphozyten Zellzahl stieg 3 Monate nach Studienende in
beiden Geschlechtern signifikant an (C). Nach Klassifizierung der T-Lymphozyten in CD4" und CD8"
ist eine signifikante Erhéhung der CD4" T-Lymphozyten 3 Monate nach Studienende bei den Mannern
nachweisbar (D). GroRe Signifikanzen aber zeigen beide Geschlechter beziiglich ihrer CD8"

T-Lymphozyten, den zytotoxischen T-Zellen (E).
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Abbildung 12: Monozyten, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten mit CD4" und CD8" T-Lymphozyten. (A)
Monozyten, (B) B-Lymphozyten und (C) T-Lymphozyten der experimentellen Gruppen zur
Baseline und 3 Monate nach Studienende. (D) CD4" T-Lymphozyten und (E) CDS8"
T-Lymphozyten als Untergruppe der T-Lymphozyten. Die Werte entsprechen den Medianen
(Minimum bis Maximum); *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001 im Vergleich zur Baseline innerhalb

einer Gruppe.

4.4 Einfluss der Intervention auf NK-Zellen

4.4.1 Messung der NK-Zell-Populationen im Durchflusszytometer

Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde eine weitere Lymphozyten-Population ndher betrachtet. Wie
in Abbildung 11 A wurden zunéchst PBMC eingegrenzt und schlieBlich nach CD3™ und CD56" Zellen,
den NK-Zellen, differenziert (Abbildung 13 A). Nach der CD56 Oberflachenexpression kdnnen diese
Zellen in CD56°"" (hohe CD56 Expression) und CD56°™ (geringe CD56 Expression) NK-Zellen
unterschieden werden (Abbildung 13 B), was auch funktionelle Unterschiede zur Folge hat. In dieser
Arbeit stehen besonders NK-Zellen im Fokus, auf denen weitere Bestandteile betrachtet werden.
Abbildung 14 A zeigt den Leptin-Rezeptor (Ob-R) auf NK-Zellen nach Isotypen-Kontrolle (Abbildung
14 B). Ein anderer wichtiger Ligand ist TRAIL, der ebenfalls nach einer Kontrollfarbung mit Isotypen
(Abbildung 15 B) auf NK-Zellen brachtet wurde (Abbildung 15 A).
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Abbildung 13: NK-Zellen mit CD56"™ und CD56""" Differenzierung. Nach PBMC Eingrenzung wie in
Abbildung 11 A, folgt Trennung nach CD3" und CD56" (A). Weitere Differenzierung nach CD56-
Expression mit CD56°"™ (hohe Dichte) und CD56™ (geringe Dichte) NK-Zellen (B).
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Abbildung 14: NK-Zellen mit Ob-R Expression. Nach PBMC Eingrenzung (Abbildung 11 A) und Trennung nach
CD3 und CD56" (Abbildung 13 A) folgt die weitere Differenzierung nach Ob-R" NK-Zellen (A)
nach vorangegangener Isotypen-Kontrolle (B).
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Abbildung 15: NK-Zellen mit TRAIL Expression. Nach PBMC Eingrenzung (Abbildung 11 A) und Trennung
nach CD3" und CD56" (Abbildung 13 A) folgt die weitere Differenzierung nach TRAIL® NK-Zellen
(A) nach vorangegangener Isotypen-Kontrolle (B).

In der zytotoxischen Granula von NK-Zellen befinden sich u.a. Interferon-y (IFN-y) und Granzym A.
Beide intrazellularen Bestandteile wurden nach Isotypen-Kontrolle (Abbildung 16 B und Abbildung
17 B) auf CD56""" und CD56"™ NK-Zellen angefarbt (Abbildung 16 A und Abbildung 17 A).
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Abbildung 16: CD56°™™ und CD56"™ NK-Zellen mit intrazellularer IFN-y Expression. Nach PBMC

Eingrenzung (Abbildung 11 A) und Trennung nach CD3" und CD56" (Abbildung 13 A) folgt die
weitere Differenzierung nach IFN-y* CD56”" und CD56"" NK-Zellen (A) nach
vorangegangener Isotypen-Kontrolle (B).
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Abbildung 17: CD56°"" und CD56%™ NK-Zellen mit intrazellularer Granzym A Expression. Nach PBMC
Eingrenzung (Abbildung 11 A) und Trennung nach CD3 und CD56" (Abbildung 13 A) folgt die
weitere Differenzierung nach Granzym A" CD56”™ und CD56"™ NK-Zellen (A) nach
vorangegangener Isotypen-Kontrolle (B).

4.4.2 Graphische Darstellung der Verdanderungen der NK-Zell-Populationen

Abbildung 18 A zeigt die prozentuale Menge an NK-Zellen der weiblichen und méannlichen
experimentellen Gruppe zur Baseline und 3 Monate nach Studienende. In Abbildung 18 B und C
werden die Gruppen zu gleichen Zeitpunkten veranschaulicht, jedoch sind die NK-Zellen nach
CD56°""™ (Abbildung 18 B) und CD56™™ unterteilt (Abbildung 18 C). CD56™"™ NK-Zellen betragen
rund 10% und CD56°™ ca. 90% der gesamten NK-Zellen. Weder die gesamte NK-Zell-Population

noch die zwei Subgruppen zeigten Veranderungen hinsichtlich ihrer Zellzahl nach der Intervention

(Abbildung 18 A-C).
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Die spezifische Ob-R Expression auf den NK-Zellen zu Studienbeginn und 3 Monate nach
Studienende stellt Abbildung 19 A dar. In Abbildung 19 B sind die TRAIL" NK-Zellen der Manner und
Frauen der experimentellen Gruppe illustriert. Sowohl Ob-R" als auch TRAIL" NK-Zellen zeigten keine
signifikanten Veréanderungen 3 Monate nach Studienende im Vergleich zum Studienbeginn innerhalb
der Gruppen und auch zwischen den Geschlechtern.

Um die Zytotoxizitat der NK-Zellen nachzuweisen, wurden, wie in Abbildung 20 dargestellt, die
intrazellulare IFN-y und Granzym A Expression auf den NK-Zell-Subtypen néher betrachtet. 3 Monate
nach Studienende zeigten die Probanden eine signifikant erhdhte IFN-y Expression der CD56""9"
NK-Zellen, wahrend es keine Unterschiede in den Probandinnen gab (Abbildung 20 A). Eine stark
signifikant erhéhte IFN-y Produktion konnte in den CD56°™ NK-Zellen 3 Monate nach Intervention in
beiden Geschlechtern festgestellt werden (Abbildung 20 B). So stieg die Menge an intrazellular
produziertem IFN-y um mehr als das Doppelte an. Granzym A hingehen zeigte keine Signifikanz in der
CD56"9" (Abbildung 20 C) und CD56"™ (Abbildung 20 D) NK-Zell-Population zu Beginn und

3 Monate nach Studienende der mannlichen und weiblichen Interventionsgruppe.
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Abbildung 18: NK-Zellen mit CD56""9" und CD56%™ Differenzierung. Darstellung der gesamten NK-Zellzahl
der experimentellen M&nner und Frauen zur Baseline und 3 Monate nach Studienende (A).
Weitere Differenzierung nach hoher und geringer CD56 Expression mit CD56""9" (B) und CD56"™
(C) NK-Zellen, welche ebenfalls keine Veranderungen nach der Intervention zeigen. Die Werte
entsprechen den Medianen (Minimum bis Maximum).
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Abbildung 19: Ob-R" und TRAIL"™ NK-Zellen. Es sind die ménnlichen und weiblichen experimentellen Gruppen
zu Beginn und 3 Monate nach Studienende dargestellt. Es gibt weder bei den Ob-R" NK-Zellen
(A) noch bei den TRAIL" NK-Zellen (B) Signifikanzen 3 Monate nach Studienende. Die Werte

entsprechen den Medianen (Minimum bis Maximum).
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Abbildung 20: IFN-y" und Granzym A" CD56°"" und CD56%™ NK-Zellen. Vergleich der mannlichen und
weiblichen experimentellen Gruppen zu Beginn und 3 Monate nach Studienende. Es gibt eine

signifikante Erhohung der IFN-y Expression der CD56

NK-Zellen der experimentellen Manner

3 Monate nach Studienende im Vergleich zur Baseline (A). Manner und Frauen zeigen eine
signifikante Erhéhung der IFN-y* CD56%™ NK-Zellen um mehr als das Doppelte 3 Monate nach
Studienintervention (B). Die Granzym A Expression der CD56""9" (C) und CD56%™ (D) NK-Zellen
ist in beiden Geschlechtern nicht verandert. Die Werte entsprechen den Medianen (Minimum bis
Maximum); *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001 im Vergleich zur Baseline innerhalb einer Gruppe.
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4.5 Adipokin-Spiegel nach Gewichtsverlust

Im Blutplasma der Probanden und Probandinnen wurden einige Adipozytokine untersucht. IL-6 und
OPG konnten nicht nachgewiesen werden bzw. waren unter der Nachweisgrenze. Abbildung 21 A
zeigt, dass die Plasma-Leptin Spiegel der Manner signifikant um mehr als die Halfte reduziert werden
konnten, wobei es bei den Frauen keine Veranderungen 3 Monate nach Intervention gab. Insgesamt
gibt es einen hoch signifikanten Geschlechtereinfluss, wobei die Frauen 3 Monate nach Studienende
5-fach héhere Leptin-Konzentrationen im Vergleich zur mannlichen Experimentgruppe aufweisen.
Auch die Plasma-Resistin Level sanken signifikant bei den Probanden, wéhrend sie bei den
Probandinnen unverandert blieben (Abbildung 21 B). MCP-1, sSTNF-R, sICAM-1, MPO und sCD40L
zeigten zwischen Baseline und 3 Monate nach Studienende keine signifikanten Verénderungen

hinsichtlich ihrer Blutplasma Konzentrationen (Abbildung 21 C-G).
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Abbildung 21: Plasma-Konzentrationen von Leptin, Resistin, MCP-1, sTNF-R, sICAM-1, MPO und sCD40L.
(A) Die experimentellen Probanden reduzierten signifikant ihre Plasma-Leptin Spiegel um die
Halfte im Vergleich vor und 3 Monate nach der Intervention, wéahrend die Leptin-Konzentrationen
der Probandinnen unverandert blieben. Eine hohe Signifikanz stellt sich zwischen den
Geschlechtern dar: die Frauen weisen 3 Monate nach Studienende bis zu 5fach hohere Leptin-
Level im Vergleich zu den Mannern auf. (B) Die Resistin-Mengen im Blutplasma der méannlichen
experimentellen Gruppe sind ebenfalls 3 Monate nach der Studie signifikant gesunken. Keine
Veranderungen gab es beziglich der (C) MCP-1, (D) sTNF-R, (E) sICAM-1, (F) MPO und (G)
sCD40L Plasma-Spiegel der experimentellen Manner und Frauen zu beiden Zeitpunkten. Die
Werte entsprechen den Medianen (Minimum bis Maximum); *P < 0,05 im Vergleich zur Baseline
innerhalb einer Gruppe; P < 0,01, **P < 0,001 im Vergleich zur mannlichen experimentellen
Gruppe zum gleichen Zeitpunkt.

4.6 Leptin-Signalweg

STAT3 und ERK1/2 sind 2 Phosphokinasen, die eine Schlisselrolle im Leptin-Signalweg spielen. Fir
dieses Experiment wurden nach Alter und Kérpergewicht passende, méannliche Kontrollpersonen mit
Teilnehmern der experimentellen Gruppe 3 Monate nach Studienende verglichen. Die durchgefihrten
Western Blot Analysen zeigten keine signifikanten Veranderungen der Expression von STAT3 und
ERK 1/2 (Abbildung 22 A und C) in Relation zum Referenzprotein in den PBMC. Ebenso konnten
keine signifikanten Unterschiede bezlglich der aktiven, phosphorylierten Formen von STAT3 und
ERK1/2 (Abbildung 22 B und D) zwischen den Kontrollpersonen und der experimentellen Gruppe
3 Monate nach Intervention festgestellt wurden.

Exemplarisch sind in Abbildung 23 die Proteinnachweise fir pSTAT3, STAT3, pERK1/2, ERK1/2 und
B-Aktin aus den PBMC einer Kontrollperson und eines Teilnehmers der experimentellen Gruppe zum

Zeitpunkt IV (3 Monate nach Studienende) dargestellit.
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Abbildung 22: Proteinanalyse von STAT3, ERK 1/2 und seinen phosphorylierten Formen. Die (A) STAT3 und

Abbildung 23:

(C) ERK 1/2 Proteinexpression in Relation zum Referenzprotein zwischen Kontroll- und
experimenteller Gruppe 3 Monate nach Intervention zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Ebenso die Darstellung der Aktivierungslevel von STAT3 und ERK 1/2 als Quotient seiner
phosphorylierten zur unphosphorylierten Form im Vergleich der ménnlichen Kontrollgruppe zur
experimentellen Gruppe 3 Monate nach Studienende (B und D). Die Werte entsprechen den
Medianen (Minimum bis Maximum).

KIV EIV

PSTAT3 =y
stats |
cEr12 |
ERK1/2 —
p-Aktin I

Proteinnachweis im Western Blot. Darstellung des Proteinnachweises einer méannlichen
Kontrollperson 3 Monate nach Studienende (KIV) sowie eines experimentellen Mannes (EIV) fir
aktives STAT3 (pSTAT3), STAT3, aktives ERK1/2 (pERK1/2), ERK1/2 und das Haushaltsgen
B-Aktin der isolierten PBMC auf einer Membran.
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4.7 NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat nach Leptin-Stimulation

Hohe Leptin-Spiegel, wie sie bei den Teilnehmern zu Beginn der Studie vorlagen, werden dafur
verantwortlich gemacht, die NK-Zell-vermittelte Tumorzelllyse negativ zu beeinflussen. Aufgrund
dessen wurde ein in vitro Zytotoxizitéatstest mit NK-92 Zellen durchgefuhrt, welche charakteristisch den
CD56""9" NK-Zellen mit einer hohen zytotoxischen Aktivitét entsprechen (Maki et al., 2001). Diese
wurden mit verschiedenen Leptinmengen inkubiert und zeigten eine signifikante Reduktion der
spezifischen Zelllyse nach Stimulation mit 100 ng-mlI™ Leptin im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
Eine Inkubation mit 10 ng-ml'1 Leptin zeigte keine signifikanten Verénderungen beziglich der NK-Zell-

Zytotoxizitat gegentber Tumorzellen (Abbildung 24).

150+ -
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Abbildung 24: NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat nach Leptin-Stimulation. NK-92 Zellen wurden mit 10 ng-ml"l
und 100 ng-ml'1 Leptin stimuliert. Im Vergleich zur Kontrolle sank die spezifische NK-Zelllyse
gegenuber den Tumorzellen signifikant um 20%. Die Werte entsprechen den Medianen (Minimum
bis Maximum); **P < 0,01 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.
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5 Diskussion

Ein Ubermal an Nahrungsmitteln, hoch verarbeiteten Lebensmitteln sowie fehlende Bewegung durch
lange und vor allem sitzende Berufstatigkeiten und bequeme Transportmittel sind nur einige Punkte,
die die Energieaufnahme erhohen, einen Energieverbrauch senken und eine Zunahme des
Korpergewichts fordern. Die Adipositas stellt ein groRes, weltweites Gesundheitsproblem dar, das
nicht nur in Industrienationen auftritt, sondern auch Entwicklungslander betrifft (Ng et al., 2014). Unter
Ubergewicht und Fettleibigkeit leiden zudem immer mehr Kinder und Jugendliche, wodurch ihnen
nachteilige Gesundheitseffekte drohen (Ng et al., 2014). Das Nierenkarzinom, das Karzinom des
Endometriums, postmenopausaler Brustkrebs sowie das kolorektale Karzinom sind nur einige der
Krebsarten, die bei Adipositas haufiger auftreten als bei normalgewichtigen Personen (Bianchini et al.,
2002; Wang et al., 2008; De Pergola und Silvestris 2013). Die Gesundheitskosten, die direkt oder
indirekt durch Adipositas entstehen, ermittelten Knoll und Hauner in einer Hochrechnung fur das Jahr
2010 mit rund 17 Milliarden Euro und fir 2020 mit mehr als 25 Milliarden Euro, wobei ein Grof3teil den
Folgekosten fir Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I, Herz-Gefal3-Erkrankungen und Arthrose
entspricht (Knoll und Hauner 2008). Die Adipositasepidemie muss durch geeignete
PraventionsmalRnahmen aufgehalten werden, die in familiaren, sozialen, beruflichen und kulturellen

Bereichen greifen (Weltgesundheitsorganisation Europa 2006; Mdiller et al., 2007).

5.1 Anthropometrische und physiologische Parameter

In der hier vorgestellten Studie wurde ein 3-monatiges Sport- und Erndahrungsprogramm als eine
Moglichkeit der Kérpergewichts- und vor allem Fettmassereduktion gewéhlt. Die vorliegenden Daten
zeigen, dass Manner und Frauen wahrend der Intervention ihren Bauch- und Hiftumfang signifikant
reduzieren konnten, jedoch das Taillen-HUftumfang-Verhaltnis (Waist-Hip-Ratio; WHR) keine
Veradnderung zeigt. Das liegt daran, dass beide Umfange von den Probanden und Probandinnen
ahnlich stark reduziert werden konnten und somit der Quotient aus beiden gleich bleibt. Das
Korpergewicht und der BMI wurden hoch signifikant reduziert. Es liegen Korrelationen zwischen
Bauchumfang und BMI vor (Shields et al., 2012), dennoch variiert der Bauchumfang bei Personen mit
gleichem BMI. AuRerdem ist ein BMI weniger akkurat, um Ko&rpergewichtsveranderungen zu
bestimmen, da dieser nur aus dem Korpergewicht und der Korpergrol3e ermittelt wird, nicht aber die
Korperzusammensetzung oder die Fettverteilung betrachtet wird. Daher sollten der Bauch- und auch
der Huftumfang als zwei wichtige Parameter zur Bestimmung des Adipositas-bezogenen
Gesundheitsrisikos immer betrachtet werden. Ziel der Studie war eine Kdrpergewichtsreduktion von
10% zu erzielen, welche die Teilnehmer erreicht haben. Die Teilnehmerinnen verloren nur ungefahr
die Halfte des angestrebten Gewichts. In einer 16-monatigen Langzeitstudie von Donnelly et al. (2003)
fuhrte moderater Sport bei den mannlichen Probanden zu einem Gewichtsverlust, bei den
Probandinnen verhinderte der Sport lediglich eine Gewichtszunahme. In unserer durchgefuhrten
Studie resultiert der mangelnde Gewichtsverlust aus einer geringeren Compliance, dem kooperativem
Verhalten, der Teilnehmerinnen maoglicherweise in Kombination mit dem von Donnelly et al.

beschriebenen Ergebnis, dass Sport bei M&annern einen Gewichtsverlust hervorruft, bei Frauen
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lediglich eine Gewichtszunahme verhindert (2003). Auch in dieser Studie hat sich gezeigt, dass
Frauen eine hdhere Fettmasse und geringere Muskelmasse haben als ihre mannlichen Pendants bei
gleichem BMI (Jackson et al., 2002; Geer und Shen 2009). Wéahrend Méanner eher an der ungiinstigen
androgenen (viszeralen) Fettverteilung leiden und vermehrt einen ,Bauch” ansetzen, unterliegen
Frauen eher einem gynoidalen (subkutanen) Phanotyp (Geer und Shen 2009; Hocking et al., 2013;
White und Tchoukalova 2013). Insgesamt konnte das Ziel einer Fettmassereduktion der
Interventionsgruppe erreicht werden, wobei die Muskelmasse, analysiert mit einer BIA, gleich
geblieben ist. Die Studie hat erfreulicherweise auch einen langfristigen Effekt: viele Probandinnen und
Probanden Ubernahmen die Inhalte der Intervention auch nach Studienende in ihren Berufsalltag,
trieben Sport (wenn auch in reduzierten Einheiten) und erndhrten sich bewusster. Durch die positiven
Resultate der Studie blieb die Motivation bestehen und die Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer
reduzierten oder hielten ihr Kérpergewicht konstant.

Eine hohe Korrelation besteht zwischen Adipositas und dem Risiko einen Diabetes mellitus Typ Il zu
entwickeln (Bell et al., 2014). Die mannlichen Teilnehmer konnten ihre Nichtern-Glukose Spiegel
durch die Intervention signifikant reduzieren und senken somit aktiv ihr Risiko an einer Stérung des
Blutzuckerspiegels zu erkranken. In einer Ubersichtsarbeit zeigen Stevens et al. (2015), dass
Patienten mit einem verbesserten Lebensstii in Kombination mit Verhaltensdnderungen dem
Fortschreiten eines Typ Il Diabetes mellitus vorbeugen kénnen. Einige Probandinnen und Probanden
leiden unter Hypertonie und mussen téglich Antihypertensiva einnehmen. Drei Personen der
Interventionsgruppe konnten ihre blutdrucksenkende Medikation reduzieren oder sogar komplett
absetzen. Daruber hinaus konnte eine Studienteilnehmerin die Einnahme eines Cholesterinsenkers

beenden.

5.2 Sportliche Parameter

Als ein wichtiger Parameter der sportlichen Fitness wurde die relative VO, s Untersucht, die in beiden
Interventionsgruppen (Frauen und Manner) hoch signifikant gesteigert werden konnte, jedoch (noch)
nicht auf physiologische Werte (Heer et al., 2014). Das Sportprogramm, welches die Probanden und
Probandinnen erhielten, wurde auf die jeweilige Person unter Beriicksichtigung ihrer sportlichen
Kapazitat zugeschnitten, um ein Ubertraining zu vermeiden und es bestmaglich in den bestehenden
Berufsalltag integrieren zu kénnen. Zusatzlich gab es Hinweise auf Bewegungen im Alltag, um einen
erhdhten Kalorienverbrauch zu induzieren. Durch diese MaflRnahmen wurden die Teilnehmer

leistungsfahiger und belastungsresistenter im Vergleich zum Studienbeginn.

5.3 Zellulare Verdnderungen

Grundlegend wirkt Sport antiinflammatorisch, da es die viszerale Fettmasse reduziert, welche
proinflammatorische Zytokine ausschiittet, die Bildung und Freisetzung von entziindungshemmenden
Myokinen aus den sich kontrahierenden Skelettmuskeln férdert sowie zu einer reduzierten Expression
von Toll-ike Rezeptoren auf Monozyten und Makrophagen fihrt, die u.a. die Produktion von

entziindungsférdernden Zytokinen hemmen (Gleeson et al., 2011). Ebenso hat die Erndhrung einen
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komplexen Einfluss auf das Immunsystem: wahrend Omega-6 Fettsauren und mittelkettige, gesattigte
Fettsauren die Immunzellbildung mit Eikosanoidproduktion anregen, hemmen Omega-3 Fettsduren
beispielsweise die Expression von proinflammatorischen Zytokinen und wirken entziindungshemmend
(De Rosa et al., 2015). Die heutige Erndhrungsweise in den Industrienationen beinhaltet vorwiegend
verarbeitete, energiereiche Lebensmittel mit hohem Zucker-, Fett- und Fleischgehalt zulasten einer
nahrstoffreichen Kost mit frischem Gemuse, Friichten und Fisch, und korreliert mit einem Anstieg der
Inzidenz von Immundysfunktionen (Allergien, Autoimmunerkrankungen oder Asthma) (De Rosa et al.,
2015).

In der vorliegenden Arbeit sank auf zellularer Ebene der prozentuale Anteil von Monozyten an der
PBMC-Population beider Interventionsgruppen 3 Monate nach Studienende signifikant, wahrend die
T-Lymphozyten Zellzahl signifikant anstieg. Die Arbeitsgruppe um Markofski (2008; 2014) zeigte, dass
korperliche Aktivitat die Anzahl an Monozyten vermindert und somit ein Parameter der systemischen
low-grade Inflammation gesenkt wird, die bei einer Adipositas persistiert. Aber nicht nur kérperliche
Betatigung hat einen Einfluss auf das Immunsystem, sondern auch die vom Fettgewebe
ausgeschiutteten Adipokine. Leptin-defiziente ob/ob Mause zeigen eine Abnahme der zirkulierenden
Lymphozyten-Zellzahlen mit einer Erhéhung an Monozyten um das Vierfache (Faggioni et al., 2000).
Eine Leptin-Gabe induzierte im gleichen Versuch eine Proliferation von T-Lymphozyten und inhibierte
das Monozyten/Makrophagen System (Faggioni et al., 2000). Im Menschen konnte ebenfalls eine
Korrelation zwischen Leptin-Werten und Leukozyten-Zellzahlen méglicherweise durch eine Stimulation
der Hamatopoese nachgewiesen werden (Wilson et al., 1997; Hirose et al., 1998). Nagareggy et al.
(2014) widerlegen diese Ansicht und weisen in einem Tierversuch mit ob/ob Mausen nach, dass Diat-
induzierte adipdse Mause erhohte Mengen an zirkulierenden Monozyten besitzen und eine
intraperitoneale Leptin-Gabe die Monozyten-Zellzahl nicht verringert, ebenso wie eine
Knochenmarkstransplantation aus einem Wildtyp in eine ob/ob Maus eine Monozytose erzeugt. Die
Arbeitsgruppe formuliert die Hypothese, dass kein defekter Leptin-Signalweg die Ursache flr die
Monozytose ist, sondern diese Adipositas-abhangig auftritt. Unterstitzt wird diese Aussage von einer
Humanstudie, die zeigt, dass adipose Patienten 18 Monate nach bariatrischer Chirurgie und daraus
resultierendem Gewichtsverlust signifikant verminderte Monozyten-Zellzahlen aufweisen (Nagareddy
et al., 2014). Die Autoren der Studie beschreiben, dass Makrophagen im Fettgewebe durch die
Freisetzung von IL-18 die Hamatopoese und damit Monozyten-Bildung im Knochenmark anregen und
so die Monozyten-Zahl erhéhen.

T-Lymphozyten werden nach ihrer CD4 und CD8 Expression auf der Zelloberflache in zwei funktionell
wichtige Populationen eingeteilt: CD4" T-Helferzellen und CD8" zytotoxische T-Zellen. Bisher ist die
Datenlage bezuglich T-Zell-Populationen bei Adipositas sehr uneinheitlich. Manche Arbeitsgruppen
zeigen verminderte CD4" und CD8" T-Lymphozytenmengen bei adipésen Personen (Tanaka et al.,
2001; Womack et al., 2007), wohingegen es in anderen Studien signifikant erhéhte Mengen an
T-Helferzellen und gleichbleibende Level an zytotoxischen T-Zellen gibt (Nieman et al., 1999; van der
Weerd et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden die CD4" T-Lymphozyten nur in der
mannlichen Experimentgruppe signifikant 3 Monate nach Studienende erhéht und die CD8"

T-Lymphozyten Zellzahl signifikant in beiden Geschlechtern vermindert. T-Zellen akkumulieren
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vermehrt im viszeralen Fettgewebe bei adipdsen Mausen und Menschen (Kintscher et al., 2008;
Rausch et al.,, 2008; Duffaut et al., 2009) und ihnen wird aufRerdem bei der Initierung der
Makrophagen-Einwanderung ins Fettgewebe eine wichtige Funktion zugeschrieben (Nishimura et al.,
2009). Im Fettgewebe erfolgt die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen durch
Makrophagen, welche dann als Ursache der low-grade Inflammation betrachtet werden. Eine Studie
von Fathy und Morshed (2013) zeigt, dass morbid adipdse Patienten nach einer laparoskopischen
Magenverkleinerung signifikant geringere Mengen an CD4" und CD8" T-Lymphozyten im peripheren
Blut besitzen und sie 4 Monate postoperativ, ebenso wie in der hier vorgestellten Studie, einen
signifikanten Gewichtsverlust sowie einen Abfall des Leptin-Spiegels aufweisen. In weiteren Studien
wurden unterschiedliche Effekte eines Gewichtsverlusts auf Immunzellpopulationen gezeigt:
Ballesteros-Pomar et al. (2014) verglichen adipdse Patienten, die einen Gewichtsverlust mit einer
niedrig-kalorischen Diat oder nach bariatrischem Eingriff erlangten. Keine signifikanten Effekte gab es
nach der 6-wochigen Diat mit einer Gewichtsreduktion von bis zu 10% des Kérpergewichts, jedoch
folgte eine Verminderung der CD8" T-Lymphozyten in der Gruppe der insulinresistenten Patienten ein
Jahr nach biliopankreatischer Diversion.

Die vorliegende Studie zeigt einen signifikanten, spezifischen Effekt auf das T-Zell-System.
Insbesondere die Reduktion der zirkulierenden zytotoxischen T-Lymphozyten durch eine
Verminderung der Korperfettmasse der Probanden wirkt dem pro-inflammatorischen Zustand adipdser

Menschen effektiv entgegen.

NK-Zellen tragen viele funktionelle Oberflachenmolekiile, die mit anderen Zellen interagieren kénnen.
In dieser Studie wurden ODb-R und TRAIL auf NK-Zellen untersucht, wobei die Intervention keine
signifikanten Veranderungen hinsichtlich beider Strukturen bewirkte. Ob-R wird in verschiedenen
Isoformen exprimiert, wobei Ob-Rb als Einziger eine lange, intrazellulare Doméne besitzt, welche die
biologische Funktion ausibt (Banks et al., 2000). Der verwendete Antikdrper detektiert die
extrazellulare Doméne des Rezeptors, der fir alle Isoformen gleich ist, und eine Unterscheidung in
Subtypen ist somit nicht mdglich. Die Verwendung eines spezifischen Antikdrpers fir die intrazelluléare
Domaéane des Ob-Rb ware fir zukinftige Untersuchungen interessant. TRAIL induziert Apoptose in
virusinfizierten und malignen Zellen (Ashkenazi et al., 1999; Ashkenazi et al., 2008) und scheint in
Abhéngigkeit von IFN-y zu wirken, welches in vitro die Sensitivitdt gegenliber TRAIL und auch die
TRAIL-Expression auf NK-Zellen erhdht (Tateishi et al., 2006; Sarhan et al., 2012). IFN-y ist ein fur die
Immunantwort bedeutsames Zytokin, das in viel héheren Mengen von CD56™" NK-Zellen im
Vergleich zu CD56"™ NK-Zellen produziert wird. Drei Monate nach Studienende zeigte sich eine
signifikant erhdhte IFN-y Produktion in den CD56”™ NK-Zellen aus der mannlichen
Interventionsgruppe im Vergleich zum Studienbeginn. Erstaunlicherweise wurde in beiden
Geschlechtern 3 Monate nach Intervention ein hoch signifikanter Anstieg der IFN-y Produktion in den
CD56%™ NK-Zellen um mehr als das 2-fache detektiert. Hier ist besonders interessant, dass die IFN-y

dim

Expression in den CD56" NK-Zellen viel héher als bis dato beschrieben ist (Fehniger et al., 1999;

Cooper et al.,, 2001). Die Ergebnisse zeigen insgesamt eine erhdhte Bildung von IFN-y in den

dim

mengenmaRig stark vertretenen CD56 NK-Zellen. Bereits in vorhergehenden Studien unserer

Arbeitsgruppe konnten wir eine signifikante Erhéhung der IFN-y* CD56%™ NK-Zellen nach Stimulation
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mit Adipozyten-konditioniertem Medium zeigen (Huebner et al., 2013), sowie einen Anstieg der IFN-y
Expression nach kurzzeitiger Leptin-Behandlung von isolierten humanen NK-Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (Wrann et al., 2012). In anderen Studien konnte ebenfalls eine erhéhte IFN-y
Ausschittung von CD56%™ NK-Zellen im Vergleich zu CD56°"™ NK-Zellen nach Stimulation oder
Zielzellbindung gezeigt werden (Fauriat et al., 2010; De Maria et al., 2011). Auch dies zeigt die frihe,
induzierbare Abwehrfunktion von NK-Zellen. IFN-y reguliert die Differenzierung und Funktion von
vielen verschiedenen Immunzellen (z.B. Monozyten, Makrophagen, T- und NK-Zellen). Eine Tierstudie
zeigte auBerdem eine erhohte Regression von Metastasen und ein Anstieg des Uberlebens von
Tieren nach IFN-y Behandlung (Nakashima et al., 2012).

5.4 Leptin und Resistin

Leptin ist nicht nur das bekannteste Adipokin, es ist auch quantitativ das Wichtigste. Ein Uberangebot
an Leptin ist in vielen Bereichen negativ korreliert: es erhdht die Zellproliferation, -transformation und
-invasion in vitro und ist z.B. positiv mit postmenopausalem Brustkrebs, Prostata- sowie kolorektalem
Karzinom assoziiert (Garofalo und Surmacz 2006; Lautenbach et al., 2009; Garcia-Robles et al., 2013;
Zhou et al., 2014; Alshaker et al., 2015). Die Teilnehmerinnen der Interventionsgruppe haben im
Vergleich zu den mannlichen Teilnehmern bis zu 5-fach hoéhere Plasma-Leptinspiegel. Dies wurde
bereits in anderen Studien beschrieben (Geer und Shen 2009). Die Probanden der experimentellen
Gruppe der vorgestellten Studie konnten ihre Fettmasse und Plasma-Leptin Spiegel signifikant
reduzieren, wahrend eine positiv zu bewertende Abnahme des Plasma-Leptins in der weiblichen
Interventionsgruppe ausblieb. In weiteren Studien wurde ebenfalls gezeigt, dass eine Abnahme des
Korpergewichts bzw. der Korperfettmasse mit einer Leptin-Reduktion einhergeht (Bastard et al., 2000;
Kelly et al., 2014; Knuth et al., 2014; Miller et al., 2014; You et al., 2014; Calbet et al., 2015; Mason et
al., 2015). Ein Uberangebot an Leptin, wie es bei Adipositas vorliegt, kann zu einer Leptin-Resistenz
fuhren, ahnlich dem Insulin bei Typ Il Diabetes mellitus (Cruz et al.,, 2012). Es kommt zu einer
Reduktion der Wirksamkeit von Leptin mit gestorter Zellfunktion. Ein potentieller Mechanismus fir die
Entwicklung einer Leptin-Resistenz kénnte ein gestorter intrazellularer Leptin-Signalweg sein. Unsere
Arbeitsgruppe konnte in einer tierexperimentellen Studie zeigen, dass die Phosphorylierung von
JAK-2 (einer wichtigen Komponente des JAK2/STAT3 Signalwegs) bei adipésen Tieren signifikant
reduziert war (Nave et al., 2008). In der vorliegenden Studie zeigten die untersuchten Downstream-
Komponenten des Leptin-Signalwegs (Cui et al., 2006), STAT3 und ERKZ1/2, hinsichtlich ihrer
Proteinexpression keine Veranderungen. Bei einer Normalisierung der Leptin-Spiegel kann die

chronische Rezeptor-Aktivierung reduziert werden und somit Leptin wieder funktionell agieren.

Obwohl die physiologische Rolle von humanem Resistin noch unklar ist, ist bekannt, dass adiptse
Personen erhthte Resistin-Level besitzen. Die mannliche experimentelle Gruppe in der vorliegenden
Arbeit konnte ihre Plasma-Resistin Mengen signifikant reduzieren. Edwards et al. (2011) zeigten
ebenfalls in ihrer Studie, dass Typ Il Diabetes mellitus Patienten nach einer Magenverkleinerung mit
anschlieBender Gewichtsabnahme signifikant geringere Resistin mMRNA Mengen im Blut aufweisen.

Resistin wird als Antwort auf proinflammatorische Signale von Makrophagen produziert (Savage et al.,
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2001; Patel et al.,, 2003; Bo et al, 2005) und es stimuliert gleichzeitig die Sekretion von
entziindungsfordernden Zytokinen aus Makrophagen (Axelsson et al., 2005). In verschiedenen
Studien (Ohmori et al., 2005; Reilly et al., 2005) konnte auf3erdem gezeigt werden, dass Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und Arteriosklerose erhohte Resistin-Level aufweisen, die ebenfalls mit
inflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-6, ICAM-1 und CRP) Kkorreliert sind. Da Resistin mit
pathologischen Erscheinungen assoziiert wird, scheint eine Verminderung seiner Expression, gerade
auch bei Adipositas, von Vorteil zu sein.

5.5 NK-Zell-Zytotoxizitat

NK-Zellen kdnnen Uber verschiedene Wege virusinfizierte oder Tumor-Zellen schadigen. Eine
Methode, diese Funktion zu messen, ist die NK-Zytotoxizitdt gegenlber Zielzellen zu bestimmen.
Diese Zytotoxizitdt kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden, wie der
Stimulationsversuch mit dem Adipokin Leptin gezeigt hat: es sank die Zytotoxizitat der humanen
NK-Zelllinie NK-92 gegeniiber humanen Kolonkarzinomzellen mit steigenden Leptin-Dosen signifikant.
In einer vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe (Wrann et al., 2012) konnte gezeigt werden,
dass eine Kurzzeitstimulation mit Leptin die zytotoxische Lyse von Zielzellen steigert, wahrend eine
Langzeit-Leptin-Gabe inhibitorisch auf NK-Zell-Funktionen wirkt. Die Gruppe von Martin-Romero
konnte analog dazu eine dosis-abhangige Modulation der Aktivitat und Proliferation von
T-Lymphozyten durch Leptin zeigen (2000). Beide Studien und die vorliegende Arbeit zeigen die
dosis-abhéangige, spezifische immunmodulierende Wirkung von Leptin. Die NKZA kann auch im
Menschen direkt moduliert werden: durch sportliche Betéatigung wird sie erhdht (Pedersen et al.,
1998), wahrend eine zu hohe Trainingsintensitat eine Immunsuppression zur Folge hat. Eine
Gewichtsreduktion von Personen mit Adipositas steigert die NKZA und IFN-y Produktion nach
bariatrischer Chirurgie (Moulin et al., 2011).

5.6 Ausblick

In Deutschland werden die Kosten fur Adipositas im Jahr 2020 mit 25 Milliarden Euro hochgerechnet
(Knoll und Hauner 2008) und die Kosten fur schwerwiegende Formen der Fettleibigkeit lagen in den
USA bei rund 69 Billionen Dollar im Jahr 2013 (Wang et al.,, 2015). In Zeiten stetig steigender
Adipositaspravalenzen ist ein frihes Eingreifen in Form von Primér- oder aber Sekunderpravention,
v.a. bei Kindern und Jugendlichen, wichtig. Auf der Européaischen Ministerkonferenz der WHO zur
Bekampfung der Adipositas im November 2006 wurde eine ,Europaische Charta zur Bekdmpfung der
Adipositas“ herausgebracht (WHO European Ministeries Conferences on Counteracting Obesity
2006). Ein zentraler Endpunkt dieser Charta ist: ,Das letztendliche Ziel aller MalRnahmen in der
Region lautet Eindammung der Epidemie und Trendumkehr. Sichtbare Fortschritte, insbesondere bei
Kindern und Jugendlichen, muissten in den meisten Landern innerhalb der nachsten 4-5 Jahre, eine
Trendumkehr bis spatestens 2015 erreichbar sein. (WHO European Ministeries Conferences on
Counteracting Obesity 2006 in deutscher Version, Seite 2). Mit einem Blick aus dem Jahr 2016 ist die

Erfullung des Ziels als kritisch zu betrachten und scheint schwer erreichbar nach so langer Zeit der
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Krankheitspersistenz. Auf Grundlage dieser Charta wurde in Deutschland der ,Nationale Aktionsplan
gegen das Ubergewicht von Miiller et al. (2007) als eine Initiative der Deutschen Adipositas-
Gesellschaft e.V. entworfen. In diesem sind eine geringere Pravalenz sowie die Pravention weiterer
Gewichtszunahmen und die Gewichtsreduktion bzw. —normalisierung bei Adipésen als
erstrebenswerte Ziele verankert.

In der vorliegenden Studie wurde den Probanden ein individuelles Programm angeboten, um
schnellstmdéglich und langfristig eine Abnahme des Kérpergewichts und der Fettmasse zu erreichen.
Einige Studien zeigen, dass eine Kombination aus Sport und Erndhrungsumstellung effektiver fir eine
Gewichtsreduktion ist, als nur einen Schwerpunkt zu setzen (lto et al., 2001; Amati et al., 2008). Durch
das einfache, leicht in den Berufsalltag integrierbare Programm steigerten die Teilnehmer der
vorliegenden Studie ihre Leistungsfahigkeit und verloren in kurzer Zeit rund 10 kg Fettmasse, was
dem anfangs gesteckten Ziel eines Gewichtsverlusts von 10% entspricht. Die Probandinnen nahmen
im Vergleich dazu nur die Halfte der Fettmasse ab, steigerten ihre Leistungsféahigkeit in Form der
relativen VO, nax aber ebenso hoch signifikant wie die mannlichen Probanden. Auch bei den
Teilnehmerinnen zeigte ein kurzzeitiges, leicht integrierbares, individuelles und damit auch
langerfristig wirksames Programm den gewinschten Erfolg einer Fettmassereduktion sowie weitere
positive Auswirkungen.

Wiinschenswert ware es, wenn die Studienteilnehmer und —teilnehmerinnen weiterhin auf gesunde
Ernahrung sowie Bewegung achten und damit der Adipositas gezielt und langfristig entgegen wirken.
Eine Folgestudie mit gréRBerer Probandenanzahl und langerer Studiendauer wére winschenswert, um

weitere Effekte einer Fettmassereduktion auf das Immunsystem analysieren zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Seit Jahrzehnten nimmt die Adipositaspravalenz in Industrie- und Entwicklungslandern stetig zu und
ist zu einem weltweiten Gesundheitsproblem herangewachsen. Personen mit erhghtem BMI leiden
vermehrt an kardiovaskularen Erkrankungen, Hypertonie, Typ Il Diabetes mellitus sowie Dyslipidamie,
und haben ein erhdhtes Risiko an malignen Tumoren wie kolorektales Karzinom, postmenopausaler
Brustkrebs, Prostata- oder Nierenkarzinom zu erkranken. Das Fettgewebe des Kdorpers ist ein grof3es
endokrines Organ und produziert verschiedene Adipokine (vor allem Leptin), welche die
Immunfunktionen, den Metabolismus und die Zellproliferation, ebenso wie das Krebswachstum und
die -metastasierung beeinflussen. Natirliche Killer (NK)-Zellen sind Immunzellen, die eine erste
Barriere gegentber malignen oder virus-infizierten Zellen bilden und ohne eine vorherige
Sensibilisierung direkt agieren. Sie exprimieren apoptotische Oberflachenproteine (TRAIL) und
produzieren verschiedene Zytokine (IFN-y), die eine Zerstérung der Zielzellen bewirken kénnen. In
friheren Studien der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Nagetiere und Menschen mit
Adipositas gestorte NK-Zell-Funktionen aufweisen, die sich in vitro durch eine Langzeit-Stimulationen
mit Adipokinen simulieren lassen. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Auswirkungen ein
Gewichts- und Fettmasseverlust von adipésen Personen auf NK-Zell-Funktionen zur Folge hat und ob
sich diese wieder auf ein Normalmal3 regulieren lassen.

Fur die vorliegende Studie wurden 32 gesunde, adipdse Frauen und Manner nach Geschlecht und
Alter in eine Kontrollgruppe (n=13) und experimentelle Gruppe (n=19) eingeteilt. Die Teilnehmerinnen
und Teilnehmer der experimentellen Gruppe erhielten ein standardisiertes 3-monatiges Sport- und
Erndhrungsprogramm, um ihre Fettmasse zu reduzieren. Die Kontrollgruppe hingegen erhielt keine
Ernahrungsumstellung und verzichtete weiterhin auf Sport. Den Probandinnen und Probanden wurde
Zu 4 verschiedenen Zeitpunkten Blut entnommen: zu Beginn der Studie (Baseline), nach einem Monat
und 3 Monaten Studiendauer (Studienende) sowie 3 Monate nach Studienende. Diese wurden dann
hinsichtlich Glucose-, Cholesterin- und Triglycerid-Spiegel untersucht, ebenso wurden verschiedene
Plasma-Adipozytokine bestimmt. Wichtige Immunzellen wie T-, B-, NK-Zellen und Monozyten wurden
mittels Dichtezentrifugation gewonnen und anschlieRend nach intra- und extrazellularer
Proteinmarkierung im Durchflusszytometer analysiert. Mit einem Teil der isolierten Zellen wurden
Western Blot Analysen durchgefiihrt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden auferdem Gewicht und
Kdrperzusammensetzung mittels Bioimpedanzanalyse sowie Funktionstests auf einem
Fahrradergometer mit spirometrischer Auswertung durchgefihrt. Zuséatzlich wurde ein
NK-Zytotoxizitdtsassay unter Leptin-Stimulation mit einer humanen Kolonkarzinomzelllinie
durchgefuhrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine signifikante Reduktion des Kérpergewichts, der Fettmasse,
des BMI sowie des Taillen- und Huftumfangs in beiden experimentellen Gruppen. AuRerdem konnte
eine signifikante Erhéhung der relativen VO, .« verbunden mit erhdhter Leistungsfahigkeit erreicht
werden. Auf Zellebene reagierten einzelne Populationen verschieden: wéahrend die Anzahl an
Monozyten und zytotoxischen T-Zellen abnahm, erhohte sich die Menge an T-Lymphozyten und IFN-y

dim

produzierenden CD56 " NK-Zellen, einer Untergruppe von NK-Zellen, die ca. 90% der Gesamt-

NK-Zellen ausmachen. Die im Blutplasma analysierten Proteine Leptin, Resistin und auch der Blut-
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Glucose Spiegel reduzierte sich signifikant in der mannlichen Experimentgruppe. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Zytotoxizitdt der humanen NK-Zelllinie NK-92 gegenliber humanen
Kolonkarzinomzellen mit steigender Leptin-Stimulation sinkt.

Diese Studie verdeutlicht eine Modulation der Immunfunktion nach Reduktion des Kérperfetts bei
adipoésen Personen. Ein einfaches und in den Berufsalltag leicht integrierbares Sport- und
Erndhrungsprogramm beeinflusst bereits nach wenigen Monaten zellulare wie auch endokrine
Komponenten und schafft so basale Veranderungen, die als Grundlage fur weitere Modifikationen in
Signalwegen dienen. Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen den hohen Stellenwert eines
Gewichtsverlustes zur Wiederherstellung einer effektiven NK-Zell-Abwehr zur Tumorkontrolle.
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7 Summary

For decades, the prevalence of obesity is increasing continously in industrial and developing countries
and has grown into a global health problem. People with elevated BMI suffer more often from
cardiovascular diseases, hypertension, diabetes mellitus type Il, dyslipidemia and have higher risk of
cancer of colon, postmenopausal breast, prostate and kidney. The adipose tissue is an endocrine
organ producing various adipokines (especially leptin) which influence immune functions, metabolism
and cell proliferation, as well as growth and metastasis of malignant tumours. Natural killer (NK) cells
are immune cells that attack tumor or virus-infected cells first place without previous sensitization.
They express surface proteins (TRAIL) and produce several cytokines (IFN-y) to Kill target cells. In
former studies of our group, impaired NK cell functions in rodents and humans with obesity after long-
term stimulation with adipokines were detected. The objective of this study was to investigate the
effects of weight loss and fat mass reduction in obese subjects on NK cell functions and a potential
reactivation.

For the purposes of this study, 32 healthy, obese women and men were divided in control (n=13) and
experimental group (n=19) according to age and gender. The participants of the experimental group
performed a standardized 3-month program of exercise training and nutrition to reduce their body fat
mass. They were compared with a control group, receiving no advices about nutrition and exercise at
all. Blood samples of participants were obtained at 4 different points of time: at the beginning
(baseline), after one month and 3 months (study end), and 3 months after the end of study. Levels of
glucose, cholesterol and triacylglcyeride as well as various plasma adipokines were determined.
Important immune cells like T, B, NK cells and monocytes were separated by density gradient
centrifugation and analyzed by flow cytometry after extra- and intracellular cell staining. Furthermore,
isolated cells were investigated by means of western blot. At different points of time, study participants
underwent measurements of body weight and body composition by bioelectrial impedance analysis,
and functional tests (included spirometry) on a cycle ergometer. For NK cell-mediated cytotoxicity
assay, a human colon adenocarcinoma cell line was stimulated with leptin.

The results show a significant reduction of body weight, fat mass, BMI, waist and hip circumferences
for both experimental groups. Furthermore, the participants reached a significant increase in related
VO,nax associated with enhanced physical performance. Immune cells obtained from study subjects
responded differently: wheras the number of monocytes and cytotoxic T cells were decreased, the

dim

populations of T lymphocytes and IFN-y expression in CD56™ NK cells, the major subset of NK cells,
were enhanced. Plasma leptin, resistin and blood glucose of male experimental group were
significantly reduced. Additionally, cytotoxicity of human NK cell line NK-92 towards a human
colorectal adenocarcinoma cell line was declined after stimulation with increasing leptin dosages.

This study elucidates a modulation of immune functions after body fat mass reduction in individuals
with obesity. A feasible and appropriate everday program of exercise and nutrition is already affecting
cellular and endocrine components after few months, and creates fundamental alterations for further
modifications in signal pathways. The results of this study demonstrate a great importance of body

weight loss to reactivate an effective NK cell defence in tumor surveillance.
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