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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Adipositas ist eine Volkskrankheit deren Priavalenz in den letzten vier Jahrzehnten weltweit
stark zugenommen hat (Ng et al., 2014; GBD 2015 Obesity Collaborators, 2017). Laut der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) hat sich die Anzahl der
Menschen die unter Adipositas leiden seit 1975 verdreifacht (WHO, 2021). Auch in
Deutschland nimmt die Prdvalenz der Adipositas sowohl unter Ménnern als auch unter
Frauen stetig zu und betrifft in besonderem MalBe junge Erwachsene. Die Ergebnisse der
Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland aus dem Jahr 2013 zeigen, dass die
Priavalenz der Adipositas fiir Méanner insgesamt bei 23,3% und fiir Frauen insgesamt bei
23,9% liegt (Mensink et al., 2013) - knapp einem Viertel der Bevolkerung.

Adipositas, umgangssprachlich Fettleibigkeit, ist eine chronische Erkrankung
multifaktorieller Genese mit erhdhtem Morbiditéts- und Mortalitétsrisiko. Sie wird sowohl
durch unsere genetische Disposition als auch durch unsere Umwelt und unseren Lebensstil
beeinflusst (Bray et al., 2017). Beschrieben als eine ,,liber das Normalmal3 hinausgehende
Vermehrung des Korperfetts® durch die Deutsche Adipositas Gesellschaft, wird Adipositas
vor allem durch den Korpermasseindex, den Body Mass Index (Quotient aus Korpergewicht
und Korpergrofe zum Quadrat (kg/m?)), BMI > 30 kg/m?, definiert (DAG e.V., 2022). Initial
bekannt als Quetelet's index im 19. Jahrhundert, gilt der BMI als einfaches Mal3 zur
einheitlichen Beurteilung der internationalen Entwicklung von Adipositas (Garrow und
Webster, 1985).

Komplexe Erkrankungen wie beispielsweise Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2) oder
das metabolische Syndrom, bestehend aus stammbetonter Adipositas, Dyslipoproteindmie,
arterieller Hypertonie und einer Glukosetoleranzstérung, das ,,todliche Quartett®, stellen
eine enorme Herausforderung an die heutige Medizin dar und fordern langjdhrige,
multimodale Therapiekonzepte, welche das Gesundheitssystem personell, konstitutionell
und finanziell belasten (Hanefeld und Leonhardt, 1981; Kaplan, 1989; WHO, 2000).
Aufgrund dessen ist die wissenschaftliche Forschung zum Verstdandnis der grundlegenden
pathophysiologischen Mechanismen zur Entstehung der Adipositas, Behandlung und
Pravention ihrer Begleit- und Folgeerkrankungen wesentlich im globalen Kampf gegen die
wachsende Ausbreitung von Adipositas in vielen Landern der Erde.

Das Fettgewebe als Organ, mit seinen verschiedenen Lokalisationen sowie seinen
metabolischen und hormonellen Eigenschaften, spielt eine zentrale Rolle in der heutigen

Adipositas Wissenschaft. Besonders das braune Fettgewebe, kurz BAT fiir brown adipose
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tissue, ist durch seine positiven energetischen Eigenschaften in vitro als auch in vivo in den
Fokus der Forschung geriickt. Mehrere Studien konnten nachweisen, dass sich vorhandenes
BAT durch Kilte aktivieren ldsst und mittels zitterfreier Thermogenese relevante Mengen
an Energietragern, wie Glukose und freie Fettsduren (free fatty acids (FFA)), aus dem Blut
verstoffwechselt. Dadurch lédsst sich beispielsweise der Ruheenergieverbrauch (resting
energy expenditure (REE)) eines Menschen steigern (van Marken Lichtenbelt et al., 2009).
In der vorliegenden Arbeit sollen die metabolischen Eigenschaften einer Kalte-
induzierten Aktivierung von vorhandenem BAT in jungen Ménnern mit Adipositas Grad I
untersucht werden, denn die individuelle BAT Aktivitdt korreliert negativ mit dem BMI und
der prozentualen Korperfettmasse (Ouellet et al., 2011). Insbesondere favorisierte
metabolische Effekte die in schlanken Menschen bereits nachgewiesen worden sind
(Chondronikola et al., 2014; Iwen et al., 2017), sollen in diesem Studienkollektiv weiter
charakterisiert werden mit einem Schwerpunkt auf Parametern des Glukose- und
Lipidstoffwechsels. Zunichst wird einleitend ein Uberblick iiber die Arten und
unterschiedlichen Eigenschaften von Fettgeweben gegeben, mit besonderem Augenmerk auf
BAT. Anschlieend wird die Entdeckung sowie Regulation von BAT néher erldutert und

seine metabolische Relevanz fiir den menschlichen Organismus beschrieben.

1.1. Die verschiedenen Arten von Fettgewebe

Das Fettgewebe macht bei normalgewichtigen Mannern durchschnittlich etwa 18-19% des
Korpergewichts aus, bei Frauen sind es etwa 29%. Bei Menschen mit Adipositas kann der
Anteil je nach Geschlecht und Grad der Adipositas auch bis zu 50% betragen (Data Input
GmbH, 2005). Es gibt zwei Arten von Fettgewebe, die fiir den menschlichen Korper
besonders relevant sind und aufgrund ihres makroskopischen Aussehens in weilles
Fettgewebe, WAT fiir white adipose tissue, und BAT unterschieden werden. Zugleich wurde
erst vor ca. 10 Jahren eine neue Art des Fettgewebes entdeckt, die als beiges oder auch

,Lorite®, fiir brown in white, Fettgewebe bezeichnet wird (Wu et al., 2012).

1.1.1. WeiBes Fettgewebe

WAT ist vorndmlich der Energiespeicher des Menschen. Ebenso ist es fiir die thermische
Isolation und als mechanisches ,,Fiillgewebe® wichtig. Dariiber hinaus ist das WAT ein
groBBes endokrines Organ, welches eine Schliisselfunktion zwischen Gehirn und

Metabolismus einnimmt. Es kann die Energichomdostase durch seine flexible Anpassung
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an Energiebedarf und aktuelles Nahrungsangebot modulieren. Verschiedene Entititen, wie
subkutanes oder viszerales Fettgewebe, kommen auch aufgrund ihrer Lokalisation
unterschiedlichen Funktionen nach. Die Zunahme des metabolisch sehr aktiven viszeralen
Fettgewebes ist besonders mit Erkrankungen wie DMT2 oder dem metabolischen Syndrom
assoziiert (Merkel et al., 2019).

Kernmerkmale von WAT sind grof3e, unilokuldre Fettzellen, welche reich an Lipiden
sind und nur wenige Mitochondrien beinhalten. Hier werden vor allem Triacylglycerine,
kurz Triglyzeride (TG), gespeichert - sie machen etwa 95% der Zellmasse aus. WAT ist
neben der Leber und der Skelettmuskulatur der Ort der Lipogenese, sowie der Lipolyse. Die
Schliisselenzyme dieser Stoffwechselprozesse werden durch Katecholamine oder Hormone
wie Insulin und Glukagon optimal justiert. WAT produziert und sezerniert zudem selbst
Adipokine, wie beispielsweise Leptin, Adiponectin oder Interleukin-6, die den
menschlichen Metabolismus als Bestandteil multipler Riickkopplungsmechanismen

regulieren (Loffler, 2007; Rosenwald und Wolfrum, 2014).

1.1.2. Braunes Fettgewebe

BAT, heutzutage als das ,,gesunde Fettgewebe* betitelt, ist ein ,,Verbrennungsmotor* fiir
Energiesubstrate wie Glukose und FFAs. Es trigt positiv zur Energiebilanz des Menschen
bei. Bekannt als essentielles Organ fiir Neugeborene und Winterschldfer, wandelt BAT
chemische Energie in thermische um und trigt somit zur Aufrechterhaltung der
Korperkerntemperatur mittels zitterfreier Thermogenese (non-shivering thermogenesis
(NST)) bei (Cannon und Nedergaard, 2004).

BAT zeichnet sich durch kleine, multilokuldre Fettzellen mit reichlich
Mitochondrien aus. Es ist stark vaskularisiert und dicht durch sympathische Nervenfasern
innerviert (Zingaretti et al., 2009). Innerhalb der Mitochondrien liegt die Atmungskette.
Diese ist in allen Zellen des Kdrpers fiir den Prozess der Zellatmung verantwortlich. Fiir die
Zellatmung werden Sauerstoff (O2) und die Nebenprodukte des Citratzyklus, Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH;), benétigt. Das
Endprodukt der Atmungskette ist Adenosintriphosphat (ATP). Es wird im finalen Schritt
durch die so genannte ATP-Synthase mit Hilfe eines iiber die Mitochondrienmembran
aufgebauten Protonengradienten erzeugt und ist als wichtigster Energielieferant universell
fiir simtliche Stoffwechselreaktionen eines Organismus unverzichtbar (Loffler, 2007).

Braune Fettgewebszellen sind einzigartig, denn sie konnen diesen Prozess, der auch

als oxidative Phosphorylierung bezeichnet wird, verindern. Uber eine gesteigerte
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Transkription des UCP-1 (uncoupling protein one) Gens wird die Expression des
Transmembranproteins UCP-1, auch Thermogenin genannt, erh6ht. Thermogenin fungiert
als Entkopplungskanal der oxidativen Phosphorylierung. Dieser nutzt den aufgebauten
Protonengradienten der Atmungskette flir die Erzeugung von Wérme. Ein Teil der zuvor
generierten Energie der Zelle wird somit ohne die Synthese von ATP in Form von Wirme
freigesetzt, was man als NST bezeichnet — die Kerneigenschaft von BAT (Klingenberg und
Huang, 1999; Nedergaard et al., 2001).

Ferner ist BAT nicht innerhalb weiller Fettdepots ubiquitidr im Korper zu finden,
sondern an charakteristischen Lokalisationen, wie zum Beispiel (z.B.) bei Erwachsenen
oberhalb der Klavikular (Cypess et al., 2009; Enerback, 2010). Dariiber hinaus ist BAT ein
Organ mit einem noch weitestgehend unklaren Sekretionsmuster im Vergleich zum WAT.
Neue Studien konnten sogenannte ,,Batokines®, brown adipokines, nachweisen, die sowohl
autokrin, parakrin als auch endokrin wirken konnen und deren Bedeutung fiir die

menschliche Energiehomdostase relativ unerforscht ist (Villarroya et al., 2019).

1.1.3.Beiges Fettgewebe

Beiges Fettgewebe wird erst seit 2012 als distinkte Fettgewebsart anerkannt (Wu et al.,
2012). Bereits zuvor war beobachtet worden, dass einige weille Fettzellen nach
Kaltestimulation braune Eigenschaften, wie eine erhdhte Expression von UCP-1 entwickeln
konnen (Young et al., 1984; Cousin et al., 1992). Durch den Nachweis spezifischer
Genexpressionsprofile und eigener beiger Oberfldchenproteine spricht man heute von einer
dritten Fettgewebsart (Wu et al., 2012). Es wurde festgestellt, dass beige Fettzellen und
WAT mit groBer Wahrscheinlichkeit gleiche Vorlduferzellen teilen (Ishibashi und Seale,
2010; Petrovic et al., 2010). Dies trifft auf klassisches BAT, welches von Myf-5-muscle-like
Progenitorzellen abstammt, nicht zu. Trotz der sehr dhnlichen Morphologie von BAT und
beigen Fettgewebszellen, scheinen sowohl die Depots im Kdrper des Menschen als auch die
Urspriinge der Transkription verschieden zu sein (Seale et al., 2008).

Bestandteil aktueller Forschung ist es eine Unterscheidung zwischen BAT und
beigen Fettgewebszellen bildmorphologisch und metabolisch zu ermdglichen, sowie
Ausloser fiir ein ,,brdunen von WAT zu identifizieren um die positiven Eigenschaften

dessen fiir die heutige Adipositas Wissenschaft nutzen zu konnen.
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1.2. Humanes braunes Fettgewebe

1.2.1.Die (Wieder-) Entdeckung des humanen braunen Fettgewebes

BAT wurde erstmals 1551 durch Gesner beschrieben und ist ein Gewebe, welches in fast
allen Sdugetieren existiert. Vor allem Nager die Winterschlaf halten besitzen reichlich BAT
um sich vor Hypothermie zu schiitzen (Smith und Horwitz, 1969). Im menschlichen
Organismus ist BAT vor allem in Neugeborenen ein aktives Organ, welches die
Kerntemperatur fiir lebenswichtige metabolische Prozesse im Kdrper unabhingig von der
Umgebungstemperatur durch NST aufrechterhdlt. Es macht etwa 5% des neonatalen
Korpergewichts aus und sitzt iiberwiegend in der oberen Korperhilfte, vor allem zwischen
den Schulterbléttern (Heaton, 1972). NST ist bei Neugeborenen durch das Missverhéltnis
von Korpermasse zur Korperoberflache lebensentscheidend. Thermoregulatorische Prozesse
wie Muskelzittern, Muskelaktivitdt, Verdauung oder eine adiquate Aktivierung des
Nervensystems zur Verdnderung der korpereigenen Durchblutung sind noch nicht
ausreichend gereift (Aherne und Hull, 1966; Cannon und Nedergaard, 2004).

Lange wurde angenommen, dass BAT in Erwachsenen keine entscheidende Funktion
mehr besitzt und sich mit dem Alter zuriickbildet (Lean, 1989). Huttunen et al. konnten 1981
erstmals nachweisen, dass BAT in finnischen Holzféllern, die dauerhaft Kélte-exponiert
arbeiten, vermehrt vorkommt und aktiv war. Sie entnahmen dafiir post-mortem
Gewebeproben aus dem Halsbereich und untersuchten diese morphologisch sowie
enzymatisch (Huttunen et al., 1981). Dariiber hinaus konnte BAT in Patienten mit
Phéochromozytom verstirkt nachgewiesen werden. Dies ist ein neuroendokriner Tumor, der
iiberwiegend im Nebennierenmark sitzt und unkontrolliert Katecholamine wie Noradrenalin
und Adrenalin freisetzt (Ricquier et al., 1982; Lean et al., 1986). Die entscheidende
Untersuchung zur Entdeckung von aktivem braunem Fettgewebe gelang jedoch erst
nuklearmedizinisch. Die Einfithrung der '3F-Fluorodeoxyglucose Positronen-Emissions-
Tomographie ('*F-FDG-PET) gepaart mit einem Computertomogramm
(Computertomographie, CT) zur Detektion von stoffwechselaktiven Metastasen im Rahmen
des Tumorstagings, fiihrte wiederholt zur symmetrischen Aufnahme von !SF-
Fluorodeoxyglucose im Fettgewebe der Schulter- und Halsregion bei unterschiedlichen
Krebserkrankungen (Hany et al., 2002). Durch gezielte Biopsien konnte schlieBlich
klassisches BAT nachgewiesen werden und eine Verbindung zwischen Kailte,
sympathischem Nervensystem und aktivem humanem BAT wurde postuliert (Nedergaard et

al., 2007).
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1.2.2. Typische Lokalisationen und Nachweismethoden von aktivem braunen Fettgewebe im

Menschen

Im Jahr 2009 bekam die Forschung zu BAT durch drei Studien, die im The New England
Journal of Medicine publiziert wurden, einen neuen Aufschwung.

Cypess et al. analysierten retrospektiv 3640 '3F-FDG-PET/CT Bilder nach
einheitlich festgelegten Kriterien, die von 2003 bis 2006 aus verschiedenen medizinischen
Griinden angefertigt wurden. Sie beschrieben die typischen Lokalisationen von BAT Depots
als supra- und infraklavikuldr, im oberen Mediastinum, entlang der apikalen Wirbelsdule
sowie in Einzelfdllen perinephritisch (Cypess et al., 2009). Durch die ermittelten Daten
konnte die Forschungsgruppe aus Boston nicht nur die Existenz von BAT in Erwachsenen
nachweisen, sondern stieB auch auf erste Hinweise, dass BAT mdglicherweise von
metabolischer Relevanz fiir den Menschen sein konnte. Bei den Analysen war auffallend,
dass BAT beispielsweise in Frauen hédufiger detektiert wurde und bei diesen sowohl eine
groflere Masse als auch hohere Aktivitdt als bei Ménnern aufwies. Zugleich wurde eine
geringere Menge an BAT mit zunehmendem Lebensalter festgestellt (Cypess et al., 2009).

In den beiden anderen Studien wurden gesunde, junge Probanden nach einem jeweils
einheitlichen Protokoll dem Stimulus Kélte ausgesetzt und nach einer Adaptationszeit einem
BF-FDG-PET/CT unterzogen (van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009).
Van Marken Lichtenbelt et al. konnten BAT so in iiber 90% der teilnehmenden Probanden
nachweisen, sowohl in normalgewichtigen als auch in libergewichtigen Probanden. Es
wurde festgestellt, dass die Aktivitit von BAT negativ mit dem BMI und der
Korperfettmasse korrelierte, nicht jedoch mit dem BAT Volumen. Am stirksten
stoffwechselaktiv zeigte sich hier das supraklavikuldre BAT Depot (van Marken Lichtenbelt
et al., 2009). Virtanen et al. gewannen aus den bildmorphologisch aktiven BAT Regionen
und geeigneten Kontroll-Regionen simultan Gewebeproben. Durch die Anwendung
quantitativer real-time PCR (polymerase chain reaction) konnte eine um etwa 1000-fach
hohere Expression von UCP-1 in BAT vs. WAT nachgewiesen werden. Auch andere Marker
wie beispielsweise PRDM-16, ein Hauptregulator fiir die Differenzierung von BAT (Seale
et al., 2008), wurden vermehrt exprimiert und bewiesen die Existenz und Aktivitdt von BAT
in den radiologisch determinierten Lokalisationen in derselben Versuchssitzung (Virtanen
et al., 2009).

Seitdem gibt es diverse Forschungsansidtze um eine moglichst geeignete Methode,

die das Volumen und die Aktivitét des klassischen humanen BAT genau und vergleichbar
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quantifiziert, zu entwickeln. Der Nachweis von BAT durch ein "*F-FDG-PET/CT ist der
heutige Goldstandard, jedoch aufwendig, teuer und fiir Studienteilnehmer eine vermeidbare
Strahlenbelastung. Weitere bildmorphologische Techniken im Rahmen der Radiologie (z.B.:
Magnetresonanztomographie (MRT) und Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie
(SPECT)), unterschiedliche Tracermolekiile (z.B.: "SF-FDG und '8F-fluoro-6-
thiaheptadecanoic acid (*|FfTHA)) sowie neue Methoden zur Detektion der thermischen
Energie von BAT (z.B.: Infrarot-Thermographie oder iButtons®) wurden {iber die Jahre
untersucht und evaluiert (Leitner et al., 2017; Chondronikola et al., 2018).

Letztere stellen heutzutage eine nicht-invasive und einfache Art der Methodik dar.
Mittels infraroter Thermographie konnte in Menschen nachgewiesen werden, dass die
Temperatur in BAT spezifischen Regionen, z.B. supraklavikuldr, unter Kilteexposition
weniger stark abfillt als in BAT unspezifischen Depots (Lee et al., 2011). Dartiber hinaus
wiesen Boon et al. sogar nach, dass unter Kélteexposition die Temperatur der Haut
supraklavikuldr steigt und dieser Anstieg positiv mit dem klavikuldren BAT Volumen
korreliert (Boon et al., 2014). Die hierfiir verwendeten kabellosen Temperaturfiihler,
sogenannte iButtons®, konnten die stattfindende Thermogenese iiber einem aktiven BAT
Depot anhand der Verdnderung der Oberflichentemperatur messen. Auf diese Weise kann
allein anhand der Temperaturverdnderung der Haut an spezifischen Lokalisationen des
Menschen eine Aussage iiber die Aktivierung von BAT getitigt werden (van Marken

Lichtenbelt et al., 2006).

1.2.3. Mechanismen der Aktivierung des braunen Fettgewebes

Sdugetiere sind homodotherm. Sie konnen ihre Korperkerntemperatur engmaschig reguliert
auf einem relativ konstanten Niveau aufrechterhalten. Um einer Hypothermie entgegen zu
wirken kann der Korper durch Regulation der Durchblutung die Abgabe von Wérme
verhindern oder er kann durch eigene Thermogenese (z.B.: Muskelzittern, NST) Wérme
erzeugen (Benzinger, 1969; Loffler, 2007). BAT ist eine wichtige Stellgrofe dieser
Thermoregulation und Hauptorgan der NST.

BAT wird durch Kélteexposition aktiviert. Verantwortlich fiir die Aktivierung von
BAT ist das sympathische Nervensystem (SNS), welches Katecholamine wie Noradrenalin,
Adrenalin und Dopamin ausschiittet (Cannon und Nedergaard, 2004). Uber B;-adrenerge
Rezeptoren in Tieren und B2-adrenerge Rezeptoren in Menschen wird die braune Fettzelle
vor allem noradrenerg stimuliert (Blondin et al., 2020). Dies fiihrt zur Induktion der

Hormon-sensitiven Lipase (HSL) sowie der Triacylglycerin Lipase (ATGL), welche
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gespeicherte intrazelluldre TGs in Glycerin und FFAs spalten - es wird die intrazelluldre
Lipolyse stimuliert. Die frei gewordene Energie in Form von FFAs wird mittels
mitochondrialer B-Oxidation in den Citratzyklus eingebracht und fordert den Aufbau des
Protonengradienten iiber die innere Mitochondrienmembran, welcher letztlich im finalen
Schritt der Atmungskette benutzt wird um diese zu entkoppeln und thermische Energie durch
Thermogenin zu erzeugen (siche Kapitel 1.1.2.). Durch den erhohten Quotienten von
Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat zu ATP bei ausbleibender ATP Synthese wird die
Atmungskette immer weiter stimuliert und mehr Wirme freigesetzt. SchlieBlich wird tiber
a2-Rezeptoren die Thermogenese Katecholamin-vermittelt jedoch wieder inhibiert (Cannon
und Nedergaard, 2004).

Zeitgleich wird durch die noradrenerge Stimulation die Durchblutung von BAT
gesteigert um mehr Sauerstoff fiir die Zellatmung zu gewinnen und ebenso die Expression
von UCP-1 in BAT erhoht um die Thermogenese zusitzlich zu maximieren. Kélte als
Stimulus augmentiert die noradrenerge Regulation der UCP-1 abhédngigen Thermogenese
(Cannon und Nedergaard, 2004). Die UCP-1 unabhingige Thermogenese wird durch Kélte
nicht beeinflusst. Wenn man noradrenerge B-Rezeptoren beispielsweise mit Propanolol,
einem selektiven B-Blocker, inhibiert, dann zittern Tiere im Versuchsmodell, weil sic BAT
nicht ansteuern kdnnen (Schonbaum et al., 1966). Das gleiche gilt fiir Miuse, die ohne das
UCP-1 Gen geziichtet wurden (Golozoubova et al., 2001). Andererseits, wenn man die
Expression von Genen der intrazelluliren Lipolyse ausschaltet, werden vermehrt Glukose
und nicht-veresterte Fettsduren (non-esterified fatty acids (NEFA)) aus dem Blut in die
braune Fettzelle transportiert. Es wird die membranstindige Lipoproteinlipase (LPL)
aktiviert und von BAT selbst synthetisiert, welche zirkulierende Chylomikronen und Very
Low-Density Lipoproteine (VLDL) Insulin-abhingig in Glycerin und FFAs spaltet. Diese
FFAs konnen dann durch Diffusion oder Transporter-vermittelt der braunen Fettzelle zur
Wirmeerzeugung zur Verfligung gestellt werden (Loffler, 2007; Carpentier et al., 2018). Die
noradrenerg vermittelte intrazelluldre Lipolyse ist zwar der Hauptmechanismus um
chemische Energie fiir die Thermogenese zur Verfiigung zu stellen, aber nicht so essentiell
fiir die NST von BAT, wie Noradrenalin und UCP-1 (Carpentier et al., 2018). Dartiiber
hinaus konnte in vitro nachgewiesen werden, dass auch Dopamin die Thermogenese liber
D1-dhnliche Rezeptoren stimuliert, sowie einen positiven Effekt auf die Zunahme der
braunen Zellmasse hat (Kohlie et al., 2017).

Glukose als Energiesubstrat neben FFAs wird, wie oben bereits beschrieben, im

aktiven BAT Zustand ebenfalls erheblich in braune Fettzellen aufgenommen (Bahler et al.,
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2016). Gerade auf die Masse von braunem Fettgewebe gesehen, ist die Menge der
Glukoseaufnahme in BAT im Vergleich zu anderen Organen wie der Skelettmuskulatur
wihrend der Kélteexposition enorm. Die Aufnahme geschieht durch die Insulin-abhédngige
Translokation von Glukosetransporter (GLUT) Typ 4 an die Oberfliche der braunen
Fettzelle, denn BAT ist ein Insulin-sensitives Organ (Orava et al., 2011). Glukose kann dann
sowohl als direktes Substrat fiir die Glykolyse und den Citratzyklus in der BAT Zelle genutzt
werden um eine aktuell statt findende Thermogenese mit anzutreiben; Glukose konnte aber
auch als Baustein fiir die intrazellulire de-novo Lipogenese von TGs fiir spitere

Kalteperioden fungieren (Cannon und Nedergaard, 2004).

1.3. Metabolische Relevanz des aktiven braunen Fettgewebes fiir den Menschen

1.3.1.Grundlagen der Insulin-, Glukose- und Lipidregulation

Insulin ist das wichtigste anabole Peptidhormon des Korpers. Es besteht aus 51 Aminosduren
und aus zwei Peptidketten die durch zwei Disulfidbriicken kovalent miteinander verkniipft
sind. Post-translational wird aus Priproinsulin, Proinsulin, welches durch Abspaltung eines
C-Peptids die endgiiltige Struktur von Insulin annimmt. Gespeichert in Vesikeln des Golgi-
Apparat konnen Insulin und C-Peptid bei Stimulation in &quimolarem Verhiltnis
exozytotisch ins Blut abgegeben werden (Loffler, 2007). Die Messung des C-Peptids
ermoglicht einen genauen Riickschluss auf die endogene Insulinproduktion. Seine
Halbwertszeit im Blut ist deutlich ldnger als die des Insulins. Dies wird sich beispielsweise
bei der Diagnostik des Diabetes mellitus Typ 1 zu Nutze gemacht.

Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln des endokrinen Pankreas
synthetisiert und ist das einzige Hormon, welches die Plasmaglukosekonzentration senken
kann (Loffler, 2007). Die Verdnderung der Plasmaglukosekonzentration ist der wichtigste
Stimulus zur Ausschiittung von Insulin. Uber GLUT-2 Transporter wird Glukose im Blut
Insulin-unabhéngig in die Pankreaszelle aufgenommen und tiber die Glukokinase der
Glykolyse zur Verfiigung gestellt (Thorens, 2015). Die Glukokinase, welche nur im
Pankreas und in der Leber vorkommt, hat einen hoheren Kv-Wert, also eine niedrigere
Affinitdt fiir ihr Substrat. So stimulieren erst groBere Verdnderungen der
Glukosekonzentration im Blut (2-3 mmol/I bis ca. 15 mmol/l) die Insulinsekretion (Loffler,
2007). Auch ein Anstieg von Aminosduren wie Leuzin und Arginin stimuliert die

Insulinausschiittung, ebenso ein Anstieg von FFAs im Blut durch Stimulation der LPL
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(Schmidt et al., 2011). Verstirkt wird die Insulinantwort zudem durch Inkretine des
Gastrointestinaltraktes (Loffler, 2007).

Die Insulinausschiittung erfolgt pulsatil und biphasisch. Die schnelle Insulinantwort
erfolgt innerhalb der ersten 10 Minuten nach einem Plasmaglukosepeak im Blut (Schmidt et
al., 2011). Diese wird auch als first phase insulin response (FPIR) bezeichnet und stellt ein
MaB fiir die sekretorische B-Zell Kapazitdt der Langerhans’schen Inseln dar (Tripathy et al.,
2003). Die bereits verfiigbare Insulingranula wird entleert. Anschlieend folgt die langsame
Insulinsekretion, welche eine kurzfristige Hyperglykdmie graduell und kontinuierlich
ausgleicht, so lange es nicht zu einer erneuten Stimulation kommt. Fiir diesen Teil miissen
neue Vesikel rekrutiert werden. Bei anhaltend hoher Blutglukose nimmt die
Insulinausschiittung nach etwa 2-3 Stunden ab. Gehemmt wir die Insulinsekretion
beispielsweise durch Somatostatin aus den d-Zellen des Pankreas oder noradrenerg iiber a.-
Rezeptoren an der B-Zelle. Der Gegenspieler des Insulins im Hungerzustand ist Glukagon
(Schmidt et al., 2011).

Insulin ist fiir die Speicherung von Energiesubstraten verantwortlich und ist ein
wichtiger Regulator enzymatischer Prozess, die die Energichomoostase beeinflussen. Es
gehort neben dem Hormon Leptin zu den Adipositassignalen, welche den Kontrollzentren
des Hypothalamus eine Riickmeldung iiber den aktuellen Erndhrungszustand des Korpers
liefern und einen wesentlichen Einfluss auf die Langzeitregulation des Fettgewebes haben
(Schmidt et al., 2011). Uber Bindung an den Insulin-Rezeptor wirkt Insulin an verschiedenen
Geweben, wie z.B. Muskel- und Fettgewebe. Uber GLUT-4 wird Glukose Insulin-abhiingig
aufgenommen und verstoffwechselt. Insulin induziert dariiber hinaus auch die LPL und so
den Abbau von Chylomikronen und VLDL zur Speicherung von TGs im Fettgewebe oder
zur Substratbereitstellung flir die Thermogenese in BAT (s.o. Kapitel 1.2.3.) (Williams,
2008; Schmidt et al., 2011; Carpentier et al., 2018).

1.3.2. Positive metabolische Effekte durch aktiviertes braunes Fettgewebe

Tierexperimentelle und humane Studien deuten auf einen engen Zusammenhang zwischen
aktiviertem BAT und metabolischen Verdnderungen.

Im Mausmodell konnten Bartelt et al. zeigen, dass durch die Aktivierung von BAT
mit Hilfe von Kilte eine zuvor bestehende Hypertriglyzeriddmie in genetisch veridnderten
Tieren innerhalb von Stunden normalisiert wurde. Ein durchgefiihrter oraler Fetttoleranztest
fiilhrte in der kalten Bedingung im Vergleich zur thermoneutralen Bedingung zu keinem

Anstieg von TGs im Blut. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Aufnahme von TGs aus
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zirkulierenden Lipoproteinen selektiv in BAT, im Vergleich zum Muskelgewebe, erhoht war
und eine erhdhte Permeabilitdt des Endothels dies positiv unterstiitzte (Bartelt et al., 2011).
Eine Steigerung des Fettsdureumsatzes, sowie eine Steigerung des Glukoseumsatzes in
Kilte-aktiviertem BAT konnte in einem humanen Studienkollektiv ebenfalls
nuklearmedizinisch nachgewiesen werden. Dabei wurden markierte NEFAs {iberwiegend
durch aktives BAT aufgenommen und nicht von WAT oder der Skelettmuskulatur. Jedoch
wurden hier keine zirkulierenden Lipoproteine untersucht wie bei Bartelt et al. und freie
TGs verdnderten ihre Konzentration im Blut wihrend der Kélteexposition nicht (Ouellet et
al., 2012). Bildmorphologisch konnte aber demonstriert werden, dass BAT mehrheitlich
intrazelluldire TG-Speicher aufbrauchte und dass die unmittelbar frei werdenden
intrazelluldren FFAs fiir die Thermogenese oxidiert wurden (Ouellet et al., 2012; Carpentier
et al., 2018). Aktiviertes BAT griff somit nachweislich an verschiedenen Stellen in die
Regulation des Lipidhaushaltes sowohl in Tieren als auch in Menschen ein.

Der Glukosemetabolismus wird ebenfalls durch die Aktivitit von BAT beeinflusst.
Ein groBeres Volumen von aktivem BAT geht mit einer verbesserten Glukosetoleranz und
einer erhohten Insulinsensitivitdt einher (Chondronikola et al., 2014). BAT positive,
schlanke Probanden nahmen nachdem sie durch Kélte stimuliert wurden nicht nur vermehrt
Glukose in aktiviertem BAT auf, sondern metabolisierten auch grundsétzlich mehr Glukose
(Chondronikola et al., 2014). Zusétzlich wird die Glukose Aufnahme in BAT unabhéngig
von dessen Aktivitdtsstatus giinstig durch Insulin beeinflusst (Orava et al., 2011). Dieser
Effekt wird durch Kiélte aktiviertes BAT deutlich verstirkt und optimiert so die periphere
Insulinsensitivitit insgesamt im Korper (Chondronikola et al., 2014). Die erfolgreiche
Transplantation von allogenem BAT in Mausen unterstreicht diese Effekte ebenfalls. Es
konnte gezeigt werden, dass ein vergroflertes BAT Volumen durch eine Transplantation die
negativen Folgen einer fett-reichen Didt verhindert. Insulinresistenz und eine gestorte
Glukosetoleranz sind klassische Konsequenzen einer fettreichen Didt, doch in Abhéngigkeit
vom transplantierten BAT Volumen kam es dennoch zu einer Verbesserung der
Glukosetoleranz und Insulinsensitivitit (Stanford et al., 2013). BAT scheint also einen

metabolisch gesunden Phianotyp zu unterstiitzen.

1.3.3. Das Potenzial braunen Fettgewebes im Kampf gegen Adipositas und

Folgeerkrankungen

Klassisches BAT kann in verschiedenen Stadien im Korper des Menschen vorliegen. Fiir

eine maximale Aktivierung und Rekrutierung ist sowohl die Anzahl und Proliferationsrate
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der braunen Fettzellen entscheidend, ihre Differenzierung von Priaadipozyten zu
Adipozyten, die lokale Innervation und Vaskularisierung des Gewebes als auch die
Mitochondriendichte und UCP-1 Anzahl innerhalb der braunen Zelle (Cannon und
Nedergaard, 2004). Gleichzeitig spielen beiges Fettgewebe sowie das Potenzial WAT zu
braunen (,,Browning*) eine wichtige Rolle um das vollstindige metabolische Ausmal} der
verschiedenen Fettgewebsarten fiir den Energiestoffwechsel des Menschen einzuschitzen.

Durch seine auBBerordentliche Stoffwechselaktivitiat hat BAT Aufmerksamkeit in der
Adipositasforschung erhalten. Gerade weil Adipositas ein zentraler Risikofaktor fiir die
Entwicklung eines DMT2 sowie des metabolischen Syndroms ist, stellen ein gesteigerter
Energieverbrauch, die Reduktion von Fettgewebe und ein damit einhergehender
Gewichtsverlust essentielle Angriffspunkte im Kampf gegen die zunehmende Pravalenz von
Adipositas dar.

Fir die Relevanz im menschlichen Metabolismus ist festzuhalten, dass Kilte-
Stimulation und die damit einhergehende Aktivierung des Sympathikus eine erhohte
Aufnahme von Glukose in BAT fordern, sowie die Verbrennung von FFAs ankurbeln. Diese
Mechanismen korrelieren positiv mit einer vermehrten Perfusion von BAT und mit einer
gesteigerten REE. Eine erhohte Perfusion von BAT kann zugleich mit aktiver Thermogenese
assoziiert sein (Orava et al., 2011), ist aber nicht zwingend erforderlich (Blondin et al.,
2015). Eine gesteigerte Stoffwechselaktivitit und Thermogenese von BAT durch die Kélte
bedingte SNS Stimulation wird jedoch grundsdtzlich beobachtet. Eine verldngerte oder
chronische Kélte-Stimulation bewirkt sogar eine Reduktion des Kdorperfetts im Menschen
und hat einen Einfluss auf die Glukosetoleranz und Insulinsensitivitit, selbst in Menschen
mit initial verminderter BAT Aktivitdt (Chondronikola et al., 2014; Yoneshiro et al., 2013).
Umgekehrt fiihrt ein totaler Mangel an BAT im Tierversuch zu Adipositas und
Kalteintoleranz (Lowell et al., 1993).

BAT besitzt ferner eine enorme Plastizitit (Fenzl und Kiefer, 2013). Das bedeutet,
vorhandenes BAT kann nicht aktiv sein, aber rekrutiert werden. Patienten, die beispielsweise
vor und nach bariatrischen Operationen hinsichtlich der BAT Aktivitdt untersucht wurden,
wiesen eine erhohte BAT Aktivitit im Zusammenhang mit ihrem Gewichtsverlust nach
einem Jahr auf (Vijgen et al., 2012). Die Moglichkeit auch WAT zu rekrutieren durch
sogenanntes ,,Browning“ und damit ein groBeres Volumen an energetisch aktivem
Fettgewebe zu erzielen sowie eine pharmakologische Aktivierung vorhandener, aber

inaktiver BAT Depots, sind Ziele aktueller wissenschaftlicher Forschung.
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1.4. Ziele und Fragestellung

Vor dem Hintergrund der dargestellten Studien existieren multiple positive metabolische
Effekte von stoffwechselaktivem BAT in Menschen. Das BAT und NST eine Rolle fiir die
menschliche Energiechomdostase und einen gesunden metabolischen Phianotyp spielen, ist
sehr wahrscheinlich.

Die Datenlage zu den metabolischen Effekten von aktiviertem BAT in Menschen mit
Adipositas ist eher sparlich (Wang et al., 2011; Vijgen et al., 2012; Orava et al., 2013).
Gerade Menschen mit Adipositas Grad I sind eine primédre Zielgruppe, fiir die aktiviertes
BAT klinisch und therapeutisch eine priventive Bedeutung haben konnte. Obgleich, dass
die Aktivitit von BAT und der BMI negativ korrelieren (Cypess et al., 2009; Ouellet et al.,
2011), ist es besonders wichtig metabolische Effekte durch eine Kailte-induzierte BAT
Aktivierung auch in dieser Population zu untersuchen um die wesentlichen Signalwege im
Zusammenhang mit BAT zu verstehen.

Die hier vorliegende Arbeit untersucht Auswirkungen von BAT Aktivitdt und NST
durch prolongierte Kélte-Stimulation (5h) in vierzehn ménnlichen, metabolisch gesunden
Probanden mit Adipositas Grad I. Verdnderungen von Neurotransmittern durch das Kélte-
aktivierte SNS wurden analysiert. Zudem wurden Effekte einer Kilte-induziertem BAT
Aktivierung auf die Glukosetoleranz, die sekretorische Leistung des Inselorgans und die
periphere Insulinsensitivitdt mit Hilfe des Botnia Clamps untersucht (Tripathy et al., 2003).
Ferner wurden dermale Temperaturfiihler (iButtons®) als Nachweismethode von aktiviertem

BAT durch die Messung thermischer Energie eingesetzt.

Folgende Hypothesen wurden explizit getestet:

a) aktiviertes BAT fiihrt zur Freisetzung von Warme und damit zu einem geringeren Abfall
der oberflachlichen Hauttemperatur iiber BAT Depots.

b) die Kélte-induzierte Aktivierung von BAT wird bei Menschen mit Adipositas Grad I auch
iber eine Steigerung der Sympathikusaktivitit vermittelt.

c) durch Kilteexposition aktiviertes BAT fiihrt bei metabolisch gesunden Menschen mit

Adipositas Grad |

1) zu einer Verbesserung der peripheren Insulinsensitivitit bei unverdnderter B-
Zell Kapazitit.
i1) zu einer Veranderung relevanter Parameter des Lipidstoffwechsels.
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2. Material und Methoden

2.1. Probanden

An dieser klinisch-experimentellen Studie nahmen vierzehn gesunde, mannliche Probanden
im Alter zwischen 20 und 31 Jahren (Durchschnittsalter 25,07 4+ 0,71 Jahre) mit einem BMI
von durchschnittlich 31,84 + 0,52 kg/m? teil. Alle Teilnehmer hatten per Definition eine
Adipositas Grad I.

Die geeigneten Probanden wurden mittels Offentlicher Aushidnge am
Universititsklinikum Schleswig-Holstein Liibeck (UKSH Liibeck), an der Universitit zu
Liibeck und an der Fachhochschule Liibeck gefunden. Dariiber hinaus wurden informative
Emails tiiber den offiziellen Universitits-Studierendenverteiler versendet sowie ein
Ebaykleinanzeigen-Inserat erstellt, um den Radius der Studienteilnehmer zu vergroBern.
Alle potenziellen Interessenten wurden zu einem ersten Vorstellungstermin eingeladen. Eine
ausfiihrliche Aufkldrung tiber den Versuchsablauf der Studie, die damit verbundenen
Risiken und die Moglichkeit des vorzeitigen Beendens der Teilnahme fand statt. Gleichzeitig
wurde die Eignung zum Studieneinschluss medizinisch durch ein umfassendes
Anamnesegesprich, durch eine korperliche Untersuchung mit Errechnung des aktuellen
BMIs und durch eine Blutanalyse ermittelt. Die rekrutierten Studienteilnehmer zeigten in
der korperlichen Untersuchung altersentsprechende Normalbefunde. Die Blutanalyse
schloss Werte der Blutzellen, der Gerinnung, der Leber- und Nierenfunktion, des
Fettstoffwechsels, der Schilddriisenfunktion sowie den Blutzucker und Hamoglobin Alc
Wert mit ein. Diese mussten in den entsprechenden Referenzbereichen des bestimmenden
Labors liegen.

Ausschlusskriterien fiir Probanden waren akute und chronische internistische oder
neurologische Erkrankungen, Bluthochdruck, Alkohol- und Nikotinabusus, regelméfige
Medikamenteneinnahme, Leistungssport (z.B. Marathonldufer) und besondere
Belastungssituationen. Zusétzlich durfte weder bei ihnen noch bei ihren Eltern ein DMT?2
bekannt sein. Studienteilnehmer, deren Freizeitgestaltung unter extremen Temperaturen
stattfand (z.B.: Eisbaden/-surfen), wurden ebenfalls von der Studie ausgeschlossen. Ferner
nahmen die Probanden an keiner anderen Studie teil und wurden instruiert Blutspenden und
eine Diét flir die Dauer der Versuchsreihe zu unterlassen.

Nach der ausfiihrlichen miindlichen und schriftlichen Aufkldrung und Untersuchung,

sowie ausreichender Bedenkzeit, willigten alle Teilnehmer miindlich und schriftlich vor

14



Material und Methoden

Studienbeginn ein. Nach Abschluss aller Versuchssitzungen wurden die Probanden mit einer
Aufwandsentschiadigung von 150 € honoriert. Die Studie wurde im Einklang mit der
Deklaration von Helsinki durch die Ethikkommission der Universitdt zu Liibeck genehmigt

(Aktenzeichen 12-030).

2.2. Studiendesign und Versuchsaufbau

In der oben genannten Studie handelt es sich um eine balancierte within-subject Studie im
crossover-Design. Die vierzehn ausgewihlten, metabolisch gesunden ménnlichen
Probanden wurden an zwei Versuchstagen zwei unterschiedlichen Temperaturbedingungen
ausgesetzt: zum einen der Kontrollbedingung bei 25°C (Bedingung 25°C) und zum anderen
der durch moderate Kilte BAT aktivierenden Bedingung bei 16°C (Bedingung 16°C).

Die Simulation der Temperatur erfolgte bei den Studienteilnehmern mit Hilfe eines
durch Wasser gekiihlten Ganzkdrperanzugs (Iwen et al., 2011). Uber einen Umwilzkiihler
konnte die Wassertemperatur in eingenéhten Kunststoffschlduchen des Ganzkorperanzugs
(ThermoFlash, Buchenberg, Deutschland) Grad-genau eingestellt und iiber die
Versuchssitzung konstant gehalten werden. Beide Bedingungen wurden in randomisierter
Reihenfolge ohne die vorzeitige Kenntnis der Probanden iiber den jeweiligen Versuchstag
im Intervall von mindestens zwei und hochstens zwolf Wochen durchgefiihrt.

Am jeweiligen Versuchstag erschienen die Studienteilnehmer niichtern um 08:00
Uhr im Haus 50, dem Institut fiir Neuroendokrinologie des UKSH Liibeck. Erneut wurde
das miindliche Einverstindnis zur Versuchsteilnahme eingeholt. Alle Probanden waren
instruiert worden am Vortag nicht spéter als um 20:00 Uhr ihr Abendessen einzunehmen,
sowie spdtestens um 23:00 Uhr schlafen zu gehen. Zudem sollte auf eine Alkohol- oder
Koffeineinnahme in den letzten 12h verzichtet werden. Ein standardisiertes Interview zu
Beginn der Versuchssitzung gab Aufschluss iiber die Einhaltung der entsprechenden
Vorgaben sowie iiber das aktuelle Befinden des teilnehmenden Probanden. Im Anschluss
erhielten die Studienteilnehmer fiir die Dauer des Versuchstages einheitliche lange
Unterwidsche und ihr aktuelles Korpergewicht wurde mit einer kalibrierten Personenwaage
(Seca, Hamburg, Deutschland) ermittelt.

Um die genaue Korperzusammensetzung der Probanden zu bestimmen wurde eine
bioelektrische  Impedanzanalyse  (BIA)  durchgefiihrt (s.u.  Darstellung  der
Einzeluntersuchungen). Nachfolgend erhielten die Teilnehmer zur kontinuierlichen

Messung der Herzratenvariabilitdt zwei initialisierte Actiheart-Sensoren (CamNTech,
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Cambridge, England) ober- und unterhalb der Mamille links. Uber diese war eine
Bestimmung der sympatho-vagalen Balance innerhalb der jeweiligen Temperaturbedingung
moglich. Diese Daten wurden im Rahmen der Gesamtstudie erhoben, aber in einer anderen
Dissertation ausgewertet (Backhaus, 2018). Zur Aufzeichnung und Uberwachung der
Muskelaktivitdt wurden die Teilnehmer mit vier paarigen Elektromyogramm (EMG) -
Elektroden am Herz, am rechten Arm (Musculus biceps brachii), am rechten Bauch (M.
obliquus externus abdominis und M. rectus abdominis) und am rechten Oberschenkel (M.
quadrizeps femoris) ausgestattet. Deren Signal wurde mit einem Verstirker von einem
Aufnahmegerdt (Neurofax, EEG-9200G, Nihon Kohden Corporation, Tokyo, Japan) im
benachbarten Labor aufgezeichnet. Um einen sicheren Kontakt dieser Elektroden auf der
Haut zu gewéhrleisten wurden sie mit zusétzlichen Klebestreifen fixiert.

Die Oberflichentemperatur der Haut wurde iiber die gesamte Versuchszeit mit
Temperatursensoren, iButtons® genannt, gemessen (Maxim Integrated Products
International Limited Dublin, Irland). Diese wurden ebenfalls mit Fixierungstape auf der
Haut angebracht um die Temperatur auf der jeweils rechten und linken Korperhilfte
folgender Positionen kontinuierlich zu messen: supraklavikular, infraklavikular, umbilikal,
am Oberarm und am Oberschenkel (s.u. Darstellung der Einzeluntersuchungen).
Anschlielend erhielten die Probanden zwei periphere Venenverweilkaniilen (G18 Vasofix
Brauniile, B. Braun, Melsungen, Deutschland) mit Dreiwegehahn-Aufsatz (Discofix C
Dreiwegehahn, B. Braun, Melsungen, Deutschland) um regelméBig Blut aus der jeweiligen
Ellenbeuge zu entnehmen. Uber die Dauer von insgesamt 8h lagen die Studienteilnehmer in
einem Temperatur-kontrollierten Raum (durchschnittliche Raumtemperatur: 24,5°C) auf
dem Riicken in einem Bett. Sie durften lesen, Spielfilme anschauen und sich mit den
Betreuern unterhalten. Korperliche Titigkeiten oder Nahrungsaufnahme waren nicht

gestattet. In Abb. 1 ist der Aufbau der Versuchstage schematisch dargestellt.
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Abb. 1: schematischer Aufbau der Versuchstage. Bedingungen 25°C (rot) und 16°C (rot-blau).

Um 09:00 Uhr legten die Probanden den Ganzkorperanzug immer mit einer
voreingestellten Temperatur von 25°C an. Die erste Adaptationsphase von etwa einer Stunde
erfolgte um unabhéngig von der jeweiligen Versuchsbedingung eine gleiche Basis an den
verschiedenen Versuchstagen zu schaffen. Zeitgleich wurde die gegenwiértige
Korperkerntemperatur mit einem Ohrthermometer dokumentiert (ThermoScan type 6014,
Braun GmbH, Kronberg, Deutschland). Diese Messung wurde stlindlich wiederholt. Auch
die aktuelle Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit im Studienzimmer wurde notiert. Die
Probanden fiillten iiber den gesamten Zeitraum des Versuchs in regelméfBigen Abstinden
Fragebogen zum aktuellen Wohlbefinden (Visual Analogue Scale) und Symptomlisten
(Symptoms Rating Scale) aus. Die Ergebnisse der Fragebdgen wurden im Rahmen der
Gesamtstudie erhoben, aber in einer anderen Dissertation ausgewertet (Backhaus, 2018).

Nach der ersten Adaptationsphase wurde eine indirekte Kalorimetrie fiir die Dauer
von 45 Minuten durchgefiihrt. Mit dieser Messung wurde der Basalwert des
Ruheenergieverbrauchs des jeweiligen Probanden fiir den aktuellen Versuchstag ermittelt.
Die Messung des REE begann nach Erreichen eines stabilen Stoffwechselgleichgewichts
unter der zugehorigen Atemhaube fiir etwa 30 Minuten. AnschlieBend erfolgte die erste
Blutentnahme (t.110) aus der Venenverweilkaniile rechts zur Bestimmung relevanter
metabolischer und hormoneller Ausgangwerte, e.g. des Glukose- und Lipidstoffwechsels.
Zusitzlich gaben die Probanden eine Urinprobe ab.

Die gewonnenen Proben wurden nach der Abnahme geschwenkt und entsprechend
weiterverarbeitet. Abhdngig vom zu bestimmenden Endprodukt wurden die Blutproben

direkt gekiihlt oder bei 4°C und 4000 Umdrehungen/min oder bei Raumtemperatur und 2700
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Umdrehungen/min zentrifugiert (SIGMA 4-16K, SIGMA Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz, Deutschland). Bei den zentrifugierten Proben wurde der Uberstand in
zuvor markierte Eppendorf-Geféf3e pipettiert (Eppendorf Safe Lock Tubes, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) und anschlieend bei -20°C eingefroren. Am Ende eines jeden
Versuchstages wurden alle verarbeiteten Blut- und Urinproben in -80°C kalten
Gefrierschrinken im UKSH Liibeck gelagert. Aus diesen wurden spéter die individuellen
metabolischen und hormonellen Analysen durchgefiihrt.

Nach der abgeschlossenen ersten indirekten Kalorimetrie wurde die Temperatur des
Umwalzkiihlers je nach Versuchstag und Randomisierung bei 25°C (Bedingung 25°C)
belassen oder auf 16°C (Bedingung 16°C) umgestellt. Das Wasser des Ganzkdrperanzuges
nahm die entsprechende Temperatur an und eine zweite Adaptationsphase von einer Stunde
begann. Die Temperatureinstellung wurde von nun an bis zum Ende des Versuchstages
beibehalten. Wenn das abgeleitete EMG Muskelzittern anzeigte, konnte die Temperatur des
Umwilzkiihlers in 1°C-Schritten erhoht werden bis das elektrisch erfasste Zittern der
Muskeln sistierte. Nach der zweiten Adaptationsphase an die jeweilige Temperatur (25°C
vs. 16°C) wurde erneut eine 45-miniitige indirekte Kalorimetrie durchgefiihrt und der REE
fiir die Bedingung 25°C oder die Bedingung 16°C erfasst. Die REE Daten wurden ebenfalls
im Rahmen der Gesamtstudie erhoben, aber in einer anderen Dissertation ausgewertet
(Backhaus, 2018). Eine weitere Blutentnahme (t-10) fand nach Abschluss der zweiten
indirekten Kalorimetrie statt. Wahrend der Laufzeit der indirekten Kalorimetrie wurde der
sogenannte Botnia Clamp vorbereitete.

Der Botnia Clamp ist eine Kombination aus intravendsem Glukosetoleranztest
(ivGTT) und hyperinsulinimen-euglykdmen Clampversuch (HEC) nach der von Tripathy et
al. beschriebenen standarisierten Technik (Tripathy et al., 2003). Er ist der Goldstandard zur
unabhingigen Beurteilung der -Zell Kapazitit der Langerhans’schen Inseln des Pankreas
und der peripheren Insulinsensitivitit in einer Versuchssitzung. Der ivGTT dauerte
insgesamt 60 Minuten (to-tso). Der danach folgende HEC dauerte insgesamt 150 Minuten
(teo-t210).

Um 12:30 Uhr wurde der ivGTT begonnen. Ein gewichtsadaptierter, individueller
Glukosebolus von 0,3 g/kg Kdrpergewicht wurde intravends verabreicht (Glucosteril 20%
Losung, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland). Zehn Minuten vor (t.10) und
unmittelbar nach  Applikation des Bolus erfolgte die Bestimmung der
Blutglukosekonzentration aus Vollblut zu den Zeitpunkten to, sowie 2°¢, 4¢, 6°, 8, 10°, 20°,

30¢, 40°, 50°, 60°. Parallel wurden Blutentnahmen fiir die Analysen weiterer relevanter
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Parameter zu den Zeitpunkten to, 2°, 4°, 6°, 8¢, 10°, 15, 30°, 45, 60° gewonnen, sowie eine
Urinprobe zum Zeitpunkt teo. Analog zum Protokoll von Tripathy et al. ermoglicht es der
Botnia Clamp die direkte Insulinantwort, die FPIR, zu ermitteln. Mit Hilfe der Area Under
The Curve (AUC) wurde die Insulinausschiittung in den ersten 10 Minuten nach
Glukosebolus im ivGTT errechnet (Tripathy et al., 2003). Die nachfolgenden 50 Minuten
werden als zweite und langsame Phase der Insulinsekretion bezeichnet. Die FPIR ist ein
MabB fiir die sekretorische B-Zell-Kapazitit des jeweiligen Probanden.

Direkt angeschlossen an den ivGTT begann um 13:30 Uhr (ts0) der HEC. Die
Probanden erhielten intravends iiber einen Perfusor (Perfusor fm, B. Braun, Melsungen,
Deutschland) Insulin mit einer kontinuierlichen Infusionsrate von 1,0 mU/kg
Korpergewicht/min bis zum Ende des HEC (Insuman rapid 40 Internationale Einheiten,
Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland). Die Blutzuckerkonzentration
wurde liber den gesamten Zeitraum alle 3 bis 5 Minuten mit einem Glukosemessgerét
kontrolliert (BIOSEN C-Line, EKF Diagnostics, Barleben, Deutschland). Eine
bedarfsgerechte Glukoseinfusionsrate einer 20%igen Glukoselosung stabilisierte die
Blutzuckerwerte in einem euglykdmen Zielbereich um 5,0 mmol/l. Ergédnzende
Blutentnahmen wurden halbstiindlich durchgefiihrt. Die Blutentnahmen am Arm rechts,
sowie die getrennte Infusion von Glukose und Insulin am Arm links wurden tiber
Kunststoffinfusionsschlduche vorgenommen (Combidyn Druckschlauch, 1x2 mm, 200cm,
transparent; Infusomat Space Leitung, 250 cm; Intrafix Primline, 150cm; B. Braun,
Melsungen, Deutschland). Diese fiihrten gemeinsam mit den Kabeln der EMG-Elektroden
vom Probanden iiber eine Wandoffnung in das angrenzende Labor. Zusitzlich wurde die
periphere Venenverweilkaniile rechts, {iber welche die hochfrequenten, regelméfigen
Blutglukosebestimmungen und auch halbstiindlichen Blutentnahmen stattfanden, mit einer
kontinuierlich, langsam laufenden Ringerinfusions-Losung (Berlin — Chemie AG,
Deutschland) belastet. Dadurch wurde eine Durchgéingigkeit der Venenverweilkaniile bis
zum Ende des Versuchstages gewihrleistet.

Zielparameter des HEC sind der M-Value, definiert als Glukoseinfusionsrate pro
kg/Korpergewicht innerhalb der letzten 60 Minuten des Clamps (tiso-t210 = Steady State),
und der Si-Index, definiert als M-Value bezogen auf die im Blut gemessenen Serum-
Insulinkonzentrationen im Steady State des HEC. Der M-Value gilt als Maf} fiir die
individuelle, periphere Insulinsensitivitdt. Der Si-Index setzt den Glukoseverbrauch ins
Verhiltnis zur ausgeschiitteten Insulinkonzentration. Des Weiteren ist der Dispositionsindex

(DI) eine wichtige Zielvariable des Botnia Clamps. Dieser errechnet sich als Produkt aus M-
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Value und FPIR (M-Value x FPIR) und gibt Auskunft iiber die akute Insulinsekretion (B-
Zell-Kapazitdt) angepasst an die vorhandene periphere Insulinsensitivitit (Tripathy et al.,
2003).

Um 16:00 Uhr wurde der Botnia Clamp beendet und die externe Insulinzufuhr
gestoppt. Eine letzte Blutentnahme und eine dritte Urinprobe wurden verarbeitet. Nach einer
mindestens einstiindigen Uberwachung wurden die Studienteilnehmer in einem stabilen
Zustand und bei subjektivem Wohlbefinden nach Hause entlassen und an den nachfolgenden

Versuchstermin erinnert.

2.3. Darstellung der Einzeluntersuchungen

2.3.1. Temperaturregistrierung durch iButtons®

Die Oberflachentemperatur der Haut wurde wie oben bereits beschrieben mit kabellosen
Temperatursensoren, sogenannten iButtons®, gemessen. iButtons® sind ca. 16x6 mm? grof3e
Sensoren, welche die Temperatur in einem bestimmten Zeitintervall mittels Echtzeituhr
regelmifig messen und diese Daten auf einem internen Speicher aufzeichnen. AnschlieSend
konnen die Daten auf einem Computer ausgelesen und weiter analysiert werden. Die
Validitét dieser Temperaturfiihler zur Messung der oberflachlichen Temperatur der Haut
beim Menschen wurde von Marken Lichtenbelt et al. bestitigt und mit einer mittleren
Messgenauigkeit von -0,09°C (maximal -0,4°C) und einer Prizision von 0,05°C (maximal
0,09°C) angegeben (van Marken Lichtenbelt et al., 2006; Smith et al., 2010). Der iButton®
Typ DS1922L-F5#, des Herstellers Maxim Integrated, USA, mit internationalem Vertrieb
durch eine Zweigstelle in Dublin, Irland, wurde in dieser Studie verwendet. Dieser Typ weist
laut Hersteller eine Temperatur Genauigkeit von + 0,5°C im Bereich von -10°C bis zu +65°C
bei einer Auflésung von 0,0625°C (11-Bit) auf (Maxim Integrated Products, Inc., 2015).
Die Oberflachentemperatur der Haut wurde wihrend des gesamten Versuchstages
alle 5 Sekunden mit 10 iButtons® an zuvor definierten Lokalisationen beidseits der
Mittellinie gemessen: supraklavikuldr, infraklavikuldr, umbilikal, am Oberarm und am
Oberschenkel (siehe Abb. 2) (Boon et al., 2014). Die durchschnittliche Temperatur innerhalb
zwelier relevanter Zeitintervalle (Basal: Zeitraum der ersten indirekten Kalorimetrie; nach
Adaptation: Zeitraum der zweiten indirekten Kalorimetrie) wurde ermittelt und zwischen
den Bedingungen 25°C und 16°C verglichen. Die durchschnittliche BAT Temperatur wurde

mit den beiden supraklavikularen iButtons® ermittelt. Die distale (periphere)
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Oberflachentemperatur beinhaltet die durchschnittliche Temperatur der vier iButtons® an
Oberarm und Oberschenkel, die proximale (zentrale) Oberfldchentemperatur setzt sich aus
der Durchschnittstemperatur der vier iButtons® umbilikal und infraklavikuldr zusammen.
Die Oberflichentemperatur der Haut gesamt beinhaltet alle Temperaturpositionen proximal

und distal mit Ausnahme von BAT.

Abb. 2: Lokalisationen der iButtons®
Blau = Referenzbutton proximal und distal; orange = Button BAT Depot supraklavikuldr.

2.3.2.Bioelektrische Impedanzanalyse

Die BIA ist eine etablierte Methode um die Kdrperzusammensetzung eines Menschen zu
eruieren (Segal et al., 1985; Kyle et al., 2004). Durch vier spezielle Elektroden (BIANOSTIC
AT®, Data Input GmbH, Pocking, Deutschland) am rechten Handgelenk und am rechten
FuBigelenk des jeweiligen Probanden wird ein schwacher Wechselstrom mit einer konstanten
Stromstérke (0,8 Milliampere) bei unterschiedlich hohen Frequenzen (5 Hz, 50 Hz und 100
Hz) durch den Korper geleitet und ein elektrisches Feld hergestellt. Der Proband liegt dafiir
in horizontaler Position auf dem Riicken bei konstanter Raumtemperatur und
Luftfeuchtigkeit. Es wird ein Gesamtwiderstand (Impedanz) des Kdrpers gemessen, der sich
aus zwei Anteilen, der Resistance (R) und der Reactance (Xc), zusammensetzt und durch

einen Phasenwinkel ¢ ergénzt wird. Die unterschiedlichen Gewebe (z.B.: Fettgewebe) und
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Fliissigkeiten im Korper setzen dem Wechselstrom Widerstdnde entgegen, deren Analyse
Riickschliisse auf die aktuelle Korperzusammensetzung ermdglicht. Die ermittelten Daten
werden in ein herstellereigenes Softwareprogramm zur Auswertung eingetragen. Mit Hilfe
weiterer Messdaten, wie der Korpergrof3e, des Gewichts, des Geschlechts und des Alters des
jeweiligen Probanden konnen dann die drei Korperkompartimente, die Korperzellmasse, die
Korperfettmasse und die Extrazelluldirmasse errechnet werden und Aufschluss iiber den
Erndhrungszustand geben (Kyle et al., 2004; Data Input GmbH, 2019).

In dieser Studie wurden das Impedanzanalysegerdt und das entsprechende Zubehor
von Nutriguard-MS verwendet (Nutriguard-MS, Data Input GmbH, Pocking, Deutschland).
Es wurden speziell die Magermasse und das Kdrperfett in Kilogramm mit Hilfe der Software
errechnet. Anhand dieser Parameter kann die absolute sowie relative Korperfettmasse
bestimmt werden. Dem gegeniiber gibt der BMI eine Auskunft tiber die Korpergesamtmasse
im Verhiltnis zum Korpergewicht. Eine differenziertere Beurteilung von Ubergewicht und
Adipositas ist durch die BIA moglich (Houtkooper et al., 1996; Frankenfield et al., 2001;
Sun et al., 2005).

2.4. Berechnung der Indizes

Zur indirekten, nicht-invasiven und schnellen Beurteilung der B-Zellfunktion und der
Insulinresistenz konnen Indizes berechnet werden. Diese wurden zwischen den
Bedingungen 25°C und 16°C verglichen, sowie mit den Ergebnissen des Botnia Clamps.
Insulin-abhéngige Indizes sind z.B. der HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment of
Insulin Resistance) und der HOMA- (Homeostatic Model Assessment of B-cell function)
(Borai et al., 2007). Der HOMA-IR ist ein indirektes Mal fiir die Insulinresistenz und ein
Pradiktor fiir die Entwicklung eines DMT2, der HOMA-B ist ein indirektes MaB fiir die
sekretorische Leistung der B-Zellen (Matthews et al., 1985; Haffner et al., 1996; Katz et al.,
2000).

Die Glukose- und Insulinwerte nach Adaptation (Zeitpunkt t.10) wurden zur

Berechnung der Indizes herangezogen (Borai et al., 2007):

HOMA-IR: Insulin (mU/1) x Glukose (mmol/l) / 22,5

HOMA-B: 20 x Insulin (mU/1) / (Glukose (mmol/l) - 3,5)
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2.5. Blutzucker- und Hormonbestimmungen

Die Bestimmung der Blutglukosekonzentrationen wurde in vorgefiillten ,,Safe-Lock*
Reaktionsgefden mit Hilfe einer enzymatisch-amperometrischen Chip-Sensor Technologie
des EKF-Gerits BIOSEN C-Line (EKF Diagnostics, Barleben, Deutschland) durchgefiihrt.
Eine Kalibration erfolgte alle 60 min. Die Unpréizision wurde laut Hersteller mit einem
Variationskoeffizienten von < 1,5% (12 mmol/l) angegeben.

Die Serumkonzentrationen von Insulin wurden mit Immunoassays (IMMULITE
2000, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Der Intraassay
Variationskoeffizient und die analytische Sensitivitit betrugen fiir Insulin:
Variationskoeffizienz: <5,3 %, analytische Sensitivitit: 2,0 plU/ml. Fiir die Messung der
Katecholamine Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin mittels elektrochemischer
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde ein Komplettkit, Recipe ClinRepTM Kit,
mit entsprechenden Zusétzen verwendet (Recipe Chemicals + Instruments GmbH, 2024).
Die Intra- und Interassay Prédzision wurde fiir Noradrenalin mit 6,7% bzw. 5,3%, fiir
Adrenalin mit 7,6% bzw. 4,2% und fiir Dopamin mit 6,1% bzw. 3,9% angegeben.
Lipidstoffwechselparameter, TAG, HDL und Cholesteringesamt wurden mit Hilfe des
ARCHITECT c¢ Systems (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Deutschland) ermittelt. LDL
wurde aus HDL und Cholesteringesame errechnet. Der Intraassay Variationskoeffizient und
die analytische Sensitivitdt betrugen fiir TAG: <3,6 %, 0,06 mmol/l; HDL: <1,2 %, 0,06

mmol/l und fiir Cholesteringesame: <4,0 %, 0,13 mmol/l.

2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
21.0 fiir Windows.

Die erhobenen Daten wurden mittels Varianzanalyse (analysis of variance,
ANOVA) nach dem allgemeinen linearen Model mit den Faktoren ,,Bedingung® (zwei
Level, 25°C vs. 16°C) und ,,Zeit™ (X Level, zeitlicher Verlauf der Messergebnisse oder drei
Level, Baseline vs. nach Adaptation vs. Steady-State) getestet. Uberwiegend lag eine
Normalverteilung der Ergebnisse vor. Die Ergebnisse wurden wenn notwendig, bei
verletzter Sphérizitdt, nach dem Greenhouse-Geisser-Verfahren korrigiert. Fiir
Einzelvergleiche zwischen zwei Messpunkten wurden zweiseitige post-hoc T-Tests fiir

gepaarte Stichproben verwendet. Diese wurden, wenn notwendig, fiir multiples Testen
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mittels Bonferroni-Korrektur adjustiert. Die Konzentrationen von Glukose und Insulin
wihrend des ivGTT wurden zudem als Fliache unter der Kurve (AUC) zu bestimmten
Zeitpunkten (AUC10min, AUC30min, AUC30-60min, AUC60min) unter Anwendung von
SPSS dargestellt. Alle Ergebnisse wurden in Einheiten des Systéme international als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. P-Werte <0,05 wurden als
statistisch signifikant angenommen. Fiir die statistische Auswertung der ,,Baseline* Werte
wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet (siche iButtons®), die Werte zum Zeitpunkt t-119
herangezogen. ,,Nach Adaptation markierte der Zeitpunkt tjo, wenn nicht anders
gekennzeichnet (siehe iButtons®), mit Ausnahme fiir die Korperkerntemperatur (hier ,,nach
Adaptation® = to). Fiir den ,,Steady State* des HEC wurden immer die Mittelwerte der
Zeitpunkte tiso210 (letzte 60 Minuten des HEC) beriicksichtigt, mit Ausnahme fiir die
Katecholamine und die Korperkerntemperatur (hier ,,Steady State* = t210).

Microsoft® Excel und Microsoft® PowerPoint fiir Mac, Version 16.30, wurden zur

graphischen Darstellung der Daten verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Anthropometrische Daten, Blutwerte und Daten der Korperzusammensetzung

Die erhobenen anthropometrischen Daten der Studienteilnehmer sind der Tabelle 1 zu
entnehmen. Alle Probanden wurden der Gruppe Adipositas Grad I mit einem BMI zwischen
30,0 und 34,9 kg/m? zugeordnet. Die bei der Voruntersuchung erhobenen Blutergebnisse

sind ebenfalls in Tabelle 1 abgebildet und zeigen allesamt laborspezifische Normalwerte.

Parameter Mittelwert
Alter (Jahre) 25,07 £0,71
Gewicht (kg) 108,11 £2,60
Body Mass Index (kg/m?) 31,84 +0,52
y-GT (U/D) 29,71 £ 4,85
ASAT (U/) 33,00 £ 4,38
ALAT (U/) 36,07 £ 3,69
Cholesterin (mmol/l) 4,22 +0,17
Triglyzeride (mmol/l) 1,50+0,19
HbAlc (%) 539+0,11

Tabelle 1: Anthropometrische Daten und Blutwerte der Studienteilnehmer am Tag der Voruntersuchung.
Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); n = 14.

Zwischen den beiden Bedingungen bei 25°C und 16°C zeigte sich eine konstante
Korperzusammensetzung (Magermasse: p=0,711; Fettmasse: p=0,927). Der Anteil der
Fettmasse lag bei den Probanden durchschnittlich bei 26 % (sieche Tabelle 2).

Bedingung p-Wert
Parameter 25,0°C 16,0°C
Magermasse (kg) 78,82 +1,91 79,04 + 2,07 p=0,711
Fettmasse (kg) 28,68 £ 1,75 28,63 + 1,62 p=0,927
Fettmasse (%) 26,44 1,22 26,49 + 1,18 p=0,931

Tabelle 2: Auswertung der BIA Daten jeweils vor Versuchsbeginn.

Darstellung der Magermasse und der Fettmasse der Probanden zwischen den Bedingungen 25°C und 16°C.
Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM), p-Werte durch T-Test fiir gepaarte
Stichproben ermittelt; n=14.
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3.2. Temperaturanalysen

3.2.1.Kdrperkerntemperatur

Die Korperkerntemperatur verdnderte sich in beiden Bedingungen iiber einen Zeitraum von
sieben Stunden nicht und war zwischen der Bedingung 25°C und 16°C vergleichbar
(p=0,072, ANOV A Haupteffekt ,.Zeit*; p=0,580, ANOVA Haupteffekt ,,Bedingung*, Abb.
3).
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36,80 A = Bedingung 16°C
36,70 4

36,60 41
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36,40
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(t-110) (t0) (t60) (t120) (1210)

Uhrzeit
(zuvor definierte Zeitpunkte)

Abb. 3: Grafische Darstellung der Korperkerntemperatur.
Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); n = 14.

3.2.2. Oberflachentemperatur der Haut

Wie in Abb. 3 zu sehen, war die Korperkerntemperatur wéhrend der gesamten
Versuchssitzung bei allen Probanden unabhdngig von der Bedingung konstant. Wenn man
explizit die Zeitpunkte Baseline (hier t.110) und nach Adaptation (hier ty) miteinander
vergleicht, um eine unmittelbare Auswirkung der Temperaturveranderung (25°C vs. 16°C)
zu beurteilen, zeigten sich hier keine Unterschiede (p=0,094, ANOVA Haupteffekt
,Bedingung®; p=0,054, ANOV A Haupteffekt ,,Zeit*). Die Oberflichentemperatur der Haut,
durch  iButtons®  gemessen, zeigte zwischen den Bedingungen jedoch
Temperaturverdnderungen.

Uber den BAT Depots (supraklavikulir) zeigten sich Unterschiede der
Oberflachentemperatur der Haut zwischen den Bedingungen 25°C und 16°C, sowie

zwischen den Zeitpunkten Basal und nach Adaptation (p=0,040, ANOVA Haupteffekt
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,Bedingung®; p=0,001, ANOVA Haupteffekt ,,Zeit*). Zusitzlich hatte die Aktivierung von
BAT einen Effekt auf die zeitliche Verdnderung der Oberflaichentemperatur an den BAT
Positionen (p=0,001, ANOVA Interaktion ,,Bedingung x Zeit*). Im Einzelnen zeigte sich
iiber den BAT Positionen basal kein Temperaturunterschied zwischen den Bedingungen
(Bedingung 25°C: 34,97 £ 0,13 [°C] vs. Bedingung 16°C: 34,78 £ 0,12 [°C]; p=0,327). Nach
der Adaptation war die Oberflachentemperatur iiber BAT jedoch zwischen den Bedingungen
verschieden, und in der Bedingung 16°C im Vergleich zur Bedingung 25°C erniedrigt
(Bedingung 25°C: 34,95 + 0,12 [°C] vs. Bedingung 16°C: 34,31 + 0,15 [°C]; p=0,004, Abb.
4). Die Oberfldchentemperatur tiber den BAT Depots hatte abgenommen.

Die weitere Oberfldchentemperatur der Haut, unterteilt in proximale, distale und
gesamte  Oberflichentemperatur, zeigte ebenfalls Verdnderungen zwischen den
Bedingungen 25°C und 16°C, sowie zwischen den Zeitpunkten Basal und nach Adaptation
(proximal, distal, gesamt: alle p<0,01, ANOVA Haupteffekt ,,.Bedingung®; alle p<0,001,
ANOVA Haupteffekt ,,Zeit™). Zum Zeitpunkt Basal waren die proximale und die gesamte
Oberflachentemperatur zwischen den Bedingungen vergleichbar (proximal: p=0,939;
gesamt: p=0,082). Die distale Oberflichentemperatur war basal zwischen den Bedingungen
verschieden (p=0,026). Nach der Adaptationsphase war die Oberflichentemperatur
proximal, distal und gesamt zwischen den Bedingungen ebenfalls unterschiedlich und in der

Bedingung 16°C stetig niedriger (proximal, distal, gesamt: alle p<0,001, Abb. 4).
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37 B Bedingung 25°C
i ® Bedingung 16°C

36

*

35 4

34 4

33 4

Temperatur [°C]

Kerntemperatur gesamt proximal distal BAT

Oberflichentemperatur nach Adaptation

** p<0,01, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C
*#% p<0,001, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C

Abb. 4: iButton®-Analyse:

Darstellung der Korperkern- und der Kérperoberflichentemperatur.

Zeitpunkt to (Korperkerntemperatur) und Zeitintervall ,,nach Adaptation* (Oberfldchentemperatur) zwischen
den Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM), p-
Werte durch post-hoc T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; Korperkerntemperatur: n=14,
Oberflichentemperatur: n=13.

Der prozentuale Abfall der Oberflichentemperatur der Haut nach Adaptation fiel
zwischen den Bedingungen iiber typischen BAT Lokalisationen geringer aus (-1,82 + 0,52
[%]), als der Abfall der Oberflichentemperatur proximal (vs. -3,21 £ 0,66 [%]; p=0,002),
distal (vs. -6,49 £ 0,91[%]; p=0,002) und gesamt (vs. -4,83 £ 0,42 [%]; p<0,001).
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3.3. Botnia Clamp

3.3.1. Blutglukose

In Abb. 5 kann man den Verlauf der Blutglukosekonzentrationen wéhrend des kompletten
Botnia Clamps in beiden Bedingungen betrachten. Die morgendlichen Blutglukosewerte
wurden erstmals nach Adaptation (t.10) gemessen und waren zwischen den Bedingungen
verschieden; sie waren in der 16°C Bedingung niedriger (Bedingung 25°C: 4,47 + 0,07
[mmol/l] vs. Bedingung 16°C: 4,35 + 0,06 [mmol/1]; p=0,020).

13 - —e— Bedingung 25°C

2 4 =®= Bedingung 16°C

Glukose [mmol/l]
~

5 L E— § !g
—
4 4
3 -/
T
<10 0 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210
Zeit [min]

Abb. 5: Blutglukosekonzentrationen wéihrend des Botnia Clamps (ivGTT und HEC).
Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM), n = 14.

Uber den gesamten ivGTT erkennt man, dass die Blutglukosekonzentrationen durch
die BAT Aktivierung signifikant verdndert wurden (p=0,006, ANOVA Haupteffekt
,Bedingung®). Zum Zeitpunkt (to), also direkt nach Verabreichung des gewichtsadaptierten
intravendsen Glukosebolus waren die Blutglukosewerte vergleichbar (p=0,991). Der darauf
folgende Blutglukoseanstieg, quantifiziert durch die AUC der ersten 10 Minuten, war in der
Bedingung 16°C schwicher ausgeprigt als in der Bedingung 25°C (Bedingung 25°C
AUC10min: 143,33 £ 3,75 [mmol/1]; Bedingung 16°C AUComin: 128,48 + 5,25 [mmol/l];
p=0,007, Abb. 6). Dies lieB sich auch zu einzelnen Zeitpunkten nachweisen (ts: p=0,001, te:
p=0,038, ts: p=0,007, tio: p=0,003). AnschlieBend fiel die Glukosekonzentration bis zum
Ende des ivGTT in beiden Bedingungen herab. Dabei erreichte die Blutglukose in der
Bedingung 16°C im Gegensatz zur Bedingung 25°C zum Ende des ivGTT (ts0) eine
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Konzentration wie vor dem ivGTT (t.10) (Bedingung 16°C (i-10): 4,35 = 0,06 [mmol/1] vs.
Bedingung 16°C (i60): 4,54 + 0,26 [mmol/1]; p=0,479, T-Test fiir gepaarte Stichproben). Die
Blutglukosekonzentration in der Bedingung 25°C war nach dem ivGTT (te0) hoher als vor
dem ivGTT (i-10) (Bedingung 25°C (1.10): 4,47 £ 0,07 [mmol/1] vs. Bedingung 25°C (is0): 5,16
+ 0,26 [mmol/l]; p=0,012, T-Test fiir gepaarte Stichproben). Insgesamt zeigte sich iiber die
gesamten 60 Minuten des ivGTT eine Verbesserung der Glukosetoleranz der Probanden
durch die Aktivierung von BAT mittels Kélte (Bedingung 25°C AUCgomin: 526,93 + 15,07
[mmol/l]; Bedingung 16°C AUCsomin: 485,01 £ 17,43 [mmol/l]; p=0,016, Abb. 6).

Im zweiten Teil des Botnia Clamps, dem HEC, wurde in den Bedingungen 25°C und
16°C ein Steady State erreicht. Die Blutglukosekonzentrationen der letzten 60 Minuten zu
den Zeitpunkten tiso, tiso und trio waren im zeitlichen Verlauf und zwischen den
Bedingungen nicht unterschiedlich (p=0,701, ANOVA Haupteffekt ,Zeit”; p=0,441,
ANOVA Haupteffekt ,,Bedingung®, Abb. 5). Der Steady State (tiso-t210) insgesamt war
vergleichbar und euglykdmisch (Bedingung 25°C: 4,90 £ 0,06 [mmol/l] vs. Bedingung
16°C: 4,90 £ 0,04 [mmol/1]; p=0,996, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14).

®  Bedingung 25°C
® Bedingung 16°C
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Zeitspanne im ivGTT

*p<0,05, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C
** p<0,01, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C

Abb. 6: Area Under The Curve (AUC) der Blutglukosekonzentrationen wdihrend des intravendsen
Glukosetoleranztests (ivGTT).

Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); p-Werte
durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=14.
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3.3.2.Insulin

In Abb. 7 kann man den Verlauf der Insulinkonzentrationen wéhrend des Botnia Clamps
betrachten. Die Insulinwerte waren nach der Adaptation (t.10) zwischen den Bedingungen
gleich (Bedingung 25°C: 7,59 + 1,06 [mU/l] vs. Bedingung 16°C: 8,88 + 1,13 [mU/];
p=0,186).
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** p<0,01, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C

Abb. 7: Insulinkonzentrationen wdhrend des Botnia Clamps (ivGTT und HEC).
Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); p-Werte
durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=13.

Die Insulinkonzentrationen im ivGTT waren zwischen den Bedingungen jedoch
unterschiedlich (p=0,002, ANOVA Haupteftekt ,,Bedingung®). Zusitzlich beeinflusste die
jeweilige Bedingung die zeitliche Verdnderung der Insulinwerte wahrend des ivGTTs
(p=0,009, ANOVA Interaktion ,,Bedingung x Zeit*). Man sieht initial den erwarteten
Anstieg der Insulinkonzentrationen nach Glukosebolus in beiden Versuchssitzungen. Dieser
Anstieg, hier quantifiziert durch die AUC der ersten 10 Minuten und gleichzusetzen mit der
FPIR, war in der Bedingung 16°C ausgepriagter (Bedingung 25°C AUCiomin: 870,84 +
151,98 [mU/1] vs. Bedingung 16°C AUComin: 982,98 + 174,57 [mU/1]; p=0,019, Abb. 8).
Dies zeigte sich ebenfalls zu einzelnen Zeitpunkten zwischen den Bedingungen wéhren der

ersten 10 Minuten (t4: p=0,030; ts: p=0,028; tg: p=0,002; ti0: p=0,004). AnschlieBend fielen
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die Insulinkonzentrationen unterschiedlich schnell herab. Erst zum Zeitpunkt t4s war
zwischen den Insulinwerten der beiden Bedingungen kein Unterschied mehr feststellbar
(Bedingung 25°C: 32,92 + 4,80 [mU/1] vs. Bedingung 16°C: 33,72 + 3,79 [mU/1]; p=0,754).
In der zweiten Phase der Insulinausschiittung (second phase insulin response, SPIR =
AUC11-60min) waren die Insulinkonzentrationen im Blut insgesamt in der Bedingung 16°C im
Vergleich zur Bedingung 25°C erhdht (p<0,001, Abb. 8). Es zeigte sich demnach iiber die
gesamten 60 Minuten des ivGTT eine stirkere Insulinausschiittung (Bedingung 25°C
AUC60min: 2854,33 + 405,57 [mU/1] vs. Bedingung 16°C AUCsomin: 3460,68 + 476,28
[mU/1]; p=0,001, Abb. 8).

Im zweiten Teil des Botnia Clamps, im HEC, war weder in der Bedingung 25°C noch
in der Bedingung 16°C ein Steady State festzustellen, denn die Insulinwerte der letzten 60
Minuten zu den Zeitpunkten tiso, tiso und ta10 waren im zeitlichen Verlauf, als auch zwischen
den Bedingungen unterschiedlich (p<0,001, ANOVA Haupteftekt ,Zeit*, p=0,003,
ANOVA Haupteffekt ,,Bedingung®) (siche Abb. 7). Der Steady State (tiso-t210) war zu
jederzeit in beiden Bedingungen hyperinsulindmisch und die Insulinwerte des Steady State
(tiso-t210) in der Bedingung 16°C waren insgesamt hoher als in der Bedingung 25°C
(Bedingung 25°C: 91,50 £+ 1,96 [mU/1] vs. Bedingung 16°C: 118,68 +,92 [mU/1]; p=0,007).
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Abb. 8: Area Under The Curve (AUC) der Insulinkonzentrationen wdhrend des intravendsen
Glukosetoleranztests (ivGTT).

FPIR: First Phase Insulin Response; SPIR: Second Phase Insulin Response.

Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); p-Werte
durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=13.

3.3.3. Glukoseverbrauch wahrend des Steady State (t150-210)

Der Glukoseverbrauch der Probanden im Steady State (tiso-210) des HEC betrug in der
Bedingung 25°C 60572,0 + 5444,5 [mg] und in der Bedingung 16°C 62681,1 +4917,1 [mg]
und war nicht unterschiedlich zwischen den Bedingungen (p=0,610, T-Test fiir gepaarte
Stichproben, n=14).

3.3.4.M-Value, Si-Index und Dispositionsindex

Zwischen den Bedingungen unterschied sich die periphere Insulinsensitivitit (M-Value)
nicht (p=0,664, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14, Abb. 9). Bezog man den M-Value
jedoch auf die ausgeschiittete Insulinkonzentration wahrend des Steady States (ti50-210) des
HECs, dann zeigten sich niedrigere Werte des Si-Index in der Bedingung 16°C (Bedingung
25°C: 11,70 + 1,50 [(mg x kg™! x min'") / (mU/I) x 100] vs. Bedingung 16°C: 9,29 + 1,33
[(mg x kg'! x min!) / (mU/1) x 100]; p=0,025, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14, Abb.
9).
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Die jeweilige Bedingung hatte bei den Probanden keinen Effekt auf den DI; dieser

zeigte sich zwischen den Bedingungen vergleichbar (Bedingung 25°C: 7606,28 + 853,34
[(mg x kg! x min") x (mU/1)] vs. Bedingung 16°C: 8647,58 + 1042,98 [(mg x kg'! x min™!)

x (mU/1)]; p=0,164, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14).
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Abb. 9: Darstellung von M-Value und des Si-Index.
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Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); p-Werte

durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=14.

3.3.5.HOMA-IR und HOMA-3

Der HOMA-IR zeigte keinen Unterschied zwischen den Bedingungen (Bedingung 25°C:
1,54 £ 0,20 [(mmol/l) x (mU/1)] vs. Bedingungen 16°C: 1,77 £+ 0,21 [(mmol/l) x (mU/1)];
p=0,216, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14). Der HOMA-B fiel in der Bedingung 16°C
erheblich hoher aus als in der Bedingung 25°C (Bedingung 25°C: 175,21 + 30,81 [%] vs.
Bedingung 16°C: 229,41 + 32,27 [%]; p=0,003, T-Test fiir gepaarte Stichproben, n=14).
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3.4. Katecholamine

3.4.1.Noradrenalin

Noradrenalin stieg vom Zeitpunkt Baseline (t.110) zum Zeitpunkt Steady State (t210) in beiden
Bedingungen unterschiedlich an (p<0,001, ANOVA Haupteffekt ,,Zeit™; p<0,001, ANOVA
Haupteffekt ,,Bedingung®). Die Bedingung 16°C hatte Einfluss auf die =zeitliche
Entwicklung der Noradrenalinkonzentration im Blut (p<0,001, ANOVA Interaktion
,Bedingung x Zeit“). Die Noradrenalinwerte waren zum Zeitpunkt Baseline zwischen den
Bedingungen bereits verschieden, aber in der Bedingung 25°C durchschnittlich héher
(Baseline (t-110): Bedingung 25°C: 289,07 £27,10 [ng/1] vs. Bedingung 16°C: 244,14 +22 42
[ng/l]; p=0,002). Zum Zeitpunkt des Steady State waren die Werte zwischen den
Bedingungen ebenfalls verschieden, aber in der Bedingung 16°C erhoht (Steady State (t210):
Bedingung 25°C: 388,14 + 33,84 [ng/l] vs. Bedingung 16°C: 617,57 + 24,84 [ng/l];
p<0,001). Der Anstieg von Noradrenalin war hier steiler als in der Bedingung 25°C
(Bedingung 25°C: 99,07 £ 13,95 [ng/1] vs. Bedingung 16°C: 373,43 £ 21,66 [ng/1]; p<0,001,
Abb. 10). Der Anstieg der Noradrenalinkonzentration im Blut war um 135 % 19,00 [%]

ausgeprigter in der Bedingung 16°C im Vergleich zur Bedingung 25°C.
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50,00 4

0,00 -

Anstieg von t.110 zu ta1

**%p<0,001, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C
Abb. 10: Anstieg der Noradrenalinkonzentration.

Zeitpunkte Baseline (t.110) und Steady State (t210). Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM),; p-Werte durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=14.
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3.4.2.Dopamin

Analog zu Noradrenalin wurde die Konzentration von Dopamin zu zwei Messzeitpunkten
(t.110 und t210) bestimmt. Auch Dopamin stieg zwischen den Zeitpunkten und in beiden
Bedingungen unterschiedlich an (p<0,001, ANOVA Haupteffekt ,,Zeit™; p=0,001, ANOVA
Haupteftekt ,,Bedingung®), denn die zeitliche Verdnderung der Konzentration von Dopamin
im Blut wurde ebenfalls durch Bedingung 16°C beeinflusst (p<0,001, ANOVA Interaktion
,Bedingung x Zeit*). Die Dopaminwerte waren zum Zeitpunkt Baseline zwischen den
Bedingungen vergleichbar (Baseline (t.110): Bedingung 25°C: 18 £ 0,57 [ng/1] vs. Bedingung
16°C: 17,43 + 0,43 [ng/l]; p=0,466). Zum Zeitpunkt des Steady State aber verschieden
(Steady State (t210): Bedingung 25°C: 19,21 £ 0,87 [ng/1] vs. Bedingung 16°C: 29,64 + 2,36
[ng/1]; p<0,001). Dabei war ein signifikanter Anstieg von Dopamin nur in der Bedingung
16°C vorhanden (Bedingung 25°C: 1,21 + 1,0 [ng/l] vs. Bedingung 16°C: 12,21 + 2,25
[ng/1]; p<0,001, Abb. 11); prozentual um 62,24 + 13,02 [%].
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Abb. 11: Anstieg der Dopaminkonzentration.
Zeitpunkte Baseline (t.110) und Steady State (t210). Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwerts (MW = SEM),; p-Werte durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=14.
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3.4.3. Adrenalin

Adrenalin sank vom Zeitpunkt Baseline (t.110) zum Zeitpunkt Steady State (t210) in beiden
Bedingungen gleichermallen ab (p=0,037, ANOVA Haupteffekt ,,Zeit*; p=0,548, ANOVA
Haupteftekt ,,Bedingung®). Die jeweilige Bedingung hatte auf den zeitlichen Abfall keinen
Einfluss (p=0,781, ANOVA Interaktion ,,Bedingung x Zeit*). Die Adrenalinwerte waren zu
beiden Zeitpunkten Baseline und Steady State zwischen den Bedingungen gleich (Baseline
(t.110): Bedingung 25°C: 41,36 + 15,75 [ng/l] vs. Bedingung 16°C: 34,64 = 7,61 [ng/l];
p=0,631; Steady State (t210): Bedingung 25°C: 24,36 + 5,90 [ng/1] vs. Bedingung 16°C:
20,79 + 2,88 [ng/l]; p=0,366). Die Abnahme betrug in der Bedingung 25°C -17,00 + 10,88
[ng/1] und in der Bedingung 16°C -13,53 + 17,74 [ng/1] (p=0,781, Abb. 12).
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Abb. 12: Abfall der Adrenalinkonzentration.

Zeitpunkte Baseline (t.110) und Steady State (t210). Bedingungen 25°C und 16°C. Daten als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM),; p-Werte durch T-Test fiir gepaarte Stichproben ermittelt; n=14.

3.5. Parameter des Lipidstoffwechsels

3.5.1. Triglyzeride

Wihrend der Bedingung 16°C verédnderte sich die Konzentration der TGs im Blut {iber die
Zeit des Versuchs signifikant (von t.110 zu t.10 zu tis0-210) (p=0,033 ANOVA Interaktion
,Bedingung x Zeit“). Zum Zeitpunkt Baseline (t.110) waren die TGs zwischen den
Bedingungen 25°C und 16°C gleich (Bedingung 25°C: 0,98 + 0,08 [mmol/1] vs. Bedingung
16°C: 1,18 £ 0,15 [mmol/1]; p=0,060, Abb. 13). Nach Adaptation (t.10) stieg die
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Konzentration der TGs in der Bedingung 16°C an, wéhrend sie in der Bedingung 25°C sank
(p=0,016, Abb. 13). Auch im Steady State (tis0-210) waren die Konzentrationen verschieden.
In der Bedingung 16°C war die Konzentration an TGs im Blut weiterhin hoher als in der
Bedingung 25°C (Bedingung 25°C: 0,76 £ 0,09 [mmol/I] vs. Bedingung 16°C: 1,07 £ 0,15
[mmol/l]; p=0,013, Abb. 13).

B Bedingung 25°C
1,60 - ]
* m Bedingung 16°C

1,40 -

*
[ —

1,00 4

0,80 4

0,60 -

Triglyzeride [mmol/1]

0,40 4

Lo tio t150-210

*p<0,05, Bedingung 25°C vs. Bedingung 16°C

Abb. 13: Darstellung der Konzentration von Triglyzeriden.

Zeitpunkte Baseline (t.110), nach Adaptation (t.10), Steady State (t150-210). Bedingungen 25°C und 16°C. Daten
als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM); p-Werte durch post-hoc T-Test fiir gepaarte
Stichproben ermittelt; n=14.

3 .5.2. Cholesteringesamt, HDL und LDL

Sowohl Cholesteringesamt, HDL und LDL verdnderten sich Zeit-abhdngig und in beiden
Bedingungen vergleichbar (alle p<0,001, ANOVA Haupteffekt ,,Zeit*; Cholesteringesam:
p=0,452, HDL: p=0,422, LDL: p=0,802, ANOVA Haupteffekt ,,Bedingung®). Zum
Zeitpunkt Baseline (t.110) waren alle Konzentrationen im Blut zwischen den Bedingungen
gleich (Cholesteringesam:: p=0,544; HDL: p=1,000; LDL: p=0,433, T-Test fiir gepaarte
Stichproben, n=14). Vom Zeitpunkt Baseline (t.110) zum Zeitpunkt Steady State (tis0-210)
fielen die Konzentrationen von Cholesteringesamt, HDL und LDL alle ab (Cholesteringesamt,

HDL, LDL: p<0,001).
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss einer Kilte-induzierten Aktivierung von
BAT auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel in ménnlichen, metabolisch gesunden
Probanden mit Adipositas Grad I. Dafiir wurde durch ein spezielles Kélteprotokoll das SNS
stimuliert und so eine Aktivierung von BAT ermdglicht. Die Bedingung 16°C wurde mit
einer Kontroll-Bedingung, welche unter Temperaturverhdltnissen bei 25°C stattfand,
verglichen. Die Auswirkungen der Kélte-induzierten Aktivierung von BAT auf den
Energiehaushalt, die sekretorische B-Zellkapazitét, die periphere Insulinsensitivitét, sowie
den Lipidstoffwechsel wurden mittels Botnia-Clamp und der Bestimmung peripherer
Blutkonzentrationen von Glukose, Insulin, TG, Cholesteringesam: , HDL und LDL untersucht.

Um eine Aktivierung von BAT nachzuweisen, wurde die Hypothese getestet, dass
aktives BAT im Gegensatz zu inaktivem an definierten Lokalisationen (supraklavikulédr) zu
einer Freisetzung von Wirmeenergie filihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Oberflichentemperatur der Haut an diesen BAT Positionen trotz der Kéltestimulation
verhéltnisméfBig weniger stark herabfiel, als an anderen zentralen und peripheren Positionen
der Probanden, als Ausdruck stattfindender Thermogenese. Dariiber hinaus konnte eine
Steigerung der  Sympathikusaktivitit nach  Kélteexposition  durch  erhohte
Blutkonzentrationen von Noradrenalin und Dopamin nachgewiesen werden.

Die Hypothesen, dass eine Kailte-induzierte Aktivierung von BAT zu einer
Verbesserung der Glukosetoleranz und der peripheren Insulinsensitivitit, bei
gleichbleibender B-Zell Kapazitit, flihrt, sind in schlanken Menschen untersucht und wurden
hier in einem Studienkollektiv mit Adipositas Grad I iiberpriift. Entgegen der bereits
publizierten Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals eine erhdhte
sekretorische Leistung der B-Zellen durch eine Aktivierung von BAT in der Bedingung 16°C
im Rahmen des ivGTT festgestellt. Zugleich zeigte sich keine Verdnderung der
Insulinsensitivitit bei  gleichem  kumulativem  Glukoseverbrauch in  beiden
Versuchsbedingungen wihrend des Botnia Clamps.

Des Weiteren wurde durch die Kaélte-induzierte Aktivierung von BAT eine
gesteigerte Konzentration von TGs im Blut nachgewiesen, neben sonst unverénderten

Parametern des Lipidstoffwechsels.
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4.1. Aktivierung von BAT durch das sympathische Nervensystem und Nachweis der

Aktivierung durch zitterfreie Thermogenese

Mit Hilfe von prolongierter Kiihlung iiber fiinf Stunden durch den ThermoFlash
Ganzkorperanzug wurde in dieser Arbeit das SNS aller Probanden mit Adipositas Grad I
stimuliert. Der deutliche Anstieg des Neurotransmitters Noradrenalin bestétigt die erwartete
gesteigerte  Sympathikusaktivitdt durch Kaélteexposition. Die Ausschiittung von
Noradrenalin, welches vor allem in den synaptischen Enden adrenerger Neurone gebildet
und gespeichert wird, ist fiir die UCP-1 abhéngige Thermogenese von dicht innerviertem
BAT essentiell, wie zuvor in hochrangig publizierten Ubersichtsarbeiten beschrieben wurde
(Bamshad et al., 1999; Cannon und Nedergaard, 2004; Carpentier et al., 2018; Moonen et
al., 2019). Dabei ist die Wirkung von Kélte auf das Nebenierenmark zu vernachldssigen,
was sich hier in den unverénderten Konzentrationen der Adrenalinspiegel bei verlédngerter
Kiihlung wiederspiegelt. Dies ist ebenfalls im Einklang mit der bekannten Literatur (Iwen et
al., 2011).

Dariiber hinaus war nicht nur die Konzentration von Noradrenalin, sondern auch die
Konzentration von Dopamin durch die Kilteexposition in der Bedingung 16°C deutlich
gestiegen. Dies konnte bisher in vivo nur in Ratten nach Kéltestimulation nachgewiesen
werden, sowie erstmals in unserer Vorstudie bei schlanken, méinnlichen Probanden
(Blouquit et al., 1996; Iwen et al., 2017). Weil Dopamin in der Katecholaminbiosynthese die
unmittelbare Vorstufe von Noradrenalin ist, erscheint eine erhohte Konzentration von
Dopamin physiologisch sinnvoll. Allerdings konnte kiirzlich in vitro gezeigt werden, dass
sich die Masse von Mitochondrien sowie die Thermogenese von mausartigen (murinen)
BAT Zellen auch rein dopaminerg iiber D1-Rezeptoren erhéhen ldsst (Kohlie et al., 2017).
Zugleich zeigten Folgueira et al. tierexperimentell, dass Dopamin-Agonisten (e.g.
Bromocriptin) {iber den zentralen D2-Rezeptor vermittelt die thermische Aktivitdt von BAT
ebenfalls steigern konnen und mit einer erhdhten REE assoziiert sind (Folgueira et al., 2019).
Daraus ldsst sich folgern, dass nicht nur Noradrenalin, wie bisher bekannt, sondern
vermutlich auch Dopamin Regelkreise von BAT beeinflussen kann. Weitere
Untersuchungen sind jedoch notwendig um diese neue Hypothese in Bezug auf das humane
BAT zu charakterisieren.

Das im Methodenteil beschriebene Kélteprotokoll hat bereits in unserer o.g.
Vorstudie vorhandenes BAT erfolgreich aktiviert. Dies konnte mit Hilfe dreier

exemplarischer '"8F-FDG-PET/CT Scans unter Kilteexposition nachgewiesen werden,
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wobei gleichzeitig keine bedeutenden Mengen an '8F-Fluorodeoxyglucose in anderen
metabolisch relevanten Geweben wie z.B. der Skelettmuskulatur aufgenommen wurden
(Iwen et al., 2017). Weitere individualisierte Kélteprotokolle zeigen ebenfalls
nuklearmedizinisch sowohl in normalgewichtigen also auch in Probanden mit Adipositas die
erfolgreiche Aktivierung von BAT (Ouellet et al., 2012; Blondin et al., 2015; Chondronikola
et al., 2016). Bei Menschen mit Adipositas hoheren Grades ist die thermische Isolation
aufgrund des vermehrten Korperfettanteils erhoht (Anderson, 1999). Aufgrund einer
erhohten thermischen Isolation in Menschen mit Adipositas Grad I — in unseren Daten betrug
der Korperfettanteil durchschnittlich 26% - verringerten wir die Umgebungstemperatur auf
16°C, um in unserem Probandenkollektiv die grotmdgliche Aktivierung von BAT durch
Kilteexposition zu erzielen, ohne dabei Muskelzittern auszulosen, welches mittels EMG
kontrolliert wurde.

Als Nachweismethode flir morphologisch vorhandenes und aktives BAT wurde in
dieser Arbeit als Alternative zum 'F-FDG-PET/CT die Temperaturverdnderung der Haut
wihrend der Versuchssitzungen mittels iButtons® analysiert. Unter Anwendung dieser
erheblich kostengiinstigeren und ohne Strahlenbelastung einhergehenden, etablierten
Methode konnten wir bei den Probanden mit Adipositas Grad I zwischen den beiden
Bedingungen (25°C vs. 16°C) iiber charakteristischen BAT Depots einen geringeren
Temperaturabfall verzeichnen als an anderen Lokalisationen des Korpers. Diese Befunde
sind kongruent zu den Beobachtungen von van der Lans et al. (van der Lans et al., 2016).
Im Bereich distaler iButton® Positionen wurde aufgrund der physiologischen
Vasokonstriktion bei erniedrigter Umgebungstemperatur durch den Ganzkorperanzug ein
deutlicher Abfall der peripheren Oberflaichentemperatur erwartet, der sich in den
Ergebnissen bestitigte. Allerdings wurde auch {iber den proximalen, zentralen iButton®
Positionen ein prozentual starkerer Abfall der dermalen Oberflaichentemperatur verzeichnet,
wenn man diesen explizit mit den Temperaturverdnderungen iiber spezifischen BAT Depots
verglich. Eine vermehrte Durchblutung durch die Kélte-bedingte Zentralisation erkldrt den
Temperaturunterschied zwischen BAT Depots und der distalen Oberfldchentemperatur, aber
nicht zwingend zwischen BAT Depots und der proximalen, zentralen
Oberflachentemperatur, bei anatomisch dhnlicher Lokalisation. Auf indirekte Weise 1ésst
sich so aktives BAT thermisch, durch stattfindende zitterfreier Thermogenese, mit Hilfe der
iButtons® in dieser Arbeit nachweisen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Boon et al.

konnte jedoch keine Erhohung der dermalen Oberflachentemperatur iiber BAT Depots
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wihrend der Kélteexposition gemessen werden (Boon et al., 2014). Grund dafiir konnte eine
verstiarkte Isolierung durch subkutanes Gewebe bei dem hier vorliegenden
Probandenkollektiv sein (Anderson, 1999) oder auch eine vergleichsweise herabgesetzte
Aktivitidt von vorhandenem BAT bei Menschen mit Adipositas Grad I (Orava et al., 2013).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit eine aktive zitterfreie
Thermogenese von BAT durch die Kélte-induzierte Aktivierung des SNS folgern und gelten
als Grundlage fiir die Diskussion der weiteren Ergebnisse, wenn auch keine weiteren
Aussagen iiber das konkrete Ausmal3 der Menge und des Aktivitdtsgrads von BAT in Form
von Volumen, Glukoseaufnahme oder intrazelluldrer Lipolyse wie bei o.g.

nuklearmedizinischen Nachweismethoden gemacht werden konnen.

4.2. Auswirkung der BAT Aktivierung auf die sekretorische B-Zellkapazitiit sowie die

periphere Insulinsensitivitit

In der aktuellen Arbeit waren die Insulinkonzentrationen im Blut nach der Adaptationsphase
(t.10) zwischen den Bedingungen (25 vs. 16 °C) gleich. Im Gegensatz dazu waren die
Glukosekonzentrationen nach der Adaptation bereits unterschiedlich. Vorangegangene
Studien haben mehrfach einen Zusammenhang der Kélte-induzierten Aktivierung von BAT
mit einer erhohten peripheren Aufnahme von Glukose durch eine verbesserter
Insulinsensitivitdt in Maiusen und Menschen beschrieben (Stanford et al.,, 2013;
Chondronikola et al., 2014; Lee et al., 2014; Hanssen et al., 2015; Chondronikola et al.,
2016). Die Tatsache, dass auch in dieser Studie bereits die Niichternglukose nach Beginn
der Kailteexposition bei unverdnderter Insulinkonzentration in der Bedingung 16°C
signifikant erniedrigt war, stiitzt die o.g. Annahme dieses positiven Zusammenhangs
ebenfalls in Probanden mit Adipositas Grad I. Dabei waren die Niichternwerte der
Blutglukose in beiden Bedingungen stets euglykdm. Aus klinischer Perspektive ist der
absolute Unterschied in der Blutglukosekonzentration zum Zeitpunkt t.10 zwischen den
beiden Bedingungen im Versuchssetting eher als marginal einzuordnen, kann jedoch gerade
bei prolongierter Kilteexposition oder chronischer Stimulation durch eine kontinuierlich
leicht erniedrigte Umgebungstemperatur erhebliche klinische Relevanz durch z.B. eine
anhaltende Beeinflussung der REE erlangen (Yoneshiro et al., 2013; Blondin et al., 2014).
Im ersten Teil des Botnia Clamps, dem ivGTT, zeigte sich in der Bedingung 16°C
im Vergleich zur Bedingung 25°C sowohl ein geringerer Anstieg der Blutglukose (AUC10min

Glukose), als auch eine schnellere Normalisierung der Blutglukosekonzentration nach dem
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gewichtsadaptierten Glukosebolus. Nur in der Bedingung 16°C waren die Blutzuckerwerte
60 Minuten nach dem Bolus vergleichbar mit den Werten vor dem ivGTT, wéhrend sie in
der Bedingung 25°C noch erhoht waren. Unabhédngig von der Insulinkonzentration
betrachtet, konnte die verzogerte Normalisierung der Blutglukose wéhrend der
Temperaturverhéltnisse bei 25°C ein erstes Anzeichen fiir eine gestorte Glukosetoleranz und
eine beginnende pridiabetische Stoffwechsellage bei denen zuvor als metabolisch gesund
eingestuften Probanden darstellen. Das Mittel der Wahl zur Bestatigung dieser Annahme
wire ein oraler Glukosetolerantest (OGTT), bei welchem auch die Auswirkungen der gastro-
intestinal ausgeschiitteten Inkretine zur Senkung der Blutglukose beriicksichtigt werden
(Jagannathan et al., 2020).

Wenn man simultan die Insulinkonzentrationen wiahrend des ivGTTs auswertet, dann
fallt auf, dass die Sekretion von Insulin in der Bedingung 16°C ausgeprigter war. Dies
erklart im Zusammenspiel den niedrigeren Anstieg der Blutglukose, sowie die friihere
Normalisierung der Blutglukose wihrend des ivGTTs in der Bedingung 16°C, bei fiir Insulin
sensiblen Probanden. Interessanterweise wurde in der bisherigen Literatur ausschlielich
von einer verbesserten peripheren Insulinsensitivitit durch die Kélte-induzierte Aktivierung
von BAT berichtet, ohne diese in Verbindung mit der Sekretionsleistung der pankreatischen
B3-Zellen zu analysieren (Chondronikola et al., 2014; Hanssen et al., 2015). Die zeitgleiche
Beurteilung der bestehenden B-Zellkapazitit in Kombination mit der peripheren
Insulinsensitivitit ist jedoch pathophysiologisch fiir die Einschidtzung, ob mdglicherweise
zukiinftig ein DMT2 entstehen kann, entscheidend (Kahn et al., 1993; Tripathy et al., 2003).
In dieser Arbeit sehen wir erstmals in vivo, dass es durch die prolongierte, Kélte-induzierte
Aktivierung von BAT nach dem gewichtsadaptierten Glukosestimulus zu einer verstarkten
akuten Insulinsekretion durch die 3-Zellen gekommen ist. Die FPIR ist ein gutes Maf fiir
die B-Zell-Kapazitit (Kahn, 2001) und war bei den Probanden mit Adipositas Grad I in der
Bedingung 16°C signifikant groBer ausgeprédgt als in der Bedingung 25°C. Dies wurde
ebenso durch einen erhohten HOMA-B Index in der Bedingung 16°C verifiziert. Da Insulin
fiir eine gesteigerte Aufnahme von sowohl Glukose als auch von TGs und FFAs aus
zirkulierenden TRLs in BAT essentiell ist (Orava et al., 2011; Heine et al., 2018), fordert die
verstiarkte B-Zell-Sekretion vermutlich das rasche Auffiillen der Energiespeicher des
metabolisch aktiven BATs und kompensiert so eine transiente Hyperglykdmie ziigiger.

Da dieser ,,3-Zell-Effekt™ in unserer Vorstudie in schlanken Probanden bei dhnlichen
Versuchsbedingungen nicht gezeigt werden konnte, ist eine Art ceiling effect (Deckeneftekt)

diskutierbar. Im Einzelnen bedeutet es, dass in unseren Probanden mit Adipositas Grad I
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womoglich eine bisher nicht messbare, aber dennoch beginnende gestorte Glukosetoleranz
und Insulinresistenz besteht, die durch die Aktivierung von BAT verbessert werden kann,
wihrend in den schlanken Probanden keine Verbesserung der ohnehin gut funktionierenden
B-Zellfunktion moglich ist.

Wie genau es zu einer Steigerung der B-Zell-Kapazitéit durch die Kélte-induzierte
Aktivierung von BAT kommt ist anhand der Daten dieser Studie nicht abschlieend zu
erkliren. Ein moglicher Erklarungsansatz ist dennoch, dass nach prolongierter Kalte
vermehrt NEFAs als Energiesubstrate fiir BAT durch Lipolyse in WAT mobilisiert wurden
(Ouellet et al., 2012) und zu einer universell erhohten Empfindlichkeit der B-Zellen fiihren
konnten. Moglicherweise findet eine verstérkte Lipolyse in Probanden mit Adipositas Grad
I bei generell erhohter Fettmasse statt. Entgegen der Theorie der Lipotoxizitit, bei der
erhohte NEFA Spiegel auf Dauer eine Destruktion der 3-Zellen sowie der hepatischen Zellen
zur Folge haben (Rada et al., 2020), konnten sie hier vermutlich eher regulatorisch wirken
um ihre eigene Insulin-abhidngige Aufnahme in aktuell aktiviertes BAT als NEFAs oder TGs
zu fordern (Blondin et al., 2015; Heine et al., 2018). Alternativ konnten auch endokrine
Signale von BAT, sogenannte Batokines, ihren individuellen Einfluss auf die B-Zell
Leistung in Abhédngigkeit von der BAT Aktivitdt haben (Lahesmaa et al., 2019; Scheele and
Wolfrum, 2020). Auch eine allein Katecholamin-vermittelte Steigerung der FPIR ist bei
transienter Hyperglykdmie nicht auszuschlieBen. In diesem Fall wire Kilte als ,,Stressor zu
werten. Allerdings wiirde man bei akutem Stress bei normalgewichtigen Probanden und
Probanden mit Adipositas Grad I &hnliche Ergebnisse im Sinne einer generellen ,, Fight and
Flight“ Regulation erwarten.

Der zweite Teil des Botnia Clamps, der HEC, beruht auf der Annahme, dass durch
die exogen erzeugte Hyperinsulindmie die endogene Glukoseproduktion der Leber
unterdriickt wird; es stellt sich ein euglykdmer Steady-State bei individuellem
Glukoseverbrauch ein (DeFronzo et al., 1979; Tripathy et al., 2003). Dieser wurde auch in
den o.g. Ergebnissen, wie zu erwarten, erreicht. Die periphere Insulinsensitivitdt (M-Value)
war jedoch zwischen den beiden Bedingungen vergleichbar. Die Aktivierung von BAT hatte
keinen Einfluss auf die kumulative Menge der infundierten Glukose. Wenn auch der
absolute Verbrauch der Glukose in der Bedingung 16°C um etwa 2000 mg hoher lag, war
dieser statistisch nicht signifikant. Entgegen der Ergebnisse von Chondronikola et al. sowie
Iwen et al. und der zuvor postulierten Hypothese verbesserte die Kailte-induzierte
Aktivierung von BAT die periphere Insulinsensitivitit gemessen am Glukoseverbrauch in

den Probanden mit Adipositas Grad I nicht (Chondronikola et al., 2014; Iwen et al., 2017).
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Grund dafiir konnte, wie von Blondin et al. bei Probanden mit DMT2 beschrieben, eine
selektive Beeintrachtigung der Glukoseaufnahme in BAT in Probanden mit Adipositas sein,
bei aber intaktem und gegebenenfalls favorisiertem Lipid-(FFA-) Metabolismus. Zudem
stellten die Autoren fest, dass die oxidative Kapazitdt von aktiviertem BAT in dem
diabetogenen Probandenkollektiv nicht verdndert war, was die oben genannte Hypothese
unterstiitzen wiirde (Blondin et al., 2015).

Dariiber hinaus kam es wéhrend des Steady-States des HECs trotz der erzeugten
Hyperinsulindmie in beiden Bedingungen zu keinem gleichbleibenden Insulinplateau. Vor
allem in der Bedingung 16°C kam es zu einer deutlich erhdhten Insulinausschiittung im
zeitlichen Verlauf im Gegensatz zu der Bedingung 25°C. In Méusen wurde kiirzlich durch
Heine et al. festgestellt, dass eine ausgeprigte systemische Insulinantwort fiir die anhaltende
Aufstockung der Energietrdger in aktivem BAT wesentlich ist. Jene systemische
Insulinantwort wird moglicherweise auch in Menschen durch eine Kélte-induzierte ATGL-
abhéngige Lipolyse in WAT begiinstigt, unabhédngig von der exogenen Hyperinsulindmie,
und wiirde die erhohten Insulinwerte bei prolongierter Kéltestimulation im HEC erkléren
(Heine et al., 2018). Interessanterweise wird die ATGL-abhéngige Lipolyse in WAT
ebenfalls vor allem noradrenerg stimuliert, wie BAT selbst auch (Bartness et al., 2010).
Zudem zeigen ATGL-knock-out Maiuse eine extreme Beeintrichtigung in der
Thermoregulation (Haemmerle et al., 2006). Die niichternen Probanden betreiben quasi
Thermogenese in einer katabolen Stoffwechsellage, bendtigen jedoch das anabole Hormon
Insulin z. B. zur Stimulation der LPL, sodass zirkulierende TRLs aktivem BAT zur
Verfiigung gestellt werden konnen (Heine et al., 2018). Somit konnten die wissenschaftlich
bekannten, negativen Konsequenzen einer Katecholamin-getriggerten Lipolyse in WAT
durch aktives, NST betreibendes BAT moglicherweise normalisiert werden (Mullins et al.,
2014). Diese These bedarf dringend weiterer Untersuchungen, da sie auch klinisch duf3erst
relevanten Einfluss auf das Verstindnis der Pathomechanismen des DMT2 haben konnte.

Es ist pathophysiologisch bekannt, dass bei Menschen mit beginnender
Insulinresistenz durch eine gesteigerte Sekretionsleistung des Inselorgans eine erhdhte
basale Glukosekonzentration initial kompensiert werden kann (Herold, 2017). Die
Entwicklung eines manifesten DMT2 kann so herausgezogert werden. Zur
Risikoabschédtzung fiir die Entwicklung eines DMT2 werden wie oben erklirt 0-
Zellkapazitdt und periphere Insulinsensitivitit gemeinsam analysiert. Im Rahmen des Botnia
Clamps ist der DI, wie der Name indirekt vorgibt, ein Surrogatparameter fiir das Eintreten

dieses Krankheitsbildes, denn bei herabgesetzter 3-Zell-Leistung verringert sich auch der DI
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und das mittelfristige Risiko um an einem DMT?2 zu erkranken ist erhoht (Lyssenko et al.,
2008). Trotz der gesteigerten FPIR in der Bedingung 16°C hatte diese keine Auswirkung auf
den DI der Probanden mit Adipositas Grad I in den hier abgebildeten Ergebnissen. Grund
dafiir konnte einerseits die relativ kurzfristige Kélteexposition vor dem ivGTT sein und
somit nur beginnende Beeinflussung der FPIR, andererseits wird die periphere
Insulinsensitivitdt im Clampversuch nur am Glukoseverbrauch und nicht mit Hilfe des
gegebenenfalls favorisierten Lipidmetabolismus in Probanden mit Adipositas gemessen,
sodass eine mogliche Verbesserung der peripheren Insulinsensitivitdt nicht vollstdndig
erfasst werden konnte (Blondin et al., 2015; Chondronikola et al., 2016; Carpentier et al.,
2018).

Dariiber hinaus zeigte sich zwischen den Bedingungen 16°C und 25°C ein
signifikanter Unterschied im Si-Index, welcher die periphere Insulinsensitivitdt (M-Value)
auf die ausgeschiittete Insulinkonzentration im HEC bezieht. Der Si-Index war wéhrend der
BAT Aktivierung erniedrigt, was bedeutet, dass bei erhohter Insulinmenge im Blut die
gleiche Menge an Glukose verstoffwechselt wurde (Gastaldelli, 2022). Dies konnte
Ausdruck einer verminderten Insulin Clearance sein oder eine vermehrte endogene
Insulinproduktion bedeuten.

Insgesamt erscheint aktiviertes BAT in Probanden mit Adipositas Grad I, entgegen
der oben genannten Hypothese und der Ergebnisse zu schlanken Probanden, regulatorische
Auswirkungen auf die 3-Zell-Kapazitéit bei unverdnderter peripherer Insulinsensitivitit im
Glukosemetabolismus zu haben. Zusétzlich spielt das anabole Hormon Insulin in der BAT
aktiven Bedingung vermutlich wie in der aktuellen Literatur (s.0.) bereits in Ansdtzen
beschrieben eine wesentliche Rolle als Mediator zwischen WAT und BAT im aktiven BAT
Zustand.

4.3. Auswirkung der BAT Aktivierung auf den Lipidstoffwechsel

Parameter des Lipidstoffwechsels wurden durch die Aktivierung von BAT mittels
kurzfristiger Kilte teilweise beeinflusst.

Es ist bewiesen, dass BAT initial intrazelluldre TGs abbaut um NST zu betreiben und
um UCP-1 hoch zu regulieren (Labbé¢ et al., 2015; Blondin et al., 2017a). Gleichzeitig
beeinflussen mobilisierte extrazelluldre Fettsduren die Insulinsensitivitit der Organe. Die
Aufnahme von Energietrigern wie Glukose oder NEFAs in aktiviertes BAT bei akuter Kilte

ist essentiell, entweder direkt fiir NST oder auch zur intrazelluldren Lipogenese. Lipide
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konnen dabei entweder in Form von an Albumin gebundenen NEFAs oder auch als TRLs
aufgenommen werden wie in Médusen und Menschen nachgewiesen wurde (Bartelt et al.,
2011; Blondin et al., 2017a, 2017b).

TGs stiegen in dieser Studie nach Kélte Adaptation bei 16°C durch BAT Aktivierung
im Blut initial an, wihrend sie in der Bedingung 25°C herab sanken. Diese Entwicklung
konnte auch in der Vorstudie mit schlanken Probanden erstmals beobachtet werden (Iwen et
al.,2017), wihrend im Gegensatz dazu in Tierversuchen ein Absinken der TG Konzentration
mit kompletter Remission einer vorherigen Hyperlipiddmie unter BAT Aktivierung gezeigt
werden konnte (Bartelt et al., 2011; Berbée et al., 2015). Fiir den Anstieg der TGs kann eine
durch Noradrenalin abhdngige Lipolyse des WAT verantwortlich sein, welche im
Zusammenspiel mit Insulin im Hungerzustand zwar zu einer Aufnahme von neu verfiigbaren
TGs in BAT fiihrt, aber ebenso eine vermehrte VLDL Produktion durch NEFAs in der Leber
zur Folge hat (Heine et al., 2018). Ein Anstieg der TG Konzentration steht einerseits im
Einklang mit der aktuellen Literatur, jedoch bei ebenfalls erhdhten Cholesterin und HDL
Werten, welche in den hiesigen Untersuchungen nicht festgestellt werden konnten (Hoeke
et al., 2017). Dariiber hinaus zeigte sich bei Chondronikola et al. keine Veranderung der TG
Konzentrationen nach  dhnlich langer Kaéltestimulation bei vergleichbarem
Probandenkollektiv (Chondronikola et al., 2016).

Interessanterweise stellten Chondronikola et al. einen Abfall der TGs im Blut einen
Tag nach Durchfiihrung der Versuche fest. In dieser Studie fielen die TGs im weiteren
Versuchsverlauf in beiden Bedingungen im Vergleich zum Niichternwert ebenfalls herab,
wobei jedoch der initiale Anstieg der TGs wihrend der BAT Aktivierung bis zum Steady-
State des Botnia Clamps zwischen den beiden Bedingungen signifikant erhalten blieb.
Moglicherweise konnte eine Kélte-induzierte BAT Aktivierung durch eine verspitete oder
auch langanhaltende Verdnderung des Lipidmetabolismus bei Probanden mit Adipositas

Grad I eine Rolle spielen (Chondronikola et al., 2016).

4.4. Methodische Einschrinkungen

Die Limitation dieser Arbeit sollen nachfolgend aufgezeigt werden. Zuerst einmal wurde die
Studie nur an ménnlichen Probanden mit Adipositas Grad I durchgefiihrt und gibt keine
Auskunft iiber geschlechterspezifische Verdnderungen des Metabolismus durch eine BAT
Aktivierung. Dabei zeigten zwei Studien von 2009 eine vermehrte Aktivitit und groBeres

Volumen von BAT in schlanken Frauen (Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009).
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Dariiber hinaus wurde keine explizite Einteilung der teilnehmenden Probanden in
BAT + und BAT - Subgruppen durchgefiihrt wie bei Studien die anhand
nuklearmedizinischer Bildgebung sowohl das BAT Volumen, als auch dessen metabolische
Aktivitdt mittels unterschiedlicher Traceraufnahme quantifiziert haben (Chondronikola et
al., 2014).

Die Ergebnisse dieser Studie wurden sowohl im Kontext humaner als auch
tierexperimenteller Studien betrachtet, obwohl in der tierexperimentellen Studie von z.B.
Bartelt et al. vorndmlich deutlich reduzierte Temperaturen zur Aktivierung von BAT und
lingere Kailteprotokolle eingesetzt wurden (Bartelt et al., 2011). Zudem ist seit kiirzlich
bekannt, dass die Aktivierung von BAT in menschlichen und mausartigen Zellen
wahrscheinlich liber unterschiedliche Rezeptoren (32-AR vs. 3-AR) erfolgt (Blondin et al.,
2020), sodass gleiche als auch unterschiedliche Auswirkungen von aktivem BAT in Méusen
und Menschen gegebenenfalls neu eingeordnet werden miissen.

Milde, akute Kailteexposition und chronische Kilteexposition haben zudem
unterschiedliche Effekte auf die Aktivierung von BAT und sein metabolisches Potenzial
(van der Lans et al., 2013; Yoneshiro et al., 2013), sodass ein verldngertes Kélteprotokoll in
Probanden mit Adipositas Grad I zukiinftig angewendet werden sollte um metabolische
Konsequenzen einer verdnderten FPIR umfassender zur bewerten.

Zuletzt ist ein reiner Effekt durch den Stressor Kélte und die Ausschiittung von
Noradrenalin via SNS nicht auszuschlieBen (Morton et al., 2017), jedoch, aufgrund des
thermischen Nachweises von aktivem BAT in anatomisch typischen Lokalisation in den

Probanden dieser Studie, zu vernachldssigen.

4.5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass aktives BAT in jungen, gesunden Menschen
mit Adipositas Grad I vorhanden ist und dass eine BAT Aktivierung mit einer gesteigerten
3-Zellkapazitdt bei gleich bleibender peripherer Insulinsensitivitit einhergeht. Weil gerade
die B-Zellkapazitidt im Hinblick auf die Entwicklung von Erkrankungen wie DMT2 und
Insulinresistenz pathologisch herabgesetzt ist und bei schlanken Probanden durch aktives
BAT nicht beeinflusst wird, werfen diese Ergebnisse aus medizinischer Perspektive ein
besonderes Augenmerk auf das hier ausgewdhlte Probandenkollektiv im Hinblick auf die

Charakterisierung von BAT typischen Auswirkungen in zukiinftigen Studien.
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Spezifische Marker fiir aktives BAT, WAT und die B-Zellen des Pankreas in einer
katabolen Stoffwechselsituation sollten in humanen Studien zukiinftig gemeinsam betrachtet
werden um vor allem die Rolle von Insulin wahrend der BAT Aktivierung genauer zu
untersuchen. Dabei sollten vermehrt Parameter (NEFAs/FFAs/TGs) und Enzyme
(ATGL/LPL) des Lipidmetabolismus gerade bei Probanden mit Adipositas im Vordergrund
stehen.

Schlussendlich ist auch die Forschung an weiteren Methoden und Markern zur
expliziten Identifikation von metabolisch aktivem BAT sowie beigem Fettgewebe weiterhin
vorrangig, um das vollstdndige Potenzial eines Energiesubstrat ,,verbrennenden Organs
richtig einschitzen und dann zukiinftig fiir die klinische Behandlung von Patienten voll

ausschopfen zu konnen.

49



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die weltweite Zunahme von Adipositas sowie die damit verbundenen Gesundheitsprobleme
fordern neue Behandlungsstrategien. Humanes BAT, ,,verbrennt durch Kilte aktiviert
Energiesubstrate in Form von Wérme und trégt positiv zur Energiebilanz des Menschen bei.
Eine steigende Anzahl an Studien versucht die metabolischen Einfliisse ndher zu
charakterisieren, um BAT als mogliches Target im Kampf gegen Adipositas zu nutzen. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Kélte-induzierten Aktivierung von BAT
auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel in ménnlichen Probanden mit Adipositas Grad I vor
den Hypothesen untersucht, dass u.a. aktiviertes BAT mittels NST zu einer Verbesserung
der peripheren Insulinsensitivitit bei unverdnderter B-Zell Kapazitit und zu einer
Verdnderung von Parametern des Lipidstoffwechsels fiihrt.

Bei 14 metabolisch gesunden Ménnern mit Adipositas Grad I wurde ein Botnia
Clamp in Form eines ivGTTs mit nachfolgendem HEC durchgefiihrt. Ein Versuchstag fand
unter thermoneutralen Bedingungen bei 25°C und der andere Versuchstag fand unter
moderater Kilte bei 16°C in einem Kélteanzug statt.

Eine BAT Aktivierung konnte durch NST mittels Temperaturfiihlern (iButtons®) bei
vermindertem Abfall der Oberflichentemperatur der Haut festgestellt werden. Erhdhte
Noradrenalin und Dopamin Level in der Bedingung 16°C bestitigten eine Aktivierung von
BAT iiber das gesteigerte SNS. Wider Erwarten konnte jedoch bei den Probanden mit
Adipositas Grad I eine erhohte sekretorische Leistung der B-Zellen in der Bedingung 16°C
im Rahmen des Clamp Versuchs bei unverdnderter peripherer Insulinsensitivitét festgestellt
werden. Zudem wurde eine gesteigerte Konzentration von TGs im Blut nachgewiesen, neben
sonst unveridnderten Parametern des Lipidstoffwechsels.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine Aktivierung von BAT {iber das SNS
bei Menschen mit Adipositas Grad I die B-Zellkapazitit beeinflusst und eine transiente
Hyperglykdmie schneller kompensiert, wobei die periphere Insulinsensitivitidt unverandert
bleibt. Dariiber hinaus erscheint der Lipidmetabolismus mit einer vermehrten Bereitstellung
von Energietragern wie TGs eine entscheidende Bedeutung im Rahmen der metabolischen
Aktivitdt von BAT zu haben. Die o.g. Ergebnisse bei Ménnern mit Adipositas Grad I heben
BATSs metabolisches Potenzial und die Relevanz als Angriffsort in Bezug auf Erkrankungen

wie Adipositas, DMT2 oder das metabolische Syndrom hervor.
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8.

Anhénge

8.1. Probandeninformation und Einverstindniserklirung

Probandeninformation und Einverstandniserklarung

Probandeninformation

1. Alilgemeine Informationen

Bitte lesen Sie diese Probandeninformation sorgféltig durch. Der betreuende Arzt dieser Studie
wird mit lhnen noch einmal die Studie besprechen. Bitte fragen Sie ihn, wenn Sie etwas nicht
verstehen oder wenn Sie zusatzlich etwas wissen mdchten.

Titel der Studie: ,Braunes Fettgewebe: Einfluss auf den menschlichen Fett- und
Glukosestoffwechsel“

Verantwortlicher Leiter/Trager der Studie: UKSH Campus Lubeck

Zentrale Kontaktstelle: Dr. med. Sebastian M. Schmid, UK-SH Campus Libeck, Medizinische
Klinik 1, Ratzeburger Allee 160, 23538 Lubeck, Tel +49 (0) 451 — 500 O (-> pager 2210), E-Mail:
Sebastian.Schmid@uk-sh.de

Sollten Sie weitere Fragen beziglich der Studie haben, wenden Sie sich bitte an den aufklarenden

Arzt oder direkt an die oben genannte zentrale Kontaktstelle.

2. Informationen zur Studie

Hintergrund und Nutzen der Studie

Erst seit den 90er Jahren gehen Wissenschaftler davon aus, dass sogenanntes braunes
Fettgewebe auch nach dem Sauglingsalter noch beim Menschen existiert. In neueren Studien
konnte bei erwachsenen Probanden sogar eine Veradnderung der Stoffwechselaktivitat von
braunem Fettgewebe in Abhangigkeit von der Umgebungstemperatur nachgewiesen werden. Der
direkte Einfluss von Kalte auf das braune Fettgewebe, und somit auf Parameter des Fett- und
Glukosestoffwechsels, wurde bisher jedoch fast ausschlieBlich nur im Tierversuch untersucht. Ob
beim Menschen durch Kalteexposition der Stoffwechsel ebenso beeinflusst wird, ist noch unklar.
Mit der Teilnahme an dieser Studie helfen Sie uns, die zugrunde liegenden Mechanismen der
Verknupfung von Kalteexposition, braunem Fettgewebe und menschlichem Energiestoffwechsel
besser zu verstehen.

Das Ergebnis dieser Grundlagenforschung koénnte in Zukunft zur Entwicklung neuer
Therapiemdglichkeiten von Diabetes und Fettstoffwechselstérungen fihren. AuRer einer
eingehenden korperlichen Untersuchung und einer Untersuchung lhres Blutes besteht fir Sie kein
Eigennutzen an dieser Studie.

Ablauf der Studie

Es handelt sich um eine balancierte, within-person-Studie im Crossover-Design. Dies bedeutet,
dass Sie an zwei Versuchssitzungen, bei denen Sie unterschiedlichen Temperaturbedingungen
(25°C und 16°C) ausgesetzt werden, teilnehmen. Die Verteilung erfolgt balanciert. Diese
MaRnahmen sollen ausschlieBen, dass das Versuchsergebnis durch Verhaltensweisen und
subjektive Einschatzungen der den Versuch durchfiihrenden Personen oder der Probanden
verfalscht wird. Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig.

Sie werden vor Beginn der Studie kdrperlich untersucht. Dazu gehért eine Anamnese, eine
Blutabnahme zur Kontrolle u.a. der Blutzellen- und Gerinnungswerte, des Fettstoffwechsels, der
Leber- und der Nierenfunktion und des Blutzuckers. Ausschlusskriterien sind aktuelle und
chronische internistische oder neurologische Erkrankungen, Bluthochdruck, Angststérungen,
Alkohol- und Nikotinmissbrauch, Leistungssport (z.B. Marathonlaufer) und besondere

Anhidnge
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Belastungssituationen psychischer und physischer Art. Weder bei Ihnen noch bei Ihren Eltern oder
GroReltern darf ein Diabetes mellitus Typ 2 bekannt sein.

Sie durfen in den vier Wochen vor Versuchsbeginn und wahrend der Versuche nicht an anderen
Studien teilnehmen, kein Blut spenden, keine Diat beginnen. Am Vortag der Versuche diirfen Sie
sich keinen ungewohnlich hohen und niedrigen Temperaturen (z.B. Eisbaden, Saunagang)
aussetzen, keinen Sport treiben und auch sonst keine korperlich anstrengende Tatigkeit verrichten.
Am Abend vor dem Versuchstag sollten Sie ihre letzte Mahizeit nicht nach 20 Uhr einnehmen und
nicht spater als 22 Uhr zu Bett gehen. Am Versuchstag selbst sollten Sie sich gesund fuhlen und
niichtern zum Versuchsbeginn erscheinen.

Sie nehmen an zwei Versuchssitzungen teil (s. Abbildung 1). Jede Sitzung erstreckt sich Uber etwa
7 Stunden. Zu allen Versuchssitzungen erscheinen Sie bitte pilinktlich um 7.50 Uhr im Institut fur
Neuroendokrinologie, UK-SH, Campus Liibeck, Haus 50, 2. Obergeschoss.

1. Versuchssitzung

08:00 — 10:00 Vorbereitung & Anpassung an die Temperaturbedingung (25°C)
10:00 — 10:45 indirekte Kalorimetrie

10:45 — 11:30 Anpassung an die Temperaturbedingungen (25°C oder 16°C)
11:30 — 12:30 indirekte Kalorimetrie 2

12:30 — 13:30 Glukosetoleranztest

13:30 — 16:00 hyperinsulinamischer euglykamischer Clamp

16:00 — 16:30 Abschlussuntersuchung

2 Wochen Pause

2. Versuchssitzung

08:00 — 10:00 Vorbereitung & Anpassung an die Temperaturbedingung (25°C)
10:00 — 10:45 indirekte Kalorimetrie

10:45 — 11:30 Anpassung an die Temperaturbedingungen (25°C oder 16°C)
11:30 — 12:30 indirekte Kalorimetrie 2

12:30 — 13:30 Glukosetoleranztest

13:30 — 16:00 hyperinsulinamischer euglykamischer Clamp

16:00 — 16:30 Abschlussuntersuchung

Abbildung 1: Ubersicht Versuchsablauf

Bei den Versuchssitzungen erfolgt nach lhrer Ankunft im Schlaflabor die Durchfiihrung
verschiedener psychologischer (Erhebung von Wahrnehmung und Befindlichkeit) Tests. Aufserdem
werden zwei Venenverweilkatheter angelegt, die es uns ermoglichen, immer wieder Blut
abzunehmen ohne Sie erneut stechen zu missen

AnschlieRend erfolgt die Messung des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlenstoffdioxidproduktion
mithilfe einer Atemmaske, die Sie fir ca. 1 Stunde tragen missen. Die dabei gewonnenen
Ergebnisse ermdglichen uns die Berechnung Ihres Ruheenergieverbrauchs (indirekte
Kalorimetrie).
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Danach erhalten Sie zunachst eine Zucker-(Glucose)-Infusion (Glukosetoleranztest) und im
weiteren Verlauf eine gleichzeitige Infusion von Insulin und Zucker (Glucose) in einer lhrem
Kérpergewicht angepassten Menge (iber einen Venenzugang. Uber einen zweiten Zugang messen
wir alle 5 Minuten Ihren Blutzucker und halten diesen auf einem normwertigen Niveau von 90 — 95
mg/dl. In diesem Verfahren (sog. ,Glukose-Clamp-Verfahren“) wird lhr Blutzucker im
physiologischen, d.h. normwertigen Bereich gehalten. AnschlieBend wird die Infusion Uber die
Vene beendet und der Blutzuckerspiegel fur weitere 30 Minuten Gberwacht. Wahrend der Infusion
von Zuckerlésung und Insulin ist jederzeit ein Arzt im Hintergrund, der bei Zeichen von
Unvertraglichkeit oder bei sonstigen Beeintrachtigungen innerhalb von kurzer Zeit einschreiten
kann.

Sie tragen wahrend der gesamten Zeit des Versuches einen Ganzkorperanzug zur Einstellung der
jeweiligen Versuchstemperatur.

Es werden Blutproben zur Messung des Blutzuckerspiegels und verschiedener Hormone
entnommen. Insgesamt werden lhnen ca. 250 ml Blut im Verlauf einer Sitzung abgenommen (zum
Vergleich: eine Blutspende entspricht ca. 500 ml Blut).

Dartiber hinaus geben Sie jeweils drei Urinproben ab. Nach einer Wiederholung der Tests zur
Wahrnehmung und Befindlichkeit ist die Versuchssitzung gegen 16:30 Uhr beendet.

Zusammenfassend besteht die Studie fiir Sie als Proband aus zwei Sitzungen im Abstand
von mindestens zwei Wochen mit jeweils einem euglykdmischen Clamp, einer
Atemgasmessung und der Entnahme von jeweils 250 ml Blut, sowie der Abgabe von drei
Urinproben pro Sitzung.

3. Risiken der Studie

Durch eine gleichzeitige Gabe von Insulin und Zuckerlésung werden wir lhren Blutzuckerspiegel
wahrend des hyperinsulindmischen euglyklamischen Clamps im physiologischen, d.h.
normwertigen Bereich halten. Eine Unterzuckerung ist zwar theoretisch mdglich, das Auftreten
derselben jedoch sehr unwahrscheinlich, da wir Ihren Blutzuckerspiegel in engem zeitlichem
Abstand bestimmen und sofort auf moégliche Abweichungen aus dem Normbereich reagieren. Eine
theoretisch mogliche Unterzuckerung ruft in lhrem Korper eine Gegenregulation hervor, die Sie
moglicherweise als Stress erleben (moglich ist: Zittern, Hunger, Herzklopfen, Schwitzen, Nervositat
u.a.). Bei empfindlichen Personen mit einer Neigung zu Krampfleiden kann eine schwere
Unterzuckerung einen Krampfanfall auslésen. Bei schweren Unterzuckerungen ist ein sehr
geringes theoretisches Risiko einer Nervenzellschadigung im Gehirn verbunden, die allerdings erst
bei lang andauernden und sehr tiefen Unterzuckerungen auftreten kann. Die Insulin- und
Zuckerinfusion wird wahrend des Versuchs genau geregelt, wobei die Blutzuckerwerte in
Abstanden von 5 Minuten und bei Bedarf noch engmaschiger kontrolliert werden.

Die Risiken der Blutentnahme und Infusion von Zuckerlésung in die Vene beinhalten u.a.:
Fehlpunktionen mit Verletzungen von Nerven und Gefallen mit Bildung von BlutergUssen,
Venenentzindung, ggf. Armvenenthrombose, Weichteilentziindungen nach Austreten der
Glukoseinfusion aus einem verletzten Gefall. Diese Nebenwirkungen treten aber bei
sachgerechter Durchflihrung sehr selten auf.

Die Messung des Ruheenergieverbrauchs lber die indirekte Kalorimetrie wird von geschultem
Personal durchgefuhrt. Sie werden dabei durchgehend Uberwacht, sodass Komplikationen, sehr
unwahrscheinlich sind.

Die Versuchstemperatur von 16 °C wurde von Probanden einer vorausgegangenen Studie als
moderat empfunden. Die Korpertemperatur wird zudem sténdig Gberwacht, wodurch das Risiko
einer Unterkuhlung sehr gering gehalten wird.

Anhidnge

66



Probandeninformation und Einverstandniserklarung

4. Datenschutzrechtliche Informationen

Fiir die Datenverarbeitung verantwortlich ist Dr. med. Sebastian Schmid, Arzt am UKSH,
Campus Liibeck. Die Datenerhebung erfolgt zum Zweck des oben genannten Studienziels,
also der Aufklirung von Kailteexposition auf die Regulation des Fett- und
Glukosestoffwechsels. Aus der Voruntersuchung erhalten wir persoénliche Daten und
Untersuchungsbefunde, aus den Testverfahren und Blutentnahmen wéahrend des Versuchs
erhalten wir verschiedene Daten liber die Reaktion Ihres Koérpers auf Kalteeinwirkung, wie
z.B. Hormonkonzentrationen und Energieverbrauch.

Diese Daten werden in pseudonymisierter Form, d.h. ohne direkten Bezug zu lhrem Namen,
elektronisch gespeichert und ausgewertet. Die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes
werden eingehalten. Zugriff auf lhre Daten haben nur Mitarbeiter der Studie. Diese Personen
sind zur Verschwiegenheit verpflichtet. Eine Weitergabe der persénlichen Daten an Dritte ist
nicht vorgesehen. Die Daten sind vor fremdem Zugriff geschiitzt. Die personenbezogenen
Daten werden nach Beendigung der Studie anonymisiert, soweit gesetzliche Vorgaben nicht
langere Archivierungspflichten vorsehen.

5. Hinweise fiir den Versuchsteilnehmer

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie kdnnen jederzeit ohne Angabe von Griinden die
Teilnahme an der Studie beenden, ohne dass dadurch Nachteile fir Sie entstehen.

Am Tag vor den Versuchstagen sollten Sie keinen Sport treiben oder andere anstrengende
korperliche Aktivitaten verrichten. Die letzte Nahrungsaufnahme vor Versuchsbeginn sollte ein
reguldres Abendessen nicht nach 20:00 Uhr sein. Am Morgen des Testtages erscheinen Sie dann
bitte um 8.00 Uhr zum eigentlichen Versuch. Bitte achten Sie darauf, im Anschluss an den Versuch
etwas zu essen, damit sie fit und verkehrstuchtig sind.

6. Aufwandsentschadigung

Fir lhre Teilnahme an dieser Studie erhalten Sie nach Beendigung lhrer zwei Versuchssitzungen
eine Aufwandsentschadigung von insgesamt 150,- €.

Vielen Dank fir Ihr Interesse.
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Einverstindniserklarung
zur klinisch-experimentellen Studie
,Braunes Fettgewebe: Einfluss auf den menschlichen Fett- und Glukosestoffwechsel*

Ich bestéatige hiermit durch meine Unterschrift, dass ich die Informationsschrift zur Studie erhalten,
gelesen und die geplanten Untersuchungen verstanden habe. Ich hatte Gelegenheit alle meine
Fragen zu stellen. Diese wurden zufriedenstellend und vollstandig beantwortet.

Ich wurde ausflhrlich — mindlich und schriftlich — (ber das Ziel und den Verlauf der Studie,
Chancen und Risiken der Behandlung, meine Rechte und Pflichten, den mir zustehenden
Versicherungsschutz und die Freiwilligkeit der Teilnahme aufgeklart.

Ich erklare hiermit meine Teilnahme an der oben genannten Studie und dass ich in der Zeit vier
Wochen vor und wahrend der Studie nicht an anderen Studien teilnehmen und kein Blut spenden
werde.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich gegen die Teilnahme an der Studie zu entscheiden und willige
hiermit in die Teilnahme ein. Ich wurde darauf hingewiesen, dass meine Teilnahme freiwillig ist und
dass ich jederzeit ohne Angabe von Griinden zurlcktreten kann und/oder die Vernichtung meiner
Blutproben und erhobenen Daten verlangen kann ohne dass mir dadurch Nachteile entstehen.
Meine Daten und die mir entnommenen Blutproben werden ausschlief3lich fiir die oben genannte
Studie verwendet und nicht an Dritte weitergegeben. Es gelten die Richtlinien des Datenschutzes
und der arztlichen Schweigepflicht. Ich wurde iber meine Datenschutzrechte informiert. Mit der
Erhebung, Verarbeitung und Speicherung meiner Daten, sowie der Ubermittlung im Rahmen der
Studie bin ich einverstanden. Tritt im Rahmen der Studiendurchfiihrung ein Schaden auf, der den
Studienteilnehmern durch das schuldhafte Verhalten eines Beschaftigten des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein (UKSH) zugefligt wurde, haftet die gesetzliche Haftpflicht des UKSH.

Proband:

Name, Vorname Datum Unterschrift

Betreuender Studienarzt:

Name, Vorname Datum Unterschrift
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8.2. Eigenstindigkeitserklirung

Hiermit bestétige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig verfasst und keine
anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. Die Stellen der Arbeit, die dem
Wortlaut oder dem Sinn nach anderen Werken entnommen sind, wurden unter Angabe der

Quelle kenntlich gemacht.

Liibeck, 31.01.2024

Leonie Evans

8.3. Erklirung zum Ethikvotum

Die vorliegende human-experimentelle Studie mit dem Arbeitstitel ,,Der Einfluss von
aktiviertem braunen Fettgewebe auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel bei Menschen mit
Adipositas Grad I wurde dem Studienleiter Prof. Dr. med. Sebastian Meyhofer unter dem
Aktenzeichen 12-030 am 16.07.2014 durch die Ethikkommission der Universitét zu Liibeck
genehmigt.
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