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1. HNLEITUNG

1.1 Epidemiologie von Ubergewicht und Adipositas

Uberernéhrung ist ein weltweites, vermeidbares Phanomen und entsteht bei chronischem
Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahmed Energieverbrauch. Ernéhrungszustande
konnenu.a. anhand des Bodialz-Index (BMI) in Kilogramm (kg) pro Quadratmeter (m?)
SAYIASGSAt G 6SNRSYy ® t | 2bkddydelfey alsVibeigewkitighab . al ¢
einen. a L 30>kgm? als adipds[1]. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisatibh
waren 2016 weltweit mehr als 1,9 Milliardétrwachsenab 18 Jahre (39%)ubergewichtig

und von desenmehr als650 Millionen(13%)adip6s. Die Pravalenz von Adipositas hat sich
demnach im Vergleich zum Jahr 1975 beinahe verdreifd¢hin Deutschlangelten18%]2]

der volljahrigen Bevdlkerungls adipds, wobeiMecklenburgvVorpommern eine besonders
starkbetroffeneRegion mit 32%dipdsen Erwachseneatarstellt[3]. Besonders drastisch wird

die Entwicklung der Pravalenz der weltweiten Adipasitan Kindern und Jugendlichen
zwischen 5 und 19 Jahren deutlich. Im Zeitraum von 1878016 ist der Anteil an
Ubergewichtigen und Adip6sen innerhalb dieser Population von 4% auf tiber 18% (>340
Millionen) angestiegen[1], sodass auch in Zukunft von einer steigenderiivalenz der

Adipositas unter Erwachsenen ausgegamgverden kann.

1.2 Adipositas und Insulinresistenz

Adipositasist bekanntermalRermit vielen Erkrankungen oder Dysfunktionemrschiedener
Organsystemeassoziiert So sind beispielsweise obstruktive Stfypnoe, pulmonale
Hypertonie Osteoarthritis Karzinome, nichtalkoholische Fettlebererkrankung sowie
nichtalkoholische Steatohepatitisekannte Folgerj4]. Besonders betonen mdchte ighn
Hinblick auf die vorliegende Arbeidie bekannt& Assoziatioen von Adipositas zu
kardiovaskularen Erkrankungender Dysfunktionenwie die koronare Herzkrankheit,
Shlaganfall und das Metabolische Syndrdd]. Letzteres beschreibtlas gleichzeitige
Auftreten von Hyperlipidamie, Atherosklerosarterieller Hypertorie und Typ 2 Diabetes
mellitus, wobei eine allgemeingultige Definition gegeémtig nicht existiert [5¢8]. Das
zeitgleiche Auftretenvon Adipositas und denvletabolischen Syndrom geht mit erhthte
Gesamt und kardiovaskulame Mortalitdt einher [9]. Mal3geblichin der Verbindung des

Metabolischen Syndroms und Adipositas a@s¢ Entwicklung eineAdipositasinduzierten



Insulinresistenz (IR)LO], die einen fundamentalen Aspekt in der Pathogenese des Tgp
Diabetes mellitus darstellt. Hauptzielorgane von Insulin sind bekanntermafl3en Leber,
Muskulatur und Fettgewehdn diesen Organen stimuliert dge Glukoseaufnahmgowiedie
Triglyeridsynthese und beeinflusst hieriiber die Konzentration zirkulierender freier
Fettsauren11]. In Adipozytenmindert Insulin zudendlie Lipolyse was mit einer geringeren
Freisetzung freier Fettsauren einhergeht der Leber hemmeésdie Glikoneogenese durch
Reduzierung dewichtigsten Enzymaktivitatefi1]. In der Skelettmuskulatusteuert Insulin

die Translokation deSLUT4Glukosetransporrs und hieriibermaf3geblich die Aufnahme
von Glukosein die Myozyten.Im Rahmen einer IR kommt es zur Fehlregulation dieser
genannten Prozesse. Gesteigerte Serumkonzentratidneier Fettsdurenmit ektopischer
Fettakkumulation, verminderte Glukoseaufnahme im Skelettmuskel sowie gestorte
hepatischeGlukoneogenese sind bekate Folgerf11].

Das Verstandnis Uber die Mechanismen, welche die Entwicléurgy IRfOrdern, bildet seit

vielenJahren ein Hauptinteresse deredizinischen Forschun@j2¢17].

1.2.1Regionale Fettverteilung und Insulinresistenz

Das Konzept der regionalen Fettvalteg wurde erstmals von Vagu®47 initiiert[14, 18,

19]. Hierbei beschrieb er einen mannlichen und einen weiblichen Typ. Der mannliche Typ
zeichnet sich durch eine stammbetonte Fettansammlung um den Bauch und die Brust aus,
wahrend der weibliche Typ eine betonte Verteiluag der Hifte und d& Oberschenkel
zeigt.Vaguepostulierte, dass der mannliche Typ haufiget Diabetesmellitus undklinischen
Zeichen einerkoronaren Herzkrankheiteinhergeht als der weibliche Tygl8, 20, 21]
Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde in denefalgn Jahren nach einfach zu
bestimmenden anthropomischen Markern gesucht, die Aussagen zur Fettverteilung und
assoziierten Folgeerkrankungen treffen koénnen. Der Hiftumfang (englisch waist
circumference, WC), der BMI, das Verhdltnis des Tdilldtumfangs (engliscivaist to hip

ratio, WHR) und der AnledesKorperfettes wurden alsolchegeeignete Marker identifiziert

[22]. Die WCzeigtehierbei die starkste Assoziation einer stammbetonten Fettakkumulation
zu kardiovaskularen Risikofaktor¢®3]. Dieseanthropometrischen Mrker differenzieren
jedoch nicht zwischen den einzelnen kettnpartimenten Daher warerRuckschlisse auf die
Assoziation einzelner Depots vdemviszeral@ Fettgewebe énglisch visceral adipose tissue,

VAT),dem subkutanen Fettgewebe (englisch subcutaneous adipose tissue, SAT)deder
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ektopisch eingelagerte Fettgewebe in Skelettmuskel oder Leber (LFC, englisch liver fat
content) zu den erwéahnten Risikofaktoren und Eakungen nicht mdglich Neuere
bildgebende Verfahretieferten erstmas die Moglichkeit zur Differenzierung der einzelnen
Fettdepots und damit den Ausgangspunkt fgiterfihrende Untersuchungefi8].

In den folgenden Jahrelag ein kesonderer Fokusuf der Assoziation von IR und VAT. In
diesem Zusammenhang konnte fir VAT im Vergleich zu SAT eine gesteidgesitéat Ain
Stoffwechsel mit eleerter Lipolyse und kosekutiv erhdhter Freisetzung freier Fettsauren
und u.a.dem Zytokininterleukin6 nachgewiesen werdef24]. Diese werdenn die Pfortader
sezerniertund erreichenso auf direktem Wege die Leber. Dort angekommen fiihren sie zu
einer gesteigerten Lipogenese, &nmeogenese und letztendliakiner IR[18, 2528].

Deshalb ist es nicht tberraschend, dashnere Studierj29¢36], die eine Fettqantifizierung
entweder mitel Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT)
vornahmen, von einer positiven Assoziation zwisc&T und IR berichteten. Diese teilweise
grol3 angelegten epidemiologischen Studi@1¢36] mit Gber 3000 Teilnehmernhatten
gemeinsamgdass lediglickeine vordefinierteKdrperegion zur Fettquantifizierung analysiert
wurde. Dem gegeniber stehendeutlich kleinere Stichprobe (n >X 450 mit
Ganzkérpermessungittels MRT[29, 30] Fener berichteten5 Q! R Y 237]§adh eihet ®
zu VAT unabhangigen Kelation zwischen LFC und IR, was in eimgiteren unabhangigen
Studie repliziert werden konntg88]. Fir SAT konnte interessanterweisé zunehmenden
Anteil ein geringeres Risiko fur eine bRi gleichzeitiger Berucksitigung des BMlund VAT,
gezeigt werdenHierdurch wird zum aen ein protektiver Effekt des SATs auf die Entwicklung
einer IR suggeriert und zum anderdre Bedeutung der individuellen Differenzierung der

Fettverteilung beton{35].

1.2.2 Leptin sowie Vaspimnd Insulinresistenz

Das Fettgewebe haunterschiedliche Funktionen inn®ie Speicherung voiiriglyzeriden

tragt zur Erhaltung der Energiehomoostase bei und physikalisch stellt es eine Schutzschicht
sowie einen Warmeisolator dar. Seit der Entdeckung von Leptin im Jahr[29Pdhuss das
Fettgewebe zudem als endokrines Organ verstandenden [40]. So kénnenAdipozyten
Pepidhormone oderZytokine, sogenannteAdipokine sezernieren welche Sgnalisierungs

und Vermittungsfunktionen innkaben Auf diese Weise Uben siinen zentralenund

peripheren Effekt entweder autp para oder endokrin aud41, 42] Adipokine nehmen
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Einfluss auf grundlegende physiologische Funktionen wie Appetit und Sattigung, Steuerung
des Energiehaushaltes, die korperliche Aktivitat, die Insulinsensitinitéd -sekretion, den
Glukose und Lipidstoffwechsel, den Blutdruck, die Endothelfunktion, @erinnung, die
Nierenfunktion oder das Immunsyste[d3¢46]. Daher ist es nicht verwunderlich, dass sie
potenzielle Therapieoder Diagnostikansatzpunkte flr Adipositas uldipositasassoziierte
Folgeerkrankungen wie IR d¢ellen und Gegenstand der Forschung g#tsl.

Bis heute wurden tUber 600 verschieadeAdipokinebeschrieben42, 47] Der bekannteste
Vertreter ist das Leptin. Es wird primar von Adipozy#8], aber auch vo anderen Organen
wie Placentg49], Skelettmuskulatuf50] und Magen[51] sezernert. Leptin wirkt sowohl
zentral am Hypothalamus, wo es den Appetinergiehaushalt undlie Fettverteilung
reguliert, als auch peripher, wo es die Empfindlichkeit von Insulin, die Oxidation freier
Fettsauren und die Lipolyse beeinflug&, 52, 53]Anhandhomozygoterob/obMause(obese
Mause) die Uber denvollstandigen Verlust von Lepticharakterisiert sind konnte eine
extreme Adipositas aufgrund einer gestorten Regulation von Appetit und Sattgeaejgt
werden[39]. In Menschen konnte ei&hnlicher Defekt nachgewiesen werden, der das Fehlen
von Leptin mit sich bringt. Es sind nur wenige Betrofferieabat, aber auch diese zeigen in
frihen Jahren eine ausgepragte Adipositas aufgrund eines auffalligen Appedis
Homozygot verdndertedb/db Mause (liabetes Mause) mit Funktionsverlust des
Leptirrezeptors entwickelterebenfallsfriihzeitig Adipositas und IB5]. Leptin Gbteinen
OAY Tt dzaa | dzF RzelBnastdl ayis Wbt aiifAvarscKieslenen Ebeneam
Glukosestoffwechsebeteiligt [46]. In diesem Zusammenhang konnie einem weiteren
Tiermodell gezeigt verden, dasses im Rahmeneiner Uberernahrung, zuinadaquaten
Steuerung der Gkoneogenese durch Leptikommt, sodass im zeitlichen Zusammenhang
eine IR beobachtet wurdfs6]. AndereStudienzeigten wiederum, dass beP2nSREBRCc
transgenen Mausen, diesich durch eine angeborene generalisierte Lipodystrophie
auszeichnenegin permanente Zuflussvon niedrig dosierten rekombinanten Leptireine IR
vermdden lkann[57].

Interessanterweise sind die Lepgpegel im Zustand der Adipositas deutlethdht [58, 59]
und tragen moglicherweiseu einem gestorten Verhaltnis zwischen Insulinsekretion und

Glukoseserumspiegel bgi6].



Vaspin wurde 2005 infYATvon Otsuka LongevansTokushima Fatty (OLETRAtten einem
Tiermodell mit zentraler Adipositas und Typ 2 Diabatedlitus,entdecktund als Mitglied der
Serinproteaseninhibitorfamilie identifizief60]. Weitere §ntheseortesind Leber[61, 62]
Magen[62, 63] Pankrea$61, 62, 64]Haut[61, 62, 65, 66]Placentd67] und Hypothalamus
[62, 63] In OLETFRatten war der Vaspirserumspie@l zum Zeitpunktdes maximalen
Kdrpergewichs und ausgepragterlR amhdchsten Die Vaspispiegel fielen, als sich der
Diabetes verschlechterte und gleichzeitig das Korpergewicht §0ik DieseErgebnisse
suggerieren, dass die Ausschittung von Vaspin eine Art Kompensationsmechanismus des
Kdrpers zur Regulierung der Insulinsensg#ivbei Adipositas und IR sein kdonnte. In diesem
Zusammenhang konnten weitere #ian einen Einfluss Vaspireauf den Glukose und
Lipidstoffwechsel miteinem antiinflammatorischen und antiartherogenen Effekt an den
Endothelzellenzeigen [68, 69] AufRerdem konnte anhandhomozygoter db/db Mause
beobachtetwerden, dass eine zerebrale Vasputstitution in die Ventrikel eine geringere
Nahrungsaufnahme und edm anhaltend niedrigere Blutglikosespiegekur Folgehatte [63].

Es ist somit nicht verunderlich, dass sowohl Vaspails auch Leptin Forschungsschwerpunkte
fir mogliche Biomarker oder Therapieansatze im Rahmen einer Adipasisagiierten IR

darstellen.

Ziek der vorliegenderstudiesind anhand einer allgemeinen Bevolkerungsstichprobdee
bekannten Typ 2 Diabetesellitus:
1. die Assoziation zwischabdominellen Fettdepots wie SAT, \@olvieLFQind
Markern der IR sowie
2. die Assoziationen zwischabdominellenFettdepotswie SAT, VA3owie LFC
und denLeptin und Vaspikonzentrationen zuntersuchen.
Hierzuwurden erstmaldMRFbasierte Ganzkorperquantifizierungen fir SAT und VAT in einer

populationsbasierten Studie herangezogen.



2. METHODEN

2.1 Studiendesign und Studienpopulation

Datengundlage fur die vorliegenden Analysen stSHP-TRENDOengl. Study of Health in
PomeraniaTRENR eine epidemiologische Studigar. SHIPist ein populationsbasiégs,
epidemiologischse Projektin Westpommern, Nordostdeutschlandlas aus zwei Kohorten
HIPund SHIPTRENDbesteht Zielvon SHIHAst die Untersuchung sowohl der Pravalenz, als
auch der Inzidenz von Risikofaktoren und verschiedenen Erkrankungen sowie deren
Zusammenhange. Ein charakteristisches MerkmalS#iHst gesundheitsbedingte Zustande

des Korpers in mdglichst breiter Relatmunbdrachten und nicht spezifische Krankheitsbilder
eines Organs oder Organsystems isoliert zu erforsdbeEnBaselingJntersuchungen isHIP
TRENDfanden zwischen September 2008 und September 2@&i2tt. Im Vergleich au
BaselineUntersuchung der ersteSHIRKohorte, sind die Methoden IBHIPTREND.a. durch
GanzkorpetMRFUntersuchungen erweitert worden. Die Studie folgt den Empfehlungen der
Deklaration von Helsinki und wurde vom Ethikkomitee der Universitat Greifswald genehmigt.
Néahere Informationerzu SHPbzw.SHIPTRENDBInd in den Vero6ffentlichungen von Volzke et
al.[70] und John et al[71] nachzulesen.

Fir die Studienpopulation voBHIPTRENDvurde eine reprasentative Zufadtichprobe von

8826 Erwachsene im Alter von -Z9 Jahren aus 24 altersind geschlechtsspezifischen
Schichten der Bevdlkerungsregister der Regionen Stralsund, ehemadligedkreis
Nordvorpommern, Greifswaldund ehemaliger Landkreis Ostvorpommern erhoben. Die
Ziehung der Stichprobe wurde hierbei durch die zentrale Administration lokaler
Einwohnerregister des Bundesla®l MecklenburgVorpommern erleichtert. Aus dieser
Popuation partizpierten insgesamt 4420 Teilnehman SHIPTRENDI50,1 %Responserate

Alle Probanden gaben eine schriftliche Einverstandniserklarung vor der Teilnahme an der
Studie a70].

Von den 4420 Freiwilligen unterzogen sich 2189 Teilnehmer GanzKdiRér
Untersudwungen. Fur @ vorliegenden Analysewurdenim ersten SchritB63 Probanden mit
fehlender Fettquantifizierung und eine schwangere Frau ausgeschlossen, was insgesamt in

einer Stichprobe von 1825 Probanden resultier@asierend auf diesen 1825 Probanden
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wurden deskripive und Korr&ationsanalysen durchgefuhrtWeiterhin wurden fir Outcome
spezifischéAnalyserzwei Subgruppe gebildet:
1) Fur Analysen bezuglich der IR bzw. Insulinsensitivitat basierend auf den etablierten
Markem HOMAIR (engl. homeostasimodelassesment) und Compositelndex
(ISI (comp)) wurden folgende Ausschlusskriterien aapeiv

{ Fastenzeit<8h

1 Fehlende Insulinoder Glkkosemessungen

1 Selbstberichte Diabetesdiagnose

1 Einnahme von AntidiabetikgAnatomischtherapeutischchemische
Code A10)

1 Extremwerte in Outcome oder Exposition

Fir die Untersuchung d€usammenhangeon Fettkompartimenterund HOMAIR
oder ISI(compumfasste die StudienpopulatioB81 Personen 428 Manner, 553

Frauen).

2) Fur Andysen bezuglich Leptin und Vaspigpiegeln wurden folgnde
Ausschlusskriterien angendt:

1 Fehlende Leptinoder Vaspimessungen
1 Extremwertein Outcome oder Exposition

Fur die Untersuchung der Zusammenhéange von Fettkompartimenten und Leptin
oder Vaspin undsste die Studienpopulation 698 Personen (279 Mandag

Frauen).

2.2 Datenerhebung und Laboruntersuchungen

Informationen Uber Alter, Geschlechind soziedemografische Merkmale&ler einzelnen
Teilnehmer, als auch die medizinische Historie wurden mit Hilfes standardisierten,
computergestitzten, personlchen Interview®rfasst DerRauchetStatus wurde aléktueller

w | dzO leaid NI w - dd@ & I8 NIK (i Ndssitig@ik Baéddirchschnittliche tagliche
Alkoholkonsum wurde unter Verwendung des reinen Ethanolvolumens getrankespezifischer
Proportionen berechnet. Probanden, die weniger als zwei Stunden pro Wkitperlichen
Training nachgingen, wurden als korperlich imaktingestuft. Die WCwurde mit einer
maximalen Abweichung von 0,1 cm unter Verwendung eines unelastischen Mal3bandes auf

halbem Weg zwischerdem unteren Rippenrand undem Beckenkamm in der horizontalen
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Ebene gemessen. Di€brpergrofiewurde mit einem digitalen Ultraschallinstrument mit
maximaler Abweichung von 1 cm und das Gewicht mithilfe einer Digitalwaage bei leichter
Bekleidungaber ohne Schuhe, mit maximaler Abweichung von 0,1 kg gemeBseBMI
wurde berechnetund alle Teilnehner erhielten eine bioelektrischémpedanzanalyse (BIA
Nutriguard MGerat NutriPlusSoftware Data Input GmbH, Darmstadt, Deutschland).
Frequenzen vob kHz, 50 kHz und 100 kHz wurden verwendet um Messwiderstand, Reaktanz
und Phasenwinkel zu bestimmen. D&orperfett wurde automatisch aus den letzten
Messungen innerhalb der NutriPlus Software berechnet.

SerumVaspin (AdipoGen, Liestal, Schweiz) undibgMediagnost, Reutlingen, Deutschland)
wurden mittels ELISA (engEnzymedinked Immunosorbent AssaggmessenFerner wurden
NuchternGlukose und Nuchternlnsulinspiege(0 min)bestimmt. Im Anschluss wurde den
Teilnehmern75 g Glukose (Dextro OGT, Boeger Mannheim, Mannheim Deutschlandle

in 250300ml Wasser aufgelost wurdezum Trinkergegeben. ikose (Dimension Vista von
Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland) und $psgiel(Centaur XP von
Siemens Healthcare Diagnosti€&schborn, Deutschlandyurden 120 min nach der Gabe
erneutgemessen. Der HOMWRIndex wurde naciMatthews et al[72] f & Ly adzt Ay o>
Glkose (mmol/l)/ 22,5 berechnet Dartiber hinaus wurde der Composite (Matsuda; comp)
Index fUr die Messung der lmlinsensitivitat (ISI) auf der Basis des 0 und 120 min
Plasmaglkose (G) und Insulinspiegels (1): ISI (comp) =k / sqgrt [G (Omin) x | (Omin) x G (120min)
x1(120min)] mit k = 1@00 ermittelt[73].

Alle Untersuchungemnd laborchemischen Bestimungen wurdenvon zertifiziertem und
geschultem Personales Instituts fir Community Medicinder Abteilung Study of Health in
Pomerania KlinischEpidemiolgische Forschun(SHIPKER sowie des Institut fur Klinische

Chemie und.aboratoriumsmedizin der Universitdtsmedizin Greifswald durchgefihrt.

2.3 Magnetresonanztomographi@&Jntersuchungen

Ganzkorper MRUntersuchungen wurden an einem kommerziellen-Tgsb-MR-System
durchgefuihrt (Magnetom Avanto, Siemens Healthcare AG, HEianddeutschland,
Softwareversion Syngo MR B15). Die Probanden wurden hierflr in Rickenlage mit seitlich
anliegenden Armen gelagert. Anschliel3end erfolgte die Platzierung von Spuégnegdiber

den Korper.
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Zur Bestimmung von SAT und VAT ist eifeu@kt3D-Gradientenechosequenz (GRE) in
Atemhaltetechnik verwendet worden. Bildgebungsparameter waren miefigl.repetition

time) fir Repetitionszeitind THengl.echo time)fir EchozeitTR 7,48 ms; TEL/TE2: 2,38/4,76
ms; Anregungswinkel: 10°; Matrix: 258 %6 x 64, parallele Bildgebung (GRAPRA engl.
generalized  autocalibrating  partially  parallel acquisii mit effektivem
Beschleunigungsfaktor = 1,8, Schichtdicke 4 mm. &iie Abdeckung des gesamten
Abdomens wurden drei Satze derP2inktGRESequenzen mit einer standardisierten
Uberlappung erfasst.

Die Quantifizierung von SAT und VAT wurde mit Hilfe ad#omatischen Gewebeund
Markierungsanalys&oftware ATLAS (engl. Adgiatic Tissue and Labeling Analysis
durchgeflihrt[75]. Diese validierte Software wurde bereits mehrfach in wissenschaftlichen
Analysen fir Fettgewebssegmentierung beibenschen verwendet[76]. Das ATLAS
Arbeitsprocea@re kann in zwei Schritte unterteilt werden: (a) vollautomatischer Schritt, (b)
manueller Korrekturschritt. Die vollautomatische Segmentierung von Bauchfett a) umfasst: 1)
Zusammensetzug der drei Uberlappenden 3MRTDatensatze unter Verwendung von
Informationen der Tischposition. 2) Glattung von Datensatzen (MeHikear), um Bereiche
ahnlicher Intensitdt zu homogenisieren, 3) eine fir jede Schicht separat durchgefihrte
Fettsegmentieung. Der Reihe nach wurden hierbei die fettreprasentierenden Voxelrahha
konstanter Grenzwerte markiert. 4) Anschlielend wurden diese markierteAVest| mittels

des ARTHalIgorithmus (engl. Adapted Rendering for Tissue Intensity Segmentation), eine
eigenentwickelte Software der Universitat Ulm, in SAT und VAT differéen@@nauere
Informationen dber den automatischen Algorithmus kénnen in dem von Mueller et al.
veroffentlichten methodisken Artikel nachgelesen werdgi5]. In einem mveiten Schritt b)
wurden die Ergebnisse manuell optimiert. Dies beité¢tadlas Einstellen der oberen (linkes
Diaphragma) und unteren Grenze (Harnblase), das Korrigieren falsch Kklassifizierter
Fettmarkierungen, sowie das Entfernen von extraabdomindHettmarkierungen (i.e. Arme,

Brustfett und Parenchym, Knochenmark des Baskend der Wirbelsaule).
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Abbildung 1: MagnetresonanztomographiscHgeispielbilder der Fettquantifizierung mittels
der ATASSoftware.

Rot = SAT, Griin AY, Blau = Knochenmark.

Dasbeschriebene ATLASbeitsprocedere zur Quantifizierung von SAT und &ffdlgte bei
1977 SHIPTrendProbanden durch drei Untersucher, wov882 Quantifizierungenvon mir
selbststdndig im Zeitraum Juli 2013 bis Februar 2@#chgefuhrt wurden. Zur
Qualitatskontrolle der mamellen Durchfiihrung des unter b) geschilderten Korrekturschrittes,
ist eine Readerzertifizierung zur Messung der hitdater-Reader Variabilitdt nach den
Vorgaben derSHIPStudie durchgefuhrt worden. Das tsprechende Protokoll liegt dem
Anhang bei.

Die Beurteilung des LFCs wurde separat unter Verwendung eifesil@e chemical shift
kodierten MRTs durchgefuhrt. Die Sequenz umfasste die Oberbauchorgane, einschlief3lich der
Leber, und wurdenit Hilfe der folgenden Parameter erfasst: TR/ TE1 / TE2 / TH3/2,4 /

4,8 / 9,6 ms; Anregungswinkel = 10°; Bandbreite = + 1065 Hz / Pixel; Matrix = 224 x 168 x 64,
Sichtfeld = 410 x 308 mm, parallele Bildgebung (GRAPPA) effektiver Beschleunigungsfaktor =
1,8, Schictdicke = 3,0 mm.

Die Fettfraktion der Leber (PBfengl. protordensity fat fraction) wurde unter Verwendung

einer etablierten Nachverarbeitung mittels Matlab (Matlab v14, Mathworks) berechnet. Die
Validierungen des Protokolls und der PDFF als Biomarkdvlessung vorLFCwurden an
anderer Stelle verdéntlicht [77¢79]. Die PDFF korrigiert potentielle physikalische Fehler, wie
den T1-Fehler, T2* Zerfall, Rauschfehler und Fehler durch die Multispektrale Kotéplexn

Fett. Die PDFF kann Gewebefett auf einer Skala zwisch®0% quantifizieren.
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2.4 Statistische Analysen
Kontinuierliche Daten sind als Media2b@o Quartil75%Quartl) undnominale (kategoriale)

Datenin Prozent angegeben. Fdre bivariaten Verggiche zwischenFrauen und Mannern

wurden der KruskaWallis¢ Sa G 61 2y G Ay dzA S NI-Tesd KategoBale B®nyy 0 2 RS

verwendet. Histogramme, Streudiagramme und Spen-Korrelationskoeffiziente wurden

fur deskriptive Analyseherangezogen

Im ersten Schritt wurdermittels linearen Regressionsanalyseéie Assoziationen zwischen
VAT, SAT oder LFC und Lepbzw. Vaspikonzentrationensowie HOMAR und I1SI(comp)
getestet. Hierfir wurden alle unabhangige Variablen logzaransformiert um eine
Normalerteilung zu erlangenDie Modelle wurden fir Alter, Gelslecht, RauchenGrolie,
korperlicheAktivitat und Alkoholkonsum adjustiertym einen mdglichen Einfluss von IR und
Fettleibigkeit auf die Assoziation zu den Leptimd Vaspinkonzentrationeau erfagsen,
wurden n einem zweiten SchritSubgruppenanalysedurchgefihrt. Hierfirwurden die
Probanden in jeweils drei HOMR (Einteilunganhand derTetile: <1,8, 1,83, >3)oder BMI
Gruppen (kg/m2: <25, 280, >30kingeteilt Die Ergebnisse d&chatzunge wurden alBeta
Koeffizientend i mit 95% Konfidenzintwall K| angeyeben

Um die starke Korrelation zwischen den einzelnen Fettkompartimenten zu beriicksightigen
wurde dieResidualmethodengewandt. Daflir wurden lineare Regressionsmodelle zwischen
allen Fettwertenberechnet Die lineare Regressiomutzt das Prinzip der Varianzzerlegung:
dabei wird die Varianz der abhéngigen Variahldie Varianz der Schatzwensad die nicht
erklarte VarianzResidualvarianzjerlegt. Die Residuen enthalten di¢arianzwelche nicht
durch dieunabhangigen Variablererklart wird. In Bezug auf die vorliegende Studie erlaubt
uns diese Art der Analyse, z.B. VAd LF&inabhéngige SAWerte zu betrachtenDiesist
dementsprechendler Anteil des SATS, welcher nicht durch VAT oder LFC erklart wird. Diese
Varidolen wurden im Folgenden als adjustierte Fettwerte bezeichneille
Zusammenhangsanalysen wurden unter Berlcksichtigung der adjustierten Fettwerte
wiederholt.

Statistische Analysen wurden unter Verwendung von SASAS Institute Inc., Cary, North

Carolina, USA) durchgefuhEin Wert vorp < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Deskriptive Auswertung

Charakteristika der StudienpopulatiaorKorrelatiors- bzw. HOMARAnalyse sinih Tabelle

1 beziehungsweisdabelleAl (siehe Anhangngegeben. Im Vergleich zu Frauen, rauchten

Méanner in beiden Populationen haufiger, tranken mehr Alkohol und zeigten sdvibigre

WC als auch BMNerte. In Bezug audie Parameter des Korperfettes, iggen Frauen nach

BIAMessungen einermoheren Korperfettanteilund nach MRTMessungen einen héheren
SAT, sowie geringeren VATNd LFEANteil als Manne(Tabelle & undAl, AbbildungAl siehe

Anhang.

DieKorrelationsanalysen ergaben mittlere (LB@3r starle (VAT, SAT) positivorrelatianen
zwischen BMI, WC oder Korperfett (BIA) dedh MR Fbasierten FettvolumeiAbbildungAl).

Innerhalb der Subpopulation der Probandeslevant fir IR assoziierte Analysezeigten

Frauendeutlich h6here Werteflr Leptin oder Vaspiim Vergleich ziMannem (Tabelle Al:

Frauen vs. Manner: Leptin 17,7. 8sng/ml; Vaspin 0,5 vs. 0,7 ng/ml)

Tabelle 1:.Charakteristika der Studienpopulation der Korrelationsanalysen

Manner (n = 881) Frauen (n = 944) p?

Alter (Jahre) 50 (40; 62) 51 (41; 61) 0,71
Rauchverhatn (%) <0,01

Nichtrawcher 31,8 45,8

Ehemalige Raucher 42,6 30,7

Aktuelle Raucher 25,6 23,5
Sportliche Betatigung (¢ 70,5 71,5 0,63
Alkoholkonsum (grag) 8,3(2,4;17,2) 2,2 (0,7;5,7) <0,01
Gewicht (kg) 86,8 (78; 96) 71 (63; 80) <0,01
WC (cm) 95 (88; 103) 82 (74; 92) <0,01
BMI (kgm2) 27,7 (25,4; 30,3) 26,3 (23,3; 30,1) <0,01
Korperfett (BIA, %) 23,6 (20,1; 26,8) 33,9 (28,7; 38,5) <0,01
SAT (MRT, I) 6,4 (4,8; 8,6) 8,3 (6,2; 11,2) <0,01
VAT (MRT, I) 51(3,1;71) 2,5(,3;4,0 <0,01
LFCNIRT, %) 4,8 (2,8; 8,9) 3,2(2,1;6,7) <0,01

BMI, body mass index; BlBjoelektrische Impedanzanalys8AT, subcutaneous adipose tissue; VAT, visceral
adipose tissue; LFC, liver faontent; MRT, Magnetresonanztomographie; WC, waist circumference
Kontinuerliche Daten sind als Median (25% Quartil; 75% Quartil), nominale Daten in Prozent darde2tellt.

Test (nominale Daten) oder Kruskihllis Test (kontinuierliche Daten).
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3.2 Assoziation zwischen Fdtbmpartimente und der Leptinkonzentration

Multivariable lineare Regressioasalyserzeigtensignifikant positive Assoziationen zwischen
allenuntersuwchten Fettkompartimenten under Leptinkonzentratior(Tabelle 2).

Um die hohe Korrelation zwischen den einzelnen Fettdepots untereinanzer
berticksichtigenwurde die ResiduaMethode zur Berechnung voadjustierten Fettwerten
herangezogen. AdjustierteeRwerte erlauben die Untersuchung d&nflusses der einzelnen
Fettkompartimente unabhangig voneinandgiehe2.4 Statistische Analysgn

Die Analyserbestatigten einen starken positiven Zusammenhangwischen SAT under
Leptirkonzentration, wohingegemlie Zusammenhange mit VAT uhé&Cverloren gingen
(Tabelle 2 und Abbildur®).

Tabelle 2:Assoziation zwischen veralem, sulkutanemoder Leberfett und Leptin, Vaspin,

HOMAIR und ISI(comp)erten

Viszerales Fett Subkutanes Fett Leberfett
I (95% K) I (95% Ki) I (95% Ki)
per SD Anstieg per SDAnstieg per SD Anstieg
OriginaleFettwerte*
Leptin 0,82 (0,75; 0,89) <0,01 0,74 (0,70;0,79) <0,01 0,36 (0,29; 0,43) <0,01
Vaspin 0,17 (0,04; 0,30) 0,01 0,01¢0,09;0,11) 0,83 0,19 (0,09; ®29) <0,01
HOMAIR 0,63 (0,570,68) <0,01 0,47 (0,42;0,51) <0,01 0,44 (0,40; 0,49) <0,01
ISI(comp) -0,70 ¢0,77;-0,64) <0,01 -0,49 ¢0,54;-0,43) <0,01 -0,51 ¢0,56;-0,46) <0,01

Adjustierte Fettwert
Leptin 0,01 ¢0,08; 0,09) 0,89 0,54 (0,47; 0,60) <0,01 0,01 ¢0,06; 0,08) 0,79
Vaspin 0,05 ¢0,07;0,16) 0,43 -0,04 ¢0,15; 0,06) 0,41 0,17 (0,07; 0,26) <0,01
HOMAIR 0,08 (0,03; 0,14) <0,01 0,18 (0,13; 0,24) <0,01 0,20 (0,15; 0,25) <0,01
ISI(comp) -0,12 ¢€0,19;-0,06) <001 -0,16 ¢0,22;-0,10) <0,01 -0,24 ¢0,30;-0,18) <0,01

Kl, KonfidenzintervallSD, StandardabweichungtOMAIR, homeostasis model assessment index; 1SI(comp),
Insulinsensitivitatsindex nach MatsudRegressionsmodelle wurden fir Alter, Geschlecht, cReerhalten,
GrolRe, korperliche Aktivitdat und Alkoholkonsum adjustiert. Adjustierte Fettwerte wurden nach de
Residualmethode berechnet (siehe Methodenteil). *Alle abhéngigen Variablen wurden log2 transformiert.
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adjustiertes viszerales Fett adjustiertes subkutanes Fett adjustiertes Leberfett
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Abbildung 2: Lineare Regressionsanalyséir den Zusammenhangwischen vigeralem,
sulbkutanemFettgewebeoder Leberfett undder Leptirkonzentration

Die Analysen wurdefiir Alter, Geschlecht, Rauchverhalte@roRe korperliche Aktivitdt und Alkoholkonsum
adjustiert. Die adjustierten Fettwertewrden nach der Residualmethode berechnee¢lie Methoderteil).

Um mogliche Interferenzeder beobachteten Assoziationemit IR und BMI zu ermitteln,
wurden SubgruppenanalyseRAlQMAIR <1,8, 1,8-3, >3; BMI. <25, 2530, >30)durchgefihrt

Die Analyserbesttigten diesignifikantpositive Assoziation zwischen SAT und Leptin in allen
untersuchten Subgruppe(@bbildung3). Dartiber hinaus konnte auch in den HONRAund
BMI Gruppen kein Einfluss von VAT wkd@auf die Leptinkonzentration beobachtet werden
(Genke et al.[80] Tabelle S]AbbildungS3,S5.

HOMA-IR ©<18 18-3 ©>3 BMI ©<25 25-30 @ >30
60 60 —
£ .
k= 40 ‘ Q0
£ 8 2 3’@ 3. ®
-3 &% S, e, 4 ,
9 204 v & E2 g
0 =

adj. subkutanes Fett adj. subkutanes Fett

Abbildung 3: Lireare Regressiosanalysenfir den Zusammenhangwischen adjustierte
subkutanem Fettgewebeaund der Leptirkonzentrationin HOMAIR (inks:homeostasis model
assesment index) und BMe€hts:BodyMassindex)Subguppen.

Die Analysen wurdefir Alter, Gescldcht, RauchverhalterGrof3e kdrperliche Aktivitat und Alkoholkonsum
adjustiert. Aus Ubersichtsgriinden wurde lediglidas subutane Fettgewebeadargestellt dafiir dasviszerale
Fettgewebeund dasLeberfett keine signifikanten AssoziationanLeptin @zegt wurden. Fir eine vollstandige
Darstellung aller Gruppenehe Genske et al80] Tabelle S1Abbildungn S3 .
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3.3 Assoziation zwischen Fdtompartimente und der Vaspirkonzentration
LineareRegressiorenalysen konnten signifikante positive Zusammenhénge zwischen VAT
sowie LFCund der Vaspirkonzentration aufzeigenT@belle 2). Unter Verwendung von
adjustierten Fettwerten verschwand die Assomatzu VAT, wohingegesine VATund SAT
unabhangige positive Assoziation mit ddtRCbestehen blieb (Tabelle 2, Abbildung 4).
Sensitivitatsanalysen nach Ausschluss aller Rrdda mit einem riskanten Alkoholkonsum
[Manner: >24 g/Tag: n = 48; Frauen12 g/Tag: n = 36] bestatigten die positive Assoziation
zwischen den LF®erten und der Vaspinkonzentration [Anstieg in {tygnsformierten
Vaspinkonzentration pro SBnstieg in &NA 3AY It [ C/ Y i nmdg O dpi:
I R2dza 4 A S NI S50 K| 00Db; 9,06), p n@oMc 6

159 1,5 15
E
2 104 1,0 1,0 1 N
£ '
% 0,54 / 0,5 0,5+
©
>

0,04 T T T — 00 T T T f 00 T T T T

0 3 6 9 12 0 5 10 15 20 0 7 14 21 28
Viszerales Fett [l] Subkutanes Fett [I] Leberfett [%]

Abbildung 4. Lineare Regressionsanalyséir den Zusammenhangwischen vigeralem,
subkutanemFettgewebeoder Leberfett undder Vaspirkonzentation.

Die Analysen wurdefiir Alter, Geschlecht, Rauchverhalte@roRe korperliche Aktivitdt und Alkoholkonsum
adjustiert. Die adjustierten Fettwerte wurden nach der Residualmethode berechieée(glethodenteil).

Regressionsanalysen innerhalb der3.2 genanntertHOMAIR Indexgruppe zeigten keine
positiven Zusammenhange der Fettkompartimente Adaspirkonzentration Lediglich eine
signifikant negative Assoziation zwischen SAT und Vaspin anhand der Subpopulation mit
HOMAIR < 1,&onnte dargestellt waden (Genske et a[80] Tabelle S1Abbildung S4)n den
Subgrupen der BMtAnalysen konnte ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen LFC
und Vaspininnerhalb der Ubergewichtigen Probanden gezeigt werd@bbildung5, fur

vollstandige DarstellunGenske et a[80] Tabelle S1Abbildung S6)
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Abbildung 5. Lineare Regressionsanalyséimr den Zusammenhangwischen adjustierta
Leberfett undder Vaspirkonzentrationin HOMAIR (inks: homeostasis model assesment
index) und BMIréchts:BodyMassindex)Subguppen.

Die Analysen wurdefir Alter, Geschlecht, Rauchverhalte@rol3e korperliche Aktivitat und Alkoholkonsum
adjustiert Aus Ubersichtsgriinden wurde lediglich das Leberfett dargestelfijddasviszerale und sukutane
Fettgewebekeine signifikanten Assoziationgrzeigtwurden. Fur eine vollstandige Darstellung aller Gruppen
siehe Genske et al80] Tabelle S1, Abbildunged,S%.

3.4 Assoziation zwischen Fetbmpartimente und Insulinresistenz
Fur alle untersuchten Fettkompartimente wurdetarke, positive Assoziationen miOMA
IR und inverse Assoziatenmmit ISI(comp)nittels linearer Regression beobachtet (Tabelle 2,

Abbildung 6)Die Assoziationen zeigten sich sowohl dig originalenals auchadjustierten

Fettwerte.
Viszerales Fett Subkutanes Fett Leberfett
124 . |
g - 7 1
I 7 \
| // \\ : ) -
— T T T T 0+ T T — T | | T
30 -10 0 10 20 0 10 20 30 -10 0 10 20
Fett adjustiertes Fett Fett adjustiertes Fett

Abbildung 6. Lineare Regressionsanalyséir den Zusammenhangwischenviszeralem,
subkutanemoder Leberfett und demHOMAIR (inks: homeostasis model assesment index

Insulinresistengunddem ISI(comp)réchts:InsulinsensitivitdtsinderachMatsuda).
Die Analysen wurdeflr Alter, Geschlecht, Rauchverhalte@rol3e kdrperliche Aktivitat und Alkoholkonsum
adjustiert.
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4. DISKUSSION

Wie erwartet, zeigte die vorliegende Studie starke positive Assoziationen zwisidre
Fettdepots VAT, SAT oder LFC ded Leptinspiegeh. Nach Berucksichtigung destarken
Interkorrelationen zwischeden unterschiedlicherfrettdepots mittels der Residualmethode
zur Ermittlung von adjustierten Fettwerteblieb die Assoziation zum SA&fhalten. Diese
Beziehung war unabhéangig vom HOM®Statusund BMI. Darliber hinausar LFC signifikant
mit dem Vaspirspiegel assoziiert wahrend dieAssoziationzwischenVATund Vaspinnach
Adjustierung verloren gingin Bezug auflen HOMAIR undden ISI€omp) Index sind
ausgepragte positive Assoziationen zu ralleettdepots sichtbar geworden, wobei LFC die

starksten Assoziatioen zeigte.

4.1 Assoziation zwischen SAT, VAT, LFC und Insulinresistenz

Die Assoziationen verschiedener Fettgewebe zu IR sind/is@n Jahren Gegenstand der
ForschungSiesindin zahlreicherepidemiologischen Studiemie u.a.der Framingham Heart
Studyunter Verwendung von CT31¢36] oder MRTAnalyser{37, 8186]in der Netherlands
Epidemiolog of Obesitystudyoderder Dallas Heart Studyntersucht worden.Diese Studien
unterscheiden sich in ihrer Methodik zur Fettquantifizierumgd im Einschlusder
untersuchende Fettdepots.Um auf die drei grof3temler genanntenStudieneinzugehen
untersuditen in der Framingham Heart Studyox et al[32] bzw.Preis et al[34] (n>X o)n ¢o
mittels CFUntersuchungereinen relativ grol3en Bereich des Abdomemnis 125mm Utberden
ersten Sakralwirbelkdrpewobei sie jedoch keine Analysen bezlglichldéS8/ornahmen[32,

34]. In derNetherlands Epidemiology of Obesity St{i#8] (n=2253)wurden MRTFAnalysen

zur Fettquantifizierung ireinem deutlich schmaleren Bereich von 3x10 namf Hohedes
funften Lendenwirbelkdrperserwendet Das LFC wurde hiebenfallsnicht bericksichtigt.

In derDallas Heart Stud@4] (h=942wurde SAT und VAT ebenfalls mit MRT, jedoch lediglich
unter der Verwedung eines Schnittes aufer Hohe zwischen dem zweiten und dritten
Lendenwirbelkdrper,und eine ProtoneAMagnetresonanzspektroskopie zur Darstellung des
LFCverwendet MRTStudien diesowohl dasgganze Abdomermls auch SAT, VAT ubBC in
ihren Analysen eingeschlossen haberne die vorliegende Arbeifn = 981), waren bislag

deutlich kleinem X433[29, 30, 85angeleg.

21



In den vorangegangenen Studievurden stark positive Assoziationen zwischen W&l IR
publiziert[29, 30, 32, 34, 37, 84, 86, 88jne Hypothese zum physiologischen Hintergrund ist
die PfortaderTheorie. Diesébesagt dass VAT aufgnd seiner geigerten Lipolys€89]
grofl3e Mengen an freien FettsaurgtB, 25, 90Jin den Pfortaerkreislauf freisetzt, die dann
auf direktem Wege die Leber erreichen und dort in erhdhter Konzentratkdamulieren, die
Glukoneogeese stimulieren und letztendlich zur hepatischen IR fuljg& 90, 91] Diese
Theorie wurde vermehrt hinterfragt, nachdem gezeigitrde, dass VAT nur 15% der gesamten
systanischen freien Fettsdukenzentration produziert, wéhrend nickgplanchnisches
adiposes Gewebe die Mehrheit freisefdd, 92] Auch inder vorliegenden Studi&onnte
keine vorherrschende Rolle von VAT in Bezug auf IR nachgewiesen windene Studien
berichten starkere Assoziationen zwischen dem SAT des Truncus und der IR als zwischen dem
VAT und der IR21, 33, 9895]. Des wird mit dem deutlich héheren Anteil des SAT am
gesamten Korperfett (80%) im Vergleich zum VATLE&% bei Mannern und-8% bei Frauen)
erklart[96]. Wiederum andere Studien berichten von einem protektiven Effekt von SAT auf
IR[35]. In der vorliegenden Studie kate durch die Verwendung der Bdualmethode starke
VATFunabhangige Assoziationen von SBAw. LFC mit HOMAR sowie ISI(comp) Index
dargestellt werder(Abbildung 6)die somit teilweise im Einklang mit der Literatur stehen.
Teilweise im Einklang mit den in der vorliegenden StudiksteErgebnissen fur LFC in Bezug
auf HOMAIR und ISI(comp), postulierte Mueller et[88], dass LFC eher zu IR flhre als VAT.
Weiterhin berichtete eine Studie unter adipdosen Probanden mit Fettleber von einer
verminderten Insulinsensitivitdat in Leber und Muskel, unabhangig von VAT und
intramyazellularem Fettgewebe, was fur frihe Defekte in der Funktion der Betkendes
Pankreas als Urshe sprachg37]. Eine weitere Studie, ebenfalls unter adiptsen Pralesm
suggerierte, dass LFC und nicht VAT zu den metabolischen Wirkungen von [BAliAvech
wenn der QuerschnitCharakterdieser Studie keine Rickschlisse auf Kausalitat zulasst,
bestarken meine Ergebnisse diese Annahme, LFC konne eine prominente Rolle in der
Pathogenese von IR spielen.

Einweiterer oft diskutierter Ansatz fur die Entwicklung einer Adipositas assoziierten IRast ein
chronischeinflammationdes Fettgewebef98]. Diese kann aufgrund einer Hypertrophie der
Adipozyten mit konsekutiver Vaskularisierungsstorumgd Hypoxe mit Stressreaktion
einhergehen undetztendlichzurDysfunktion des Fettgewebé&shren[43, 99;102]. In diesem

Zusammenhang wurde u.a. védipokiren wie MCR1 oder Chemerirberichtet[103], die zu
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einererhohteninfiltration vonT-Zellymphozyten ud Monozytenbeitragen[104]. So konnte

in Vitro beispielsweise eineMCR1 vermittelte IR in Skelettmusketien nachgewiesen
werden[105].

Ferner wurdevon einerelevierten Makrophageninfiltration bis zu 40% allem adipdsen
Fettgewebebefindlichen Zelle{98, 106] berichtet, wobei furVAT eine besonders hohe
Infiltration nachgewiesen werdekonnte [107]. Durch die Makrophagen werden wiederum
mit IR assoziiert@ytokine wie z.BTumornekrosefaktof [108], Interleukinm i[15, 109]und
Interleukiné [24, 110, 111]freigesetzt und je nach Fettdepot in unterschiedlichen
Konzentrationen sezernierfl12¢114] Neben den genannterZytokinen sind zahlreiche
weitere Entzindungsmediatoren kannt, die mit IR assoziieren[111, 115] Da in der
vorliegenden Querschngtudie keing dieser Faktorae untersucht wrde, soll an dieser
Stelle nicht @her auf das Thema eingegangen werden. Fir die in dieser Studie gefundenen
Assoziationen korten jedochdie genannten EntziindunggarameterConfounder darstellen.
Zukunftigwerden daher weitere Untersuchungemotwendig sein, um dieVerbindung von
Adipositasund IRgenauer zu verstehemusgehend von der vorliegenden Studie sollte hierbei

der Fokus auf das LFC gelegt werden.

4.2 Assoziation zwischen Fettverteilung urigeptin- sowie Vaspirserumspiegel

Wie berets erwahnt, wird Leptin von Adipozytdti16], sowe von verschiedenen anderen
endokrin aktiven Gewebej50, 51, 117kezerniert und durcldasob Gen(obes, englisch fur
adipos) [39] codiert. Ubereinstimmen mit der Literatur konnte ich hohere
Leptirserumspiegeln Fraueralsin Mannem zeiger{118, 119] Dartber hinaugeigtenmeine
Analyseneine HOMAIR und BMtunabhangige positive Assoziation von Leptun den
adjustierten SAT Werten, aber nichtzu den adjustiertenVAT oder LFGNerten. Diese
Ergebnisse unterstreichen die wichtige Rolle des SAintrick auf did_eptirsekretion

Lee et & [87] untersuchten im Rahmen derFramingham Heart Studynhand von
Multidetektor-Computertomographiadie Assoziatioen von VAT, SAT und LFC zu mehreren
Biomarkernbei 1583 RFobanden. In Bezug auf Leptin, berichteten die Autoren positive
Assoziatioen zu SAT und VAT, wobei SAT die starkste Korrelation zeigte, aber keine zu LFC.
Diese Ergebsse konntervon Neeland et a[84] im Rahmen deballas Hart Studymit 942
Testpersonerteilweiserepliziert werden.Sieberichteten von Assoziationen zwischetem

Leptirserumspiegel mit VAT und SAT, wobei fur SAT die starkere Korrelation entdeckt wurde
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[84]. Diese Erkenntnisse stehen teilweise im Einklangmainen Ergebnissen, d&ch eine
Assoziation zwischen Leptin ulAT aber nicht mit VAT fandn dieser Stelle sei darauf
hingewiesen, dass weder Lee et 4B7] noch Neeland et al.[84] die mdgliche
Interkorrelaionen einzelner Fettgewebe berticksichiég, was die genannten Unterschiede
erklaren konnte.

Zusatzlicthabe ich in der vorliegenden Studiee Beziehung zwischen SAT und Leptin unter
Bertcksichtigung verschiedener HONMRNiveaus getestet. Hier zeigten sich positive
AssoziationerzwischenSATund dem Leptinspiegel unabhéngig vom HOMIRIndex, wobei
die starkste Assoziatidpei Probanden mit einem HOMKRIndex <1,8ichtbar wurde
Schlussfolgernd deuten diese Daten darauf hin, dass die kektationdes SATs unabhangig
von IR sein kénntendererseitsaaber kein sicherer Indikator fir eine Risikostratifizierung ist.
Ferner sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass der keqptinspiegel einem zirkadianen
Rhythmus unterliegf120, 121] Demnach kdnnten der Zeitpunkt der Probenerhebung bzw.
das FehlerinesDurchschnittwertes tber 24h mégliche Confounder in denmargefunden
Assoziationen darstelte

In Bezug auflie Genexpression, zeigten frihere Studien unterschiedlathsmRNASpiegel in
bestimmten Fettdepots, was auf gewebespezifische VariationereinEspression desb-
Gens bei Nagetieren sowie bei Menschen hinde(#e]. Hbe et al.[122] untersuchten
Unterschiede in deob-Expression sowohini SAT, als auch im omentalen Fettgewebe unter
25 adip6sen Erwachsenen und fanden signifikarttdnd oo-mRNANiveaus im SAT. Diese
Ergebnissevurden in verschiedenen andereékrbeitenrepliziet [123, 124] Ferner folgerten
diverseAutoren[58, 116, 124]dass Variationen in destb-mRNANiveaus aus vershiedenen
Fettgewebereservoirs evtl. auf Unterschiede i dalipozytengréRe zurtickzufiihren seien.
Ausschlaggebend fur diese Annahme ist die Tatsache, dask Bigression proportional zur
adipdsen Gewebemasse sowie zum Ernahrungsstatus ist, denwmdie bedeutende Rolle
des SAT in der Lepsgkretion widerspiegelf124, 125] In diesem Kontext konnte anhamdn
Probandinnen mit Anorexia Nervosa gezeigt werden, dass die keptmspiegel bei
geringemKaorpergwicht und Koérperfettanteil im Vergleich gesunen Kontrollen reduziert
sind[126]. Diese Ergebnisse sind im Einklangm@tnenBefunden Allerdings stehemRNA
Niveaus nicht in direktem Verhaltnis zur endokrinen Aktiyitdbdass zwchen der
Transkriptionsmenge und der tatsachliché@erumkonzentration unterschieden werden

muss Unter Bericksichtigungler Erkenntnisse au&enexpressiosstudien und meiner
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detektierten starken Assoziatio@wischenadjustiertem SATInd Leptin, liegt der \érdacht

nahe, dass SAder Hauptbildungsort von Lin sein kdnnte.

Vaspin, codiert durcBERPINAl®urdewie berdats erwahntausgehend vom VAT d&LETF
Ratteentdeckt[60]. Anhand vordb/db sowie C57BL/@Mausenkonnte gezeigt werden, dass

die zentrale Verabreichung von Vaspin zu einer signifikanten Senkung des Blutzuckerspiegels
fuhrt und somitpotenzielleBehandlungsstrategien in der Diabetéherapie versprichic3].

In Bezug auf die humane Vasgrumkonzentration bestatigendie hier vorgelegten
Ergebnisse vorausgegangene Studien, die r@®Nespispiegel bei Frauen als bei Mannern
entdeckten[127¢132], wahrendanderekontroverse Resultate publiziertdt33, 134]

Neben dem Geschlecht ist von za&hthen weiteren Einflusshktoren auf die
Vaspirserumkonzentration berichtet wordenwie u.a. Alter [135], Einnahme von orafe
Kontrazeptiva[132], korperliche Fitnes4136, 137] zirkadianer Rhythmu$138] sowie
genetische Variationen im Vaspgen [139]. Daher sind bei der Interpretation der
vorliegenderErgebnisse, mogliche konfundierende Effekte, sofern nicht adjustierte wurde, zu
bertcksichtigen.

Die in der vorligenden Arbeit gesehenen signifikanten Assoziationen von Vaspin zu VAT und
LFC, reduziertesich naciBertcksichtigung ddnterkorrelationenauf LFCDiese Ergebnisse

sind teilweise im Einklang mit Studiedie héhere Vaspspiegel bei Patienten mit einer
nichtalkoholischen Fettlebererkrankung im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigenrkonnte
[140, 141] wahrend eine andere Studi&42]keine veranderten Vaspspiegelbei Probanden

mit einer nichtalkoholischen Steatohepatitis feststellte.

In Bezug auflie Subgruppenanalysen zurHOMAIR bzw. BM] konnte ich lediglich eine
positive Assoziation fiir LD Vaspin in der Untergruppe der Ubergewichtigen (BMB@5

kg/ m?) zeigen die auch nach Adjustierungrhaltenblieb (siehe Genske et al. Tabelle $1).
Kontrast hierzu berichtete eine koreanische Studie Uiber eine positive Assoziation von Vaspin
zu VATaber nichtzuSAT, in einer Subpopulation mit HOMA>3und durchschnittithen BMI

von 30,7 kg/m{127]. In dieser Studievurde das LF{@ider nicht berlcksichtigt.

Im Hinblick auf die Genexpression, konnterekperimentellen Untersuchungeanhand von
Geweleproben von jeweils 98 Mannern un®8 Frauen, die sich d@ichoperationen
unterzogen héhere SERPINAT2RNAWerte in VAT als in SAT nachgewiesen wefdaA].

Die Hohe derSERPINAT2RNASpiegel war dabei abhangig vom Erndhrungszustierd
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Testpersonen. Normalgewichtige prasentierten keBERPINAL2RNANiveaus, wahrend
adipOse Testperseen die hdchsten Konzentrationen aufzeigten. Eine signifikante Assoziation
zwischen Vaspgenexpression und VAT oder SAT konnten die Autoren jedodtt nic
nachweiser{134]. Leide ist in diesen Studien kein Vergleich zur Expression im LFC drfolgt.
Kontrast hierzu ist eine gesteigelBERPINATARNAKonzentration in SAT im Vergleich zum
VAT unter koreanischen Frauen mit einem mittleren BMI vork@n? bestimmt worden
[143]. Interesanterweise sank dSERPINAX2RNAEXxpression SAT mit steigendem VAT.
DarUber hinaus berichteten die Autoren von einer signifikanten Korrelatigischender
Vaspirserumkonzentrationund dem Verhéltnis VOIBSERPINALT2RNAEXpression in VAT zur
Expressin in SAT143]. Diesunterstreicht die Bedeutungder einzelnen Fettkompartimente
und gibt Indizien fur eine gegenseitifgeeinflussung. Eineindeutige Schlussfolgerung in
Bezug auf die Asg@tion zwischen Vaspin und der Fettverteilung aus den erwahnten Studien
kann jedoch nichgezogen werdenm Hinblick auf meine Ergebnissgire die Untersuchung

der SERPINAI2ARNAEXpression im Leberfett ein entscheidender weiter Schritt in der
Untersuchung de¥erbindungvon LFC zu IR.
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4.3 Starken und Schwachen

Eine wesentliche Starke der vorliegenden Arbeit ist die relativ gro3e Studienpopulation fur die
GanzkoérpeiMRFUntersuchumgen zur Quantifizierung abdomineller Fettdepots. Die
Assoziation von SAT, VAFC zu HOMIRbzw.ISI(comp) wurde hierbei an 981 Probanden
und die Assoziation degenanntenFettlager zu Vaspioder Leptin an 698 Teilnehmern
untersucht

Eine Limitation rprasentiert die Messung der IR Uber HOMAR statt der
hyperinsulindmischen euglykdmischen Clafgezhnik, die den Goldstandard darstellt.
HOMAIRMessungen haben jedoch gezeigt, dass sie mit den Ergebnissen der
Goldstandardmessungjgnifikant korrelieren[72, 144] Dartber hinaus wurde der ISI(comp)
Index verwendet, basierend auf Glukes@ind Insulinspiegel wéhrend deroralen
Glukosetoleranztestng, um die beobachteten Ergebnisse zu verstarken.

Im Allgemeinen lasst der Querschnittscharakter der Studie keine Ruckschliisse auf kausale
Beziehungen zwischen den betrachteten MesswertenDariber hinaukann anhand der

hier durchgefinrten Analysen niat darauf zuriickgeschlossen werden, ob sich Leptin oder
Vaspin als Marker fur die ldentifizierung-dBfahrdeter Personen eigneferner stellt die
untersuchte Studienpopulationeine im Schnitt sehr gesund8ubpopulationaus der SHIP
TrendKohortedar. Diein Korrelationsanalysen (n = 1825) eingeschlossene Probanden waren
durchschnittlich drei Jahre junger, weniger oft kdrperlishktiv und hatten eine niedrigere

WC als ausgeschlossene Probanden (N = 2B@Sgtzliche hatten dim den Analysen zu den
verschiedenen Fettkompartimenteneinbezogene Teilnehmer einen etwas besseren
Gesundheitszustand als ausgeschlossene TeilnehmerHauptgrund  hierfur  sind
hdchstwahrscheinlicKontraindikationen fur MRUntersuchungen aufgrund alterstmgter
Beschwerden oder Knkheiten. Damit kann eine Verzerrung der Représentativitat der
vorliegenden Ergebnisse nicht ausgeschlossen werdéischlielendkonnten in der
populationsbasierta SHIPTrendKohorteweitere moglicherweise wichtige Marker, wieB.
Tumornekrosefaktoh Anterleukinm | 2 RS NJ L yhigh$ yeimé&sseh vegfdenEinen
maoglichen Beitrag dieser Marker den hierdargestellten Ergebnissd@annich dahernicht

ausschliefen.
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5. FAZITund AUSBLICKE

Die Analysen deworliegenden Studie an einer nictiabetistien Allgemeinpopulation
zeigten eine starke unabh&ngige Assoziation von SAW keptirserumspiegel und
suggerieren somit, in Ubereinstimmung mit der Literaf@d, 87, 124] dass SAT eine
vorherrschende Rolle in der Lepd@kretion einnehmen konnte. Im Gegensatz zu
vorausgegangenen Studiefil27, 134] die VAT als wichtigsten Vasgakretionsort
suggerierten, habeich LFC als den bestimmenden Faktdes Vaspirserumspieges,
unabhangig von andereRettdepots identifiziertund konnte daher diese Hypothese nicht
bestéatigen. Weitere Studien sind erforderlich, um gietenzielle Rolle der verschiedenen
Fettgewebedepots in der Vaspakretion und-funktion zu klaren. In Bezug auf IR zeigten
meine Ergelmisse, dasseine unverhaltnismalige Fettansammlung, insbesondere die
ektopische Akkumulation in der Leber, die Insulinsensitivitdt beeintrachtigt und nicht die
globale Fettansammlung.

Besonders das LFC konnteZukunft als geeigneter Marker zur Risikasfizierung einer
entstehenden IR dienen. Auch wersich wie in dieser Arbeit durchgefuhrte MRT
Untersuchungen im klinischen Alltag aus Kostengrinden nicht anbidiénnte die
beobachtete Assoziation fur diklinik bedeutsam sein. So wurden bereftssomtionen
zwischen LF@nd dem Metabolischen Syndroierichtet, wobei die Fettquantifizierung
sonographisch durchgefuhrt wurd@45]. Die Autoren stellten in ihrer Arbeliereits einen
signifikanten Score zuRisikostratifizierungeines MetabolischerSyndroms voi{145]. Im
Hinblick auf Vaspipublizierte eine Arbeitsgruppe einen signifikanten Anstieg wahrend der
Schwangersdift und schlussfolgerte eine mdgliche Funktion als Biomarker fir einen
entstehenden Gestationsdiabetes mellitlisl6]. Bezuglich_eptinist it 2018 in Europalie
Behandlungmit dem Leptimnalogon Metreleptinim Rahmengeneralisierte (Berardinelki
Seip und Lawrene8yndrom)und partieller (z. B. BarragueBimonsSyndrom)Lipodystrophie
zugelassen nachdem konventionelle Therapiewersagten [45]. Hierunter konnte eine
Verbesserungler Insulinsensitivitgt sowiedes Glukose- und Lipidstoffwechsebeobachtet
werden [45, 147] Studiendie eine mogliche Gewichtsreduktion unter adipdsen Patienten
mittels Leptin zuBeeinflussung des Appetits und der Sattigungersuchtenbliebenbislang

erfolglos[59]. Urséachlich wird hierflir eine Leptasisten4148] vermutet.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die mit Adipositasassoziieende Insulinresistenz (IR) ist seit Jahren ein Schwerpunkt der
medizinischen Forschung.Studien die entweder compuértomographisch oder
magnetresonanztomographisch eine Quifimierung von viszeralengvisceral adipose tissue,
VAT), sukutanem (subcutaneousdipose tissue, SAT) oder Leberfett (liver fat content, LFC)
vornahmenund die Assoziation zu IR untersuchtsaggerierten meiginseine zentrale Rolle

fur VAT oder LFCFerner stellen vom Fettgewebe sezerniertédipokine eine weitere
Verbindung in der Assoziationvon Adipositas zu IRlar. Leptin und Vaspin haben
bekanntermalRereineninsulinsensitivierenden Effekt urgind somit potenzielleDiagnostik
oder Therapansatzpnkte. Ziel dieser Arbeivar die Untersuchung deAssozitionen von
VAT, SAT und LFquantifiziertbasierend aufGanzkdrpeiMagnetresonanztomographiegu

IR, Leptin und Vaspin.

Insgesamtwurden 1825 Erwachsengohne bekannten Diabetemellitus, aus derStudy of
Health in Pomerania (SHIP)TRENDN die Studien eingeschlosseXondiesenfielen 981
Probanden in die Insulinresistenz bzw. -sensitivitatsestung mittels homeostasis model
assessment (HOMAIR bzw ISI(comp) (composifeMatsudg. Eine weitee Subgruppe
umfasste698 Teilnehmerbei denen Leptin und Vaspserumspiegemittels ELISA (enzyme
linked immunosorbentassay) Technik bestimmt wurden. Die Analysen beinhalteten
adjustierteVarianz und Regressionsanalysen. Zur Abschéatzung des individusfiektes der
einzelnen Fettkompartimente auf IR oder Adipokine wurde die Residualmethode angewandt.
Letzterezeigteeine starke Assoziation von SAT zu Leptin, unabhéngig vom HROMAILS,

aber keineAssoziation vOWAT oder LF£ Leptin AuRerdem wurd eine positivéAssoziation
zwischen LFC und Vaspin sichtbar, welche maf3geblich durch Probanden mit niedrigen HOMA
IR beeinflusst wurdeln den HOMAR und ISI(comp) Analys&onnten positive (HOMAIR)
bzw. inversglSI(comp)Assoziationen zu allen Fettkpartimentendargestellt werdendie
starksten Beziehungen zeigten jedoch SAT und L$eBlussfolgernd konnte eine
vorherrschende Rolle fur SAT und LFC in Bezug auf 1leptin Vaspiserumspiegel gezeigt
werden. Die Residualanalysen betonten die einflegére Wirkung von ektopisch

gespeichertem Fettgewebia der Leber auf Biomarker der.IR
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8. ANHANG

8.1 Tabellen undAbbildungen
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Abbildung Al. Linke Seite: Geschlechterspezifische Histogramren viszeralem,
subkutanem und Leberfett. Rechte Seite: Streudiagramme vomzanalem, sultkutanem und
Leberfettzu BodyMassindex (BMI), Huftumfang (WC, wagtcumference) und Korperfett
(gemessen mittels Bioelektrische Impedanz Ana)ysBlau - Manner, Rot Frauen r=
SpearmarKorrelationskoeffizient.
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Tabelle A1Charakteristika der Studienpopulation der HOMA/ISI(comp) Analysen

Manner (n = 428) Frauen (n = 553) p2

Alter (Jahre) 53 (44,62) 53 (45; 61) 0,72
Rauchverhalten (%) <0,01

Nichtrawcher 34,9 48,7

Ehemalige Raucher 46,6 31,3

Aktuelle Raucher 18,5 20,0
Sportliche Betatigung (%) 68,5 74,7 0,03
Alkoholkonsum (bGrag) 9,8 (3,2;18,4) 2,5(0,7; 6,0) <0,01
Gewicht (kg) 86 (78;95) 71 (63; 79) <0,01
WC (cm) 95 (89; 103) 82 (76; 90) <0,01
BMI (kgm?) 27,8 (25,8; 29,8) 26,2 (23,4;29,6) <0,01
Korperfett (BIA, %) 23,2 (20,5; 26,6) 33,6 (28,8;38,1) <0,01
SAT (MRT, I) 6,4(5,1; 8,1) 8,1 (6,2; 10,9) <0,01
VAT (MRT, I) 54 (3,8;7,1) 2,6 (1,5; 3,8) <0,01
LFC (MRT, %) 5,1 (3,0; 8,8) 3,1(2,2;6,2) <0,01
Leptin (ngml)° 6,0 (3,9; 8,5) 17,7 (11,1;27,2) <0,01
Vaspin (ngml)° 0,47 (0,25; 0,80) 0,71 (0,42;1,27) <0,01
HOMA index 2,6 (1,7; 3,8) 2,1(1,5; 3,2 <0,01
ISI(comp) 4,0 (23; 6,8( 4,4 (2,7; 6,6) 0,49

BMI, body mass index; BIBjoelektrische Impedanzanalys8AT, subcutaneous adipose tissue; VAT, visceral

adipose tissue; LFC, liver fat content; MRT, Magnetresonanztomograp¥i®, waist circumference;
Koninuierliche Datersind als Median (25% Quartil; 75% Quartil), nominale DateRrozent dargestellt?. 2-
Test (nominale Daten) oder Krusk&hllis Test (kontinuierliche DaterfRubgruppe von 29 Mannern und419

Frauen.

40



8.2 Readerzertifizierung

Readerzertifizierung der Fettqauntifizierung mittels MRT

Die Reader-Zertifizierung der Fettmessung erfolgte anhand der Bildbefundung mit Hilfe des Programms ATLAS.
Basierend auf 3 Sequenzen (Koérperstamm_t1_vibe tra_p2 bh_dixon_3_ steps_F_FIL aufgeteilt in 3
Sequenzen) wurde das subkutane und viszerale Fett segmentiert und anschlieRend volumetriert (in Litern). Im
Anschluss an den automatischen Prozess ist eine manuelle Kontrolle und ggf. Korrektur erfolgt. An der
Zertifizierung nahmen Herr F. Genske und Herr RL (Goldstandard) teil und nahmen jeweils die Messungen an 10
Probanden zweimal zu verschiedenen Zeitpunkten vor. Fur die Einschatzung der Variabilitaten wurden aus dem
Bland-Altman-Plot der Mean Bias sowie die doppelte Standardabweichung (2SD) des Bias ermittelt. Fir die
SHIP-Studie gelten: Mean Bias < 5%; 1,96 SD des Mean Bias < 25%.

Zeitraum: 15.04.2013 — 18.04.2013
Dauer einer Messung: ca. 20 — 30 Minuten

Intra-Reader-Variabilitit fiir das viszerale und subkutane Fett

Herr F. Genske Herr RL
Variable Mean Bias [%)] 1,96*SD [%] Mean Bias [%] 1,96*SD [%]
Subkutanes Fett 1,15 3,29 -0,24 3,37
Vizerales Fett 1,38 4,71 -0,59 2,08

Bland-Altman-Plot: Herr F. Genske
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4:- a 5k
2k, Mean - Mean
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b -Sr
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Bland-Altman-Plot: Herr RL
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Fazit: Herr F. Genske zeigte keine Auffalligkeiten bzgl. der Intra-Reader-Variabilitat. Ein Proband sollte
mit dem Goldstandard noch mal visuell geprift werden.

Bericht SHIP // Zertifizierungs-Bericht / Stand: 19/04/2013
Autoren N. Friedrich Seite 1
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Inter-Untersucher-Variabilitat fiir das viszerale und subkutane Fett

Fur die Inter-Untersucher-Variabilitdt wurden fur die einzelnen 4 Kombination der Messungen (1-1, 1-2, 2-1, 2-2)
jeweils einzelne Mean Bias und 1,96*SD errechnet. Die Werte entweder tabellarisch oder graphisch dargestellt.

Herr F. Genske

Variable Mean Bias [%)] 1,96*SD [%]
Subkutanes Fett
RL1 - MOA1 -1,16 3,81
RL1-MO2 -0,01 1,44
RL2 - MO1 -0,92 4,77
RL1-MO2 0,23 2,67
Viszerales Fett
RL1 - MO1 -0,87 4,92
RL1-MO2 0,52 0,98
RL2 - MO1 -0,28 5,25
RL1-MO2 1,11 1,37

Bland-Altman-Plot: Sukutanes Fett
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Bland-Altman-Plot: Viszerales Fett
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Fazit: Herr F. Genske zeigte keine Auffalligkeiten bzgl. der Inter-Reader-Variabilitat. Die Zertifizierung
gilt als bestanden.
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8.3 Wissenschaftliche Arbeit

Abdominal fat deposits determined by magnetic resonance imaginggilation to leptin and

vaspin levels as well as insulin resistance in the general adult population.
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ORIGINAL ARTICLE
Abdominal fat deposits determined by magnetic resonance

imaging in relation to leptin and vaspin levels as well as insulin

resistance in the general adult population

F Genske', J-P Kiihn*®, M Pietzner'*, G Homuth®, W Rathmann®, HJ Grabe’, H Vélzke®, H Wallaschofski® and N Friedrich'*

BACKGROUND: Various fat depots including visceral (VAT), subcutaneous adipose tissue (SAT) or liver fat content (LFC) were
supposed to have different influences on various entities including adipokine levels as well as insulin resistance/sensitivity.
Therefore, the aim of the study was to investigate the associations of SAT, VAT and LFC with the levels of leptin and vaspin as well
as insulin resistance in a general non-diabetic population.

METHODS: In total, 1825 participants of the Study of Health in Pomerania were characterized according to body fat compartments
and LFC determined by magnetic resonance imaging. Of those subjects, insulin resistance (HOMA-IR) and insulin sensitivity ([ISI
(comp)) were determined in 981 participants and adipokines were assessed in 698 using enzyme-linked immunosorbent assay.
Analyses of variance and linear regression models adjusted for age, sex, smoking, height, physical inactivity and alcohol
consumption were used for analysis.

RESULTS: Using the residual method to assess independently the effect of the various fat depots, a strong positive association of
SAT (beta per standard deviation (s.d.) increase 0.54 (95% confidence interval (Cl) 0.47-0.60)) but not VAT (beta 0.01 (95% Cl — 0.08
t0 0.09)) and LFC (beta 0.01 (95% CI - 0.06 to 0.08)) with log2-leptin levels was found independent of the HOMA-IR status. Moreover,
a positive association of LFC (beta 0.17 (95% Cl 0.07-0.26)) with log2-vaspin levels becomes apparent, which were mostly driven by
subjects with a low HOMA-IR. With respect to HOMA-IR and ISI(comp) index, pronounced positive and inverse associations to all fat
markers were revealed, respectively, with the strongest relation found for SAT and LFC.

CONCLUSIONS: SAT and LFC were identified as predominant sites associated with leptin and vaspin levels, respectively. Residual
analysis pointed towards a general adverse effect of disproportional triglyceride storage across physiological despots, in particular
in ectopic sides such as the liver, with markers of insulin resistance.

International Journal of Obesity advance online publication, 19 September 2017; doi:10.1038/ijo.2017.187

INTRODUCTION

Mechanisms promoting the development of obesity-induced
insulin resistance (IR) have been a major interest of research for
years.'™ Much attention has been spent on visceral adipose tissue
(VAT).* Due to its higher activity in metabolism and lipolysis in
comparison with subcutaneous adipose tissue (SAT)®” an
excessive flux of free fatty acids and interleukin-6 cytokines® get
released into the portal vein, contributing to increased hepatic
lipid synthesis, gluconeogenesis and IR’ Therefore, it is not
surprising that several studies'®™'® dealing with the assessment of
fat compartments, using either computerized tomography or
magnetic resonance imaging (MRI), reported associations between
VAT and IR. However, these studies suffered from poor general-
izability since they included a small sample size (max. n=174) of
selected subjects. Recently, a correlation of liver fat content (LFC)
with IR independent of VAT was published,'” which could be
replicated in an independent study.'® Interestingly, SAT was
shown to be inversely associated with IR when simultaneously

accounting for body mass index (BMI) and VAT, emphasizing the
relevance of individual distinction in fat distribution.'®

Besides fat distribution, adipokines, that is, hormones and
cytokines released by adipose tissue with various regulating
effects on blood pressure, both inflammation and atherosclerosis
as well as lipid and glucose metabolism,'® play an important role
in the pathogenesis of IR.* The well-investigated leptin has central
effects by regulating food intake, energy expenditure and fat
distribution, as well as peripheral effects by influencing insulin
sensitivity, free fatty acid oxidation and lipolysis.”® VAT-derived
serpin (vaspin), a more recently discovered adipokine, showed
insulin-sensitizing effects as well as positive associations with
markers of the metabolic syndrome and type 2 diabetes.?’

The associations of both different fat compartments with leptin
and vaspin as well as IR remain debatable. Therefore, the present
investigation aimed to elucidate the associations between SAT,
VAT and LFC quantified by MRI and both leptin and vaspin as well
as IR in a general non-diabetic population.
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SUBJECTS AND METHODS

SHIP (Study of Health in Pomerania)-TREND is a population-based study in
West Pomerania, Northeast Gerrmm\,'.z2 A representative random sample of
8.826 adults aged 20-79 years was selected from population registries into
24 age- and sex-specific strata, In total, 4420 subjects participated in the
baseline examination of SHIP-Trend between September 2008 and
September 2012, The study follows the recommendations of the
Declaration of Helsinki and was approved by the ethics committee of
the University of Greifswald.

Out of the 4420, 2189 participated in a MRI examination. For correlation
analyses 363 subjects with missing fat quantification and one pregnant
woman were excluded resulting in a sample of 1825 subjects. Of the 1825
individuals, (1) 981 subjects with glucose as well as insulin measurements,
a fasting time =8h, no diabetes diagnosis and no intake of diabetes
medication and no extreme values in outcome or exposure were available
for analyses regarding the homeostasis model assessment (HOMA-IR)
index and insulin sensitivity index (ISI) and (2) 698 subjects with adipokine
measurements and with no extreme values in outcome or exposure were
available for analyses regarding leptin and vaspin levels. Study compilation
is presented in Supplementary Figure S1.

Measurements
Participants’ characteristics and medical histories were recorded using
computer-aided personal interviews. Smoking status was categorized as
current, former or never smokers. Mean daily alcohol consumption was
calculated using beverage-specific pure ethanol volume proportions.
Subjects who participated in physical training for less than 2 h a week
were classified as physically inactive. Waist circumference was measured to
the nearest 0.1 cm using an inelastic tape midway between the lower rib
margin and the iliac crest in the horizontal plane. Height was measured to
the nearest 1 cm using a digital ultrasound instrument, and weight was
measured using standard digital scales to the nearest 0.1 kg with the
subject in light clothing and without shoes. BMI was calculated as weight
(kg)/height® (m?). All participants were offered a bioelectrical body
impedance analysis. Body impedance analysis analyses were performed
using a Nutriguard M device and NutriPlus software (Data Input GmbH,
Darmstadt, Germany). Charges of 5, 50 and 100 kHz were applied to
measure resistance, reactance and phase angle. Body fat was automatically
calculated from the latter measurements within the NutriPlus software,
MRI examinations were performed on a 1.5-Tesla MR system (Magnetom
Avanto; Siemens Healthcare AG, Erlangen, Germany; software version

Syngo MR B15) using a body phased array coil. The quantification of SAT
and VAT was done using the automatic tissue and labeling analysis
software ATLAS as well as in-house developed software from the University
of Ulm, Germany."® Assessment of LFC was performed using calculation of
proton density fat fraction.?*%*

Serum vaspin (AdipoGen, Liestal, Switzerland) and leptin (Mediagnost,
Reutlingen, Germany) levels were measured using the enzyme-linked
immunosorbent assay technique. Fasting glucose and insulin were
sampled, and 75g of anhydrous glucose (Dextro OGT; Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany) was given to participants without known
diabetes. Plasma fasting (0 min) and 120 min postload glucose (Dimension
Vista by Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germany) and insulin
(Centaur XP by Siemens Healthcare Diagnostics) were measured. The
HOMA-IR index was calculated as insulin (WU ml™')x glucose (mmol I7")/
22.5 according to Matthews et al?® Moreover, the composite (Matsuda)
index for the measurement of insulin sensitivity was calculated based on
the 0 and 120 min plasma glucose (G) and insulin levels (I): ISI{comp) =
K/sqrt[G(0 min) < 100 min) x G(120 min) x (120 min)] with k=10 000.”

Statistical analysis

Continuous data are expressed as median (1st; 3rd quartile); nominal data
are expressed as percentage. For bivariate statistics, the Kruskal-Wallis test
(continuous data) or the y*-test (nominal data) was used to compare men
and women. Histograms, scatter plots and Spearman correlation coeffi-
cients were reported. To break down the high correlations between fat
values in independent compounds, we used the residual method. For this
purpose linear regression models between all fat values were conducted.
By definition linear regression decomposes the variance of the outcome
variable into two parts, a dependent and an independent part (residuals)
from the exposure. The residuals contain the variation not explained by the
exposure. With respect to the present study this kind of analysis allowed
us, for example, to analyze VAT- and LFC-independent SAT values,
meaning the amount of SAT not explained by VAT or LFC. These variables
were in the following called adjusted fat values, In a first step, the
associations between VAT, SAT or LFC and levels of leptin or vaspin as well
as HOMA-IR and ISl(comp) were tested by analyses of variance using
tertiles of fat and linear regression analyses using original/adjusted fat
values as continuous exposure. Outcome variables were log2 transformed
to achieve normal distribution and for graphical display were back-
transformed. Prior analyses showed no significant interaction between sex
and the adjusted fat values in linear regression analyses; therefore, no sex-

Table 1. Descriptive statistics of the different used study populations (for more details see Supplementary Figure S1)
Study population for correlation analyses Study population for HOMA/ISI{comp) related analyses
Men (n=2881) Women (n=944) p? Men (n=428) Women (n=553) Pe
Age (years) 50 (40; 62) 51 (41; 61) 071 53 (44; 62) 53 (45; 61) 0.72
Smoking (%) < 0.01 < 0.01
Never smokers 318 45.8 349 48.7
Former smokers 426 30.7 46.6 31.3
Current smokers 256 235 18.5 20.0
Physical activity (%) 70.5 71.5 0.63 685 74.7 0.03
Alcohol consumption (g day ') 83 (24;17.2) 22(07;5.7) < 0.01 9.8 (3.2, 18.4) 2.5 (0.7; 6.0) < 0.01
Weight (kg) 86 (78; 96) 71 (63; 80) < 0.01 86 (78; 95) 71 (63; 79) < 0.01
Waist circumference (cm) 95 (88; 103) 82 (74; 92) < 0.01 95 (89; 103) 82 (76; 90) <001
Body mass index (kg m?) 27.7 (25.4; 30.3) 26.3 (23.3; 30.1) < 0.01 27.8 (25.8; 29.8) 26.2 (23.4; 29.6) < 0.01
Body fat (BIA, %) 23.6 (20.1; 26.8) 33.9 (28.7; 38.5) <0.01 23.2 (20.5; 26.6) 33,6 (28.8; 38.1) < 0,01
Subcutaneous fat (MR, 1) 6.4 (4.8; 8.6) 8.3 (6.2, 11.2) < 0.01 6.4 (5.1; 8.1) 8.1 (6.2; 10.9) < 0.01
Visceral fat (MRI, I) 51(3.1;7.0) 25 (1.3; 40) <001 54 (3.8 7.1) 26 (1.5 3.8) < 0.01
Liver fat content (%) 4.8 (2.8, 89) 3.2(21;6.7) < 0.01 5.1 (3.0; 8.8) 3.1(226.2) < 0.01
Leptin (ng mI~")® — — — 6.0 (3.9; 8.5) 17.7 (11.1; 27.2) <001
Vaspin (ng mi~— ") — — — 0.47 (0.25; 0.80) 0.71 (0.42; 1.27) < 0.01
HOMA index — — — 26 (1.7; 3.8) 2.1 (1.5 3.2) < 0.01
ISlcomp) — — — 4.0 (23; 6.8) 44 (2.7; 6.6) 0.49
Abbreviations: BIA, body impedance analysis; HOMA, homeostasis model assessment; ISI(comp), insulin sensitivity index; MRI, magnetic resonance imaging.
Continuous data are expressed as median (25th and 75th percentiles); nominal data are given as percentages. “’-test (nominal data) or Kruskal-Wallis test
(interval data). "Subgroup of 240 men and 342 women.
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specific models were performed. Models were adjusted for age, sex,
smoking, height, physical inactivity and alcohol consumption. In a second
step, to detect possible interference with IR and BMI, analyses with respect
to leptin and vaspin were separately repeated in three HOMA-IR index
(based on tertiles: < 1.8, 1.8-3, >3) as well as BMI groups (kg m % < 25,
25-30, >30). All estimates were displayed as standardizes betas with 95%
confidence interval (Cl). A value of P <0.05 was considered statistically
significant. Statistical analyses were performed using SAS 9.3 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

RESULTS

Characteristics of study populations used for correlation as well as
HOMA-related analyses are given in Table 1. In both populations,
men smoked more often, consumed more alcohol and showed a
higher waist circumference as well as BMI compared with women.
With regard to parameters of body fat, women exhibited a higher
percentage of body fat according to body impedance analysis
measurements and a higher amount of SAT as well as a lower
amount of VAT compared with men (Table 1 and Figure 2).
Moreover, women exhibited a lower percentage of LFC than men.
Correlation analyses revealed medium (LFC) or strong (VAT, SAT)
positive association between anthropometric parameters col-
lected by common markers including BMI, waist circumference
or body fat (body impedance analysis) and markers based on MRI
(Figure 1). Among the subgroup of subjects with available leptin
and vaspin measurements, women showed on average three
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times or twice higher values of leptin or vaspin than men,
respectively. The proportion of subjects with a HOMA-IR index
>2.5 was higher in men than in women.

Association between markers of fat and leptin as well as vaspin
levels

Adjusted analyses of variance revealed strong positive associa-
tions between all fat measurements and leptin levels
(Supplementary Figure S2). Leptin levels increased by up to
12ng ml™" from the first to the third sex-specific fat tertile. With
respect to vaspin, positive associations with VAT or LFC were
observed with up to 0.17ngml™" higher values in the third
compared with the first sex-specific tertile (Supplementary
Figure S2). Multivariable linear regression models confirmed these
findings (Table 2 and Figure 2). Leptin levels increased by around
70% per s.d. increase in VAT or SAT and 28% per s.d. increase in
percentage of LFC, whereas vaspin was again only significantly
associated with VAT or LFC showing an up to 14% increase per s.d.
increase in fat measurement.

To break down the high correlation between the different fat
components, we used the residuals method to obtain adjusted fat
values to assess the effect of the fat depot independent of each
other (see the Subjects and Methods section). The analyses
revealed a strong relation between SAT and leptin levels
independent of VAT and LFC (Table 2 and Figure 2). Concordantly,
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Left side: histograms of visceral, subcutaneous and liver fat content by sex. Right side: scatter plots of visceral, subcutaneous and
liver fat measured by magnetic resonance imaging against common markers of anthropometry including body mass index (BMI), waist

circumference (WC) and body fat measured by body impedance analysis (black—men; gray—women). r = spearman correlation coefficient.
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Table 2. Association between visceral or subcutaneous fat as well as liver fat content and values of leptin, vaspin, HOMA-IR and ISl(comp)
Outcome Visceral fat Subcutaneous fat Liver fat content
Standardized beta (95% Cl) P Standardized beta (95% Cl) P Standardized beta (95% Cl) P
Original fat values
log2 (Leptin) 0.82 (0.75; 0.89) < 0.01 0.74 (0.70; 0.79) < 0.01 0.36 (0.29; 0.43) < 0.01
log2 (Vaspin) 0.17 (0.04; 0.30) 0.01 0.01 (-0.09; 0.11) 0.83 0.19 (0.09; 0.29) <0.01
log2 (HOMA-IR) 0.63 (0.57; 0.68) < 0.01 0.47 (0.42; 0.51) < 0.01 0.44 (0.40; 0.49) < 0.01
log2 (ISI(comp)) —-0.70 (-0.77; — 0.64) < 0.01 —-0.49 (-0.54; —0.43) < 0.01 —-0.51 (-0.56; — 0.46) < 0.01
Adjusted fat values
log2 (Leptin) 0.01 (-0.08; 0.09) 0.89 0.54 (0.47; 0.60) < 0.01 0.01 (-0.06; 0.08) 0.79
log2 (Vaspin) 0.05 (-0.07; 0.16) 0.43 -0.04 (-0.15; 0.06) 041 0.17 (0.07; 0.26) < 0.01
log2 (HOMA-IR) 0.08 (0.03; 0.14) < 0.01 0.18 (0.13; 0.24) < 0.01 0.20 (0.15; 0.25) < 0.01
log2 (ISl(comp)) -0.12 (-0.19; — 0.06) <0.01 -0.16 (-0.22; -0.10) <0.01 —-0.24 (-0.30; - 0.18) <0.01

Abbreviations: Cl, confidence interval; HOMA-IR, homeostasis model assessment; ISI(comp), insulin sensitivity index; SAT, subcutaneous adipose tissue; s.d.,
standard deviation; VAT, visceral adipose tissue. Linear regression models were adjusted for age, sex, smoking, height, physical activity and alcohol
consumption. Adjusted fat values were calculated based on the residuals method (see Subjects and Methods). All outcomes were log2 transformed.
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Figure 2. Linear regression models between visceral, subcutaneous or liver fat content and leptin (—) or vaspin (- - -) based on original (upper

part) and adjusted (lower part) fat values. Models were adjusted for age, sex, smoking, height, physical activity and alcohol consumption.
Adjusted fat values were calculated based on the residuals method (see Subjects and Methods). Estimates are displayed in Table 2.

the detected associations of VAT or LFC with leptin levels
disappeared when using adjusted values. In contrast, only
adjusted LFC values remained a significant determinant for vaspin
levels.

Sensitivity analyses with respect to LFC after the exclusion of
subjects with hazardous alcohol consumption (men: >24 g day ™ ';
women: >12gday”") confirmed the positive association with
leptin, which became again nonsignificant using adjusted LFC
values (data not shown). Further, the positive relation with vaspin
were affirmed (per s.d. increase; original LFC: 0.19 (95% CI 0.08;
0.30), P < 0.01; adjusted LFC: 0.16 (95% Cl 0.06; 0.27), P < 0.01).

To determine possible interferences with IR and BMI, we
investigated the above performed regression analyses using
original and adjusted fat values within three different HOMA-IR

International Journal of Obesity (2017) 1-7

index groups (< 1.8, 1.8-3, >3) (Supplementary Figures S3 and
S4 and Supplementary Table S1) as well as three BMI groups
(<25, 25-30, >30; Supplementary Figures S5 and S6 and
Supplementary Table S1). The analyses confirmed the predomi-
nantly role of SAT, by using adjusted values, in the association
between fat and leptin levels and further showed no differences
over the HOMA-IR groups (Supplementary Figures S3 and S5). In
relation to vaspin levels (Supplementary Figure S4), no relations
with fat emerged based in original and adjusted fat values across
HOMA-IR groups. For BMI subgroup analyses similar findings were
revealed for leptin with a persisting positive association with SAT
for all BMI groups (Supplementary Figure S5) and further a positive
relation between LFC and vaspin among overweight and obese
subjects (Supplementary Figure S6).
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Association between markers of fat and HOMA-IR index and ISI
(comp)

Strong positive associations were detected by either linear
regression with continuous fat parameters or analyses of variance
with categorized fat parameters (Figure 3 and Supplementary
Figure S2). In detail, the estimated mean of HOMA-IR index
increases as well as ISI(comp) decreases from 1.6 to 3.7 as well as
6.4 to 2.5 from the first to the third VAT quartile, respectively.
Similar values were found for SAT and LFC. Linear regression
analyses confirmed the positive associations of fat with HOMA-IR
and inverse association of fat with ISI(comp) by either using
original or adjusted fat values even if the relations become weaker
using adjusted values (Table 2). By means of adjusted values,
HOMA-IR increases and ISl(comp) decreases by up to 14.5% and
18.0% per s.d. increase in fat, respectively, with LFC showing the
strongest association. No sex differences in the detected
associations between fat amounts and HOMA-IR or ISl(comp)
index became apparent (data not shown).

DISCUSSION

As expected, the present study revealed strong positive associa-
tions between fat deposits as VAT, SAT or LFC and leptin levels.
Overcoming the strong inter-correlation between these fat
storages using the residual methods revealed SAT as main fat
depot driving the association to leptin. This relation was
independent of the HOMA-IR status and BMI. Furthermore, original
or adjusted LFC values were determinant of vaspin levels. With
respect HOMA-IR and ISI(comp) index, again pronounced positive
associations to all fat markers were revealed with LFC showing the
strongest association.

Association between fat distribution and insulin resistance

In recent years, several studies already investigated fat distribution
in relation to IR>'%"31576 Most of these studies were either
limited by a small samples size (n < 174) or did not use MRI to
distinguish between different fat depots including SAT, VAT or
LFC>T0-131516 |1n particular, VAT was claimed to be a key factor in
the development of IR.>?® One theory proposes VAT releases, due
to its higher metabolic activity, large amounts of free fatty acids in
the portal vein that directly enters the liver and contributes to
increased triglyceride synthesis, gluconeogenesis and hence to
hepatic IR This theory was questioned after it was demonstrated
that VAT produces only 15% of the total systemic free fatty acid
concentration, whereas nonsplanchnic adipose tissue releases
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their majority.>?® Moreover, in the present study we did not
detected a predominant role of VAT in IR. In fact, VAT represents
only 15-18% in men and 7-8% in women of the total body fat,
whereas SAT is the major fat depot with about 80%.>° Therefore,
several investigators detected stronger associations between IR
and truncal SAT than VAT' which was also confirmed in the
present study by using residual analyses and revealing strong
VAT-independent associations of SAT and LFC with the HOMA-IR
as well as ISI(comp) index. Given the nature of the performed
residual analysis, the VAT-independent amount of SAT and LFC
likely represents a disarrangement in fat distribution, for example,
more fat is unfavorably stored, which leads to disturbance of
metabolic pathways involved in insulin signaling. A recent
genomic study® provided evidence for a causal role of limited
adipose tissue storage in the pathogenesis of IR. These results fit
to our observation of the strong association of disproportional
accumulation of fat/triglycerides with markers of IR.

Partly in line with our strong results for LFC with respect to
HOMA-IR and ISl(comp), Mueller et al'® proposed that LFC
contributes to IR rather than VAT. In concordance with this
assumption a study among obese subject with fatty liver reported
a decreased insulin sensitivity in liver and muscle independent of
VAT and intramyocellular adipose tissue indicating early defects in
beta cell function.'” Also among obese subjects, an investigation
suggests that rather LFC not VAT leads to the metabolic effects of
IR Clearly, the link between different fat depots and IR remains
debatable.

Association between fat distribution and adipokine levels

As mentioned earlier, leptin secreted by adipose tissue®* and
various other endocrine active tissues is encoded by 0b.*® In
relation to different fat depots, we revealed HOMA-IR- and BMI-
independent positive association of leptin with SAT, but not with
VAT or LFC when using adjusted fat values. These findings support
the important role of the SAT in leptin metabolism. Previous
studies demonstrated different ob mRNA levels in specific fat
depots suggesting tissue-specific variation in the expression of the
ob gene in rodents as well as in humans® Hube et al®’
investigated differences in the ob expression in both SAT and
omental fat among 25 obese adults and found significantly higher
ob mRNA levels in SAT. These findings are in accordance with
several other reports.®**° Additionally, diverse studies®***°
concluded that ob mRNA level variations in different fat pool
tissues possibly reflect the variation in fat cell sizes based on the
fact that ob expression is directly proportional to adipose tissue
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Linear regression models between visceral, subcutaneous or liver fat and HOMA (homeostasis model assessment) as well as ISI
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