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Einleitung

1 Einleitung

Nichtalkoholische Fettlebererkrankung (engl.: Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) ist die hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms, die durch
Steatose als typische gemeinsame pathologische Veranderung der Leber definiert
wird (Chalasani et al. 2012). Die einfache Lebersteatose, auch nichtalkoholische
Fettleber (NAFL) genannt, ist ein benigner Zustand, der aber progrediente nekroin-
flamatorische Veranderungen entwickeln kann, die als nichtalkoholische Steatohepa-
titis (engl.: Non-alkoholic Steatohepatitis (NASH)) definiert werden und weiter bis zu
Leberzirrhose, Leberinsuffizienz und hepatozellularem Karzinom voranschreiten
kann. Bei global zunehmenden Risikofaktoren der o0.g. Erkrankung im Sinne von Adi-
positas, Hyperlipidamie und Diabetes mellitus Typ Il, wurde die Non alcoholic fattyli-
ver disease (NAFLD) die haufigste Ursache der erhdhten Serum-Transaminasen,
sowie generell die am weitesten verbreitete Lebererkrankung in den Industrielandern
(Fraser et al. 2007, Roeb et al. 2015). Die Pathogenese von NAFLD ist multifaktoriell
und wird von Umweltfaktoren wie hyperkalorischer Ernahrung und fehlender physi-
scher Aktivitat im Hintergrund einer genetischen Pradisposition beeinflusst (Romeo
et al. 2008, Chalasani et al. 2010). Dennoch ist die genaue Pathophysiologie nur un-
vollstandig geklart. Insbesondere bleibt unklar, warum manche geféhrdete Personen
eine komplett normale Leberhistologie haben, wéhrend andere eine progressive

Steatohepatitis entwickeln (Yilmaz 2012).

Die Analyse des Stoffwechselzustandes der Zellen oder Gewebe wurde in letzter Zeit
durch die Entwicklung neuer Techniken erleichtert, die es gestatten, eine steigende
Zahl von Komponenten aus biologischem Material zu bestimmen. Obwohl diese auf-
strebenden Techniken immer noch beschrénkt sind - sowohl in der Zahl der identifi-
zierbaren Metaboliten, als auch in der Anwendbarkeit auf komplexe biologische Mat-
rizen - leisten sie einen immer grof3eren Beitrag zum besseren Verstdndnis der Pa-
thophysiologie von Krankheiten und zur Entdeckung von Biomarkern (Sreekumar et
al. 2009; Suhre et al. 2011; T. J. Wang et al. 2011; Z. Wang et al. 2011). Metaboli-
tenscreens konnten neue Einsichten in Krankheitsmechanismen erbringen und neue

Therapieziele identifizieren.
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Die vorliegende Arbeit beginnt zunachst mit einem Blick auf die Entitat der nichtalko-
holischen Fettlebererkrankung, sowie auf die aktuellen Moglichkeiten die pathophy-
siologischen Stoffwechselwege dieser Erkrankung mittels Metabolom-Untersuch-
ungen zu erforschen. In dieser Arbeit wird eine GC/MS basierte Methode verwendet,
um die metabolische Gewebesignatur der humanen nichtalkoholischen Fettleberer-
krankung zu erforschen und Metaboliten, die mit einer NASH einhergehen, zu identi-
fizieren. Durch Metabolomstudien wird eine hypothesefreie Zielsetzung der Grund-
forschung erlaubt. Somit sind zur Uberprifung der Ergebnisse weitere Experimente
wie Tierversuche sinnvoll. Deswegen werden die replizierten Metaboliten, die Histo-
logie-assoziierte Unterschiede aufweisen, in einem High-Fat-Diet Mausmodel zu
nichtalkoholischer Leberverfettung reevaluiert um ihre mechanistischen Effekte in ei-

nem Mausmodell der NAFLD zu Uberprtfen.

1.1 Nichtalkoholische Fettlebererkrankung

In diesem Kapitel wird zun&chst die Entitat der nichtalkoholischen Fettlebererkran-
kung beschrieben, indem die bedeutendste Terminologie, Epidemiologie, aktuellen
Pathophysiologie-Theorien, sowie klinische Erscheinungsmaéglichkeiten beschrieben
werden. Weiterhin wird dann ein Bezug zwischen begrenzt erforschten pathophysio-
logischen Mechanismen und somit eingeschrankten therapeutischen Mdglichkeiten
der NAFLD hergestellt, um schlie3lich die Bedeutung der in dieser Arbeit verwende-

ten Metabolom-Untersuchungen zu erlautern.

1.1.1 Definition und zugehorige Terminologie

Die Definition der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) setzt voraus,
dass es erstens ein Anzeichen von hepatischer Steatose gibt, entweder durch bild-
gebende Verfahren oder durch Histologie, und zweitens, dass es keine Grinde fur
eine sekundare hepatische Fettansammlung gibt, wie etwa erheblicher Alkoholkon-
sum, Einnahme steatogener Medikamente (z.B. Amiodaron, Methotrexat, Tamoxifen,
Corticosteroide, Valproat, antiretrovirale Arzneimittel), oder andere bekannte Leber-
storungen (wie Hepatitis C (Genotyp 3)), Morbus Wilson, HELLP-Syndrom oder An-
dere) (Chalasani et al. 2012). Per definitionem weist eine NAFLD auf den mangeln-

den Nachweis eines anhaltenden oder kirzlich erfolgten Konsums erheblicher Men-
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gen von Alkohol hin. Eine prazise Definition eines erheblichen Alkoholkonsums bei
Patienten mit Verdacht auf NAFLD ist jedoch ungewiss und wird in vielen Publikatio-
nen sehr unterschiedlich diskutiert. Das National Institute on Alcohol Abuse and Al-
coholism (NIAAA) in den USA definiert ein schweres oder risikobehaftetes Trinken
mit mehr als 4 alkoholischen Getranken (Alkoholeinheiten) pro Tag oder mehr als 14
Getranken pro Woche bei Mannern und mehr als 3 alkoholischen Getranken pro Tag
oder 7 Getranken pro Woche bei Frauen (Chalasani et al. 2012). Eine Konsenssit-
zung aus letzter Zeit kam zu dem Schluss, dass fur die Teilnahmeberechtigung von
Kandidaten an den klinischen NASH-Studien der erhebliche Alkoholkonsum mit mehr
als 21 alkoholischen Getrdnken pro Woche fur Mé&nner und mehr als 14 alkoholi-
schen Getranken pro Woche fir Frauen Uber einen Zeitraum von 2 Jahren vor der
Leberhistologie zu Behandlungsbeginn definiert werden kann (Sanyal et al. 2011).
Als ein Getrank, oder eine Alkoholeinheit wird eine Menge von 9-13 Gramm reiner
Alkohol definiert, dass etwa einer kleinen Flasche Bier (0.33I) mit einem 4,8-4,9 Vo-
lumenprozent Alkoholgehalt entspricht. In der deutschen S2k-Leitlinie zur NAFLD
von 2015 wird als diagnostisches Kriterium ein taglicher Alkoholgrenzwert von 10 g
bei der Frau und 20 g beim Mann. Bei hoheren taglichen Alkoholmengen kann eine
alkoholische Fettleber nicht sicher ausgeschlossen werden (Roeb et al. 2015).

Histologisch kann, wie in Abbildung 1 gezeigt, NAFLD in nichtalkoholische Fettleber
(NAFL) und nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) unterteilt werden.
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NAFLD

Encompasses the entire spectrum of fatty liver disease in individuals without significant
alcohol consumption, ranging from fatty liver to steatohepatitis and cirrhosis.

NAFL

Presence of hepatic steatosis with no evidence of hepatocellular injury in the form
of ballooning of the hepatocytes or no evidence of fibrosis. The risk of progression
to cirrhosis and liver failure is nominal.

NASH

Presence of hepatic steatosis and inflammation with hepatocyte injury
(ballooning) with or without fibrosis. This can progressto cirrhosis, liver
failure and, rarely, liver cancer.

Abbildung 1: Histologische Einteilung der Nichtalkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD)
(Conlon et al. 2013)

Die NAFL wird definiert als das Vorliegen einer hepatischen Steatose ohne Hinweis
auf hepatozellulare Schadigung in Form von Ballonisierung der Hepatozyten oder
entztindlichen Veréanderungen. Die NASH wird definiert als das Vorliegen einer hepa-
tischen Steatose und Entziindung neben hepatozellularer Schadigung mit oder ohne
Fibrose (Chalasani et al. 2012). Wie in Absatz 1.1.4. beschrieben, erfolgt die Diag-
nostik einer NAFLD jedoch auch teilweise aufgrund nicht-histologischer Parameter.
Jedoch konnen diese laborchemischen und apparativen Untersuchungen keine zu-
verlassige Grundlage zur Bewertung von Steatohepatitis und Fibrose bei Patienten
mit NAFLD bieten.

1.1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die Inzidenz der NAFLD wurde in einer sehr begrenzten Zahl von Studien unter-
sucht. Zwei japanische Studien zeigen eine Inzidenz von 31 bzw. 86 Féllen mit Ver-
dacht auf NAFLD je 1000 Personenjahre (Hamaguchi et al. 2005; Suzuki et al. 2005),
wogegen eine andere Studie aus England eine viel geringere Inzidenz von 29 Féllen
je 100.000 Personenjahre angibt (Whalley et al. 2007).
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Es besteht ein dringender Bedarf an weiteren Studien, um die Inzidenz von NAFLD
uber verschiedene Alters-, ethnische und geografische Gruppen hinweg auswerten

zu kdnnen.

Mit der Analyse von Epidemiologie-Studien der NAFLD haben sich die Autoren
Chalasani et al. (2012) in ,,The diagnosis and management of non-alcoholic fatty liv-
er disease: Practice guideline by the American Gastroenterological Association,
American Association for the Study of Liver Diseases, and American College of Gas-
troenterology“ auseinandergesetzt. Hier wird beschrieben, dass die Pravalenz der
NAFLD weitgehend in Abhangigkeit von der untersuchten Population und der ver-
wendeten Definition variiert. Die Pravalenz histologisch definierter NAFLD liegt bei
20% bzw. 51% in zwei unterschiedlichen Studien mit Leber-Lebendspendern (Lee et
al. 2007; Marcos et al. 2000). Eine weitere Untersuchung zeigt, dass die Pravalenz
der sonographisch diagnostizierten NAFLD zwischen 17% und 46% in Abhé&ngigkeit
von der zugrunde liegenden Population anzusiedeln ist (Vernon et al. 2011). In einer
Studie mit fast 400 Personen mittleren Alters liegt die mittels Ultraschalluntersuchung
definierte Haufigkeit der NAFLD bei 46% und die von histologisch bestéatigter NASH
bei 12,2% (Williams et al. 2011). In der Dallas Heart Study betragt die Haufigkeit der
NAFLD bei Bestimmung mittels MR-Spektroskopie in der Allgemeinbevdlkerung 31%
(Browning et al. 2004). Die Haufigkeit des Verdachts auf NAFLD, bei Einschatzung
aufgrund der Aminotransferasen ohne Bildgebung oder Histologie, liegt zwischen 7%
und 11%. Hier ist zu bemerken, dass die Aminotransferasen auch bei Personen mit

NAFLD normal sein kénnen (Vernon et al. 2011).

Zusammenfassend reichen die Einschatzungen der Haufigkeit der NAFLD weltweit
von 6,3% bis 33% mit einem Mittelwert von 20% in der Allgemeinbevolkerung, beru-

hend auf einer Vielzahl von Bewertungsverfahren.

Die Pravalenz von NAFLD bei Risikopatienten ist wie erwartet viel hdher. Fettleibig-
keit ist ein allgemeiner und gut dokumentierter Risikofaktor fur NAFLD. Sowohl ein
Ubermaliger BMI als auch viszerale Adipositas gelten als anerkannte Risikofaktoren
fur NAFLD. Bei Patientenkollektiven mit schwerer Fettleibigkeit, die sich einem bari-
atrisch chirurgischen Eingriff unterziehen, kann die Haufigkeit der NAFLD 90% uber-

steigen, und bei bis zu 5% der Patienten kann es zu einer unerwarteten Zirrhose
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kommen (Beymer et al. 2003; Boza et al 2005; Colicchio et al. 2005; Haentjens et al.
2009; Machado et al. 2006; Vernon et al. 2011).

Es gibt eine bedeutende H&aufigkeit von NAFLD bei Personen mit Diabetes mellitus
Typ 2 (T2DM) (Vernon et al., 2011). Eine Ultraschallstudie von Patienten mit T2DM
zeigte eine 69%ige Haufigkeit von NAFLD (Leite et al. 2009) .

Die Pravalenz von NAFLD bei Patienten mit Dyslipidamie wurde auf 50% geschétzt
(Assy et al. 2000).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Haufigkeit der NAFLD innerhalb der Bevol-
kerung mit zunehmendem Alter steigt (Amarapurkar et al. 2007; C. H. Chen et al.
2007; Frith et al. 2009; Li et al. 2009; S. H. Park et al. 2006), mit der hdchsten
Pravalenz bei Gber 60 Jahrigen (Roeb et al. 2015).

Vielen Studien aus letzter Zeit ist zu entnehmen, dass das mannliche Geschlecht ein
Risikofaktor fur die Fettlebererkrankung ist (Vernon et al. 2011). Bei einer Studie, bei
der an 26.527 Probanden medizinische Untersuchungen vorgenommen worden sind,
lag die Haufigkeit der NAFLD bei Mannern bei 31% und bei Frauen bei 16% (Z. Chen
et al. 2008).

Die geschatzte Haufigkeit der NASH ist deutlich geringer: zwischen 3% und 5%
(Vernon et al. 2011). Eine histologisch Gesicherte NASH wurde in 2-15% potentieller
Lebendleberspender vor Lebertransplantation beschrieben (Roeb et al. 2015). Die
Pravalenz der NASH in Risikopopulationen wird von bis zu 50% geschéatzt (Roeb et
al. 2015).

Wie haufig die NASH-Zirrhose in der Allgemeinbevdlkerung auftritt, ist immer noch
unbekannt (Chalasani et al. 2012). Jedoch zeigen die NASH-induzierte Leberzirrhose
und das HCC auf dem Boden einer NASH eine deutliche Zunahme als Indikation zur

Lebertransplantation (Roeb et al. 2015).

1.1.3 Pathogenese der Leberverfettung

Der biologische Mechanismus, der dem Auftreten der Steatose und ihrem Fortschrei-
ten zur NASH zugrunde liegt, wird noch nicht vollstdndig verstanden und ist wahr-
scheinlich auf mehrere Faktoren zuriickzufihren, die im Zusammenhang mit geneti-

scher Pradisposition zum Ausdruck kommen. In diesem komplexen Repertoire wurde
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eine , Two-Hit“-Hypothese entwickelt. Diese wird mit der Abbildung 2 illustriert. In der
traditionellen ,, Two-Hit“-Hypothese stellt die Steatose den "ersten Hit" dar. Diese sen-
sibilisiert die Leber fur den ,,zweiten Hit”, wie inflammatorische Zytokine, Adipokine,
oxidativer Stress und Mitochondrien-Dysfunktion, was zu einer Steatohepatitis und
Fibrose fuhrt. Der oxidative Stress reduziert die Fahigkeit des reifen Hepatozyten zu
proliferieren, was eine reduzierte endogene Leberreparaturfahigkeit zur Folge hat,
was wiederum zu Steatohepatitis und/oder Fibrose fiihrt (Day 2006; Dowman et al.
2010).

Obesity and Inflammatory Adipokine
insulin resistance cytokines eg. imbalance
Diet TNFa, IL-6
Gut-derived
n
ER stress i

_—» Steatosis

Oxidative
stress /
mitochondrial
dysfunction

1st hit - steatosis 2nd hit ~inflammation / fibrosis

Abbildung 2: “Two-Hit” Hypothese der Pathogenese von NASH: Der erste ,,Hit" induziert die Fett-
einlagerung in der Leber, und der zweite ,,Hit* fihrt zum Fortschreiten der Steatose
zur NASH
(Dowman et al., 2010)

Es wird jedoch immer haufiger anerkannt, welche Rolle die freien Fettsauren (FFA)
bei der direkten Forderung von Leberschaden spielen, was zu einer Abwandlung die-
ser Theorie gefuhrt hat (Abbildung 3). Bei Fettleibigkeit und Insulinresistenz gibt es
einen erhohten Zustrom von FFA zur Leber. Diese FFA durchlaufen entweder eine
Beta-Oxidation oder werden mit Glycerin zu Triglyceriden verestert, was zur Einlage-
rung von hepatischem Fett fuhrt. Mittlerweile deutet vieles darauf hin, dass FFA direkt,
zum Beispiel durch Steigerung von oxidativem Stress und durch die Aktivierung von
entzindlichen Signalwegen, Toxizitat verursachen konnen (Feldstein et al. 2004).
Deshalb ist die Einlagerung von hepatischem Triglycerid eventuell ein Schutzmecha-

nismus, um den giftigen Auswirkungen FFA vorzubeugen (Yamaguchi et al. 2007).
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Abbildung 3: Modifizierte ,,zwei-Hit“ Hypothese: Es wird diskutiert, ob die isolierte Akkumulation
von FFA alleine, ohne den ,,zweiten Hit”, fir die Induktion einer Leberschadigung
ausreichend ist. Jedoch kann eine Triglycerid-Akkumulation tatsdchlich schiitzend
gegen die FFA-induzierte Entziindung oder gegen den oxidativen Stress sein.
(Dowman et al. 2010)

Zusatzlich wurde eine weitere Komponente bzw. ein dritter ,Hit“ hinzugefiigt, um das
unzureichende Wachstum der Hepatozyten wiederzugeben (Abbildung 4) (Jou et al.
2008). In der gesunden Leber regt der Tod der hepatischen Zelle die Reproduktion
reifer Hepatozyten an, welche die toten Zellen ersetzen und die Normalfunktion des
Gewebes wiederherstellen (Jou et al. 2008). Oxidativer Stress, ein zentrales Merk-
mal der Pathogenese von NAFLD, hemmt jedoch die Reproduktion der reifen He-
patozyten, was zu einer Vergrol3erung der Population der hepatischen Progenitorzel-

le (anders auch ovale Zelle genannt) fihrt (Roskams et al. 2003).

Normalerweise kdonnen sich diese Zellen sowohl in einen Cholangiozyten als auch in
einen Hepatozyten differenzieren und stellen somit einen wichtigen Baustein der Le-
berreparatur dar. Eine Storung dieser Fahigkeit eine solch duale Differenzierung zu

entwickeln, kann fur die progressive Form der Leberschadigung verantwortlich sein.

Dies resultiert in alternativen Wegen der Leberregeneration, da diese HPCs (engl.:
hepatic Progenitor cells) sich in Hepatozyten-ahnliche Zellen differenzieren. Die An-
zahl der ovalen und intermediaren Hepatozyten-ahnlichen Zellen stehen in starker
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Beziehung zum Stadium der Fibrose, was daflr spricht, dass ein kumulativer Verlust
von reifen Hepatozyten sowohl die Akkumulation von Progenitorzellen und ihre Dif-
ferenzierung in Hepatozyten fordert (Roskams et al. 2003). Die Aktivierung dieser
Zellen spielt auch bei der hepatozellularen Karzinogese eine Rolle (Roskams et al.
2003). Bei chronischer Leberschadigung ist die Entwicklung einer Fibrose bzw. Zir-
rhose abhéngig von der Regenerationsfahigkeit der Hepatozyten. Deshalb stellt der
Zelltod mit beeintrachtigtem Wachstum der Leber-Vorlauferzelle den empfohlenen
,dritten Hit“ in der NAFLD-Pathogenese dar (Jou et al. 2008).
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Dl insulin resistance stress / Gut-derived Adupokme
o { mitochondrial endotoxin imbalance
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TNFq, IL-6 death
1st hit -steatosis ond hit - inflammation / fibrosis 3rd hit — hepatocyte death

Abbildung 4: Die 3-Hit Hypothese: Der oxidative Stress reduziert die Fahigkeit der Proliferation
von reifen Hepatozyten
(Dowman et al. 2010).

Ein genaueres Verstandnis des zu Grunde liegenden Metabolismus kann vielleicht
weiteres Verstandnis zur Pathogenese erbringen und pathophysiologisch basierte
Behandlungen ermdéglichen. Hierfiir scheinen Metabolitenanalysen in besonderem

Mal3e geeignet.

1.1.4 Klinik und Diagnostik

Die Klinik der Fettlebererkrankung ist weitgehend unspezifisch. Es gibt keinerlei zu-
verlassige Friihsymptome. Die klinische Untersuchung eines Patienten mit einer Le-
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berverfettung ist meistens komplett unauffallig. In seltenen Féllen kann es zu He-
patomegalie oder Beschwerden im rechten Oberbauch kommen.

Die laborchemischen Routineuntersuchungen kénnen in manchen Féallen einen chro-
nisch leicht erhohten Spiegel der Leberaminotransferasen im Serum zeigen. Da sich
die laborchemischen Leberwerte allerdings auch bei Patienten mit NAFLD oder so-
gar mit NASH im Normalbereich befinden kdnnen, sind sie unter Umstanden nicht

aussagekraftig genug, um als Screening-Tests zu dienen (Fracanzani et al. 2008).

Im Bereich der bildgebenden Verfahren ist die Ultraschaldiagnostik das Standardver-
fahren zum Nachweis einer Leberverfettung (Machado et al. 2013). Klassisches
Zeichen der Fettleber bei der Sonographie ist vermehrte Echogenitat des Leberpa-
renchyms. Jedoch ist das Verfahren mit einer Sensitivitat von 60% nicht als Screen-

ingmethode geeignet (Lee et al. 2010).

Auch CT und MRT stellen aufgrund der hohen Strahlenbelastung der CT bzw. nur
unzureichenden Verfugbarkeit der MRT keine sinnvolle Alternative dar. (Roeb et al.
2015).

Auch wenn mittlerweile nicht-invasive Tests, wie zum Beipiel die Elastographie, oder
spezielle Leber-Scores eine Reduktion von Leberpunktionen ermoglichen konnen,
stellt die Leberbiopsie weiterhin den Goldstandard zur Diagnose einer NAFLD dar
(Roeb et al. 2015; Wong et al. 2010; Musso et al. 2011; Chalasani et al. 2012), da
somit auch Differentialdiagnosen abgeklart und gegebenfalls ausgeschlossen wer-

den kénnen (Vuppalanchi und Chalasani 2009).

Zur histologischen Differenzierung und Aktivitatsbestimmung der NASH stehen Sco-
ring-Systheme wie der NAFLD-Activity Score (NAS), der das Ausmal’ der Steatose,
der Entziindung sowie der Leberzellschwellung (Ballonisierung) beurteilt, zur Verfu-
gung (Kleiner et al. 2005). Wegen der Risiken der Leberbiopsie, wie zum Beispiel
Blutung oder Gallenwegsverletzung, sollte sie bei jenen ausgefihrt werden, die von
der Diagnostik, der therapeutischen Anleitung und der prognostischen Perspektive
am meisten profitieren wirden. Hierfir wurden mehrere Algorithmen fir die nicht-
invasive Diagnostik einer NASH und NASH-Fibrose publiziert (Musso et al. 2011,
Roeb et al 2015) (Abbildung 5).
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Es kobnnte argumentiert werden, dass es ein systematisches Screening fir NAFLD
geben sollte, zumindest unter Patienten mit hherem Risiko wie Diabetes und Adipo-
sitas. Gegenwartig besteht jedoch keine ausreichende Wissensgrundlage hinsichtlich
der Diagnose, Pathogenese und Behandlung der NAFLD. Also wird das NAFLD-
Screening auch fur Risikopatienten derzeit nicht empfohlen, da noch keine diagnosti-
schen Algorithmen festgelegt werden kénnen und die Behandlungsmaglichkeiten
noch sehr beschrankt sind. Auf3erdem ist das langfristige Nutzen-Risiko-Verhéaltnis

und die Kosteneffizienz des Screenings nicht ausreichend geklart.

Steatosis hepatis in einer Bildgebung
(Sonographie, MRT, CT)

Testung bzgl. fortgeschrittener Fibrose (Grad 3-4) mittels NFS

| |

NFS < -1,455 NFS zwischen -1,455 und 0,676 NFS >0,676
[ | |
Geringe Wahr- Intermedidre Wahr- Hohe Wahr-
scheinlichkeit scheinlichkeit scheinlichkeit
einer fortgeschrittenen einer fortgeschrittenen einer fortgeschrittenen
Fibrose (NPV 93%) Fibrose Fibrose (PPV 90%)

1
Transiente Elastographie |

M-Sonde, ggf. XL-Sonde

1
| ‘ 1

M-Sonde <7,9kPa M-Sonde 7,9-9,6kPa M-Sonde >9,6kPa
XL-Sonde <7,2kPa XL-Sonde 7,2-9,3kPa XL-Sonde >9,3kPa
| | |
Fortgeschrittene Fibrose Leberbiopsie Fortgeschrittene Fibrose
ausgeschlossen indiziert nachgewiesen
(NPV 89-94%) h (PPV 72%)

Fortgeschrittene Fibrose
nachgewiesen

Intensivierte Behandlung
der NAFLD
HCC-Friiherkennung <
Osophagusvarizen-
Friherkennung

Verlaufskontrolle

A

Abbildung 5: Die Indikation zur Leberbiopsie
(Roeb et al. 2015 abgewandelt nach Castera et al. 2013).
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1.1.5 Therapie

Da die NAFLD als hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms verstan-
den werden soll, besteht die Therapie der nichtalkoholischen Fettlebererkrankung
nicht nur aus der Heilung der eigentlichen Lebererkrankung, sondern auch aus der
damit einhergehenden metabolischen Erkrankungen wie Fettleibigkeit, Hyperlipida-
mie, Insulinresistenz und T2DM. Da NAFLD-Patienten ohne Steatohepatitis eine her-
vorragende Prognose haben, sollte die Therapie nur die NASH und auf die Progres-
sion der Lebererkrankungen zu NASH und/oder HCC abzielen (Chalasani et al.
2012).

Da bislang keine fur die Indikation NAFLD zugelassene Medikamente verfligbar sind,
bleibt Lebensstilmodifikationen derzeit die einzige therapeutische Option bei diesen
Patienten. Viele Studien zeigen, dass die Intervention bei Erndhrung und Lebensstil
die Aminotransferasen reduzieren und die hepatische Steatose verbessern kann
(Sreenivasa Baba et al. 2006; Suzuki et al. 2005 b; Kirk et al. 2009; Lazo et al. 2010)
. Gewichtsverlust reduziert gewdhnlich die hepatische Steatose, der sich entweder
durch eine kalorienreduzierte Ernédhrung oder in Kombination mit mehr korperlicher
Aktivitat erreichen lasst. Der Verlust von mindestens 3% bis 5% des Kdrpergewichts
erscheint notwendig, um die Steatose zu verbessern, doch es erfordert eventuell ei-
nen héheren Gewichtsverlust (bis zu 10%), um den nekroinflammatorischen Zustand
zu verbessern (Vilar-Gomez et al. 2015). Allerdings wird eine solche Gewichtsab-
nahme nur von wenigen Patienten erreicht. Deshalb sind weitere Therapieoptionen

fur Patienten mit einem progressiven Krankheitsverlauf dringend erforderlich.

Bei Erwachsenen NAFLD-Patienten kann Sport allein die hepatische Steatose redu-
zieren, aber die Fahigkeit zur Verbesserung anderer Aspekte der Leberhistologie
bleibt unbekannt (Chalasani et al. 2012).

Erfolgreiche Lebensstiimodifikationen stellen fir NAFLD-Patienten den wichtigsten
Therapieschritt dar und werden von allen Fachgesellschaften und internationalen

Leitlinien als Mittel der ersten Wahl empfohlen (Roeb et al. 2015).

Ein langfristig wirksames Medikament, das den Fibroseverlauf ginstig beeinflussen
wirde, gibt es jedoch bisher nicht (Weil3 et al. 2014).
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Dennoch gibt es mehrere Studien, die die Auswirkung von verschiedenen Medika-
menten, wie zum Beispiel Metformin, Pioglitazon und Rosiglitazon, auf Aminotrans-
ferasen und Leberhistologie bei Erwachsenen mit NASH untersucht haben. In Zu-
sammenschau aller Studien berichtet Chalasani et al. (2012), dass Metformin keine
maf3gebliche Wirkung auf die Leberhistologie hat und deswegen nicht als spezifische
Behandlung fur Lebererkrankungen bei Erwachsenen mit NASH empfohlen wird. Pi-
oglitazon hingegen kann zur Behandlung von Steatohepatitis bei Patienten mit durch
Biopsie nachgewiesener NASH eingesetzt werden (Belfort et al. 2006; Sanyal et al.
2010). Es sollte jedoch beachtet werden, dass die Mehrheit der Patienten, die an kli-
nischen Studien zur Erforschung von Pioglitazon fur NASH teilgenommen haben,
keine Diabetiker waren und dass die langfristige Sicherheit und Wirkung von Piogli-
tazon bei NASH-Patienten nicht bestétigt ist (Chalasani et al. 2012).

Oxidativer Stress gilt bei NASH als Schlisselmechanismus fur hepatozellulare Schéa-
digung und Fortschreiten der Krankheit. Deswegen wurde das Antioxidans Vitamin E
zur Behandlung von NASH erforscht, wobei gezeigt werden konnte, dass eine Sen-
kung des Aminotransferasespiegels und eine histologische Verbesserung erzielt
werden konnte, ohne jedoch die Fibroseraten zu senken. Somit kénnte es als prima-
re Arzneimitteltherapie fiir diese Patientengruppe in Betracht gezogen werden
(Chalasani et al. 2012). In einer Cochrane Hepatobiliary Group Metaanalyse zur An-
tioxidantien-Supplementierung bei Lebererkrankungen, die 15 Studien zu Vitamin E
beinhaltete, fand sich jedoch kein signifikanter Behandlungseffekt von Antioxidantien

auf die Gesamtmortalitat oder die Leberbezogene Mortalitat (Miller et al. 2005).

Auch wenn es weitere zielgerichtete Therapieanséatze gibt, die anscheinend Tei-
laspekte der Erkrankung verbessern konnten, kann zum jetzigen Zeitpunkt keine
medikamentdse Therapie fiur die NAFLD empfohlen werden (Neuschwander-Tetri et
al. 2015, Ratziu et al. 2016; Armstrong et al. 2016; Chalasani et al. 2012).

Wie oben erwahnt, stellt Adipositas einen der wichtigsten Risikofaktoren fir eine
NAFLD dar. Durch den drastischen Gewichtsverlust nach bariatrischer Chirurgie,
konnte diese ebenfalls eine potentielle Behandlungsoption einer NAFLD darstellen.
Zwei Meta-Analysen (Chavez-Tapia et al. 2010; Mummadi et al. 2008) evaluieren die
Wirkung der bariatrischen Chirurgie auf die Leberhistologie bei NAFLD-Patienten.

Die Meta-Analyse von Mummadi et al. (2008) zeigt, dass sich Steatose, Steatohepa-
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titis und Fibrose nach dem bariatrischen chirurgischen Eingriff verbessern oder sogar
komplett ricklaufig sind. Die aktuellste Cochrane-Ubersicht (Chavez-Tapia et al.
2010) kommt jedoch zu dem Ergebnis, dass der Mangel an stichprobenartigen klini-
schen Studien oder quasi-stichprobenartigen klinischen Studien eine abschliel3ende
Beurteilung von Nutzen und Risiken der bariatrischen Chirurgie als therapeutischen
Ansatz fir NASH-Patienten verhindert. Bariatrische Chirurgie hat keine Kontraindika-
tion bei fettleibigen Patienten ohne bestatigte Zirrhose mit NAFLD oder NASH, die
ansonsten in Frage kommen konnten. Die Art der Operation sowie des Nutzen-
Risiko-Verhaltnis der bariatrischen Chirurgie bei ansonsten in Frage kommenden
Adipositaspatienten mit Zirrhose durch NAFLD ist noch nicht erforscht. Es ist noch zu
fruh, die bariatrische Chirurgie als bestétigte Option zur spezifischen Behandlung von
NASH in Betracht zu ziehen (Chalasani et al. 2012). Jedoch sollte bei Versagen der
gewichtsreduzierenden Diaten und/oder der Lebensstilmodifikation bei schwerer Adi-
positas eine bariatrische Operation in Erwagung gezogen werden (Roeb et al. 2015).

Als Therapiemdglichkeit der NASH-assoziierten Leberzirrhose ist auch die Leber-
transplantation (LTX) zu erwahnen. Mittlerweile ist die NASH-assoziierte Leberzir-
rhose die dritthaufigste Indikation zur LTX (Roeb et al. 2015).

Wie in den therapeutischen Moglichkeiten ersichtlich ist, stellen nahezu alle Ansat-
zen eine Korrektur des gestdrten Metabolismus dar, ohne jedoch pathophysiologisch

endgultig erklarbar zu sein. Metabolitenanalysen kdnnten diese Erklarung liefern.

1.2 Metabolom und die Metabolomik (Metabolomics)

1.2.1 Terminologie

Metaboliten sind typische Biomolekile mit niedrigem molekularem Gewicht
(< 1,500 Da). Die gesamte Zusammensetzung dieser Chemikalien aus kleinen Mole-
ktlen in einer biologischen Probe/einem biologischen System wird Metabolom ge-
nannt (Kim et al. 2016). Der Begriff ,Metabolom® wurde zum ersten Mal im Jahr 1998
verwendet und wahrscheinlich so gepragt, um ihn an gegenwartige biologische Be-
griffe anzupassen, die auf den gesamten Satz der Gene (Genom), den gesamten
Satz der Proteine (Proteinom) und den gesamten Satz der Transkripte (Transkrip-

tom) verweisen.
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Das Suffix ,-omik® bezeichnet einen Typ eines spezifischen Studiums, das gesam-
melte Information Uber ein biologisches System erteilt. Jede Technik von ,-omik® ist
wesentlich, um verschiedene biologische Systeme zu verstehen und ergénzt die mit-
tels anderer Methoden erteilte Information (Kim et al. 2016).

Die Metabolomik ist eine nicht-einseitige Identifizierung und Charakterisierung ,aller”
Verbindungen aus kleinen Molekilen (Metaboliten) in einem biologischen System
mittels Verwendung hochempfindlicher, analytischer Techniken in Interaktion mit Bio-
informatik (Dunn et al. 2005 a).
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Abbildung 6: Ubliche Studien von -omik in der Biologie
(Kim et al. 2016).

Aus der Entschlisselung des Genoms, der Genomic, sind weitere hypothesenfreie
Untersuchungen entstanden, die die verschiedenen Schritte vom Genom bis hin zum
Phanotyp darstellen. Abbildung 6 zeigt, dass die Metabolomik den letzten Schritt aller
,=~omiken® vor dem Phanotyp darstellt. Damit scheint sie die direkte Wechselwirkung

zum zu untersuchenden Phanotypen erklaren zu kénnen.

1.2.2 Untersuchungsmethoden

Die Metabolomik hat sich zusammen mit innovativer, analytischer Instrumentation
entwickelt. Verschiedene analytische Techniken, einschlie3lich Massenspektrometrie
(MS), Kernresonanz (NMR), Fourier infraroter Transformationsspektroskopie (FT-IR)
und Raman Spektroskopie (Abbildung 7), wurden zur Analyse der Metaboliten ange-
wandt (Boskey und Mendelsohn 2005; Brown et al. 2005; Deleris und Petibois 2003;
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Defernez und Colquhoun 2003; Dunn und Ellis 2005; Villas-Bbas et al. 2005; Want
et al. 2005). Die Sensitivitdt und Selektivitdt von FT-IR Spektroskopie und Raman
Spektroskopie sind im Vergleich deutlich niedriger. Die am meisten angewandten
analytischen Methoden zur Metabolomdatenerfassung schliel3en die Verwendung
verschiedener chromatographischer Techniken ein, das sind am haufigsten Gas-
chromatographie (GC) oder Flussigkeitschromatographie (engl.: liquid chromato-
graphy (LC)) zusammen mit vielen unterschiedlichen Varianten der Detektoren von
Massenspektrometrie (MS) und NMR. (Kim et al. 2016)

Metabolomics

7 b
/ //1 \ \
Mass NMR FTIR Raman
spectrometry spectroscopy spectroscopy spectroscopy
Abbildung 7: Instrumentation fir Metabolomik-NMR, Kernresonanz; FTIR, Fourier infrarote Trans-

formation
(Kim et al. 2016).

Wegen ihres breiten dynamischen Bereichs und guter Sensitivitéat ist die MS die
gunstigste Technologie fir Metabolomik. AuRerdem ist die MS fahig, vielfaltige mole-
kulare Arten im Vergleich mit anderen Strategien zu finden. Kurzlich etablierte sich
die MS-basierte Metabolomik als die popularste Strategie (Kim et al. 2016). Die Mas-
senspektrometrie ist eine analytische, sehr empfindliche Methode, die nur eine sehr
kleine Probe (<1 ng des Materials oder <10 pL der Bioflissigkeit) braucht und Signa-
le fir 1000s der Metaboliten aus einer Probe generieren kann. Zur eindeutigen lden-
tifizierung der Molekile wird die Massenspektrometerie immer in Kombination mit ei-

nem chromatographischen Verfahren zur Auftrennung der Molekile verwandt.

Um metabolische Plattformen zu errichten, werden Trennungsmodule oft an das
MS-System angeschlossen. Flussigkeitschromatographie/MS (LC-MS) und Gas-
chromatographie/MS (GC-MS) haben einige Vorteile im Vergleich zur alleinigen MS.
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LC-MS eignet sich besonders gut zur Entdeckung hydrophober Molekile (Lipide,
Fettsauren) und Peptide. GC-MS ist das beste Mittel, um kleine Molekiile (< 500 Da)

und hochvolatile Verbindungen (Ester, Amine, Ketone, Alkane, Thiole) aufzuspuren.

Ohne vorherige Auftrennung oder Derivatisierung der Probenextrakte ist LC—MS ein
Verfahren mit dem Potential, die hochste Vielzahl der Metaboliten in einer bestimm-

ten Probe zu entdecken.

Ohne vorherige Derivatisierung scheint LC-MS die meisten verschiedenen Metaboli-
ten identifizieren zu kénnen. Jedoch kann GC-MS nach vorheriger Derivatisierung

eine mindestens gleich gute Auflosung erzielen und ist weniger kostenintensiv.

AulRerdem werden fur die GC-MS Analyse kleinere Probenmengen als fir LC-MS
und NMR bendétigt.

1.3 Tierversuche, HFD-Mausmodell

1.3.1 Tiermodelle

Wahrend die Metabolomstudien eine hypothesefreie Zielsetzung der Grundforschung
erlauben, sind fiir weitere Experimente, sowie die Uberpriifung der Ergebnisse Tier-
versuche notig. In der biomedizinischen Forschung spricht man von Tiermodellen.
Diese werden nach ihrer Entstehungsweise unterschieden. Es gibt spontane Model-
le: dabei handelt es sich um Zuchtlinien, bei denen es spontan zur Ausbildung be-
stimmter Erkrankungen kommt. Man spricht hier auch von “Inzuchtlinien”, die durch
wiederholte Bruder-Schwester-Paarungen erzeugt werden, um maoglichst viele ho-
mozygote Chromosomenpaare zu besitzen. Des Weiteren wird mit experimentellen
Modellen gearbeitet, bei denen durch bestimmte Versuchungsbedingungen Erkran-
kungen verursacht werden, wie zum Beispiel diatetische Interventionsmodelle
(Joppien et al. 2011).

1.3.2 Mausmodelle von high-fat-Diet-induzierten NAFLD/NASH

Tiermodelle von NAFLD/NASH erteilen wichtige Information nicht nur zur Erklarung
der Pathogenese von NAFLD/NASH, sondern auch zur Untersuchung der therapeu-

tischen Effekte verschiedener Wirkstoffe. Diese Tiermodelle sollen die Histopatholo-
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gie und Pathophysiologie von NAFLD/NASH beim Menschen richtig widerspiegeln
(Nakamura und Terauchi 2013).

Tiermodelle von NAFLD/NASH werden in genetisch gebaute Modelle und Nahrmo-
delle eingestuft (Nakamura und Terauchi 2013). Unter Rucksichthahme auf die poly-
genische Natur des metabolischen Syndroms beim Menschen und seine Bestandtei-
le scheint es, dass Studien, die monogenische (zum Beispiel ob/ob Mause oder Zu-
cker-(fa/fa) fette Ratten) oder pharmakologisch-induzierte (zum Beispiel Gold-
Thioglukose-Mausmodelle) Verfettungsmodelle untersuchen, vorsichtig interpretiert
werden sollen. Es ist schwer, vollumféanglich auf die Frage zu antworten, ob die er-
worbenen Ergebnisse aus dem verfetteten Phénotyp oder aus dem geneti-

schen/pharmakologischen Hintergrund des Modells stammen (Buettner el al. 2007).

Aus diesem Grund verwenden Wissenschaftler fettangereicherte, sogenannte hoch-
fettige (HF) Diaten, um verfettete Nagetiermodelle zu generieren, die dem metaboli-
schen Syndrom beim Menschen &hnlich sind, um hepatische Steatose und NASH in

Versuchstieren auszuldsen (Buettner et al. 2007).

Aufgrund dieser Erfahrung wird es normalerweise akzeptiert, dass HF-Diaten ver-
wendet werden, um ein gultiges Nagetiermodell zum metabolischen Syndrom mit In-
sulinresistenz und damit verbundene Organverdnderungen zu generieren (Ahrén et
al. 1999; Lingohr et al. 2002; Oakes et al. 1997) .

1.4 Fragestellung

Da die Ursachenforschung der, wie oben erwéhnt, sehr relevanten Erkrankung noch
unzureichend erklarbar ist, und eventuell noch medikamentdse Therapien entwickelt
werden konnten, soll die vorliegende Arbeit weitere Erklarungsansatze liefern. Hierfur
scheinen Metabolomanalysen in besonderem Malie geeignet eine komplexe Stoff-
wechselerkrankung besser verstehen zu kdnnen. Zuerst sollten Metaboliten identifi-
ziert werden, welche gegebenenfalls einen protektiven oder schadlichen Einfluss auf
die Erkrankung haben kénnten. Solche Zusammenhange sollen in einem zweiten
Schritt, in einem Tiermodell Gberpruft werden. So identifizierte Metaboliten kdnnten
ein potentielles therapeutisches Target darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte und Gewebeproben

Bei mehreren Patienten, bei denen von chirurgischer Seite die Indikation bestand ei-
ne Leberresektion durchzufuhren, wurde nach ausfihrlicher Aufklarung und abgege-
bener schriftlicher Einverstandniserklarung eine Leberprobe entnommen. Diese wur-
de unter anderem fur wissenschaftliche Zwecke auch im Rahmen eines grof3eren Bi-

obankprojektes verwendet.

Initial handelte es sich um onkologische Operationen mit geplanter Leberresektion,
Operationen mit histologischer Abklarung eines unklaren Leberdefektes oder Leber-
resektionen im Rahmen bariatrischer Operationen zur Einschatzung der Leberverfet-
tung. In jedem Fall wurde eine scharfe Resektion mit anschlieBender Blutstillung
durchgefuhrt. Somit konnten etwa 50 mg Lebergewebe gewonnen werden. Es wurde
jedes Mal zuséatzliches Gewebe zur histopathologischen Begutachtung durch einen
Referenzpathologen eingeschickt und nach dem aktuellen Standard mit dem NASH-
activity score (NAS) nach Kleiner (Kleiner et al. 2005) bewertet. Das Gewebe wurde
je in ca. 10 mg Stiickchen verteilt und aliquotiert. Die Proben wurden sofort in fllssi-
gem Stickstoff noch im Operationssaal vereist und somit die Zeit ex-vivo von weniger
als 40 Sekunden in allen Fallen gesichert. Bei anderen Patienten, bei denen wegen
unklarer Leberwerterhéhung die Indikation zur perkutanen Leberbiopsie bestand,

wurde eine extra Stanze sonographisch gesteuert entnommen.

Diese entnommenen Proben wurden auch nach moglicher NASH histopathologisch
untersucht und bewertet. Das zuséatzliche Gewebe, das nicht zur histologischen Ana-
lyse verwendet wurde, wurde in fliissigem Stickstoff fir die Analysen der Metaboliten
schockgefroren. Als erste Untersuchungskohorte wurde eine Gruppe von Proben
ausgewahlt, die bei Patienten ohne relevante Nebenerkrankungen (Z.n. Chemothe-
rapie, M. Wilson, metastasiertes Malignomleiden) gewonnen wurde. Fir diese Grup-
pe konnten 33 Proben identifizert werden, die eine nach Alter und Geschlecht ge-
matchte Analyse von Patienten mit NAS <2 und NAS >2 ermdglichten. Zur Replikati-
on der Ergebnisse der ersten Messungen wurde eine zweite Kohorte aus 66 Patien-

ten (Replikationskohorte) mit den gleichen Kriterien erstellt.
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Das Studienprotokoll wurde von der institutionellen Prifungsverwaltung vor Beginn
der hier beschriebenen Studie bestatigt (,Ethikkommission der Medizinischen Fakul-
tat der Universitat Kiel”, Az: D 425/07 and A 111/99). Die Patienten wurden in eine

Screeninggruppe und in eine Replikationsgruppe unterteilt.

2.2 Ernéhrungsfragebogen

Um die orale Zufuhr der gemessenen Metaboliten (siehe Ergebnisse) zu erheben
wurde ein am Deutschen Institut fur Erndhrungsforschung Potsdam-Rehbriicke
(DIfE) fur NASH-Studien entwickelter standardisierter Ernahrungsfragebogen (FFQ+)
benutzt (siehe Anhang 1). Dieser standartisierter Fragebogen dokumentiert die Ver-
zehrhaufigkeit bestimmter Lebensmittel und Aufnahme definierter Nahrstoffe. Somit
konnen Faktoren identifiziert werden, die wesentlich zum Auftreten bestimmter Er-
krankungen wie beispielsweise NASH beitragen. Auf dieser Grundlage kénnen Hin-
weise flr eine sinnvolle Pravention gegeben werden. Der Fragebogen wurde allen
Patienten aus beiden Gruppen - der Entdeckungs- und Replikationsgruppen - ver-

teilt, die sich in einer zweiten Kontaktaufnahme zur Teilnahme bereit erklarten.

2.3 Vorbereitung der Metaboliten

Zur Vorbereitung der Proben wurden funf Milligramm des vereisten Gewebes mit
3 mm Edelstahlkugeln unter Stickstoffkihlung (MM301 Mixer Mill, Retsch®, Haan,
Germany) innerhalb von 3 Minuten in feines Pulver zerkleinert. Fir Leerproben wur-
de die Zerkleinerung und die genannten Schritte identisch parallel durchgefiihrt. Das
zerkleinerte Pulver wurde durch Hinzufiigen von 200 pl Methanol (Merck, Darmstadt,
Germany) bei -20°C suspendiert und in Reagenzglaser ubertragen, wo sie bis zu
10 Minuten auf einem bis -20°C mit Trockeneis gekuhlten Block unter kontinuierli-
chem leichten Schutteln kihl gehalten wurden. Um die Gaschromatographie durch-
zufihren, wurde der suspendierte Inhalt des Flaschchens dann in ein konisches
1,1 ml GC-Flaschchen mit einer Verschlusskappe (1.1-STVG, 8-ST15, Thermo Fi-
scher Inc., Waltham, MA, USA) ubertragen und die Losung sofort um 40 pl
25 % TMSH (Trimethylsulfoniumhydroxid- dient als Methylierungsreagenz und zahlt
daher zu den Alkylantien) in Methanol (Jenachem™, Jena, Germany), als einen de-

naturierenden Wirkstoff ergénzt. Danach wurde das Flaschchen 15 Minuten in einem
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Inkubator mit 100°C aufbewahrt (Butte 1983). Um den Druck auf die Glasflaschchen
und die Verdampfung zu vermindern, wurde jedes Flaschchen in einem 50 ml Plas-
tikreagenzglas (Falcon™, BD Biosciences, Heidelberg, Germany) mit 100 pl Metha-
nol als ein aulRerliches Flaschchen geheizt. Nach der Ableitung wurden 80 pl des kla-
ren Uberstand in neue GC-Flaschchen tbertragen. Dann wurden die GC-Flaschchen
gedffnet und die ganze Flussigkeit konnte in der Raumtemperatur verdampfen. Als
Kontrollprobe mit allen zu messenden Metaboliten wurden 50 pl aus dem Flaschchen

jedes Patienten zusammengesammelt je 80 pl in neue GC-Flaschchen aliquotiert.

2.4 Analytische Methode

Bei der hier vorliegenden Arbeit wurde zur Analyse der Proben die Vocldent-CIMS
Methode unter Verwendung der inneren, chemischen lonisation (Cl) mit Wasser als
Reagenzgas angewandt (Landrock und Richter 2011). Sie vereinigt die Mikroextrak-
tion volatiler, organischer Verbindungen (VOC) in der soliden Phase (SPME auf
DVB/Car/PDMS, 57329-U-Fiber, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) und die
Technik voller Verdampfung (Markelov und Guzowski 1993) mit der Gaschromato-
graphie-Trennung (GC) auf einer Polarsaule (Rtx Wax, 15 m, 0.25 mm i.d., 0.25 pm
Filmdichte, Restek, Bad Homburg, Germany) und lon Trap MS Entdeckung (Varian
GC 431 und lon Abscheider 220 und MS Workstation V 6.9.3, Varian, Darmstadt,
Germany). Es wurden geotffnete 1,1 ml Probenflaschchen, mit den wie oben be-
schrieben vorbereiteten Proben, in 40 ml EPA-Flaschchen mit Verschlusskappen und
einer Scheidewand (Restek) eingesetzt, mit Kappen bedeckt und mindestens eine
Stunde bei 100°C geheizt. Die Analyten wurden fur 18 Minuten auf einer SPME-
Faser gesammelt und dann fur 1 Minute bei 260°C in eine 40°C warme GC-Saule,
die mit 15°C pro Minute auf 240°C erwarmt wurde verbracht. Als Katalysatorgas
wurde Helium mit einem konstanten Druck von 8 psi verwendet Ein GC-Zyklus dau-
erte demnach 20 Minuten. Fur alle Proben wurden zwei aufeinanderfolgende SPME
aus demselben GC-Flaschchen ausgefiihrt. Die Messungen der Partien wurden au-
tomatisch in einem Zeitfenster von 8-20 Stunden ausgefihrt. Jede von ihnen enthielt
drei bis zwoIf Proben der Patienten, zwei bis vier leere Kontrollflaschchen und zwel

bis vier gemischte Proben, zum Zweck der Standardisierung.
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2.5 Behandlung der Angaben

Die erworbenen Angaben der Massenspektrometrie (MS) (Scanintervall 33-400 m/z)
wurden mittels MS Workstation Software (Varian V6.9.3) bearbeitet. Der Verhaltens-
index und die Massenspektren der Analyten wurden mit der innerlichen Datenbasis
von 1800 bekannten Verbindungen verglichen. Die Spitzenflache jeder Verbindung
wurde mittels der spezifischen Massen berechnet und ist in “Counts” oder ,Zahlen®
angegeben. Zuerst wurden die Spitzenflachen aller Metaboliten auf der ganzen Mit-
telspitzenflache aller Proben in jeder Serie dieser Analyse (Screening und Replikati-
on) normalisiert. Als nachstes wurden zwei Probenextraktionen unter Bewahrung des
Durchschnitts zweier Spitzenflachen jedes Metaboliten verschmolzen. Als dritter
Schritt wurde das Verhdltnis der Mittelflache jedes Metaboliten in den gemischten
Standards (analytischer Verweis) in der Messungspartie im Vergleich mit dem ge-
samten Durchschnitt berechnet und die Zahlen der Metaboliten der Proben der Pati-

enten wurden entsprechend angepasst.

Somit konnte eine eindeutige Zuordnung des gemessenen Metaboliten zur beste-
henden Datenbank erfolgen und Verwechslungen aufgrund einer méglichen Messva-

riabilitat reduziert werden.

Um eine Quantifizierung der signifikant erhdhten Metaboliten zu erméglichen, wurden
Referenzproben mit bekannter Inhaltsmenge erstellt. Somit konnten bei konstantem
Verhéltnis von Spitzenflache der Analyten und der Menge im Flaschchen Aussage

zur Menge in der Messprobe gewonnen werden.

2.6 NAFLD Mausmodel

Die Tierexperimente wurden mit 8-12 Wochen alten, erwachsenen, wildtypischen
C57/BL6-Mausen durchgefuihrt, die von Harlan Animal Research Laboratories
(Boxmeer, Niederlande) erhalten wurden. Insgesamt 5 Tiergruppen (Kontrollgruppe,
High-fat-Diet-Gruppe (markiert als HFD), High-fat-Diet mit Nikotinsare (hier markiert
als NA), High-fat-Diet mit Hydroquion (hier markiert als HQ) und High-fat-Diet mit tert-
Butylhydroquinone (hier markiert als tBHQ) wurden in den Universitatstieranlagen mit
einem Licht/Dunkelheitzyklus von 12 Stunden bei 22°C untergebracht. Uber einen

Zeitraum von 6 Wochen erhielt die erste Gruppen mit insgesamt 5 Tieren normales
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Futter (NC: Fett: 4.5%, Protein: 18.5%, Fasern: 4.5%, N=5) und die zweite Gruppe
mit insgesamt 10 Tieren fettreiche Diat (Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Germa-
ny) (HFD: 16.6% Fett [50% Schmalz 50% Kakaobutter], Protein 15.7%, Fasern 4.5%,
N=10). Drei zuséatzliche Tiergruppen (N=10) bekamen tber 6 Wochen HFD mit Niko-
tinsdure (0.6%, HFD/NA), Hydrochinon (1%, HFD/HQ) oder tert-Butylhydroquinon
(1%, HFD/tBHQ). Da die antioxidativen Eigenschaften von Hydrochinon (HQ) ein
vielversprechendes  pathophysiologisches  Modell  darstellen, wurde tert-
Butylhydroquinone (tBHQ) als ein zusatzlicher Wirkstoff in einem Tiermodell verwen-

det, um diese Linie der pathophysiologischen Intervention grindlich zu bewerten.

Nach der Fltterungsperiode wurden die Tiere unter allgemeiner Anasthesie geopfert
(Ketamin [80 mg/kg] und Xylazin [10 mg/kg]). Von der unteren vena cava wurden
Blutproben genommen und Lebergewebe wurde gesammelt. Ein Tier aus der
HFD-Gruppe, zwei Tiere aus der HQ-Gruppe und ein Tier aus der tBHQ-Gruppe
starben wahrend der Futterungsperiode. Zwei Mause aus der NA-Gruppe zeigten
wahrend der Anasthesie Symptome einer systematischen Infektion und wurden von
weiteren Analysen ausgeschlossen. Alle Prozeduren wurden nach der nationalen
Gesundheitsverordnung zur Pflege und Verwendung der Versuchstiere der Schweiz
ausgefuhrt. Das Experimentprotokoll wurde vom Komitee fur Tierpflege des Kantons
Bern in der Schweiz, vor Beginn dieser Arbeit bestétigt. Murine Alaninaminotrans-
ferase (ALT) und Aspartataminotransferase (AST) wurden in der Abteilung fur klini-
sche Chemie der Universitat Bern bei der Verwendung der Gerate von Boehringer
AG, Mannheim, Deutschland mittels des BM/Hitachi 717 automatischen Analysators

gemessen.

2.7 Leberhistologie

Humane Leberproben wurden fur die regulare Farbung mit Hematoxylin und Eosin
(HE-Farbung) in 5 um Schnitten in Formalin fixiert (4%) und in Paraffin eingelagert.
Die murinen Proben wurden fir eine Oil Red O (ORO) Farbung und RNS-Analysen
in flussigem Stickstoff schockgefrostet. Der Grad der Steatose in den Leberproben
der Mause wurde mittels der ORO-Farbung und der semi-quantitativen Analyse be-
wertet. 6 um vereiste Schnitte wurden in 4% Formalin fir 30 Minuten fixiert, mit 60%

Isopropanol gespdult, mit frisch-vorbereiteter ORO-L6sung fur 15 Minuten geféarbt
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(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), abermals mit 60% Isopropanol gespult mit
HE-Farbung gegengefarbt und befestigt. Die histologische Bewertung der Leberpro-
ben wurde von zwei unabhangigen Untersuchern blind auf einer Skala von 0 bis 5 in
0,5-Schritten ausgefuhrt (0 — keine Steatose; 5 — der Fettinhalt in der Leber tber-
schreitet 85%).

2.8 Statistik

Wahrend der Bearbeitung der Angaben und statistischen Analysen wurde R verwen-
det (www.r-project.org) (R Development Core Team, 2010). Fir statistische Analysen
der Verbindungen nach der Normalisierung wurde ein dekadischer Logarithmus
(logi0) der Zahlen der Metaboliten verwendet. Die gepaarte lineare Korrelationsanly-
se von NAS und Metabolitenniveau nach Spearman wurde mittels der cor.test() Pro-
zedur von R durchgefiihrt. Vergleich des Metabolitenniveaus und der Mausleberpha-

notypen wurden mithilfe der wilcoxon.test() Funktion in R errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Metabolomische Signatur der nichtalkoholischen
Leberkrankheit im Lebergewebe

Es wurde eine globale zweistufige Analyse von Kleinstmolekilen aus humanem Le-
bergewebe im Sinne eines Screeningexperiments durchgefiihrt (Abbildung 8). Insge-
samt konnten in der Screeninggruppe (englisch discovery set) von 33 humanen Le-
berproben 1.253 Metaboliten mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC/MS) identifiziert werden. Nach der Qualitatsfiltration wurden 252 Metaboliten in
dieser Screeninggruppe als aussagekraftig herausgefiltert. Diese Screeninggruppe
waren Patienten, die die gesamte Bandbreite von Leberhistologie, von normalem Le-
bergewebe bis hin zur nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) aufwiesen. Die Pa-
tienten wurden anhand des NAS (NASH Activity score) in Individuen mit normaler
Leberhistologie (NAS <2) und Patienten mit einer pathologischen NAS (>2) eingeteilt.
Die Gruppe mit NAS <2 bestand aus 16 Patienten und die Gruppe mit >2 betrug 17
Patienten. Jede der genannten Gruppen wurden nach Alter und Geschlecht ge-
matcht. Das mannliche Geschlecht betrug prozentual in der Gruppe mit NAS <2 44%
und in der Untersuchungsgruppe bei den Patienten mit NAS>2 41%. Das Durch-
schnittsalter war in beiden Gruppen &hnlich und lag in der Untersuchungsgruppe mit
NAS <2 bei 51 Jahren und in der Gruppe mit NAS >2 bei 47 Jahren. Wesentliche Un-
terschiede zwischen den Gruppen wiesen erwartungsgemalf der BMI der Patienten
auf, dessen Durchschnitt bedeutsam hoher (48 kg/m?) in der Gruppe mit NAS >2
war, als in der Gruppe mit NAS <2 (26 kg/m?). Der Leberfettanteil und die Entziin-
dung waren erwartungsgemaf héher in der Gruppe mit NAS > 2, als bei den Patien-
ten mit NAS < 2.

Zur weiteren Uberpriifung der Ergebnisse wurde eine Replikationsanalyse an 66 Pa-
tienten durchgefiihrt. Diese wurden analog zur Screeninggruppe nach NAS in zwei

Gruppen eingeteilt und gematcht.

Tabellarisch ist die Aufteilung der Screeninggruppe und der Replikationsgruppe in
Tabelle 1 abgebildet. Hier ist der Median fur alle quantitativen Variablen angegeben.

Der Interquartilbereich steht in eckigen Klammern.
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Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Patientenkohorte fir die humanen Leberproben des zwei-
stufigen Metaboliten-Screenings

Screeninggruppe Replikationsgruppe

(NAS £2) (NAS > 2) (NAS £2) (NAS > 2)
N 16 17 45 21
Mannlich (%) 44 41 29 31
Alter (Jahren) 51 [43-62] 47 [38-56] 49 [43-63] 46 [35-61]
BMI (kg/m?) 26 [24-30] 48 [33-51] 28 [25-41] 33 [30-44]
Leberfettanteil (%) 0 [0-28] 70 [60-80] 10 [0-20] 70 [40-80]
Entzindung 0[0.5-2] 1[0-2] 0 [0-0.5] 0.5[1.5-3]
NAS Score 0 [0-2] 5 [4-5] 1[0-2] 4 [3-5]

Die gepaarte, lineare Korrelationsanalyse der Metaboliten mit NAS nach Spearman

wurde als die primare Analyse mit dem angepassten Signifikanzniveau von p<0.0002

(0.05 fur 252 Tests korrigiert) als Untersuchungsgrenzwert verwendet. Diesem Signi-

fikanzkriterium entsprachen in der initialen Screeninggruppe insgesamt 6 von 252

Metaboliten (Abbildung 8, Tabelle 2). Diese sechs Metaboliten wurden im zweiten,

ebenfalls nach Alter und Geschlecht gematchtem Satz von 66 Biopsien repliziert,

wobei ein Grenzwert p<0.008 fir erfolgreiche Replikation (p<0.05 fur sechs Tests

korrigiert) angewandt wurde. Es waren zwei Metaboliten, die in diesem zweistufigen

Untersuchungsmodell den Testkriterien entsprachen, namlich 1,4-Dimethoxibenzol

(anders auch p-Dimethoxybenzol oder Hydrochinon-dimethylether) und Nikotins&u-

remethylester.
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Human metabolic screening experiment

discovery set (N=33 liver biopsies)
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Abbildung 8:  Studiendesign: Die replizierten Metaboliten, die in principal-component Analysen
Histologie-assoziierte Unterschiede aufwiesen, wurden in einem High-Fat-Diet
Mausmodel zu nicht-alkoholischer Leberverfettung evaluiert
(von Schonfels et al. 2015).

Da alle Verbindungen im einstufigen Extraktions- und Denaturierungsprozess durch
TMSH denaturiert wurden (vgl. Methoden 2.3), entsprechen diese Analyten Hydro-
chinon (HQ) und Nikotinsdure (NA) ihren betreffenden nicht-denaturierten Herkunfts-
substanzen. HQ wurde mit NAS mit nominalen P-Werten von 2,0x10° in der Scree-
ning-Untersuchung und 6,7x10° im Replikationssatz korreliert. Fir NA wurden nicht-
korrigierte P-Werte von 2,6x10% bzw. 6,7x108 erhalten.

Die gemessenen Metaboliten konnten quantifiziert werden. Die somit errechnete
Konzentration wurde mit den klinischen NAS-werten korreliert. Dabei konnte eine
signifikante negative Korrelation von HQ (p-Wert 3,01 x10°, Korellationskoefizient -
0,66) in der Screeninggruppe und in der Replikationsgruppe (p-Wert 6,65x10 Korre-
lationskoefizient -0,33) gezeigt werden. Auch fur NA konnte im Screeningexperiment

eine signifikante negative Korrelation (p-Wert 3,55x10°, Korrelationskoefizient -0,66)
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gezeigt werden, die sich im Replikationsexperiment auch bestatigte (p-Wert 7,25x10

8 Korrelationskoefizient -0,63). Diese Ergebnisse sind graphisch in der Abbildung 9

dargestellt und in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Ergebnisse der zweistufigen Screening-Analyse
Die Ergebnisse der gepaarte, lineare Korrelationsanalyse der Metaboliten mit NAS nach
Spearman (in Fettdruck) wurden als primare Hypothesentests verwendet. Es werden
Ergebnisse fur die Metaboliten bereitgestellt, die die Bonferoni-korrigierte Signifikanz-
grenze im Screeningsatz von Leberbiopsien lberschreiten. Der Korrelationskoeffizient
fur NAS-Score mit dem Metabolitspiegel (psnas) wird ebenfalls bereitgestellt. Fur jeden
Meaboliten werden Post hoc Analysen zur Assoziation des Inflamationsgrades sowie
der Verfettungsanteil in der Leberprobe angegeben.

Screeningset

Replikationsset

Unmethylierte Pnas OsNAs PINF PrAT Pnas OsNAs PINE PraT
Verbindung

Anisaldehyd 6,73E-07 -0,74 2,51E-04 1,60E-05 0,23 -0,15 0,45 0,11
1,4-Dioxacyclo-  4,95E-06 0,70 5,45E-06 1,58E-04 0,78 0,06 0,72 0,50
decane5,10dione

2(5H)-Furanon 1,81E-05 -0,69 3,21E-03 4,27E-05 0,10 -0,22 0,32 0,06
Hydroquinon 3,01E-05 -0,66 2,17E-04 2,46E-04 6,65E-03 -0,33 0,12 4,74E-04
Thioessigsaure  3,38E-05 0,66 5,19E-06 1,32E-03 0,92 0,01 0,53 0,80
Nikotinsaure 3,55E-05 -0,66 6,00E-05 5,58E-04 7,25E-08 -0,63 6,68E-04 8,88E-08

Die Metabolitenkonzentration auf der Y-Achse wird als normalisierter log10 wieder-

gegeben und konnte aus den GC/MS-Daten errechnet werden. Die Korrelationskoef-
fizienten von HQ (@S -0,66 bzw. -0,33) und NA (oS -0.66 bzw. -0.63) waren uberein-
stimmend bei beiden Analysegruppen und zeigen eine negative Korrelation von

Menge des Metaboliten und NAS (Abbildung 8). Jedes Individuum ist durch einen

Datenpunkt im Diagramm dargestellt. Personen mit einem BMI > 28 als ausgefullte

Kreise, Personen mit einem BMI < 28 als offene Kreise.
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Abbildung 9: Ergebnisse von humanem Metaboliten-Screening: Die paarweisen Korrelationsana-
lysen der Metabolitenkonzentration mit dem NAS fur NA und HQ

In weiteren post-hoc Analysen in der Screeninggruppe wurde HQ mit dem histologi-
schen Entziindungsgrad und dem Grad der Leberverfettung korreliert. Das Niveau
von HQ wurde mit gesicherter NASH (NAS 25) im Screeningsatz (p=0.0012) assozi-
iert und zeigte den suggestiven Assoziationsbeweis im Replikationssatz (p=0.083,
Wilcoxon-Test). Fur NA waren die Tests der Assoziation mit klinischer NASH signifi-
kant in den beiden Satzen der Leberbiopsien mit P-Werten von 2.9x10° bzw. 2.2x10"
5. Wenn die Analysen der Individuen mit dem BMI von >28kg/m? begrenzt wurden,
wurden &ahnliche Resultate fur HQ (pcor = 0.0015, @S =-0.66 im Entdeckungssatz,
pcor = 0.07, oS =-0.29 im Replikationssatz) und NA (Entdeckung: pcor = 8.8x10°®,
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@S =-0.76 im Entdeckungssatz und pcor = 1.1x10%, oS =-0.60) erhalten. Vor allem
fur NA konnte man von den erhaltenen Ergebnissen zwischen der Konzentration der
Metaboliten bei adipdsen Individuen und Patienten mit histologischem NASH-Beweis

unterscheiden.

3.2 Diatische Intervention im NAFLD-Mausmodell

Die Analysen von HQ und NA beim NAFLD-Mausmodell zeigte eine hohe gepaarte
Korrelation im Untersuchungssatz (oS = 0.90, p = 5.8x10®) und konnten aus diesem
Grund unter Rucksichtnahme auf ihre individuelle Assoziation mit Leberphanotypen
nicht getrennt werden. Weiterhin stellt das Metabolitenscreening eine rein deskriptive
Analyse dar und kann nicht zwischen Assoziation und Ursache unterscheiden. Um
den Wirkmechanismus der entsprechenden Metaboliten weiter darzustellen, wurden
diese zwei relevant assoziierten Substanzen in einem NAFLD-Mausmodell mit einer
hochfettigen Diat (HFD) (Géabele et al. 2011) bewertet. Da die antioxidativen Eigen-
schaften von Hydrochinon (HQ) ein vielversprechendes pathophysiologisches Modell
darstellen, wurde tert-Butylhydroquinone (tBHQ) als ein zuséatzlicher Wirkstoff in ei-
nem Tiermodell verwendet, um diese Linie der pathophysiologischen Intervention

grundlich zu bewerten.

Nach 6 Wochen der fettreichen Erndhrung sowie der Kontrolldiaten gab es signifikan-
te Unterschiede zwischen den Leberhistologien der Versuchsgruppen im Vergleich
zu den Kontrollgruppen (Abbildung 10). Die Abbildung 10 zeigt reprasentative Ab-
schnitte der Leberhistologie im Mausmodell in 4-facher und 10-facher Vergrof3erung
bei Hamatoxilin—Eosin- und Ol-Rot-Farbung aus der Kontrollgruppe, sowie Behand-
lungsgruppen mit High-fat-Diet (markiert als HFD), High-fat-Diet mit Nikotinsare (hier
markiert als NA), High-fat-Diet mit Hydroquion (hier markiert als HQ) und High-fat-
Diet mit tert-Butylhydroquinone (hier markiert als tBHQ). Die HFD-Mause zeigen eine
deutlich veranderte Leberarchitektur mit héherer Fettakkumulation, Hepatozytenbal-
lonisierung und leichte Entziindung im Vergleich zu den Mausen ohne Diat. Die Zu-
gabe von NA zur HFD erwirkt eine deutlich veranderte Leberarchitektur im Sinne re-
duzierter Fettansammlung und Hepatozytenballonisierung (p = 0,044). Man sieht,
dass die NA das Muster der Leber verbessert und die Ansammlung von Fett in M&u-

selebern effektiv verhindert und somit nahezu vergleichbar mit den Ergebnissen der
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Kontrollgruppe ist. Vergleicht man die HFD-Tiere (Mittelfettinhalt 4,25 Einheiten) un-
tereinander, so ist die hochste Verminderung des Leberfettinhalts in der Gruppe mit
der NA-Erganzung (Mittelwert 0.5, p=0.0012) zu finden. Die NA konnte die Fettan-
sammlung in der Leber entweder komplett bei allen Mausen verhindern, oder es gab
nur geringe Fettablagerungen im periportalen Leberbereichen. Die Erganzung mit
HQ (Mittelwert 1.0, p=0.00043) und tBHQ (Mittelwert 2.0, p=0.0028) vermindern auch

den Leberfettanteil, der durch die Oil Red O Farbung gemessen wurde.

31



Ergebnisse

E(1OX) Qil red O (10x) -

>
49
WP

Abbildung 10: Repréasentative Abschnitte der Leberhistologie im Mausmodell in 4-facher und 10-
facher VergroRerung bei Hamatoxilin—Eosin- und Ol-Rot-Farbung aus den Behand-
lungs-und Kontrollgruppen
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Abbildung 11: Statistische Analyse des Fettgehalts der Leber- und Transaminasenaktivitat in Be-
handlungs- und Kontrollgruppen.
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In Abbildung 11 wird die Konzentration der Transaminasen sowie der Fettgehalt der
Leber in den 5 representativen Tiergruppen (NC, HFD, NA, HQ, tBHQ) graphisch
abgebildet. Auf der Y- Achse die Konzentration von ALAT (Alanin-Aminotransferase)
und ASAT (Aspartat-Aminotranferase) angegeben, auf der X-Achse werden die Kon-
troll- und die Untersuchungsgruppen aufgezahlt. Es zeigt sich deutlich, dass die Le-
bertransaminasen nur nach der NA-Ergdnzung vermindert werden. Die NA- Ergéan-
zung in der HFD-Diat verminderte die ASAT-Mittelaktivitéat von 270 U/L bis 95 U/L in
der HFD-Gruppe (p=0.0092) und die ALAT-Mittelaktivitat von 470 U/L bis 260 U/L
(p=0.021).

3.3 Analyse der Erndhrungsfragebdgen

Die Angaben der durch die Patienten selbst ausgefillten standartisierten Ernah-
rungsfragebdgen (europaischer Ernahrungsfragebogen, Epidemiologie Abteilung,
Deutscher Erndhrungsinstitut, Potsdam Rehbricke; siehe Anhang 7.1) (Kroke et al.
1999) von sechs Kontrollindividuen (BMI <25, NAS <2), zwolf NASH-Patienten
(NAS =2 5) und elf NAFL-Patienten (=20% Steatose; NAS < 5) wurden analysiert.
Diese Patienten stammen sowohl aus der Entdeckungs- als auch aus der Replikati-
onsgruppe und waren die Patienten, die sich einer erneuten Kontaktaufnahme zum
Ausfillen des Fragebogens bereit erklarten. Die Hypothese, NA als einen potentiel-
len protektiven Metaboliten gegen histologische Progression von NASH, wurde in
diesem Datensatz beim Vergleich der normalisierten Aufnahme des NA-Aquivalents
zwischen den Gruppen der Patienten getestet. Passend zu den Ergebnissen der me-
tabolischen Untersuchung und des Tierexperiments war die normalisierte NA-
Mittelaufnahme deutlich hoher in der Patientengruppe mit einfacher Steatose (Mittel-
wert 3.44 pg/kJ/Tag), als bei den NASH-Patienten mit NAS 25 (2.76 pg/kJ/Tag,
p = 0.0022, einseitiger Wilcoxon-Test). Die Idee eines Schutzeffekts von NA auf die

Progression von NAFLD wird damit unterstutzt.
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit wird das erste Mal ein Metabolomscreening aus humanem Leber-
gewebe prasentiert, dass zur ldentifizierung von metabolischen Markern, die mit his-
tologischem NASH-Nachweis assoziiert sind, dient. Beide replizierbare Metaboliten,
HQ und NA, zeigen eine protektive Wirkung gegen NAFLD, abhangig von ihrer Kon-
zentration in dem humanen Lebergewebe. Die Effektivitat dieser protektiven Wirkung
gegen Lebersteatose konnte auch in einem Tiererndhrungsmodell von NAFLD nach-
gewiesen werden. In den Gruppen, in denen die Ernahrung mit NA und HQ erganzt
wurde, lassen sich eine deutlich verbesserte Leberarchitektur im Sinne von geringe-
ren Fettansammlungen und Hepatozytenballonierungen erkennen. Beim Messen der
Wirkung der genannten protektiven Metaboliten in Assoziation mit erhdhten Leber-
transaminasen zeigt sich, dass NA den Spiegel der Serumtransaminasen statistisch
signifikant senkt. Eine signifikante Wirkung sowohl auf die Steatose, als auch auf die
Transaminasen wird jedoch ausschlie3lich von NA hervorgerufen. Somit stellt NA
hierbei ein gutes therapeutisches oder praventionelles Target gegen NAFLD dar.
Des Weiteren zeigt sich bei der Analyse der Ernahrungsfragebdgen, dass eine nor-
malisierte Nahrungsaufnahme von NA bei fettleibigen Risikoindividuen auch mit der
NASH-AKktivitat negativ korreliert.

Unter Rlcksichtnahme auf die zentrale Rolle der Leberfunktion in der Kérperhomdoo-
stase sind metabolische Untersuchungen der Leberstdrungen — besonders NAFLD —
eine interessante Methode, um diese Krankheiten besser zu verstehen. Solche Stu-
dien, besonders die mit humanem Gewebe, stellen viele wichtige Herausforderungen
dar. Erstens ist eine perkutane Leberbiopsie mit einem geringen, aber unbestrittenen
Risiko (fur Blutung, Nachblutung, Galleleck, Verletzung benachbarter Organe) ver-
bunden, wodurch die Menge des erhaltenen Lebergewebes sehr begrenzt ist. Insge-
samt ist die Rekrutierung der Patienten und die Gewinnung von Leberproben sehr
aufwandig, vor allem, weil das Biopsiematerial mit einem kleinen Uberschuss des
Lebergewebes nach der klinisch indizierten histopathologischen Analyse beschrankt
ist. In der hier vorliegenden Arbeit war dies ein wichtiger Faktor bei der Wahl der be-

stimmten einstufigen Derivatisationsmethoden und der GC/MS-Analyse, denn sie
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ermdglichte sehr kleine Uberschussleberproben zu verwenden, die bei den perkuta-
nen Biopsien erhalten wurden (5 mg).

Zweitens, soll das Gewebe zur metabolischen Analyse einem streng kontrollierten
schnellen Vereisungsprotokoll entsprechen. Wegen vorheriger Reproduzierbarkeits-
probleme, die hier nicht weiter ausgefuhrt werden, wurde fur diese Arbeit ein
de novo Probensammlungsprotokoll eingefihrt, welches gleiche ex-vivo Zeiten unter
30 Sekunden fur alle Proben garantierte. Unter Ricksichthahme auf diese Heraus-
forderungen, wurden bei vielen in der Literatur berichteten metabolischen Analysen
von NAFLD entweder Tiermodelle benutzt (Kroke et al. 1999; Puri et al. 2009;
Tanaka et al. 2012), oder biologische Substrate, zum Beispiel Plasma, Serum oder
Urin (Kroke et al. 1999; Moustafa et al. 2012), die bei Patienten auch nach strengen
Standardarbeitsprozeduren einfacher zu gewinnen sind. Frihere Publikationen ha-
ben die lipidomische Signatur von NAFLD bei Menschen eingefuihrt (Puri et al. 2007,
Soga et al. 2011). Die hier vorliegende Arbeit stellt jedoch, nach ausfihrlicher Litera-
turrecherche, das erste globale, hypothesenfreie, kleinmolekulare Screening der hu-
manen NAFLD dar. Obwohl globale Analysen des Metabolismus immer haufiger zu
einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie der Krankheit und Entdeckung der
Biomarker beitragen (Sreekumar et al. 2009; Suhre et al. 2011; T. J. Wang et al.
2011; Z. Wang et al. 2011), befinden sich die Metabolomuntersuchungen noch in ei-
nem fruhen Stadium. Diese Studie hat daher einige der Methodik geschuldete Ein-
schrankungen, zum Beispiel eine begrenzte Anzahl von analysierten Metaboliten.
GroRRere Proben und bessere Technologien sind erforderlich, um ein kompletteres

Verstandnis Uber das resultierende molekulare Modell offenzulegen.

Die aussagekraftigsten Daten Uber Funktion und Wirkungseffekt wurden in der vor-
liegenden Arbeit vor Allem zu NA gewonnen. Es wurde nachgewiesen, dass dieser
Metabolit mit der histologischen NASH-Aktivitat (englisch NAS-NASH Aktivity Score)
in der Untersuchungs- und Replikationsgruppe der Metabolitenanalyse umgekehrt
korreliert. Die Auswertungen der Ernahrungsfragebdgen entsprechen dieser vermu-
teten protektiven Wirkung von NA gegen die Entwicklung von NASH. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde bewiesen, dass die Nahraufname der Nikotins&ure viel hoher in
fettleibigen Risikoindividuen mit gutartiger Steatose im Vergleich mit den Individuen
mit NASH ist (p=0.0022), obwohl der BMI in beiden Gruppen &ahnlich hoch ist
(p=0.71, Mittel-BMI 48kg/m?). Es ist interessant, dass Nikotinsaure als Arzneimittel
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zugelassen ist und in vielen klinischen Experimenten als ein lipidvermindernder Stoff
analysiert wurde (Carlson 2005; Donnelly et al. 2005). Schon im Jahr 1955 wurde
gezeigt, dass NA den Cholesterinspiegel im Plasma in gesunden und hypercho-

lesterolemischen Individuen senkt (Markel 2011).

Niacin, wie Nikotinsdure auch genannt wird, ist bei der Pravention von kardiovaskula-
ren Krankheiten sehr effektiv. So vermindert zum Beispiel ein purer (unmittelbar frei-
gesetzter) Wirkstoff nicht-fatale Infarkte um 27% in 5 Jahren und Sterblichkeit an Ko-
ronarkrankheiten um 11% in der Nachbehandlung 15 Jahre spater (Knopp et al.
2009). In Zusammenhang mit Lebersymptomen des metabolischen Syndroms wurde
NA noch nicht systematisch studiert. Die Erh6hung der Transaminasen ist ein typi-
sches Problem in der medikamentdsen Therapie von Hyperlipiddmie und wurde aus
diesem Grund bei einigen klinischen Untersuchungen fiir die Sicherheit der Arznei-
mittel gemessen. Hier wurden gegensatzliche Ergebnisse der Studien tber senkende
(Keenan et al. 1991) und erhdéhende Wirkung auf Transaminasenlevel berichtet
(Hernandez et al. 2010; Knopp et al. 1985; McKenney et al. 1994), die von der ver-
wendeten Formulierung des Niacins abh&ngen. Die Gabe von Nikotinsaure ist mit
Nebenwirkungen (meistens Flush-Symptomatik) verbunden, die ihre breite klinische
Verwendung verlangsamt haben (Donnelly et al. 2005). Aus diesem Grund wurde
dem Niacin Laropiprant beigefugt, was die Nebenwirkungen in klinischen Experimen-
ten verminderte, jedoch moglicherweise auch die gewiinschte Wirksamkeit beein-
flusste. Deshalb musste der Hersteller das entsprechende Arzneimittel (Tredaptive®)
vom europaischen Markt nehmen. Insgesamt betrachtet, bleibt die direkte klinische
Verwendung von NA zur Therapie oder Pravention von NASH allenfalls eine M6g-
lichkeit und erfordert dringend weitere Evaluation. Die Erforschung von den patho-
physiologischen Hauptmechanismen ihrer Wirkung kdnnte wichtiges Ziel weiterer Kli-
nischer Untersuchungen sein, da NA hierbei ein gutes therapeutisches Target dar-

stellen wirde.

Das HFD-Mausmodell, das in der vorliegenden Arbeit sowohl als Interventions- als
auch als Beobachtungsmodell genutzt wurde, scheint eine geeignete Plattform flr
ein besseres Verstandnis der mechanistischen Wirkungen von NA auf den Leberme-
tabolismus darzustellen. Erstaunlich ist, dass NA bereits untersucht wurde, um die
Lipidverminderungsweise in Mausmodellen aufzuklaren (Kolovou et al. 2005), die

Wirkung auf die Leberhistologie oder NASH-Modelle wurde jedoch nicht beachtet.
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Die Verabreichung von NA in Nagetiermodellen bei alkoholischer Steatohepatitis
stellte sich allerdings als effektiv in der Verminderung solcher Leberschéadigung her-
aus (Y. H. Chen et al. 2008; Tupe et al. 2011). In einem Rattenmodell fir Oxidations-
stress wegen intraperitonealen Injektionen von Tert-Butyl-Hydroperoxid verbesserte
die diatische NA-Erganzung die Leberaufnahme von Zink und resultierte als hepa-
tisch protektiv wirkend (Dinkova-Kostova und Wang 2011). Therapeutische Dosen
von NA haben eine bedeutende Wirkung auf den systematischen und hepatischen
Lipidmetabolismus, der auch von der Zugéanglichkeit des Energiesubstrats und den
Ko-Faktoren abhéngig sein kann, wie es die Induktion der Lebersteatose bei einem
Cholinmangel demonstriert (Chowdhry et al. 2010).

Hydroquinon ist neben anderen oxidierbaren Diphenolen ein Induktor eines zytopro-
tektiven Keapl/Nrf2 Stoffwechselzyklus (Dinkova-Kostova und Wang 2011). Somit
konnte die Modifikation des Energiestoffwechsels durch HQ die mdgliche Schutzwir-
kung darstellen. In einem murinen Knockout-Modell (Chowdhry et al. 2010), habe in
der Tat der Verlust von Nrf2 zu einer deutlichen Progression von NAFLD gefuhrt.
Auch eine protektive Wirkung von HQ gegen Hirn- und Nierensch&den wurde bereits
beschrieben (Jin et al. 2010; Li et al. 2011). Jedoch sind in Zukunft weitere systema-
tische Studien an transgenen Versuchstieren erforderlich, um den genauen pathoge-

netischen Stoffwechselmechanismus der protektiven HQ-Wirkung zu erklaren.

Gegenwartige therapeutische Alternativen fir NAFLD sind stark begrenzt, was den
Bedarf an der Identifikation neuartiger therapeutischer Ziele und Wirkstoffe beim
Menschen demonstriert. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Metaboliten mit ei-
nem protektiven Wirkungsmechanismus in der humanen Leber nachgewiesen, die
entweder direkt als potenzielle therapeutische Wirkstoffe verwendet werden kénnen
oder weitere mechanistische Studien Uber durch diese Substanzen ausgelosten
Stoffwechselwege anregen. Diese Arbeit kénnte als initialer Einblick in die komplexe
metabolische Signatur der NAFLD dienen. Jedoch sind weitere umfangreiche Stu-
dien mit héheren Patientenanzahlen, sowie besser entwickelte Technologien zur Me-
tabolitenbeurteilung nétig. Solche Studien kénnten letztlich auch dazu beitragen, die
pathogenetische Klassifikation von NAFLD besser zu verstehen und voranzutreiben.
Entsprechende mechanistische Tiermodelle konnten bei dieser Leberstdrung eine

Mdglichkeit sein neuartige Therapie- oder Praventionsziele zu erkennen.
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5 Zusammenfassung

Die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD)) ist die haufigste chronische Leberstorung in Industrielandern. Die Préa-
valenz von NAFLD betragt abhangig von der Untersuchungsmethode zwischen 6,3%
und 33% der Weltpopulation, mit einem Median von 20% (Vernon et al. 2011). In den
Risikogruppen ist die Erkrankung sogar noch mehr verbreitet (z. B. bei Adipositaspa-
tienten, die zu bariatrischen Operationen evaluiert sind, kann die Pravalenz 90% er-
reichen). Dennoch ist die genaue Pathophysiologie der NAFLD nur unvollstandig
verstanden. Vor Allem ist unklar, warum manche Risiko-Individuen eine normale Le-
berhistologie haben kénnen, wobei andere eine rasche Progression zu Steatohepati-
tis aufweisen. Die Therapie der NAFLD begrenzt sich auf Behebung und Kontrolle
der Risikofaktoren sowie Komorbiditaten wie Adipositas, Diabetes mellitus Typ Il o-
der Hyperlipidamie. Jedoch ist eine pathognomonische Therapie bis jetzt nicht be-
kannt. Metabolitenscreenings konnten neue Einsichten in Krankheitsmechanismen

erbringen und neue Therapieziele identifizieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mogliche protektive Metaboliten der NAFLD mittels
GC/MS zu identifizieren, die ein potentielles therapeutisches Target darstellen, oder
einen Teil des regulatorischen Pathway sein kénnten. Die replizierten Metaboliten,
die Histologieassoziierte Unterschiede aufweisen, sollten in einem High-Fat-Diet
Mausmodel zu nicht-alkoholischer Leberverfettung evaluiert werden. Zudem sollten
die protektiven Eigenschaften der Metaboliten bei den Patienten mittels Ernahrungs-

fragebogen Uberpruft werden.

Die Studie wurde als Fall-Kontroll-Studie konzipiert, wobei die Haufigkeit von den
Metaboliten in NAFLD-Patienten und Kontrollen verglichen wurden. Die Metaboliten
wurden mittels GC/MS Entdeckungsplattform identifiziert. Somit wurden 33 humane
Leberbiopsien und ein Replikationsset mit 66 Leberbiopsien mit jeweils der gesamten
Bandbreite von Leberhistologien von normalem Lebergewebe bis hin zu
nicht-alkoholischer Fettleberhepatitis (NASH) untersucht. Initial wurden 252 Metaboli-
ten mittels GC/MS identifiziert. Hydrochynon (HQ, pcombined=3.0%x10-4) und Niko-
tinsdure (NA, pcombined=3.9x10-9) korrelierten invers mit dem histologischem

Schweregrad einer NAFLD im weiteren metabolischen Screening. Die zwei replizier-
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baren Metaboliten, die Nikotinsaure und Hydroquinon, die in den genannten Metabo-
lomanalysen histologieassoziierte Unterschiede aufwiesen, wurden in einem High-
Fat-Diet Mausmodel zu nichtalkoholischer Leberverfettung evaluiert. Das High-Fat-
Diet Mausmodel zu nichtalkoholischer Fettlebererkrankung konnte einen protektiven
Effekt gegen NAFLD beider Substanzen zeigen: Nahrungserganzung mit HQ redu-
zierte nur die Leberverfettung, Nikotinsaure reduzierte sowohl die Leberverfettung,
als auch die Transaminasen und induzierte einen regulatorischen Genkomplex, der
in globalen Expressionsanalysen klare Verbindungen zu NAFLD aufweist. Die Er-
gebnisse der Erndhrungsfragebbgen bestatigen einen protektiven Effekt gegen die
Progression einer NASH durch Nahrungserganzung mit Nikotinsaure.

Somit identifiziert diese Studie zum ersten Mal zwei replizierbare Metaboliten, die ei-
nen protektiven Effekt in Bezug auf die Entwicklung einer NASH zeigen. Es wird da-
mit moglicherweise sowohl der therapeutische Einsatz von Nikotinséure als auch ein
Teil des regulatorischen Stoffwechsellweges entdeckt. Metabolomweite Assoziati-
onsstudien missen noch folgen, damit die populationsibergreifenden genetischen
und exogenen Risikofaktoren fur die nichtalkoholische Fettlebererkrankung aufge-
deckt werden konnen, um die Moglichkeiten der Therapie oder Pravention einer
NAFLD zu erkennen.
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490710001090

Allgemeine Hinweise zum Ausfiillen des Fragebogens

Wir sind Ihnen dankbar, wenn Sie uns bei der weiteren Bearbeitung lhres Fragebogens unterstiitzen, indem Sie
folgende Hinweise beachten:
Bitte moglichst ...

e alle Fragen vollstandig beantworten

e nur in die eingerahmten Kastchen schreiben,

e groBe DRUCKBUCHSTABEN verwenden,

e bei Korrekturen das Wort durchstreichen und in den verbleibenden Kastchen weiterschreiben,

e fiir Erganzungen die dafiir vorgesehenen Zeilen auf der letzten Seite nutzen,

e keine Extrazettel verwenden!

e keinen Namen auf den Fragebogen schreiben, da er nur unter der Fragebogennummer eingelesen und
ausgewertet wird.

Hinweise zum Ausfiillen der Fragen nach lhrem Lebensmittelverzehr in den letzten 12 Monaten

Fiir jedes Lebensmittel oder jede Gruppe von Lebensmitteln finden Sie mehrere Verzehrshaufigkeiten.

e Bitte finden Sie zu jedem Lebensmittel die auf Sie am ehesten zutreffende Antwort und kreuzen diese an.

e Beachten Sie dabei die MaBangaben oder die Abbildungen, die Sie zu jedem Lebensmittel finden.

e Sollte lhre Ulibliche Portion gréBer oder kleiner als die Vorgabe sein, kreuzen Sie die entsprechend hohere
oder niedrigere Haufigkeit an.

e Denken Sie bei der Beantwortung der Erndhrungsfragen nicht nur an die Lebensmittel, die Sie zu Hause
verzehrten, sondern auch an den Verzehr auBerhalb (z. B. in der Kantine, im Restaurant oder bei
Freunden).

e Beachten Sie bitte, dass fiir einige Gemlisesorten der Verzehr nur in der Saison gefragt ist. Sie sind
entsprechend gekennzeichnet.

Beispiele

Zur Veranschaulichung sollen folgende Beispiele dienen:
Beispiel 1: Sie aBen 5-mal pro Woche Vollkornbrot. Bitte markieren Sie Haufig

( : Nie I:H\ Selten I:H\ Manchmal R Hiulig l_: Immer

Vollkornbrot, -briétchen - -y vy

Beispiel 2: Sie aBen 1-mal im Monat doppelt soviel Spinat wie die Abbildung zeigt. Bitte markieren Sie 2-3 Mal
pro Monat

Spinat, Mangold (eine Portion) () Nie
L:q: I mal pro Monat oder seltener
R 2-3 mal pro Monat
i L:_h: 1-2 mal pro Waoche
f:_h\ 3 mal pro Woche oder haufiger
Kontakt

Ihre Fragen beantworten wir lhnen gerne telefonisch unter 0431-597-4481. Sie erreichen uns auch per Email
unter witigo.v.schoenfels@uksh-kiel.de.
Herzlichen Dank fiir lhre Unterstiitzung!

Seite 2
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Allgemeines
Personliche Angaben

Das Ausfiill-Datum Tag EI:‘ Monat |:||:| Jahr I:I:I:Ij
Ihr Geburtsdatum Tag [ | | Momat [ [ | s [T 1]

lhr Geschlecht O Mann O Frau

lhr derzeitiges Korpergewicht I:l:l:' kg

(unbekleidet)

lhre KorpergroBe D:l:' in Zentimeter
Medikamente

Haben Sie in den letzten vier O Ja O Nein

Wochen regelmaBig Medikamente,
Hormone, Vitamin- oder
Mineralstoffpraparate, vom Arzt
verordnet oder frei in der Apotheke
gekauft, eingenommen?
(EinschlieBlich Pille,
Hormonpflaster, -spritzen,
homoopathische Mittel,
Kopfschmerzmittel usw.) ?

Geben Sie bitte den genauen
Namen und die Starke des
Medikaments, Hormons, Vitamin-

LIT T T 1]
LITTITT 1]
oder Mineralstoffpraparats an. |||||||||||
LITTTTTT|
LITTTTTT

Schauen Sie gegebenenfalls auf der
Packung oder dem Beipackzettel
nach: Zum Beispiel
EXAMPLOSAN 10.0

Ernahrungsumstellung

Erndhren Sie sich heute anders als O Ja O Teilweise O Nein
vor 12 Monaten?

|

|

|

|

|

Aus welchem Grund haben Sie die

Erndhrung umgestellt ? (z.B.
Gewichtszunahme, Ubergewicht,

HEEEEE
LIT T 111
Zuckerkrankheit, Magenprobleme | I I I I I
LIT T T
LITTIT]

etc.)

=3 Seite 3
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Allgemeines’ Vitamine & Mineralsto<e 490710001090

Vitamine & Mineralsto<e

Haben Sie in den letzten 2 Jahren Ja Nein
uber einen Zeitraum von

mindestens einem Monat Vitamin-

oder Mineralsto< praparate

eingenommen ?

Bitte geben Sie an, welcher Art diese Praparate waren

Multipraparate Multivitaminpraparate (z. B. Multibionta, Summavit forte)

Mineralsto<praparate (z. B. Basica-Pulver)

Einzel- und einfache Vitamin C Biotin Zink
Kombipraparate (Bitte kreuzen Sie o o ]
alle enthaltenen Bestandteile an) Vitamin A Vitamin B6 Eisen
(z. B. Vitamin C-Pulver, Beta-Carotin, N
. . - Selen Folsaure
Calcium-Magnesium-Tabletten) Carotinoide
Vitamin E Calcium
Vitamin B Maanesium
Komplex 9
Andere Praparate Pflanzliche Praparate Ballaststo<riegel/ -tafeln
Eiweilkonzentrate Kleie, Leinsamen
Bierhefe, Hefeflocken Knoblauchpillen

Bisher nicht aufgefuhrte(s)
Substanz, Préaparat (Bezeichnung)

Brot & Milchprodukte
Brot & Musli

Brot, Brotchen Nie
6 mal pro Woche oder seltener 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen
1-2 mal pro Tag 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen
3-4 mal pro Tag 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen
5-6 mal pro Tag 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen
7-8 mal pro Tag 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen
9 mal pro Tag oder haufiger 1 Scheibe bzw. 1 Brotchen

Seite 4 =
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Brot & Milchprodukte’ Brot & Musli 490710001090
Musli, Getreideflocken Nie
(3 Esslo<el)
1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat
1-2 mal pro Woche
3-4 mal pro Woche
5-6 mal pro Woche
1 mal pro Tag oder haufiger
Brottyp
Grau-, Roggen-, Mischbrot, Nie Selten Manchmal Haufig Immer
-brotchen
Vollkornbrot, -brotchen Nie Selten Manchmal Haufig Immer
WEeil}-, Weizenbrot, -brotchen, Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Toastbrot
Knackebrot Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Brotaufstrich
Fettaufstrich
Butter auf Brot Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Halbfettmargarine auf Brot Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Margarine auf Brot Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Schmalz auf Brot Nie Selten Manchmal Haufig Immer
Marmelade, Konfiture, Gelee, Nie
Honig (1 Teeld<el, gehauft)
1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat
1-2 mal pro Woche
3-4 mal pro Woche
5-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag
3 mal pro Tag oder haufiger
E5E
== Seite 5
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Brot & Milchprodukte ’® Brotaufstrich 490710001090
vegetarische Paste O Nie
(1 Teeloeel, gefiauft) () 1mal pro Monat oder seltener
e O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
o r—— O 3 mal pro Woche oder haufiger
Milch & Joghurt
Kakao, Fruchtmilch (150ml) O Nie
() 1 mal pro Monat oder seltener
C_@D () 2-3mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
() 3-4 mal pro Woche
O 5-6 mal pro Woche
() 1 mal pro Tag oder haufiger
Milch (150ml) O Nie
() 1 mal pro Monat oder seltener
CQD O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5-6 mal pro Woche
O 1-2 mal pro Tag
O 3 mal pro Tag oder haufiger
Naturjogurt, Buttermilch, O Nie
Dickmilch, Kefir (150 o) O 1 mal pro Monat oder seltener
’:_____ O 2-3 mal pro Monat
|LE']| O 1-2 mal pro Woche
O O 3-4 mal pro Woche
- O 5-6 mal pro Woche
O 1 mal pro Tag oder haufiger
!EEIE
[=]-

Seite 6
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Brot & Milchprodukte’ Milch & Joghurt

490710001090

Fruchtjogurt (150 g)

Quark & Kase

Quark, Krauterquark (kein
Fruchtequark)
(1 Esslo<el, gehauft)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Frischkase (Rahmstufe,
Doppelrahmstufe)
(1 Esslo<el, gehauft)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Weichkase (z. B. Camembert,
Brie) (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Seite 7
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Brot & Milchprodukte’® Quark & Kase

490710001090

Schnittkase (z. B. Gouda,
Emmentaler, Tilsiter, Edamer)
(1 Portion)

Obst und Gemuse
Obst |

Apfel, Birne (1 ganze(r))

O0000O0OO0O

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3 mal pro Tag oder haufiger

Orange, Mandarine, Kiwi in der
Saison (1 ganze)

0

OO0O0O00OO0O |OOOOOOOO0

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3 mal pro Tag oder haufiger

Seite 8
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Banane (1 ganze)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3 mal pro Tag oder haufiger

Pflaume, Pfirsich, Aprikose in der
Saison (1 Hand voll)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3 mal pro Tag oder haufiger

Erdbeeren in der Saison
(1 Hand voll)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3 mal pro Tag oder haufiger

Seite 9
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Obst und Gemiise’ Obst |1 490710001090
Obst |1
Rote Johannis-, Brom-, O Nie
I-:Tdfa?lzerveor:l)m der Saison O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
)‘_\ O 1-2 mal pro Woche
| q O 3-4 mal pro Woche
O 5-6 mal pro Woche
O 1-2 mal pro Tag
O 3 mal pro Tag oder haufiger
Weintrauben in der Saison () Nie
O 1 mal pro Monat oder seltener
d‘:\ . O 2-3 mal pro Monat
u O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5-6 mal pro Woche
O 1-2 mal pro Tag
O 3 mal pro Tag oder haufiger
Obstkompott, Konservenobst O Nie
(1 Dessertschale) O 1 mal pro Monat oder seltener
@ O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
({—'}_— O 3 mal pro Woche oder haufiger
Obstsalat, frisch O Nie
(1 Dessertschale) (") 1 mal pro Monat oder seltener
@ O 2-3 mal pro Monat
- O 1-2 mal pro Woche
O (") 3 mal pro Woche oder haufiger
!E|EE|
[=]-
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Anhang

Obst und Gemiuse’ Trockenobst & Nusse

490710001090

Trockenobst & Nusse

Trockenobst (z. B. Feigen,
Rosinen, Datteln) (1 Hand voll)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Nusse (gesalzene, frische)
(1 Hand voll)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Leinsamen
(1 Esslo<el, gestrichen)

Rohkost

Mbohren, roh oder gegart
(2 ganze oder 1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger
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Anhang

Obst und Gemiuse’ Rohkost

490710001090

Tomaten, roh (1 ganze)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

grune Salate, Salatmischung,
Chinakohl, Weiftkohl, roh
(1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Salatgurke (1/4 Stuck)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Gemusepaprika, roh (1 ganze)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Essen Sie regelmaliig Knoblauch ?

Seite 12

Roh

Gegart, gerostet, eingelegt

Nein Ja

Nein Ja
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Anhang

Obst und Gemuse’ gekochtes Gemuse

490710001090

gekochtes Gemuse

Sauerkraut (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Spinat (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

WEeil3-, Blumenkohl, Broccoli,
Kohlrabi (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Spargel in der Saison (4 Stangen)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Zucchini (1 Portion)

OO000O [OOO0O0O0O0O | OOO0O00O |OOOOO |OOOOO

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger
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Anhang

Obst und Gemuse’ gekochtes Gemuse

grune Bohnen, junge Erbsen
(1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Gemusemischung, Mischgemiuise
(1 Portion)

Gemusezubereitung

Gemuse-, Karto<eleintopf
(1 Suppenteller)

ﬁ

O0000O | OOO0OO

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Linsen-, Erbsen-, Bohneneintopf
(1 Suppenteller)

@)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Tomatensauce (auch
Tomatenkonserven, passierte
Tomaten) (1 Kelle)

O0000O | OOOO0O |OOO0O0O

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger
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Anhang

Obst und Gemiise’  Gemiisezubereitung

490710001090

Ketchup (1 Esslo<el, gestrichen)

Kartodeln & Getreideprodukte

Karto<eln, Karto<elbrei,
Karto<elkloRe (1 Portion)

O0000O

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Bratkarto<eln (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Reis, Nudeln (1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Ei, gekocht oder gebraten
(1 ganzes)

OO00O00O0O |OO0OO0O0O0O |OOOO0O |OOO0O0OO0O0

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger
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Anhang

Fleisch & Fisch’ Wurst
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Fleisch & Fisch
Wurst

Leberwurst, Leberpastete
(1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Salami, Teewurst (1 Portion)

®

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Jagd-, Fleisch-, Schinkenwurst,
Bierschinken (1 Portion)

®

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Rot-, Blutwurst (1 Portion)

®

OOO0O0O00O0O |[OOOOOOO IOOOOOOO |OOOO0OO
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Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger
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Anhang

Fleisch & Fisch’ Fleischwaren 490710001090
Fleischwaren
Schinken, Kassler, O Nie
Bratenaufschnitt (1 Scheibe) O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5-6 mal pro Woche
O 1 mal pro Tag oder haufiger
Bratwurst (1 ganze) O Nie
I\ O 1 mal pro Monat oder seltener
' O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3 mal pro Woche oder haufiger
Boulette, Hamburger, Hackbraten O Nie
(ein(e) ganze(r) bzw. eine Scheibe) O 1 mal pro Monat oder seltener
|
‘ \ O 2-3 mal pro Monat
‘ O 1-2 mal pro Woche
O 3 mal pro Woche oder haufiger
Bock-, Knackwurst, Frankfurter O Nie
1 ganze
(1 ganze) (") 1 mal pro Monat oder seltener
r"'.l () 2-3mal pro Monat
i () 1-2 mal pro Woche
O 3 mal pro Woche oder haufiger
Fleisch & Fisch
Leber (1 Portion) O Nie
f\ O 1 mal pro Monat oder seltener
:' O 2-3 mal pro Monat
O 1 mal pro Woche oder haufiger
!E|EE|
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Anhang

Fleisch & Fisch’ Fleisch & Fisch

490710001090

Schweinefleisch (1 Portion)

&

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Rindfleisch (1 Portion)

E)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Geflugelfleisch (1 Portion)

©

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Hering, T hunfisch, Matjeshering,

Makrele, Lachs (1 Portion)

&

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

sonstiger Fisch (z. B. Forelle,

Fischfilet, -stabchen) (1 Portion)

Fleisch Herkunft

O0000O | OOOO0O [OOO0OO0O | OOO0O0O | OOO0OO

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Wenn Sie folgende Produkte verzehrten, von welchem Tier waren diese? (M ehrere Antworten moglich)

Boulette, Hamburger, Hackbraten

() schwein () Rind () Geflugel () WeiR nicht/ verschieden

Bratwurst () schwein () Rind () Geflugel (") WeiR nicht/ verschieden
!EEE
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Anhang

Fleisch & Fisch®  Fleisch Herkunft 490710001090
Bockwurst, Knackwurst, () schwein () Rind () Geflugel () WeiR nicht/ verschieden
Frankfurter
Leber () schwein () Rind () Geflugel () Weib nicht/ verschieden

Auflaufe & Pizza

herzhafte Auflaufe (1 Portion)

@

klare Bruhe (z. B. Gemuse-,
Nudel-, Fleischbruhe)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

(1 Suppentasse) (O

Tofu (Sojaprotein, Fleischersatz)
(1 Portion)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Uberbackenes Baguette, Pizza
(1 Pizza bzw. 2 Baguette)

)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Fertigsalate ( z. B. Fleischsalat,
Eiersalat) (1 Esslo<el, gehauft)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

O0000O | OOO0O0O | OOO0O0O | OOOOO |OO0O0O

3 mal pro Woche oder haufiger

= Seite 19

68



Anhang

Auflaufe & Pizza 490710001090

Eierpfannkuchen, Crepes
(2 stick)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3 mal pro Woche oder haufiger

Speiseeis, Pudding, Fruchtequark
(1 Dessertschale)

&

O

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

O00000O | OOO0O0O

5 mal pro Woche oder haufiger

Kuchen & Siisswaren
Kuchen

Obstkuchen (1 Stick)

<

—

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Hefegeback, -kuchen (z. B.
Streuselschnecke, Bienenstich)
(1 stiick)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

5 mal pro Woche oder haufiger

Sahne-, Creme-, Obsttorte,
Kasekuchen (1 Stiick)

Nie

1 mal pro Monat oder seltener
2-3 mal pro Monat

1-2 mal pro Woche

3-4 mal pro Woche

OOO0O00O0O |OOO0OOO |OOOOOO

5 mal pro Woche oder haufiger
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Anhang

Kuchen & Stisswaren ' Kuchen 490710001090
Diabetikerkuchen, -geback O Nie
(1 Sttick bzw. 3 Kekse) O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5 mal pro Woche oder haufiger
Sand-, Ruhr-, Napfkuchen () Nie
(1 Stick) O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5 mal pro Woche oder haufiger
Schlagsahne (1 Esslo<el, gehauft) O Nie
(1 Essloeel, gehaft) O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
Q___. O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5 mal pro Woche oder haufiger
Kekse & Schokolade
Kekse, Platzchen (3 Stiick) O Nie
O 1 mal pro Monat oder seltener
O 2-3 mal pro Monat
O 1-2 mal pro Woche
O 3-4 mal pro Woche
O 5 mal pro Woche oder haufiger
ORI
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Anhang

Kuchen & Susswaren’

Kekse & Schokolade

490710001090

Schokolade, Pralinen (50g)

Getranke
Wasser & Limonade

Mineral-, Leitungswasser (200 ml)

O0000O0OO0

Nie

1 mal pro Monat oder seltener

2-3 mal pro Monat
1-2 mal pro Woche
3-4 mal pro Woche
5-6 mal pro Woche

1 mal pro Tag oder haufiger

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

OO00O0O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Limonade, Cola (200 ml)

L]

Safte

Orangensaft (200 ml)

O00O0O0O OOO0OOO

OO00000O

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

O000O

OO000O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Seite 22
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Anhang

Getranke’ Safte

490710001090

Apfelsaft (200 ml)

—

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

00000

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Schwarzer Johannisbeersaft
(200 ml)

T —

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

O0000O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Trauben-, Kirsch-, Ananassaft

(200 mi)

T —

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

O00O00O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Multivitaminsaft (200 ml)

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

OO00O00O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Mbhrensaft oder anderer
Gemusesaft (200 ml)

—

O000O00O OOO0OOOO |[OOOOOO |OOOOOO [OOOO0OO

Nie

1 mal pro Monat oder
seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche
4-6 mal pro Woche
1-2 mal pro Tag

O00O00O

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger
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Getranke’ Kadee & Tee
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Kadee & Tee

Kadee, mit Ko<ein (150 ml)

Nie

1 mal pro Monat oder

seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche

4-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Kadee, ohne Ko<ein (150 ml)

Nie

1 mal pro Monat oder

seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche

4-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Tee, schwarz oder grun (150 ml)

Nie

1 mal pro Monat oder

seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche

4-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Fruchte-, Krautertee (150 ml)

Nie

1 mal pro Monat oder

seltener

2-3 mal pro Monat

1-3 mal pro Woche

4-6 mal pro Woche

1-2 mal pro Tag

3-4 mal pro Tag

5-6 mal pro Tag

7-8 mal pro Tag

9-10 mal pro Tag

11 mal pro Tag o. haufiger

Wie tranken Sie gewohnlich lhren Kadee oder Tee? (mehrere Antworten moglich)

Kadee Trinke ich nicht Schwarz Mit Milch
Mit ) o
o
Kondensmilch Mit Zucker Mit SuRsto:
Tee, schwarz, grin Trinke ich nicht Pur Mit Milch
Mit Honig Mit Zucker Mit SuRsto<
EEE
[of
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Getranke — Kaffee & Tee

490710001090

Frichte-, Krautertee

Alkoholische Getranke

Trinke ich nicht Pur Mit Honig
Mit Zucker Mit SiiBstoff

Wie oft tranken Sie in den letzten 12 Monaten die folgenden alkoholischen Getrinke? Geben Sie auch

lhre iibliche Menge (Portion) an!

Bitte beachten Sie dabei den Genuss alkoholischer Getrinke an

besonderen Tagen (Fest- und Feiertagen).

Bier Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Flasche mit 0,5 1)
Alkoholfreies Bier Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Flasche mit 0,5 1)
WeiBwein Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,25 1)
Rotwein Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,25 1)
Obstwein Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,25 1)
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Getranke —> Alkoholische Getranke 490710001090

Sekt/Schaumwein Nie 2-3 mal pro Woche

1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche

seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,11)
Likor/Aperitif (z.B. Sherry, Nie 2-3 mal pro Woche
Portwein)
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 8 cl)
Desertwein Nie 2-3 mal pro Woche
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,11)
Spirituosen (z.B. Cognac, Wodka Nie 2-3 mal pro Woche
etc.)
1 mal pro Monat oder 4-6 mal pro Woche
seltener
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 2 cl)
Mixgetranke (z.B. Radler, Nie 2-3 mal pro Woche
Pina-Colada und weinhaltige
1 mal pro Monat oder
5 4-6 mal pro Woche
Getranke) seltener p
2-3 mal pro Monat 1 mal pro Tag
1 mal pro Woche 2 mal pro Tag o. haufiger
Portion: (Glas, 0,21)
Fette
Fettgehalt

Wenn Sie folgende Lebensmittel verzehrten, welchen Fettgehalt hatten diese im Allgemeinen?

Milch Entrahmt (0,3% Fett) Fettarm (1,5% Fett)
Vollfett (3,5% Fett) WeiB nicht/verschieden
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Fette — Fettgehalt

490710001090

Jogurt Entrahmt (0,3% Fett) Fettarm (1,5% Fett)
Vollfett (3,5% Fett) WeiB nicht/verschieden
Weichkase Normal Fettarm WeiB nicht/verschieden
Schnittkase Normal Fettarm WeiB nicht/verschieden
Fleisch Normal Fettarm WeiB nicht/verschieden
Wurst Normal Fettarm WeiB nicht/verschieden
Fette & Ole

Wenn Sie Fleisch oder Fisch aBen, wie oft waren diese mit folgenden Fetten oder Olen zubereitet?

Butter Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Margarine Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
pflanzliches Kochfett (z.B. Biskin, Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Palmin)

tierisches Kochfett (z. B. Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Schmalz, Speck)

Olivenaol Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Sonnenblumen-, Keimdl oder Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden

anderes Ol

Wenn Sie Gemiise aBen, wie oft war es mit folgenden Fetten oder Olen zubereitet bzw. wie oft wurden

diese Fette oder Ole zugegeben?

Butter Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Margarine Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
pflanzliches Kochfett (z. B. Biskin, Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Palmin)
tierisches Kochfett (z. B. Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Schmalz, Speck)
Olivenol Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
maE
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Fette — Fette & Ole

490710001090

Leinal Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Sonnenblumen-, Distel-, Keimdl Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
oder anderes Ol

Saucen

Wenn Sie folgende Lebensmittel verzehrten, wie oft war Sauce dabei?
Sauce zu Fleisch oder Fisch Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Sauce zu Gemiise Nie Selten Haufig Immer Wei nicht/verschieden
Sauce zu Salat und Rohkost Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden

Salat-Zutaten

Wenn Sie Salat aBen, wie oft verwendeten Sie folgende Zutaten?
Olivendl Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Leinol Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Sonnenblumen-, Distel-, Keimdl Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
oder anderes Ol
Mayonnaise Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Créme fraiche, Sahne Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
Jogurt Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden
frische Krauter Nie Selten Haufig Immer WeiB nicht/verschieden

Portionsangaben

Bitte denken Sie an eine gewohnliche Woche im Winterhalbjahr (Oktober - Marz) oder Sommerhalb-
jahr (April - September). Wieviele Portionen der folgenden Lebensmittel verzehrten Sie pro Woche?
(Weniger als eine Portion pro Woche = 0) Beispiel : Sie aBen 3 Portionen Obst am Tag. Umgerechnet
auf eine Woche aBen Sie 3 x 7 = 21 Portionen Obst.

gekochtes Gemiise

im Friihjahr & Sommer

im Herbst & Winter

Portionen pro Woche

Portionen pro Woche

Salat und Rohkost

im Friihjahr & Sommer

im Herbst & Winter

Portionen pro Woche

Portionen pro Woche
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Portionsangaben 490710001090
Obst im Friihjahr & Sommer Portionen pro Woche
im Herbst & Winter Portionen pro Woche

Bitte denken Sie an eine gewdhnliche Woche in den letzten 12 Monaten. Wieviele Portionen folgender
Lebensmittel verzehrten Sie durchschnittlich pro Woche? (Weniger als eine Portion pro Woche = 0)
Beispiel : Sie aBen alle 2-3 Tage eine Portion Kiase. Umgerechnet auf eine Woche waren das 7 / 2,5 =
ca. 3 Portionen Kase.

Kase Portionen pro Woche

Aufschnitt (Wurst,

Portionen pro Woche
Bratenaufschnitt)

Fleisch (einschl. Bratwurst,

Portionen pro Woche
Boulette, Hamburger)

SiiBigkeiten (Schokolade, Bonbons

Portionen pro Woche
etc.)

Kuchen, Geback Portionen pro Woche

Warme Mahlzeiten Warme Mahizeiten pro Woche

Korperliche Aktivitat

Stellen Sie sich eine fiir Sie typische Woche vor und geben Sie an, wieviel Stunden pro Woche Sie
die nachfolgenden Aktivititen in den letzten 12 Monaten ausgeiibt haben. Sommer, von April bis
September, und Winter, von Oktober bis Marz, werden dabei getrennt betrachtet. Wieviele Stunden
in der Woche verbringen Sie durchschnittlich mit folgenden Tatigkeiten ?

Zu FuB gehen, spazierengehen, im Sommer Stunden/Woche
Weg zur Arbeit, Einkaufen gehen ) )
im Winter Stunden/Woche
Radfahren im Sommer Stunden/Woche
im Winter Stunden/Woche
Sport, ausser Radfahren im Sommer Stunden/Woche
im Winter Stunden/Woche
Gartenarbeit im Sommer Stunden/Woche
im Winter Stunden/Woche

Wieviele Stunden in der Woche verbringen Sie durchschnittlich mit folgenden Tatigkeiten ?

handwerkliche Arbeiten am Haus Stunden/Woche
oder in der Wohnung
(Reparaturen)

CEID)]
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