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1 Einleitung

In den letzten Jahrzenten ist die Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas
kontinuierlich gestiegen, einhergehend mit dem Anstieg von chronischen
Erkrankungen. Adipositas betrifft lang nicht mehr nur wohlhabenden
Gesellschaften, sondern auch zunehmend Schwellen -und Entwicklungslander.
Die Zahl der Adiposen hat sich in den letzten 20-25 Jahren in Europa
verdreifacht. Ubergewicht und Adipositas bringen viele gesundheitliche Risiken
mit sich, und verursachen dadurch hohe Kosten im Gesundheitswesen [WHO,
2006].

Eine Gewichtsreduktion steht daher im Fokus vieler nationaler und
internationaler Programme, und bringt eine Verbesserung der Lebensqualitat
mit sich. Das Risiko an assoziierten Begleit- und Folgeerkrankungen zu
erkranken sinkt [WHO, 2006].

Ein weiterer interessanter, noch nicht ausreichend erforschter Aspekt, stellt der
Zusammenhang von Bilirubin mit einer Gewichtsreduktion dar. Bisher konnte
eine lineare Steigerung des Bilirubin Spiegels mit sinkendem Gewicht gefunden
werden, der Mechanismus dahinter ist jedoch noch nicht aufgeklart.

Man weild bereits, dass Bilirubin negativ mit LDL-Cholesterin (LDL-C) und den
Triglyceriden korreliert sowie positiv mit HDL-Cholesterin (HDL-C). Es spielt
somit eine wichtige Rolle fir die Risikoreduktion von Kkardiovaskulare
Erkrankungen [BERGMANN et al., 2015].

Im Allgemeinen gehort Bilirubin zu den Galllenfarbstoffe, diese wurden in
unseren Breiten lange Zeit als toxische Abbauprodukte des menschlichen
Organismus gesehen, und waren eher im Kontext mit der Behandlung
angeborener Stoffwechselerkrankungen wie beispielsweise dem Gilbert's
Syndrom und damit verbundenen Hyperbilirubindmien von Interesse [BULMER
et al., 2008].



Gegensatzlich zu friheren gesundheitsschadlichen Ansétzen spricht man heute
von einer Anderung des Images von Bilirubin und sagt dem Tetrapyrrol
gesundheitsfordernde Wirkungen bei Erwachsenen nach [WAGNER et al.,
2015]. Man weifl3, dass Bilirubin va. einen antioxidativen [BULMER et al., 2008],
antimutagenen [ARIMOTO et al, 1995 und BULMER et al., 2008],
antiapoptotischen [DUDNIK et al., 2001] und antiviralen [MCPHEE et al., 1996]
Effekt hat. Die grundlegenden Mechanismen dahinter sind noch nicht genau

erforscht und gelten als Gegenstand aktueller Arbeiten.

Diese vorliegende Arbeit entstand im Zuge eines einjahrigen multidisziplinéren
Interventionsprogrammes der Oberd6sterreichischen Lehrer- Kranken- und
Unfallfirsorge (LKUF). Ein Themenbereich der Studie und gleichzeitig Thema
dieser Masterarbeit war die Veranderung des Bilirubins im Blut im Rahmen
eines einjdhrigen  Lebensstilinterventions —  Programmes, bei 34
Teilnehmerinnen und Teilnehmern. In anderen Arbeiten wurden bereits
Auswirkungen auf Koérpergewicht, BMI, anthropometrische Indizes,
Korperzusammensetzung und Stoffwechselparameter eruiert. All diese Daten
standen fur diese Arbeit zur Verfugung und erlaubten mdgliche

Zusammenhange zwischen Bilirubin und anderen Parameter zu erkennen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher zu erforschen, ob es signifikante
Veranderungen der Bilirubinplasmakonzentration oder Spiegel wahrend bzw.
nach einer Gewichtsabnahme gibt und ob es signifikante Zusammenhé&nge von
Bilirubinkonzentrationen mit anderen Stoffwechselparametern gibt.



2 Literaturiibersicht

2.1 Stoffwechsel des Bilirubins

2.1.1 Struktur

Bilirubin zahlt zu den Gallenpigmenten, welche durch eine Porphyrinstruktur mit
4 offenen Pyrrolringen gekennzeichnet sind [HEIRWEGH et al.,1989] die durch
Methanbriicken zusammenhéngen [WANG et al., 2006].

Abbildung 1: Strukturformel von Bilirubin [FEVERY, 2008]

2.1.2 Bildung
Bilirubin 1Xa entsteht durch die Offnung des Ham-Rings an der alpha

Methenbriicke. Diese wird durch die mikrosomale Hamoxygenase katalysiert.
Es gibt zwei Isoformen der Hamoxygenase: HMOX1 und HMOX2, welche im
endoplasmatischen Retikulum, in den Mitochondrien, in den Plasmamembranen
und im Zellkern aktiviert werden [BULMER et al., 2013].

COOH COOH

Abbildung 2: Struktur eines Ham Molekils [STOCKER, 2004]
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Durch den Abbau von Hamoglobin wird je ein Molekul Eisen, Kohlenstoff und
Biliverdin freigesetzt [FEVERY, 2008].

Im Anschluss wird Biliverdin unter Verbrauch von NADPH durch die
Biliverdinreduktase zu Bilirubin reduziert [KAPITULNIK, 2004]. Dabei wird die
Methingruppe zu einer Methylengruppe, was am Kohlenstoffatom 10 ersichtlich
ist. Biliverdin besitzt dort im Vergleich zu Bilirubin eine zusatzliche
Doppelbindung [LOFFLER und PETRIDES, 2007].

Das UCB IXa 4Z, 15Z Molekul ist das natirliche Bilirubin beim Menschen
[VITEK und OSTROW, 2009], Bilirubin hat jedoch 2 weitere Isomere — llla und
Xllla, diese konnen jedoch im Menschen nicht nachgewiesen werden
[HEIRWEGH et al.,1989].

2.1.3 Bilirubin im Plasma und die antioxidative Wirkung

Im menschlichen Plasma liegen zwei ,Arten“ von Bilirubin vor. Hauptsachlich ist
es unkonjugiert, wobei es nicht an die Glucuronsaure, sondern an Albumin
gebunden ist [HEIRWEGH et al.,1989]. Albumin-gebundenes BR dient
grundsatzlich als Schutz vor Oxidation fur alle Albumin-Liganden. Hierzu z&hlen

va. die an Albumin-gebundenen Fettsauren [HUNT et al., 2001].

Zusatzlich gibt es noch eine freie unkonjugierte Form. In dieser ist Bilirubin fahig
Superoxyl- und Peroxylanionen zu binden und freie O2- Radikale abzufangen
[STOCKER und AMES, 1987].

Die direkte oder konjugierte Form stellt das glucuronidierte Bilirubin dar
[LOFFLER et al., 2007]. In der konjugierten Form ist Bilirubin wasserloslich und
zirkuliert frei im Blut. Es schitzt Lipide vor der Oxidation [STOCKER et al.,
1990].

Das unkonjugierte Bilirubin macht ca. 80-90% und das konjugierte etwa 10-20%
des Gesamtbilirubins aus [LOFFLER et al., 2007].



2.1.4 Transport
Bilirubin wird im Korper an Albumin gebunden zur Leber transportiert da es

wasserunléslich ist [HEIRWEGH et al.,1989]. Dadurch werden seine toxischen
Effekte neutralisiert WANG et al., 2006].

Im Endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten wird unkonjugiertes Bilirubin
konjugiert. Eine oder beide -COOH-Gruppen werden durch die
Uridindiphosphoglucuronat-Glucuronosyltransferase mit Glucuronsaure
verestert. Es entstehen Mono- bzw. Dikonjugate je nachdem ob eine oder beide
der Carboxethylseitenketten verestert werden. In der Regel liegen bei
Erwachsenen tber 80% der Konjugate in Form von Diglucuroniden vor. Und nur
bei erhohten Konzentrationen (>17,1 pmol/l) von UCB vermehrt
Monoglucuronide [VITEK und OSTROW, 2009].

Abbildung 3: Angriffsstellen fur die Bilirubin-Glucuronierung [RYTHER & TYRELL, 2000]

2.1.5 Ausscheidung von Bilirubin

Die gebildeten wasserloslichen Bilirubinmono- bzw. diglukuronide kdnnen Uber
die Galle ausgeschieden werden. Im Darm wird Bilirubin durch die @3-
Glukuronidasen und anaerobe Bakterien weiter zu Urobilinogen und
Sterkobilinogen abgebaut. Die beiden Verbindungen werden mittels
Dehydrierung in Urobilin in der Niere und Sterkobilin im Dickdarm metabolisiert
und dann gréRtenteils mit dem Stuhl ausgeschieden. Dies ist auch der Grund
fur die gelb-braune Farbung des Fazes.



Die im Darm aus Bilirubin entstehenden Verbindungen werden bis zu 20%
reabsorbiert. Sie gelangen Uber den enterohepatischen Kreislauf zurtick zur
Leber und werden erneut Uber die Galle in den Darm abgegeben. Ein sehr
kleiner Teil gelangt davon tber das Blut zu den Nieren, wo es dann als Urobilin
oder Urobilinogen bei starkem Ham Abbau unter pathologischen Bedingungen
mit dem Harn ausgeschieden wird [KOOLMAN und ROHM, 2002].

@
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Reduktion
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) «
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Stercobilin

Abbildung 4: Metabolismus der Gallenpigmente [modifiziert nach WAGNER et al., 2015]

Durch die Veranderung des konjugierten Doppelbindungssystems im Molekdl
ergeben sich unterschiedliche Farbungen. Zuerst blaurot (Ham) dann grin
(Biliverdin) und schlie3lich gelb (Bilirubin). Diese Abbauschritte finden in Zellen
von Milz, Leber und Knochenmark statt [KOOLMAN und ROHM, 2002].

2.1.6 Té&gliche Bildung und Plasmaspieqel

Taglich werden im menschlichen Korper etwa 4mg/kg Korpergewicht an UCB
produziert. Aus 1g Hamoglobin entstehen etwa 35mg Bilirubin, durch den
taglichen Hamoglobinabbau entstehen ungefahr 220mg Bilirubin [WANG ET
AL., 2005], das entspricht ca. 75-80% der taglich gebildeten Menge an Bilirubin
[VITEK und OSTROW, 2009].



Der Rest stammt von anderen Hamproteinen wie Myoglobin oder Cytochromen,
sowie auch von Nebenprodukten der Hambiosynthese. Die Gesamtproduktion
von Gallenfarbstoffen beim Menschen betragt insgesamt etwa 300mg
[KOOLMAN und ROHM, 2002].

Durch diese Produktion liegt der Plasmaspiegel des an Albumin gebundenen
Bilirubins zwischen 1,7 und 17,1 ymol/l (0,1-1,0 mg/dl).

Der Spiegel richtet sich nach der Hamoglobinmenge [LOFFLER und
PETRIDES, 2007], weshalb es fiur Kinder und Erwachsene und auch fur weil3e
und farbige Bevolkerungsgruppen unterschiedliche Plasmaspiegel geben kann.
Frauen weisen in der Regel einen hoheren Plasmaspiegel auf als Manner und
jungere Menschen einen niedrigeren als altere [MADHAVAN et al, 1997; YAO
et al, 2000].

Eine erhthte Konzentration von gebundenem und freiem Bilirubin kann auch
durch krankheitsbedingte Zustande im Korper entstehen. Die Konjugation von
Bilirubin sowie dessen Ausscheidung kann z.B. durch Hepatitis beeintrachtigt
sein [BULMER et al., 2013].

2.1.7 Loslichkeit

Bilirubin ist eine apolare und lipophile Substanz, und ist kaum in apolaren
Losungsmitteln (wie zB. n-Hexane, Methanol) I6sbar [BLANCKAERT, 1981].
Die Unlo6slichkeit entsteht durch die intramolekuklaren
Wasserstoffbriickenbindungen (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Struktur des Bilirubins 1Xa - (I) planare Anordnung und (ll) Bildung interner Wasser-
stoffbindungen [modifiziert nach VITEK und OSTROW, 2009]



Diese werden durch die zwei polaren Carboxylgruppen in den Propionat
Seitenketten, den NH-Gruppen und dem in Lactamkonfiguration vorliegenden
Sauerstoff der Pyrrolringe gebildet [LOFFLER und PETRIDES, 2007].

Da sich die inneren Ringe B und C frei bewegen kdnnen ist es moglich, dass
ihre COOH-Gruppen Wasserstoffbindungen mit den polaren Ringgruppen >NH
und —CO-NH- der anderen Ringhalfte eingehen. Die lonisierung der zwei -
COOH-Gruppen wird durch Wasserstoffbindungen verhindert und dadurch auch
die Fahigkeit, dass diese mit Wasser in Wechselwirkung treten. Bilirubin ist
auch aus diesem Grund schlecht wasserldslich [VITEK und OSTROW, 2009].

Die Loslichkeit steigt sowohl mit der Polaritat des Losungsmittels, als auch mit
dem pH-Wert. Es |6st sich daher am Besten in Dimethylsulfoxide (DMSO). In
KaorperfluRigkeiten ist unkonjugiertes Bilirubin an Proteine gebunden, in Plasma
an Albumin und im Cytoplasma an Ligandin [BLANCKAERT, 1981; BULMER et
al.,2008b].



2.2 Hyperbilirubinamien

Eine hohe Bilirubin Konzentration im Blut kann aufgrund der hohen Toxizitat
viele negative Auswirkungen haben. Leicht erhohte Konzentrationen von
Bilirubin im Serum konnen auch harmlos verlaufen und bedirfen keiner

weiteren, medizinischen Behandlung.

Konzentrationen Uber 1,8mg/dl (30umol/L) kénnen unter Umstdnden zu
gesundheitlichen Risiken, vorrangig zu neurologischen Schaden im Gehirn
fuhren. Diese erhdhten BR Spiegel aulRern sich als Gelbfarbung der Haut und
der Skleren, was als Gelbsucht oder Ikterus bezeichnet wird [SILBERNAGL und
DESPOPOULOS, 2003].

Es wird zwischen pra-, intra- und posthepatischen lkterus unterschieden.
Zu den erworbene Hyperbilirubinamien zahlen:

e Hamolytischer (prahepatischer) Ikterus

Hepatozellularer (intrahepatischer) lkterus

Physiologischer und Pathologischer Neugeborenenikterus

Verschlussikterus (posthepatischer Ikterus)

Zu den angeborene Hyperbilirubindmien z&hlen:
e Dubin-Johnson-Syndrome

¢ Rotor-Syndrome
e Crigler-Najjar-Syndrome
e Hyperbilirubindmien aufgrund einer Mutation des UGT1 — Genlocus

Die einzige UGT-Isoform, die fur die Glucuronidierung von Bilirubin
verantwortlich ist, ist UGT1ALl. Eine verminderte Aktivitat dieses Enzyms flhrt
zu unterschiedlichen Schweregraden der unkonjugierten Hyperbilirubindmie
[WANG et al, 2006].



Es wird zwischen dem Gilbert-Syndrom und dem Crigler-Najjar-Syndrom
unterschieden welche beide autosomal-rezessiv vererbt werden, dabei kommt
es zu einem Gendefekt des UGT1A1-Gens. Die Folge ist eine verminderte oder
ganzlich fehlende UGT1A1-Aktivitat [CHOWDHURY et al., 2009].

e Gilbert’s Syndrome
Dies ist die haufigste Form der unkonjugierten Hyperbilirubinamie. Der Bilirubin
Spiegel im Blut liegt leicht erhdht bei 17.1 - 51.3pmol/L, was von einer leichten
Gelbsucht begleitet sein kann. Der Wert kann stark durch Stress wie Fasten,
korperliche Betatigung, Krankheit oder Menstruation ansteigen. Die stark
ausgepragte Erhéhung (bis zu 100%) kann als Diagnosekriterium dienen, da sie
typisch fur diese Hyperbilirubindmie ist. Das Gilbert’s Syndrome tritt bei 3-10%
der Bevdlkerung auf, Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Personen die
das Gilbert’'s Syndrome aufweisen, haben im Durchschnitt eine um 70%
niedrigere Enzymaktivitdt der UGT1Al. Der genetische Mechanismus und die
genaue Ursache sind noch nicht zur Ganze geklart. Bei betroffenen Personen
wurden haufig homozygote Auspragungen der zuséatzlichen Basen (TA) in der
Promotorregion (Polymorphismus) des UGT1A1-Gens beobachtet. Dies fiihrte
zu einer verminderten Expression des Gens [STRASSBURG, 2010; KRAEMER
und SCHEURLEN, 2002].

Als weitere Diagnosekriterien gelten erhohte Plasmakonzentrationen des
unkonjugierten Bilirubins ohne Hamolyse und veranderten Leberenzymen
[KAMISKAO, 2004].
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2.3 Effekte von Bilirubin

Wagner et al. beschreiben die Effekte von Bilirubin in der biologischen
Vielfaltigkeit des Tetrapyrrols, weshalb Bilirubin zu einem aufkommenden
Biomarker in Zusammenhang mit Krankheitsresistenzen zahlt [WAGNER et al.,
2015].

2.3.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress entsteht durch eine Ungleichheit zwischen Pro- und

Antioxidantien, das heil3t, wenn zu viele freie Radikale gebildet werden und fur
deren Abbau nicht gentigend Antioxidantien zur Verfigung sind. Prooxidantien
(z.B. Licht, Strahlung, metallische lonen) férdern die Entstehung freier
Sauerstoffradikale oder hemmen das antioxidative System. Freie
Sauerstoffradikale sind sehr reaktiv, da sie groRen Schaden anrichten kénnen,
indem sie unkontrolliert chemische Reaktionen eingehen. Zu den bekanntesten
Radikale zéhlen das Superoxid Anion (O2:--), das Hydroxylradikal (OH--) und
das Hydrogenperoxid (H202:) [BERGAMINI et al., 2004]. Sie verursachen
aufgrund ihrer Instabilitdt eine nicht enzymatische Oxidation von anderen
Biomolekulen wie zB. Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und Nukleinsauren
[CANNIZZO et al.,2011]. Dies fuhrt zu oxidativen Stress und kann verschiedene
Krankheiten — wie zB. Parkinson, Alzheimer, Diabetes und Krebs induzieren
[HALLIWELL und GUTTERRIDGE, 1999].
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2.3.2 Bilirubin — antioxidative Wirkung
Der Abbau von H&m sowie die daraus resultierende Bilirubinsynthese stellen

wichtige Elemente in Bezug auf die anti-oxidativen Abwehrfunktionen der Zellen
dar, wie in der Abbildung 6 dargestellt ist BERGMAN et al., 2015].
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Abbildung 6: Anti-oxidative Eigenschaften von UCB, modifiziert nach Bergmann et al., 2015

Die antioxidative Wirkung von Bilirubin resultiert demnach aus der chemischen
Struktur. Sowohl das freie, als auch das Albumin-gebundene und das
konjugierte Bilirubin besitzen ein konjugiertes Doppelbindungssystem und 2
reaktive Wasserstoffatome. Speziell diese reaktiven Wasserstoffatome
,machen“ das Bilirubin zum Antioxidans, da ein freies H-Atom Radikale binden
kann [STOCKER et al., 2004].

1953 publizierte Bernhard et al. das erste Mal die antioxidative Aktivitat von
Gallenpigmenten. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Oxidation
von Vitamin A durch die Anwesenheit von unkonjugiertem Bilirubin bzw.
Biliverdin reduziert werden kann [BERNHARD et al., 1953].
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Die Gruppe rund um Stocker konnte schon sehr frih zeigen, dass Bilirubin die
Oxidation von Phosphatidylcholin in Liposomen effizienter hemmt als

aguimolare Konzentrationen an Vitamin E [STOCKER et al., 1987].

In einer Studie von Vitek et al. wurde gezeigt, dass Personen mit Gilbert-
Syndrom hohere Werte bei der totalen antioxidativen Kapazitat sowie bei HDL-
C gegeniber der Kontrollgruppe aufweisen. Dadurch konnte auch eine
niedrigere Pravalenz fur koronare Herzerkrankungen bei Betroffenen
beobachtet werden [VITEK et al.,2002].

Vitek und Schwertner konnten weiter in einer Auswertung der NHANES Studie
zeigen, dass die Pravalenz fir periphere Gefal3erkrankungen bei moderat
erhohtem Bilirubin erniedrigt ist, und Bilirubin bei der Préavention von
Arteriosklerose eine Rolle spielt [VITEK und SCHWERTNER.,2008].

Bergmann et al. untersuchten ob es einen Zusammenhang von Bilirubin und
Risiken an CVD zu erkranken bei Gesunden besteht. Die Probanden waren
Nichtraucher und nicht Ubergewichtig. Sie wurden in 2 Gruppen eingeteilt —
spezifiziert mit einem niedrigen Risiko an CVD zu erkranken
(Bilirubinkonzentration = 13,7umol/l) und erhéhtem Risiko (BR <13,7umol/l).
Bilirubin korrelierte negativ mit non-HDL-C, LDL-C, TC und TC:HDL. Eine
schwache positive Korrelation konnte zwischen Bilirubin und HDL-C gezeigt
werden. Die Autoren vermuten dahinter eine wichtige Rolle in der Verminderung
der Risiken fur CVD [BERGMANN et al., 2015].

Tapan et al. untersuchten, ob es unterschiedliche Konzentrationen bei
Personen mit und ohne GS beziglich oxidiertem LDL, small dense LDL (sd-
LDL-C) und hs-CRP gibt. Es waren dabei alle niederiger bei Personen mit GS
verglichen mit Personen ohne GS (p<0,001, p<0,001, p<0,001).
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UCB korreliert negativ mit sd-LDL-C, ox. LDL und hs-CRP (r=-0,594, p<0,001,;
r=-0,249, p<0,001; r=0,307, p<0,003) [TAPAN et al., 2011].

Die antioxidative Wirkung von Gallenpigmenten insbesondere auch Bilirubin

wurde bisher in vielen Studien bestéatigt und nachgewiesen.

2.3.3 Anti-inflammatorische Wirkung

Besonders die an Albumin gebundenen Form zeigt eine anti-inflammatorische
Wirkung im Gewebe. Es kommt zur Hemmung entzindungsbedingter
Schadigungen durch die komplement-hemmende Aktivitat [VITEK et al, 2002].

Viele Studien zeigten, dass der Serumbilirubinspiegel negativ mit der
Entwicklung einer Atherosklerose assoziiert ist. Personen mit einer koronaren
und peripheren atherosklerotischen Erkrankung weisen einen signifikant
niedrigeren Plasmabilirubinspiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe auf [YANG
et al., 2009; OLLINGER et al., 2007].

Vitek et al. konnten ebenfalls die anti-inflammatorische Eigenschaften von
Bilirubin zeigen, da Bilirubin entziindungsférdernde Prozesse auf mehreren
Ebnen ihrer Entstehung beeinflusst. Dies fihrt zu einem verringerten Auftreten
und zum Schutz vor Arteriosklerose [VITEK et al., 2010].

Temme et al. beschrieben 2001 Ergebnisse ihrer 10jahrigen Studie, in der der
Zusammenhang des Serumbilirubins mit Gesamtmortalitéat, sowie Krebs und die
Mortalitat durch kardiovaskuléare Ereignisse untersucht wurden. Manner wiesen
dabei mit einem erhdhten Plasmabilirubin (= 0,6 mg/dL; 10,3 pmol/L) ein
geringeres Risiko fur Gesamt- als auch Krebsmortalitdt (RR=0,73 und RR=0,43)
im Vergleich zur Gruppe mit niedrigem Plasmabilirubin (<0,2 mg/dL; 3,4 uymol/L)
auf. Mit ansteigender Bilirubinkonzentrationen im Blut fiel das Risiko linear fr
die Krebsmortalitat [TEMME et al., 2001].
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Der inverse Zusammenhang zwischen der Mortalitit und dem
Plasmabilirubinspiegel wurde auch in der NHANES Studie (U.S. National Health

and Nutrition Examination Survey) bestatigt.

Dabei konnte beobachtet werden, dass die Teilnehmer mit einer Konzentration
von 0,1 — 0,4 mg/dl die hochste Mortalitatsrate hatten verglichen mit
Teilnehmern mit Plasmaspiegeln von 0,5 — 0,7 mg/dl [ONG et al., 2014].

Die anti-oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften von Bilirubin bei
Personen mit und ohne metabolischem Syndrom wurde von Deetman et al.
untersucht. Das Ziel war einen Zusammenhang zwischen Serum Amyloid A
(SAA) sowie dem hoch-sensitiven C-reaktivem Peptid (hs-CRP) zu

beschreiben.

Sie fanden heraus, dass die UCB-Konzentrationen bei Personen mit
metabolischem Syndrom im Vergleich zu den Kontrollpersonen erniedrigt waren
(MetS UCB= 9 umol/L vs nonMetS UCB= 11 uymol/L; p= 0,013). Weiters wiesen
die Studienteilnehmer mit Metabolischem Syndrom erhdhte Werte von hs-CRP
(MetS 1,97 mg/mL vs nonMetS 1,03 mg/mL; p= 0,001) sowie SAA (MetS 1,76
mg/L vs nonMetS 1,25 mg/L; p= 0,002) auf. Es gab eine negative Korrelation
zwischen UCB und hs-CRP (r = -0,203, p= 0,008), unabhangig vom
Vorhandensein des metabolischen Syndroms oder Typ 2 Diabetes. Die Autoren
kamen zum Schluss, dass eine niedrige UCB-Konzentration mit dem
vermehrten Auftreten von leichtgradigen Entziindungsreaktionen einhergeht
[DEETMAN et al., 2013].

Bisht et al. beschrieben in ihrer Studie von 2014 Bilirubin als Immunmodulator,
der die Entzindungsreaktion in Anwesenheit von Entziindungsmediatoren
erhoht. Sie kamen zu dem Schluss, dass Bilirubin im Zusammenhang mit einer
erhohten Entzindungsreaktion gegentber Lipopolysaccherriden (LPS), die fur
die Produktion von entziindungsfordernde Zytokine verantwortlich sind, steht.

Bilirubin ist dabei positiv assoziiert mit dem Auftreten des IL-1 Rezeptor
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Antagonist und der Interferon y Gene Expression der Leukozyten [BISTH et al.,
2014].

Da eine telomere Fehlfunktion mit héherem CVD Risiko assoziiert ist, haben
Tosevska et al. in ihrer in vivo Fall-Kontroll Studie den Zusammenhang
zwischen Telomerlange und erhéhtem UCB untersucht

Die Telomerlange war hoher in der GS Gruppe als in der Kontrollgruppe
(p=0,033), dieser Unterschied war offensichtlicher nur in der mannlichen

Gruppe ersichtlich, und ist mit fortschreitenden Alter starker zu erkennen.

Im Tierversuch mit Ratten gab es keine geschlechterspezifischen Unterschiede

in der Telomerlange.

Serum UCB Spiegel korreliert stark mit der Eisen-reduzierenden Féahigkeit von
Plasma bei Manner und Frauen (p<0,001), aber nicht mit anderen oxidativen
Markern wie GSH/GSSG. Endzundungsmarker im Serum wie CRP und SAA
haben nur einen schwach inversen Zusammenhang mit UCB, jedoch zeigten IL-
6 und IL-1R in Monozyten eine starkere inverse Korrelation [TOSEVKA et al.,
2015].

Ein erhohtes Serum BR Level ist assoziiert mit einer Reduktion von peripheren
arteriellen Krankheiten. Vitek et al. untersuchten die Hypothese, dass BR vor
peripheren arteriellen Krankheiten schitzt. Sie fanden dabei heraus, dass eine
um 0,Img/dl Erhéhung vom BR im Plasma mit einer 6%igen
Reduktionswahrscheinlichkeit von  peripheren  arteriellen  Krankheiten
einherging. Die Tendenz war bei Mannern und Rauchern hoéher [VITEK et al.,
2003].

Molzer et al. hatten in ihrer Studie das Ziel, die Unterschiede betreffend
verbesserter Entziindungen, Koérperzusammensetzung und allgemeine
Stoffwechselgesundheit bei Personen mit GS und ohne GS aufzuzeigen. Als

Entzindungsmarker wurden Intrazellulare Interleukine (IL-6, IL-1B8, TNFa),

16



Kreislauf-C-reaktives Protein (CRP), Serum-Amyloid A (SAA) und Haptoglobin
(Hpt) analysiert.

Zur Beurteilung der intrazellularen Ham-Oxygenase 1 (HO-1) wurden isolierte

Zellen (mononukleare des peripheren Blutes) verwendet.

In der GS-Gruppe waren gegenuber der Kontrollgruppe die Entziindungsmarker
signifikant verringert, obwohl alle Probanden gesund waren und keine

vorliegende chronische Krankheiten bekannt waren.

Die Senkung des Entziindungsgrades wurde durch einen veranderten Ham-
Katabolismus unterstitzt, wobei dieser indirekt durch erhéhtes unkonjugierten
Bilirubin und Eisen, vermindertem Hamopexin und Haptoglobin und ebenfalls
von hochregulierter Biliverdin-Reduktase (BLVRA) Genexpression reflektiert
wurde.

Molzer et al. konnten somit die bereits bekannten phéanotypischen
Besonderheiten, die aus der Literatur fir GS-Individuen bekannt sind, tber die

Entziindung und die alltagliche Stoffwechselgesundheit bestatigen.

Dies konnte die Erklarung der niedrigen Préavalenz und des spaten Beginns von
chronischen, durch oxidativen Stress bedingte Krankheiten bei GS-Personen
sein [MOLZER et al., 2017].
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2.4 Ubergewicht

Die WHO definiert Adipositas folgendermal3en: ,Adipositas ist eine Erkrankung,
die durch einen erhohten Korperfettanteil bedingt ist und erhebliche
Auswirkungen auf die Gesundheit hat. Sie ist das Ergebnis einer
unerwiinschten Gewichtszunahme, die entsteht, wenn die Energieaufnahme
den Energieverbrauch Ubersteigt. Bei adiposen Personen wird mehr Fett im
Fettgewebe abgelagert, was mit einem steigenden Risiko bestimmter
Erkrankungen verbunden ist* (WHO, 2000).

Zur Bestimmung des Ubergewichts wird der Body-MaB-Index (kurz BMI)
herangezogen um das Gewicht einer Person einzuordnen. Dabei werden Grol3e
und Gewicht und deren Verhéaltnis zueinander verwendet. Das Kdrpergewicht
steht in enger Verbindung zur Fettmasse, das heil3t, verandert sich beim
Erwachsenen das Korpergewicht, so verandert sich auch die Fettmasse. Der
BMI fir Erwachsene wurde mit festen Grenzwerten zur Definition von
Ubergewicht (BMI 25 — 29,9 kg/m?) und bei Adipositas (BMI ab 30 kg/m?)
etabliert. In nachstehender Tabelle werden die Grenzwerte und deren
Einteilung abgebildet [WHO, 2000].

Klassifikation BMI

Untergewicht <18,5

Normalgewicht 18,5-249
Ubergewicht >25
Praadipositas 25-29,9
Adipositas | 30-34,9
Adipositas Il 35-39,9
Adipositas 11l =40

Tabelle 1: BMI Klassifikationstabelle [modifiziert nach WHO, 2000]
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Eine weitere Methode die Fettverteilung zu ermitteln ist die Waist-To-Hip-Ratio
(WHR). Hierbei wird der Taillenumfang mit dem Huftumfang verglichen. Diese
sollte It. WHO >0.8 bei Frauen und >0.9 bei Manner sein. Der Taillenumfang
sollte bei Frauen zwischen 80.0cm — 87.9cm und bei Manner zwischen 94.0cm
— 101.9cm liegen. Ein erhohtes Risiko fur metabolisches Syndrom und flr
kardiovaskulare Krankheiten sowie fir andere chronische Erkrankungen
besteht bei einem Waist-To-Hip-Ratio = 88cm bei Frauen und = 102cm bei
Mannern [WHO, 2000].

2.4.1 Pravalenz Ubergewicht weltweit

Weltweit gesehen hat sich die Zahl der Ubergewichten seit den 80er Jahren
verdoppelt. Im Jahr 2014 waren 39% der Erwachsenen ubergewichtig und 13%
adipdés. Auch bei den Kindern gibt es dramatische Erhéhungen des
Ubergewichts — 2014 waren 41 Millionen Kinder unter 5 Jahren iibergewichtig.
Die WHO gibt an, dass 2030 noch viel mehr Menschen mit Adipositas zu
kampfen haben werden als bisher [WHO, 2016].

2.4.2 Bedeutung von Ubergewicht in Osterreich

In den letzten Jahrzehnten ist die Anzahl der Ubergewichtigen auch in
Osterreich kontinuierlich gestiegen, es ist daher wichtig tiber die Krankheit

Adipositas zu informieren und aufzuklaren.

Laut Osterreichischem Ernahrungsbericht 2012, ist die Ernahrung bei
Erwachsenen und Kindern verbesserungswiirdig. Die Osterreicher essen zu viel
Fett, zu wenig Ballaststoffe und bewegen sich nicht ausreichend. In allen
untersuchten Altersgruppen ist der Anteil an Ubergewichtigen Personen hoch.
Etwa 40% der Erwachsenen (52% Manner und 28% Frauen) sind
Ubergewichtig, davon sind 12% adipds (15% Méanner und 10% Frauen). Weiters
zeigte sich, dass mehr als zwei Drittel der 51-64-jahrigen Manner tbergewichtig
bzw. adip6s waren, bei den Frauen waren nur rund jede zweite 51-64-jahrige
Ubergewichtig bzw. adip6s [ELMADFA et al., 2012].
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Abbildung 7: Pravalenz von Untergewicht, Normalgewicht, Ubergewicht und
Adipositas bei Erwachsenen (18-64 Jahre), getrennt nach Geschlecht
[ELMADFA et al., 2012]

Die Ergebnisse der Osterreichischen Gesundheitsbefragung 2014 zeigen

Tabelle 2: Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas getrennt nach
Geschlecht [modifiziert nach STATISTIK AUSTRIA, 2014]

folgende Daten:

Vergleicht man diese Werte sind der Anteil an Ubergewichtigen und Adipdsen
an der Gesamtbevélkerung von 49% (2006/07) auf 47% (2014) gesunken. Es
kam dabei zu einer Abnahme der Personen mit Ubergewicht um 3,3
Prozentpunkte, der Anteil der Personen mit Adipositas stieg leicht um 1,6
Prozentpunkte an [STATISTIK AUSTRIA, 2014].
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2.4.3 Gesundheitliche Konseguenzen von Ubergewicht und Adipositas

Das Risiko an oft langwieriger und chronischer Erkrankungen zu leiden ist im
Vergleich zu Normalgewichtigen erhoht, und treten haufig mit Ubergewicht und
Adipositas in Verbindung auf [WHO, 2010].

Es werden vier chronische Gesundheitsprobleme von der WHO benannt, die

ein besonderes Lebensrisiko bedeuten:
e kardiovaskulare Erkrankungen,
e Erkrankungen entstehend durch Insulinresistenz,
e verschiedene Krebsarten und

e Gallensteinprobleme [WHO, 2010]

Eine entscheidende Rolle spielt die Form der Fettverteilung, wobei zwischen
der androiden (stammbezogene Fettansammlung im Bauchbereich ,Apfeltyp®)
und der gynoiden (Fettansammlung an Gesal3, Huiften und Oberschenkel
,Birnentyp“) unterschieden wird [ELMADFA, et al. 2009].

Ein erhohtes Risiko fur Herz-Kreislauf- Erkrankungen (HKESs) besteht bei der
androiden Fettverteilungsform, die sowohl bei Frauen als auch bei Mannern
vermehrt zu koronaren Herzkrankheiten und Diabetes mellitus Typ 2 flhren
[WIRTH und HAUNER, 2008].

Zu den Risikofaktoren die HKEs auslésen zéhlen modifizierbare wie Uberhéhte
Plasmalipidwerte, Diabetes mellitus, erhdhter Blutdruck, Rauchen und
korperliche Inaktivitat, aber auch nicht modifizierbare Risiken wie Alter,
Geschlecht und die Genetik. Zu den wichtigsten Ursachen zé&hlen erhéhte
Plasmalipidwerte und der erh6hte Blutdruck [RIESEN, 2006].

21



Nachfolgend sind einige der wichtigsten Folge- und Begleiterkrankungen der
Adipositas aufgefuhrt:

Systembereiche Folge- und Begleiterkrankungen

Hypertonie,

Koronare Herzkrankheit,
Linksvertikulare Hypertrophie
Herzinsuffizienz

venose Insuffizienz, Apoplex

Diabetes mellitus Typ 2

Dyslipidamien

Hyperurikédmie

Hyperfibrinogenamie

erhohter Plasminogen-Aktivator-Inhibitor

Kardiovaskuléares
System

Metabolische und
hormonelle Funktion

Hamostase

Respiratorisches Schlafapnoe
System e  Pickwick-Syndrom

e  Choleszystolithiasis

Gastrointestinales Fettleber

System °
y e Refluxdsophagitis
Koxarthrose,
Gonathrose,
Bewegungsapparat Fersensporn

Wirbelsaulensyndrome

erhdhtes Operations- und Narkoserisiko
erhohte Verletzungsgefahr

erschwerte Untersuchungsbedingungen
verminderte Beweglichkeit und Ausdauer

Verschiedenes

Tabelle 3: Folge- und Begleiterkrankungen der Adipositas [modifiziert nach WIRTH, 2000]

Das metabolische Syndrom symbolisiert das Zusammenwirken der vier
Faktoren — der androiden Fettverteilung, dem Bluthochdruck, der

Hypertriglyzeridamie und der Glukoseintoleranz [WIRTH, 2000].

2.4.4 Therapeutische Intervention von Ubergewicht und Adipositas

Adipositas und Ubergewicht stellen eine groRe Herausforderung fiir die
Gesundheitspolitik dar [WHO, 2006], da sie die schnellsten wachsenden
Gesundheitsrisiken weltweit sind und als eines der Hauptgesundheitsprobleme
unserer Zeit gesehen werden [ELMADFA et al., 2011].

Der Adipositas liegt ein Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und
Energieverbrauch zugrunde [MUHLBACHER et al., 2011], bei der
Gewichtsabnahme ist deshalb nicht nur die Abnahme, sondern auch die
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langfristige Stabilisierung des Gewichtes wichtig. Als Erfolg ist nur eine Uber
langeren Zeitraum gehaltene Abnahme zu sehen.

Das Ziel einer Gewichtssenkung ist die Steigerung der Lebensqualitat und eine
Verbesserung von adipositasassoziierten Risikofaktoren wie z.B. Hypertonie
und Diabetes mellitus Typ Il [PUDEL, 2003].

Fir eine Gewichtsabnahme ist die Umstellung der Ernahrungsgewohnheiten
unabdingbar, dies kann durch eine Reduzierung der Energieaufnahme durch
gesuindere Lebensmittel, durch eine Erndhrungsumstellung mit kleineren
PortionsgréRen, Vermeidung von Snacking essen und geregelten Mahlzeiten
erreicht werden. Zusétzlich werden 150 Minuten/Woche moderate Bewegung
empfohlen und 30 Minuten/Woche Kraftibungen. Nur durch eine negative
Energiebilanz kann eine Gewichtsreduktion erzielt werden, und zusatzlich eine
Reduktion der Lipidparameter [YUMUK et al., 2015].

So stellt die Reduktion des LDL-Cholesterin einen wesentlichen Faktor in der
Pravention von HKEs dar [REINER et al., 2011].
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2.5 Zusammenhang Gewichtsabnahme und Bilirubin

Andersson et al. befassten sich mit dem noch sehr unbekannten
Zusammenhang zwischen Korpergewichtsverlust und Bilirubin.  Eine
Gewichtsreduktion senkt kardiovaskulare Risikofaktoren, dieselben positiven
Veranderungen kénnten auch dem Bilirubinstoffwechsel nachgewiesen werden.
Aufgrund dieser Tatsachen vermutet die Gruppe um Andersson eine Erhohung
der Bilirubinkonzentration nach einem Gewichtsverlust, und haben diese
Hypothese anhand der SCOUT Studie untersucht.

Bei der Studienpopulation handelte es sich um Personen die entweder an
Herzkreislauf Erkrankungen, arteriellen Verschlusserkrankungen, Schlaganfall,
oder Diabetes Typ Il litten. Die Probanden mussten Sibutramine (Appetitziigler)

nehmen, Sport betreiben und Diét halten.

Probanden welche Gewicht verloren haben, hatten eine signifikante Erhéhung
der Bilirubinkonzentration. Probanden die an Gewicht zunahmen, hatten eine
signifikante Senkung der Bilirubinkonzentration. Manner hatten dabei einen
signifikant besseren Anstieg der Bilirubinkonzentration als Frauen. Weiters
hatten Personen mit Diabetes einen signifikant geringeren Anstieg der
Bilirubinkonzentration als Personen ohne Diabetes.

Der Mechanismus hinter der Erhohung des Bilirubinspiegels bei einem
Gewichtsverlust ist bis heute nicht geklart [ANDERSSON et al., 2009].

Weitaus mehr Ergebnisse fand man im Zusammenhang zwischen Bilirubin und
dem Lipidprofil. Die Plasmakonzentration von Gesamtcholesterin, Triglyzeriden
und VLDL Cholesterin zeigten einen inversen Zusammenhang mit der Plasma
Bilirubinkonzentration. Es konnte eine signifikante Senkung der Plasmalipide

bei steigender Bilirubinkonzentration gezeigt werden [VERMA et al., 2005].

Yesilova et al. (2008) untersuchten, ob ein hoher Serumbilirubinspiegel LDL vor
Oxidation schutzen kann. Es wurden 17 Personen mit Gilbert Syndrom mit einer
Kontrollgruppe, welche 15 gesunde Personen beinhaltete, verglichen. Es wurde

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden. Im Vergleich

24



zur Kontrollgruppe wurde beobachtet, dass die Lag-Phase durch Oxidation bei
Gilbert Syndrom Patienten verlangert ist [YESILOVA et al., 2008].

In der Studie von Tapan et al. (2011) wurden 42 mannliche Probanden mit GS
mit 52 mannlichen gesunden Personen verglichen. LDL-C, oxidiertes LDL und
C-reaktives Protein wurden untersucht und alle 3 Werte waren signifikant
niedriger in der Gilbert Syndrom Gruppe als in der Kontrollgruppe. Oxidiertes
LDL ist an der Entwicklung von Atherosklerose beteiligt, deshalb wurde
angenommen, dass erhohtes Bilirubin das Risiko von Atherosklerose verringern

konnte.

In einer weiteren Studie wurde ebenfalls die antioxidative und antiarteriogene
Wirkung von Bilirubin bestatigt. Diese Wirkung scheint darauf zu beruhen, dass
eine Oxidation von LDL-Cholesterin und anderer Fette reduziert wird und
zusatzlich Sauerstoffradikale abgefangen werden konnen. Bei der Induktion der
Hamoxygenase 1 zeigen sich a@hnliche Wirkungen, neben der Erhéhung des
Biliverdin und Bilirubin entsteht bei dieser Reaktion auch Kohlenmonoxid, das
antiproliferativ und vasodilatorisch wirkt. Um die Lipoproteine vor Oxidation zu
schitzen, wird das Ham entfernt. Diese Faktoren sind an dem schitzenden
Effekt beteiligt [TAPAN et al., 2011].

In der Studie von Wallner et al. 2013 konnte gezeigt werden, dass Personen mit
GS eine erniedrigte LDL-C, TG und LDL Konzentration als die Kontrollgruppe
aufweisen [WALLNER et al., 2013a).

Boon et al. beschrieben dieselbe Beobachtung hinsichtlich LDL-C bei Personen
mit GS [BOON et al., 2012].

Zu anderen Ergebnissen kamen Bulmer et al., sie konnten in ihrer Studie 2008
keine Unterschiede zwischen der GS Gruppe und Kontrollgruppe hinsichtlich
LDL-C beschrieben werden [BULMER et al., 2008a].
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Mit steigender UCB-Konzentration im Blut sinkt die Konzentration an pro-
artherogenem OxLDL [STOCKER, 2004; VITEK UND SCHWERTNER, 2009].
Dartber hinaus kénnten Verdnderungen hinsichtlich des Lipid-Metabolismus
eine Rolle des Bilirubins oder der UGT1Al bezugnehmend auf die Modifikation
des Fettstoffwechsels bedeuten [BULMER et al., 2013].
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2.6 Hypothesen der vorliegenden Masterarbeit

e Es gibt eine signifikante Erhdhung der UCB Konzentration von Beginn
bis zum Ende der Lebensstilinterventionsstudie

e UCB und Gewichtsverlust: UCB [umol/l] steigt mit sinkendem Gewicht
e UCB und Lipidprofil: UCB [umol/l] steigt mit Anderung des Lipidprofils
(LDL- C /HDL-C/Triglyzeride [mg/dl]
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Studiendesign
LKUF -

Lebensstilintervention fir oberosterreichische Lehrerinnen. Der Fokus der

Das Gewichtsreduktionsprogramm ist eine  12-monatige

Intervention lag auf Sport, Erndhrung und Verhaltenstherapie. Die Intervention

passierte auf der ,interdisziplinaren Leitlinie der Qualitat S3 zur Pravention und
Therapie der Adipositas” welche im April 2014 verdffentlicht wurde.

Den Studienteilnehmern standen Spezialisten zu den verschiedenen

Themengebieten zur Seite, ebenso wurden sie innerhalb der einjahrigen
Intervention fur 20 Tage unterstitzt. Diese waren aufgeteilt in 12
Einzelberatungstagen, ein Beratungswochenende und eine Woche in einem

Gesundheitsresort.

Da der erste Zyklus sehr erfolgreich war, wurde die Studie erneut durchgefthrt.

In nachfolgender Abbildung ist das Studiendesign zusammengefasst.

«Krafttraining
(30min/Woche)

—

(

*Medizin

*Erndhrung

*Bewegung & Training

*Psychologie &
Verhaltenstherapie,

*Physiotherapie & Osteopathie

.

4 )
*Ausdauertraining * |Energiedichte
(180 - 210min/Woche) *TNahrstoffdichte

+Energie Defizit
(300-500kcal/Tag)

Bewegungs-
programm

Ernahrungs-
programm

Unterstitzung
in div.
Themen

Gemessene
Parameter
*Anthropometrische Daten

(BMI, BU, HaftU)

=Lipidprofil
(LDL, HDL, Chol., TG)

-UcB
J
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3.1.2 Studienpopulation

Im Rahmen dieser Masterarbeit gab es 2 unabhéngige Runden. Es
wurden  Serumproben, die im Zuge eines einjahrigen
Lebensstilinterventions-Programmes gesammelt wurden, auf den

Gehalt des unkonjugierten Bilirubins mittels HPLC untersucht.

Runde 1

Es nahmen 19 (16 Frauen und 3 Méanner) Ubergewichtige oder adipdse (BMI
34,7 + 3,8 kg/m?) Lehrerinnen teil (51,2 + 5,3 Jahre). Die Blutproben wurden zu
Beginn des Programmes, nach 17, 33 und 46 Wochen entnommen. Zusatzlich
gab es noch eine funfte Abnahme nach 104 Wochen, diese erfolgte 1 Jahr nach

dem Ende der Intervention.

Runde 2

In Runde 2 waren 15 (13 Frauen und 2 Manner) tUbergewichtige oder adipdse
(BMI 35,0 + 2,7 kg/m?) Personen involviert (51,1 + 5,7 Jahre).

Es gab insgesamt 3 Blutabnahmen. Die letzte Abnahme stand fur diese Arbeit

leider noch nicht zur Verfiigung.

In dieser Arbeit wird besonderes Augenmerk auf die gemessenen

Bilirubin Konzentrationen aus dem Plasma gelegt.

3.1.2.1 Einschluss, - und Ausschlusskriterien

Fur die Intervention konnten nur gesunde Lehrerinnen mit einer
aktiven LKUF - Versicherung und einem BMI zwischen 25 — 40 kg/m?
teiinehmen. Jeder potentielle Proband musste sich einer
medizinischen Untersuchung unterziehen in der bestimmt wurde ob
eine Teilnahme in Frage kommt oder nicht. Ausschlusskriterien
waren Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Tumorerkrankungen, Diabetes

Typ 2 und andere schwere Erkrankungen.

29



3.1.3 Probennahme

Die Messung der Parameter erfolgte zu Beginn und nach vorgegebenen
Zeitpunkten wahrend und nach der Intervention. Es wurde die
Kdrperzusammensetzung mittels Bioimpedanzanalyse (BIA) gemessen und
Blutproben entnommen. Zuséatzlich mussten die Studienteilnehmerinnen in der
ersten Interventionswoche und nach einem Jahr 3 Fragebdgen ausfillen. Die
Ernahrungsgewohnheiten wurden mittels Food Frequency Questionnaire (FFQ)
ermittelt. Zusatzlich wurde eine Erhebung der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitat durch einen Short Form (36) Gesundheitsfragebogen
durchgefiihrt, und das Beck-Depressions-Inventar (BDI) angewendet. Das BDI
erlaubt es die Schwere depressiver Symptome zu erfassen. Die Zeitpunkte der

verschiedenen Messungen sind in Abbildung 8 dargestellt.

Runde 1
ZP 0 ZP1 P2 ZP3 ZP 4 ZP5 ZP B ZPT
Baseline 9Wo 17 Wo 25 Wo 33 Wo 46 W 77 Wo 104 Wo

ne ¢ B¢ ¢

Blutproben &

Anthropometrie Anthropometrie . Fragebdgen
Runde 2
ZP 0 ZP 1 P2 ZP 3 ZP 4 ZP 5 ZP 6 ZPT
Baseline &Wo 15 Wo 24 Wo MWo 49w 77 Wo 104 Wo

Heé ¢ B¢ ¢

Blutproben &
Anthropometre Anthropometrie . Fragebogen

Abbildung 8: Messzeitpunkte Runde 1 und 2

Bilirubin stand mir in Runde 1 und 2 nur zu ZPO, ZP4 und ZP5 zur Verflugung.
Deshalb werden nachfolgend die ZPO, ZP4 und ZP5 zu ZP1(Beginn der
Studie), ZP2 (Mitte der Studie) und ZP3 (Ende der Studie) zusammengefasst.
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3.2 Methoden

Als Nachweismethode von unkonjugiertem Bilirubin wurde die HPLC (High
Pressure Liquid Chromatographie) verwendet. Die HPLC Bestimmung ist eine
sehr sensitive Methode und schlie3t Sauerstoff und Licht aus. Sie kann ver-
schiedene Gallenpigmente detektieren — somit auch die Bilirubin Isomere llla,
IXa und Xllla. Nachteil dieser Methode ist ihre zeitintensive Verwendung, wobei
der Vorteil zu anderen Methoden klar auf der Hand liegt — sie kann auch physio-
logische Konzentrationsbereiche detektieren [ZELENKA et al., 2008].

3.2.1 HPLC

Prinzip und Aufbau (high pressure liquid chromatography)

Die HPLC ist eine Methode fir Trennung, ldentifizierung und Quantifizierung
von Komponenten in einem Stoffgemisch. Bei der verwendeten Methode
handelt es sich um eine Umkehrphasen HPLC (Reverse Phase; RP) Das
Prinzip ist dabei die Auftrennung der Stoffe in zwei Phasen, zum einem der
polaren mobilen Phase und zum anderen der unpolaren stationaren Phase. Die
Probe wird in der mobilen Phase geldst und danach tber die stationare Phase,
die sich in einer Saule befindet, unter hohem Druck bewegt. Es kommt danach
zu einer Wechselwirkung mit dem Saulenfillmaterial wobei die einzelnen
Komponenten der Probe unterschiedlich schnell wandern. Die einzelnen Stoffe
werden dann mit einem Detektor beim Austritt nachgewiesen und in Form einer
Kurve wiedergegeben [OTTO, 2000].

31



Sdule mit
stationdrer Phase

—~ o | |
e

— 00 — .
Mobile —
Phase

Detektor

Abfall

Abbildung 9: Darstellung der Funktionsweise einer High-Performance Liquid Chromatography

Die fur die verwendete Methodik notwendigen Geréate sowie Chemikalien sind in

den nachfolgenden Tabellen aufgelistet:

High-Pressure Liquid Chromatography

Pumpe LaChrom Elite, Hitachi L-2130
Probennehmer LaChrom Elite, Hitachi L-2200, Auto-Sampler 5 °C, Injection Volumen: 2x20 yL
Ofen LaChrom Elite, Hitachi L-2300 Saulenofen, Temperatur: 35 °C
Detektor SPD-M20A, Shimadzu, Photodiodenzeile
Wellenlange 450 nm. Zelltemperatur: 35 °C
Saule Fortis F18-050703 HPLC Saule, 4.6 x 150 mm, 3 ym
Durchflussrate 1.0 ml/min
Druck 140-160 bar
Software EZ Chrome, Hitachi

Tabelle 4: Technische Details der verwendeten HPLC
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In den unten angefuhrten Tabellen sind alle fur die HPLC bendétigten

Chemikalien und weiteren Gebrauchsgegenstéande angefihrt:

Name Hersteller Werknummer
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich D 4540-1 L
Eisessig (Essigsaure, AcOH) Sigma Aldrich 320099-2,5L
HPLC Grade Methanol (99,9% Reinheit) Merck 106007-2,5 L
HPLC grade water Roth A511.2-2,5L
Bilirubin (alpha) (= 98%; Pulver) Frontier Scientific B 4126-1 G
N-dioctylamin (97%) Sigma Aldrich D 20 1146-100 G

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien

Name Hersteller
Reaktionsgefal? 1.6ml amber Biozym Biotech Trading GmbH
Zentrifuge Eppendorf 5417R
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 100

Tabelle 6: Equipment fiir Proben- und Standardaufbereitung

3.2.2 Herstellung der mobilen Phase (Laufmittel)

Die Herstellung der mobilen Phase wird im folgenden Teil beschrieben. Die
hergestellte mobile Phase setzt sich aus 3,5% HPLC Grade Water in 96,5%
HPLC Grade Methanol zusammen.

200ml HPLC Grade Methanol werden in einen Erlenmeyerkolben tberfihrt und
auf einer Waage austariert. Der nachste Schritt muss mdglichst rasch erfolgen,
da das verwendete N-Dioctlyamin sehr schnell mit Luft reagieren kann und
ausfallt. Es werden 48.4g zum Methanol gemischt. Der Erlenmeyerkolben muss
sofort mit Parafilm geschlossen werden, da das Methanol sehr leicht verdampft.
Anschlie3end wird der Erlenmeyerkolben leicht geschwenkt und fir 5 Minuten

auf Eis gestellt, da es sich hierbei um eine exotherme Reaktion handelt.

Nun wird zum Methanol 12.02 g Eisessig hinzugegeben. Der Kolben wird sofort

mit Parafilm verschlossen und noch mal vorsichtig gemischt.
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Zu dem Methanol/Dioctylamin/Eisessig Gemisch kommen ca. 500ml Methanol
bis zu einem Volumen von etwa 800ml dazu, dieses wird dann in einen 1L
Messzylinder Gberfuhrt. Der Messzylinder sollte bis 930 ml mit Methanol
aufgefullt werden, der Rest sind 72ml HPLC Grade Water. Der Messzylinder
wird mit einem Stopfen versetzt und 2mal auf den Kopf gedreht, um die

Substanzen zu vermischen.

Die hergestellte mobile Phase und ein Liter des reinen HPLC Grade Methanol
wird anschlieBend filtriert, um grél3ere Partikel zu entfernen und in eine

Vorratsflasche abgeftillt.

In der nachfolgenden Abbildung wird nochmals die Herstellung der mobilen
Phase abgebildet.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Herstellung der mobilen Phase
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3.2.3 Herstellung der Stocklésung (S1)
Um eine 10 milimolare Stocklésung herzustellen werden 3-5 mg Bilirubinpulver

(Bilirubin alpha) mit einer Spatel in ein braunes Epi transferiert und abgewogen.

Die genaue Menge wird notiert, um danach Uuber Quick Calcs
(http://graphpad.com/quickcalcs/molarityform.cbm/) die bendétigte DMSO Menge
zu berechnen. Nachdem die erforderte Menge DMSO zum Bilirubin Pulver pi-
pettiert wurde, wird dieses fur 5min ins Wasserbad (70°C) gestellt und danach
fur 1min in das Ultraschallbad. Zum Schluss wird der Standard fur 30 Sekunden
bei 4° und 14000 RPM zentrifugiert. Es werden 2.5ul des Standards in mehrere
braune Epi’s pipettiert und beschriftet und bei -80°C eingefroren. Um Qualitats-

verluste zu vermeiden wurden regelmafiig neue Stockldsungen hergestellt.

3.2.4 Herstellung der Standardlésungen

Die Standardlésungen werden ausgehend der Stockldsung hergestellt.
Verwendete Materialien:

e DMSO (Dimethylsulfoxid)
e mobile Phase
e Standard (S0) 100ul/210mM

Es werden finf verschiedene UCB-Konzentrationen (50, 25, 12.5, 1.25, 0.75

pMmol/L), entsprechend der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 8), hergestellt.

Standardverdiinnung | Ausgangslésungen | Volumen DMSO Konzentration
(%) (Umol/L)

SO - 10000

s1 2.5 uL SO 497,5 50

S2 250 uL S1 250 25

S3 250 yL S2 250 12.5

sS4 60 uL S3 440 1.25

S5 250 yL S4 250 0.75

Tabelle 7: Pipettierschema fiir die Herstellung der Standardverdiinnungsreihe
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Mit der Formel C1*V1 = C2*V2 kann man nun berechnen wieviel pl notwendig

sind um auf eine gewlinschte Konzentration zu kommen.

SO stellt in diesem Falle die Ausgangs- bzw. Stocklésung dar. Um aus dieser
(10000 pmol/L) eine Verdinnung (S1) mit der Konzentration von 50 pymol/L bei
einem erwunschten Volumen von 500 uL zu erhalten, ist folgender Rechen-

schritt notwendig:

50 umol/L * 500 pL = 10000 umol/L * V2
V2 = (50 umol/L * 500 L) / (10000 umol/L)

V2 =25l

Um die Standardreihe herzustellen wird zuerst das DMSO It. Abb. 12 in den
braunen Epis vorgelegt, danach werden 2.5ul der Ausgangslosung in S3 pipet-
tiert und gevortext. Analog dazu gilt fur die weiteren Schritte der oben angefihr-

te Rechengang.

In weiteren 5 Epis wird die mobile Phase It. Schema vorgelegt und jeweils 40pl
von S3 in M3 usw. pipettiert. Es muss dazwischen immer gevortext werden, um

die Bilirubin Losung ideal mit dem Losungsmittel zu mischen.

Nach Fertigstellung der gewlnschten Standards werden je 120ul von diesen in
ein Vial (HPLC Glas) pipettiert und in den Autosampler der HPLC Maschine

platziert.
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Abbildung 11: Pipettierschema der Bilirubinstandardlésungen
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3.2.5 Probenaufbereitung

Bilirubin ist stark licht- und sauerstoffempfindlich, sowie sensitiv gegenuber
saurem und alkalischem Milieu, weshalb die Bilirubinbestimmung eine

komplizierte Aufgabe ist [Zelenka et al, 2008].

Diese Tatsache macht es notwendig, dass alle Aufbereitungsschritte so schnell
wie moglich unter Lichtschutz gemacht werden missen. Es wurden dazu nur
braune Epi's verwendet und immer sofort verschlossen. Die fertigen Proben

wurden so schnell wie moglich bei 5°C in den Autosampler der HPLC gestellt.

Bei den Proben handelte es sich um 80ul Serumproben, welche in braunen
Epis im Tiefkthlschrank bei —80°C aufbewahrt wurden. 80ul Probe wuden mit
320pl mobiler Phase gemischt. Das Losungsverhéltnis Laufmittel zu den zu
analysierenden Proben sollte bei 4:1 liegen. Es wird danach fur 30 Sekunden
gevortext und 10 Minuten bei 14000 RPM zentrifugiert. Nach dem zentrifugieren
bildet sich ein Pellet und es werden 120ul vom Uberstand in Vials pipettiert,

dabei darf das Pellet nicht zerstort und mit in die Vials Gbertragen werden.

In weiterer Folge wurden Qualitatskontrollen aus Humanserum erstellt (QC), um
konstante Resultate zu gewahrleisten. Die QC werden genauso wie die Proben

aufbereitet.

3.2.6 Erstellen der Standardgerade

Fur die Berechnung der Probenkonzentration wird die AUC der Standards
ermittelt und in Excel mit der bekannten Konzentration eine Standardgerade

erstellt.
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Abbildung 12: Standardgerade

3.2.7 Berechnung der UCB-Konzentrationen der Proben/Kontrollen:

Die AUCs aller Proben/Kontrollen wurden in die Geradengleichung (y= kx+d)
der Standardgerade im Excel eingesetzt und durch Umformen der Gleichung

auf x deren UCB-Konzentrationen [umol/l] berechnet.

AUC IXaPBilirubin — Achsenabschnitt
Steigung

Konzentration (umol/L) =

3.2.8 Reproduzierbarkeit
Um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten werden zwei MalRe des

Variationskoeffizienten (VK) angegeben: den VK innerhalb (Intra) und zwischen

(Inter) den einzelnen Analyseergebnissen.

Der VK ist eine Kennzahl, die die Streuung eines Merkmals beschreibt. Man
berechnet ihn indem man die Standardabweichung der Messungen einer
Probenreihe durch ihren Mittelwert teilt.

Die VKs innerhalb und zwischen den einzelnen Analyseergebnissen betrugen
0,94% und 3,70%.
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3.2.9 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde mit der IBM SPSS Statistics Version 23
gearbeitet. Zu Beginn wurde eine Prifung auf Normalverteilung gemacht mittels
Kolmogorow-Smirnow Test. Waren die Daten nicht normalverteilt wird der
Median angegeben, bei normalverteilten Daten der Mittelwert sowie die

Standardabweichung.

Testen auf Unterschied zwischen zwei oder mehr als zwei Gruppen

Da die meisten Daten normalverteilt sind, wurde der T-Test zwischen zwei
Gruppen verwendet und um Unterschiede zwischen mehreren Messungen zu
uberprifen die ANOVA mit Messwiederholung. Bei nicht normalverteilten Daten
wurden der Mann-Whitney-U-, Kruskal Wallis-, Wilcoxon- sowie der Friedman-

Test eingesetzt.

Fur alle ermittelten Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05(*),
p<0,01(**), p<0,001(***) gewahilt.

Um Zusammenhange (Korrelationen) zwischen den Daten zu finden wurde bei
normalverteilten Daten Pearson-Korrelationskoeffizienten und bei nicht-
normalverteilten Daten der Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman

verwendet.

Das Signifikanzniveau war bei 95% festgelegt und signifikante Unterschiede
sind mit p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,001(***) gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Runde 1und?2

Das Ziel dieser Masterarbeit war zu testen, ob nach einer einjahrigen Anderung
des Lebensstils eine Veranderung von anthropometrischen Parametern und

Lipidparametern, andererseits des Bilirubin Spiegels zu erkennen ist

Da die Auswertung mancher Parameter noch nicht abgeschlossen ist, fehlten
fur diese Arbeit einige Daten, speziell von den vor kurzen gemessenen

Zeitpunkten.

Generell ist zu erwéhnen, dass aufgrund der geringen Anzahl an mannlichen

Teilnehmern in allen weiteren statistischen Auswertungen

geschlechtsspezifische Unterschiede nicht behandelt werden.

Nachfolgend sind die deskriptiven Kennwerte aller Parameter wie auf Seite 29
beschrieben zu Beginn der Studie (ZP 1) nach 33 Wochen (ZP 2) und am Ende

der Studie (ZP 3) zusammengefasst.

___Parameter __ZP1 ____ZP2 ZP3
Alter 5121454

Ge»r}i‘c;\t*** 98+ 115 | 88111 87 + 12
33::; 34833 | 31341 31+4,4
Baucl}l;m;angm 112+7,7 | 100+10,3 101 £ 11
antu(ma}mg’** 119+ 9,6 1121 8,72 111£9,1
Tfi@l{'i:f;‘f'e“ 115+529 | 105+837 | 92+373

'{-3;5; 159+59,6 | 154+63,4 | 153,6+634

P:E-:fdcn 543+157 | 593+157 | 572+125

G*‘-;mtnc* 236+64,9 | 234+70,7 | 224+689
Ht{';;‘c 58+05 54104 56103
(En?g;] 8014 5713 71435

Tabelle 8: Deskriptive Statistik des Gesamtkollektivs, MW + Stdabw.; n=34

*** Gewicht: ZP1 > ZP2 > ZP3; p=0,000, BMI: ZP1 > ZP2 > ZP3; p=0,000, BU: ZP1 > ZP2; p=0,000,
Huftumfang: ZP1 > ZP2; p=0,000

** Triglyceride: ZP1 > ZP3; p=0,010, HDL C: ZP1 < ZP2; p=0,007, UCB: ZP1 > P2; p=0,007
*LDL C: ZP1 > ZP3; p=0,044, Gesamt C: ZP1 > ZP3; p=0,030, UCB: ZP1 > ZP3; p=0,036
anur Runde 2
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Nachfolgend werden im Ergebnisteil einige Boxplots gezeigt. Die dunkle Linie in
der Mitte der Box steht fir den Median. Die Ausdehnung der Box entspricht
dem Interquartilsabstand. Die Ausdehnung der T-Balken (Whisker) entspricht
dem 1,5 fachen Interquartilsabstand. Extremwerte werden mit Punkten, und

Ausreil3er mit Sternen dargestellt.

4.1.1 Unkonjugiertes Bilirubin

> « - >
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-
0~
1 2 3
Zeitpunkt
Abbildung 13: UCB-Konzentration des Gesamtkollektivs zu ZP 1-3
**ZP1 > ZP2; p=0007, *ZP1 > ZP3; p=0,036
UCB ucCB
An(f\é)lhl Median Min - Max IQR Perzzsﬁtile Perz7e5r.1tile
(umol/) (umol/)
ZP 1 33 6,27 2,76 - 19,61 4,27 5,43 9,70
ZP 2 27 4,73 2,00 - 13,89 2,07 4,73 6,36
ZP 3 30 6,16 3,63 - 18,76 4,04 6,16 8,60

Tabelle 9: Unterschiede der UCB-Konzentrationen zu ZP 1-3
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In Abbildung 13 wird die Verdnderung der UCB Konzentration im Vergleich
Zeitpunkt 1 bis 3 dargestellt. Die UCB Konzentration sank um 1,75% was
0,11umol/l entspricht. Die Veranderung der Bilirubinkonzentration war
signifikant (p=0,036).

Weiters wurde die Studienpopulation in Alterskategorien eingeteilt, und die

Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten auf signifikante Unterschiede getestet.

14
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T

Zeitpunkt

UCE pmol/l
=] [==]
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[o&]

m=50 Jahre == 50Jahre

Abbildung 14: UCB-Konzentrationen in Abhéngigkeit der Alterskategorien:
<50 und >50Jahre zu ZP 1 — 3, MW * Stdabw.

_ _ UCB (umol/l)
Zeitpunkt Alterskategorie Anzahl p-wert
MW + Stdabw
<50 12 85+3,5
. >50 21 7.7+4.3 0,331
<50 12 6,1+34
2 >50 15 551+ 27 0,262
<50 12 74+41
£ >50 18 6,9+3.2 0,553

Tabelle 10: UCB-Konzentrationen nach Alterseinteilung zu ZP 1 -ZP 3
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In Tabelle 12 ist ein leichter Trend bezlglich des Verlaufs der UCB-
Konzentration zwischen den Altersgruppen erkennbar: die UCB-
Konzentrationen der <50jahrigen sind leicht hdher als der der >50jahrigen - der

Unterschied war aber zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Im Endeffekt ergab die Lebensstilintervention keine signifikante Veranderung
der UCB Werte im gesamten Studienkollektiv.

4.1.2 Anthropometrische Daten
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Abbildung 15: Kdrpergewicht des Gesamtkollektivs (n=34) zu ZP1-3, MW + Stdabw.
***7ZP1 > ZP2 > ZP 3; p=0,000

In Abbildung 14 wird der Koérpergewichtsverlauf der Gesamtpopulation vom
Beginn der Studie (ZP 1) bis zum Ende der Studie (ZP 3) gezeigt. Die Abnahme
des Kdrpergewichtes von ZP 1 bis ZP 3 ist signifikant (p=0,001). Das Gewicht
sank im Durchschnitt um 11kg was einer prozentuellen Abnahme von 11,3%
entspricht. Weiterfihrend wurde ermittelt, dass es einen signifikanten
Unterschied zwischen dem ersten und allen anderen Zeitpunkten hinsichtlich
des Korpergewichts innerhalb der gesamten Studienpopulation gab.
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Abbildung 16: Darstellung des BMI der Gesamtpopulation (n=34), MW +* Stdabw.
**ZP1 > 7ZP2 > ZP 3; p=0,000

Wie beim Gewicht bereits gezeigt, gibt es auch beim BMI eine signifikante
Anderung vom Beginn bis zum Ende der Studie, (p=0,001) und ebenfalls gibt es
einen signifikanten Unterschied zwischen dem ersten und allen anderen
Zeitpunkten hinsichtlich des BMI innerhalb der gesamten Studienpopulation.
Die Probanden nahmen im Durchschnitt 4 BMI - Einheiten ab. Das bedeutet,
dass sie am Ende der Intervention eher zu Praadipositas tendieren als zu

Adipositas Typ 1.
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4.1.3 Lipidparameter

In der vorliegenden Studienpopulation sank der LDL-C Spiegel von 159 auf 154
mg/dl. Diese Senkung zwischen den Messungen ist statistisch signifikant
(p=0,044), und zeigt eine Verbesserung des Lipidprofils. Der Referenzwert fur
LDL-C in dieser Bevolkerungsgruppe entspricht einer Konzentration bis zu 150
mg/dl [STONE et al., 2014]. Die vorliegende Studienpopulation liegt gesamt

betrachtet Giber diesem Referenzwert.

Das HDL-C stieg leicht an und ist danach wieder von ZP 2 auf ZP 3 gesunken,
der Unterschied zwischen ZP1 und ZP2 ist signifikant (p=0,007). In der Literatur
wird von einem Referenzwert bei Frauen von 35mg/dl und bei Mannern von
45mg/dl berichtet [STONE et al., 2014]. Zu Studienende lag das HDL-C bei

57mg/dl und somit deutlich tiber dem Referenzwert.

Weiterfihrend wurde ermittelt, dass es einen signifikanten Unterschied
zwischen dem ersten und dem letzten Zeitpunkt hinsichtlich Gesamtcholesterin-
C innerhalb der gesamten Studienpopulation gab (p=0,030). Es kam insgesamt
zu einer Senkung von 12,3mg/dl. Diese Senkung kann nur als positiv gesehen
werden, da der Referenzwert von Gesamtcholesterin bei max. 200mg/dl liegt
[STONE et al., 2014].
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4.1.4 Korrelationen

Tabelle 13 zeigt, dass das Gewicht zu keinem Zeitpunkt signifikant mit der UCB
Konzentration korreliert. Hier unterscheiden sich die Ergebnisse mit denen von
Anderson et al. — da keine Steigerung der UCB Konzentration mit sinkendem
Gewicht bei fortschreitender Intervention gezeigt werden konnte [ANDERSSON
et al., 2009].

Es konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation zwischen UCB und
dem BMI beobachtet werden. Der Zusammenhang zwischen dem BMI und der
UCB-Konzentration wurde schon in mehreren Forschungsarbeiten beschrieben
[WALLNER et al., 2013a; WALLNER et al., 2013b; JENKO-PRAZNIKAR et al.,
2013; CHOI et al., 2011]. Dabei konnte auch eine negative Korrelation zwischen
BMI und der UCB-Konzentration gezeigt werden [BULMER et al., 2008a,
WALLNER et al., 2013c, BOLAND et al., 2014], und ein signifikant niedriger
BMI bei Personen mit GS im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne GS [MOLZER
et al., 2016].

Eine signifikante Korrelation zwischen UCB und Bauchumfang und zwischen
UCB und dem Huftumfang konnte zu keinem Zeitpunkt gezeigt werden.

In der nachfolgenden Tabelle werden die Korrelationskoeffizienten zwischen

UCB und den anthropometrischen Parametern gezeigt.

ZP Gewicht BMI BU Haftu Signifikanz
(kg) (kg/m?) (cm) (cm)
r= 0,260 r= 0,254 r=0,242 r=-0,147 n.s.
ucB 2 r=0,074 | r=-0,007 | r=-0,171 | r=-0,084 n.s.
(umolfl)
3 r=0,039 | r=-0,267 | r=-0,487 r=0,618 n.s.

Tabelle 11: Korrelationstabelle UCB — Gewicht/BMI/BU/HiftU
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Zu Zeitpunkt 1 und 2 konnte eine signifikant negative Korrelation zwischen der
Bilirubinkonzentration und der LDL-Konzentration gezeigt werden. Bulmer et al.
(2008) konnten in ihrer Studie von 2008 keinen Unterschied zwischen der GS
Gruppe und Kontrollgruppe hinsichtlich der LDL-C Konzentration zeigen
[BULMER et al., 2008]. Neuere Beobachtungen zeigen allerdings, dass
Personen mit GS unter anderem eine erniedrigte LDL-C Konzentration als die
Kontrollgruppe aufweisen [BOON et al., 2012, WALLNER et al.,2013c].

Gesamtcholesterin korreliert ebenfalls mit der UCB-Konzentration zu allen
Zeitpunkten, auch diese Ergebnisse spiegeln sich in einigen Arbeiten wieder
[VERMA et al., 2005, TAPAN et al., 2011].

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Bilirubin und TG
gefunden werden, hier unterscheiden sich die Ergebnisse mit denen von Mdlzer
et al. (2016). Sie konnten in der ,BiliHealth Studie® in der Gesamtpopulation
einen signifikant niedrigeren TG Spiegel (p=0,045) bei Personen mit GS zeigen.
Getrennt geschlechtlich gesehen, zeigte sich nur bei den Mannern ein
signifikant niedriger TG Spiegel in der GS Gruppe (p=0,023) [MOLZER et al.,
2016].

In Tabelle 14 werden signifikante Korrelationskoeffizienten zwischen UCB und

Lipidparameter zusammengefasst.

7p LDL-C HDL-C Gesamt-C TG
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
c 1 r=-0,658*** r=0,134 r=-0,643** r=-0,396
ucB
" 2 r=-0,559** r=0,212 r=-0,445* r=-0,092
pmo
3 r=-0,371 r=-0,082 r=-0,421* r=-0,404

Tabelle 12: Korrelationstabelle UCB — LDL/HDL/Gesamt-C
*p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001
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Nachfolgend werden Streudiagramme zwischen den oben beschriebenen
Korrelationen zu ZP1 und ZP2 dargestellt.
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200 400 600 800 10,00 12,00 1400 1600 1800 20,00 22,00

UCB (umolll)
e LDL ZP1
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Abbildung 18: Signifikante Korrelation zwischen UCB und LDL/Gesamtcholesterin zu ZP1

p < 0.05%, p < 0.01*, p < 0.001***
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Abbildung 17: Signifikante Korrelation zwischen UCB und LDL/Gesamtcholesterin zu ZP2

p < 0.05%, p < 0.01**, p < 0.001***
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LDL/HDL — Quotient

Der LDL/HDL — Quotient gibt einen guten Uberblick Uiber das Risiko an einer
Herz-Kreislauf- Krankheit zu erkranken. Ist das Verhéaltnis £ 3 besteht kein

erhohtes Risiko fuir Atherosklerose.

In der Studie lag der LDL/HDL — Quotient anfangs bei 3,11 und sank auf 2,65.
Somit ist eine gute Senkung sichtbar und das Verhaltnis wurde deutlich besser.

Es konnte eine signifikante Korrelation mit der UCB Konzentration gefunden

werden zu ZP 1 und ZP 2.

P LDL/HDL - Quotient Signifikanz
1 r=-0452 p= 0,008**
uCB
2 r=-0,674 p= 0,000***
pmol/I
3 r=-0,223 p= 0,263

Abbildung 19: Korrelation zwischen UCB und LDL/HLD - Quotient, ZP1 — ZP3

p < 0.05% p < 0.01*, p < 0.001***

O YBl-fbL 11
207 UCB_zP2
LDL_HDL _t2
UCB_zP3
. LDL™HDL t3
=
[=]
= 167
=
e
% 14
o
124 =
T o
ZP 1
i . p=0,008**
zP3 i
p=0,263 2
= o e
5 5
ZP 2
x| p=0,000***
i ]
T

Tabelle 13: Korrelationstabelle UCB — LDL/HDL — Quotient
p < 0,05* p <0,01** p < 0,001***
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Verhéltnis Gesamtcholesterin/HDL-C

Das Verhaltnis von Gesamtcholesterin und HDL-C gibt das Risiko einer
GefaBverkalkung an, und sollte zwischen 3 - 5 liegen [ELMADFA, 2012]. Zu
Beginn der Studie lag ein Verhaltnis von 4,6 vor. Dieses konnte auf 4,0 gesenkt

werden, zusétzlich konnte eine signifikante Korrelation zu ZP 1 und 2 zwischen

dem Verhaltnis und der UCB Konzentration gezeigt werden.

UCB (umol/l)

Abbildung 20: Korrelation zwischen UCB und Gesamt, -/HDL-C Verhéltnis, ZP 1 - ZP 3

Gesamtchol./HDL L
zZp - Quotient Signifikanz
1 r=-0,392 p= 0,027*
ucB
2 r=-0,646 p= 0,000***
pmol/l
3 r=-2,227 p= 0,255

Tabelle 14: Korrelationstabelle UCB — LDL/HDL - Quotient
p < 0,05%, p < 0,01**, p < 0,001***

y

ZP 3
p=0,255

o UcB_zP1
-~ GCHol_HDL_t1

UCB_zZP2
GChol_HDL _t2
UCB_zP3
GChol_HDL _t3
UCB_zP1

™ GCHol_HDL _t1

UCB_zP2
GChol_HDL _t2

(ST

Verhéltnis Gesamt,- /HDL — Cholesterin

p < 0.05%, p < 0.01**, p < 0.001***
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4.2 Vergleich Runde 1 und 2

In Tabelle 17 sind die deskriptiven Kennwerte aller Parameter wie auf Seite 29
beschrieben zu Beginn der Studie (ZP 1) und am Ende der Studie (ZP 3) zu-
sammengefasst. Zum Studienstart standen in Runde 1 19 Personen und in

Runde 2 15 Personen zur Verfligung.

barameter ZP 1 ZP1 ZP 3 ZP 3
Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2
Alter 512052 51,1+57 517552 51,1+57
*kk 1
G(ﬁ‘é")'cm 96,9+ 11,1 100,2 + 12,8 86,9 + 12,6 87,6 + 11,8
— :
Triglyceride | 105 65,453 | 176,9+89.3 93,0 + 43,4 93,0 + 34,7
(mg/dl)
*kk _
LDL-C 150,6 +75,4 | 169,3 + 25,8 156,1 + 76,8 137,1 + 29,6
(mg/dl)
*k _
HDL-C 59,0+ 16,5 48,0 + 12,8 56,2 + 12,3 58,6 + 13,2
(mg/dl)
ok, _
Gesamt-C | 55951817 | 24454315 230,7 + 85,7 213,9 + 36,8
(mg/dl)
HbAIC 55+0,7 6,0+ 0,0 5,5+ 0,3 5,6+ 0,3
(%)
*%
ucB 11,052 51+16 8,9+4,5 57+1,0
(umol/l)

Tabelle 15: Deskriptive Statistik des Gesamtkollektivs aufgeteilt in Runde 1 (n=19) und Runde 2
(n=15), MW % Stdabw.

*** Gewicht Runde 1 und 2: ZP1 > ZP3; p=0,000, LDL Runde 2: ZP1 > ZP3; p=0,000, Gesamt C Runde

2: ZP1 > ZP3; p=0,000

* HDL Runde 2: ZP1 < ZP3; p=0,002, UCB: ZP1 > ZP3; p=0,002
* TG Runde 2: ZP1 > ZP3; p=0,011
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4.2.1 Unkonjugiertes Bilirubin
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Abbildung 21: Darstellung der UCB-Konzentration getrennt nach
Runde 1 (n=19) und Runde 2 (n=15) zu ZP 1 - 3, MW % Stdabw.
**ZP1 > ZP3; p=0,002
Runde 1 zeigt deutlich h6here Konzentrationen als Runde 2, jedoch kam es in
Runde 1 zu einer Abnahme der UCB Konzentration um 2,1umol/l wahrend die
Konzentration bei Runde 2 um 0,6pmol/l nicht signifikant gestiegen ist. Die

Veranderung der UCB Konzentrationen war nur in Runde 1 signifikant.

4.2.2 Anthropometrische Daten
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Abbildung 22: Gewichtsverlauf getrennt nach Runde 1 (n=19)
und Runde 2 (n=15) zu ZP 0 - 5, MW % Stdabw.
***ZP0 > ZP3; p=0,000
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Bei Gewicht,- und BMI Verlauf wurden alle Zeitpunkte miteinbezogen, die ge-

messen wurden.

Bei beiden Runden kann man eine sehr gute Gewichtsabnahme erkennen. Die
Abnahme betrug in Runde 1 8,8kg und in Runde 2 12,6kg. Die Abnahme war in
beiden Runden signifikant.

40 Runde 1 und 2***
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Abbildung 23: Darstellung des BMI getrennt nach Runde 1 (n=19) und
Runde 2 (n=15) zu ZP 0 - 5, MW + Stdabw.
***ZP0 > ZP3; p=0,000

v

BMI (ka/m?)

0 ZP1 Zr2 ZP3 ZFP 4 ZP 5
®Runde 1 Runde 2

Der BMI konnte in Runde 1 um 3,5 BMI Einheiten und in Runde 2 um 4,0 BMI
Einheiten verringert werden. Somit sinkt auch das Risiko an einer Herz-
Kreislauf-Erkrankung zu erkranken. Die Senkung des BMI ist bei beiden Grup-

pen signifikant.
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4.2.3 Lipidparameter
Runde 1 zeigt eine Abnahme des HDL-C um 2,1mg/dl wahrend Runde 2 eine

Zunahme von 10,6mg/dl hatte, diese Zunahme war auch signifikant.
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Abbildung 24: Vergleich von HDL getrennt nach Runde 1 (n=19) und
Runde 2 (n=15) zu ZP 1 - 3, MW * Stdabw.
***ZP0 > ZP3; p=0,000

Das LDL-C in Runde 1 hat sich nicht signifikant ge&ndert. Es kam zu einer
Zunahme von 5,5mg/dl. In Runde 2 hingegen gibt es eine signifikante Abnahme
um 32,2mg/dl.

Runde 2***

260 < >

240
220
200
180
160
140
120
100
8
B
4
20
ZP1 P2 ZP3
Abbildung 25: Darstellung LDL getrennt nach Runde 1 (n=19) und

B Runde 1 ®Runde 2
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Ahnliches ist beim Gesamtcholesterin zu beobachten, es gibt keine signifikante
Anderung in der Konzentration in Runde 1. Runde 2 hingegen zeigte eine

Senkung des Gesamtcholesterins um 12,5%.

Runde 2***
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Abbildung 26: Darstellung Gesamtcholesterin getrennt nach Runde 1
(n=19) und Runde 2 (n=15) zu ZP 1 - 3, MW % Stdabw.
***ZP0 > ZP3; p=0,000

In Runde 2 konnte die Triglyzerid-Konzentration fast halbiert werden. Die
Abnahme betragt 47% und ist signifikant. In Runde 1 hingegen gab es keine

signifikant ist.

Runde 2***

grof3e Veranderung weshalb der Unterschied zwischen den Zeitpunkten nicht
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Abbildung 27: Darstellung Triglyzeride getrennt nach Runde 1 (n=19)
und Runde 2 (n=15) zu ZP 1 - 3, MW * Stdabw.
**ZP0 > ZP3; p=0,001
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4.2.4 Korrelationen

In Runde 1 konnten Korrelationen zwischen der UCB-Konzentration und dem
Lipidprofil gefunden werden. Demnach korreliert das LDL stark negativ mit der
UCB Konzentration zu ZP1 (r=-0,643; p=0,024), ebenfalls zu ZP 2 (r=-0,867;
p=0,000) und ZP3 (r=-0,734; p=0,007).

Ahnliche Beobachtungen konnte man zwischen UCB und Gesamtcholesterin
finden. Das Gesamtcholesterin korreliert stark negativ zu ZP1 (r=-0,588;
p=0,044), gleichfalls zu ZP2 (r=-0,797; p=0,002) und ZP 3 (r=-0,720; p=0,008).

In Runde 2 konnte nur eine Korrelation zwischen der Bilirubinkonzentration und
den gemessenen anthropometrischen Daten gezeigt werden. So korreliert der
BMI (r=-0,727; p=0,007), Bauchumfang (r=-0,804;p=0,002) und Huftumfang
(r=-0,664; p=0,018) zu ZP3 signifikant mit der UCB-Konzentration.

Zusammenfassend konnte man bei den anthropometrischen Parametern eine
sehr ahnliche Veranderung im Laufe der Intervention beobachten. Runde 1 und
Runde 2 unterschieden sich nicht grof3artig.

Das Lipidprofil zeigte jedoch gegensatzliche Ergebnisse — wéahrend in Runde 1
teilweise keine Veranderung zu beobachten war, konnten in Runde 2 die

Lipidparameter sehr gut verbessert werden.

Die Bilirubinkonzentration zeigte in Runde 1 héhere Ausgangswerte — dies ist
im Laufe der Intervention gesunken. In Runde 2 konnte eine Erhdhung der

Bilirubinkonzentration gezeigt werden — diese war aber nicht signifikant.

In Runde 2 konnte somit ein leichter Trend gefunden werden, der bei Senkung
des Gewichts und Verbesserung des Lipidprofils mit einer Erhdhung der
Bilirubinkonzentration einhergeht.
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5 Schlussbetrachtung

In der vorliegenden Studie kommt man nach der statistischen Auswertung aller
verflugbaren gemessenen Parameter zu der Erkenntnis, dass die angewandte
Lebensstilintervention eine signifikante Veranderung der UCB-Konzentration mit
sich bringt. Uber alle Zeitpunkte der Intervention konnte eine signifikante
(p=0,036) Veranderung der Bilirubin Werte fur beiden unabhangigen Runden
zusammen beobachtet werden. Diese war bei Einzelbetrachtung der Runden

nur mehr in Runde 1 signifikant (p=0,002).

Die Hypothese, dass es eine signifikante Erhéhung der UCB Konzentration von
Beginn bis zum Ende der Studie gibt, kann nicht bestatigt werden, in Runde 2

gab es zwar eine leichte Erhohung — diese war jedoch nicht signifikant.

Die von Anderson et al. (2009) gefundenen signifikanten Korrelationen
zwischen Bilirubin und einer Gewichtsabnahme kann in dieser Arbeit nicht

gezeigt werden.

Es konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation zwischen UCB und
dem BMI beobachtet werden, auch hier unterscheiden sich die Ergebnisse VON
anderen Literaturquellen (Wallner et al., 2013a; Wallner et al., 2013b; Jenko-
Praznikar et al., 2013; Choi et al., 2011).

Es konnte eine signifikant negative Korrelation zu Zeitpunkt 1 und 2 zwischen
Bilirubin  und LDL (r=-0,600; p<0,01) wund zwischen Bilirubin und

Gesamtcholesterin (r=-0,494; p<0,05) zu allen Zeitpunkten gezeigt werden.

Diese Zusammenhéange spiegeln sich schon in einer Vielzahl von anderen
Studienergebnissen wieder (Verma et al.,2005, Tapan et al., 2011, Wallner et
al., 2013, Bulmer et al., 2008a, Stockner, 2004).

Weitere Ergebnisse der Arbeit sind die signifikanten Abnahmen aller
gemessener anthropometrischer Parameter, zusatzlich kam es zu signifikanten

Anderungen von HDL-C und der Triglyzerid-Konzentration.
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Zu den Limitationen dieser Arbeit gehoren die kleine Personenanzahl und die
teilweise fehlenden Daten zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

Es konnten einige Veranderungen gezeigt werden — diese sind mdglicherweise

aufgrund der kleinen Teilnehmerzahl nicht signifikant ausgepragt.

Abschlieend bleibt zu erwahnen, dass die Datenlage bezlglich
Verdnderungen der Bilirubinkonzentration wahrend bzw. nach einer
Gewichtsabnahme mangelhaft ist und aus diesem Grund weiterer

Forschungsbedarf flr populationsbasierte Studien herrscht.
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6 Zusammenfassung

Das primare Ziel des einjahrigen multidisziplindren Interventionsprogrammes
der Oberosterreichischen Lehrer- Kranken- und Unfallfiirsorge (LKUF) war die

Auswirkung auf das Gewichtsmanagement.

Ziel dieser Arbeit ist es zu erforschen, ob es im Rahmen der Intervention eine
signifikante Veranderung des Bilirubin Spiegels wahrend bzw. nach einer
Gewichtsabnahme gibt und ob es signifikante Zusammenhange zwischen der
Bilirubinkonzentration und anderen anthropometrischen Parameter und dem
Lipidprofil gibt. Diese Hypothese wurde aufgestellt da es bereits Studien gibt,
die zeigen, dass die Bilirubinkonzentration mit einer Gewichtsabnahme steigt
und mit Lipidparametern korreliert.

Zu diesem Zweck wurden oberosterreichische Lehrerlnnen rekrutiert. Es
nahmen insgesamt 34 Personen teil. Die Intervention wurde Uber 1 Jahr hinweg
in 2 unabhéangigen Runden vollzogen. Die gesammelten Serumproben der
Probanden wurden aufgearbeitet und mittels HPLC die UCB-Konzentrationen

ermittelt.

Ein Zusammenhang zwischen Bilirubinkonzentration und einer

Gewichtsabnahme wurde nicht gefunden.

Es war eine Tendenz eines negativen Zusammenhanges zwischen Bilirubin und
LDL-C zu allen gemessenen Zeitpunkten zu sehen. Weiters konnte eine
negative Korrelation zwischen der UCB-Konzentration und dem LDL/HDL -
Quotient (r=-0,563; p<0,01) gezeigt werden. Zusatzlich gab es einen schwach
negativen signifikanten Zusammenhang mit dem Gesamtcholesterin-C/HDL-C
Verhaltnis (r=-0,519; p<0,05).

Bis auf die Korrelation des HDL-C mit Bilurubin konnte keine konstante
signifikante Korrelation Uber alle Zeitpunkte zwischen der UCB-Konzentration
und dem restlichen Lipidprofil gefunden werden.

Weitere Ergebnisse durch die Intervention zu einer signifikanten Abnahme des

Korpergewichts, des Bauch,- und Hiftumfanges kam. AulRerdem haben sich
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alle Lipidparameter verbessert; bei den Triglyzeriden konnte eine signifikante
Abnahme und beim HDL-C eine signifikante Zunahme beobachtet werden.

Die aufgestellte Hypothese, dass sich die Bilirubinplasmakonzentration
wahrend bzw. nach einer Lebensstilintervention veradndert, konnte nicht

bestatigt werden.
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7/ Summary

The primary objective of the one-year multidisciplinary intervention program of
the Upper Austrian Teaching Hospital and Acident was to investigate its impact

on the weight management.

The aim of this work was to investigate whether there is a significant change in
bilirubin levels during or after a weight loss, and if there are significant
correlations between the bilirubin concentration and anthropometric parameters

and the lipid profile.

There are already studies showing that bilirubin concentrations increase with a

decrease in weight and correlates with lipid parameters.

Upper Austrian teachers were recruited. In total, 34 subjects completed the

study and gave blood samples and anthropometric parameters were measured.

The duration of the intervention was over one year, and there were 2
independent rounds. The collected serum samples of the volunteers were

treated and the UCB-concentration was determined with reversed phase HPLC.

A link between bilirubin concentration and a weight loss was not found within

the study.

However, there was a tendency for a negative correlation between the UCB-
concentration and LDL cholesterol. Furthermore, a negative correlation between
the UCB-concentration and LDL/HDL-ratio (r=-0,563; p<0,01) could be shown.
In addition, there was a weak but significant negative correlation with the total
HDL / cholesterol ratio (r=-0,519; p<0,05). Except for LDL cholesterol - no
constant significant correlation could be found over all time points between the
UCB concentration and the other lipid parameters. Finally, it could be shown
that the intervention resulted in a significant decrease in body weight,

abdominal and waist circumference.
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In addition, all lipid parameters have improved, the triglycerides showed a
significant decrease and the HDL cholesterol a significant increase. The
hypothesis that bilirubin levels change during or after lifestyle interventions

could not be confirmed.
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