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1. Einleitung

1.1 Die Cystische Fibrose (CF)

1.1.1 Inzidenz, Pravalenz und Mortalitat der Cystischen Fibrose

Die Cystische Fibrose (engl.: cystic fibrosis, CF) oder Mukoviszidose ist die haufigste
todlich endende genetische Erkrankung in der weil3en Bevolkerung. Gemeinsam mit
der Hamochromatose gehort sie ebenfalls zu den haufigsten angeborenen
Stoffwechselerkrankungen.

Erstmals klinisch beschrieben wurde die Cystische Fibrose 1936 von dem Schweizer
Padiater Fanconi als ,Coeliakiesyndrom bei angeborener zystischer
Pankreasfibromatose und Bronchiektasen®. (1) Schon aus dem 17. Jhd. kennt man
Beschreibungen von vermutlich Mukoviszidose-erkrankten Kinder (2) und alte,
schweizerische Kinderlieder wissen: "The child will soon die whose forehead tastes
salty when kissed! (3) Den heute gebrauchlichen Namen préagte die Pathologin
Dorothy Andersen, die in ihrer Veréffentlichung von 1938 erstmals die Cystische
Fibrose als eigenstdndige Entitat beschrieb. (4) Die Bezeichnung Mukoviszidose
setzt sich aus den lateinischen Worten mucus (Schleim) und viscidus (zah)
zusammen und beschreibt somit gut die Problematik dieser Erkrankung.

In Deutschland leben aktuell etwa 8000 betroffene Patienten. Jahrlich werden circa
300 Kinder mit Cystischer Fibrose geboren, das entspricht einer Inzidenz von 1 zu
2000 - 3000 Erkrankten pro Geburt in Europa. (5) Ahnliche Zahlen finden sich in
anderen Landern mit hauptsachlich weiRer Bevolkerung, wie den USA oder
Australien. (6) In anderen ethnischen Gruppen ist die Krankheit selten anzutreffen,
als Beispiel ist bei in den USA lebenden Asiaten (v.a. Inder/Pakistani) eine Inzidenz
von 1 zu 40.000 zu nennen. (7) (siehe Abb. 1)

Die Mortalitat dieser schweren Erkrankung hat in den letzten 40 Jahren stark
abgenommen. Eine fundierte Datenlage hierfur bietet die Cystic Fibrosis Foundation
mit Sitz in Maryland in ihren jahrlichen Aufstellungen. Im Jahresbericht von 2006
wurden Daten von 24,487 Erkrankten aus den USA ausgewertet. (8) Bei Grindung
der Organisation 1955 kamen nur wenige Mukoviszidose Patienten ins Schulalter.
Wahrend der letzten Dekade ist die mediane Uberlebenszeit (Alter, das die Halfte der

Erkrankten statistisch erreicht) von 31 auf 37 Jahre angestiegen. Waren von den
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Geburtenjahrgangen 1980 bis 1984 nur noch 90,2% der Patienten mit 15 Jahren am
Leben, fand man in den Jahrgdngen 1990 bis 1994 schon einen Prozentsatz von 95,
2%. Somit steigt auch die Zahl der Cystische Fibrose Patienten, die das
Erwachsenenalter erreichen. Das Cystic Fibrosis Register verzeichnete 1990 30%
der Erkrankten als tGber 18 Jahre, 2006 waren es schon 40%. Es scheint realistisch,
dass ein Kind, dass heute mit Cystischer Fibrose geboren wird, bis zu 50 Jahre und
alter wird.

Dieser Aufwartstrend ist vor allem in einer aggressiveren Therapie der
Lungenerkrankungen und einer verbesserten Ernahrungslage der Patienten
begrindet und zusatzlich begunstigt durch die Ausbildung spezieller
Therapiezentren. Jedoch fuhrt dies auch zu einem haufigeren Auftreten von
Mukoviszidose-assoziierten Folgeerkrankungen, wie Osteoporose, Leberbeteiligung
oder dem Cystische Fibrose-assoziierten Diabetes. Auch die psychische Belastung

der Erkrankten steigt mit Alter und Schwere der Erkrankung. (9)

| 14000
[ 5000-299%9
10000-498049
£ > 50000

[T] CF not recorded

Abb. 1: Weltweite Inzidenz der Cystischen Fibrose aus “The molecular genetic epidemiology
of cystic fibrosis. Report of a joint meeting of WHO/ECFTN/ICF(M)/ECFS” (6)
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1.1.2 Genetik und Diagnostik der Cystischen Fibrose

Die Cystische Fibrose ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung. Die
Heterozygotenfrequenz liegt bei etwa 1:30, so dass in Deutschland rund drei
Millionen gesunde Merkmalstrager und somit potentielle Ubertrager leben.

Die genetische Ursache der Mukoviszidose wurde 1989 von Riordan et al. entdeckt:
ein Defekt im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-Gen,
das auf dem langen Arm von Chromosom 7 (7g31.2) liegt. (10) Wie der Name
beschreibt, kodiert dieses Gen fir das 1480-Aminosauren-lange Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator-Protein, das hauptsachlich als cAMP-
regulierter Chlorid-Kanal in der apikalen Zellmembran von Epithel- und auch
Blutzellen zu finden ist. (10)

Die haufigste zu diesem Defekt filhrende Mutation ist die Deletion dreier Basenpaare,
die fur die Aminoséaure Phenylalanin an Position 508 des Proteins kodieren. (11)
Diese klassische, sogenannte AF508 Mutation betrifft rund zwei Drittel der
Erkrankten in Nordeuropa und Nordamerika. Mittlerweile sind circa 1600
verschiedene Mutationen bekannt, die homozygot oder in verschiedenen
Kombinationen heterozygot auftreten. Haufigkeit und Verteilung variieren zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen. Jedoch treten die meisten Mutationen aul3er
AF508 sehr selten auf und werden teilweise als ,privat‘ angesehen. (5, 12, 13)
Ungefahr die Halfte der Mutationen sind Missense-Mutationen, daneben werden
Nonsense-, Frameshift- und Spleil3-Mutationen und Deletionen einzelner Kodons
gefunden. Grol3ere Deletionen oder Insertionen sind selten. Die Mutationen werden
in finf verschiedene Klassen eingeteilt (siehe Abbildung 2 mit Beispielen fur typische
Mutationen der verschiedenen Klassen). (11)

Klasse | Mutationen fuihren zu einem unvollstandigen, nicht funktionsfahigem CFTR-
Protein. Mutationen der Klasse IlI, welche AF508 enthalt, storen die richtige
Prozessierung des Proteins, das somit nicht in die apikale Membran der Zellen
eingebaut werden kann. Obwohl diese Schritte bei Zellen mit Mutation der Klasse lll
gelingen, kann das Protein wegen einer Blockierung der Kanal6ffnung nicht als
Chlorid-Kanal fungieren. Bei Klasse IV kommt es bedingt durch eine Stérung der
Leitfahigkeit des Anionenkanals zur Erkrankung und bei Klasse V wird zu wenig
CFTR-Protein gebildet oder zu friih abgebaut. (11, 14)
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Abb. 2: Mutationsklassen der Cystischen Fibrose aus Zielenski J et al. (11)
Klassen I — Il gelten betreffend der phanotypischen Auspréagung meist als ,schwere”

Mutationen, IV und V dagegen als ,milde“. Jedoch ist dies vor allem eine
epidemiologische Feststellung und sollte nicht alleine die Prognose eines Patienten
bestimmen. Weiterhin geht man davon aus, dass noch weitere Gene den Verlauf der
Erkrankung modifizieren (15), was sowohl die Lungen- (16), als auch die intestinale
Beteiligung betrifft. (17)

Trotzdem ist die Genanalyse ein wichtiger Schritt in der Diagnostik der Cystischen
Fibrose. Die Testung der 40 haufigsten Mutationen identifiziert in den meisten
Populationen Uber 90% der erkrankten Personen. Allerdings sollte die Genanalyse
nicht alleine, sondern in Zusammenschau mit weiteren Tests die Diagnose stellen.
(18) Diagnostische Algorithmen fir klassische und nicht-klassische Cystische Fibrose
wurden von der European Union Cystic Fibrosis Diagnostic Working Group und der
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US Cystic Fibrosis Foundation herausgegeben. (19, 20) Naturlich ist das klinische
Erscheinungsbild (siehe 1.3) ein wichtiges Kriterium. Die Testung der CFTR-Funktion
stellt ein weiteres dar. Als Test bietet sich hier der Schweildtest an. Er wurde 1959
von Gibson und Cook beschrieben und beruht auf der gestdrten Funktion der
SchweilRdriisen bei Mukoviszidose-Patienten. Im durch Pilocarpin-lontophorese
angeregten und gesammelten Schweild findet man einen erhdhten Natrium-Chlorid-
Gehalt. Eine Chlorid-lonen-Konzentration tber 60 mmol/l bestatigt den Verdacht auf
Erkrankung. (21) Bei Nachweis einer der die Erkrankung auslésenden Mutationen gilt
die Diagnose als gesichert. Liefern diese Tests kein eindeutiges Ergebnis, kann noch
die Messung der transepithelialen Potentialdifferenz am respiratorischen Epithel der
Nase eingesetzt werden. Dabei wird das elektrochemische Gefélle zwischen zwei
Punkten mit verschiedenen lonen Konzentrationen (Natrium und Chlorid) am

Nasenepithel bestimmt, das bei Cystische Fibrose Patienten verandert ist. (22)

1.1.3 Pathophysiologie und Klinik der Cystischen Fibrose

Das CFTR-Protein dient vor allem als Chloridkanal, hat aber ebenfalls regulatorische
Wirkung auf andere Chlorid- und Natriumkanale und auch den intrazellularen
Vesikeltransport. (23-25) Zusatzlich ist es am Austausch von Bikarbonat und
Chloridionen beteiligt, wobei ein Mangel an Bikarbonat zu einer Anh&ufung von
schlecht loslichem Schleim an den Epitheloberflachen fihrt. (26) Aus diesen
Grundlagen haben sich vier verschiedene Hypothesen zur Pathophysiologie der
Cystischen Fibrose, speziell der Lungenbeteiligung, gebildet, die im Folgenden kurz
erlautert werden sollen. (27)

Die Theorie des zu kleinen Volumens geht von der fehlenden Sekretion von Chlorid-
ionen durch CFTR und die gleichzeitig anormal erhéhte Absorption von Natriumionen
aus. So entsteht ein viskdser Schleim auf den Epithelien, der die mukozilliare
Clearance sowie das einfache Abhusten des Sputums verhindert. Bakterien, die in
die Lunge eindringen, finden somit ideale, auch anaerobe Wachstumsbedingungen.
(27, 28)

Die zweite Hypothese argumentiert mit durch das Fehlen von CFTR zu stark

erhdohten Natrium und Chlorid Konzentrationen in der Oberflachenflissigkeit des
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Atemweges. Dadurch werden korpereigene, antibiotische Stoffe (z. Bsp. humanes (3-
Defensin 1) in der Abwehr von Bakterien gestort. (27, 29-31)

Eine dritte Theorie besagt, dass bei Patienten mit Cystischer Fibrose das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Substanzen zugunsten der
proinflammotrischen Molektle wie Interleukin 8 und 6, Tumornekrosefaktor a und
Arachnidonsduremetaboliten verschoben ist. Dies resultiert in einer fehlerhaften
Immunantwort des Erkrankten. (27, 32-36)

Eine weitere Hypothese basiert auf der Vermutung, dass das speziell bei Cystischer
Fibrose problematische Bakterium Pseudomonas aeruginosa normalerweise an das
CFTR-Protein bindet und eine schnelle, eigene Immunantwort auslost. Das Fehlen
des Proteins verhindert diese Antwort und zusatzlich kbnnen die Bakterien an der
Epitheloberflache noch besser binden. (27, 37, 38)

Diese postulierten Verdnderungen finden sich in allen Epithelien, die bei Gesunden
CFTR exprimieren. Somit sind die Epithelzellen des gesamten Respirationstraktes
einschliel3lich der submukdsen Drisenzellen, die Zellen des Pankreasgangsystems,
die Darmepithelzellen, die Zellen des Gallengangsystems und die Epithelzellen der
Vasa deferens betroffen. Dies fuhrt zu dem komplexen Klinischen Bild einer
Multiorgankrankheit (siehe Tab. 1), wobei vor allem die Entztindungen und
Infektionen der Lunge, sowie die exokrine Pankreasinsuffizienz die Patienten stark
beeintrachtigen.

Kennzeichen der Lungenbeteiligung sind chronische Entziindung, Bronchiektasien,
Uberblahung, Hypoxamie und Hyperkapnie. Mindestens 80% der Patienten sterben
an den Folgen der respiratorischen Insuffizienz. (8)

Circa 90% der Cystische Fibrose Erkrankten leiden auch an einer
substitutionsbedurftigen Insuffizienz des exokrinen Pankreas mit dem Problem der
Malabsorption. (8) Auch im Pankreas wird ein zahes Sekret mit Mangel an HCO;
gebildet, das die Pankreasgénge verschliel3t. Die Vorstufen der Verdauungsenzyme
kénnen somit nicht in den Darm abflieen, sondern werden frihzeitig im Pankreas
aktiviert und fuhren zu Zerstérung und Fibrosierung des Gewebes. Diese Vorgange
tragen ebenfalls zur Entstehung des Cystische Fibrose assoziierten Diabetes bei, der

das Hauptthema in dieser Arbeit sein soll.
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1. chronische sinupulmonale Erkrankung, manifestiert durch:

a. persistierende Besiedlung/Infektion mit CF-typischen Keimen, wie Staphylococcus
aureus, untypische Haemophilus influenzae, mucoider und nicht-mucoider
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, und Burkholderia cepacia

b. chronischer Husten und Sputumproduktion

c. persistierende Veranderungen im RO-Thorax (z. Bsp. Bronchiektasen, Atelektasen,

Infiltrate, Uberblahung)

d. Lungenobstruktion, klinisch bemerkbar durch pfeifendes Atemgerausch und Luftfallen

e. Nasenpolypen; Veranderung der Nasennebenhdhlen im Réntgen der CT

f. Trommelschlagelfinger

2. Anomalien im Gastrointestinaltrakt und des Ern&hrungszustand

a. Intestinal: Mekoniumileus, distales Obstruktionssyndrom, Rektumprolaps

b. Pankreas: Pankreasinsuffizienz, rezidivierende akute Pankreatits, chronische

Pankreatitis, Pankreasanomalien in der Bildgebung

c. Leber: verlangerter neonataler lkterus, chronische hepatische Erkrankung,

manifestiert durch klinische oder histologische Anzeichen einer fokal-billiaren oder

multilobuléaren Zirrhose

d. Erndhrungszustand: Gedeihstorungen (Protein-Mangelerndhrung), Hypoproteindmie

und Odeme, Komplikation durch verminderte Aufnahme fettléslicher Vitamine

3. Salzverlustsyndrom: akuter Salzmangel, chronisch metabolische Alkalose

4. Probleme des mannlichen Genitaltrakts, in obstruktiver Azoospermie resultierend

Tab. 1: Manifestationen der Cystischen Fibrose, modifiziert nach Farrell P. et al. (20)
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1.2Der Cystische Fibrose assoziierte Diabetes mellitus (CFRD)

1.2.1 Inzidenz, Pravalenz und Mortalitdt des CFRD

Der Cystische Fibrose-assoziierte Diabetes mellitus (engl. Cystic fibrosis related
diabetes — CFRD) ist die haufigste Komorbiditat der Mukoviszidose. (8) Die
Pravalenz des CFRD steigt mit dem Alter an (39), sodass durch die gestiegene
Lebenserwartung immer mehr Patienten an dieser Folgeerkrankung leiden. Bei
Kleinkindern ist ein CFDR sehr selten zu finden, aber ab dem zehnten Lebensjahr
nimmt die Pravalenz pro Jahr um rund 5% zu. Im Alter von 30 Jahren haben etwa
50% der Patienten einen Diabetes entwickelt (40) und insgesamt 70% der
Erwachsenen mit CF zeigen eine gestorte Glukosetoleranz. (41) Patienten mit
exokriner Pankreasinsuffizienz und homozygote Tréager der Mutation AF508 sind
besonders gefahrdet. (42, 43)

Der CFRD geht einher mit einer Verschlechterung des Ernahrungszustandes und
einem verzbgertem Wachstum sowie gehaufter terminaler respiratorischer
Insuffizienz und letztlich dem Tod. (44) Finkelstein et al. fanden in einer
retrospektiven Studie die Anzahl der Uberlebenden bis zum 30 Lebensjahr von 60%
in der Kontrollgruppe auf nur 25% der Patienten mit CFRD reduziert. (45) Diese
erhohte Mortalitat wurde vor allem fur weibliche Patienten beschrieben. (46) Jedoch
scheinen sich diese Unterschiede in der Mortalitat beziglich des Geschlechts und
auch der Glukosetoleranz aufgrund verbesserter Therapieregime langsam
anzugleichen. (47)

Die beschriebene  Verschlechterung der Lungenfunktion und des
Ernahrungszustandes ist schon bis zu sechs Jahre vor Diagnose des Diabetes zu
messen. (48) Deshalb sollte eine gestorte Glukosetoleranz mdglichst frih erkannt
und adaquat therapiert werden, da dies nachweislich den Morbiditat und Mortalitat

der Patienten verbessert. (49)
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1.2.2 Diagnose, Klinik und Therapie des CFRD

Diagnostische Kriterien des CFRD wurden im Consensus Conference Report der
Cystic Fibrosis Foundation von 1999 festgelegt. (41) Dort wird als
Screeningparameter der Nuchternglukosewert genannt. In neueren Studien gilt
hierfur ein jahrlicher oraler Glukosetoleranztest (0GTT) als Goldstandard. (50) Dieser
Test wird unter Standardbedingungen wie zehnstiindige Nahrungskarenz und einer
Glukosebelastung von 1,75¢g / kg Korpergewicht bzw. maximal 75 g durchgefihrt. Bei
Patienten, die gerade orale Glukokortikoide einnehmen oder im letzten Monat einen
Infekt hatten, kann das Ergebnis verfalscht sein. Bei pathologischen Werten sollte
der Test wiederholt werden. (51) Die Referenzwerte des oGTT und zusatzlich die
gemessenen Nuchternwerte dienen zur Diagnose und Einteilung der pathologischen
Glukosetoleranzen entsprechend den Werten der American Diabetes Association
(ADA) fur den Typ 2 Diabetes. Somit entstehen vier Gruppen: Patienten mit normaler
Glukosetoleranz  (engl.: normal glucose tolerance, NGT), mit gestoOrter
Nuchternglukose (engl.: impaired fasting glucose, IFG), mit gestorter Glukosetoleranz
(engl.: impaired fasting glucose, IGT) und mit manifestem Diabetes (CFRD). Der
einzige Unterschied zu den ADA Kiriterien ist eine weitere Unterscheidung des CFRD
in Patienten mit und ohne gestorte Nuchternglukose. Die genauen Referenzwerte fur

die einzelnen Gruppen sind in Tabelle 2 angegeben. (41)

Kategorie Venose Plasmaglukose mg/dl
Nichtern 2-h-oGTT
NGT <100 <140
IFG 100 - 125 <140
IGT <126 140 - 199
CFRD mit/ohne
gestorte 2126/<126 = 200
Nuchternglukose

Tab. 2: Diagnosekriterien des Diabetes mellitus bei CF Patienten laut Consensus

Conference Report der Cystic Fibrosis Foundation von 1999 (41)
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Zusatzlich kann auch die klinische Symptomatik wie unerklarbare Polyurie und
Polydipsie, Gewichtsverlust oder keine Gewichtszunahme unter optimierter,
hochkalorischer Ernahrung, Gedeihstérungen und verzdgerte Pubertat, sowie
unerklarbare Verschlechterung der Lungenfunktion Hinweise auf eine gestorte
Glukosetoleranz geben. (41)

Blutzuckertagesprofil und der HbAl.-Wert kdnnen der Therapietberwachung bei
gesicherter Diagnose dienen, sollten jedoch nicht als Screeningmethode eingesetzt
werden. (52)

Die Standardtherapie des CFRD erfolgt mit einer intensivierten Insulintherapie, wobei
der Bedarf an langwirksamen Insulin zur Nacht meist gering ist. Die Ernahrung sollte
optimal angepasst sein und gleichzeitig den erhdhten Kalorienbedarf als auch die
gestorte Glukosetoleranz bertcksichtigen. (41, 53) Zuséatzlich muss die Gefahr der
Hypoglykéamien bei CF besonders beachtet werden. (54) Aul3erdem schitzt ein gut
eingestellter Blutzucker vor Spatkomplikationen, die auch beim CFRD zu finden sind.
Drei grol3e Studien geben fur Patienten mit einer Erkrankungsdauer mit Diabetes von
mindestens zehn Jahren die Pravalenz der Mikroalbuminurie mit 10 — 21%, die
Retinopathie mit 10 — 36% und die Neuropathie mit 3 — 17% an. (55-57)
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1.3 Pathophysiologie des CFRD

Die American Diabetes Association zahlt den CFRD zu den ,anderen spezifischen
Diabetes-Typen verursacht durch Erkrankung des exokrinen Pankreas" und grenzt
ihn somit klar vom Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 ab. (58) Allerdings zeigt der
CFRD Merkmale sowohl des Typ 1 (DM1), als auch des Typ 2 Diabetes (DM2), siehe

Tabelle 3. (40)

Charakteristika DM1 DM2 CFRD
Erstmanifestation meist < 20 Jahre meist > 40 Jahre ~ 20 Jahre
Gewicht normal adipos dinn
\: erste Phase \: erste Phase
: : Mogliche Schnelle
Insulinsekretion Vi Verschlechterung Verschlechterung
NAZ N2
Insulinsensitivitat normal N2 N0
Atiologie autoimmun ja nein nein
Amyloid in nein + +
Pankreasinseln
Ketoazidose ja selten selten
Mikrovaskulare i i "
Komplikationen J J J
Makrovaskulare i i selten
Komplikationen J J
Dist bei Hochlfglorlsc_he
. L Ernéahrung;
: Ubergewicht; -
Behandlung Insulin . : Insulin;
orale Antidiabetika - .
X orale Antidiabetika
und/oder Insulin .
umstritten

Tab. 3: Vergleich des Diabetes bei CF (CFRD) mit Diabetes Typ 1 (DM1) und Typ 2 (DM2),

modifiziert nach Costa M. et al. (40)
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Die genaue Pathophysiologie des CFRD ist weiterhin unklar, jedoch geht man von
einer multifaktoriellen Genese aus. (41)

Als Hauptursache wird der Insulinmangel aufgrund verminderter Anzahl der 3-Zellen
genannt. (41, 59) Wie die exokrine Pankreasinsuffizienz, entsteht auch die endokrine
durch die chronischen Pankreatitiden bei CF. Es kommt zu Umbauvorgangen wie
Verfettung und Fibrosierung des Pankreas. (42, 60) Dadurch wird ebenfalls die
Architektur der Inseln zerstort. Viele |Inseln gehen zugrunde und die
Zellzusammensetzung der Verbliebenen verandert sich. Der 3-Zellanteil in den Inseln
ist vermindert bei gleichzeitig vermehrter Anzahl von Alpha-, PP- und Deltazellen.
(61, 62) Trotzdem wurde sowohl ein Mangel an Insulin, als auch an Glucagon und
Pankreatischen Polypeptid beschrieben. (63)

In Autopsiebefunden konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der
Inselzelldestruktion und CFRD gefunden werden. Mukoviszidose-Patienten mit
CFRD wiesen eine starkeren Verlust der 3-Zellen in den Inseln auf als CF Patienten
mit normaler Glukosetoleranz. (64)

Zusatzlich kénnte die Akkumulation von Amyloid in den Inseln, die bei CF Patienten
mit CFRD zu sehen ist, einen zytotoxischen, inhibitorischen Effekt auf die
Insulinsekretion haben. (65)

Die Insulinsekretion konnte auch durch Defekte auf zellularer Ebene gehindert sein.
Neuere Studien zeigen, dass das CTFR-Protein auch in gesunden R3-Zellen
exprimiert wird. (66, 67) Wie oben beschrieben greift CFTR regulatorisch in viele
Zellprozesse, wie auch den Vesikeltransport oder die Genexpression, ein. Ein
Mangel oder Fehlen des Proteins konnte sich auch in Stérungen der Insulinsekretion
niederschlagen. Weiterhin scheint auch die Translokation des Glukosetransporters
GLUT4 durch die Mutation des CFTR negativ beeinflusst zu werden, was einen
weiteren Pathomechanismus darstellen kénnte. (68)

Die Rolle der Insulinresistenz bei der Entstehung des CFRD ist umstritten.
Verschiedene Studien kamen zum Ergebnis, dass die Insulinsensitivitat bei CF
erniedrigt (69, 70), normal (71, 72) oder sogar erhoht (73, 74) ist. Die Unterschiede
der Ergebnisse entstehen wahrscheinlich durch verschiedene Testmethoden und der
fehlenden Einheitlichkeit der Studiengruppen.

Die Insulinresistenz kann auch intermittierend bei Patienten mit physischem Stress
wie Infektionen oder Steroid-Behandlungen auftreten. Uberhaupt ist der

Glukosestoffwechsel bei Mukoviszidose durch eine Vielzahl von Faktoren, die
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einzigartig fur diese Erkrankung sind, stark beeinflusst. Dazu zahlen Unterernéhrung,
chronisch und akute Infektionen, erhohter Grundumsatz (vor allem durch erhéhte
Atemarbeit), Glucagonresistenz, verlangerte Darmpassage und Leberfehlfunktion.
(42)

Zuletzt soll noch die verédnderte Insulinclearance-Rate bei CF genannt werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Abbaurate von Insulin bei Mukovizidose um 30 —
40% erhoht ist. (70) Dies ist unabhéngig davon, ob ein CFRD vorliegt. Dies konnte

ein weiterer Faktor flr dessen Entstehung sein.

1.4 Pathogenese des Diabetes Typ 1

Auch beim Typ 1 Diabetes (DM1) kommt es wie beim Diabetes der CF Patienten
durch Zerstérung der 3-Zellen zu einem absoluten Insulinmangel. Jedoch handelt es
sich beim DM1 um eine autoimmun vermittelte Erkrankung des endokrinen
Pankreas. Bestimmte HLA-Genotypen wie DR 3/4 und andere Genvarianten, die
wichtige Regulatoren des Immunsystems sind, pradisponieren fur die Entstehung
eines DM1. Durch noch nicht genau geklarte Umweltfaktoren (z.B. Virusinfektionen,
Nahrungsbestandteile) kommt es zur Induktion einer Inselzell-spezifischen
Autoimmunreaktion (Insulitis), die zu einer T-Zell vermittelten Destruktion der B-
Zellen fuhrt. Zusatzlich produzieren die ebenfalls aktivierten B-Zellen verschiedene
Autoantikorper (AK) gegen Inselzellbestandteile wie die cytoplasmatischen Inselzell-
AK (ICA), Anti-Glutaminsaure Decarboxylase-AK (GADA), Insulin-Auto-AK (IAA) und
Antikdrper gegen die Tyrosinphosphatase 2 (Anti-IA-2-AK). Die autoimmun bedingte
Destruktion der 3-Zellen fuhrt zu absolutem Insulinmangel und Insulinpflichtigkeit, die
ab einer Zerstorung von circa 80 — 90% der [3-Zellen auftreten. Im Vergleich zum
schleichenden Beginn des Typ 2 Diabetes tritt der DM1 oft rasch in Erscheinung und

manifestiert sich meist im Kindesalter und der Adoleszenz. (75)
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1.5 Pathogenese des Diabetes Typ 2

Vergleicht man den Diabetes bei CF mit dem Typ 2 Diabetes (DM2), fallen zuerst die
Unterschiede im Erscheinungsbild der Patienten auf. Bei Patienten mit DM2 handelt
es sich vor allem um altere, meist adipdse Menschen im Zusammenhang mit dem
metabolischen Syndrom, wahrend der CFRD auch bei jungen, meist
untergewichtigen Patienten auftritt.

Pathophysiologisch geht man beim DM2 von einer Insulinresistenz mit
zunehmendem 3-Zell-Verlust und [3-Zell-Dysfunktion aus, wobei initial vor allem die
frihe Phase der Insulinsekretion gestort ist. Klinisch wird die Diagnose meist erst
gestellt, wenn bereits 40% bis 60% der [3-Zellen zugrunde gegangen sind. (76) Ab
diesem Zeitpunkt kann die vorhandene Insulinresistenz durch vermehrte
Insulinproduktion nicht mehr kompensiert werden und es kommt zur Manifestation
des Diabetes. Somit ist auch beim DM2 die R3-Zell Funktion ein entscheidender
Punkt. (77, 78) Der Verlust der [3-Zellen kdonnte einerseits durch eine genetisch
bedingte, erhdhte Sensibilitat bereits gegen moderat erhdhte Glukosewerte und
veranderte Fettsauremuster im Sinne einer Gluko-Lipotoxizitat erklart werden. (79)
Dies konnte zu vermehrter Apoptose der Zellen fuhren. Aul3erdem konnten bei 90%
der DM2 Patienten cytotoxische Amyloidablagerungen in den [3-Zellen gefunden
werden, deren Auspragung mit der Dauer und Schwere der Erkrankung korreliert.
(80, 81)

Die bestehende Insulinresistenz fuhrt zusatzlich zur Erschépfung der 3-Zellen. Nach
kontinuierlicher Uberstimulation und vermehrter Sekretion kommt es schlieRRlich zum
Ausfall der Zellen. (82, 83) Diese Schadigung ist aul3erdem durch erhdhte
Nuchternspiegel des aktiven Proinsulin im peripheren Blut gekennzeichnet. Daher
wird das intakte Proinsulin als weiterer diagnostischer Marker einer Insulinresistenz
und auch der B-Zell Dysfunktion bei DM2 Patienten diskutiert. Zudem gilt es als
unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor. (84) Im Gegensatz zu klassischen
Markern wie dem HbA1l. oder den Glukosespiegeln gibt das intakte Proinsulin
direkten Einblick in die zugrunde liegende Pathophysiologie des DM2. (85) Wie
beschrieben kommt es schon in der pradiabetischen Phase zu steigender
Insulinresistenz, die einen pathologisch erhéhten Insulinbedarf nach sich zieht. Bevor
durch Niedergang der 3-Zellen ein absoluter Insulinmangel entsteht, versuchen die

B-Zellen durch vermehrte Insulinsekretion diesem gesteigerten Bedarf
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nachzukommen. Allerdings fuhrt dies zu einer qualitativen Sekretionsstérung. Durch
Erschopfung der Spaltungsenzyme wird das Proinsulin in den Speichervesikeln der
3-Zellen unzureichend zu Insulin und C-Peptid prozessiert und es wird zunehmend
intaktes Proinsulin in die Blutbahn ausgeschittet. Ab einem Wert des intakten
Proinsulins von Uber 10 pmol/l im nichternen Zustand kann man von einer
Insulinresistenz ausgehen. Dieser Wert wurde im Vergleich mit dem ivGTT und dem
HOMA Model etabliert (siehe 2.4.3). (86)

1.6 Storung des Inkretineffekts bei DM 2 und CFRD

Ein weiterer Pathomechanismus in der Entstehung des DM2 ist die Stdérung in der
enteropankreatischen Achse. Schon lange ist bekannt, dass bei oraler im Gegensatz
zur intravendsen Gabe von gleichen Mengen Glukose eine verstarkte Insulinantwort
zu finden ist. (87) Dieser sogenannte Inkretineffekt ist fur bis zu 70% der
Insulinausschittung verantwortlich und wird durch die beiden Darmhormone
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) und glucose-dependent insulinotropic polypeptide
(GIP) vermittelt. (88) Dabei spielt GLP-1, dass von L-Zellen im Duinndarm
nahrungsabhangig sezerniert wird, die grof3te Rolle. (89) In seinen aktiven Formen
GLP-1(7-37) und GLP-1(7-36 Amid) stimuliert es die R-Zellen, wird aber rasch mit
einer Halbwertszeit von 1 - 2 min durch die ubiquitdre Dipeptidyl Peptidase IV
(DPPIV) zu inaktiven Formen abgebaut. (90, 91) In der Literatur werden
Nuchternspiegel des aktiven GLP-1 mit 5 — 10 pmol/l und postprandiale Spiegel mit
15 — 50 pmol/l angegeben. (92) Die direkte Wirkung von GLP-1 fuhrt nicht nur zur
Insulinsekretion, sondern in Tiermodellen auch zu einer Steigerung der
Insulinbiosynthese und der Insulingentranskription. (93) Desweiteren finden sich
auch Langzeitwirkungen des GLP-1 wie (-Zell-Proliferation, Anregung der
Inselneogenese und Hemmung der (3-Zell-Apoptose. (94) Der Inkretineffekt in
Patienten mit DM2 ist um bis zu 50% vermindert und hat somit relevanten Anteil an
der Pathogenese. (95, 96)

Auch bei CF Patienten wurde die enteropankreatische Achse getestet. Eine Studie
von Lanng et al. von 1993 bewertete die GLP-1 Sekretion und somit den

Inkretineffekt bei CF Patienten als intakt. (97) Allerdings wurde in dieser Studie ein
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Radioimmunassay (RIA) benutzt, der das GLP-1(7-36 Amid) mit einem
unspezifischen Antiserum (Nr. 2135) detektiert. Dieses Antiserum bindet gleich stark
an alle Peptide, die diese GLP-1 Sequenz beinhalten, gleichgiltig ob NH,- oder
COOH-terminal noch Anhange zu finden sind. (98) Somit wurden auch die Vorstufen
GLP-1(1-37) und GLP-1(1-36 Amid), genauso wie das Major Proglucagon Fragment
(MPF) aus dem Pankreas gebunden. Diese Problematik entsteht aus der Bildung all
dieser Peptide durch posttranslationale Prozessierung aus Proglucagon im Darm
bzw. Pankreas. In den a-Zellen des Pankreas wird aus Proglucagon als wichtigstes
Peptid das Glukagon, sowie das glicentin-related pancreatic polypeptide (GRPP) und
das MPF, prozessiert. In den L-Zellen des Darms entstehen aus Proglukagon das
GLP-1, das GLP-2 und das Glicentin. (99) Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, enthalt
das MPF die Sequenz des GLP-1(7-36 Amid) und wurde deshalb mit dem
beschriebenen Antiserum ebenfalls detektiert. Somit wurden nicht nur die biologisch
intakten Formen GLP-1(7-37) und GLP-1(7-36 Amid), die zur Insulinsekretion
fuhren, bestimmt. Eventuell kam es zusatzlich zu einer Kreuzreaktivitat mit den
Metaboliten GLP-1(9-36 Amid) und GLP-1(9-37). Dies ist von Bedeutung, da die
aktiven Formen des GLP-1 nur 10 — 20 % der Gesamtmenge an GLP-1 Produkten im
Plasma ausmachen (92) und die genannten Metabolite eventuell sogar als
Antagonisten fungieren. (91) Somit ist nicht klar belegt, ob die enteropankreatische

Achse bei CF normal ist.
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Abb. 3: Alternative posttranslationale Prozessierung von Proglukagon in Pankreas, Darm
und Gehirn; aus Kieffer T. J. und Habener J. F. (99)
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Mit der zunehmenden Lebenserwartung der CF Patienten steigt auch die Pravalenz
des CFRD und seiner Vorstufen und wirft die Frage nach adaquatem Screening,
valider Diagnose und der Pathophysiologie dieser Komorbiditat auf. Im Rahmen der

vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie hoch ist die Pravalenz von Glukosestoffwechselstérungen in einer
unselektionierten  Gruppe von erwachsenen CF-Patienten? Erscheint
dementsprechend ein jahrliches Screening notwendig und was ware die dafir
geeignete Methode?

2. Welche Pathophysiologie liegt der Entstehung eines CFRD und seiner Vorstufen

zugrunde?

2.1.Kommt es zu einer Storung in den verschiedenen Phasen der

Insulinsekretion?

2.2.Liegt bei CF Patienten mit gestorter Glukosetoleranz eine Insulinresistenz

vor?
2.3.Ist bei CF Patienten eine adaquate GLP-1 Sekretion und somit eine intakte

enteropankreatische Achse vorhanden?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen veranderter Glukosetoleranz und dem
Ausmald der Lungenbeteiligung bzw. dem Erndhrungszustand der Patienten mit
CF?

24



2. Patienten, Material & Methoden

2.1 Rekrutierung und Einschlusskriterien der Probanden

34 CF Patienten, zehn gesunde Kontrollpersonen und neun Patienten mit Typ 2
Diabetes wurden im Rahmen der LMU Diabetes Studie untersucht.

Zum Einschluss in die Studie musste Volljahrigkeit oder das Einverstadndnis der
Eltern vorliegen, sowie eine schriftliche Einverstandniserklarung nach erfolgter
Aufklarung. Die Studie wurde genehmigt von der Ethikkommission der LMU
Munchen.

Alle Probanden hatten normale Serumkreatininwerte (<1,2 mg/dl), eine gestorte
Leberfunktion mit bis zu vierfach erhéhter GPT und/oder bis zu dreifach erhéhter yGT
fand sich bei funf CF Patienten und drei Patienten mit DM2.

2.1.1 Cystische Fibrose Patienten

Die Rekrutierung der CF Patienten erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Mukoviszidose-Ambulanz der Medizinischen Klinik Innenstadt der LMU.

Bei allen Patienten war die Mukoviszidose durch einen Schweildtest und/oder
Gentest gesichert. Die Art der Mutation der einzelnen Patienten wurde der
Krankenakte entnommen.

Die Lungenfunktion wurde mit Hilfe der zuletzt durchgeflhrten Spirometrie beurteilt.
Hierfir wurden die Werte der Einsekundenkapazitat (FEV1) herangezogen, die auch
in der Klinik zur Verlaufskontrollen vor allem der obstruktiven Veranderungen bei CF
dient.

Patienten, die aktuell mit Pankreasenzym subsituiert wurden, wurden als exokrin-
pankreasinsuffizient eingestuft.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit einer pulmonalen Exazerbation in den
vorangegangenen zwei Wochen, sowie einer Therapie mit oralen Glukokortikoiden

oder Insulin bzw. der Diagnose eines manifesten Diabetes mellitus.
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Sieben CF Patienten zeigten in der Vorgeschichte eine gestorte Glukosetoleranz, bei
einer Patientin war ein Gestationsdiabetes wahrend einer vorausgegangenen

Schwangerschaft bekannt.

2.1.2 Gesunde Kontrollpersonen

Als Kontrollpersonen dienten gesunde, im Alter den Patienten gleichende Personen,
bei denen bis dato keine Stoffwechselstérung bekannt war. Zusatzlich sollte kein
bekannter Diabetes in der Familie vorliegen. Keine der Kontrollpersonen nahm
Medikamente auf3er L-Thyroxin oder orale Kontrazeptiva ein.

Eine Kontrollperson musste aufgrund eines erhdhten Nuchternglukosewertes aus der

Studie ausgeschlossen werden.

2.1.3 Patienten mit Diabetes Typ 2

In die Gruppe der Typ 2 Diabetiker kamen Patienten, die mit Verdacht auf diese
Diagnose in der Diabetesambulanz der Medizinischen Klinik Innenstadt der LMU
vorstellig wurden. Im Rahmen der Diagnostik wurde ein oGTT zur Bestatigung
durchgefuihrt und die Patienten zur Teilnahme an der Studie gebeten.

Als weitere Diagnosen fanden sich bei sechs der Patienten eine arterielle Hypertonie,
bei finf eine Makroangiopathie im Sinne einer koronaren Herzerkrankung, Zustand

nach Myokardinfarkt oder Apoplex, sowie bei finf Patienten eine Hyperlipidamie.
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2.2 Studiendesign

2.2.1 Durchfiihrung des oralen Glucosetoleranztests (0GTT)

Ein oGTT wurde standardisiert bei allen Patienten unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt.

Der Versuchsbeginn wurde auf 8:00 Uhr festgelegt. Die Patienten waren angehalten,
ab 22:00 Uhr des Vortags weder Nahrung noch Flussigkeit zu sich zu nehmen (10-
stiindige Karenz). Die Nichternheit wurde anamnestisch gepriift.

Zur Blutentnahme wurde eine Venenverweilkaniile in eine Cubitalvene gelegt und mit
langsam tropfender, physiologischer Kochsalzlosung offengehalten und nach jeder
Blutentnahme gespiilt.

Im nichternen Zustand erfolgte eine Blutabnahme fir die Bestimmung von
Laborparametern wie Kreatinin und den Leberenzymen.

Die Glukosebelastung mit 75 g wurde dem Patienten in Form eines Saftes (Accu-
Check Dextro O.G-T.) dargereicht und innerhalb von 5 min aufgenommen.

Der Test wurde bei 26 CF Patienten und acht gesunden Kontrollpersonen tber 180
Minuten und bei acht CF Patienten, zwei Kontrollpersonen und allen Patienten mit
DM2 (Uber 120 Minuten durchgefuhrt. Das Studienprotokoll beinhaltete
Blutentnahmen zur Plasmagewinnung zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 120 Minuten im
OGTT Uber zwei Stunden und zusétzlich zu den Zeiten 15, 90, 150 und 180 Minuten
im oGTT uber drei Stunden.

Der Blutzuckerverlauf wahrend eines oGTT bei einer gesunden Person ist in
Abbildung 4 dargestellit.
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Abb. 4: Blutzuckerverlauf wahrend eines oGTT bei einer gesunden Person

2.2.2 Blutentnahme

Das Plasma zur Bestimmung von Glukose, Insulin, intaktem Proinsulin und aktivem
GLP-1 wurde in Monovetten mit Zusatz von EDTA abgenommen. Um den Abbau von
GLP-1 zu verhindern, wurde sofort 300 pl Aprotinin und 75ul DDP IV-Inhibitor zu den
Proben pipettiert und das Blut sofort aus Eis gestellt. Die Proben wurden innerhalb
einer halben Stunde abzentrifugiert (acht Minuten bei 490 g), aliquotiert und bis zur

weiteren Verarbeitung bei -80C eingefroren.
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2.2.3 Materialien und Geréatschaften

Die benutzen Materialien und Gerate sind in Tabelle 4 bzw. 5 aufgelistet.

Material

Hersteller

Vasofix Safety Kanile, 20G

Accu-Check Dextro O.G-T. Saft
759 Glukose/300 ml

Aprotinin, 7700 KIU/ml,
Bovine Lung Solution

DDP IV-Inhibitor

Human Insulin ELISA Kit

Intact Human Proinsulin ELISA Kit

Glucagon-like-peptide-1 (active) ELISA Kit

HbAlc Assay

BRAUN, Melsungen

Roche GmbH, Mannheim

Calbiochem-Merck, Darmstadt

LINCO Research, St. Charles, MO

LINCO Research, St. Charles, MO (Cat. #
EZHI-14K)

LINCO Research, St. Charles, MO (Cat. #
EZHIPI-17K)

LINCO Research, St. Charles, MO (Cat. #
EGLP-35K)

Roche GmbH, Mannheim

Tab. 4: In der Studie benutzte Materialien

Gerat

Hersteller

SUPER GL ambulance Blutzuckermessgeréat
TECAN Spectra ELISA Reader

Wallac Victor3 TM 1420-012
Multilabel Counter

Dr. Muller Geratebau GmbH, Freital

SLT Labinstruments Deutschland GmbH,
Achterwehr

Perkin Elmer, Rodgau

Tab. 5: In der Studie benutzte Geratschaften
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2.3 Laboruntersuchungen

2.3.1 Routinelabor

Routineparameter wurden im diagnostischen Labor der Medizinischen Kilinik
Innenstadt der LMU bestimmit.

Der Blutzuckerwert aus dem Plasma wurde nach der Glukooxidasemethode
gemessen.

Der HbAl. Wert dient als Langzeitparameter zur Bewertung der
Blutzuckerstoffwechsellage des Patienten in den letzten acht Wochen. Bei haufig
erhohten Blutglukosewerten kommt es zu einer Glykosylierung des Hamoglobins und
damit zu einem erhéhten HbA1; Wert. Die Normalwerte des Assays liegen bei 3,5 —
6,0%.

Zur Beurteilung der Aktivitat mdglicher entzindlicher Prozesse wurde das high
sensitive C-reaktive-Protein (hsCRP) bestimmt. Normale Werte liegen hier bei unter
0,5 mg/dl.

2.3.2 ELISA

Fur die quantitative Bestimmung von Insulin, intaktem Proinsulin und aktivem GLP-1
wurden Immunoassays vom Typ des Double-Antibody-Sandwich-ELISA verwendet.
Dieses immunologische Nachweisverfahren basiert auf der Verwendung zweier
monoklonaler Antikérper (AK), die beide spezifisch an das zu bestimmende Antigen
(AG) binden. Dabei ist wichtig, dass die AK an verschiedene Stellen des AG binden,
um sich nicht gegenseitig zu behindern.

Der erste AK ist fest auf einer 96-Well Mikrotiterplatte gebunden, in deren Wells die
Proben pipettiert werden. Wahrend einer Inkubationszeit kann das AG an diesen
Coating AK binden. Danach wird durch Waschen Uberschiissiges Material entfernt,
so dass nur das fest am AK heftende AG auf der Platte verbleibt. Im nachsten Schritt
wird der zweite AK zugegeben, der ebenfalls mit dem AG bindet. Somit ist das AG
zwischen zwei AK gelegen, was den Namen ,Sandwich“-ELISA erklart. Dieser
sekundéare, sogenannte Detektionsantikbrper ist mit einem Assay-spezifischen

Enzym gekoppelt, das den Umsatz eines passenden Substrats katalysiert. Dieses
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wird nach erneutem Waschen als Nachstes hinzugegeben. Das so entstandene
Produkt kann je nach Substrat photometrisch, durch Lumineszenz oder Fluoreszenz
bestimmt werden. Die gemessenen Werte sind somit proportional zum gebundenen
AG, also zur bestimmenden Konzentration in der Probe. Durch Erstellen einer
Standardkurve aus bekannten Proben kann die Konzentration direkt berechnet
werden.

Zur Bestimmung von Insulin und Proinsulin wurde frisches oder hdchstens zum
zweiten Mal aufgetautes Plasma benutzt, fir GLP-1 ausschliel3lich frisch aufgetaute

Aliquots.

2.3.2.1 Insulin-ELISA

Zur Bestimmung von Insulin wurde ein ELISA-Kit fir humanes Insulin benutzt. Im Kit
enthalten ist eine mit monoklonalem Maus-anti-Human-Insulin  Antikdrpern
beschichtete Platte, als Detektionsantikorper ein weiterer monoklonaler Maus-anti-
Human-Insulin Antikérper, der biotyniliert ist. An dieses Biotin kann eine mit
Streptavidin-konjugierte Merrettichperoxidase (in der Enzymlésung) binden. Da Biotin
mehrer Bindungsstellen fir Streptavidin besitzt und somit mehr Enzym vorhanden ist,
fuhrt dieser Zwischenschritt zu einer Signalverstarkung. Zur Messung der
Enzymaktivitat wird das Substrat 3, 3’, 5, 5'-tetramethylbenzidine hinzugegeben und
die Absorption bei 450 nm photometrisch gemessen. Zusatzlich im Kit enthalten sind
Waschpufferkonzentrat, = Assaypuffer, Matrixlosung, Qualitatskontrollen, die
Standards 2, 5, 10, 20, 50, 100 und 200 pU/ml fur Insulin und eine Stopplésung.

Der Assay wurde laut Anleitung durchgefihrt. Das Plasma wurde bei
Raumtemperatur ca. 30 Minuten aufgetaut und dann auf Eis gestellt. Der
Waschpuffer wurde durch zehnfache Verdinnung des Konzentrats hergestellt und
anschlieRend 300 pul in jedes Well der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach 5 Minuten
Inkubationszeit wurde der Waschpuffer dekantiert und sofort 20 pl Assaypuffer in
jedes Well fur Leerwert und Patientenplasma hinzugegeben, sowie 20 ul
Matrixlosung in jedes Well fur Leerwert, Standards und Qualitatskontrollen. Nun
wurde je 20 ul der Standards mit steigender Konzentration, der Qualitatskontrollen
und der Patientenplasma in die entsprechenden Wells pipettiert. Nachdem

zusatzlich je 20 pl Detektionsantikérper in alle Wells gegeben wurde, wurde die
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abgedeckte Platte eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert.
Anschlie3end erfolgte dreimaliges Waschen der Platte mit je 300 ul Waschpuffer pro
Well und nach Dekantieren der Flussigkeit wurde in jedes Well 100 pl Enzymilésung
gegeben. Die abgedeckte Platte wurde daraufhin 30 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Schuttler inkubiert. Nach fiinfmaligen Waschen der Platte mit je 300 pl
Waschpuffer pro Well wurde 100 pl Substratlésung in jedes Well pipettiert und die
abgedeckte Platte je nach entstehender Farbintensitat fur 8 — 10 Minuten auf dem
Shaker inkubiert. Als letztes wurden 100 pl Stopplésung in jedes Well hinzugefugt
und die Platte im Photometer bei 450 nm eingelesen.

Sensitivitat: Der Assay erfasst Werte ab 2 pU/mil.

Spezifitat: Fur humanes Insulin 100%, keine Kreuzreaktivitat fur intaktes humanes
Proinsulin und dessen groRerem Zwischenprodukt Des(31,32)Human Proinsulin,
aber mit dem kleineren Zwischenprodukt Des(64,65)Human Proinsulin (117%).

Intra- und Inter-Assay-Variation waren 4,6 - 7,0% bzw. 9,1 - 11,4% bei 5,96 — 10, 3
pu/mi.

2.3.2.2 Intaktes Proinsulin-ELISA

Proinsulin wurde mit einem ELISA-Kit fir intaktes humanes Proinsulin bestimmit.
Coating-Antikérper ist ein polyklonaler Guinea-Schwein-anti-humanes-Insulin
Antikorper, Detektionsantikérper ein monoklonaler Maus-Antikdrper spezifisch fur die
Sequenz, die B-Kette und C-Peptid im Proinsulin verbindet. Die Messung der
Absorption erfolgt bei 440 nm korrigiert von der Absorption bei 590 nm
(Meerrettichperoxidase mit 3, 3’, 5, 5'-tetramethylbenzidine als Substrat). Zuséatzlich
im Kit enthalten sind Waschpufferkonzentrat, Assaypuffer, Matrixlésung,
Qualitatskontrollen, die Standards 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 und 100 pM fir Proinsulin
und eine Stoppldsung.

Der Ablauf gleicht dem des Insulin-Assays und wurde ebenfalls laut Anleitung
durchgefiihrt. Das Plasma wurde bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten aufgetaut und
dann auf Eis gestellt. Der Waschpuffer wurde durch zehnfache Verdinnung des
Konzentrats hergestellt und anschlieRend die Mikrotiterplatte dreimal mit je 300 pl
Waschpuffer pro Well gewaschen. Daraufhin wurde sofort 50 pl Assaypuffer in jedes

Well fur Leerwert und Patientenplasma hinzugegeben, sowie 50 pl Matrixlésung in
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jedes Well fur Leerwert, Standards und Qualitatskontrollen. Nun wurde je 50 pl der
Standards mit steigender Konzentration, der Qualitdtskontrollen und der
Patientenplasma in die entsprechenden Wells pipettiert. Die abgedeckte Platte wurde
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Nach dreimaligen
Waschen der Platte mit je 300 ul Waschpuffer pro Well wurde 100 ul
Detektionsantikorper in alle Wells gegeben und die abgedeckte Platte eine Stunde
bei Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. AnschlieRend erfolgte dreimaliges
Waschen der Platte mit je 300 pl Waschpuffer pro Well und nach Dekantieren der
Flussigkeit wurde in jedes Well 100 pl Enzymlésung gegeben. Die abgedeckte Platte
wurde daraufhin 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Nach
sechsmaligen Waschen der Platte mit je 300 pl Waschpuffer pro Well wurde 100 pl
Substratlésung in jedes Well pipettiert und die abgedeckte Platte je nach
Farbintensitat fir 15 — 25 Minuten auf dem Shaker inkubiert. Als letztes wurden 100
pl Stopplosung in jedes Well hinzugefligt und die Platte im Photometer innerhalb von
5 Minuten eingelesen.

Sensitivitat: Der Assay erfasst Werte ab 0,1 pM.

Spezifitdt: Fir humanes intaktes Proinsulin 100%, keine Kreuzreaktivitat mit
humanen Insulin bei Werten bis zu 10nM, keine Kreuzreaktivitdt mit dem grél3erem
Zwischenprodukt Des(31,32)Human Proinsulin, aber geringe mit dem kleineren
Zwischenprodukt Des(64,65)Human Proinsulin (36%); Anwesenheit von Insulin (bis
zu 208 pU/ml) storen die Ergebnisse das Assay nicht.

Intra- und Inter-Assay-Variation waren 0,4 — 7,7% bzw. 3,3 — 9,0% bei 1,41 — 29,1
pMI/I.

2.3.2.3 Aktives GLP-1-ELISA

Die Bestimmung von aktivem GLP-1 erfolgt mit einem Chemolumineszenz-ELISA-Kit
fur aktives GLP-1. Die Platte ist beschichtet mit einem monoklonalen Antikérper
spezifisch fur das N-terminale Ende des aktiven GLP-1, so dass nur aktives GLP-1
gemessen wird. Das Detektionskonjugat enthalt ein Anti-GLP1 alkalisches
Phosphatase-Konjugat, das als zweiter Antikorper fungiert. Diese Phosphatase baut
das Substrat 4-Methylumbelliferyl-Phosphat zum fluoreszierenden Umbelliferon um.

Die Fluoreszenz wird bei Anregung/Emission von 355 nm/460 nm gemessen.
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Zusatzlich im Kit enthalten sind Waschpufferkonzentrat, = Assaypuffer,
Qualitatskontrollen, die Standards 2, 5, 10, 20, 50 und 100 pM fur aktives GLP-1,
Substrat Diluent und eine Stopplosung.

Das Kit wurde bis auf eine Anderung laut Anleitung verwendet. Das Plasma wurde
bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten aufgetaut und dann auf Eis gestellt. Der
Waschpuffer wurde durch zehnfache Verdinnung des Konzentrats hergestellt und
anschlieBend in jedes Well der Mikrotiterplatte 300 ul pipettiert und die Platte 5
Minuten inkubiert. Daraufhin wurde die Flussigkeit dekantiert und sofort 200 ul
Assaypuffer in jedes Well fir Leerwert und 100 ul Assaypuffer in die restlichen Wells
gegeben. Abweichend vom Protokoll wurde die Platte nun zur Verminderung der
unspezifischen Bindungsstellen 30 Minuten inkubiert. Nun wurde je 100 upl der
Standards mit steigender Konzentration, der Qualitatskontrollen und der
Patientenplasma in die entsprechenden Wells pipettiert. Die abgedeckte Platte wurde
Uber Nacht bei 4C auf einem Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte
funfmal mit je 300 ul Waschpuffer pro Well gewaschen, wobei beim 4.
Waschvorgang die Platte mit dem Waschpuffer 5 Minuten inkubiert wurde.
Anschlieend wurde 200 ul Detektionskonjugat in alle Wells gegeben und die
abgedeckte Platte zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Shaker inkubiert.
Anschlie3end erfolgte dreimaliges Waschen der Platte mit je 300 ul Waschpuffer pro
Well und nach Dekantieren der Flussigkeit wurde in jedes Well 200 pl mit dem
Substrat Diluent verdinntes Substrat gegeben. Die abgedeckte Platte wurde
daraufhin 20 Minuten bei Raumtemperatur und im Dunkeln auf einem Shaker
inkubiert. Als letztes wurden 50 ul Stopplosung in jedes Well hinzugeflgt und die
Platte im Fluoreszenz-Reader innerhalb von 10 Minuten gemessen.

Sensitivitat: Der Assay erfasst Werte ab 2 pM.

Spezifitat: Fur aktives GLP-1 (7-36 Amid) und GLP-1 (7-37 Amid) 100%, keine
Kreuzreaktion mit anderen Formen von GLP-1 ( 1-36 Amid, 1-37 Amid, 9-36 Amid, 9-
37 Amid) oder GLP-2, sowie Glukagon.

Intra- und Inter-Assay-Variation waren 6 — 9% bzw. <1 — 13% bei 4 - 76 pM/I.



2.4 Berechnungen und Statistik

2.4.1 Body-Mass-Index (BMI)

GroRRe und aktuelles Gewicht der Patienten wurden vor Beginn des oGTT erfasst.

Aus diesen Angaben wurde der Body-Mass-Index nach folgender Formel berechnet:
BMI = Kdrpergewicht (kg) / KoérpergrofRe2 (m?)

Laut WHO gilt ein BMI von 18,5 bis 25 kg/m? als normalgewichtig. Bei dartber
liegenden Werten spricht man von Ubergewicht und ab einem BMI von (ber 30

kg/m2 von behandlungsbedurftiger Adipositas. Werte unter 18 kg/m2 sind als

Untergewicht zu sehen.

2.4.2 Umrechnungen

Plasmaglukose- und Insulinwerte wurden aus den gangigen Einheiten wie folgt in die

SI-Einheiten umgerechnet: (100)

Glukose (mmol/l) = 0,05551 x Glukose (mg/dl)

Insulin (pmol/l) = 7,175 x Insulin (uU/ml)
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2.4.3 Indizes zur Bewertung der R-Zell-Funktion und Insulinresistenz

Zur genauen Evaluation der 3-Zell Funktion und auch der Insulinresistenz wurden in
dieser Arbeit verschiedene Indizes berechnet. Diese stellen den Zusammenhang
zwischen Blutzucker- und Insulinwerten her.

Als Goldstandard zur Beurteilung der Insulinsekretion und —resistenz gelten der
hyper- und euglykdmische Glukoseclampversuch, sowie der intravenose
Glukosetoleranztest (ivGTT). Jedoch sind diese Tests sehr aufwendig in der
Durchfihrung und belastend durch die haufigen Blutentnahmen in kurzen
Zeitabstanden. Aul3erdem wird auch kein physiologischer Zustand simuliert. (101)
Aus diesem Grund wurde eine Reihe von Indizes etabliert, die helfen sollen diese
Versuche durch einfache Messungen und Berechnungen zu ersetzen. All diese
Indizes werden dabei aus Nichtern- und im oGTT gewonnenen Werten berechnet.
Das bekannteste und haufigste genutzte Modell zur Bewertung der basalen 3-Zell-
Funktion und der basalen Insulinresistenz ist das Homeostatic Model Assessment
(HOMA). Es wurde schon 1985 von Matthews et al. (102) etabliert und wird seitdem
vor allem fur groRere epidemiologische Studien aufgrund seiner Einfachheit genutzt.
In dieses Modell gehen nur die Werte im niichternen Zustand ein. Man kann von
einem Index sprechen, der den Steady-State zwischen Glukose und Insulin bewertet.
Die Beziehung der Glukose und des Insulins in diesem basalen Zustand spiegelt die
Balance zwischen Glukoneogenese der Leber und Insulinsekretion wieder, die durch
einen Feedback Mechanismus zwischen Leber und 3-Zellen aufrecht erhalten wird.
(103) Sowohl HOMA-%B als auch HOMA-IR korrelieren sehr gut mit dem
euglykamischen Clampversuch. Der HOMA-%B nach Matthews et al. (102-104)

wurde wie folgt berechnet:

HOMA-%B = (20 x Insulingmin (LU/mI)) / (Glucoseomin (mmol/l) — 3,5)

Eine normale 3-Zell Funktion entspricht 100%.

Die Formel des HOMA-IR (102, 103) lautet:

HOMA-IR = (Insulinomin (LU/mI) X Glucoseomin (Mg/dl)) / 405
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Normale Insulinsensitivitat liegt bei einem IR von 1 vor. Allerdings sollten beide
HOMA Werte in Zusammenschau beurteilt werden, da zum Beispiel eine erhdhte
Insulinsensitivitat mit einem IR < 1 eine vermeintlich verminderte R3-Zell Funktion
unter 100% simulieren kann.

Andere, sogenannte dynamische Indizes bewerten die Insulinsekretion und -
resistenz nach einer Glukosebelastung. Ein solcher Index zur Beurteilung der 3-Zell-
Funktion ist der Insulinogenic Index. Er setzt die Differenzen zwischen Insulin- bzw.
Glukosewerten bei 30 und 0 Minuten ins Verhaltnis. Man gewinnt einen Eindruck
Uber das dynamische Verhéltnis von Glukose und Insulin nach Belastung.
Probanden mit einer normalen Insulinsekretionsleistung und demzufolge einem
mafigen Glukoseanstieg im oGTT haben eine grdl3eren Insulinogenic Index als
Patienten mit einer Sekretionsstorung und folglich héheren Glukosewerten. Der

Insulinogenic Index wurde wie folgt berechnet:

Insulinogenic Index =
(Insulingomin  (MU/MI/) - Insulinpmin (LU/mI/)) / (Glucosezomin (Mmol/l) - Glucoseomin
(mmol/l))

Noch eine genauere Formel zur Berechnung der ersten Phase der Insulinsekretion
liefern Stumvoll et al. (105) Auch der Stumvoll’s First Phase Insulin Secretion Index
bezieht die Niuchtern- und 30 Minuten-Werte mit ein. Eine gute Insulinsekretion bei
normalem Glukoseanstieg im oGTT fuhrt zu einem grol3en Indexwert, wahrend
Insulinmangel und hohe Glukosewerte einen kleinen Index nach sich ziehen.
Stumvoll's First Phase Insulin Secretion Index (105) wurde nach folgender Formel

berechnet:

Stumvoll's First Phase Insulin Secretion Index =
1283 + 1,829 x Insulingomin (pmol/l) — 138,7 x Glucosesomin (Mmol/l) + 3,772 x

Insulingmin (PMol/l)

Sowohl der Insulinogenic Index als auch Stumvoll's First Phase Insulin Secretion
Index wurden kirzlich von Hammana et al. fir CF Patienten im Vergleich mit dem

ivGTT evaluiert und zeigten eine gute Korrelation mit diesem. (106)
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Auch zur Bewertung der Insulinresistenz nach Glukosebelastung kann ein Index von
Stumvoll et al. herangezogen werden. (107) In den Stumvoll's Insulin Sensivity Index
(ISlstumvon ) gehen neben den 120 Minutenwerten fir Insulin zusatzlich der BMI sowie
das Alter ein. Ein erhohter Zweistundenwerte im oGTT, Ubergewicht und
zunehmendes Alter fihren zu einem erhdhten Wert dieses Resistenzindex. Laut
einer weiteren Studie von Stumvoll et al. (105) korreliert die Formel besser mit dem
Clampversuchen als das HOMA-Modell.

ISlstumvon =

0,222 — 0,00333 x BMI (kg/m?) — 0,0000779 x Insulinizomin (Pmol/l) — 0,000422 x Alter
(Jahre)

Als weitere Formel zur Bewertung der Insulinresistenz im dynamischen Zustand
wurde der Index nach Matsuda (ISles) (108) berechnet. Neben den basalen Glukose-
und Insulinwerten verwendeten wir hier auch die 30, 60 und 120 Minuten Werte des
oGTT. In der Originalpublikation gehen zusatzlich die Werte bei 90 Minuten ein, die
wir aufgrund fehlender Messungen bei unseren Patienten weglassen mussten. Ein
niedriger Wert dieses Index spricht fir eine verminderte Insulinsensitivitat und

korreliert ebenfalls mit dem Clampversuch.

ISlest =
10000

|
/JJGlucoselJmin (%)x Insulin0min (ml—ujx Glucosemean (%) Insulinmean[mTuj

Wobei gilt:

Glucosemean = (Glucosegmin + Glucoseszomin + Glucosegomin + Glucose2omin) / 4

Insulinmean = (INSUlingmin + INSUliNgEmin + INSUliNgomin + INSUliN120min) / 4
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2.4.4 Proinsulin/Insulin-Ratio

Erhohte Nuchternspiegel von Proinsulin kdnnen Hinweis auf eine Insulinresistenz
geben. Zusatzlich kann auch das Verhaltnis von Proinsulin zu Insulin im
Nuchternzustand zur Bewertung einer 3-Zelldysfunktion herangezogen werden.(85)

Die ,Proinsulin/Insulin Ratio* wurde wie folgt errechnet:

Proinsulin/Insulin Ratio = Proinsulingmin (pmol/l) / Insulinomin (pmol/l)

2.4.5 Area under the curve (AUC)

Die AUC wurde fiur Glukose, Insulin, intaktes Proinsulin und aktives GLP-1 sowohl fur
die frihe Phase im oGTT von 0 bis 30 Minuten (AUCyo-30min), als auch fur die spate
Phase von 30 bis 120 Minuten (AUC30-120min) bestimmt. Zusatzlich wurde noch die
AUC von 60 bis 120 Minuten (AUCygo-120min) berechnet.

Es soll die Sekretionsleistung fiur die einzelnen Hormone sowie der daraus
resultierende Verlauf der Glukose bewertet werden. Die Berechnung erfolgte nach
der Trapezregel mit der Software GraphPad Prism, Version 3.00, GraphPad Software

Incorporated.

2.4.6 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurden die Patienten mit CF laut Diagnosekriterien
der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG; siehe Tabelle 2) unterteilt in normale
Glukosetoleranz (engl.: normal glucose tolerance, NGT), gestorte Nichternglukose
(engl.: impaired fasting glucose, IFG), gestdrte Glukosetoleranz (engl.: impaired
fasting glucose, IGT) und Diabetes (CFRD).

Die Berechnung der Statistik erfolgte mit der Software GraphPad Prism, Version
3.00, GraphPad Software Incorporated. Bei mehr als zwei unabhangigen, nicht

normalverteilten Stichproben wurde zum Vergleich ordinérer Variablen der Chi-
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Quadrat-Test genutzt und fur stetige Variablen der Kruskal-Wallis-Test. Beide Tests
prufen, ob mit einem vorher festgelegten Signifikanzniveau ein Unterschied zwischen
diesen Gruppen zu finden ist. Zeigte sich beim Kruskal-Wallis-Test ein signifikantes
Ergebnis, wurde zur Prifung welche Gruppen sich unterschieden der Dunn’s Multiple
Comparison Test angeschlossen.

Es wurde mit dem Signifikanzniveau p<0,05 gepruft.

Fur den statistischen Vergleich wurden drei Gruppen gebildet:

Die erste Gruppe beinhaltete nur CF Patienten und somit wurden NGT, IFG, IGT und
CFRD Patienten miteinander verglichen. In der zweiten Gruppe waren wieder die CF
Patienten unterteilt nach Glukosetoleranzklassen zu finden und sie wurden hier
zusatzlich mit den Kontrollen in Beziehung gesetzt. Die dritte Gruppe diente zum
Vergleich von CFRD Patienten mit Kontrollen und DM2 Patienten.

Unter der Annahme dass es sich um zwei unabhdngige, nicht normalverteilte
Stichproben mit stetigen Variablen handelt, wurde zum Vergleich des Verhaltnisses
von Insulin zu Proinsulin (Insulin/Proinsulin) zwischen Kontrollpersonen und DM2
Patienten in Abbildung 15 der Mann-Whitney Test verwendet.

Korrelationen wurden mit dem Spearman’s Test fur nicht parametrische Daten
berechnet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 gewahlt. Angegeben wird zuséatzlich
das 95%-Konfidenzintervall.

Alle Werte in den Tabellen sind als Mittelwert plus/minus der Standardabweichung
angegeben. Die Fehlerbalken der Graphen stellen den Standardfehler des

Mittelwertes dar.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische und klinische Daten

3.1.1 Charakteristika der Patienten mit Cystischer Fibrose

Unter den 34 Patienten mit Cystischer Fibrose fanden sich im oGTT Screening 17
Probanden mit einem normalen Glukosestoffwechsel (NGT), vier mit einer erhdhten
Nuchternglukose (IFG), acht mit einer pathologischen Glukosetoleranz (IGT) und funf
mit Diabetes (CFRD). Von den sieben Patienten, bei denen bereits eine gesttrte
Glukosetoleranz bekannt war, wurden laut oGTT ein Patient in die NGT, einer in die
IFG, zwei in die IGT und drei in die CFRD Gruppe eingeteilt. Bei der Patientin mit
vorangegangenem Gestationsdiabetes wurde ein manifester Diabetes festgestellt.
Die Geschlechterverteilung in den vier CF Gruppen wies keine Unterschiede auf.
Auch bei der Altersverteilung zeigte sich keine signifikante Differenz. Jedoch waren
CFRD Patienten mit durchschnittlich 35,8 + 12 Jahren deutlich alter als NGT
Patienten mit 28,9 £ 7,9 Jahren.

CF Patienten mit Storungen im Glukosemetabolismus hatten mit Werten um die 20
kg/m? (IFG = 20,4 + 1,1; IGT = 20,1 + 3,3; CFRD = 20,4 + 2,2) einen niedrigeren BMI
als NGT Patienten mit durchschnittlich 21,5 + 2,3 kg/m? (Tab. 6).

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe, deren Durchschnittsalter bei 28,3 + 11 Jahren
und der BMI bei 21,8 + 1,7 kg/m? lagen, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zu den CF Patienten.

Der CRP Wert war mit Werten tber 1 mg/dl bei allen CF Patienten, aulR3er bei den
NGT Patienten, erhdéht. NGT Patienten hatten mit den Kontrollpersonen
vergleichbare Werte. IGT Patienten wiesen die hdchsten Spiegel auf, gefolgt von den
IFG Patienten. Doch zeigten sich die Unterscheide zwischen den drei Gruppen mit
gestorter Glukosetoleranz als marginal (Tab. 6).

Die Werte der FEV1 lieBen den Trend erkennen, dass mit zunehmender
Glukoseintoleranz eine Verschlechterung der Lungenfunktion einherging. Lag die
FEV1 bei NGT Patienten bei durchschnittlich 2,9 + 1,0 I, waren es fur IGT und CFRD
Patienten nur noch 1,8 £ 0,9 | bzw. 1,9 £ 0,9 I.

Eine Korrelation dieser vier demografischen Daten (Alter, BMI, CRP, FEV1) mit den

Nuchternglukosewerten sowie mit den Zweistundenglukosewerten im oGTT zeigte
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keinen signifikanten Zusammenhang. Allerdings waren Korrelationen dieser Werte
mit dem Maximalglukosewert wahrend des oGTT signifikant. Je hdoher dieser
maximale Glukosewert gemessen wurde, desto schlechter war die FEV1 (rs = -0,5;
Kl =-0,7 bis -0,2; p<0,002) bzw. desto hoher lag der CRP-Wert (rs = 0,5; KI = 0,2 bis
0,7; p<0,004) der Patienten. Auch das Alter Kkorrelierte direkt mit dem
Glukosemaximalwert (rs = 0,4; KI = 0,02 bis 0,6; p <0,04).

CF NGT IFG IGT CFRD
gesamt

Geschlecht: m/w 19/15 10/7 3/1 414 2/3
Alter (Jahre) 30,2+85 | 289+79 298+91 299+77 358+12
BMI (kg/m2) 209+25 | 215+23 204+11 20,1+33 204+22
CRP (mg/dl) 0,81 £1,2|0,28 £0,2 1,25 +1,1 154 +19 1,12 +0,7
exokrin pankreasinsuffizient* 29 (85%) | 14 (82%) 4 (100%) 7 (88%) 4 (80%)
FEVL1 () 2,4+1,0 29+10 2112 1809 1909

Tab. 6: Demografische Daten der CF Patienten und Analyse der CRP und FEV1 Werte in
den verschiedenen Glukosetoleranzgruppen
*Alle Patienten mit exokriner Pankreasinsuffizienz waren suffizient substituiert mit

Pankreasenzympraparaten

Es wurde zusatzlich die Verteilung der Mutationen auf die vier
Glukosetoleranzgruppen analysiert. Dazu wurden die Patienten aufgeteilt in AF508
Homozygote, AF508 Heterozygote, keine AF508 Mutation und nicht bekannte
Mutation. Mit Gber 50% war AF508 Homozygotie die haufigste Krankheitsursache
gefolgt von AF508 Heterozygotie mit 24%. Andere Mutationen waren nur bei 9% der
Patienten vorhanden. Signifikante Unterschiede in der Glukosetoleranz dieser
Gruppen waren nicht zu finden (genaue Verteilung siehe Tabelle 7). Allerdings waren
vier der finf CFRD Patienten homozygot fir AF508.

Unter einer exokrinen Pankreasinsuffizienz litten 29 der 34 CF Patienten. Waren es
bei den NGT Patienten noch 18 % mit einer erhaltenen exokrinen Pankreasfunktion,

fand man bei den Patienten mit gestértem Glukosemetabolismus nur noch 12 %. Nur
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ein Patient mit IGT und ein Patient mit CFRD hatten eine suffiziente, exokrine

Pankreasfunktion.
. CF
CF Mutationen NGT IFG IGT CFRD
gesamt
dF508 homozygot 18 (52,9%) | 8 (47%) 3 (75%) 3(37,5%) 4 (80%)
dF508 heterozygot 8 (23,6%) | 5(29,5%) 1 (25%) 2 (25%) 0 (0%)
andere 3 (8,8%) 1 (5,9%) 0 (0%) 1(12,5%) 1 (20%)
keine Daten 5(14,7%) | 3 (17,6%) 0 (0%) 2 (25%) 0 (0%)

Tab. 7: Korrelation der CF Mutationen mit der Glukosetoleranz

3.1.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Im Vergleich der CFRD Patienten mit der Kontrollgruppe zeigten sich keine
Unterschiede in der Geschlechterverteilung. Die Gruppe der Patienten mit DM2
bestand bis auf eine Teilnehmerin aus acht mannlichen Probanden.

Patienten mit DM2 waren mit 65,8 = 5,3 Jahren signifikant alter als die Kontrollgruppe
mit 28,3 £ 11 Jahren (p<0,001) und auch deutlich &lter als die CFRD Patienten mit
35,8 + 12 Jahren. Der Altersunterschied zwischen den beiden letzteren Gruppen war
nicht signifikant.

Ahnlich verhielt es sich fur den BMI. Die DM2 Patienten waren signifikant schwerer
als die anderen Probanden (p<0,01), wahrend zwischen CFRD und Kontrollen kein
signifikanter Unterschied zu finden war. Jedoch war zu vermerken, dass CFRD
Patienten mit einem BMI von 20,4 + 2,2 kg/m? merklich weniger wogen als die
gesunden Probanden mit 21,8 + 1,7 kg/m>.

Den hdchsten CRP Wert hatten die CFRD Patienten, der mit 1,12 + 0,7 mg/dI
deutlich erhdht war. Patienten mit DM2 zeigten Werte von 0,56 = 0,6 mg/dl. Die
Kontrollgruppe hatte mit 0,23 + 0,2 mg/dl noch niedrigere CRP Werte und
unterschieden sich somit signifikant von den CFRD Patienten (p<0,05) (Tab. 8)
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CFRD Kontrollpersonen DM2
Geschlecht: m/w 2/3 5/5 8/1
Alter (Jahre) 35,8+12 28,3 £ 11*** 65,8 £5,3
BMI (kg/m?) 20,4 + 2,2%** 21,8+1,7* 28,0127
CRP (mg/dl) 1,12 +0,7¢ 0,23 +0,2 0,56 +0,6

Tab. 8: Demografische Daten der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und
Patienten mit DM2
** ys DM2 p<0,01, *** vs DM2 p<0,001; * vs Kontrolle p<0,05

3.2 Glykdmische Parameter

3.2.1 Glukosetoleranz der Patienten mit Cystischer Fibrose

Die Halfte der CF Patienten hatte eine Stérung im Glukosemetabolismus. Die Werte
der Nuchternglukose dieser CF Patienten lagen hoher als bei den NGT Patienten
und den Kontrollpersonen, die identisch hohe Nichternwerte (86 + 7,5 mg/dl; 86 +
8,8 mg/dl) hatten. Fur die IGT Gruppe wurden die durchschnittlichen Nuchternwerte
im héheren Normalbereich (92 £ 8,3 mg/dl) und fur die CFRD Gruppe mit 100 * 12
mg/dl im Grenzbereich der Normalwerte gemessen.

Im Zweistundenwert des oGTT zeigten sich deutliche Differenzen. Wahrend NGT
und auch IFG Probanden sich nach zwei Stunden wieder den Ausgangswerten im
Nuchternzustand angenahert hatten, fanden sich bei IGT und CFRD signifikant
erhohte Werte gegentiber NGT (p<0,01 bzw. p<0,001). Entsprechend der Einteilung
nach den Klassifikationskriterien lagen die Glukosespiegel fur IGT bei im
Durchschnitt gemessenen 178 + 19 mg/dl und fur CFRD bei 242 + 33 mg/dl. Auffallig
war zusatzlich, dass NGT Patienten mit 95 £ 27 mg/dl einen hdheren
Zweistundenwert aufwiesen als die Kontrollen mit 75 £ 18 mg/dl.

Bei den Maximalwerten des Blutzuckers wéahrend des oGTT fand sich ein hoch
signifikanter Unterschied zwischen CFRD und NGT Patienten (p<0,001). Sowohl
CFRD als auch IFG und IGT Patienten lagen im Mittelwert deutlich tber 200 mg/dl
(CFRD = 288 + 42 mg/dl; IFG= 228 + 25 mg/dl; IGT = 221 + 35 mg/dl), wahrend NGT
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Patienten mit 179 + 30 mg/dl einen weniger starken Anstieg nach Glukosebelastung
hatten (Abb. 5). Dennoch war dieser Wert der NGT Patienten gegentber den
Kontrollen mit 130 =+ 31 mg/dl erh6ht. Alle anderen Patienten mit
Glukosestoffwechselstérung hatten einen signifikant héheren Glukosemaximalwert
als die gesunden Probanden (p<0,01).

Die AUC’s der frihen und der spaten Phase, sowie fir 60 bis 120 Minuten, wurden
zur Bewertung des zeitlichen Glukoseverlaufs berechnet. In der ersten Phase von 0
bis 30 Minuten war bei allen Patienten ein steiler Anstieg der Glukosewerte zu sehen.
Die AUCguco-30min der Patienten mit gestértem Glukosemetabolismus hatten hdhere
Werte als die der NGT Patienten und bei allen CF Patienten lag die AUCg)uco-30min
hoher als bei den Kontrollen. Fiur IFG und CFRD ergab sich hierfir ein signifikanter
Unterschied zu den Kontrollpersonen (p<0,05 bzw. p<0,01), fir CFRD zusétzlich
auch im Vergleich zu NGT (p<0,05) (Abb. 6).

Im weiteren Verlauf von 30 bis 120 Minuten zeigten sich bei NGT, IFG und IGT
Probanden die Spitzenglukosewerte bei 60 Minuten, wahrend fir CFRD noch ein
leichter Anstieg bis 90 Minuten vorlag. Demzufolge erkannte man einen langeren und
hoheren Blutzuckeranstieg fir alle CF Patienten im Vergleich zu den Kontrollen, die
nach 30 Minuten ihren Peak erreichten und daraufhin schon wieder abfallende Werte
aufwiesen (Abb. 5).

Bei NGT und IFG kam es folgend in der dritten Stunde des oGTT’s zu einem raschen
Abfall der Glukosewerte, der bei vier Patienten (drei NGT und ein IFG Patient) bis in
eine Hypoglykédmie unter 50 mg/dl mindete. Somit unterschritten sie die Endwerte
der Kontrollen. Die Glukosespiegel der IGT und CFRD Patienten nahmen nur
langsam ab und normalisierten sich wie beschrieben bis 120 Minuten nicht. Nach 180
Minuten entsprachen sie in etwa den nichternen Ausgangswerten und lagen somit
hoéher als bei NGT Patienten.

Dieser Verlauf spiegelte sich in der AUCg)ycz0-120min Wieder. IGT und CFRD hatten
signifikant erhdohte Werte gegeniuber NGT Probanden (p<0,01 bzw. p<0,001). Die
AUCguc30-120min fur CFRD war doppelt so hoch wie die AUCguc3o-120min fUr NGT
(12770 + 2036 mg/dl vs. 23280 + 2671 mg/dl) (Abb. 7).

Genauso verhielt es sich fur die AUCg)ucs0-120min- Hi€r zeigten sich ebenfalls fur NGT
Patienten die geringsten Werte, sowie steigende Werte mit zunehmender

Glukoseintoleranz der CF Patienten.
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Alle CF Patienten hatten in der AUCgucso-120min UNd der AUCgucso-120min deutlich
hohere Werte als die Kontrollen, was fur IFG, IGT und CFRD signifikant war (Tab. 9).
Die metabolischen Veranderungen der einzelnen Gruppen fanden sich auch in den
HbA1l. Werten wieder. Schon die NGT und die IFG Gruppe hatten im Vergleich zu
den gesunden Probanden erhthte HbAl. Werte. HbAl. Werte Uber dem
Normalbereich von 6,0% lagen nur bei einem der IGT Patienten und bei zwei der CF
Patienten mit Diabetes vor (Tab. 9).

Die HbA1l. Werte der CF Patienten korrelierten sowohl mit dem Zweistundenwert (rs
=0,4; KI = 0,1 bis 0,7; p<0,02), als auch dem Maximalwert (rs = 0,4; KI = 0,06 bis ,7;
p< 0,02) fur Glukose im oGTT. Zusatzlich fand sich eine Korrelation mit der FEV1 (rs
= -0,4; KI = -0,7 bis -0,1; p< 0,02) und dem BMI (rs = -0,4; KI = -0,7 bis -0,01,
p<0,05).
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Abb. 5: Blutzuckerverlauf wahrend des oGTT der CF Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen
Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fur die Glukosekonzentrationen bei 30
min (CFDR™ 1), 60 min (IGT*, CFRD** "), 90 min (IGT**, CFRD** '), 120 min
(IGT"#* CFRD* ™) und 150 min (IGT™* CFRD" ™).

Tvs NGT p<0,05, " vs NGT p<0,01
# vs Kontrolle p<0,05, * vs Kontrolle p<0,01, **vs Kontrolle p<0,001
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Kontroll-

NGT IFG IGT CFRD
personen
HbAlc (%) 5,6 +0,3 56+05 58+02" 6,0+0"™ | 51+0,2
Plasmaglukose 86+88 110+86™* 92+83 100 + 12 86 7,5
nichtern (mg/dl)
Plasmaglukose 178 + 242 +
oh-Wert (mg/di) 95 + 27 103 +11 1T 3T e 75+18
Glukose- HH # 288 +
maximalwert (mg/dl) 179 £ 30 228 + 25 221 +35 Aot 130 £ 31
AUC Glukose 4554 +
erste Phase 3667 +533 4309 + 275" 3894 + 563 150T,#; 3328 £ 618
0-30 min (mg/dl)
AUC Glukose
. 12770 + 16050 + 17160 + 23280 +
zweite Phase 2036 1325# 193811’### 2671TTT'### 8829 + 2033
30-120 min (mg/dI)
AUC Glukose # 11480 + 15940 +
60-120 min (mg/dl) 7815 + 1490 9839 + 742 7ot 1868 5008 + 1353

Tab. 9:

Glykamische Parameter

Kontrollpersonen
"vs NGT p<0,05, "' vs NGT p<0,01, "vs NGT p<0,001

* vs Kontrolle p<0,05, * vs Kontrolle p<0,01, **vs Kontrolle p<0,001

der
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Abb. 6: AUC Glukose 0-30 min der CF Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
*p<0,05, **p<0,01 vs Kontrollpersonen
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Abb. 7: AUC Glukose 30-120 min der CF Patienten im Vergleich zu gesunden Kontroll-
personen

*p<0,05, ***p<0,001 vs Kontrollpersonen



3.2.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Im Vergleich von CFRD Patienten mit der Kontrollgruppe und Patienten mit DM2,
stellte sich deren Blutzuckerverlauf sehr ahnlich dem der DM2 Gruppe dar. Die
Kontrollpersonen zeigte einen viel flacheren und insgesamt niedrigeren Verlauf (Abb.
8).

Allein die Nuchternwerte lagen bei CFRD mit 100 + 12 mg/dl niedriger als bei DM2
Patienten mit 124 + 11 mg/dl. Der daraufhin folgende steile Anstieg der Kurven von
CFRD und DM2 Patienten zeigte sich auch in den erhéhten Werten fir die AUCguco-
30min-

Abgesehen von den verschiedenen Ausgangswerten verhielten sich die
Glukosewerte der beiden Diabetes Gruppen nach Zuckerbelastung jedoch sehr
ahnlich. Die Zweistundenwerte im oGTT waren fir CFRD und DM2 identisch und
auch die AUCgjyc30-120min Und die AUCgjucs0-120min Unterschieden sich nur geringfugig.
Nur der Glukosemaximalwert wurde mit beinahe 288 + 42 mg/dl im Vergleich zu 269
+ 40 mg/dl bei den CFRD Patienten etwas héher gemessen (Tab. 10).

Der HbAl. Wert lag mit 6,0 £ 0,1 % fur die CFRD Patienten genau am oberen
Grenzwert des Normalbereichs. Der Durchschnittswert von 6,3 + 0,6 % der DM2

Patienten war leicht erhoht.

49



300+

—o— CFRD
~ 250 —¥— DM2
S
2 Kontroll-
< 2097 personen
(%]

(@]
< 150
o))
£
g 100
o
50
0 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180

Zeit (min)

Abb. 8: Blutzuckerverlauf wéhrend des oGTT bei CF Patienten mit Diabetes, gesunden
Kontrollpersonen und Patienten mit DM2
Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fir die Glukosekonzentrationen bei 30
min (CFDR¥, Kontrolle**), 60 min (CFDR*, Kontrolle**), 120 min (CFDR*,
Kontrolle***).

** ys DM2 p<0,01, *** vs DM2 p<0,001, ¥ vs Kontrolle p<0,01
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CFRD Kontrollpersonen DM2
HbAlc (%) 6,0 +0,1° 5,1 + 0,2%+* 6,3+0,6
Plasmaglukose 100 + 12 86 + 7,5+ 124 +11
nichtern (mg/dl)
Plasmaglukose e ok
2h-Wert (mg/d) 242 + 33 75+ 18 242 + 54
Glukose- 288 + 42+ 130 + 31%* 269 + 40
maximalwert (mg/dl)
AUC Glukose
erste Phase 4554 + 150 3328 + 618*** 5067 £ 511
0-30 min (mg/dl)
AUC Glukose
zweite Phase 23280 + 2671% 8829 + 2033** 22050 + 3484
30-120 min (mg/dI)
AUC Glukose + -
60-120 min (mg/dl) 15940 + 1868 5008 + 1353 14980 + 2599

Tab. 10: Glykamische Parameter der CF Patienten mit Diabetes, gesunden Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2;

** ys DM2 p<0,01, *** vs DM2 p<0,001;
* vs Kontrolle p<0,05, * vs Kontrolle p<0,01
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3.3 Insulinsekretion wahrend des oGTT's

3.3.1 Insulinsekretion der Patienten mit Cystischer Fibrose

Die Nichternwerte des Insulins unterschieden sich zwischen den vier
Glukosetoleranzklassen der CF Patienten nicht signifikant und waren durchschnittlich
im Bereich von 3,2 puU/ml bis 4,0 pU/ml angesiedelt. CFRD Probanden zeigten mit
4,0 £ 1,1 pU/ml den hochsten basalen Spiegel. Auch die Kontrollen lagen mit 3,1 £
2,2 pU/ml in dieser Gréf3enordnung.

Mit Beginn der Glukosebelastung stiegen bei allen Patienten die Insulinwerte an,
wobei der Anstieg bei Patienten mit NGT und IFG am grof3ten und bei CFRD
Patienten am geringsten war.

Den Insulinpeak erreichten die NGT Gruppe nach 60 Minuten im Gegensatz zu IFG
und IGT Gruppe, deren Insulinpeak erst bei 90 Minuten lag. Am spatesten fand sich
der Insulinpeak bei der CFRD Gruppe mit 120 Minuten. Besonders auffallig dabei
war die zunehmende Verzogerung der Insulinausschittung gegenidber den
Kontrollpersonen, deren Insulinpeak nach einem steilen Anstieg der Werte schon bei
30 Minuten lag (Abb. 9).

Die maximalen Werte des Insulins wahrend des oGTT's lagen fir NGT, IFG und IGT
Patienten im Durchschnitt um die 45 pU/ml (NGT = 43 = 30 pU/ml; IFG = 47 + 19
pU/ml; IGT = 45 + 27 pU/ml) und demzufolge niedriger als bei den Kontrollpersonen
mit 50 = 18 pU/ml. CFRD Patienten hatten im Gegensatz dazu mit 29 =+ 6 pU/ml noch
deutlich geringere Maximalwerte.

Der nach dem Peak anschlieRende Abfall des Insulins verlief bei NGT und IFG
Probanden am schnellsten, wahrend bei IGT Patienten noch langer erhéhte Werte zu
sehen waren. Dies spiegelte sich auch im Vergleich der Zweistundenwerte des
Insulins wahrend des oGTT’s wieder. Der Insulinzweistundenwert der IGT Gruppe
von 42 + 28 pU/ml war mehr als doppelt so hoch wie der Wert der NGT Gruppe mit
18 £ 13 pU/ml und ebenfalls merklich groR3er als bei den Kontrollpersonen mit 20 +
13 pU/ml. Auch der Insulinzweistundenwert der IFG Patienten mit 30 + 15 pU/ml war
signifikant hoher als der Wert der NGT Patienten (p<0,05) und gréf3er als bei den
gesunden Probanden. Der Zweistundenwert des Insulins der CFRD Patienten lagen
mit 27 + 5,5 pU/ml zwischen denen der NGT und IFG Patienten. Dabei ist jedoch
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zusatzlich zu bedenken, dass dieser Wert wie beschrieben dem Insulinpeak der
CFRD Patienten bei 120 Minuten und somit beinahe dem Maximalwert entsprach.
Diese Verhaltnisse gingen ebenfalls in die Berechnung der AUC’s der frihen und
spaten Phase fir Insulin ein. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier CF Gruppen, jedoch war bei allen AUC's ein Trend abzulesen.

Mit zunehmender Stérung der Glukosetoleranz sanken die Werte der AUCns0-30min-
Somit war die AUCs0-30min fir CFRD Patienten am geringsten, was deren geringem
Insulinanstieg gleichzusetzten war. Daraus entstand auch der signifikante
Unterschied zwischen CFRD Patienten und Kontrollen (p<0,05). Die gesunden
Probanden hatten im Vergleich zu allen CF Patienten eine starkere erste Phase der
Insulinsekretion gemessen an der AUC,s0-30min (Abb. 10).

Die AUC\ns30-120min Z€igte sich bei IGT und vor allem bei IFG Patienten im Gegensatz
zu NGT Patienten erhoht. Bei CF Patienten mit Diabetes dagegen war sie vermindert
(Abb. 11).

Die verzogerte Insulinausschittung der IFG und IGT Patienten war noch deutlicher in
der AUCs60-120min ZU Sehen. Auch hier zeigten sich erhéhte Werte gegentber den
NGT Probanden. Allerdings hatten im Vergleich zu den Kontrollpersonen nicht nur
die IFG und die IGT Gruppe, sondern auch die NGT Gruppe erhdohte Werte. Die
CFRD Patienten hatten wiederum eine erniedrigte AUCnse0-120min, Was mit dem
generellen Insulinmangel zu vereinbaren ist.

Nach 180 min erkannte man bei allen CF Patienten wieder gesunkene Insulinwerte,
die allerdings hoher als die Nichterwerte lagen. IGT und CFRD Probanden hatten
dabei die héheren Endwerte im oGTT. Die Insulinspiegel der NGT und IFG Patienten

lagen unter denen der Kontrollpersonen.
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Abb. 9: Insulinverlauf wahrend des oGTT der CF Patienten im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpersonen;
Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fiir die Insulinkonzentrationen bei 30
min (IFG™ *, IGT™™ **), 60 min (IFG™ *, IGT™ ***), 90 min (IGT™™™ * **), 120 min
(IGT"), 150 min (IGT™"#*#) und 180 min (IFG*, IGT' ##),

Tvs NGT p<0,05, " vs NGT p<0,01, ""vs NGT p<0,001
# vs Kontrolle p<0,05, * vs Kontrolle p<0,01, **vs Kontrolle p<0,001
i p<0,01 vs CFRD, i p<0,001 vs. CFRD



Kontroll-

NGT IFG IGT CFRD

personen
Insulin
niichtern (uU/ml) 3,7+x1,1 356+19 3,2+1,7 40+1,1 3,1+2,2
Insulin +
2h-Wert (uU/ml) 18 +13 29 +15 42 + 28 2755 20+13
Insulin- 43430  47+19 45 + 27 20+6 50 + 18
maximalwert (LU/ml)
AUC Insulin
erste Phase 419+337 401+200 330+208 258+93% | 732+290
0-30 min (pU/ml)
AUC Insulin
zweite Phase 2;3;3; 31225’ 4i 3?25721“ 2120 + 628 | 2972 + 846
30-120 min (uU/ml)
AUC Insulin 1933 + 2329 +
60-120 min (uU/mi) 1337 2297 + 984 1237 1582 +417 | 1729 + 474

Tab. 11: Insulinwerte der CF Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen;

# vs Kontrolle p<0,05
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Abb. 10: AUC Insulin 0-30 min der CF Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
*p<0,05 vs Kontrollpersonen
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Abb. 11: AUC Insulin 30-120 min der CF Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen
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3.3.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Im Vergleich zwischen Kontrollgruppe, CFRD und DM2 Patienten zeigten sich
deutliche Unterschiede im Insulinverlauf.

Wahrend sich CFRD Patienten und Kontrollen mit durchschnittlich 4,0 £ 1,1 pU/ml
und 3,1 = 2,2 pU/ml in den Nuchternwerten kaum unterschieden, hatten DM2
Patienten mit einem Mittelwert von 9,2 + 5,1 pU/ml signifikant hdhere Werte als die
Kontrollen (p<0,01).

Im Verlauf der Glukosebelastung sah man bei den gesunden Probanden einen
steilen Anstieg der Insulinwerte mit einem Peak bei 30 Minuten. Nach einer
Plateauphase fielen ihre Werte ab 60 Minuten allmahlich wieder ab. Dagegen stiegen
die Werte der CFRD und DM2 Patienten nur langsam an. Wahrend folgend die
CFRD Patienten nur einen flachen Anstieg der Insulinspiegel bis 120 Minuten
zeigten, stiegen die Werte der DM2 Patienten bis zum Zweistundenwert stark an und
lieBen auch dann noch kein Abflachen der Kurve erkennen (Abb. 12).
Dementsprechend verhielten sich die Zweistundenwerte im oGTT. Mit 20 + 13 pU/ml
fur die Kontrollepersonen war der Mittelwert der DM2 Patienten mit 64 + 24 pU/ml im
Vergleich signifikant erhdht (p<0,001). Die CFRD Patienten lagen als Ausdruck lhres
Insulinmangels mit 27 + 5,5 pU/ml eher im niedrigen Bereich. Dieser Mangel
spiegelte sich zusatzlich in den Maximalwerten des Insulins wieder, die bei CFRD
mit 29 = 6,0 pU/ml signifikant niedriger waren als die 64 + 24 pU/ml der DM2
Patienten. Die Kontrollpersonen hatten mit 50 = 18 pU/ml ebenfalls gréf3ere
Insulinmaximalwerte als CFRD Patienten.

Auch in den AUC Werten zeigten sich Differenzen zwischen den drei Gruppen. Die
AUCs0-30min War bei den CFRD Patienten signifikant niedriger als bei den Kontrollen
(p<0,01) und auch niedriger als bei den DM2 Patienten. Dagegen glichen sich die
Werte der AUC\ns30-120min b€i CFRD und Kontrollgruppe wieder eher an. Sie waren
allerdings beide deutlich niedriger als bei DM2 Patienten, was fir CFRD signifikant
war (p<0,01). Dieses Verhéltnis zeigte sich auch in der AUC,s60-120min, die flr beide

Gruppen signifikant erniedrigt gegenuber DM2 war (p<0,01).
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Abb. 12: Insulinverlauf wéhrend des oGTT bei CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fiir die Insulinkonzentrationen bei 30
min (CFDR*), 60 min (CFDR*), 120 min (Kontrolle***).

* vs DM2 p<0,05, ***ys DM2 p<0,001, ¥ vs Kontrolle p<0,01
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CFRD Kontrollpersonen DM2
Insulin o
niichtern (uU/ml) 40+11 31+22 92+51
Insulin xx
2h-Wert (uU/ml) 27 +55 20+13 64 + 24
Insulin- 29 + 6,0+ 50 + 18 64 + 24
maximalwert (pU/ml)
AUC Insulin
erste Phase 258 + 93* 732 +290 592 + 185
0-30 min (pU/ml)
AUC Insulin
zweite Phase 2129 + 628** 2972 + 846 4371 +1708
30-120 min (uU/ml)
AUC Insulin 1582 + 417+ 1729 + 474 3246 + 1266

60-120 min (uU/ml)

Tab. 12: Insulinwerte der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und Patienten mit

DM2

** vs DM2 p<0,01, ***vs DM2 p<0,001,
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3.4 Bewertung der R-Zell Funktion

3.4.1 R-Zell Leistung der Patienten mit Cystischer Fibrose

Zur Bewertung der 3-Zell Leistung wurden drei Indizes berechnet.

Die R-Zell Funktion im ntchternen Zustand wurde durch den HOMA-%B beurteilt.
IGT und CFRD Patienten hatten deutlich niedrigere HOMA-%B Werte als NGT
Patienten. Noch einmal um die Hélfte geringere Werte fanden sich bei Patienten mit
IFG. Die Kontrollgruppe entsprach in etwa den Werten der NGT Patienten und es
ergibt sich demzufolge eine Verschlechterung der basalen 3-Zell Funktion bei IFG,
IGT und CFRD Patienten (Tab. 13).

Zur Bewertung der R-Zell Funktion unter Belastung dienten der Insulinogenic Index
und die Stumvoll's First Phase Insulin Secretion.

Beim Insulinogenic Index war der Wert der IGT Patienten und vor allem auch der
Wert der CFRD Patienten verglichen mit der NGT Gruppe erniedrigt. Im Vergleich mit
den Kontrollpersonen zeigte sich eine signifikant schlechtere R-Zell Funktion der
CFRD Patienten (p<0,01).

Der Stumvoll's Index zur Bewertung der frihen Insulinsekretion zeigte sowohl fur
IFG, als auch IGT Patienten niedrigere Werte als fur NGT Patienten an. Einen
deutlichen und signifikanten Unterschied fand man zwischen der NGT und CFRD
Gruppe, deren Wert mit 18 = 41 um mehr als das Hundertfache geringer war als die
450 + 291 fur NGT (p<0,01). Mit einem Wert von 950 = 388 hatten die
Kontrollpersonen nicht nur eine signifikant bessere [3-Zell Funktion als die CFRD
Patienten (p<0,001), sondern auch deutlich bessere Werte als die NGT Patienten.
Sowohl der Insulinogenic Index (rs = 0,36; KI = 0,01 bis 0,63; p<0,04), als auch
Stumvoll’'s First Phase Insulin Secretion (rs = 0,42; Kl = 0,67 bis 0,83; p<0,02)

korrelierten mit der FEV1 der Patienten.
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NGT IFG IGT crrp | Kontroll
personen
HOMA-%B 71 £57 27 £12 40 + 17 41 + 14 68 + 82
Insulinogenic Index 51+3,9 49+3,2 37+23 1,6+1,2%* 19+ 14
Stumvoll's 18 +
First Phase 450 +291 252 +203 309 +254 4111,?## 950 + 388
Insulin Secretion

Tab. 13: Indizes der R-Zell-Funktion der CF Patienten im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen
™ vs NGT p<0,01, * vs Kontrolle p<0,01, **vs Kontrolle p<0,001

3.4.2 Verqgleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

In der Bewertung der 3-Zell Funktion zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen
CFRD Patienten, Kontrollpersonen und Patienten mit DM2.

Schon die basale 3-Zell Funktion, bewertet durch den HOMA-%B, war fur die CFRD
Patienten am schlechtesten. DM2 Patienten hatten etwas geringere Werte als die
Kontrollen (Tab. 14).

Die beiden dynamischen Indizes zeigten fir CFRD eine signifikant niedrigere
Insulinsekretion als fur die Kontrollen (p<0,01) und auch im Vergleich zu den DM2
Patienten erniedrigte Werte. Die Verschlechterung der Sekretionsleistung bei DM2 im
Vergleich zu den gesunden Probanden war nicht ganz so stark ausgepragt wie bei
CFRD und deshalb nur fur den Stumvoll Index signifikant (p<0,05).
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CFRD Kontrollpersonen DM2

HOMA-%B 41 +14 68 + 82 58 +41
Insulinogenic Index 1,6 +1,2% 19 + 14 45+1,8
Stumvoll's

First Phase 18 + 41%# 950 + 388* 286 + 240

nsulin Secretion

Tab. 14: Indizes der R-Zell-Funktion der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und
Patienten mit DM2
* vs DM2 p<0,05, ¥ vs Kontrolle p<0,01, ** vs Kontrolle p<0,001

3.5 Bewertung der Insulinresistenz

3.5.1 Insulinsensitivitat der Patienten mit Cystischer Fibrose

Die Insulinresistenz, bzw. Insulinsensitivitat, wurde ebenfalls mit Hilfe dreier Indizes
bewertet. Der HOMA-IR gibt die Insulinresistenz im nichternen Zustand wieder. Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier CF Gruppen.
Jedoch zeigten IFG und die CFRD Patienten leicht erh6hte Werte im Vergleich zu
NGT und IGT Patienten. Die Kontrollpersonen hatten die niedrigsten Werte fur die
Insulinresistenz, die sich aber ebenfalls nicht signifikant von den Werten der CF
Patienten unterschieden.

Etwas deutlichere Abweichungen sah man beim Matsuda Index. Den niedrigsten
Wert fur die Insulinsensitivitdt wiesen die CFRD Patienten auf, gefolgt von IFG und
IGT. Der Mittelwert der NGT Probanden war fur diesen Index gemeinsam mit den
Kontrollen am groRRten. Allerdings fanden sich auch hier keine signifikanten
Unterschiede.

Keine nennenswerten Differenzen zwischen den vier Gruppen zeigten sich im
Stumvoll's Index zur Bewertung der Insulinsensitivitat. Hier wurden auch das Alter
und der BMI mit in die Beurteilung mit einbezogen.

Keiner der drei Indizes zeigte fur die CF Patienten eine Korrelation mit dem CRP
Wert.
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NGT IFG IGT CFRD georrs‘gggn
HOMA-IR 0,79+05 097+06 075+04 101+03 | 0,64+04
ISl 15+6,9 10+58 12+68  92+35 | 16+7,6
ISlstmvor 0,13+001 0,13+001 0,12+002 0,12+0,01 | 0,13+0,01

Tab. 15: Indizes der Insulinresistenz der CF Patienten im Vergleich zu gesunden

Kontrollpersonen

3.5.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

In der Beurteilung der Insulinsensitivitat ergaben sich keine grof3en Abweichungen
zwischen CFRD Patienten und Kontrollpersonen. Sie entsprachen sich weitgehend in
den Werten sowohl des basalen, als auch der dynamischen Indizes. Es ist somit von
keiner deutlich gesteigerten Insulinresistenz der CFRD Patienten auszugehen.

Hoch signifikante Unterschiede fanden sich dagegen zwischen Kontrollen und DM2
Patienten (p<0,001). Die basale Insulinresistenz der DM2 Patienten war merklich
erhoht. Vor allem auch in den dynamischen Indizes zur Bewertung der
Insulinsensitivitat hatten die Kontrollen und auch die CFRD Patienten signifikant
hohere Werte. Demnach scheint keine deutliche Insulinresistenz entsprechend den
DM2 Patienten bei den CFRD Patienten vorzuliegen.

CFRD Kontrollpersonen DM2
HOMA-IR 1,01+£0,3 0,64 £ 0,4*** 27614
[Slest 9,2+35 16 +7,6*** 1,0£04
[Slswumvol 0,12 £ 0,01** 0,13 £ 0,01*** 0,08 £ 0,04

Tab. 16: Indizes der Insulinresistenz der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und
Patienten mit DM2
** ys DM2 p<0,01, ***vs DM2 p<0,001

63



3.6 Sekretion des intakten Proinsulins wahrend des oGTT's

3.6.1 Proinsulinwerte der Patienten mit Cystischer Fibrose

Die Nuchternwerte des Proinsulins waren fur alle CF Patienten (NGT = 3,2 £ 3,2
pmol/l; IFG = 2,3 £ 0,8 pmol/l; IGT = 2,8 £ 2,1 pmol/l; CFRD = 1,9 £ 1,1 pmol/l) und
die Kontrollpersonen (2,1 £ 2,0 pmol/l) niedrig. Der Anstieg des Proinsulins nach
Glukosebelastung verlief fur alle CF Patienten &hnlich langsam. NGT und IFG
Probanden erreichten Ihren Maximalwert nach 90 Minuten, wahrend die Werte der
IGT und CFRD Patienten noch weiter bis zum Peak bei 150 Minuten anstiegen. Auch
hier fand man wie beim Insulin die verzégerte Ausschittung gegentber den
Kontrollen, deren Peak bei 60 Minuten lag und der in eine Plateauphase bis 120
Minuten mundete (Abb. 13).

Somit zeigte der Zweistundenwert im oGTT bei NGT und IFG Patienten schon wieder
abfallende Werte im Gegensatz zu noch steigenden Werten der IGT und CFRD
Probanden und dem Plateau der Kontrollgruppe. Trotzdem fand man bei NGT, IFG,
CFRD und Kontrollen einen ahnlichen Proinsulinspiegel von circa 11 bis 13 pmol/l,
indessen bei IGT ein erhdhter Durchschnittswert von 21 = 17 pmol/l vorlag.
Betrachtete man die Maximalwerte fir Proinsulin im oGTT, verhielten sich die Werte
annahernd den Zweistundenwerten. Wiederum hatten NGT, IFG, CFRD Patienten
und Kontrollen einen &ahnlichen Proinsulinspiegel zwischen circa 12 und 14 pmol/l,
wahrend IGT Patienten mit 21 + 17 pmol/l dartber lagen. Auffallend ist dabei
zusatzlich der Vergleich mit den Insulinmaximalwerten, die bei NGT, IFG und IGT
Patienten ahnlich waren. Somit zeigten IGT Patienten auch einen im Verhéltnis zum
Insulinwert héheren Proinsulinanstieg.

Die AUC Werte des Proinsulins waren nicht signifikant unterschiedlich.

Die AUCpoinso-30min Verhielt sich ahnlich den Nichternwerten des Proinsulins und war
demzufolge fur NGT Patienten am gré3ten und fir CFRD Patienten am kleinsten. Die
AUCpoinso-30min der Kontrollpersonen war etwas niedriger als fur die NGT Patienten.
Die hochsten Werte der AUCpins30-120min  €rreichten wie schon bei den
Maximalwerten die IGT Patienten, die niedrigsten die CFRD Patienten. NGT und IFG

Probanden, sowie die Kontrollen lagen mit lhren Werten dazwischen.



Nach 180 Minuten waren bei keiner Gruppe die Werte auf den Ausgangsspiegel
zurickgesunken. Fur NGT, IFG und CFRD lagen die Proinsulinwerte um die 9 pmol/l
und fur IGT Probanden um 16 pmol/l.

30+
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= —e— CFRD
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Abb. 13: Proinsulinverlauf wéhrend des oGTT der CF Patienten und gesunden
Kontrollpersonen

Ein signifikanter Unterschied wurde beobachtet fir die Proinsulinkonzentration
bei 150 min (IGT).
* vs Kontrolle p<0,05
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NGT

IFG

IGT CFRD

Kontroll-

personen
Proinsulin 32432 23+08 28+21 19+11 | 21420
nichtern (pmol/l)
Proinsulin
2h-Wert (pmol/l) 12+5,9 14 +2,8 21 +17 12 +6,9 11+4,1
Proinsulin- 14 +8,4 14+2.8 21 +17 12 +6,8 13+5,1
maximalwert (pmol/l)
AUC Proinsulin
erste Phase 132 + 107 103 + 19 103 + 64 70 £ 39 126 + 82
0-30 min (pmol/1)
AUC Proinsulin
zweite Phase 991 + 620 961 +171 1133+918 690 + 381 904 + 404
30-120 min (pmol/l)
Proinsulin/Insulin Ratio | 0,13+0,1 0,11+0,06 0,12+0,05 0,07+0,03 | 0,11 +0,06

Tab. 17: Proinsulinwerte der CF Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen
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3.6.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Der Kurvenverlauf des Proinsulins war fiur CFRD Patienten und Kontrollgruppe
ahnlich (Abb. 14). Insgesamt hatten die CFRD Patienten etwas hdohere Werte und
einen deutlich verschobenen Peak von 60 auf 150 Minuten. Es ergaben sich beinahe
gleiche Werte flr den Nichternproinsulinspiegel (1,9 £ 1,1 pmol/l; 2,1 £ 2,0 pmol/l),
Zweistundenwert (12 + 6,9 pmol/l; 11 £ 4,1 pmol/l) und Proinsulinmaximalwert (12 *
6,8 pmol/l; 13 + 5,1 pmol/l), allerdings unterschieden sich die beiden Gruppen in den
AUC'’s. Sowohl die Werte der AUCpyoinso-30min, &ls auch der AUCpyoins30-120min Waren far
CFRD Patienten erniedrigt, was durch die Verschiebung ihres Peaks nach 150
Minuten zu erklaren ist.

Einen deutlich und signifikant anderen Proinsulinverlauf zeigten die Patienten mit
DM2. Schon der Nuchternwert von 8,3 + 4,9 pmol/l war im Vergleich zu CFRD
Gruppe und Kontrollpersonen erhéht. Wahrend sowohl bei den Kontrollen als auch
den Patienten mit DM2 die Insulinwerte anstiegen, zeigten nur die letzteren einen
steilen, dem Insulin &hnlichen Verlauf des Proinsulins. Bei den Kontrollpersonen war
nur eine minimale Erhéhung des Proinsulins zu sehen (Abb. 15).

Bei einem Zweistundenwert von 44 = 26 pmol/l der DM2 Patienten im Gegensatz zu
12 £ 6,9 pmol/l und 11 * 4,1 pmol/l fir CFRD Patienten und Kontrollen, war noch mit
einem weiteren Anstieg des Verlaufs zu rechnen. Entsprechend hdhere Werte
fanden sich bei der AUCpoinso-3omin - Und der AUCpins30-120min, SOwie beim
Maximalproinsulinwert.

Das Proinsulin zu Insulin Verhaltnis war bei den DM2 Patienten mit 0,15 + 0,1 leicht
erhoht.

67



—— DM2
—e— CFRD

Kontroll-
personen

Proinsulin (pmol/l)

T T 1
0 30 60 90 120 150 180
Zeit (min)
Abb. 14: Proinsulinverlauf wahrend oGTT bei CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen

und Patienten mit DM2

Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fiir die Proinsulinkonzentrationen bei
30 min (CFDR**), 60 min (CFDR**), 120 min (CFDR*, Kontrolle**).
* vs DM2 p<0,05, **vs DM2 p<0,01

68



CFRD Kontrollpersonen DM2
Proinsulin 1,9+11 2,1+ 2,0* 8,3+4,9
ndchtern (pmol/l)
Proinsulin " -
2h-Wert (pmolll) 12+6,9 11+4,1 44 + 26
Proinsulin- 12 + 6,8* 13 +5,1%* 44 + 26
maximalwert (pmol/l)
AUC Proinsulin
erste Phase 70 £ 39** 126 + 82* 326 +151
0-30 min (pmol/l)
AUC Proinsulin
zweite Phase 690 + 381** 904 + 404* 2583 + 1389
30-120 min (pmol/l)
Proinsulin/Insulin ratio 0,07 £ 0,03 0,11 + 0,06 0,15+0,1

Tab. 18: Proinsulinwerte der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und Patienten mit

DM2

* vs DM2 p<0,05, ** vs DM2 p<0,01
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Abb. 15: Verhaltnis der Insulin- und Proinsulinverlaufe der Kontrollpersonen und Patienten
mit DM2 im Vergleich

Signifikante Unterschiede wurden beobachtet fir das Verhaltnis der Insulin- und

Proinsulinkonzentration (Insulin/Proinsulin) bei 30 min (p<0,001) und 60 min
(p<0,05).
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3.7 GLP-1 Spiegel wahrend des oGTT's

3.7.1 GLP-1 Werte der Patienten mit Cystischer Fibrose

Die Nuchternwerte des aktiven GLP-1 der CF Patienten schwankten um die 5 pmol/l,
wobei die NGT Gruppe mit 8,1 = 12 pmol/l den héchsten und die CFRD Patienten mit
3,1 + 4,8 pmol/l den niedrigsten Mittelwert hatten. Auch die Spiegel der Kontrollen
fanden sich mit 5,5 £ 4,6 pmol/l in diesem Bereich.

Mit Beginn der Glukosebelastung zeigten alle Patienten einen Anstieg von GLP-1.
Dieser war am schnellsten fur die IFG Gruppe mit einem Peak bei 15 Minuten. Zu
diesem Zeitpunkt fand man ebenfalls den eher kleinen Peak der Kontrollen. Der
Maximalwert von NGT und CFRD lag fir beide Gruppen bei 30 Minuten. Zwar zeigte
sich bei IGT Patienten der Peak erst bei 60 Minuten, doch hatte diese Gruppe
insgesamt die héchsten Werte.

So war der GLP-1 Maximalwert des wahrend des oGTT fur IGT Patienten mit 21 + 17
pmol/l am grofRten und fiur CFRD Patienten mit 11 + 7,6 pmol/l am niedrigsten. Die
Kontrollen hatten mit 12 + 8,8 pmol/l ebenfalls eher niedrige Werte.

Auch im Zweistundenwert fand man fur die IGT Gruppe mit im Mittel 11 + 10 pmol/l
den héchsten Wert gefolgt von der NGT Gruppe mit 8,5 £ 10 pmol/l, der IFG Gruppe
mit 6,2 + 5,7 pmol/l und der CFRD Gruppe mit 2,2 £+ 1,5 pmol/l. Dies war ein
signifikanter Unterschied zwischen IGT und CFRD Patienten (p<0,05). Die
Kontrollpersonen lagen mit 7,4 + 4,2 pmol/l zwischen den Werten der CF Patienten.
Waéhrend sich die NGT und IGT Gruppe in der AUCg_po-30min NOCh glichen, war der
Wert der AUCg_p30-120min fUr IGT Patienten eindeutig héher. IFG Patienten hatten fir
beide AUC’s ahnliche hohe Werte wie die NGT Gruppe. Somit fand man die Werte
der Kontrollen gegenuber diesen beiden Gruppen erniedrigt. Die GLP-1 AUC Werte
der CFRD Patienten lagen um die Halfte tiefer als fir NGT Patienten und waren

somit wieder von allen Probanden am niedrigsten.
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Abb. 16: GLP-1 Verlauf wahrend des oGTT der CF Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen

Ein signifikanter Unterschied wurde beobachtet fir die GLP-1 Konzentration bei
150 min (CFRD?).

* vs Kontrolle p<0,05

NGT IFG IGT CFRD Kontroll-
personen

GLP-1 8.1+12 53+49 56+36 31+48 | 55+46
ndchtern (pmol/l)
GLP-1 .
2hawert (pmoll) 8,5+ 10 6,2+5,7 11+10 22+15 7.4+42
GLP-1 13 +12 14+2.8 21 +17 10+7.6 12+8.38
Maximalwert (pmol/l)
AUC GLP-1
erste Phase 304+323 267+133 209+177 173+86 | 215+116
0-30 min (pmol/l)
AUC GLP-1
zweite Phase 856 +945 809 +416 1206 +1238 469 +338 | 667 +317
30-120 min (pmol/l)

Tab. 19: GLP-1 Werte der CF Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen

*vs IGT p<0,05
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3.7.2 Vergleich der CF Patienten mit Diabetes mit den Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2

Ein Patient mit DM2 zeigte im Vergleich zu allen anderen Patienten und den
gesunden Kontrollpersonen sehr stark erhéhte GLP-1 Spiegel im oGTT (Omin = 13,5
pmol/l; 30min = 32,5 pmol/l; 60min = 9,7 pmol/l; 120min = 7,3 pmol/l). Da diese
Werte zu einer Verzerrung der Daten von Patienten mit DM2 gefuhrt hatten, wurde
dieser Patient aus der Berechnung fur die Statistik der GLP-1 Werte
herausgenommen.

Die CFRD und DM2 Patienten hatten mit 3,1 + 4,8 pmol/l bzw. 2,2 £ 2,3 pmol/l
erniedrigte basale GLP-1 Werte gegentber den Kontrollen mit 5,5 £ 4,6 pmol/l.

Im folgenden Anstieg der Werte nach Beginn des oGTT'’s zeigten die gesunden
Probanden nur einen kleinen Peak nach 15 Minuten, dann aber eine Plateauphase
mit erhéhten Werten bis 120 Minuten. Bei den Patienten mit CFRD und DM2 stiegen
die Werte bis 30 Minuten. Anschliel3end fielen die Werte der DM2 Patienten wieder
schnell auf den Ausgangsspiegel zurlck, indessen bei CFRD Patienten die Werte
langsam und auf tiefere Spiegel als im Nichternzustand absanken.

Demzufolge konnte im Zweistundenwert der hochste GLP-1 Wert mit 7,4 = 4,2 pmol/l
fur die Kontrollen vermerkt werden, der sich signifikant von dem der CFRD Patienten
mit 2,2 £ 1,5 pmol/l unterschied (p<0,05). Die 4,0 + 2,5 pmol/l der DM2 Patienten
lagen zwischen diesen Werten. Die Maximalwerte von GLP-1 waren dagegen bei
den Patienten mit DM2 am niedrigsten.

Bei der AUCg|po-30min Und der AUCg|p30-120min fanden sich fir die Patienten mit CFRD

und DM2 verminderte Werte gegentuiber den Kontrollpersonen (Tab. 20).
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Abb. 17: GLP-1 Verlauf wahrend des oGTT bei CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen
und Patienten mit DM2
Es wurden keine signifikanten Unterschiede bei den GLP-1 Konzentrationen

festgestellt.

CFRD Kontrollpersonen DM2
GLP-1 3,1+48 55+4,6 22+23
nichtern (pmol/l)
GLP-1 "
2h-Wert (pmol/l 22+15 7,4+4,2 40+£25
GLP-1
Maximalwert (pmol/l) 11276 12+88 8874
AUC GLP-1
erste Phase 173 + 86 215+ 116 152 + 151
0-30 min (pmol/1)
AUC GLP-1
zweite Phase 469 £ 338 667 + 317 426 + 300
30-120 min (pmol/l)

Tab. 20: GLP-1 Werte der CF Patienten mit Diabetes, Kontrollpersonen und Patienten mit
DM2
* vs Kontrolle p<0,05
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4. Diskussion

Aufgrund der gestiegenen Lebenserwartung von Menschen mit CF spielt die
Entstehung von Folgeerkrankungen wie zum Beispiel eines Diabetes mellitus eine
immer groRere Rolle. In der vorliegenden Studie konnte in einer nicht-vorselektierten
Kohorte einer CF  Ambulanz eine sehr hohe Pravalenz  von
Glukosestoffwechselstorungen  festgestellt werden. Die Bestimmung der
Hormonsekretion wahrend des oGTT zeigte, dass viele CF Patienten bereits in einer
sehr frihen Phase der Diabetesentstehung eine (3-Zell Dysfunktion (vor allem ein
Defizit der frihen Insulinsekretion) aufwiesen. Mit Fortschreiten der Erkrankung trat
der Insulinmangel aufgrund der chronischen Pankreatitis immer mehr in den
Vordergrund. Dagegen lag eine normale Insulinsensitivitdt vor und es konnte kein
Hinweis auf eine Stérung der enteropankreatischen Achse gefunden werden. Die
hier festgestellte Korrelation zwischen Glukosemaximalwerten und dem Stumvoll's
First Phase Insulin Secretion Index im oGTT mit der FEV1 kdnnte darauf hinweisen,
dass eine friihzeitige Diagnose und ggf. die Einleitung einer Therapie bereits im
Stadium der gestorten Glukosetoleranz den Zustand der Patienten bessern und das

Auftreten von Komplikationen verzégern konnte.

4.1 Pravalenz und Screening des CFRD

Das erste Zel dieser Arbeit war die Klarung der Pravalenz von
Glukosestoffwechselstérungen in unserer CF Studienpopulation und die Frage nach
der Notwendigkeit eines Screenings bzw. der dafur geeigneten Methode.

Von den 34 getesteten CF Patienten hatten 50% einen pathologischen
Glukosemetabolismus. Das entsprach 12% mit einer gestérten Nuchternglukose,
23% mit einer gestérten Glukosetoleranz und 15% mit einem CF assoziierten
Diabetes. Diese Daten decken sich mit der in aktuellen Studien beschriebenen
Pravalenz von 40 - 50% fur Glukosestoffwechselstorung bei adulten CF Patienten.
(47) Allerdings war anamnestisch nur bei 8 Patienten, also 23%, eine solche Stérung
vor der Testung vermutet worden. Daher erscheint ein geeignetes Screening als

absolut notwendig.
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Im nicht aktualisierten Consensus Conference Report ,Diagnosis, screening and
management of cystic fibrosis related diabetes mellitus® von 1999 wurde die
gelegentliche Messung des Nichternglukosespiegels als ausreichendes Mittel zum
Screening genannt. (41) Bei Werten unter 126 mg/dl sei nicht von einer gestdrten
Nuchternglukose und somit einem Diabetes auszugehen und eine weitere
dahingehende Diagnostik unnotig. Eine Ausnahme ware das zusatzliche
Vorhandensein von CFRD typischen Symptomen wie Polyurie und Polydipsie,
Gewichtsverlust oder keine Gewichtszunahme unter optimierter, hochkalorischer
Ernahrung, Gedeihstéorungen und verzogerte Pubertat, sowie unerklarbare
Verschlechterung der Lungenfunktion. Andererseits wird in diesem Consensus
Conference Report der CFRD in die zwei Kategorien CFRD mit (2126mg/dl) und
ohne erhohte Nuchternglukose (<126mg/dl) eingeteilt. Diese Unterteilung
widerspricht der genannten Screeningmethode, da dabei CFRD Patienten mit
normaler Nuchternglukose nicht diagnostiziert werden. So hatten auch alle von uns
im oGTT durch den Zweistundenwert identifizierten CFRD Patienten keine tUber 126
mg/dl erhéhten Nichternwerte, was diese Unterteilung in unserem Fall nicht
notwendig machte. Auch bei den Patienten mit IGT fanden sich keine erhdhten
Nuchternwerte. Somit héatte ein alleiniges Testen der Nuchternwerte mit dem
Grenzwert <126mg/dl alle Patienten mit einer gestérten Glukosetoleranz
Ubergangen. Zudem zeigten die 12% der CF Patienten mit erhéhter Nuchternglukose
keine pathologischen Zweistundenwerte im oGTT. Auch mit diesem niedrigeren
Grenzwert waren nur rund 40% der Patienten mit einer Glukoseintoleranz identifiziert
worden. Demzufolge erscheint die jahrliche Testung mit dem oGTT, der auch die
Glukosetoleranz unter Belastung evaluiert, ratsam. Er gilt mittlerweile weitestgehend
als Goldstandard zur Diagnostik einer Glukosestoffwechselstorung bei CF. (50) Im
ISPAD Clinical Practice Consensus von 2008 wird ebenfalls zu einem jahrlichen
oGTT bei CF Patienten ab 10 Jahren geraten. (109)

Ein weiterer Diskussionspunkt ist der Einsatz des HbAl. Wertes. Das Problem bei
der Messung des HbA1. Wertes ergibt sich vor allem aus der Tatsache, dass auch
bei schon manifesten Diabetes mellitus die Werte noch im oberen Normbereich
liegen kénnen. Da auf Grund der nicht standig vorhandenen Hyperglykamie (normale
Nuchternwerte) und des erhéhten Turnover der Erythrozyten (Hypoxie, chronische
Entzindung) eine veranderte Glykolysierung des Hamoglobins bei CF Patienten

vorhanden ist, wird der HbAl. Wert meist zu niedrig gemessen. (110) Dies war
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ebenfalls in unserer Studienpopulation zu sehen. CF Patienten mit Diabetes hatten
mit durchschnittlich 6,0 £ 0,1 % Werte am oberen Grenzbereich. Nur 3 CF Patienten
wiesen einen erhohten HbA1l. Uber dem Normwert auf. Somit ware ein Screening mit
dem HbA1. fast nutzlos gewesen und hétte 80% der Patienten mit gestértem
Glukosemetabolismus Ubersehen. Allerdings spiegelte sich die Glukosetoleranz in
der Hohe des HbA1l. wieder. CFRD Patienten hatten signifikant hohere Werte als
NGT Patienten oder Kontrollen. Weiterhin korrelierte der HbAl., mit dem
Zweistunden- und Maximalwert der Glukose im oGTT. Es fand sich zuséatzlich eine
Korrelation zwischen HbA1l. und FEV1 bzw. BMI, die eine Verschlechterung dieser
klinischen Parameter mit steigendem HbAl. Wert anzeigte. In der Literatur gilt der
HbA1. ebenfalls nicht als geeignete Methode zum Screening des CFRD, jedoch als
probates Mittel zur Bewertung des Therapieverlaufs. (52)

Trotz der groRen Aussagekraft des oGTT’s wird immer wieder der hohe personelle
und zeitliche Aufwand kritisiert. Ebenfalls ein Problem kann die mangelnde
Compliance der Patienten darstellen. Ein vorheriges Einschéatzen des Risikoprofils
der Patienten wére daher winschenswert. Zum einen konnten dazu die oben
beschriebenen fur den CFRD typischen, klinischen Symptome dienen. Aul3erdem ist

eine gestorte Glukosetoleranz bei CF mit weiteren Faktoren assoziiert:

e CF Patienten mit einer exokrinen Pankreasinsuffizienz haben ein erhéhtes
Risiko fur die Entwicklung eines Diabetes (111), wahrend selten eine
endokrine Pankreasinsuffizienz bei bestehender exokriner Funktion zu finden
ist. (112) In unserem Patientengut war kein signifikanter Unterschied in der
exokrinen Pankreasfunktion zwischen den verschiedenen
Glukosetoleranzklassen zu sehen. Allerdings bestand noch bei 18% der NGT
Patienten eine exokrine Pankreasfunktion, dagegen waren es bei den
Patienten mit Glukosestoffwechselstdrung nur noch 12%. Zudem erfolgte die
Diagnosestellung einer exokrinen Pankreasinsuffizienz aus Daten der

Krankenakte und wurde nicht durch zusatzliche Tests ausgeschlossen.

e Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen Mutationsklasse des CFTR Gens
und Auftreten eines Diabetes beschrieben. Patienten mit der klassischen
AF508 Mutation haben ein erhohtes Risiko fur die Entstehung einer

Glukoseintoleranz. (43) Die Aufteilung unserer Patienten nach den
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Mutationsklassen liel3 keinen signifikanten Unterschied bezuglich der
Glukosetoleranz erkennen. Jedoch kdnnte die begrenzte Anzahl der Patienten
im studierten Kollektiv fir den Beleg dieses Zusammenhangs zu klein
gewesen sein. Auch der prozentuale Anteil der AF508 Homozygoten mit 50%
erschien verglichen mit den in der Literatur angegebenen 70% nicht

representativ. (14)

e Es ist beschrieben, dass mit zunehmendem Alter die Pravalenz des CFRD
steigt. (39) Dies war auch bei unseren Patienten zu sehen. CF Patienten mit
Diabetes waren um durchschnittlich sechs Jahre alter als NGT Patienten.
Dartber hinaus korrelierte der Glukosemaximalwert im oGTT positiv mit dem
Alter.

e In der Literatur wird fur weibliche CF Patienten ein erhohtes Risiko an
Diabetes zu erkranken angegeben. (46) Laut dieser Studie erkranken Frauen
haufiger und friher an einem CFRD. In einer neuen Studie von Moran et al.
konnte dieser Trend nicht mehr nachgewiesen werden. (47) Auch bei unserem
Patientengut ergab sich kein Hinweis darauf, dass CF Patientinnen

gefahrdeter sind an einem Diabetes zu erkranken als mannliche CF Patienten.

Demzufolge sollte bei exokriner Pankreasinsuffizienz, klassischer AF508 Mutation
und mit zunehmendem Alter der CF Patienten ein besonderes Augenmerk auf den
Glukosestoffwechsel gerichtet werden.

Die Mortalitat der Patienten mit CF assoziiertem Diabetes ist sechsmal hoher als fur
Patienten mit normaler Glukosetoleranz. (41) Die ist unter anderem in der
zunehmenden Verschlechterung der Lungenfunktion und des Ern&hrungszustandes
durch den CFRD und seinen Vorstufen begriindet. (48, 113) Der frihe Beginn einer
Insulintherapie, auch schon in Stadien des Pradiabetes, kann diesen Progress
aufhalten. (49, 114) Somit scheint es dringend nétig, die Diagnose einer
Glukosestoffwechselstorung bei CF frihzeitig zu stellen. In Zusammenschau mit der
in der vorliegenden Studie gefundenen hohen Pravalenz der Glukoseintoleranz

unserer Studienpopulation und der geringen Aussagekraft von Nuchternwerten und
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HbA1l. muss zu einem jahrlich durchgefuihrten oGTT bei allen CF Patienten geraten

werden.

4.2 Pathophysiologie des CFRD

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war die Pathophysiologie des CF
assoziierten Diabetes. Eine Stérung der Insulinsekretion, eine Insulinresistenz und
ein Defekt in der enteropankreatischen Achse standen zur Diskussion.

Bei allen CF Patienten konnten wir eine Stérung der der ersten Phase der
Insulinsekretion mit zeitlicher Verschiebung des Insulinpeaks feststellen.
Normalerweise erfolgt bei gesunden Menschen die Insulinsekretion biphasisch mit
einer sehr schnellen postprandialen Insulinfreisetzung aus den Insulingranula, gefolgt
von einer zweiten Phase der Steigerung der Insulinproduktion und —sekretion in
Abhangigkeit von der Hohe des Glukosespiegels. Sehr interessant war, dass sowohl
die Nuchtern Insulin- und Proinsulinspiegel als auch die maximalen Insulinspiegel
und die gesamte Insulinsekretionsrate (AUCnsuiino-120 min) Wahrend des oGTT nicht
unterschiedlich waren zwischen den Kontrollen und den CF Patienten mit NGT, IFG
oder IGT. Nur bei den Patienten mit CFRD wurden verminderte Insulinmaximalwerte
und AUC-Werte als Ausdruck des generellen Defizits an Insulin beobachtet. Dieser
Befund zeigt klar, dass in der Frihphase der Diabetesentwicklung bei CF kein
absoluter Insulinmangel sondern eine Storung der Insulinsekretion vorliegt.

Auch bei den DM2 Patienten fand sich erwartungsgemald nur ein relativer
Insulinmangel mit gegenidber den Kontrollen und CF Patienten erhéhten
Insulinwerten. In der Literatur wird meist die Zerstérung der [-Zellen als
Hauptursache dieses Insulinmangels bei CFRD genannt. (41) Durch die chronische
Pankreatitis mit Fibrosierung und Verfettung gehen im Verlauf der Grunderkrankung
immer mehr Langerhans’sche Inseln zugrunde. Es kommt zur Insulinpflichtigkeit
vergleichbar mit dem Typ 1 Diabetes (DM1), bei dessen Manifestation eine
Zerstorung der [-Zellen von 80 — 90 % vorliegt und nur noch eine kleine
Insulinrestsekretion vorhanden ist. Zwar Kkorreliert bei CF Patienten eine
abnehmende Anzahl an Inselzellen mit einer zunehmenden Glukoseintoleranz (64),
jedoch bleibt anders als beim DM1 ein Rest an [3-Zellen bestehen. (115) Eine
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autoimmune Genese wie beim DM1 besteht bei CF Patienten mit Diabetes nicht.
Weder eine genetische Assoziation mit HLA Klasse Il Molekulen (DR3 und DR4),
noch immunologische Marker wie spezifische Autoantikbrper, die den
Autoimmunprozess bei DM1 anzeigen, konnten bei CFRD Patienten nachgewiesen
werden. (116)

Auch scheint die Entwicklung des Diabetes bei CF &hnlich dem DM2 Uber die
Vorstufe der pathologischen Glukosetoleranz vonstatten zu gehen. Schon bei den
laut oGTT in die NGT Gruppe eingestuften Patienten konnten wir Stérungen im
Glukosemetabolismus finden, wie zum Beispiel gegenuber den Kontrollpersonen
erhohte Glukosemaximalwerte. Denn bei allen CF Patienten war eine verminderte
Insulinsekretion in der ersten Phase des oGTT zu beobachten, was sich
insbesondere in den erniedrigten Werten der AUCns0-30min, SOWie dem Insulinogenic
Index und dem Stumvoll's First Phase Insulin Secretion Index im Vergleich zur
Kontrollgruppe widerspiegelte. Zwar hatten bei diesen Indizes unsere CF Patienten
mit Diabetes die schlechtesten Werte, trotzdem konnte auch fur die tbrigen CF
Gruppen, insbesondere fur die IGT Patienten, eine Abnahme der 3-Zell-Funktion in
der friihen Sekretionsphase festgestellt werden.

Andere Studien haben die frihe Stérung der Insulinsekretion bei CF auch bei
Testungen mit dem ivGTT nachgewiesen. (117) Dieses Defizit in der ersten Phase
wurde bei unseren Patienten nicht durch eine verzégerte Glukoseresorption im Sinne
einer bei CF beschriebenen Gastroparese (118) vorgetauscht. Alle Probanden hatten
einen gleich schnellen und starken Anstieg der Blutzuckerkurve nach
Glukosebelastung im oGTT, der auch bei den CF Patienten zu einer schnellen
Insulinantwort hatte fihren missen. Dagegen erhéhte sich bei den CF Patienten die
Verzogerung der Insulinausschittung mit zunehmender Glukoseintoleranz. Der
Insulinpeak der Kontrollpersonen lag nach einem raschen Anstieg bei 30 Minuten. Er
verschob sich bei NGT Patienten nach 60 Minuten, bei IFG und IGT Patienten nach
90 Minuten und bei CFRD Patienten sogar bis nach 120 Minuten. Diese Daten
decken sich gut mit in der Literatur beschriebenen Werten. Moran et al. fanden eine
Verzdgerung der Insulinsekretion auf 30 - 120 Minuten bei NGT, 60 - 120 Minuten bei
IGT und 150 Minuten bei CFRD Patienten im Gegensatz zum Insulinpeak der
Kontrollen bei 20 - 60 Minuten. (63) Die erste Phase der Insulinsekretion als schnelle
Antwort circa 5 Minuten nach einer Glukosebelastung dient vor allem der

Unterdrickung der Glukoneogenese in der Leber, sowie der Stimulation der
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peripheren Glukoseaufnahme. (119, 120) Demzufolge kam es bei unseren CF
Patienten zu einem starkeren Anstieg der Blutzuckerwerte als bei den
Kontrollpersonen, was schon fur die NGT Patienten zu bemerken war. Als Reaktion
auf diese erhdhten Blutzuckerspiegel kénnte es zu einer anschlielend inadaquat
vermehrten Ausschittung von Insulin und folgend zu den beobachteten
Hypoglykdmien gekommen sein. Zusatzlich kdnnte bei der Entstehung dieser
postprandialen Hypoglykdmien der bei CF beschriebene Mangel an Glucagon eine
Rolle gespielt haben. (63)

Diese Hypothesen kénnen durch Befunde von Patienten mit einem durch chronische
Pankreatitis induzierten Diabetes unterstitzt werden. In diesem Patientengut wurde
ebenfalls eine hohe Pravalenz des Diabetes von 40 — 70% mit einer steigenden
Inzidenz im Verlauf von 10 Jahren nach Diagnose der chronischen Pankreatitis
beschrieben. (121) Bei chronischer Pankreatitis besteht ein enger Zusammenhang
zwischen der verminderten Insulinsekretion und der morphologischen Zerstérung des
Pankreas sowie der exokrinen Funktion. Durch die Zerstérung des
Pankreasparenchyms kommt es zum Verlust der 3-Zellen und die Empfindlichkeit
gegen Glukose ist aufgrund einer verminderten perisinuoidalen Diffusion
herabgesetzt. (121) Schon bei Patienten mit unauffalliger oGTT Testung zeigte sich
eine verminderte Insulinsekretion, gemessen am C-Peptid Wert. (123) Trotzdem ist
wie bei CFRD Patienten die 3-Zell Funktion und Glukoseregulation bei Patienten mit
chronischer Pankreatitis besser erhalten als bei DM1 Patienten. (122) Wie bei CF
Patienten leiden Patienten mit chronischer Pankreatitis ebenfalls an héaufigen
Hypoglykdmien, die eventuell aufgrund eines Glucagonmangels auftreten.

Aufgrund unserer Daten ist zu vermuten, dass der Insulinmangel aufgrund von 3-Zell
Destruktion den zentralen Punkt in der Pathogenese des CF assoziierten Diabetes
darstellt. Dennoch lassen sich die genannten Storungen in der frihen Phase der
Insulinsekretion bei CF Patienten dadurch nicht vollstandig erklaren und auch die
Ergebnisse der AUCns30-120 Sprechen gegen einen absoluten Insulinmangel als
einzigen Pathomechanismus. Vor allem IFG und IGT Patienten zeigten nach dem
anfanglich zu geringen Insulinanstieg eine gegentber den Kontrollpersonen
vermehrte Sekretion in der spaten Phase. Sogar bei den CFRD Patienten war noch
ein leichter Anstieg der Insulinwerte zu sehen, der bei einem absoluten

Insulinmangel wie beim Typ 1 Diabetes oder kompletten Pankreasdestruktion nicht
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mehr mdoglich wéare. Daher scheint ein weiterer Pathomechanismus vorhanden zu
sein, der vor allem in den friihen Stadien der Glukoseintoleranz zum Tragen kommt.
Neuere Studien versuchen die Entstehung des CFRD und seiner Vorstufen auf
zellularer Ebene zu erklaren. 2007 konnten Boom et al. die Expression des CFTR in
Inseln des Pankreas von Ratten mittels mRNA aus isolierten Inseln und durch
Immunhistologie beweisen. (124) Mit immunzytochemischen Methoden wurde
gezeigt, dass das CFTR-Protein vor allem in Alpha-Zellen und weniger in 3-Zellen
vorhanden ist. Trotz der geringeren Expression in 3-Zellen kénnte CFTR Uber seine
regulatorische  Wirkung auf andere Chlorid- und Natriumkandle und den
intrazellularen Vesikeltransport (23-25) Einfluss auf die Insulinsekretion haben. Die
fehlende Funktionalitat oder das Defizit des CFTR Proteins bei Mukoviszidose konnte
zum Beispiel durch gestorte Kanalfunktionen zu einer Anderung des
Membranpotentials fuhren, die sich direkt auf die Freisetzung der Insulingranula
auswirkt. (67) Die Insulinfreisetzung ist abhangig von einem Calciumeinstrom durch
spannungsabhangige Calciumkanale, welcher durch eine Membrandepolarisation
ausgelost wird. Zusatzlich konnten Stalvey et. al. nachweisen, dass ein Fehlen des
CFTR in den Inselzellen in direktem Zusammenhang mit einer R-Zell Dysfunktion
steht. (67) Sie induzierten sowohl in CFTR knockout Mausen (CFTR™) als auch in
zwei Kontrollstammen (C57BL/6J und FVB/NJ Mause) mit einer geringen Dosis von
Streptozotocin (STZ) eine inflammatorische Reaktion mit daraus folgendem 3-Zell
Schaden. Obwohl bei allen drei Stammen die Anzahl der Inseln durch STZ Gabe
vermindert wurde, war nur die Niichternglukose bei den CFTR” Mausen erhoht und
nur bei diesem Stamm war eine negative Korrelation der Nuchternglukose mit der
Inselzellanzahl zu finden. Auch in einem intraperitonealen Glukosetoleranztest
zeigten die mit STZ behandelten CFTR” Mause deutlich héhere Glukosewerte als
die Kontrollstdimme. Die Veranderung der Glukosetoleranz durch andere CF
spezifische Probleme, wie eine Entzindung der Luftwege, wurde ausgeschlossen.
Somit gehen die Autoren von einer Stérung der 3-Zell Funktion, begrindet allein im
Fehlen des CFTR Proteins, aus. Auf dieser Grundlage kénnten die in der
vorliegenden Studie beobachteten 3-Zell Dysfunktionen der NGT und vor allem der
IGT Patienten erklart werden, bei denen noch kein absoluter Insulinmangel zu finden
ist.

Eine weitere Studie von Ntimbane et al. stellt einen Zusammenhang zwischen 3-Zell

Dysfunktion und vermehrtem oxidativen Stress bei CF her. (125) Durch die
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Ernahrungsproblematik bei Mukoviszidose mit exokriner Pankreasinsuffizienz kann
es trotz Enzymsubstitution zu einem Mangel an fettloslichen, antioxidativen
Vitaminen kommen. (126) Zusatzlich dient CFTR als Transporter fur das wichtige
Antioxidans Gluthation (GSH) (127) und es wurde ein systemischer Mangel an GSH
bei CF Patienten gefunden. (128) Das aus diesen Faktoren entstehende
Ungleichgewicht zwischen Pro- und Antioxidantien kdnnte zu Funktionsstérung und
letztlich  Zerstorung der empfindlichen [-Zellen fihren und eine frihe
Glukoseintoleranz bei CF Patienten vermitteln.

Ebenfalls auf zellularer Ebene spielt sich die Problematik der Amyloidablagerung ab,
die wie beim DM2 auch bei CF Patienten beschrieben sind. (65) Die zytotoxischen
Effekte des Amyloids durch Zerstérung der Zellmembranen und Induktion der

Apoptose (129) kdnnten zur weiteren 3-Zell Destruktion beitragen.

Die Storung in der frihen Phase der Insulinsekretion und der darauf reaktive starke
Anstieg der Insulinausschittung bei den IGT Patienten erinnern ebenfalls an die
Pathogenese des DM2 und waren auch bei unseren DM2 Patienten zu beobachten.
Der Verlauf der Proinsulinwerte zeigte ebenfalls Ahnlichkeiten zwischen IGT und
DM2 Patienten. Beide Gruppen hatten im Verhaltnis zu den Insulinwerten erhthte
Proinsulinwerte im Vergleich zu Kontrollpersonen und NGT Patienten. Zwar
Uberschritten die gemessenen Nuchternwerte des Proinsulins nicht den Grenzwert
von 10 pmol/l, jedoch kann die gefundene Erh6hung der Proinsulinwerte nach
Glukosebelastung trotzdem als Hinweis auf eine qualitative Sekretionsstérung im
Sinne einer Prozessierungsstorung des Insulins gewertet werden. Diese Stérungen
treten beim DM2 im Rahmen von 3-Zell Stress und Dysfunktion begrindet in der
Insulinresistenz auf. Die Insulinresistenz, ein weiterer, wichtiger Faktor in der
Entstehung des DM2, kdonnte auch bei CF Patienten neben Insulinmangel und
Sekretionsstorung zur Manifestation einer Glukoseintoleranz beitragen.

Alle Indizes =zur Bewertung der Insulinsensitivitdit zeigten eine erhdhte
Insulinresistenz unserer getesteten DM2 Patienten an. Auch ihre erhdhten Glukose-
und Insulinntchternwerte deuteten auf das Problem der mangelnden Sensitivitat hin.
Dagegen konnten wir bei unseren CF Patienten mit keinem Index eine
Insulinresistenz nachweisen. Dies deckt sich gut mit den Ergebnissen einer neueren
Studie von Mohan et. al. (72) Die Frage nach der Insulinresistenz bei CF ist immer

noch umstritten und verschiedene Studien kamen zu den unterschiedlichen
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Ergebnissen. Einige Studien berichten tber eine erniedrigte Insulinsensitivitat bei CF
(69, 70), andere uber eine normale (71, 72) oder sogar erhohte Insulinresistenz. (73,
74) Die Unterschiede der Ergebnisse entstehen wahrscheinlich durch verschiedene
Testmethoden und der fehlenden Einheitlichkeit der Studiengruppen. Eine
Insulinresistenz bei CF Patienten kdnnte jedoch auch intermittierend bei physischem
Stress wie Infektionen oder Steroid-Behandlungen auftreten. (42) Bei Nicht-CF
Patienten ist eine Kopplung der Insulinresistenz an eine systemische Entziindung,
gemessen am CRP Wert, beschrieben. (130) Fir unsere CF Patienten zeigte sich
zwar keine Korrelation des CRP Wertes mit den drei Insulinsenitivitatsindizes aber
eine Assoziation zwischen CRP und den Glukosemaximalwerten. Die erhohten CRP
Werte der glukoseintoleranten Patienten gegeniber der NGT Gruppe und den
Kontrollpersonen  kénnten auch einem allgemeinen  Fortschreiten der
Grunderkrankung und einer dabei bestehenden chronischen Entziindungsreaktion
der Lungen entsprechen. Zusatzlich konnten in der vorliegenden Studie durch die
Ausschlusskriterien orale Steroidbehandlung und akute Exazerbation der
Lungenerkrankung der Problematik einer durch Stress induzierten Insulinresistenz
entgegengewirkt haben. Auch wenn nur die Patienten mit erhdhter Nichternglukose
betrachtet wurden, bei denen eine basale Insulinresistenz zu den pathologischen
Werten gefiihrt haben konnte, wurden keine héheren CRP Werte oder veranderte
Resistenzindizes im Vergleich zur den gesunden Kontrollen beobachtet. Insgesamt
sprechen all diese Ergebnisse gegen eine grof3e Bedeutung einer Insulinresistenz in

der Pathogenese der Diabetesentwicklung bei CF Patienten.

Neben Sekretionsstérungen und Insulinresistenz ist ein weiterer Pathomechanismus
bei der Entstehung des DM2 die Stérung der enteropankreatischen Achse. Die durch
GLP-1 und GIP vermittelte Insulinausschittung nach einer Glukosebelastung oder
Mahlzeit, der sogenannte Inkretineffekt, kann bei DM2 Patienten um bis zu 50%
vermindert sein und fuhrt so zu postprandialen Hyperglykamien. (95, 96) Auch dieser
Mechanismus kommt fiir den Verlust der Glukosetoleranz bei CF in Betracht, vor
allem da bei CF Patienten vielfaltige Probleme im Magen-Darm-Trakt wie
Entzindungen und Motilitatsstérungen bekannt sind. (131) Zudem wére es madglich,
dass das defekte CFTR Gen auch in den enteroendokrinen Zellen des Darmes

exprimiert wird.



In unserer Studie konnte kein signifikanter Unterschied in den nichtern und oGTT
GLP-1 Konzentrationen zwischen Kontrollpersonen und CF Patienten gefunden
werden. Auffallig war allerdings, dass CFRD Patienten niedrigere Werte als die
Kontrollen hatten, wahrend alle anderen CF Gruppen hohere Werte als die
Kontrollen aufwiesen. Wie erwartet lagen die GLP-1 Spiegel der DM2 Patienten unter
denen der Kontrollpersonen. Insgesamt waren die GLP-1 Werte jedoch niedrig. In
der Literatur werden Nuchternspiegel mit 5 — 10 pmol/l und postprandiale Spiegel mit
15 — 50 pmol/l angegeben. (92) Unsere Patienten lagen mit einem Mittelwert der
Nuchternspiegel von 3 — 8 pmol/l und der Maximalwerte von 10 — 21 pmol/l im
unteren Bereich. Das Problem der kurzen Halbwertszeit von GLP-1 kdnnte dabei
eine Rolle gespielt haben. Das aktive GLP-1 wird mit einer Halbwertszeit von ein bis
zwei Minuten durch die DPP-1V abgebaut. Wir haben versucht, durch Hinzufligen des
Proteasenhemmers Aprotinin und eines DPP-IV-Inhibitors sowie mdglichst raschem
KlUhlen und Einfrieren des Plasmas den rapiden Abbau des GLP-1 zu unterbrechen.
Trotzdem besteht die Mdoglichkeit falsch niedriger Messungen durch zu schnelle
Degradation des Darmpeptids. Dennoch lassen die gemessenen Werte den
Ruckschluss zu, dass bei CF Patienten mit normaler oder leicht gestorter
Glukosetoleranz die Funktionalitat der enteropankreatischen Achse erhalten ist. Die
verminderten Werte bei CFRD Patienten bedirfen einer weiteren Evaluierung an
einem groBeren Patientengut. Weiterhin konnte ein Assay zur Messung der
gesamten GLP-1 Werte inklusive der inaktiven Metabolite Aufschluss Uber die
allgemeine Sekretionsleistung der L-Zellen geben.

Zusammenfassen weisen die Daten unsere Studie darauf hin, dass die
Glukoseintoleranz bei CF Patienten nicht auf Grund einer Insulinresistenz oder einer
Stérung der enteropankreatischen Achse entsteht. Im Vordergrund steht die
chronische Destruktion der [R-Zellen und die bereits in sehr frihen Phasen
auftretende Dysfunktion der Betazellen im Sinne einer Storung der ersten Phase der

Insulinsekretion.
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4.3 Klinischer Einfluss und Diagnose des CFRD

In  vorangehenden  Studien wurde oftmals beschrieben, dass die
Glukosestoffwechselstérungen bei CF den klinischen Zustand der Patienten deutlich
verschlechtern. (44, 45) Daher war es ein weiteres Ziel unserer Studie den Einfluss
der Glukosetoleranz auf die Lungenfunktion und den Erndhrungszustand unserer CF
Patienten zu bestimmen.

Aufgrund der relativ kleinen Fallzahlen konnte keine signifikante Korrelation zwischen
den verschiedenen Stadien der Glukosetoleranz bei CF Patienten und dem
Ernahrungszustand, gemessen am BMI, oder der Lungenfunktion, gemessen als
FEV1, nachgewiesen werden. Es zeigte sich aber ein Trend zwischen der Starke der

Stérung im Glukosemetabolismus und erniedrigtem BMI sowie reduzierter FEV1.

Patienten mit CF haben schon aufgrund lhrer Grunderkrankung mit chronischer
Entzindung und vor allem erhohter Atemarbeit einen gesteigerten Energiebedarf.
AuBBerdem kann es durch eine unzureichende Enzymsubstitution bei exokriner
Pankreasinsuffizienz zu einer Mangelernahrung kommen. Durch hyperglykdmische
Blutzuckerwerte kann es bei Uberschreiten der Nierenschwelle zur Ausscheidung
von Glukose und damit Energieverlust kommen. Der CFRD verursacht durch das
Defizit an dem anabolen Hormon Insulin zusatzlich eine Stérung des
Proteinmetabolismus. Der resultierende Proteinabbau fihrt zu weiterem
Gewichtsverlust. (132) Durch eine adaquate Insulintherapie kann diesem
Fortschreiten der Erkrankung entgegen gewirkt werden. (49)

Die Verschlechterung der Lungenfunktion (FEV1) bei Patienten mit gestorter
Glukosetoleranz korrelierte signifikant sowohl mit dem Insulinogenic Index, als auch
mit dem Stumvoll’'s First Phase Insulin Secretion Index. Hyperglykdmien kdénnen
durch zellularen Stress und Struktur-dnderungen des Gewebes einen direkten
Lungenschaden nach sich ziehen. (39) Dies wurde auch schon fur DM2 Patienten
nachgewiesen. (133) Eine Abnahme der Lungenfunktion ist bis zu sechs Jahre vor
der Diagnose eines CFRD zu messen. (48) AufRRerdem kann eine frihzeitige
Insulintherapie schon in der pradiabetischen Phase das Fortschreiten der
Lungenbeteiligung aufhalten. (114) Daher ware es von Vorteil moéglichst frih eine
Stoérung in der Glukosetoleranz der CF Patienten zu erkennen. Eine aktuelle Studie

zeigt, dass die Aussagekraft des Zweistundenwertes im oGTT bei CF nicht unbedingt
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mit den typischen Komplikationen wie schlechtem Ernahrungszustand und
verminderter Lungenfunktion Kkorreliert. (134) Eine subkutane, kontinuierliche
Blutzuckermessung bzw. die Maximalwerte im oGTT sind anscheinend besser
geeignet. Diese Korrelation zwischen Maximalwerten der Glukose im oGTT und
Abfall der Lungenfunktion war auch in unserer CF Gruppe zu sehen. Gleichzeitig
traten bei einzelnen Patienten, die laut oGTT in die NGT Gruppe eingeteilt wurden, in
der friihen Phase des oGTT stark erhdhte Glukosemaximalwerte tiber 200 mg/dl auf.
Fur CF Patienten mit laut Diagnosekriterien normaler Glukosetoleranz sind schon in
der Literatur veranderte Blutzucker- und Insulinspiegel beschrieben worden. (135)
Die Einteilung in die verschiedenen Kategorien der Glukosetoleranz fir CF Patienten
mittels oGTT wurde 1999 im Consensus Conference Report der Cystic Fibrosis
Foundation festgelegt. (41) Die Klassen wurden entsprechend der Definitionen fir
DM2 Patienten der American Diabetes Association erstellt. Diese Grenzwerte
beziehen sich auf den Blutzuckerspiegel, ab dem Komplikationen, vor allem die
mikrovaskularen Erkrankungen (Retinopathie, Nephropathie), zu erwarten sind. (136)
Mikroangiopathien wurden auch bei CFRD Patienten berichtet. (55-57) Da aber bei
CF Patienten andere Parameter wie das Gesamtkérpergewicht entscheidend sind fur
die Prognose, sind die bei DM1 oder DM2 etablierten Grenzwerte fur Patienten mit
CF nicht sicher belegt. Einerseits erscheint es sinnvoll, diese allgemein géngigen
Werte auch bei CF zu nutzen, da es eine Vergleichbarkeit zwischen den
verschiedenen Studien zum Thema Diabetes mellitus schafft. Andererseits waren
spezifisch auf CF typische Komplikationen zugeschnittene Diagnosekriterien
winschenswert. Einige Studien haben sich bei CF mit der oben genannten
Maoglichkeit der kontinuierlichen, subkutanen Blutzuckermessung beschéftigt. (137,
138) Diese neue Methode scheint Glukosestoffwechselstérungen schon frih zu
erkennen, auch wenn Patienten im oGTT noch als normal einzustufen sind.
Allerdings stellt sich die Frage, ob die Methode zum routinemalRRigen Gebrauch in
einer Ambulanz geeignet ist.

Unsere Daten und die Ergebnisse anderer Studien weisen darauf hin, dass dringend
notwendig ist Untersuchungen Uber die Grenzwerte fir die Diagnose dieses
komplexen Krankheitsbildes bei CF durchzufiihren. Momentan scheint es ratsam bei
CF Patienten nicht nur die Standardwerte des oGTT, sondern den kompletten
Blutzuckerverlauf wahrend der Glukosebelastung zu bewerten. Dadurch kénnte ggf.

eine Gruppe von CF Patienten identifiziert werden, die von einer frihzeitigen
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Therapie mit Insulin hinsichtlich einer Verbesserung des klinischen Zustands und der
Vermeidung von Komplikationen profitieren kbnnte. Diese Hypothese muss naturlich
in prospektiven klinischen Studien untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Die Cystische Fibrose ist mit einer Inzidenz von circa 1 zu 2500 die haufigste
autosomal rezessive Erbkrankheit in der weil3en Bevolkerung. Sie entsteht durch
eine Mutation im CFTR-Gen, die zum Funktionsverlust eines Chloridkanals in der
apikalen Zellmembran von Epithelzellen fuhrt. Da die Lebenserwartung von CF
Patienten steigt, entwickeln immer mehr Patienten chronische Komplikationen wie
z.B. den CF-assoziierten Diabetes (CFRD). Der CFRD ist zur haufigsten
Komorbiditat der CF geworden und wird vor allem durch den negativen Einfluss auf
Lungenfunktion und Ernahrungszustand der Patienten problematisch.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pravalenz von Glukosestoffwechselstérungen in
einer nicht vorselektionierten Gruppe von erwachsenen CF Patienten (n=34) im
Vergleich zu neu-diagnostizierten Patienten mit Typ 2 Diabetes (n=9) und gesunden
Kontrollpersonen (n=10) mittels oGTT untersucht. Desweiteren wurde durch
Messung von Insulin, intaktem Proinsulin, intaktem GLP1 und der Bestimmung
verschiedener Indices fir die R-Zellfunktion und die Insulinresistenz mdégliche
pathophysiologische Mechanismen in verschiedenen Stadien der
Glukosetoleranzstérung untersucht.

Bei den CF Patienten (Alter 30,2+8 Jahre, BMI 20,9 +2,5 kg/m?) zeigten 50% der
Patienten eine gestorten Glukosetoleranz (12% IFG, 23% IGT, 15% neu
diagnostizierter CFRD). Im oGTT war der maximale Insulinpeak und die totale
Insulinsekretionskapazitat nicht unterschiedlich in den CF-Gruppen (AU Cinsuiino-120min
NGT: 32961547 pU/ml, IFG: 3694+809 pU/ml, IGT: 33374535 pU/ml, CFRD:
23874318 pU/ml) und den Kontrollpersonen (3704+335 pU/ml).

Bei CF-Patienten war ahnlich wie bei DM2 Patienten eine verminderte erste Phase
der Insulinsekretion und eine zeitliche Verschiebung des Insulinpeaks nachweisbar,
die mit der Verschlechterung der Glukosetoleranz assoziiert war (Stumvoll-FPIR
NGT:450+291; IFG:252+203; 1GT:309+254; CFRD:18+41; Kontrollen:950+388). Die
Insulinsekretion korrelierte invers mit dem Glukoseprofil, so dass bei IFG und IGT
hohe postprandiale Glukosespiegel innerhalb der ersten 60 Minuten und ein
Blutzuckerabfall nach 120-180 min zu beobachten waren. Die Proinsulinspiegel und
die GLP-1 Spiegel im oGTT waren nicht unterschiedlich im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen. Im Gegensatz zu den DM2 Patienten konnte bei CF Patienten

keine deutliche Insulinresistenz festgestellt werden. Bei den CF Patienten war eine
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Verschlechterung der Lungenfunktion und des Ernahrungszustandes mit
zunehmender Glukoseintoleranz zu sehen. Hohe maximale Glukosespiegel (rs=-
0,50, p=0,002), der Insulinogenic Index (rs = 0,36, p<0,04) und der Stumvoll’s First
Phase Insulin Secretion Index (rs = 0,42, p<0,02) korrelierten mit einer verminderten
FEV1.

Unsere Daten zeigen, dass die Pravalenz einer IGT und eines CFRD noch immer
unterschatzt wird, so dass ein Routinescreeningprogramm mittels oGTT unbedingt
durchgefuihrt werden sollte. Bei CF liegt keine klassische absolute Insulinopenie
sondern eine Storung der Betazellfunktion bei normaler GLP-1 Sekretion vor. Die
Kinetik der Insulinsekretion erklart den Klinischen Phanotyp mit sehr hohen
postprandialen Glukosewerten und der Neigung zu niedrigen bis hypoglyk&mischen
Werten in der spaten postprandialen Phase. Der beobachtete Trend zwischen einer
Glukosetoleranzstérung und einem verschlechtertem klinischen Status (FEV1, BMI)
konnte bedeuten, dass CF-Patienten friher behandelt werden sollten und evtl.
bereits in der IGT-Phase von einer Insulintherapie profitieren. Dies muss in klinischen

Studien untersucht werden.
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6. Abklrzungsverzeichnis

Abb. = Abbildung

ADA = American Diabetes Association

AG = Antigen

AK = Antikorper

Anti-1A-2-AK = Antikdrper gegen die Tyrosinphosphatase 2
AUC = Area under the curve

BMI = Body Mass Index

cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat

CF = Cystische Fibrose

CFRD = CF assoziierter Diabetes mellitus, CF related diabetes (engl.)
CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CRP = C-reaktives Protein

CT = Computertomographie

DDG = Deutsche Diabetes Gesellschaft

DM1 = Diabetes mellitus Typ 1

DM2 = Diabetes mellitus Typ 2

DPPIV = Dipeptidyl Peptidase IV

ECFS = European Cystic Fibrosis Society

ECFTN = European Cystic Fibrosis Thematic Network
EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay

engl. = englisch

FEV1 = Einsekundenkapazitat, Forced Expiratory Volume in 1 second (engl.)
frz. = franzodsisch

GADA = Glutaminsaure Decarboxylase-AK

GIP = Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
GLP-1 = Glucagon Like Peptide 1

GLP-2 = Glucagon Like Peptide 2

GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase

GRPP = Glicentin-related Pancreatic Polypeptide

GSH = Gluthation

HbA1. = Glykosyliertes Hamoglobin Al
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HLA = Human Leukocyte Antigene

HOMA = Homeostatic Model Assessment

IAA =Insulin-Auto-AK

ICA = cytoplasmatische Inselzell-AK

ICF (M) = International Cystic Fibrosis (Mucoviscidosis) Association
IFG = gestorter Nuchternglukose, impaired fasting glucose (engl.)
IGT = gestorter Glukosetoleranz, impaired fasting glucose (engl.)
ISPAD = International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
ISlest = Index nach Matsuda

ISlstumvon = Stumvoll’s Insulin Sensivity Index

iVGTT = intravenoser Glukosetoleranztest

Kl = Konfidenzintervall

LMU = Ludwig-Maximilians-Universitét

MPF = Major Proglucagon Fragment

NGT = normale Glukosetolernaz, normal glucose tolerance (engl.)
OGTT = oraler Glukosetoleranztest

Ro6-Thorax = Réntgen Thorax

rs = Spearman’s Korrelationsindex

S| = Internationale Einheitensystem, Systéme international d’'unités (frz.)
STZ = Streptozotocin

Tab. = Tabelle

WHO = World Health Organization

yGT = y-Glutamyltransferase
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