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l. Einleitung

[.1 Diabetes mellitus Typ 2

[.1.1 Grundlagen und Klassifikation

Die Erkrankung Diabetes mellitus umfasst eine Gruppe metabolischer
Veranderungen, deren gemeinsames Merkmal die Hyperglykamie darstellt, welche
aus einem Defekt der Insulinsekretion, der Insulinwirkung oder einer Kombination
beider resultiert (Association, 2007).

Die ,American Diabetes Association“ (ADA), an deren Kriterien sich die Deutsche
Diabetes Gesellschaft (DDG) weitgehend orientiert, teilt die Erkrankung Diabetes
mellitus bezlglich ihrer Atiologie und Pathogenese in vier verschiedene
Untergruppen ein:

1. Typ 1 Diabetes (idiopathische oder immunologisch vermittelte Zerstérung der
insulinproduzierenden B-Zellen mit meist daraus resultierendem absolutem
Insulinmangel)

2. Typ 2 Diabetes

3. Andere spezifische Diabetestypen (genetische Defekte der B-Zelle, genetische
Defekte der Insulinwirkung, Krankheiten des exokrinen Pankreas,
Endokrinopathien, drogen- und medikamenteninduzierter  Diabetes,
infektionsassoziierter Diabetes, Diabetes assoziiert mit genetischen
Syndromen)

4. Gestationsdiabetes (Manifestation oder Erstdiagnose des Diabetes wahrend

der Schwangerschatft)

Als Kriterien fur die Diagnose Diabetes mellitus definiert die ADA entweder das
Vorhandensein klassischer Diabetessymptomatik — Polyurie, Polydipsie und
unerklarbarer Gewichtsverlust — plus die Messung eines Gelegenheitswerts der
Glukosekonzentration = 200 mg/dl (11,1 mmol/l) oder einen Wert der
Nuchternglukose = 126 mg/dl (7,0 mmol/l) oder Werte von = 200 mg/dl (11,1 mmol/l)
innerhalb von zwei Stunden nach oraler Glukosebelastung (759).
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Des Weiteren benennt die ADA Vorstufen des Diabetes mellitus, sogenannte
Pradiabetesformen, und zwar die gestorte Nuchternglukose (100-125 mg/dl bzw. 5,6-
6,9 mmol/l) und die gestorte Glukosetoleranz, wobei hier der Wert zwei Stunden
nach oraler Glukosebelastung 140-199 mg/dl (7,8-11,1 mmol/l) betragt. Demzufolge
definiert sich die normale Nuchternglukose als Wert < 100 mg/dl (5,6 mmol/l) und die
normale Glukosetoleranz als Wert zwei Stunden nach oraler Glukosebelastung von

< 140 mg/dl (7,8 mmol/l) (Association, 2007).

Der Diabetes mellitus Typ 2, frher auch als ,nicht-Insulin-abhanginger® Diabetes
oder ,Altersdiabetes“ bezeichnet, findet sich bei etwa 90-95% der Diabetiker. Bei
dessen Entstehung spielen unter anderem Alter, Adipositas, Bewegungsmangel,
Bluthochdruck, Dyslipidamie, friherer Gestationsdiabetes sowie genetische
Pradisposition eine Rolle (Association, 2007, Lyssenko et al., 2005, Wiener et al.,
2008). Zu den Symptomen einer ausgepragten Hyperglykamie zahlen Midigkeit,
Polyurie, Polydipsie, Gewichtsverlust, Sehstérungen und selten Polyphagie.
AulRerdem ist die chronische Hyperglykdmie mit Wachstumsverzogerung und einer
Pradisposition fur bestimmte Infektionen assoziiert. Allerdings sind die Symptome
beim Typ 2 Diabetes oft nicht besonders stark ausgepragt, vielmehr verlauft die
Erkrankung anfangs meist klinisch inapparent, weshalb sie haufig tUber viele Jahre
unentdeckt bleibt. Lebensbedrohliche Folgen eines unkontrollierten Diabetes sind die
diabetische Ketoazidose beim Typ 1 Diabetes und das nicht-ketoazidotische
hyperosmolare Koma beim Typ 2 Diabetes. Beide Zustdnde zeichnen sich durch
hohe Glukosewerte, starke Elektrolytverschiebungen und Kreislaufstdrungen bis hin
zu komatdsen Bewusstseinszustanden aus. Auf lange Sicht verursacht die
metabolische Dysregulation sekundére Schaden in multiplen Organsystemen
(Association, 2007, Scherbaum and Kiess, 2004a).

[.1.2 Epidemiologie und Folgeerkrankungen

Weltweit ist eine Zunahme der Erkrankungshaufigkeit an Diabetes mellitus zu
beobachten (Scherbaum and Kiess, 2004b). Die weltweite Pravalenz betrug im Jahr
2000 zwischen 147 und 154 Millionen (Scherbaum and Kiess, 2004a). Dieser Trend
setzt sich offensichtlich fort, sodass die Zahl der Erkrankten bis zum Jahr 2025
vermutlich auf tiber 300 Millionen ansteigen wird (Lyssenko et al., 2005). Zudem stellt
der Typ 2 Diabetes die haufigste Komorbiditat des Alters dar. Daten aus

Suddeutschland des Jahres 2000 belegen eine Pravalenz des Diabetes mellitus
12



unter den 65- bis 69-Jahrigen von 22,2% bei Mannern und 16,4% bei Frauen. Bei
den 70- bis 74-Jahrigen waren 23,1% der Manner und 17,0% der Frauen betroffen
(Rathmann et al., 2003). Daruber hinaus ist zu bedenken, dass der Typ 2 Diabetes
aufgrund seiner klinischen Inapparenz héaufig lange Zeit unentdeckt bleibt und haufig
erst anhand von spezifischen Diabeteskomplikationen diagnostiziert wird. Eine
populationsbasierte Untersuchung im Raum Augsburg ergab unter Verwendung des
oralen Glukosetoleranztests in der Altersgruppe von 55 bis 74 Jahren eine Pravalenz
des unentdeckten Diabetes von 8,2%, was in etwa der Haufigkeit des bekannten
Diabetes von 8,4% entsprach (Rathmann et al., 2003).

Hauptséachlich verursacht wird diese Entwicklung durch Zunahme von Adipositas und
reduzierter physischer Aktivitat im Rahmen des gesteigerten Wohlstands eines
Landes. Somit entwickelt sich der Typ 2 Diabetes zum globalen Problem, da nicht
mehr nur Australien und die Lander Europas und Nordamerikas betroffen sind,
sondern im Hinblick auf die zunehmende Industrialisierung ebenfalls Staaten in
Asien, Afrika und Lateinamerika. So erklart sich auch, warum die Pravalenz des Typ
2 Diabetes viel starker ansteigt als jene des Typ 1 Diabetes, da letztere Form eine
Autoimmunerkrankung darstellt und Adipositas und Bewegungsmangel nicht daftr
pradisponieren (Wiener et al, 2008). Abgesehen von den jeweiligen
Lebensgewohnheiten und dem Wohistand eines Landes variiert die
Erkrankungswahrscheinlichkeit ebenfalls mit der Zugehdorigkeit zu einer speziellen
ethnischen Gruppe (Wiener et al., 2008). Als Beispiel hierfur lasst sich der
Volksstamm der Pima-Indianer in Arizona anfuihren, der eine der héchsten Diabetes-
Pravalenzen weltweit aufweist (Weyer et al., 1999). Aber auch die ,African
Americans® und die ,Hispanic Americans® sind beispielsweise starker betroffen als
europaischstammige Amerikaner (Association, 2007). Zusatzlich erweist sich die
frihere, etwas beschonigende Bezeichnung ,Alterszucker” heute als obsolet, da sich
der Typ 2 Diabetes zunehmend bei jingeren Menschen und sogar bei Jugendlichen
und Kindern findet. Wahrend heutzutage die meisten Erkrankten tber 60 Jahre alt
sind, geht man davon aus, dass sich bereits im Jahr 2030 die grof3te Anzahl der
Diabetes-Patienten zwischen 45 und 64 Jahren bewegen wird (Wiener et al., 2008).
Die Ausbreitung des Diabetes mellitus bringt nicht nur gesundheitspolitische
Probleme mit sich, sondern steht gleichzeitig fir erhebliche finanzielle EinbufRen
durch die Behandlung der Krankheit und ihrer schwerwiegenden Spétfolgen sowie
die daraus in vielen Fallen resultierende Berufsunfahigkeit.
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Die chronischen Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus sind die Hauptursache fur
die gesteigerte Morbiditat und Mortalitat (Wiener et al., 2008). Daten aus einem
Distrikt in Wales ergaben einen Verlust an Lebensjahren im Mittel von sieben bei
Mannern und siebeneinhalb bei Frauen, wobei eine starke Abhangigkeit vom Alter
bei Diagnosestellung zu verzeichnen war (Morgan et al., 2000).

Besondere Bedeutung kommt den durch makroangiopathische Veranderungen
verursachten Folgekrankheiten des Diabetes mellitus zu. Die Makroangiopathie
manifestiert sich bei Diabetikern Uberwiegend als koronare Herzerkrankung,
periphere arterielle  Verschlusskrankheit und zerebrovaskulare Insuffizienz
(Scherbaum and Kiess, 2004b). Die Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen ist bei
alteren Diabetikern gegenuber Personen ohne Diabetes zwei- bis vierfach hoher
(Kannel, 1997). Ungefahr 75-80% der Diabetes-Patienten sterben an
kardiovaskularen Ereignissen (Olivares-Reyes et al., 2009). In den Leitlinien der
Deutschen Diabetes Gesellschaft von 2004 finden sich Angaben Uber das Auftreten
einer pAVK bei Patienten mit Diabetes mellitus von 20,9% im Vergleich zu 7,0% bei
Nichtdiabetikern (Beks et al., 1995). Ferner haben epidemiologische Studien eine
zwei- bis dreifach erhdhte Inzidenz fur Schlaganfélle bei Menschen mit Diabetes
mellitus aller Altersgruppen gegenuiber Nichtdiabetikern aufgezeigt (Kannel and
McGee, 1979, Stegmayr and Asplund, 1995).

Neben den makroangiopathischen Erkrankungen verursacht Diabetes mellitus
ebenfalls mikroangiopathische Komplikationen.

Zunachst ist die diabetische Retinopathie zu nennen, die die haufigste
mikrovaskulare Komplikation und gleichzeitig die héaufigste diabetesspezifische
Augenerkrankung darstellt (Scherbaum and Kiess, 2004a). Sie zahlt zu den
haufigsten Erblindungsursachen, und konkordant dazu ist bei Personen mit Diabetes
mellitus das Erblindungsrisiko etwa funfmal hoéher als in der nichtdiabetischen
Bevolkerung (Icks et al., 1997).

Des Weiteren ist der Typ 2 Diabetes die fluhrende Ursache fur chronische
Niereninsuffizienz in Deutschland (Scherbaum and Kiess, 2004b). Das erste klinische
Zeichen der diabetischen Nephropathie ist die Mikroalbuminurie, die bei
Diagnosestellung bereits haufig vorhanden ist (Adler et al., 2003). Nach zehn Jahren
Diabetesdauer hatten 5% der Typ 2 Diabetiker in der ,UK Prospective Diabetes
Study Group® (UKPDS) eine Makroalbuminurie entwickelt, bei 0,8% lag schon eine

Niereninsuffizienz vor (Adler et al., 2003).
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Eine weitere Folge der chronischen Hyperglykamie stellt die diabetische Neuropathie
dar. Auch hier wird Uber eine Entstehung durch mikroangiopathische Veranderungen
spekuliert. In einer klinikbasierten Querschnittsstudie mit tber 1100 Patienten aus 22
deutschen, Osterreichischen und schweizerischen Diabeteszentren waren bei 35%
der Typ 2 Diabetiker eine periphere Neuropathie und bei 22% eine kardiovaskulare
autonome Neuropathie in Form einer verminderten Herzfrequenzvariabilitat
nachweisbar (Ziegler et al.,, 1993). Die haufigste Auspragung der diabetischen
Neuropathie ist die distale symmetrische Polyneuropathie, bei der ein
Sensibilitatsverlust und eine Abschwachung der Reflexe im Vordergrund stehen. Die
autonome Neuropathie spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle, da sie multiple
Organsysteme betreffen kann und dadurch unter anderem zu Tachykardie und
orthostatischer ~ Hypotension sowie  zu  verzOgerter  Magenentleerung,
Blasenentleerungsstérungen und erektiler Dysfunktion fuhrt (Wiener et al., 2008).
Speziell im Hinblick auf die gastrointestinale Neuropathie leiden Diabetiker haufiger
als Gesunde unter Diarrhd, Obstipation, Bauchschmerzen, Sodbrennen und
Meteorismus (Bytzer et al., 2001).

Obgleich die genannten Langzeitschaden eine hohe Pravalenz unter Diabetikern
aufweisen, kann deren Entstehung oder Auspragungsgrad doch stark durch eine
normnahe Blutzuckereinstellung beeinflusst werden (Tkac, 2009). Nach Daten der
UKPDS-Studie ist eine Senkung des HbA;c um 1% mit einer signifikant niedrigeren
Inzidenz von Myokardinfarkten (14%) und Schlaganfallen (12%) assoziiert (Stratton
et al., 2000). In der Nachbeobachtungsphase waren bei den ehemals intensiviert mit
Metformin eingestellten Diabetikern eine Senkung der Myokardinfarktrate um 33%

und der Mortalitat um 27% zu beobachten (Holman et al., 2008).

[.1.3 Pathogenese des Typ 2 Diabetes

[.1.3.1 Die Insulinresistenz

Der Begriff der Insulinresistenz definiert sich als eine inadaquate Antwort der
Zielgewebe wie Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe auf physiologische
Konzentrationen zirkulierenden Insulins (Schenk et al., 2008). Zusammen mit einer
gestorten Insulinsekretion stellt die Insulinresistenz eine zentrale Veranderung bei
der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes dar. Welcher von beiden der primare Defekt

ist, wird heute kontrovers diskutiert, jedoch unterstiitzen die meisten Studien die
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Ansicht, dass die Insulinresistenz der Insulinsekretionsstérung voraus geht und dass
Diabetes nur dann entsteht, wenn die pankreatische (-Zelle erschopft ist und die
gesteigerte Nachfrage an Insulin nicht mehr kompensieren kann (Schenk et al., 2008,
Wiener et al., 2008). Demzufolge fungiert die Insulinresistenz als Vorlaufer fir Typ 2
Diabetes und stellt zusatzlich ein definierendes Charakteristikum des metabolischen
Syndroms dar, welches eine Konstellation verschiedener Merkmale wie Dyslipidamie,
arterielle Hypertonie, abdominelle Adipositas und Glukosestoffwechselstérungen
umfasst und héaufig begleitet wird von Hyperinsulinamie, Schlafapnoesyndrom und
anderen Stérungen (Schenk et al., 2008).

Als anaboles Hormon ist Insulin maf3geblich an der Aufnahme, dem Verbrauch und
der Speicherung zellularer Nahrstoffe beteiligt (Olivares-Reyes et al., 2009). Wichtige
Stoffwechselprozesse werden durch die Insulinresistenz abgeschwacht. Zu diesen
gehoren die durch Insulin stimulierte Glukoseaufnahme in Skelettmuskelzellen, die
Inhibierung der hepatischen Glukoneogenese und die verminderte Lipolyse im
Fettgewebe (Schenk et al., 2008). Insulin férdert nicht nur die vermehrte Speicherung
von Triglyceriden und Glykogen, sondern auch die Proteinbiosynthese (Olivares-
Reyes et al., 2009).

Auf molekularer Ebene zeichnet sich die Insulinresistenz durch eine gestorte
intrazellulare Signalkaskade aus (Olivares-Reyes et al., 2009). Durch die Bindung an
den Insulinrezeptor werden komplexe Signalwege in Gang gesetzt. Etwas vereinfacht
fuhrt die rezeptorvermittelte Tyrosin-Phosphorylierung des Insulin-Rezeptor-
Substrats (IRS) zur Aktivierung zweier Signalwege. Zum Einen bewirkt die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) tber die Proteinkinase B (Akt-Kinase) und die
Proteinkinase C den Einbau des Glukosetransporters 4 (GLUT-4) in die
Plasmamembran und steuert die Synthese von Proteinen, Glykogen und Lipiden.
Zum Anderen setzt die Aktivierung des Proteins Grb2 die MAP-Kinase-Kaskade in
Gang, die Zellwachstum und -proliferation kontrolliert (Olivares-Reyes et al., 2009,
Schenk et al., 2008, Zeyda and Stulnig, 2009).
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Abbildung 1 Der Insulin-Signalweg. Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor l6st die
Autophosphorylierung  der  B-Untereinheit  des Insulinrezeptors  und  die
Tyrosinphosphorylierung des IRS aus. Phosphoryliertes IRS fungiert als Andockstation fur
andere Signalproteine wie die PI3K und Grb2. Wahrend der Signalweg uber die PI3K eine
Rolle fur die Glukoseaufnahme sowie fir die Synthese von Lipiden, Glykogen und
Proteinen einnehmen soll, setzt Grb2 eine Kaskade in Gang, die maligeblich an
Zellwachstum und -proliferation beteiligt ist (Olivares-Reyes et al., 2009).

Ein bedeutender Mechanismus, um die Signalwege zu blockieren, verlauft Gber die
Phosphorylierung bestimmter Serinreste auf IRS-1, was dazu fihrt, dass sich IRS-1
nicht an den Insulinrezeptor anlagert (Schenk et al., 2008).

Nun stellt sich die Frage, wie es zur Entwicklung einer Insulinresistenz kommt. Dazu
bietet die Literatur verschiedene Ansatze. Bisher konnte kein allgemein gultiger
Mechanismus identifiziert werden, vielmehr herrscht die Auffassung, dass
verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen, die sich bezlglich Individuen und

Bevolkerungsgruppen unterscheiden (Schenk et al., 2008).
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Schenk et al. geben als entscheidende Griinde fur deren Entstehung in westlichen
Kulturen Adipositas, korperliche Inaktivitat und Altern an (Schenk et al., 2008). Zeyda
et al. bezeichnen vor allem zentrale Adipositas als bedeutenden Risikofaktor fir das
Auftreten der Insulinresistenz (Zeyda and Stulnig, 2009). Wahrend Uberernahrung
schnell eine Insulinresistenz des Skelettmuskels und der Leber induziert, verbessert
eine kalorische Restriktion die Insulinsensitivitat der genannten Gewebe. Tatséchlich
reagieren einige Signalkaskaden direkt auf Anderungen in der Energiebalance oder
des Nahrungsangebots und schranken daraufhin die Aufnahme von Nahrstoffen ein.
Zu diesen zahlt unter anderem der PI3K-Signalweg (Schenk et al., 2008). Auf diese
Art verbleibt mehr Glukose in der Blutbahn und verursacht auf lange Sicht die
schwerwiegenden Folgeerkrankungen des Typ 2 Diabetes.

Eine weitere Hypothese unterstreicht die Bedeutung der freien Fettsauren (FFAS) in
der Pathogenese der Insulinresistenz. Dass bei Ubergewichtigen Personen ein
gesteigerter Umsatz und damit auch Fluss der FFAs zu finden ist und dieser mit der
Insulinsensitvitat in Verbindung steht, lasst sich durch die Anwendung einer Lipid-
Heparin-Infusion beweisen, welche bei den Versuchsprobanden eine Insulinresistenz
erzeugt. Umgekehrt bewirkt eine pharmakologische Hemmung der Lipolyse einen
verminderten FFA-Fluss und steigert auf diese Weise die Insulinsensitivitét.
Schliel3lich fuhrt ebenfalls eine Gewichtsreduktion zu einem herabgesetzten FFA-
Fluss und zu einer Erhéhung der Insulinsensitivitat (Schenk et al., 2008). Werden die
freien Fettsduren nun von Skelettmuskelzellen oder Hepatozyten aufgenommen,
stehen zwei Moglichkeiten der Weiterverarbeitung zur Verfigung, zum Einen die [3-
Oxidation in den Mitochondrien, zum Anderen die Speicherung als Triglyceride
(TGs). Ubersteigt jedoch das Angebot an FFAs die Fahigkeit der Zellen, diese zu
verwerten, haufen sich verschiedene Zwischenmetabolite an, wie z.B. Diacylglycerin
(DAG), Phosphatidsaure (PA), Lysophosphatidsaure (LPA) und Ceramide. Diese
aktivieren wiederum eine Reihe verschiedener Serinkinasen, unter anderem mTOR,
JNK, IKK und PKC, welche eine Serin-Phosphorylierung von IRS-1 zur Folge haben
und sich so negativ auf die Insulinsensitiviat auswirken. Ceramid kann dartber
hinaus den Insulinsignalweg durch Hemmung der Akt-Kinase blockieren. Besonders
JNK und IKK stellen zusatzlich Komponenten zweier bedeutender
proinflammatorischer Signalwege dar und bringen dadurch Insulinresistenz mit
Entztindung in Verbindung (Schenk et al., 2008).
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Abbildung 2 Metabolismus der freien Fettsauren in Zusammenhang mit der Wirksamkeit

von Insulin im Skelettmuskel oder in der Leber. Aktivierte FFAs werden vor allem tber zwei
Wege verwertet, durch Oxidation oder Speicherung als Triglyceride. Ubersteigt das Angebot
an FFAs die Kapazitat der Zelle, diese weiter zu verarbeiten, haufen sich Zwischenprodukte
wie DAG, PA oder LPA an. Diese kénnen Uber die Aktivierung bestimmter Serinkinasen die
Insulinsensitivitdt der Zelle beeinflussen. Ceramide kénnen die Insulinwirksamkeit auch
durch Interaktion mit PKB/Akt beeintrachtigen. Die Unfahigkeit, FFAs in den Mitochondrien
komplett zu oxidieren, fuhrt zur Akkumulation von Acylcarnithin, das eventuell ebenfalls eine
Rolle bei der Entwicklung einer Insulinresistenz spielt (Schenk et al., 2008).

Zu &hnlichen Ergebnissen kommen Wolf et al., die feststellten, dass durch eine
Anhéaufung intrazellularer Lipide eine verminderte Translokation des GLUT-4 in die
Plasmamembran stattfindet (Wolf, 2008). Ein anderer Ansatz beschaftigt sich mit
einer potenziellen mitochondrialen Dysfunktion und behauptet, dass eine hohere
Kapazitdt der Myozyten, die FFAs in den Mitochondrien zu oxidieren, die oben
beschriebene Anh&aufung der Zwischenmetabolite verhindern und so die Entwicklung
einer Insulinresistenz aufhalten konnte. Allerdings konnten klinische Studien nicht
bestatigen, dass adipdse, insulinresistente oder an Diabetes erkrankte Menschen

eine reduzierte Fahigkeit zur Fettsdaureoxidation besitzen. Eine gegensatzliche
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Hypothese erkennt gerade in einer exzessiven [(-Oxidation die Gefahr
mitochondrialer Uberladung mit Acetyl-CoA-Molekiilen, woraus kurzkettige,
inkomplett oxidierte Fettsaureprodukte entstehen, die uber bisher unbekannte

Mechanismen die Insulinsensitivitéat beeintrachtigen (Schenk et al., 2008).

Es ist seit einigen Jahren evident, dass eine Assoziation zwischen Adipositas,
Insulinresistenz und einer chronischen Entzindungsreaktion existiert (Zeyda and
Stulnig, 2009, Schwarz, 2009). Viele Studien haben nachgewiesen, dass die
chronische Aktivierung proinflammatorischer Signalwege in Zielgeweben von Insulin
zur Adipositas-vermittelten Insulinresistenz fuhrt (Schenk et al., 2008). So finden sich
beispielsweise erhdohte Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine TNF-q,
IL-6, IL-8 und CRP bei insulinresistenten Personen (Schenk et al., 2008, Zeyda and
Stulnig, 2009). Des Weiteren schiitzt eine Neutralisierung von TNF-a im Tierversuch
vor der Entwicklung einer Insulinresistenz trotz genetischer oder futterungsbedingter
Adipositas (Uysal et al., 1997). JNK- und IKK-Signalwege, die uber die
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und NF-kB die Transkription von
Genen der Entzindungskaskade foérdern, sind beim insulinresistenten Individuum
hochreguliert (Schenk et al., 2008). Die Entzindungsmediatoren IL-1 sowie JNK und
IKK fuhren zur Phosphorylierung eines Serinrests von IRS-1, wahrend IL-6 den
Insulinsignalweg tber ein SOCS-Protein blockiert (Zeyda and Stulnig, 2009). Einen
wichtigen Initiator der Entzindungsantwort stellt das Fettgewebe dar, dessen Zellen
einige Zytokine und Chemokine wie IL-6, IL-13, MIF und TNF-a freisetzen kénnen.
Durch  welche  Mechanismen  entsteht die  gesteigerte  subklinische
Entzindungsreaktion?

Postuliert wird, dass durch eine starke Zunahme des Fettgewebes die Adipozyten
unter einer relativen Hypoperfusion leiden und sich so Gebiete regionaler
Mikrohypoxie ausbilden. Hypoxisches Gewebe zeigt sowohl verstarkte Aktivitat von
JNK1 und IKK/NF-kB, als auch verstarkte Expression von Genen, die in
inflammatorische Prozesse involviert sind. Hieraus resultiert eine Ausschittung von
Zytokinen und Chemokinen, was zur Rekrutierung von Makrophagen fihrt, die
wiederum selbst proinflammatorische Zytokine freisetzen (Schenk et al., 2008). Uber
40% des Fettgewebes adipdoser Menschen sind von Makrophagen durchsetzt,
verglichen mit 10% bei normalgewichtigen Probanden (Schenk et al., 2008). Weitere
Studien belegen einen Zusammenhang zwischen dem BMI und der Anzahl an
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.=adipose tissue macrophages (ATMs) (Zeyda and Stulnig, 2009). Die Rolle der
Makrophagen konnte auch im Tierversuch eindrucksvoll nachgewiesen werden.
Durch  spezifische Blockierung der IKKB- und JNK1-Signalwege in
Knochenmarkzellen und damit in Makrophagen waren die Mause vor der Entstehung
einer Insulinresistenz geschutzt, obgleich sie auf eine ,high-fat-diet (HFD) gesetzt
worden waren. Das legt die Vermutung nahe, dass ohne die von Makrophagen
beigesteuerte Entztindungskomponente Adipositas alleine keine Insulinresistenz
auszuldsen vermag (Arkan et al., 2005, Solinas et al., 2007). Zudem besitzen FFAs
die Fahigkeit, Makrophagen Uber den ,toll-like receptor 4“ (TLR4) zu aktivieren
(Zeyda and Stulnig, 2009). In der Leber finden sich ebenfalls aus dem Knochenmark
generierte, makrophagen-ahnliche Zellen, sogenannte Kupffer-Zellen. Man nimmt an,
dass die Aktivierung proinflammatorischer Signalwege in Kupffer-Zellen eine zentrale
Bedeutung fur die Entstehung der hepatischen Insulinresistenz bei Adipositas hat
(Schenk et al., 2008).

Ferner kommt eine Beeintrachtigung des endoplasmatischen Retikulums (ER), das
als Cholesterin- und Nahrstoffsensor fungiert, als Ursache in Betracht. Unter
Bedingungen der Hypoxie und der exzessiven Lipidakkumulation reagiert das ER mit
Einbuf3en seiner Funktion, was zur Ansammlung nicht- oder falschgefalteter Proteine
im ER-Lumen fuhrt (Schenk et al., 2008, Zeyda and Stulnig, 2009). Die Aktivierung
eines Signalnetzwerks, genannt UPR, bringt eine Entziindungsreaktion in Gang
(Zeyda and Stulnig, 2009). Aul3erdem resultiert die Stressantwort ebenfalls in einer
Erhohung der IKKB- und JNK-Wirkung, welche uUber oben beschriebene
Mechanismen zu einer Insulinresistenz fuhrt (Schenk et al., 2008). ER-Stress bedingt
auch die Downregulation der Expression von GLUT-4 (Zeyda and Stulnig, 2009).
Insgesamt induziert ER-Stress die Entstehung einer Entziindungsreaktion und der

Insulinresistenz, ausgeldst durch Nahrstoffliberladung (Schenk et al., 2008).

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung der Insulinresistenz richtet sein Augenmerk auf
vom Fettgewebe sezernierte Hormone wie z.B. Adiponectin. Erniedrigte
Konzentrationen dieses Botenstoffs finden sich bei Individuen mit Adipositas,
metabolischem Syndrom wund koronarer Herzkrankheit, wohingegen dessen
Konzentration nach langerdauernder kalorischer Restriktion ansteigt. Offensichtlich

beglinstigen niedrige Adiponectinspiegel die Entwicklung einer Insulinresistenz.
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Zudem weisen Adiponectin-knockout Mause eine starkere Neigung zur
Thrombozytenaggregation und Apoptose auf und zeigen gleichzeitig hohere TNF-a-
Konzentrationen. Auf zellularer Ebene aktiviert die Bindung von Adiponectin an
seinen Rezeptor mehrere intrazellulare Kaskaden, unter anderem findet eine
Phosphorylierung der ,AMP-activated protein kinase“ (AMPK) statt. Dieser Vorgang
unterstutzt insgesamt die Glukoseverwertung, Glukoseaufnahme in den
Skelettmuskel und Fettsdureoxidation werden gesteigert, zudem wird die

Glukoneogenese in der Leber inhibiert (Ziemke and Mantzoros, 2010).

1.1.3.2 Die B-Zell-Funktionsstorung

Um den durch die Insulinresistenz entstandenen Mehrbedarf an Insulin zu decken,
erhoht die B-Zelle in den pankreatischen Inselzellen ihre Sekretionskapazitat.
Wahrend bei den meisten Menschen die erfolgreiche Anpassung der [B-Zelle
lebenslanglich aufrecht erhalten werden kann, lasst bei einem geringeren
Prozentsatz die Adaptation mit der Zeit nach (Donath et al., 2009). Die
Insulinresistenz alleine reicht demnach nicht aus, um einen Typ 2 Diabetes zu
erzeugen (Fryirs et al., 2009). Andere Forscher bezweifeln sogar das zeitlich frihere
Auftreten der Insulinresistenz vor der B-Zell-Funktionsstérung und begrinden dies
damit, dass sich die Krankheit auch bei Individuen findet, die kein starkes Defizit der
Insulinsensitivitat aufweisen (Campbell, 2009). Als Ursache fiir den Ruckgang der -
Zell-Adaptation vermutet man einen intrinsischen Defekt, der eventuell durch eine
genetische Pradisposition determiniert ist (Donath et al., 2009, Poitout and
Robertson, 2008). Die B-Zell-Funktionsstdrung ist charakterisiert durch erniedrigte
Glukose-stimulierte Insulinsekretion, reduzierte Insulinproduktion und
fortschreitenden Verlust an B-Zell-Masse (Fryirs et al., 2009). Butler et al. berichten
Uber eine um 50% reduzierte [-Zell-Masse bei Personen mit gestorter
Nuchternglukose und sogar dber eine um 63% reduzierte Masse bei
Diabetespatienten (Butler et al., 2003). Die Regulation der B-Zell-Masse stellt
normalerweise einen dynamischen Prozess dar, bei dem eine Balance zwischen
Replikation und Wachstum auf der einen und Nekrose und Apoptose auf der anderen
Seite herrscht. Nun geht man davon aus, dass beim Diabetes mellitus exzessive
Apoptoseraten fur den Verlust an B-Zellen verantwortlich sind (Lupi and Del Prato,
2008).
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Um dieses Ph&nomen zu erklaren, finden sich in der Literatur mehrere Ansatze.
Zunachst ist der Aspekt der Glukotoxizitat von allgemeinem Interesse. Mehrere
Studien haben herausgefunden, dass eine chronische Erhdhung der
Glukosekonzentration die Funktion der p-Zellen in Mitleidenschaft zieht. So wurde
wiederholt dokumentiert, dass die Inkubation humaner pankreatischer Inseln bei
erhohten Glukosekonzentrationen eine gesteigerte Apoptoserate verursacht. Als
Grund hierfur gilt vor allem die Entstehung von oxidativem Stress. Ein exzessiver
Glukosemetabolismus fuhrt auf zellularer Ebene zur vermehrten mitochondrialen
Produktion von ,reactive oxygen species” (ROS), die negative Auswirkungen auf die
Funktion der B-Zellen mit sich bringen (Lupi and Del Prato, 2008). Dariber hinaus
reagiert die p-Zelle besonders sensibel auf oxidativen Stress, da sie nur eine sehr
niedrige Expression und Aktivitat antioxidativer Enzyme aufweist (Lupi and Del Prato,
2008). Dass oxidativer Stress tatséachlich eine Rolle spielt, bekraftigen Versuche mit
isolierten B-Zellen und pankreatischen Inseln. Dabei wird beobachtet, dass die
Zugabe der Antioxidanzien N-Acetylcystein und Aminoguanidin die p-Zellen vor den
negativen Effekten einer Kultivierung bei hoher Glukosekonzentration schitzt
(Kaneto et al., 1996, Tajiri et al., 1997). Fugt man das Antioxidans Glutathion hinzu,
sinkt das Ausmalf3 nicht nur, sondern gleichzeitig erholt sich auch die Insulinsekretion
der Zellen (Del Guerra et al.,, 2005). Ferner ist von Interesse, dass bereits
intermittierend hohe Glukosekonzentrationen die Glukose-stimulierte Insulinsekretion
behindern kdénnen. Diese Tatsache ist von Bedeutung, da sie nahelegt, dass schon
Glukosefluktuationen wie die postprandiale Hyperglykéamie in der pradiabetischen
Phase den Verlust von funktionstichtigen B-Zellen beschleunigen (Del Guerra et al.,
2007). Zudem soll eine chronische Hyperglykdmie die Bildung von ER-Stress férdern
(Lupi and Del Prato, 2008).

Das Konzept der Lipotoxizitat veranschaulicht, dass der Ausbreitung des
Fettgewebes nicht nur eine Rolle bei der Entwicklung der Insulinresistenz zukommt,
sondern dass sie auch Auswirkungen auf die Funktion und das Uberleben der B-
Zellen hat (Lupi and Del Prato, 2008). Sind B-Zellen Uber langere Zeit langkettigen,
gesattigten Fettsauren, wie z.B. Palmitat ausgesetzt, so resultiert daraus ein
toxischer Effekt auf die Zellen. Im Gegensatz dazu wirken sich ungesattigte
Fettsauren positiv auf die B-Zellen aus und verhindern eine Palmitat- oder Glukose-
induzierte Apoptose (Poitout and Robertson, 2008, Maedler et al., 2003). Es
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existieren mehrere Uberlegungen, wie FFAs die B-Zellen beeintrachtigen konnten.
Zunachst begunstigen sie die Apoptose durch Downregulierung des
antiapoptotischen Gens Bcl-2 (Lupi et al., 2002) und induzieren eine verminderte
Phosphorylierung von Akt, was gleichermalRen die Apoptosemaschinerie in
Bewegung setzt (Wrede et al., 2002). Zusatzlich kann aus Palmitat schnell Ceramid
erzeugt werden, welches als potenziell toxisches Endprodukt eine Rolle beim FFA-
induzierten Zelltod und der durch FFAs vermittelten Hemmung der Insulin-
Genexpression spielt (Poitout and Robertson, 2008, Morgan, 2009). Ebenfalls triggert
die Auslésung von ER-Stress durch die Anwesenheit von FFAs wie Palmitat die
Aktivierung des proapoptotischen Transkriptionsfaktors CHOP-10 (Morgan, 2009).
SchlieB3lich ist anzumerken, dass die Lipotoxizitat eng mit der Glukotoxizitat in
Verbindung steht. Beide tragen durch exzessive Erzeugung von ROS zur Entstehung
von oxidativem Stress bei (Lupi and Del Prato, 2008). Poitout und Robertson
postulieren sogar, dass sich die Lipotoxizitat nicht ohne das Vorhandensein einer
Glukotoxizitat bilden kann (Poitout and Robertson, 2008).

Um den gesteigerten Insulinbedarf des Korpers bei Insulinresistenz zu decken,
mussen die pankreatischen Inseln ihre Produktion massiv steigern. Diese chronische
Stimulation der [(-Zellen und die daraus resultierende hohe Rate der
Insulinbiosynthese férdern die Bildung einer Stressreaktion des ER, da die Kapazitat
zur Proteinfaltung dieses Zellorganells tberschritten wird (Lupi and Del Prato, 2008,
Fonseca et al., 2009). Wie bereits im Rahmen der Insulinresistenz besprochen, setzt
ER-Stress eine Signalkaskade in Gang, die anfangs zwar zytoprotektiv wirkt, jedoch
bei chronischem ER-Stress proapoptotische Komponenten férdert. Zu diesen gehort
die Aktivierung von IRE1, das den Zelltod durch Aktivierung von JNK vorantreibt. Des
Weiteren ist der proapoptotische Transkriptionsfaktor CHOP von Bedeutung sowie
die Dephosphorylierung von GSK3p (Fonseca et al., 2009).

Eine weitere Spekulation befasst sich mit Amyloidablagerungen in pankreatischen
Inseln. Amylin ist ein Protein der B-Zellen und befindet sich zusammen mit Insulin in
den intrazellularen Granula. Die beiden Stoffe werden co-sezerniert. Produziert die [3-
Zelle mehr Insulin, scheidet sie gleichzeitig mehr Amylin aus. Inselamyloid entsteht
primar durch Ablagerung von Amylin in Form von Fibrillen (Lupi and Del Prato, 2008).
Breiten sich die Amyloidablagerungen in den pankreatischen Inseln aus, sinkt die 3-
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Zell-Masse (Wang et al., 2001). Campbell bezeichnet Amyloidablagerungen in -
Zellen als Charakteristikum der Histopathologie des Typ 2 Diabetes. Ferner korreliert
der Auspragungsgrad der Amyloidose positiv mit Dauer und Schwere des Diabetes
mellitus (Campbell, 2009).

Alle bisher genannten Faktoren — Glukotoxizitat, Lipotoxizitat, ER-Stress und
Amyloidablagerungen — besitzen die Fahigkeit, eine inflammatorische Antwort zu
generieren, die anfangs vermutlich Regeneration und Reparatur der B-Zellen fordert,
sich jedoch bei Chronifizierung nachteilig auswirkt. Sowohl erhéhte Glukose-, wie
auch FFA-Konzentrationen, vor allem der langkettigen Fettsduren Palmitat und
Stearat, steigern die IL-1B-Expression durch Aktivierung des IL-1-Rezeptors. Dem
Zytokin IL-1p kommt offenbar eine herausragende Rolle im Entziindungsprozess zu,
da es weitere Zytokine und Chemokine reguliert und zur Rekrutierung von
Immunzellen beitragt. Darlber hinaus reagiert die pankreatische B-Zelle besonders
sensibel auf Veranderungen der lokalen IL-1B-Konzentration aufgrund seiner hohen
Dichte an IL-1-Rezeptoren (Donath et al., 2009). Dass in der Pathogenese des Typ 2
Diabetes tatsachlich eine Insulitis auftritt, bestatigte sich im Tiermodell, wo sich eine
Infiltration der Inseln durch Immunzellen bei diabetischen Tieren zeigte (Ehses et al.,
2007). Eine erhohte Anzahl an Immunzellen sowie ein erhohter Spiegel von
Zytokinen und Chemokinen liel3en sich ebenfalls in den Inseln von Typ 2 Diabetikern
nachweisen.

Ein weiteres Resultat der Entziindungsreaktion, abgesehen von der reduzierten
Funktion und Masse der 3-Zellen, ist ein erhdhter Anteil an a-Zellen in den Inseln mit
daraus folgender relativer Hyperglukagonamie. Dieser Zustand wird eventuell durch
IL-6 vermittelt, welches sich in isolierten Inseln negativ auf die Insulinsekretion
auswirkt (Kristiansen and Mandrup-Poulsen, 2005), wohingegen es die Proliferation
der a-Zellen foérdert und deren Apoptose hemmt. Insgesamt kann man das relative
Uberwiegen der a-Zellen als Teil eines Umbauprozesses der pankreatischen Inseln

in der Pathogenese des Typ 2 Diabetes werten (Donath et al., 2009).

Eine andere Hypothese schreibt der Dyslipiddmie beim Typ 2 Diabetes eine
Teilschuld an der Entstehung der B-Zell-Funktionsstérung zu. Die Akkumulation von
Cholesterin in den B-Zellen verursacht Stérungen des Glukosemetabolismus und der
Insulinsekretion (Fryirs et al., 2009). Wahrend die bei der Dyslipiddmie erhohten
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Lipoproteine LDL und VLDL eine konzentrationsabhangige, apoptotische Antwort in
den B-Zellen erzielen, tritt der schitzende Effekt des erniedrigten HDL in den
Hintergrund (Roehrich et al., 2003). Cholesterin ist als integraler Bestandteil der
Zellmembran essentiell fur die Organisation der Membranproteine. Entsteht nun ein
Ungleichgewicht in der Cholesterin-Zusammensetzung, konnte dies die Stabilitat der

Zelle gefahrden und ihre Sekretion behindern (Fryirs et al., 2009).

Schlie8lich sollen auch Inkretine bedeutende Auswirkungen auf die [B-Zellen
besitzen. Das Inkretin GLP-1, sezerniert von den L-Zellen des Intestinums, fihrt zu
einer glukoseabhangigen Insulinsekretion, steigert Proliferation und Neogenese der
B-Zellen und ubt einen inhibitorischen Effekt auf die Apoptose aus. Der Inkretin-
Effekt, der fur bis zu 70% der postprandialen Insulinsekretion verantwortlich ist, ist
bei Typ 2 Diabetikern stark vermindert (Campbell, 2009).

[.1.4 Genpolymorphismen und Typ 2 Diabetes

Der Typ 2 Diabetes ist eine multifaktorielle Erkrankung, die sich aus der Interaktion
zwischen einem pradisponierenden genetischen Hintergrund und hinzukommenden
Umweltfaktoren entwickelt (Poulsen et al., 2005, Beck-Nielsen et al., 2003). Hinweise
auf eine bedeutende Rolle der Genetik wurden zu Beginn vor allem aus Familien-
und Zwillingsstudien abgleitet. Meigs et al. wiesen bei Personen mit einem
erkrankten Elternteil ein 3,5-fach gesteigertes Risiko fur Diabetes mellitus nach.
Waren beide Elternteile Diabetiker, ergab sich sogar ein sechsfach erhdhtes
Erkrankungsrisiko im Vergleich zu Kindern nichtdiabetischer Eltern. Die Autoren
schlossen daher auf ein additives Modell bei der Vererbung des Typ 2 Diabetes
(Meigs et al., 2000). Medici et al. fihrten eine Studie mit monozygoten
Zwillingspaaren durch, die sich anfangs diskordant hinsichtlich eines Diabetes
mellitus verhielten. Nach 15 Jahren hatten 76% der initial nichtdiabetischen Zwillinge
ebenfalls einen Typ 2 Diabetes entwickelt, 96% wiesen zumindest eine gestorte
Glukosetoleranz auf (Medici et al., 1999). Dergleichen existieren Studien, die sich
konkret mit der Vererbung einer Insulinsekretionsstérung oder einer Insulinresistenz
beschaftigen. Lehtovirta et al. schétzen die Erblichkeit einer gestorten
Insulinsensitivitat auf 37% und die der B-Zell-Dysfunktion auf 55-58% (Lehtovirta et
al., 2000). Poulsen et al. gehen anhand einer Zwillingsstudie von einer sehr starken

genetischen Komponente  von 75-84% bei der  Vererbung der
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Insulinsekretionskapazitat aus. Bezlglich der Insulinsensitivitat vertreten sie die
Ansicht, dass Gene und Umweltfaktoren einen etwa gleich starken Effekt austben.
Die Erblichkeit einer Insulinresistenz schéatzen die Autoren auf 53-55% (Poulsen et
al., 2005).

Seit der Entdeckung der starken genetischen Komponente und hoher
Konkordanzraten bezlglich des Typ 2 Diabetes zwischen eineiigen Zwillingen und
zwischen Eltern und ihren Kindern sind Wissenschaftler auf der Suche nach
potenziellen Risikogenen (Wiener et al., 2008). Noch bis vor wenigen Jahren
gestaltete sich die Identifikation von Genloci schwierig und langwierig, da sie nur
entweder Uber sogenannte ,Candidate Gene Studies” oder Uber genaue Analysen
bestimmter Regionen des Genoms, die bei verwandten Diabetikern haufiger als
erwartet vorkommen, erfolgen konnte. Seit Beginn der ,Genome-wide Association
Studies” (GWASSs) im Jahr 2007 ist es mdglich, hunderte bis tausende SNPs, die
Uber das gesamte Genom verteilt sind, in einem einzelnen Experiment zu
analysieren (Frayling et al., 2007, Saxena et al., 2007, Zeggini et al., 2007, Zeggini et
al., 2008, Scott et al., 2007, Sladek et al., 2007, Ruchat et al., 2009, McCarthy and
Zeggini, 2009). Statistisch signifikante Unterschiede in der Allelhaufigkeit zwischen
Fall- und Kontrollgruppe zeigen dann potenzielle Risikopolymorphismen an. Auf
diese Weise wurden Genloci identifiziert, die bisher noch nicht mit Typ 2 Diabetes in
Verbindung gebracht worden waren (Perry and Frayling, 2008). Durch die GWASSs ist
die Anzahl an Genen, die stark mit Typ 2 Diabetes assoziiert sind, von drei auf Gber
funfzig angewachsen. Abgesehen von der zukinftigen Erstellung individueller
genetischer Risikoprofile auf Grundlage des Vorhandenseins von Risikoallelen erhofft
man sich, durch die Entdeckung der Risikogene neue Erkenntnisse Uber die
Pathogenese des Typ 2 Diabetes zu gewinnen, die dartber hinaus bei der
Arzneimittelentwicklung von Nutzen sein koénnten. Dies ist bereits bei den Genen
PPARG und KCNJ11 der Fall, deren Proteinprodukte Angriffspunkt einer wirksamen
und etablierten Therapie sind (McCarthy and Zeggini, 2009). Genvarianten, die flr
Diabetes mellitus pradisponieren, kdnnen mit Defekten in der Insulinsensitivitat, der
hepatischen  Glukoseproduktion und der Insulinsekretion assoziiert sein.
Interessanterweise hat sich herausgestellt, dass die meisten via GWASs
identifizierten Genloci mit einer Beeintrdchtigung der Funktion der {-Zellen in

Verbindung zu stehen scheinen (Ruchat et al., 2009).
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[.1.4.1 Assoziation des Fat Mass and Obesity (FTO) — Genlokus mit Typ 2

Diabetes

In zwei GWASs wurden Polymorphismen des Gens FTO auf Chromosom 16 als
hochsignifikant mit Typ 2 Diabetes in Verbindung stehend identifiziert (Legry et al.,
2009). Eine Variante im Intron 1 des Gens wies die zweitstarkste Assoziation mit Typ
2 Diabetes unter allen bisher entdeckten Genloci in der ,UK T2D GWAS* auf (Perry
and Frayling, 2008). Die meisten Studien fanden allerdings heraus, dass das
Risikogen seine Pradisposition fur den Typ 2 Diabetes hauptsachlich Uber einen
Effekt auf den Body Mass Index vermittelt (Perry and Frayling, 2008, McCarthy and
Zeggini, 2009, Legry et al., 2009, Freathy et al., 2008, Frayling et al., 2007). Diese
Annahme begrindet sich darauf, dass der Zusammenhang zwischen Risikoallelen
und Typ 2 Diabetes nach einer Adjustierung fur den BMI reduziert wird und in einigen
Studien verschwindet (Legry et al., 2009, Frayling et al., 2007). Das A-Allel des SNP
rs9939609 gilt als Risikovariante und ist assoziiert mit Erhdéhungen des
Korpergewichts, des Bauch- und Huftumfangs, der ,waist-hip-ratio und des BMI
(Legry et al., 2009). Das FTO-Gen erstreckt sich tiber 400 kB und kodiert fur eine 2-
Oxoglutarat-abhéngige Nukleinsaure-Demethylase (Do et al., 2008). Es wird in vielen
Geweben des Korpers exprimiert, wie z.B. im Fettgewebe, in der Leber, in 3-Zellen
und der Muskulatur (Legry et al., 2009), seine hdchste Konzentration findet sich
jedoch im Gehirn (Frayling et al., 2007), unter anderem im Hypothalamus. Daher
vermuten Grunnet et al., dass das Gen die Entstehung einer Adipositas durch eine
veranderte Appetitregulation und/oder durch Beeinflussung des Ganzkérper-
Energiemetabolismus beglinstigt. Womdglich steht es in Verbindung mit einer
verminderten Sattigungsantwort (Grunnet et al., 2009). Fisher et al. dagegen
postulieren, dass FTO-Polymorphismen eine systemische Entziindungsreaktion
unabhangig vom Grad der Adipositas férdern, da das A-Allel von rs9939609 auch
nach Adjustierung fur den BMI mit hoheren CRP-Spiegeln (C-reaktives Protein)
einhergeht (Fisher et al., 2009). Inwieweit FTO nur mit dem Ko&rpergewicht und
Adipositas oder aber auch unabhangig davon mit Typ 2 Diabetes assoziiert ist, wird
aktuell kontrovers diskutiert.
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[.1.4.2 Assoziation des Transkriptionsfaktor 7-like 2 (TCF7L2) — Genlokus mit
Typ 2 Diabetes

Risikovarianten des Gens Transkriptionsfaktor 7-like 2 tragen starker als alle bisher
identifizierten Risikogene zur Entstehung eines Diabetes mellitus bei (Perry and
Frayling, 2008, McCarthy and Zeggini, 2009, Ruchat et al., 2009, Saxena et al.,
2006). Das Gen ist auf Chromosom 10 lokalisiert und in der europaischen
Bevolkerung sind 7% homozygote und 38% heterozygote Trager des Risikoallels
(Perry and Frayling, 2008, McCarthy and Zeggini, 2009, Grant et al., 2006).

Die starkste Assoziation zum Typ 2 Diabetes zeigten folgende funf Einzelnukleotid-
Polymorphismen: rs12255372, rs7903146, rs7901695, rs111962055 und rs7895340.
Die T-Allele von rs12255372 und rs7903146 waren &hnlich stark und rs7903146
insgesamt am starksten mit Typ 2 Diabetes assoziiert (Ruchat et al., 2009).

TCF7L2 ist ein Transkriptionsfaktor, der Uber die Interaktion mit der sogenannten
WNT-Signalkaskade an der Modulation zahlreicher intrazellularer Prozesse in
verschiedenen Zelltypen beteiligt ist. In mehreren Studien wurde ein Effekt auf die
glukoseabhangige Insulinsekretion beschrieben (Perry and Frayling, 2008, Ruchat et
al., 2009, Saxena et al., 2006, Marzi et al., 2007, Helgason et al., 2007, Damcott et
al., 2006, Florez et al.,, 2006, Palmer et al.,, 2008, Lyssenko et al., 2007).
Tierexperimentelle Untersuchungen belegen eine Beteiligung von TCF7L2 an der
Entwicklung des Pankreas wahrend der Embryogenese sowie der Regulation der
Betazellproliferation und -apoptose (Perry and Frayling, 2008, Gonzéalez-Sanchez et
al., 2008, Schafer et al., 2007). Ein Zusammenhang zur Insulinsensitivitat wurde nur
in sehr wenigen wissenschaftlichen Untersuchungen hergestellt (Damcott et al.,
2006, Wegner et al., 2008, Elbein et al., 2007). Ein erniedrigter Disposition-Index
weist auf das Versagen der 3-Zellen hin, einen erhohten Insulinbedarf bei Vorliegen
einer Insulinresistenz zu kompensieren (Saxena et al., 2006, Damcott et al., 2006,
Lyssenko et al., 2007).

Da vor allem bei oraler Glukosebelastung eine erniedrigte Insulinsekretion zu
verzeichnen ist, vermutet man einen eingeschrankten Inkretin-Effekt (Kirchhoff et al.,
2008, Lyssenko et al., 2007, Grant et al., 2006, Gonzalez-Sanchez et al., 2008,
Schéfer et al., 2007). Erklart wurde dieses Phdnomen durch die Rolle von TCF7L2 in
der GLP-1-Sekretion (Schéfer et al., 2007). Als Bestandteil des WNT-Signalwegs
beeinflusst TCF7L2 die Regulation des Glukagon-Gens und damit die Sekretion

seines Produkts GLP-1 aus enteroendokrinen L-Zellen (Gonzéalez-Sanchez et al.,
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2008, Schéafer et al., 2007). In den folgenden Studien konnte nachgewiesen werden,
dass bei Gentragern nicht die Hohe der GLP-1-Spiegel nach Stimulation im oGTT
unterschiedlich ist, sondern eine verminderte GLP-1-induzierte Insulinsekretion
auftritt (Schafer et al., 2007).

Wie genau die Interaktion zwischen TCF7L2 und der Diabetesentstehung auf
molekularer Ebene vermittelt wird, ist trotz intensiver Forschung aufgrund der
komplexen Interaktion verschiedener Organsysteme und der Einfliisse verschiedener

Signalwege bisher noch unklar.
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ll. Zielsetzung

Ein wichtiges Ziel in der Behandlung des Typ 2 Diabetes ist es, Personen mit einem
erhohten Erkrankungsrisiko moglichst frihzeitig zu erfassen. Gleichzeitig besteht ein
grolRer Bedarf, neue Medikamente zu entwickeln, die den Krankheitsprozess
verzogern oder stoppen konnen. FiUr beide Ziele ist es essentiell, die an der
Entstehung des Typ 2 Diabetes beteiligten pathogenetischen Mechanismen besser
zu verstehen. Ziel der vorliegenden Studie war es deshalb, definierte Trager von
Diabetesrisikogenen in einer Phase zu untersuchen, in der sich nach den Kriterien
der DDG noch kein Diabetes mellitus manifestiert hatte. Im Rahmen der vorliegenden

Studie sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Unterscheiden sich die FTO- oder TCF7L2-Risikogentrdger von den

Nichtrisikogentragern im Hinblick auf klinische Routineparameter?

2. Besteht bei nichtdiabetischen Tragern von FTO oder TCF7L2 eine gestorte B-

Zell- oder a-Zellfunktion?

3. Ist bei den Risikogentragern eine Anderung der Insulinsensitivitat

nachweisbar?

4. Haben die Risikogenpolymorphismen einen Einfluss auf den Lipidstoffwechsel

im hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose-Clamp-Test?
Mit diesen Untersuchungen soll ein Beitrag zu einem besseren Verstandnis der

Wirkung der Diabetes-assoziierten Polymorphismen von FTO und TCF7L2 geleistet

werden.
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[1l. Material und Methoden

[11.1 Studiendesign und Untersuchungsablauf

[11.1.1 Rekrutierung der Probanden

An dieser Studie nahmen 65 nichtdiabetische, mannliche Probanden européischer
Herkunft teil, die aus dem KORA-Studienregister rekrutiert wurden. ,Kooperative
Gesundheitsforschung in der Region Augsburg® (kurz KORA) ist eine national und
international genutzte Forschungsplattform des Helmholtz Zentrums Muinchen, in der
Studien zur bevolkerungsbezogenen Gesundheitsforschung durchgefiihrt werden.
Seit Uber 20 Jahren wird in der international bekannten KORA-Studie die Gesundheit
tausender Birger aus dem Raum Augsburg untersucht, um die Auswirkungen von
Umweltfaktoren, Verhalten und Genen zu erforschen. Kernthemen der KORA-
Studien sind Fragen zu Entstehung und Verlauf von chronischen Erkrankungen,
insbesondere Herzinfarkt und Diabetes mellitus. Hierzu werden Risikofaktoren aus
dem Bereich des Gesundheitsverhaltens (u.a. Rauchen, Erndhrung, Bewegung), der
Umwelt (u.a. Luftverschmutzung, Larm) und der Genetik erforscht. Aus Sicht der
Versorgungsforschung werden Fragen der Inanspruchnahme und Kosten der
Gesundheitsversorgung untersucht.

Die Einschlusskriterien der vorliegenden Studie waren méannliches Geschlecht, Alter
zwischen 18 und 75 Jahren, BMI zwischen 19 und 35 kg/m2 und ein normaler 2-
Stunden-Wert im 75g oralen Glukosetoleranztest. Der oGTT war im Rahmen der
KORA-F4-Untersuchung innerhalb eines Jahres vor unserer Untersuchung
durchgeftihrt worden, wobei auch der Genotyp der Probanden erhoben worden war.
Die Studie wurde in Kooperation mit Prof. Dr. med. H. Hauner vom Else Kroner-
Fresenius-Zentrum fur Erndhrungsmedizin in Weihenstephan durchgefihrt. Von Prof.
Hauner und seinem Team wurden bei einigen unserer Probanden
Nahrungsbelastungstests inklusive eines oGTT durchgefuhrt. Ausschlusskriterien fir
die Teilnahme an unserer Studie waren ein bekannter Diabetes mellitus, eine akute
Erkrankung, schwere chronische Erkrankungen wie Nieren-, Leber-, Herzinsuffizienz
und die Einnahme von Medikamenten, die die Glukosetoleranz oder

Insulinsensitivitat beeinflussen (z.B. Glukokortikoide, Immunsuppressiva).
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In Tabelle 1 ist die Verteilung der Genotypen bei den Teilnehmern der Studie

dargestellt.

i Genotyp n=
FTO-Risikopolymorphismus 24
TCF7L2-Risikopolymorphismus 17

(8 homozygot, 9 heterozygot)
Keine FTO- und TCF7L2- 24

Risikopolymorphismen (=Kontrollen)

Tabelle 1 Verteilung der Risikogenpolymorphismen bei den Teilnehmern der Studie

24 Probanden waren Trager des FTO-Risikopolymorphismus rs9939609. 17
Teilnehmer waren Trager des Risikoallels des SNP rs7903146 des Gens TCF7L2.
Da dieser Polymorphismus selten ist, wurden acht Probanden mit homozygoter und
neun mit heterozygoter Auspragung rekrutiert. Schlie8lich wurden zusétzlich 24
Probanden ausgewahlt, die fur die jeweiligen SNPs von FTO und TCF7L2
homozygot major waren, das heil3t, bei denen keine Diabetes-assoziierten
Risikopolymorphismen vorlagen. Diese fungierten als Kontrollen in Bezug auf die
beiden Testgruppen. Es muss noch hinzugefiigt werden, dass die Teilnehmer mit
Risikogenvarianten fur FTO keine Risikoallele von TCF7L2 trugen und umgekehrt.

Die Teilnehmer wurden durch das KORA-Studienzentrum rekrutiert und zu den
klinischen Tests eingeladen. Weder wussten zum Zeitpunkt der Untersuchung die
Probanden noch die anwesenden Arzte und Assistenten iber den Genotyp des
jeweiligen Teilnehmers Bescheid. Im Vorfeld der Studie wurden alle Teilnehmer
ausfuhrlich Uber Ablauf und Ziele sowie Uber Risiken und den zu erwartenden
Informationsgewinn der Untersuchungen aufgeklart. Daraufhin gaben sie ihre
schriftiche  Einwilligung. Das Studienprotokoll war von der zustandigen

Ethikkommission genehmigt worden.

[11.1.2 Erhebung der Anamnese und der anthropometrischen Daten

Bei allen Teilnehmern wurde nach einem Standard-Protokoll vorgegangen, das
zunachst die Erhebung der Anamnese vorsah. Anschlie3end erfolgte eine klinische
Untersuchung, bei der unter anderem Puls, Gro6Re, Gewicht und Bauchumfang
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bestimmt wurden, wobei letzterer in aufrechter Position auf der Mittellinie zwischen
Crista iliaca und der untersten Rippe gemessen wurde. Der arterielle Blutdruck wurde
am rechten oder linken Oberarm mit einem geeichten Blutdruckmessgerat
gemessen, nachdem der Proband bereits funf Minuten in Ruhe auf dem
Untersuchungsstuhl gesessen hatte. Der Body-Mass-Index wurde ermittelt, indem
das Korpergewicht in Kilogramm durch die KorpergroR3e in Metern im Quadrat
(kgKG/m?) dividiert wurde.

1.2 Verwendete Medikamente, Materialien und Geréate

Material Hersteller

Handschuhe Peha-soft satin, powderfree Paul Hartmann AG, Heidenheim,

Deutschland

Haut-Desinfiziens

Cutasept F, Bode Chemie Hamburg,

Deutschland

Sicherheitsvenenverweilkatheter mit
Injektionsport 20G Vasofix Safety

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Kanilenfixierpflaster Curafix i.v.

Lohmann & Rauscher International
GmbH&Co., Rengsdorf, Deutschland

EDTA-R6hrchen 2,7ml und 7,5ml

S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,

Deutschland

Serum-Rohrchen 4,7ml

S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,
Deutschland

Lithium-Heparin-Réhrchen 2,6ml

S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,
Deutschland

Glucose-Rohrchen 2,7ml

S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,
Deutschland

Adapter (Rohrchen)

S-Monovette, Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,
Deutschland

Spritzen 2ml, 5ml, 20ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Isotone Kochsalzlésung 0.9% 500ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Glucose 50% Konzentrat 100ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
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Glucosteril 20% Infusionslésung 500ml

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Insulin Insuman Rapid 40 I.E./ml

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

Aprotinin, Bovine Lung, Solution,
7410.0 KIU/ml

Calbiochem, USA

Glucocapil Enthahmesystem

Dr. Miller Geratebau GmbH, Freital,
Deutschland

Human Intact Insulin ELISA Kit

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Human Intact Proinsulin ELISA Kit

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Einmal-Klvetten Plastibrand

BRAND GmbH + Co KG, Wertheim,

Deutschland

Kivettenstander

BRAND GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland

NEFA-HR(2) zur Bestimmung freier
Fettsauren

Wako Chemicals GmbH, Neuss,
Deutschland

NEFA Standard

Wako Chemicals GmbH, Neuss,

Deutschland

Pipettenspitzen Plastibrand 200ul, 1000l

BRAND GmbH + Co KG, Wertheim,

Deutschland

Tabelle 2 In der Studie benutzte Materialien

Gerat Hersteller

Waage

Eduard Plazotta, Medizintechnik —
Sanitatshaus, Miinchen, Deutschland

Verstellbarer Stuhl

Bionic Medizintechnik GmbH, Friedrichsdorf,
Deutschland

M5 Professional Blutdruckmessgeréat

Omron Healthcare Co., Kyoto, Japan

Multifunktions-Heizkissen

Beurer, Ulm, Deutschland

Perfusor secura FT

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Infusomat Alaris GP

Cardinal Health, Rolle, Schweiz

Blutzuckermessgerat Super GL ambulance

Dr. Miller Geratebau GmbH, Freital,

Deutschland
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Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf Vertrieb

0.5 —10ul, Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf,
10 — 100, Deutschland

20 — 200ul,

100 — 1000ul

8-Kanal-Pipette

Zentrifuge Rotanta 460R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Mikroschittler Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland
ELISA-Reader TECAN Spectra SLT Labinstruments Deutschland GmbH,
Crailsheim, Deutschland

DU-62 Spectrophotometer Bechmann Instruments, Fullerton, CA, USA

Tabelle 3 In der Studie benutzte Geréate

[11.3 Metabolische Untersuchungen

[11.3.1 Intravendser Glukosetoleranztest (ivGTT)

Die Probanden hatten sich in den Tagen vor dem Test normal ernahrt und waren fir
mindestens zwdlf Stunden nichtern. Der Testbeginn war morgens zwischen acht und
neun Uhr. Der Proband wurde gebeten, eine bequeme sitzende oder liegende
Haltung auf einem verstellbaren Stuhl einzunehmen und beide Arme freizumachen.
An rechter und linker Hand bzw. Unterarm wurde jeweils eine ventse Verweilkanule
gelegt, Uber die eine Infusion mit NaCl 0,9% langsam infundiert wurde. Zu Beginn
erfolgten basale Blutentnahmen zu den Zeitpunkten -5 und O Minuten sowie eine
basale Blutzuckerbestimmung. In einem né&chsten Schritt wurden der Testperson
0,33g Glukose pro Kilogramm Kérpergewicht in Form einer 50%-igen Glukosel6sung
innerhalb von maximal zwei Minuten tber eine der Verweilkantlen injiziert. Daraufhin
erfolgten wiederum vendse Blutentnahmen am kontralateralen Arm nach 1, 3, 5, 10,
15, 25 und 35 Minuten.

[11.3.2 Hyperinsulinamischer euglyk&mischer Glukose-Clamp-Test

Die sogenannte ,Glukose-Clamp-Technik“ wurde urspringlich 1979 von DeFronzo et
al. (DeFronzo et al., 1979) entwickelt und gilt bis heute als Goldstandard zur

Quantifizierung der Insulinsensitivitat in vivo. Der hyperinsulinamische euglykamische
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Glukose-Clamp-Test erméglicht es, bei einer hohen Insulinkonzentration und unter
oteady State“-Bedingungen direkt die Ganzkorper-Glukose-Utilisation
abzuschatzen. Das Prinzip der Clamp-Technik beruht darauf, durch eine konstante
Insulininfusion und eine variable Glukoseinfusion ein Insulin- und Glukose-,Steady
State“-Niveau zu erzeugen, wahrend dessen die Glukoseaufnahme in Skelettmuskel
und Fettgewebe in einem Gleichgewicht liegt und durch die hohen Insulinspiegel die
Glukoneogenese unterdriickt wird. Durch die Adaptation der
Glukoseinfusionsgeschwindigkeit an die Glukoseaufnahme wird die
Plasmaglukosekonzentration auf physiologischem (= euglykdmischem) Niveau
gehalten. Nach Erreichen konstanter Glukosewerte bestehen typischerweise ,Steady
State“-Bedingungen far die Plasmainsulinkonzentration, die
Plasmaglukosekonzentration und die Glukoseinfusionsrate. Unter der Annahme,
dass durch die Hyperinsulinamie die Glukoneogenese vollstandig unterdriickt ist und
sich die Plasmaglukosekonzentration wahrend des ,Steady State nicht verandert,
muss die Glukoseinfusionsrate gleich der Ganzkorper-Glukose-Utilisation sein
(Muniyappa et al.,, 2008). Das bedeutet, dass Probanden mit einer hohen
Insulinsensitivitat viel Glukose in ihrem Korper verstoffwechseln und daher eine
ebenfalls hohe Glukosezufuhr benottigen und umgekehrt.

Im Anschluss an den ivGTT legten wir die Hand, an der die Blutentnahmen
durchgefiihrt wurden, in ein beheizbares Kissen, um arterialisiertes vendses Blut zur
Bestimmung der Plasmaglukose =zu erhalten und so die arteriovendse
Glukosedifferenz zu umgehen. Die Arterialisierung des ventsen Blutes einer
oberflachlichen Handriickenvene kann erreicht werden, indem man die Hand in eine
warmere Umgebung bringt (Soop et al., 2000). Nach korrekter Lagerung des Arms
wurde die Plasmaglukose auf Werte zwischen 70 und 80 mg/dl durch eine
kontinuierliche Insulininfusion (1 LE./ml) mit einer Infusionsrate von 1,05
mU/kgKG/Std eingestellt. Uber dieselbe Verweilkanile wurde eine 20%-ige
Glukoselésung gestartet, um die Plasmaglukose, die in sechsminitigen Abstanden
wéahrend des gesamten Tests am kontralateralen Arm gemessen wurde, konstant zu
halten. Die Glukoseinfusion wurde solange adaptiert, bis der sogenannte ,Steady
State” erreicht wurde, mindestens jedoch Uber 120 Minuten. Wéahrend dieser Phase
erfolgten vendse Blutentnahmen zu den Zeitpunkten 0, 15, 30 und 45 Minuten zur
Bestimmung von Glukose, Insulin, Proinsulin, Glukagon, Cholesterin, Triglyceriden
und freien Fettsduren. Am Ende des Tests wurde die Insulininfusion gestoppt und die
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Glukoselésung noch einige Minuten mit hoher Geschwindigkeit infundiert. Nach einer
anschlieBenden Glukosemessung wurde der Proband aufgefordert, eine Mahlzeit
einzunehmen. Die folgende Abbildung soll dazu dienen, graphisch darzustellen, wie
sich die Plasmaglukosekonzentration in Abhéngigkeit von der Zeit wahrend des

ivGTT und des Glukose-Clamp-Tests bei einer Kontrollperson verhalt.
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Abbildung 3 Beispiel fur den Verlauf des hyperinsulinamischen euglykéamischen Glukose-
Clamp-Tests; Dargestellt ist die Plasmaglukosekonzentration Uber die Zeit. Die gestrichelten

Pfeile zeigen die Blutenthahmen an.

[11.4 Laboruntersuchungen

[11.4.1 Routine-Labor

Wahrend der Untersuchungen wurde die Plasmaglukosekonzentration mit einem

.bedside“-Glukoseanalysator bestimmt. Die Plasmaglukosemessungen fir die

weiteren Berechnungen wurden wie auch die Bestimmung von groRem Blutbild,
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HbA:c, Kreatinin, Harnstoff, Ferritin, Alanin-Aminotransferase (ALAT), Aspartat-
Aminotransferase  (ASAT), Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT), Bilirubin,
Gesamtcholesterin, LDL, HDL, Triglyceriden, CRP und TSH in der Abteilung fur
Klinische Chemie der Medizinischen Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitat mit zertifizierten Labormethoden durchgefihrt.

Die Blutproben fir Hormonmessungen sowie fur die Bestimmung der freien
Fettsduren wurden nach der Abnahme sofort auf Eis gekunhlt, innerhalb von zwel
Stunden zentrifugiert und das dadurch gewonnene Plasma bzw. Serum sofort
abpipettiert und bei -80°C eingefroren. Fir die Bestimmung von Glukagon wurden
spezielle Plasmardhrchen verwendet, die Aprotinin (300 upl, 7700 KIU/ml) zur
Hemmung der proteolytischen Degradation enthielten.

[11.4.2 Experimenteller Teil im Labor

[11.4.2.1 Bestimmung von C-Peptid

Der C-Peptid-Spiegel wurde aus Probandenserum uber einen Radioimmunassay von
Radim Diagnostics gemessen. Bei der Vorbereitung des Tests wurden die Proben
aufgetaut, alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und vor Gebrauch
sorgfaltig gemischt. FlUr jeden Testansatz wurden jeweils zwei Réhrchen fir die TA
(= Totalaktivitdt), den NSB (= nicht-spezifische Bindung), die BO (= maximale
Bindung), jeden Kalibrator, jede Probe und jedes Kontrollserum bereitgestellt, da in
Doppelbestimmungen gemessen wurde. Zunachst wurden 0,1ml des Nullkalibrators
in die Rohrchen fir BO und NSB pipettiert und bei der NSB zusatzlich 0,1ml
destilliertes Wasser hinzugeftigt. Daraufhin wurden 0,1ml der Kalibratoren, der
Proben und des Kontrollserums in die entsprechenden RoOhrchen gegeben und

anschlieRend 0,1ml des radioaktiv markierten 1*%°

-C-Peptids in alle Roéhrchen
pipettiert. 0,1ml C-Peptid-Antiserum wurde in alle Rohrchen auf3er der fir NSB und
TA hinzugefugt. Danach wurde der Testansatz eine Stunde lang bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurde 1,0ml 20%-iger TW-Polyethylenglykol-L6ésung in alle
Rohrchen mit Ausnahme der TA pipettiert und diese kurz auf einen Vortex-Mischer
gestellt. Schlief3lich wurden die Roéhrchen 25 Minuten lang bei 2000 x g zentrifugiert
und der Uberstand aus allen Rohrchen auBer der TA dekantiert. Am Ende des Tests
wurde die Aktivitat in den Roéhrchen mindestens eine Minute lang in einem

Gammacounter gemessen.
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Sensitivitat: Der Assay erfasste Werte ab 0,1ng/ml.

Spezifitat: Keine Kreuzreaktionen mit Glucagon, Gastrin 1-17, Gastrin 1-13, Gastrin
1-14, Proinsulin vom Rind und Schwein, Insulin vom Rind, Humaninsulin;
Kreuzreaktion mit humanem Proinsulin 3,2%.

Intra-_und Inter-Assay-Variation: 3,34 — 6,98% bei 0,64 — 8,78 ng/ml bzw. 3,23 —
6,23% bei 0,66 — 8,71 ng/ml.

[11.4.2.2 Bestimmung von Glukagon

Der Plasmaglukagonspiegel wurde Uber einen Radioimmunoassay von Millipore
guantifiziert. Der Test erstreckte sich Uber drei Tage. In einer Vorbereitungsphase
wurden die Proben aufgetaut und die Testrohrchen hergerichtet. Auch hier wurde in
Doppelbestimmungen gemessen. Zu Beginn des Tests wurden 300ul Assaypuffer in
die Rohrchen fir die NSB, 200ul in die BO-ROhrchen und 100pl in alle restlichen
Rohrchen gegeben. In einem nachsten Schritt wurden 100pul der Standards und
Qualitatskontrollen in Doppelwerten aufgetragen. Ebenso wurde mit den Testproben
verfahren. AnschlieBend wurden Uberall auRer bei der TA und der NSB 100l des
Glukagon-Antikorpers hinzugefligt, die Testansatze auf einem Vortex-Schuttler
gemischt, bedeckt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde der
radioaktiv markierte 1'**-Glukagon-Tracer hydratisiert und jeweils 100pl davon in
samtliche Roéhrchen gegeben. Wieder erfolgte eine gute Vermischung auf dem
Vortex und die Proben wurden erneut bedeckt bei 4°C uber Nacht gelagert. Am
dritten Tag wurde 1,0ml kalten Prezipitationsreagenz zu allen Ro6hrchen mit
Ausnahme der TA hinzugefugt, der Inhalt der Réhrchen auf dem Vortex gemischt
und anschlieBend 20 Minuten lang bei 4°C inkubiert. Daraufhin wurde ebenfalls bei
4°C fur 20 Minuten mit 2000-3000 x g zentrifugiert. Unmittelbar danach wurden die
Uberstande aller R6hrchen auRer der TA dekantiert und die Aktivitat der Pellets mit
einem Gammacounter gemessen.

Sensitivitat: Der Assay erfasste Werte ab 20 pg/ml.

Spezifitdt: 100% fur Glucagon, Kreuzreaktivitat mit Oxyntomodulin <0,1%, keine
Kreuzreaktionen mit Humaninsulin, humanem Proinsulin, humanem C-Peptid,
Somatostatin und Pankreatischem Polypeptid.

Intra- und Interassay-Variation: 4,0 — 6,8 % bzw. 7,3 — 13,5% bei 60 — 220 pg/ml.
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[11.4.2.3 Bestimmung von Insulin

Insulinkonzentrationen wurden aus Plasma mit Hilfe kommerzieller Assays bestimmt.
Zunachst wurden die Proben bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten lang aufgetaut und
anschlieBend auf Eis gestellt. Zu Beginn des Tests wurde die Mikrotiterplatte
vorbereitet, indem in jede Vertiefung 300ul verdinnten Waschpuffers gefullt und far
funf Minuten darin belassen wurden. AnschlieRend wurden in alle Wells fir die
Plasmaproben der Testprobanden sowie in das des Leerwerts 20ul Assaypuffer
pipettiert, in die Wells fur Leerwert, Standardproben und Qualitatskontrollen wurden
20pl  Matrixlosung gegeben. Im néchsten Schritt wurden jeweils 20pl der
Standardproben in Doppelbestimmungen in die dafir vorgesehenen Vertiefungen
pipettiert. Genauso verfuhr man mit den beiden Qualitdtskontrollen und den
Patientenproben. Schlielich wurden dberall 20ul Insulin-Detektionsantikorper
aufgetragen und die Platte abgedeckt eine Stunde lang bei Raumtemperatur auf
einem Mikrotiterplattenschittler bei mittlerer Geschwindigkeit (400 — 500rpm)
inkubiert. Daraufhin wurde die komplette Flussigkeit dekantiert und die Wells
mehrmals sorgfaltig mit Waschpuffer gereinigt. Nun wurden 100ul Enzymlésung in
alle Wells pipettiert, worauf sich wieder eine diesmal 30-minutige Inkubationszeit auf
dem Schittler anschloss. Nach erneutem Waschen wurden 100ul Substratldsung
aufgetragen, die Platte acht bis zehn Minuten auf den Schuttler gestellt und in einem
letzten Schritt 100pl Stopplosung dazugegeben. Danach konnte die Platte bei einer
Wellenlange von 450nm photometrisch ausgewertet werden.

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

Spezifitdt: FUr humanes Insulin 100%, keine Kreuzreaktivitat mit intaktem humanem
Proinsulin und dessen grofRerem Zwischenprodukt Des(31,32)Human Proinsulin,
aber mit dem kleineren Zwischenprodukt Des(64,65)Human Proinsulin (117%).

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

[11.4.2.4 Bestimmung von Proinsulin

Proinsulinkonzentrationen wurden ebenfalls aus Plasma mit Hilfe kommerzieller
Assays bestimmt. Zun&chst wurden die Proben bei Raumtemperatur ca. 30 Minuten
lang aufgetaut und anschlieRend auf Eis gestellt. Zu Beginn des Tests wurde die
Mikrotiterplatte vorbereitet, indem in jede Vertiefung 300ul verdiinnten Waschpuffers
gefullt und wieder dekantiert wurden. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.

Anschliel3end wurden in alle Wells fur die Plasmaproben der Testprobanden sowie in
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das des Leerwerts 50ul Assaypuffer pipettiert, in die Wells flr Leerwert,
Standardproben und Qualitatskontrollen wurden 50pl Matrixlosung gegeben. Im
nachsten Schritt wurden jeweils 50ul der Standardproben in Doppelbestimmungen in
die daflrr vorgesehenen Vertiefungen pipettiert. Genauso verfuhr man mit den beiden
Qualitatskontrollen und den Patientenproben. Daraufhin wurde die Platte abgedeckt
und eine Stunde lang bei Raumtemperatur auf einem Mikrotiterplattenschuttler bei
mittlerer Geschwindigkeit (400 — 500rpm) inkubiert. AnschlieRend wurde die
komplette FlUssigkeit abgeschuttet und die Wells mehrmals sorgfaltig mit
Waschpuffer gereinigt. Nun wurden Uberall 100ul Proinsulin-Detektionsantikérper
aufgetragen und die Platte erneut fur eine Stunde zum Inkubieren auf den Schiittler
gestellt. Nach einer nochmaligen Waschung wurden 100ul Enzyml6sung in alle Wells
pipettiert, worauf sich wieder eine diesmal 30-minitige Inkubationszeit auf dem
Schittler anschloss. Nach erneutem Waschen wurden 100ul Substratlésung
aufgetragen, die Platte 15 bis 25 Minuten auf den Schittler gestellt und in einem
letzten Schritt 100pl Stopplosung dazugegeben. Danach konnte die Platte bei einer
Wellenlange von 450nm — 590nm photometrisch ausgewertet werden.

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

Spezifitdt: Fur humanes intaktes Proinsulin 100%, keine Kreuzreaktivitat mit
humanem Insulin bei Werten bis zu 10nM, keine Kreuzreaktivitat mit dem grof3erem
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) stért die Ergebnisse das Assays nicht. Weiterhin keine
Kreuzreaktivitaten zu Proinsulin vom Rind oder Schwein sowie zum Insulin des
Rinds, des Schafs, des Schweins und der Ratte.

Intra- und Inter-Assay-Variation: 0,4 — 7,7 % bzw. 3,3 — 9,0 % bei 1,41 — 29,1 pMILI.

[11.4.2.5 Bestimmung freier Fettsauren

Die Bestimmung der freien Fettsauren (,non-esterified fatty acids” = NEFA oder ,free
fatty acids” = FFAs) erfolgte aus Serum unter Verwendung des Wako NEFA-HR(2)-
Tests. Zuerst wurden die Proben langsam auf Eis aufgetaut und anschlie3end jeweils
25pl der Proben sowie 25pl eines Standards in bereits vorbereitete Kivetten
pipettiert. In die erste Klvette, die als Reagenzleerwert diente, wurden statt einer
Probe 25ul destilliertes Wasser geftillt. Daraufhin wurden in alle Kiivetten 1000ul des
Farbreagenz A gegeben, der Inhalt gut gemischt und genau 15 Minuten bei 25°C

inkubiert. Im nachsten Arbeitsschritt wurden 500ul des Farbreagenz B hinzugeflgt
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und wiederum eine genau 15-minutige Inkubationszeit bei 25°C eingehalten. Gleich
darauf wurden die Proben photometrisch bei einer Wellenldnge von 550nm gegen

den Reagenzleerwert gemessen, wobei das Gerat zuvor linear kalibriert worden war.

[11.5 Berechnungen

[11.5.1 Parameter fur die Insulinsensitivitat

Aus den basalen Insulin- und Glukosemessungen wurden mehrere etablierte Indices
zur Beurteilung der Insulinsensitivitat berechnet. HOMA (,homeostatic model
assessment”) wurde erstmals 1985 beschrieben und stellt eine Methode zur
Erfassung der B-Zell-Funktion und Insulinsensitivitdt aus basalen Glukose-, Insulin-
oder C-Peptidkonzentrationen dar. Dabei spiegelt das Verhéaltnis zwischen Glukose-
und Insulinkonzentrationen im Nichternzustand die Balance zwischen hepatischer
Glukoseproduktion und pankreatischer Insulinausschittung wider.

HOMA-IR (,homeostatic model assessment of insulin resistance®), ein Parameter zur
Einschatzung der Insulinsensitivitéat, wird aus (Nuchtern-Insulin (mU/I) x Nuchtern-
Glukose (mmol/l)) / 22,5 berechnet (Wallace et al., 2004).

Ein weiterer Index fur die Insulinsensitivitat, Quicki (,quantitative insulin sensitivity
check index") wurde im Jahr 2000 eingefuhrt und weist gute Korrelationen zu den
aus dem Clamp-Test erhobenen Insulinsensitivitatsindices auf. Er berechnet sich aus
1/ (log(Nuchtern-Insulin(uU/ml)) + log(Nuchtern-Glukose(mg/dl))) (Katz et al., 2000).
Bei nichtdiabetischen Testpersonen kénnen des Weiteren 1 / Nuchtern-Insulin (mU/I)
und die Nuchtern-Glukose (mg/dl) / Nuchtern- Insulin (mU/I) — Ratio zur Beurteilung
der Insulinsensitivitdt herangezogen werden. Dabei geht man davon aus, dass bei
nichtdiabetischen Probanden, die jedoch bereits eine Insulinresistenz aufweisen, die
Nuchtern-Insulinkonzentration oberhalb der Norm liegen muss (Muniyappa et al.,
2008).

Aus dem Glukose-Clamp-Versuch kann unmittelbar die Insulin-vermittelte
Ganzkorper-Glukose-Utilisation unter ,Steady State“-Bedingungen eingeschatzt
werden  (Muniyappa et al, 2008). Die zur Aufrechterhaltung des
Ausgangsblutzuckers erforderliche Menge an infundierter Glukose, die GIR
(Glukoseinfusionsrate wahrend der letzten 45 Minuten des Clamp-Tests), wird auf

das Korpergewicht bezogen und in mg/kg*min ausgedruckt.
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Die Insulinsensitivitat wird durch den Insulinsensitivitatsindex IS| beschrieben. Fir die
Berechnung des ISl teillt man die GIR durch die gemittelte
Plasmainsulinkonzentration wahrend des ,Steady State®. Er wird in mg/kg*min pro

pU/ml angegeben (Constantinidou, 2008).

[11.5.2 Parameter fur die Insulinsekretion

Der aus basalen Blutentnahmen erhobene Index HOMA-%B dient der
Quantifizierung der Insulinsekretion und wird folgendermaf3en berechnet: (20 x
Nuchtern-Insulin (mU/l)) / (NUchtern-Glukose (mmol/l) — 3,5) (Wallace et al., 2004).
Aus den Messungen des ivGTT lassen sich weitere Erkenntnisse uUber die
Insulinsekretion der Testpersonen gewinnen. Die ,acute insulin response® (AIR)
beschreibt die erste Phase der Insulinausschuttung innerhalb von zehn Minuten nach
Verabreichung des Glukosebolus. Dabei handelt es sich fast ausschlie3lich um die
unmittelbare Insulinfreisetzung aus bereits gespeicherten Granula. Fur die AIR
werden die Plasmainsulinkonzentrationen (uU/ml) zu den Zeitpunkten 0, 1, 3, 5, und
10 Minuten graphisch dargestellt und die ,area under the curve® (AUC) fur diesen
Abschnitt ermittelt.

Ein weiterer Parameter flr die Insulinsekretion, die ,first phase insulin response”
(FPIR) stellt die Summe der Insulinkonzentrationen (uU/ml) zu den Zeitpunkten 1 und
3 Minuten dar.

Die spate Phase der Insulinausschittung wird durch Berechnung der AUC zu den
Zeitpunkten 10, 15, 25 und 35 Minuten konkretisiert. In der spaten Phase spielen vor
allem Insulinneusynthese und -prozessierung sowie der Transport der Granula und
das Andocken derselben an die Zellmembran eine Rolle, bevor es zur Ausschittung
des Botenstoffs in die Blutbahn kommt (Cobelli et al., 2007).

Fur die Beurteilung der Proinsulinsekretion wurden ebenfalls die AUCs fur die frihe
(0 — 10 min) und spate (10 — 35 min) Phase ermittelt. Zudem wurde die Proinsulin /
Insulin — Ratio fur die Zeitpunkte -5, 0, 1, 3, 5, 10, 15, 25 und 35 des ivGTT
kalkuliert.

Dartber hinaus ermittelten wir den Index Delta Insulin / Delta Glukose, wobei der
Delta-Wert die Differenz zwischen Insulin- bzw. Glukosekonzentrationen zu einem
bestimmten Zeitpunkt und dem basalen Wert darstellt. Wir setzten 3, 5 und 10

Minuten als Zeitpunkte ein.
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AulRerdem wurde der ,Disposition Index” (DI) aus FPIR x ISI berechnet. Hier nimmt
man an, dass die Glukosetoleranz eines Individuums mit dem Produkt aus (-Zell-
Funktion und Insulinsensitivitat korreliert. Eine Insulinresistenz wird dabei zunéchst
durch eine adaquat gesteigerte Insulinsekretion ausgeglichen und eine normale
Glukosetoleranz kann beibehalten werden. Ein vereinfachtes Modell beschreibt die
Beziehung zwischen beiden Variablen als nahezu hyperbolisch, sodass das Produkt
beider bei Individuen mit gleicher Glukosetoleranz konstant ist. Der DI misst
demnach die B-Zell-Funktion und ihre Kapazitat zur Produktionssteigerung in Bezug
auf die Insulinwirksamkeit wahrend eines Glukosestimulus (Cobelli et al., 2007).
Schliellich berechneten wir einen Risikoindex aus HOMA-IR / FPIR.

[11.6 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Zunachst wurden die drei Testgruppen uUber den Kruskal-Wallis-Test unabhangiger
Stichproben  verglichen und  anschlie@end  signifikant  unterschiedliche
anthropometrische und metabolische Parameter nach dem Abschlusstestprinzip
genauer untersucht. Dabei wurden Paarvergleiche zwischen der Kontrollgruppe auf
der einen und den beiden Risikogruppen auf der anderen Seite angestellt, wobei der
Mann-Whitney-Test unabhéngiger Stichproben angewandt wurde. Unterschiede mit
einem p-Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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I\V. Ergebnisse

IV.1 Grundcharakterisierung der Studienpopulation

Die Grundcharakterisierung der 65 Studienteilnehmer ist in Tabelle 4 dargestellt.

Kontrollen FTO TCF7L2 p-Wert
(n =24) Risikogentrager Risikogentrager
(n =24) (n=17)

Alter (Jahre) 50.83 £ 10.58 50.13 £ 10.26 57.71 £ 10.42 0.067
GréfRe (cm) 179.71 £ 7.69 178.00 + 6.36 177.59 + 6.48 0.581
Gewicht (kg) 87.44 +9.04 83.85+11.87 85.29 + 12.13 0.553
BMI (kg/m?) 27.10 + 2.66 26.44 + 3.36 26.96 + 2.80 0.735
Bauchumfang (cm) 99.79 £ 7.63 97.39 £ 10.22 99.88 £ 9.92 0.753
Blutdruck (mmHg)
systolisch/ 139.58 £ 18.59 139.00+17.42  141.94 +14.62 0.488
diastolisch 83.04 £ 11.39 81.64 +11.03 85.29+11.14 0.566
Diabetes in der 7124 (29.2%) 12/24 (50%) 7117 (41.2%)
Familie

Tabelle 4 Grundcharakterisierung der Studienpopulation

Wir fanden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Testgruppen in
Bezug auf Alter, GroRRe, Gewicht, BMI, Bauchumfang, systolischen und diastolischen
Blutdruck sowie Familienanamnese unter Bericksichtigung erst- und zweitgradig
Verwandter.

Eine Gegenuberstellung der drei Gruppen hinsichtlich basaler Laborparameter folgt
in Tabelle 5.

Kontrollen TCF7L2

(n =24) (n=17)
HbAc 5.53+0.25 5.59 + 0.27 5.72 + 0.33 0.293
Kreatinin (mg/dl) 0.90+£0.13 0.83+0.12 0.85+0.15 0.248
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Harnstoff (mg/dl) 14.96 + 3.26 1543+ 341 13.94 + 3.42 0.357
Ferritin (mg/dl) 369.92 220.37 183.29 0.074
+447.61 +144.52 +103.49

Cholesterin (mg/dl) 201.13+£27.97 202.96 + 35.15 206.65 + 34.20 0.823
LDL (mg/dl) 119.54 £ 31.75 117.92+30.07 123.65+ 25.37 0.583
HDL (mg/dl) 53.00 + 14.05 60.29 + 18.32 60.53 + 19.30 0.312
Triglyceride (mg/dl) 143.29 + 75.82 123.92+49.55 114.12+50.72 0.380
Bilirubin (mg/dl) 0.64 £ 0.26 0.88 £ 0.46 0.65 + 0.25 0.075
ASAT (Ul 30.65 + 13.02 28.96 + 17.21 25.56 + 5.37 0.439
ALAT (U/l) 39.00 + 23.19 28.13 + 20.65 25.88 + 9.62 0.036
y-GT (U/l) 76.21 + 92.54 46.13 £ 32.49 37.69 £ 16.14 0.103
CRP (mg/dl) 0.34+0.56 0.18+0.15 0.22 +0.18 0.700
TSH (LU/mI) 1.69+0.77 1.49+0.86 1.89+1.15 0.551
Nuchtern-Glukose 96.79+9.74 96.75+7.76 97.88 + 10.92 0.734
(mg/dl)

Nuchtern-Insulin 6.17 £+ 2.74 6.28 +6.11 5.33+2.97 0.566
(MU/mI)

Nuchtern-Proinsulin 3.43+3.33 3.29+1.85 2.92+2.62 0.300
(pmol/)

Nuchtern-C-Peptid 2.78 +1.60 249+ 1.13 2.46 + 1.07 0.755
(ng/ml)

Nuchtern-Glukagon 77.92+41.44 91.70 £ 42.51 50.41 + 26.58 0.004

(pg/ml)

Tabelle 5 Basale Laborparameter in den verschiedenen Studiengruppen

Wir konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beziglich der Laborwerte
HbA;c, Kreatinin, Harnstoff, Ferritin, Gesamtcholesterin, LDL, HDL, Triglyceriden,
Bilirubin, ASAT, y-GT, CRP, TSH,

Plasmainsulin, Nuchtern-Plasmaproinsulin und Nichtern-Serum-C-Peptid feststellen.

Nidchtern-Plasmaglukose, Nuchtern-
Die Transaminasenwerte (ALAT) lagen bei den Kontrollpersonen geringgradig héher
als bei den FTO- und den TCF7L2-Risikogentragern (p < 0,04). Der Nuchtern-
Plasmaglukagonspiegel war bei den Tragern von TCF7L2 rs7903146 im Vergleich zu
den beiden anderen Gruppen signifikant erniedrigt (p < 0,004). Einen gestérten

Nuchternblutzucker (100-125 mg/dl) wiesen in der Kontrollgruppe zehn Probanden
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(41,67%), in der FTO-Risikogengruppe acht Probanden (33,33%) und in der
TCF7L2-Gruppe zehn Probanden (58,82%) auf.

IV.2 Metabolische Charakterisierung der Probanden

Fur die metabolische Charakterisierung der Probanden wurden basale
Stoffwechselwerte und die Hormonsekretion nach intravenéser Glukosegabe sowie
die Insulinsensitivitatsparameter im Glukose-Clamp-Test verglichen.

Bei dem aus basalen Messungen berechneten Parameter zur Einschatzung der
Insulinsekretion HOMA-%B konnten wir keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Tragern der Risikogenvarianten und der Kontrollgruppe erheben.

Die basalen Indices fur die Beurteilung der Insulinsensitivitatt HOMA-IR, Quicki, 1 /
Nuchtern-Insulin und Nuchtern-Glukose / Nuchtern-Insulin — Ratio waren nicht

signifikant unterschiedlich zwischen den Tréagern der Risikogenvarianten und der

Kontrollgruppe (Tabelle 6).

Kontrollen FTO TCF7L2 p-Wert
(n =24) Risikogentrager Risikogentrager
(n =24) (n=17)

HOMA-%B 75.25 £ 40.52 67.08 £ 60.49 63.76 £ 38.10 0.367
HOMA-IR 1.51+0.62 1.52+1.47 1.35+0.70 0.449
Quicki 0.36 £ 0.02 0.38 £ 0.06 0.38+0.04 0.449
1/ Nuchtern-Insulin 0.19 £ 0.08 0.30 £ 0.27 0.24 +0.10 0.410
Nuchtern-Glukose / 18.02 + 8.22 27.89 £ 24,52 22.99 £ 13.00 0.322
Nichtern-Insulin —
Ratio

Tabelle 6 Basale Indices fur Insulinsekretion und Insulinsensitivitat

IV.2.1 Intravendser Glukosetoleranztest

Durch die intraventse Glukosebolusgabe kommt es zu einer sehr schnellen und
starken Sekretion von Insulin aus den B-Zellen. Auf diese Weise kann die maximale
Insulinsekretionskapazitat wahrend einer friihen und spaten Phase bestimmt werden.
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Die Plasma-Glukosekonzentrationen waren im Verlauf des Tests unter den Gruppen
sehr &hnlich und wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Beim
Insulinsekretionsverhalten traten deutliche Unterschiede zutage. Die Plasma-
Insulinspiegel in der TCF7L2-Gruppe waren zu den Zeitpunkten 1, 3 und 5 Minuten
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (p = 0,021 / p = 0,015/ p =
0,015). In der FTO-Risikogengruppe war ein nicht-signifikanter Trend zu héheren
Insulinwerten erkennbar (Abbildung 4).

Glukose wahrend ivGTT
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Abbildung 4 Plasma-Glukosespiegel und Plasma-Insulinspiegel wahrend des ivGTT
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IV.2.1.1 Analyse der frihen Phase der Insulinsekretion nach intravendser

Glukosegabe

Die Indices FPIR (p = 0,010) und AIR (p = 0,021) wiesen auf eine gestoérte B-Zell-
Funktion bei Tragern des TCF7L2-Risikopolymorphismus hin, vor allem hinsichtlich
der Insulinausschuttung in der frihen Phase, da beide Parameter in der betreffenden
Gruppe signifikant bezuglich der Kontrollgruppe erniedrigt waren (Abbildung 5, 6).
Teilte man die AUC der frihen Insulinausschiittung zusatzlich durch die AUC der
Plasma-Glukosekonzentrationen wahren der ersten zehn Minuten des ivGTT, ergab
sich ebenfalls eine statistisch signifikante Abweichung (p = 0,023) der TCF7L2-
Gruppe zur Kontrollgruppe (Abbildung 7). Bei den FTO-Risikogentragern zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollpersonen (Tabelle 7).
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Abbildung 5 Darstellung der ersten Phase der Insulinsekretion (FPIR) in den

Studiengruppen
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Abbildung 7 Darstellung der Area under the Curve (AUC) fur Insulin dividiert durch AUC fur
Glukose fir die frihe Phase des ivGTT (0 — 10 Minuten)

Auch bei dem weiteren Parameter fir die friihe Insulinsekretion Delta Insulin / Delta
Glukose liel3 sich zu den Zeitpunkten x = 3 (p = 0,020) und x =5 (p = 0,017) Minuten
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eine statistisch signifikante Erniedrigung bei den TCF7L2 rs7903146-Probanden
gegenuber den Kontrollpersonen verzeichnen (Abbildung 8 und 9).
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Abbildung 8 Darstellung von Delta Insulin / Delta Glukose im ivGTT als MaR} fur die

Insulinsekretion zum Zeitpunkt 3 Minuten
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Abbildung 9 Darstellung von Delta Insulin / Delta Glukose im ivGTT als Mal3 fur die

Insulinsekretion zum Zeitpunkt 5 Minuten
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IV.2.1.2 Analyse der spaten Phase der Insulinsekretion nach intravendser

Glukosegabe

Es liel3en sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der spaten Phase der
Insulinsekretion (AUC Insulin 10 — 35 Minuten sowie Delta Insulin / Delta Glukose fur

x = 10min) zwischen den Testgruppen feststellen (Tabelle 7).

IV.2.1.3 Analyse der Proinsulinspiegel

Bei der Analyse der Proinsulinspiegel wurde in der TCF7L2-Gruppe ein Trend zu
niedrigeren Proinsulinwerten im Vergleich zu den Kontrollpersonen beobachtet, der
jedoch statistisch nicht signifikant war (Abbildung 10). Ebenso war die Proinsulin /
Insulin — Ratio der Trager von TCF7L2 rs7903146 vor allem zu den Zeitpunkten 1, 3
und 5 Minuten nach Injektion des Glukosebolus im Vergleich zu den
Kontrollpersonen nicht-signifikant erhoht (Abbildung 10). Die Trager der FTO-
Risikopolymorphismen unterschieden sich kaum von der Kontrollgruppe hinsichtlich
der Proinsulinspiegel und der Proinsulin / Insulin — Ratio wahrend des ivGTT.
Dariiber hinaus ergaben weder die AUCs der Plasma-Proinsulinkonzentrationen der
frihen und spaten Phase, noch die AUC Uber den gesamten ivGTT signifikante

Unterschiede zwischen den Testgruppen (Tabelle 7).

53



Proinsulin wahrend ivGTT
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Abbildung 10 Plasma-Proinsulinspiegel und Proinsulin / Insulin — Ratio wahrend des ivGTT

Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse des ivGTT.

Kontrollen p-Wert FTO p-Wert TCF7L2 p-Wert
(n =24) (Kontrolle Risikogen- (Kontrolle Risikogen- gesamt
vs. FTO) trager VS. trager
(n =24) TCF7L2) (n=17)
FPIR 102.59 0.578 125.19 0.010 64.96 0.010
+ 58.14 +97.32 +69.44
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AUC 2859.13 2746.46 2756.65 0.585
Glukose +454.74 + 346.10 + 265.35

0 - 10 min

AUC 5380.83 4978.83 5516.18 0.121
Glukose + 885.22 + 829.92 +575.17

10 — 35 min

AUC 8239.96 7725.29 8272.82 0.275
Glukose +1281.49 +1085.11 + 705.79

0—-35min

AUC 394.14 0.837 481.84 0.021 264.87 0.023
Insulin 0 — +189.35 + 381.08 + 237.27

10 min

AUC 563.58 629.92 481.83 0.354
Insulin + 250.92 + 506.90 + 360.62

10 — 35 min

AUC 957.73 1111.76 746.70 0.127
Insulin +402.13 + 822.87 + 565.72

0-35min

AUC 65.25 65.63 49.64 0.131
Proinsulin +47.97 +29.20 + 33.62

0 - 10 min

AUC 183.76 179.67 155.74 0.565
Proinsulin +131.74 +90.73 + 102.98

10 — 35 min

AUC 249.00 245.30 205.38 0.401
Proinsulin +179.05 + 116.65 + 136.12

0 —-35min

AUC(Ins) / 0.14 0.680 0.18 0.023 0.09 0.019
AUC(Glu) +0.07 +0.15 +0.10

0 - 10 min

AUC(Ins) / 0.11 0.13 0.09 0.253
AUC(Glu) +0.05 +0.11 +0.10

10 - 35 min

AUC(Ins) / 0.12 0.15 0.09 0.286
AUC(Glu) +0.05 +0.12 +0.07

0 —-35min
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AUC(Pro) / 0.18 0.18 0.32 0.286
AUC(Ins) +0.12 +0.13 +0.27

0 - 10 min

AUC(Pro) / 0.34 0.38 0.44 0.664
AUC(Ins) +0.20 +0.25 +0.30

10 — 35 min

AUC(Pro) / 0.27 0.28 0.39 0.648
AUC(Ins) +0.17 +0.16 +0.29

0—-35min

Deltalns/ 31.46 0.695 37.42 0.020 17.06 0.010
Delta Glu +20.80 +31.23 +16.20

X =3 min

Deltalns/ 25.23 0.550 33.19 0.017 14.60 0.013
Delta Glu + 16.05 + 33.08 + 14.00

X =5 min

Delta Ins / 17.67 25.00 13.58 0.078
Delta Glu +9.33 + 28.68 +11.80

x =10 min

Tabelle 7 Ergebnisse des ivGTT

Der Disposition Index unterschied sich nicht signifikant zwischen den Tragern der
TCF7L2- und FTO-Risikoallele und den Kontrollprobanden (p = 0,143). Dagegen
zeigten die Trager des TCF7L2 rs7903146-Polymorphismus einen signifikant
erhohten Risikoindex (p = 0,042) gegenuber der Kontrollgruppe (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Risikoindex (HOMA-IR dividiert durch FPIR) bei FTO-, TCF7L2-

Risikogentragern und Kontrollpersonen

IV.2.2 Hyperinsulindmischer euglykdmischer Glukose-Clamp-Test

Der hyperinsulindmische  euglykdmische  Glukose-Clamp-Test stellt den

Goldstandard fur die Bestimmung der Insulinsensitivitat in vivo dar.

IV.2.2.1 Assoziation zwischen Genpolymorphismen und Insulinsensitivitat

Wie in Tabelle 8 dargestellt, zeigten die aus dem Clamp-Versuch abgeleiteten, die
Insulinsensitivitdt beschreibenden Indices GIR und ISI keine Unterschiede zwischen

den Genotypen auf.

Kontrollen FTO TCF7L2
(n =24) Risikogentrager Risikogentrager
(n=24) (n =24)
GIR 6.45+2.14 5.96 + 2.32 6.08 + 2.0 0.705
ISI 0.11 + 0.05 0.11 + 0.05 0.15+0.1 0.865

Tabelle 8 Ergebnisse des Glukose-Clamp-Tests in den verschiedenen Studiengruppen
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IV.2.2.2 Assoziation zwischen Genpolymorphismen und Glukagonspiegel

Neben der Insulinsekretion spielt auch die Glukagonsekretion eine wichtige Rolle bei
der Glukosehomdostase. Sowohl im Nuchternzustand (p = 0,016) als auch wéahrend
des ,Steady State® im Glukose-Clamp-Test (p = 0,017) waren die
Plasmaglukagonspiegel in der TCF7L2 rs7903146-Gruppe signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe (Abbildung 12, 13). Bei FTO-Risikogentragern fand sich kein

Unterschied beztiglich der Glukagonspiegel im Vergleich zu den Kontrollpersonen.
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Abbildung 12 Vergleich des Plasma-Glukagonspiegels (niichtern) bei Risikogentragern und

Kontrollpersonen
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Abbildung 13 Vergleich des Plasma-Glukagonspiegels wéhrend des Clamp-Tests bei

Risikogentragern und Kontrollpersonen

IV.2.2.3 Assoziation zwischen Genpolymorphismen und Lipidmetabolismus

Im Nuchternzustand und wahrend des hyperinsulinamisch euglykamischen Glukose-
Clamp-Tests verhielten sich Gesamtcholesterin-, Triglycerid- und FFA-Spiegel in den
drei Kohorten sehr dhnlich. Die FFA-Spiegel fielen durch die Insulingabe in allen drei
Gruppen wahrend des Clamp-Tests massiv ab. Hier wurden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet (Abbildung 14).
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IV.2.3 Unterschiede zwischen homozygoten und heterozygoten TCF7L2-

Merkmalstréagern

Da in der Glukose-stimulierten Insulinsekretion ein signifikanter Unterschied
zwischen den Tragern von rs7903146 und den Nicht-Risikoalleltragern beobachtet
wurde, war es interessant zu prifen, ob signifikante Unterschiede zwischen
homozygoten (TT) und heterozygoten (CT) TCF7L2-Risikogentrdgern vorhanden
sind.

Bei den homozygoten Merkmalstragern fanden sich héhere Werte bei Gewicht (p =
0,011), BMI (p = 0,046) und Bauchumfang (p = 0,021) sowie beim Nuichtern-
Plasmaproinsulinspiegel (p = 0,027). Alle anderen basalen Laborparameter und
Merkmale zur Grundcharakterisierung der Probanden waren nicht unterschiedlich
(Tabelle 9).

Die erste und zweite Phase der Insulinsekretion im ivGTT, die Insulinsensitivitat im
Glukose-Clamp-Test (ISI und GIR) sowie die basalen Indices fir Insulinsekretion und

-sensitivitat  verhielten sich  &hnlich zwischen homo- und heterozygoten

Merkmalstragern (Tabelle 10).

TCF7L2 TCF7L2
homozygot heterozygot

(n=9) (n=8)
Alter (Jahre) 56.44 + 8.99 59.13+12.31 0.236
GroRe (cm) 180.00 + 6.78 174.88 + 5.25 0.139
Gewicht (kg) 92.22 +11.87 77.50 + 6.67 0.011
BMI (kg/m?) 28.43 +2.98 25.31+1.38 0.046
Bauchumfang (cm) 104.44 £ 9.72 94.75+7.76 0.021

Blutdruck (mmHg)

systolisch/ 146.33 + 11.19 137.00+ 17.11 0.139
diastolisch 88.67 + 8.89 81.50+12.74 0.114
Diabetes in der Familie 4/9 (44.44%) 3/8 (37.50%)

HbAc 5.64 £0.33 5.81+£0.31 0.139
Kreatinin (mg/dl) 0.86 £ 0.19 0.85+0.12 0.963
Harnstoff (mg/dl) 14.22 + 2.77 13.63 + 4.21 0.888
Ferritin (mg/dl) 142.33 + 85.63 229.38 + 107.32 0.074
Cholesterin (mg/dl) 202.67 + 34.94 211.13 +35.16 0.743
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LDL (mg/dl) 121.22 + 30.15 126.38 + 20.39 0.743
HDL (mg/dl) 59.11 + 20.04 62.12 + 19.67 0.541
Triglyceride (mg/dl) 111.67 + 64.62 116.88 + 33.06 0.606
Bilirubin (mg/dl) 0.59 £ 0.27 0.71+0.22 0.200
ASAT (U/) 24.75 + 4.65 26.38 £+ 6.21 0.798
ALAT (U/l) 28.11+7.98 23.38 £ 11.19 0.167
y-GT (U/l) 43.33+17.78 30.43 £ 10.98 0.174
CRP (mg/dl) 0.25+0.21 0.17+£0.15 0.252
TSH (uU/ml) 1.91+1.32 1.88+1.01 0.815
Nuchtern-Glukose (mg/dl) 96.56 £ 13.74 99.38+£7.21 0.673
Nuchtern-Insulin (pmol/l) 559 + 3.46 5.04 £ 2.50 0.888
Nuchtern-Proinsulin (pmol/l) 4.05 % 3.06 1.64+1.24 0.027
Nuchtern-C-Peptid (ng/ml) 252+1.18 2.39+£0.10 0.888
Nuchtern-Glukagon (pg/ml) 58.60 £ 29.23 41.19+21.31 0.277

Tabelle 9 Vergleich der Merkmale zur Grundcharakterisierung der Probanden und der

basalen Laborparameter zwischen homo- und heterozygoten Merkmalstragern von TCF7L2

rs7903146

TCF7L2 TCF7L2
homozygot heterozygot
(n=8) (n=9)

HOMA-%B 65.66 + 35.40 55.79 + 43.67 0.481
HOMA-IR 1.36 £ 0.90 1.21 £0.52 1.000
Quicki 0.38 £ 0.05 0.38+0.04 1.000
1/ Nuchtern-Insulin 0.26 + 0.16 0.26 + 0.17 0.888
Nuchtern-Glukose / 24.88 + 16.23 25.79 + 16.35 0.815
Nichtern-Insulin —
Ratio
GIR 6.35+2.26 5.73+£1.83 0.470
ISI 0.16 £0.15 0.13 £ 0.06 0.837
FPIR 74.13 + 84.69 54.65 + 50.95 0.743
AUC Glukose 2702.67 £ 283.46 2817.37 £ 247.29 0.481
0 - 10 min
AUC Glukose 5451.78 £ 738.81 5588.63 + 347.887 0.743
10 — 35 min
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AUC Glukose 8154.44 + 895.99 8406.00 + 427.58 0.370
0-35min

AUC Insulin 298.32 + 277.88 227.25 + 193.32 0.606
0-10 min

AUC Insulin 526.24 + 398.58 431.86 + 332.13 0.743
10 - 35 min

AUC Insulin 824.55 + 628.99 659.11 + 512.64 0.743
0-35min

AUC Proinsulin 62.33 + 37.62 35.37 £ 22.93 0.114
0-10 min

AUC Proinsulin 187.35 + 116.56 120.17 £ 77.34 0.200
10 - 35 min

AUC Proinsulin 249.68 + 153.71 155.54 + 99.93 0.200
0 -35min

AUC(Ins) / AUC(Glu) 0.11+0.10 0.08 + 0.06 0.423
0-10 min

AUC(Ins) / AUC(Glu) 0.10 + 0.08 0.09 £+ 0.06 0.743
10 — 35 min

AUC(Ins) / AUC (Glu) 0.10 + 0.08 0.08 + 0.60 0.541
0 —-35min

AUC(Pro) / AUC(Ins) 0.40 + 0.34 0.22 +0.12 0.743
0 - 10 min

AUC(Pro) / AUC(Ins) 0.53 + 0.37 0.34 +0.17 0.370
10 — 35 min

AUC(Pro) / AUC(Ins) 0.47 + 0.36 0.30 £ 0.15 0.423
0-35min

Delta Ins / Delta Glu 20.33+19.64 13.38 £ 11.50 0.673
X =3 min

Delta Ins / Delta Glu 17.18 £ 17.03 11.70 £ 10.00 0.815
X =5 min

Delta Ins / Delta Glu 15.16 £ 13.30 11.80 £ 10.57 0.541
x =10 min

Risikoindex 0.039 + 0.035 0.049 + 0.048 0.673
Disposition Index 8.34£8.23 6.26 £ 3.25 0.918
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Tabelle 10 Vergleich der basalen Indices fur Insulinsekretion und -sensitivitat, der
Ergebnisse des ivGTT und des Glukose-Clamp-Tests zwischen homo- und heterozygoten
Merkmalstragern von TCF7L2 rs7903146
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V. Diskussion

Bei der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes spielen neben Umwelteinflissen und
Lebensstil auch genetische Komponenten eine bedeutende Rolle. In vielen
epidemiologischen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus
und definierten Genpolymorphismen beschrieben. Dennoch kann bisher die
Assoziation zwischen Genvarianten und den pathogenetischen Mechanismen, die
zur Erkrankung fuhren, nur unzureichend erklart werden.

Wir untersuchten daher 65 kaukasische, nichtdiabetische Probanden, die entweder
Gentrager fur die Risikoallele im TCF7L2- bzw. FTO-Gen oder Nichttrager dieser
Polymorphismen waren mittels eines intravendsen Glukosetoleranztests und eines
hyperinsulinamischen  euglyk&mischen Glukose-Clamp-Tests, um frihe
Stoffwechselunterschiede bei Risikogentréagern zu detektieren, die eventuell bereits
vor der Manifestation von Stérungen in der Glukosehomdostase auftreten.

Der Hauptbefund der vorliegenden Untersuchung ist, dass bei Tragern des TT- und
des CT-Risiko-Genotyps von TCF7L2 rs7903146 im Vergleich zum CC-
Polymorphismus eine signifikante Reduktion der Glukose-stimulierten frihen Phase
der Insulinsekretion und erniedrigte Glukagonspiegel nachweisbar sind. Bei Tragern
der mit Typ 2 Diabetes assoziierten FTO-Polymorphismen waren in den bei der
vorliegenden Studie eingesetzten Stoffwechseltests und den untersuchten
Laborparametern keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den

Nichtrisikogentragern oder den TCF7L2 Gentragern zu verzeichnen.

V.1 Diskussion der Ergebnisse des TCF7L2-Polymorphismus

Die Zahl der in genomweiten Assoziationsstudien identifizierten Genpolymorphismen,
die mit einem Typ 2 Diabetes assoziiert sind, stieg in den letzten Jahren
kontinuierlich an. Aktuell sind 56 ,Single Nucleotide Polymorphisms® beschrieben, die
eine signifikante Assoziation mit Typ 2 Diabetes aufweisen (Morris et al., 2012).
Polymorphismen des TCF7L2-Gens wurden in zahlreichen Studien als der bei
weitem starkste einzelne genetische Risikofaktor fur einen Typ 2 Diabetes detektiert
(Marzi et al., 2007, Helgason et al., 2007, Florez et al., 2006, Lyssenko et al., 2007,
Gonzalez-Sanchez et al., 2008, Alibegovic et al., 2010, Elbein et al., 2007, Zhang et
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al., 2006, van Vliet-Ostaptchouk et al., 2007, Scott et al., 2006, Morris et al., 2012,
Voight et al., 2010).

Grant et al. entdeckten als Erste eine starke Assoziation zwischen dem
Mikrosatelliten DG10S478 im Intron 3 des TCF7L2-Gens und Diabetes mellitus in
einer islandischen Kohorte, welche sie daraufhin in einer danischen und einer US-
amerikanischen Kohorte replizierten. Darliber hinaus fanden sie funf SNPs, darunter
rs7903146 und rs1225372, die in starker Korrelation zu DG10S478 und ebenfalls
zum Typ 2 Diabetes standen (Grant et al., 2006). Der minor T-Polymorphismus von
rs7903146, welchen wir auch in der vorliegenden Studie untersuchten, trat dabei als
Variante mit der hochsten Signifikanz hervor und wird seither als Hauptrisikovariante
des TCF7L2-Gens bezeichnet (Saxena et al., 2006, Dahlgren et al., 2007, Groves et
al., 2006). Die starke Assoziation zwischen Typ 2 Diabetes und TCF7L2-
Polymorphismen besteht in allen bisher untersuchten Ethnien (Cauchi et al., 2007).
Bei der Entstehung des Diabetes agiert TCF7L2 offenbar unabhangig vom BMI
(Grant et al., 2006, Cauchi et al., 2006, Alibegovic et al., 2010). Die Haufigkeit des
Vorliegens des Risikoallels in der Bevolkerung beziffern Grant et al. mit 26% bei
einer Aufspaltung in 38% heterozygote und 7% homozygote Trager. Des Weiteren
geben die Autoren ein um 1,45 (Heterozygote), bzw. 2,41 (Homozygote) erhdhtes
relatives Risiko an, an Diabetes zu erkranken und schatzen das ,Population
attributable Risk* auf 21% (Grant et al., 2006). Andere Studien kommen zu ahnlichen
Resultaten. Demnach gehen Groves et al. von einem ,Population attributable Risk"
von 16% aus (Groves et al., 2006) und Zhang et al. machen dieses bei 14,8% fir
Frauen und 22,3% fur Manner fest (Zhang et al., 2006).

Auf welche Weise tragt nun TCF7L2 zu einem erh6hten Diabetesrisiko bei?

TCF7L2 liegt auf Chromosom 10925, umfasst 215,9kb (Damcott et al., 2006) und
beinhaltet 17 Exons (Grant et al., 2006). Das TCF7L2-Gen kodiert fur einen
Transkriptionsfaktor, der tGber den WNT-Signalweg unter anderem Wachstum und
Entwicklung von Zellen reguliert. Der WNT-Signalweg entkoppelt letztendlich seinen
zentralen Spieler B-Catenin und transloziert ihn in den Nukleus (Grant et al., 2006).
Dort heterodimerisiert 3-Catenin mit TCF7L2 und induziert damit die Transkription
einer Reihe von WNT-Zielgenen (Damcott et al., 2006, Lyssenko et al., 2007). Das
TCF7L2-Gen, welches im Darm stark exprimiert wird, wurde urspringlich in
Zusammenhang mit dem kolorektalen Karzinom gebracht (van de Wetering et al.,
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2002). So fanden Batlle et al. heraus, dass die Aktivierung von B-Catenin / TCF in
intestinalen Epithelzellen die Bildung von Polypen verursacht, die sich schlie3lich zu
Karzinomen weiterentwickeln (Batlle et al., 2002). Daruiber hinaus zeigten Korinek et
al., dass TCF7L2-null-Mause Uberhaupt keine Stammzellen in ihren Darmkrypten
aufwiesen und schlossen daraus, dass TCF7L2 auch in humanen Epithelzellen eine
maligne Transformation begunstigen konnte, indem es Stammzelleigenschaften in
den Zellen aufrecht erhalt (Korinek et al., 1998). TCF7L2 wird in einer Vielzahl
anderer Gewebe exprimiert, unter anderem in Langerhans’schen Inselzellen (Cauchi
et al.,, 2006, Gonzalez-Sanchez et al., 2008). In den Inselzellen existieren
hauptséachlich vier Splice-Varianten von TCF7L2, welche eine bedeutende Rolle fur
die Entwicklung und Proliferation von [(-Zellen, die [B-Zell-Apoptose und die

Insulinsekretion einnehmen (Hansson et al., 2010).

In  zahlreichen Studien wurde eine Assoziation zwischen TCF7L2-
Genpolymorphismen und einer Storung der Insulinsekretion der Betazellen
beschrieben (Saxena et al., 2006, Florez et al., 2006, Palmer et al., 2008, Marzi et
al.,, 2007, Lyssenko et al.,, 2007, Schafer et al., 2007, Kirchhoff et al.,, 2008,
Alibegovic et al., 2010, Pilgaard et al., 2009, Villareal et al., 2010, Dahlgren et al.,
2007, Munoz et al., 2006, Wegner et al., 2008, Hansson et al., 2010). Die Erklarung
fur diesen Befund wird allerdings kontrovers diskutiert. Wahrend einige Studien eine
direkte Dysfunktion der Betazellen auf Glukosestimulation vermuten (Marzi et al.,
2007, Alibegovic et al., 2010, Dahlgren et al., 2007), zeigen andere Daten, dass die
erniedrigte Insulinsekretion auf eine reduzierte Inkretin-vermittelte Insulinsekretion
zurtckzufiihren ist (Schafer et al., 2007). Bereits Grant et al. vermuteten als Ursache
eine Storung der enteroinsularen Achse mit Anderung der Spiegel des aus den
intestinalen endokrinen L-Zellen sezernierten ,Glucagon-like-Peptide 1“ (GLP-1)
(Grant et al., 2006). GLP-1 ist zusammen mit einem weiteren Inkretin, dem ,Glucose-
dependent Insulinotropic Polypeptide“ (GIP), entscheidend an der Regulation der
Blutzuckerkonzentration durch Stimulierung der Insulinbiosynthese und -sekretion,
Inhibierung  der  Glukagonfreisetzung sowie  Erh6éhung der peripheren
Insulinsensitivitat beteiligt (Yi et al., 2005). Dabei unterliegt die Expression des
Proglukagon-Gens, welches fur GLP-1 kodiert, auf transkriptioneller Ebene der
Regulation durch TCF7L2 (Grant et al., 2006), da sowohl TCF7L2 als auch B-Catenin
an den Promoter des Proglukagon-Gens binden (Yi et al., 2005).
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In vergleichenden Untersuchungen der Insulinantwort nach intravendser und oraler
Glukosegabe wurde von einigen Studien eine erniedrigte Insulinfreisetzung bei
TCF7L2-Risikogentragern im oGTT, nicht aber im ivGTT beschrieben (Schéfer et al.,
2007, Villareal et al., 2010). Somit scheint der Defekt bezlglich der Insulinsekretion
selektiv fur orale Glukosezufihrung zu sein. Das hieraus abgeleitete Inkretinkonzept
geht von einer starkeren Insulinantwort auf orale als auf intraventse
Glukosezufuihrung aus, eben wegen der zusatzlichen Stimulation der Insulinsekretion
durch intestinale Botenstoffe wie GLP-1 oder GIP. Schéafer et al. konnten allerdings
keine basalen oder glukosestimulierten (0GTT) erniedrigten GLP-1 Konzentrationen
bei Tragern der Risikovariante von TCF7L2 erheben. Vielmehr waren die GLP-1-
Spiegel vom Genotyp génzlich unbeeinflusst (Schafer et al., 2007). Daher
mutmalfiten die Autoren dieser und weiterer Studien, dass das T-Allel von rs7903146
die Inkretin-vermittelte Insulinsekretion nicht Uber eine verédnderte Sekretion von
GLP-1 oder GIP schmalert, sondern dass sich die TCF7L2-Risikovariante auf die
Sensitivitat der B-Zellen gegentuber Inkretinhormonen auswirkt und beispielsweise
einen funktionellen Defekt im GLP-1-Signalweg verursachen kénnte (Schéafer et al.,
2007, Villareal et al., 2010, Pilgaard et al., 2009). Shu et al. untermauern diese
These durch die Beobachtung, dass die Expression der Rezeptoren fur GLP-1 und
GIP in pankreatischen Inseln von Diabetespatienten und ebenfalls in isolierten
humanen Inseln, die mit siRNA von TCF7L2 behandelt wurden, erniedrigt ist (Shu et
al., 2009).

Diese Interpretation steht im Gegensatz zu den Daten der vorliegenden Studie, in der
die Reaktion der Trager des Polymorphismus rs7903146 auf einen intravendsen
Glukosestimulus, also unter bewusster Umgehung des Inkretineffekts, getestet
wurde. Wir verzeichneten eine gestorte Insulinsekretion bei Tragern des TCF7L2-
Risikopolymorphismus  gegentber der Kontrollgruppe und den FTO-
Risikogentragern, die vor allem wahrend der frihen Phase der Insulinsekretion
hervorstach. Die Parameter AIR, AUC(Insulin) / AUC Glukose (0-10min), FPIR sowie
Delta Insulin / Delta Glukose (x = 3,5 min) waren im Vergleich zu den
Kontrollpersonen signifikant erniedrigt. Zu &hnlichen Ergebnissen, namlich einer
reduzierten Insulinfreisetzung bei Tragern des TCF7L2 rs7903146-Risikogens beim
intraventsen Glukosebelastungstest, kommen neben Marzi et al. (Marzi et al., 2007)
auch Alibegovic et al., die eine signifikant erniedrigte FPIR bei T-Allel-Tragern
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nachwiesen (Alibegovic et al., 2010) sowie Dahlgren et al., die eine abgesenkte
Insulinausschuttung in der frihen Phase bei Risikoallel-Tragern im Polymorphismus
von rs7903146 sowohl bei oraler, als auch bei intravenoser Stimulation beschrieben
(Dahlgren et al., 2007). Eine erniedrigte Insulinantwort in der frihen Phase (AIR)
findet sich ebenfalls in weiteren Studien zur Rolle der TCF7L2-Genvarianten (Munoz
et al.,, 2006, Palmer et al.,, 2008). Diese Resultate unterstltzen allesamt den
Standpunkt, dass ein gestorter Inkretineffekt die beeintrachtigte Insulinsekretion bei
TT/CT-Tragern von TCF7L2 rs7903146 nur unzureichend erklart. Vermutlich ist sie
eher Folge einer Kombination aus gehemmter Inkretinwirkung und fehlerhafter
intrinsischer pankreatischer 3-Zell-Funktion und/oder B-Zell-Masse (Alibegovic et al.,
2010).

Als weiteres mogliches Szenario, wie sich die verminderte Insulinantwort entwickelt,
kommt eine gestorte Insulinsynthese und -prozessierung in Frage. Wir erhoben in der
vorliegenden Studie eine erhodhte Proinsulin / Insulin — Ratio besonders zu den
Zeitpunkten 1, 3, und 5 Minuten des ivGTT, die sich jedoch nur als Trend
abzeichnete ohne statistische Signifikanz zu besitzen. Andere Studien kénnen an
dieser Stelle deutlichere Ergebnisse prasentieren. Bei Gonzales-Sanchez et al. ist
das T-Allel von rs7903146 signifikant mit einer erhdhten Proinsulin / Insulin — Ratio
beim oGTT assoziiert (Gonzalez-Sanchez et al., 2008). Noch konkreter werden
Stolerman et al., die bei TT-Homozygoten eine um 23,5% gesteigerte Proinsulin /
Insulin — Ratio im Vergleich zu CC-Tragern nachweisen, welche unabhangig vom
BMI oder vom Ausmald einer Insulinresistenz entsteht (Stolerman et al., 2009).
Kirchhoff et al. fanden ebenfalls eine reduzierte Konversion von Proinsulin zu Insulin
(Kirchhoff et al., 2008), welche einen fundamentalen Schritt bei der Insulinsynthese
der B-Zelle darstellt (Gonzéalez-Sanchez et al., 2008). Im Gegensatz zu unserer
Studie, in der die Proinsulinspiegel wahrend des ivGTT bei Tragern der
Risikovariante von TCF7L2 eher erniedrigt waren, belegen andere Studien einen
Zusammenhang zwischen der Risikogenvariante und erhdhten Konzentrationen von
Proinsulin im Plasma (Loos et al., 2007, Dahlgren et al., 2007). Loos et al.
entdeckten bei TT-Tragern um 15% ho6here Werte als bei CT-Tragern, die wiederum
9% hohere Werte als CC-Trager aufwiesen (Loos et al.,, 2007). Die Autoren
vermuteten daraufhin einen Defekt der Proinsulin-Prozessierung. Interessanterweise

enthalten beide Gene fir die Proteinkonvertasen PC1 wund PC2, die
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hauptverantwortlich fir die Prozessierung sind, TCF7L2-bindende Elemente in ihren
Promotern (Loos et al., 2007). Zethelius et al. berichten lberdies, dass veranderte
Proinsulinspiegel unabhéngig von der Hohe der Insulinspiegel die Entstehung eines
Typ 2 Diabetes vorhersagen (Zethelius et al., 2004). Es bleibt festzuhalten, dass
TCF7L2-Varianten eine gestérte Insulinsekretion hervorrufen kénnten, indem sie

einen negativen Einfluss auf Insulinsynthese und -prozessierung ausiben (10).

Schlief3lich kdnnte die beeintrachtigte Insulinausschittung indirekt auch das Resultat
gestorter a-Zell-Funktion sein. In der vorliegenden Studie verzeichneten wir
statistisch signifikant erniedrigte Glukagonspiegel bei T-Allel-Tragern gegenuber den
Kontrollpersonen, sowohl im Niuchternzustand als auch wahrend des ,Steady State”
des Clamp-Tests. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Alibegovic et al., die signifikant
abgesenkte Nuchtern-Plasmaglukagonspiegel bei Tragern des
Risikopolymorphismus nachweisen (Alibegovic et al., 2010) sowie Pilgaard et al..Hier
waren die Glukagon-Konzentrationen gemittelt Giber 24 Stunden signifikant reduziert.
(Pilgaard et al., 2009). Eine verminderte Expression von Proglukagon in a-Zellen
oder eine veranderte posttranslationale Prozessierung von Proglukagon zu Glukagon
kénnten diese bedingen (Pilgaard et al., 2009). Von Bedeutung ist die Tatsache,
dass TCF7L2 und p-Catenin an den Promoter des Proglukagon-Gens in
pankreatischen a-Zellen binden (Yi et al., 2005). Glukagon fungiert im eigentlichen
Sinn als Gegenspieler zu Insulin. Zu den Funktionen des Hormons aus den a-Zellen
zahlt die Aufrechterhaltung der Normoglykamie, vor allem wahrend des Fastens (Yi
et al., 2005). Allerdings fordert Glukagon auch die Insulinausschittung und somit
kbnnte ein gestorter parakriner Effekt von Glukagon, die Insulinsekretion zu
stimulieren, zur intrinsischen pankreatischen B-Zell-Dysfunktion beitragen (Alibegovic
et al., 2010).

Neben der bedeutenden Rolle von TCF7L2 fur die Inselzellfunktion wurde in
tierexperimentellen und klinischen Studien auch eine Beeinflussung der
Glukosehomoostase durch Anderung der TCF7L2-abhangigen Glukoneogenese in
der Leber beschrieben (Oh et al., 2012, Ip et al., 2012). Wir analysierten deshalb in
der vorliegenden Studie auch die Insulinsensitivitdt.  Mittels  eines
hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose-Clamp-Tests, dem Goldstandard fir

die Bestimmung der Insulinresistenz, konnte nachgewiesen werden, dass keine
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Assoziation zwischen dem TCF7L2-Risikopolymorphismus und einer gestorten
Insulinsensitivitat besteht. Zusatzliche Parameter der Insulinresistenz wie HOMA-IR
und Quicki waren ebenfalls nicht unterschiedlich zwischen den Studiengruppen.
Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit der Mehrzahl der bisher publizierten
Studien (Saxena et al., 2006, Palmer et al., 2008, Lyssenko et al., 2007, Rasmussen-
Torvik et al., 2009, Schéfer et al., 2007, Villareal et al., 2010, Dahlgren et al., 2007,
Munoz et al., 2006). Florez et al. und Wegner et al. berichten sogar tber eine
gesteigerte Insulinsensitivitat bei Tragern des TCF7L2-Risikopolymorphismus (Florez
et al., 2006, Wegner et al., 2008). Dagegen erhoben Damcott et al. einen
erniedrigten Insulinsensitivitatsindex bei T-Allel-Tragern des SNP rs7903146
(Damcott et al., 2006) und auch einige wenige weitere Studien beflurworten die
These einer verminderten Insulinsensitivitat bei Tragern der Risikovariante von
TCF7L2 (Marzi et al., 2007, Elbein et al., 2007).

Da verschiedene Splicevarianten von TCF7L2 auch in Adipozyten exprimiert werden
(Kaminska et al., 2012), fuhrten wir vergleichende Analysen der Lipidprofile zwischen
Tragern des TT- und des CT-Genotyps und den Kontrollen durch. Die
konventionellen Lipidparameter wie LDL- und HDL-Cholesterin und die Triglyceride
waren nicht unterschiedlich. Die Konzentration der freien Fettsduren war im
Nuchternzustand ebenfalls vergleichbar und wurde unter anabolen Bedingungen
(hohe Insulinkonzentration im Clamp-Test) in beiden Gruppen nahezu komplett
supprimiert. Um detailliertere Analysen des Lipidmetabolismus durchzufuhren,
wurden zwischenzeitlich von Kooperationspartnern mit den in der Promotionsarbeit
asservierten Proben Metabolomics-Untersuchungen durchgefiihrt (AbsolutelDQ™
p150 Kits, Biocrates Life Sciences AG). Hier zeigten sich signifikante Anderungen
der Plasmakonzentration von Sphingomyelinen, Phosphatidylcholinen und
Lysophosphatidylcholinen nach intravendser Glukosegabe bei den TCF7L2-
Gentragern im Vergleich zu den Nichtrisikogentragern (Publikation eingereicht).
Mdoglicherweise ist also der TCF7L2 rs7903146-Genotyp mit spezifischen
Veranderungen von Plasmaphospholipiden assoziiert, die bereits in einem Stadium
auftreten, in dem die Glukosetoleranz noch im Normbereich liegt. Inwiefern diese
Anderungen des Lipidmetabolismus auch die Progression zum Typ 2 Diabetes mit

verursachen bleibt unklar und muss in prospektiven Studien geklart werden.
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V.2 Diskussion der Ergebnisse des FTO-Polymorphismus

Ein Zusammenhang zwischen ,Fat Mass and Obesity“-Genpolymorphismen und Typ
2 Diabetes in der europaischen Bevolkerung wurde in einer Vielzahl von Studien
bestétigt (Rees et al., 2011, Han et al., 2010, Bressler et al., 2010, Frayling et al.,
2007, Hertel et al., 2011, Tan et al., 2008, Legry et al., 2009, Andreasen et al., 2008,
Renstrom et al., 2009, Hertel et al., 2008, Scott et al., 2007, Consortium, 2007). Bei
der Untersuchung anderer Ethnien, z.B. asiatischer und ozeanischer Bevdlkerungen
oder den ,African Americans® finden sich z.T. abweichende Resultate (Bressler et al.,
2010).

Frayling et al. identifizierten 2007 den SNP rs9939609 in einer GWAS mit 1924
britischen Diabetikern und 2938 britischen Kontrollpersonen und stellten eine starke
Assoziation zwischen dem , high-risk® A-Allel und Diabetes fest. Die
Risikogenvariante trat mit einer Haufigkeit von 39% in der Bevolkerung auf, in 16%
der Falle lag es in homozygoter Form vor. 37% der Probanden waren dagegen
Trager des in Bezug auf die Entstehung eines Diabetes mellitus protektiv wirkenden
T-Polymorphismus (Frayling et al., 2007).

Das Risiko bei Tragern einer FTO-Risikovariante, an Typ 2 Diabetes zu erkranken,
wird unterschiedlich beziffert. Das ,Wellcome Trust Control Consortium® geht von
einem um 25% erhohten Risiko aus (Consortium, 2007), Legry et al. ermittelten bei
AA-Tragern eine um 48% gesteigerte Erkrankungswahrscheinlichkeit (Legry et al.,
2009) und Scott et al. schatzen diese bei Tragern des A-Risikoallels sogar auf 50%
(Scott et al., 2007). Allerdings herrscht Uneinigkeit dariber, auf welche Weise dieses
erhohte Risiko zustande kommt. Demnach befirworten die meisten Studien die
Theorie, dass die Pradisposition fur Typ 2 Diabetes tUber den Einfluss von FTO-
Polymorphismen auf die Entstehung einer Adipositas vermittelt wird und dass erst
diese die Entwicklung einer Insulinresistenz und letztlich des Diabetes mellitus
bedingt. Zu diesem Schluss kommen die betreffenden Wissenschaftler, da bei ihren
Untersuchungen die Assoziation zwischen FTO-Risikovarianten und Typ 2 Diabetes
bei Adjustierung fir den BMI oder andere Indices hinsichtlich einer Adipositas
verschwindet (Rees et al., 2011, Frayling et al., 2007, Tan et al., 2008, Andreasen et
al., 2008, Renstrom et al., 2009, Consortium, 2007). Rees et al. konnten in einer
Metaanalyse von sechs Studien, die sich mit der europaischen Bevdlkerung
befassen, einen stark abgeschwachten Zusammenhang zwischen FTO-
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Polymorphismen und Typ 2 Diabetes nach Adjustierung fir den BMI nachweisen
(Rees et al.,, 2011). Andere Studienergebnisse dagegen legen nahe, dass FTO-
Varianten auch z.T. unabhangig von einer Adipositas fur den Typ 2 Diabetes
pradisponieren, da hier die Assoziation zwischen FTO und Diabetes auch bei
Bericksichtigung des BMI bestehen bleibt (Han et al., 2010, Li et al., 2010, Bressler
et al.,, 2010, Hertel et al., 2011, Legry et al.,, 2009, Hertel et al., 2008). Es muss
hinzugefigt werden, dass jedoch einige Autoren der zuletzt genannten Studien
bezweifeln, ob eine einzige BMI-Bestimmung ausreicht, um die Auswirkung von FTO-
Varianten auf Adipositas und den Stoffwechsel akkurat abzubilden (Bressler et al.,
2010, Hertel et al., 2011).

In der vorliegenden  Studie  wurden nichtdiabetische  Trager von
Risikopolymorphismen im FTO-Gen rekrutiert und untersucht. Da die Selektion der
Probanden nur anhand des Genotyps, des Alters, eines normalen oGTT-Befundes
und eines BMI im Bereich bis 35 kg/m? erfolgte, ist es interessant, dass in unserem
Kollektiv keinerlei Unterschiede hinsichtlich des BMI-Werts im Vergleich zu den
Nicht-Gentragern oder den Probanden mit dem TCF7L2-Risikoallel zu beobachten
war. Auch Parameter, die indirekt auf eine Steatosis hepatis schlie3en lassen, waren
bei den FTO-Risikogentragern nicht erhoht.

Fast alle Studien, die sich mit dem FTO-Gen befassen, stimmen darin tberein, dass
ein Zusammenhang zwischen dem Genpolymorphismus und der Entwicklung einer
Adipositas besteht (Han et al., 2010, Bressler et al., 2010, Li et al., 2010, Tschritter et
al., 2007, Frayling et al., 2007, Hertel et al., 2011, Tan et al., 2008, Do et al., 2008,
Freathy et al., 2008, Legry et al., 2009, Andreasen et al., 2008, Renstrom et al.,
2009, Thorleifsson et al., 2009, Hertel et al., 2008, Hotta et al., 2008, Scott et al.,
2007, Scuteri et al., 2007, Dina et al., 2007, Hunt et al., 2008, Hinney et al., 2007,
Grant et al., 2008, Wardle et al., 2008, Consortium, 2007). Diese Assoziation kann
nachgewiesen werden, wenn als Parameter fur die Adipositas der BMI herangezogen
wird (Han et al., 2010, Do et al., 2008, Legry et al., 2009, Andreasen et al., 2008,
Hertel et al., 2008, Scott et al.,, 2007, Hunt et al., 2008, Wardle et al., 2008) oder
andere Indices wie das Koérpergewicht, der Koérperfettanteil, der Bauchumfang oder
die ,Waist-Hip-Ratio“ verwendet werden (Do et al., 2008, Freathy et al., 2008, Legry
et al., 2009, Andreasen et al., 2008, Scuteri et al., 2007, Hinney et al., 2007). Das
erhohte Korpergewicht wiederum ist bedingt durch eine Zunahme der gesamten
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Korperfettmasse und nicht vorrangig durch die Anhaufung viszeralen Fetts
(Andreasen et al., 2008, Renstrom et al., 2009). Mehrere Studien beschaftigten sich
mit dem Auspragungsgrad der Adipositas. Dina et al. bescheinigen dem FTO-
Haplotyp, der auch in der vorliegenden Studie untersucht wurde, ein Risiko von 22%
fur die Entstehung einer stark ausgepragten Adipositas (Dina et al., 2007). Renstrom
et al. gehen von einer Erhdhung des Korpergewichts pro Risikoallel des SNP
rs1121980 um 1,03kg aus (Renstrom et al., 2009) und Frayling et al. beobachteten
sogar eine Gewichtssteigerung um 3kg bei AA-homozygoten Tragern von FTO
rs9939609 gegenuber Nicht-Merkmalstragern (Frayling et al., 2007). Im Hinblick
darauf, wann die Gewichtszunahme erfolgt, sind sich mehrere Autoren einig, dass
dies bereits in der Kindheit und Jugend geschieht, sie sprechen daher von einer
.early-onset‘ Adipositas (Hertel et al., 2011, Hunt et al., 2008, Hinney et al., 2007,
Andreasen et al., 2008). Dina et al. stellten eine starke Assoziation mehrerer SNPs
des FTO-Gens mit frihzeitiger und ausgepragter Adipositas bei Kindern
europdaischen Ursprungs fest, die sich bis ins Erwachsenenalter fortsetzt (Dina et al.,
2007). Frayling et al. beobachteten einen Zusammenhang zwischen FTO rs9939609
und Gewichtszunahme sowie BMI-Veranderungen bereits bei Kindern ab sieben
Jahren, die bis in die Pubertat und dartber hinaus persistieren (Frayling et al., 2007).
Da in unserer Studie bei den Probanden mit einem mittleren Alter von 50 Jahren
keine ausgepragte Adipositas vorlag, besteht wahrscheinlich eine gewisse
Vorselektion von Probanden, die aus nicht bekannten Grinden keine Anlage zur
frihzeitigen Entwicklung einer Adipositas oder der Entstehung einer schweren Form
von Adipositas aufweisen. Denkbar sind guinstige Umwelteinfliisse und Lebensstil

sowie die Protektion durch vor Adipositas schitzenden Genmerkmalen.

Zur Pathogenese der Adipositas bei FTO-Risikogentrdgern bietet die Literatur
verschiedene Ansatze.

Das FTO Gen liegt auf Chromosom 16g12.2 und kodiert fur eine nukleare DNA-
Demethylase, welche die Fe(ll)- und 2-Oxoglutarat-abhé&ngige Demethylierung von 3-
Methylthymin in einzelstrangiger DNA Kkatalysiert. Es wird vermutet, dass
Anderungen der FTO-Expression Auswirkungen auf eine Vielzahl von Genen haben,
die durch Methylierung reguliert werden (Frayling et al., 2007, Gerken et al., 2007).
Das FTO-Gen enthélt neun Exons, jedoch liegen alle mit Adipositas assoziierten
SNPs in Introns. Es ist daher unklar, ob Anderungen in der FTO-Expression und ,-
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Splicing“ als Ursache fir die Entstehung einer Adipositas herangezogen werden
kbnnen oder ob vielmehr regulatorische Elemente innerhalb des ersten Introns
Lupstream®- oder ,downstream“-Gene beeinflussen (Bressler et al., 2010, Church et
al., 2009).

FTO wird in menschlichen Geweben beinahe ubiquitar exprimiert, unter anderem in
Pankreas, Leber und Fettgewebe (Frayling et al., 2007, Grunnet et al., 2009), aber
vor allem auch in der Muskulatur, was vermuten lasst, dass FTO die Insulin-
vermittelte Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur hemmen kénnte (Andreasen
et al., 2008). Die hochste Konzentration findet sich jedoch im Gehirn im
Hypothalamus (Bressler et al., 2010, Frayling et al., 2007) und dort besonders in
Nuclei, die den Energiehaushalt steuern. Dies konnten Gerken et al. im Mausmodell
belegen. Dariiber hinaus stellten sie fest, dass der FTO-Spiegel im Nucleus arcuatus
bei Mausen durch Futtern und Fasten reguliert wird (Gerken et al., 2007). Da das
Gen besonders stark im Hypothalamus exprimiert wird, schreiben Bressler et al. ihm
eine mogliche Rolle in der Appetitregulation oder der Energiebilanz zu (Bressler et
al.,, 2010). Im Einklang dazu behaupten Fischer et al., dass FTO direkt in den
Energiehausehalt involviert ist und begriinden dies damit, dass der Verlust von FTO
bei Mausen zu postnataler Wachstumsretardierung und Schlankheit fuhrt. Die
Schlankheit ergibt sich als Konsequenz eines erhdhten Energieaufwands und
systemischer Aktivierung des Sympathikus (Fischer et al., 2009). Andreasen et al.
wiesen nach, dass ein Mangel an koérperlicher Bewegung bei homozygoten AA-
Tragern von FTO rs9939609 im Gegensatz zu TT-Tragern mit einem erhéhten BMI
einhergeht (Andreasen et al., 2008). Grunnet et al. fanden heraus, dass eine erhghte
Energieeffizienz in oxidativen Muskelfasern nach korperlicher Betatigung zur
Entwicklung einer Adipositas bei Tragern der AA-Variante des FTO-Gens beitragen
konnte, da AA-Trager gesteigerte Erholungsraten von Phosphokreatinin und
anorganischem Phosphat aufwiesen (Grunnet et al.,, 2009). Des Weiteren
beschreiben Wardle et al. eine signifikant reduzierte Séattigungsantwort bei AA-
Homozygoten von rs9939609 und folgern daraus eine Beeinflussung des Appetits
(Wardle et al., 2008). Dergleichen gehen Tschritter et al. von einer Stérung der
zentralen Appetitregulation und/oder der Koordination des
Ganzkorperenergiemetabolismus aus, da sie eine zerebrokortikale Insulinresistenz
bei Tragern einer Risikovariante von FTO entdeckten. Zumal Insulin im Gehirn als

Sattigungssignal  fungiere, kdénne eine verminderte Insulinantwort  zur
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Appetitsteigerung und somit zu Ubergewicht fiihren (Tschritter et al., 2007). Es bleibt
also unklar, ob ein vermehrter Appetit — Energieaufnahme —, eine erhohte
Energieeffizienz oder ein Zusammenspiel beider die Entstehung der Adipositas

verschuldet.

In der vorliegenden Studie konnten wir keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der glukoseabhéangigen Insulinsekretion im ivGTT und der Insulinsensitivitatsindices
gemessen im Glukose-Clamp-Test zwischen FTO-Risikogentragern und Tragern von
Nichtrisikopolymorphismen beobachten. Es waren auch keine Erhdéhungen der
basalen Glukose- oder Insulinkonzentrationen bei Tragern des FTO-Risikogentyps
nachweisbar, wie sie in einigen Publikationen beschrieben werden (Freathy et al.,
2008, Legry et al., 2009, Hunt et al., 2008). Grunnet et al. bemerkten eine statistisch
signifikante Assoziation zwischen dem A-Polymorphismus von FTO rs9939609 und
erhohter Nuchternglukose- und Nuchterninsulinkonzentration und bezeichneten die
hepatische Insulinresistenz als Schlusselabnormalitéat, die die Erhéhung der
Nuchternglukose verursacht, da sie eine um 18% gesteigerte basale hepatische
Glukoseproduktion nachweisen konnten (Grunnet et al.,, 2009). In unserer
Untersuchung gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede beztiglich HOMA-
IR und der basalen Indices 1 / Nuchtern-Insulin und Nichtern-Glukose / Nichtern-
Insulin — Ratio, die in einigen Studien beschrieben wurden (Do et al., 2008, Legry et
al., 2009). Interessanterweise waren in unserer Studie die friihe und die spate
Insulinsekretion in der FTO-Risikogengruppe gegeniuber den Kontrollpersonen sogar
leichtgradig nichtsignifikant gesteigert. Diese Befunde konnten am ehesten darauf
zuriickzufiihren sein, dass bei ahnlichem BMI das Ausmald der Insulinresistenz und
die Insulinsekretionskapazitat bei den FTO-Risikogenvarianten vergleichbar der der

Nicht-Risikogentrager ist.

Neben der Wirkung auf die Insulinresistenz wurde bei den mit Adipositas assoziierten
FTO-Polymorphismen auch ein Effekt auf den Lipidstoffwechsel beschrieben.
Wahlén et al. stellten die These auf, FTO greife durch Beeinflussung der Lipolyse in
die Korperfettregulation ein, nachdem sie bei gesunden, weiblichen, homozygoten
Tragern des in Bezug auf Adipositas protektiv wirkenden T-Allels eine um 30%
gesteigerte lipolytische Aktivitat entdeckt hatten (Wahlén et al., 2008). Wir
verzeichneten dagegen in unserer FTO-Gruppe keine erniedrigten oder erhéhten
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Werte der freien Fettsauren gegeniber den Kontrollpersonen. Zudem fanden wir
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der FTO- und der
Kontrollgruppe bezuglich der basalen Cholesterin- und Triglyceridspiegel. Diese
Feststellung deckt sich mit Andreasen et al., die wie wir keinen Zusammenhang
zwischen FTO-Polymorphismen und erhéhten basalen Blutfetten fanden (Andreasen
et al, 2008). In anderen Studien war dagegen vom Auftreten erh6hter
Triglyceridspiegel und erniedrigter HDL-Cholesterinwerte bei Tragern von FTO-
Risikogenotypen berichtet worden (Freathy et al., 2008, Hunt et al., 2008). Diese
waren jedoch nicht mehr signifikant nach Adjustierung fir den BMI, sodass die
Anderungen primar auf die Adipositas und nicht auf das FTO-Gen per se

zuriickzufiuhren sind.

Unabhangig vom BMI wurde bei Tragern des A-Allels von FTO rs9939609 von einer
signifikanten Assoziation mit zirkulierenden CRP-Spiegeln berichtet (Fisher et al.,
2009). FTO-Risikogentypen konnten demnach die Entstehung eines
Inflammationszustands des Fettgewebes beglnstigen und sogar eine systemische
Entztndungsreaktion hervorrufen. Dieser Gedankengang ist vor allem im Hinblick auf
die Pathogenese des Typ 2 Diabetes von Interesse, da hier ein Zusammenhang
zwischen Adipositas, einer chronischen Entziindungsreaktion und der Ausbildung
einer Insulinresistenz besteht (Zeyda and Stulnig, 2009, Schwarz, 2009). In unserer
Studie konnten wir keine erhéhten CRP-Spiegel in der FTO-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe feststellen. Die Grinde fir diese diskrepanten Befunde sind bislang

unklar.

Zusammenfassend interpretieren wir die vorliegenden Daten in der Weise, dass die
Assoziation zwischen Polymorphismen im FTO-Gen und dem Typ 2 Diabetes
Uberwiegend durch Adipositas vermittelt wird und deshalb in der vorliegenden Studie
bei Tragern von FTO-Risikogenvarianten kein unabh&ngiger Einfluss auf die

Insulinsensitivitat oder -sekretion zu verzeichnen war.
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VI. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, ein besseres Verstandnis der Wirkung der
Diabetes-assoziierten FTO- und TCF7L2-Genpolymorphismen zu erreichen, sodass
zuklnftig Personen mit einem erhdhten Krankheitsrisiko frihzeitig erkannt und
gegebenenfalls therapiert werden kénnen. Wir stellten uns daher die Frage, ob sich
nichtdiabetische Trager von Diabetesrisikogenen von Kontrollprobanden hinsichtlich
ihrer  anthropometrischen  Daten, ihrer  Routine-Laborparameter, ihres
Lipidstoffwechsels, aber vor allem in Bezug auf Insulinsekretion und -sensitivitat
unterscheiden.
Wir untersuchten 65 nichtdiabetische, mannliche Probanden europaischen
Ursprungs und fuhrten bei diesen nach einem standardisierten Protokoll eine
Erhebung der Anamnese, der anthropometrischen Daten und der basalen
Laborparameter sowie anschlieBend einen intravendsen Glukosetoleranztest und
einen hyperinsulindmisch euglykamischen Glukose-Clamp-Test durch.
Wir verzeichneten bei den Tragern des TCF7L2-Risikopolymorphismus eine im
Vergleich zu den Kontrollpersonen signifikante Reduktion der frihen Phase der
Insulinausschittung, die wir dahingehend interpretieren, dass sie Folge einer
gestorten intrinsischen Funktion pankreatischer B-Zellen und/oder durch eine
Verminderung der B-Zelle-Masse bedingt ist. Dartiber hinaus wiesen die TCF7L2-
Risikogentrager erniedrigte Plasmaglukagonspiegel im Nuichternzustand sowie
wahrend des ,Steady State® im Glukose-Clamp-Test auf. Erniedrigte
Glukagonspiegel schwachen den parakrinen Effekt ab, durch den Glukagon
stimulierend auf die Insulinsekretion einwirkt, was wiederum zur intrinsischen p-Zell-
Dysfunktion beitragen kénnte.
Die Trager des FTO-Risikopolymorphismus unterschieden sich nicht signifikant von
den Kontrollprobanden bezlglich Indices zur Einschatzung der Insulinsensitivitat und
-sekretion. Wir gehen davon aus, dass die in der Literatur beschriebene Assoziation
zwischen dem FTO-Gen und Typ 2 Diabetes tUberwiegend durch die Entwicklung
einer Adipositas bei den betreffenden Gentrdgern vermittelt wird und Kkein
unabhangiger Einfluss auf die Insulinsensitivitdt und -sekretion besteht. Da sich in
der vorliegenden Studie die FTO-Risikogentrager von den Kontrollpersonen nicht
hinsichtlich ihrer anthropometrischen Daten, speziell des BMI, unterschieden, konnte
der Einfluss der Adipositas auf die Glukosehomo6ostase nicht erfasst werden.
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