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1. Einleitung

1.1. Typ 2 Diabetes: Pathogenese, Epidemiologie und Relevanz in der heutigen Zeit

Diabetes mellitus ist eine chronische metabolische Erkrankung, die durch eine Hyperglykimie
gekennzeichnet ist. Sie umfasst verschiedene Formen, wobei der Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) die
haufigste Form darstellt: im Jahr 2015 wurde die Anzahl der Diabetiker auf 415 Millionen geschatzt,
darunter 90% mit T2D (1).

Risikofaktoren fir T2D sind unter anderem eine positive Familienanamnese, kardiovaskuldre
Erkrankungen, arterielle Hypertonie, geringes HDL-Cholesterin, erhdhte Triglyzeride und erhdhtes
ektopes Leberfett (2, 3). Letztere sind ebenfalls Kennzeichen des Metabolischen Syndroms, einer
pathologischen Kombination aus Insulinresistenz, Hyperlipidamie, Hypertonie und abdomineller
Adipositas (4). Der globale Anstieg von Ubergewicht, kérperlicher Inaktivitit und hochkalorischer
Nahrung tragen dazu bei, dass die Pravalenz des Metabolischen Syndroms steigt (5) und sich die Anzahl
der Patienten mit T2D in den letzten drei Jahrzehnten weltweit verdoppelt hat (6, 7). Auch bei Kindern,

Jugendlichen und jungen Erwachsenen werden immer haufiger T2D und Praddiabetes festgestellt (6).

T2D stellt nicht nur eine gesundheitliche, sondern auch eine wirtschaftliche Belastung fir die gesamte
Gesellschaft dar. Die Erkrankung bedingt hohe Kosten fiir Medikamente, medizinische Betreuung und
die Behandlung von Komplikationen (8). Im Jahr 2014 betrugen die globalen Gesundheitskosten
bedingt durch Diabetes zwischen 612-1099 Milliarden USD (8). Die zusatzliche, indirekte 6konomische
Belastung ergibt sich durch eine verminderte Anzahl an Arbeitskraften, krankheitsbedingten Fehltagen

und reduzierter Produktivitat (9).

Neben einer verkiirzten Lebenserwartung schrankt T2D die Lebensqualitdt der betroffenen Personen
ein, da die bei T2D bestehende Hyperglykdmie auf Dauer zu mikro- und makrovaskularen Schiaden
fuhrt (10). Zu den mikrovaskuldren Folgen zahlen Niereninsuffizienz, Retinopathie und Amputationen
(11). Herzinfarkte und Schlaganfille bilden die Folgen der makrovaskuldren Schaden ab (11). Diese
Sekundarkomplikationen flihren zu starken Einschrankungen im Alltag, senken die Lebensqualitdt und

reduzieren die Lebenserwartung (12-15).



1.2.T2D: Lucken bei friher Pradiktion und pathophysiologischem Verstandnis beim

Menschen

T2D ist eine Erkrankung mit schleichender Pathogenese und bleibt daher lange unerkannt (16). Nach
der Manifestation der Krankheit erreichen aber nur wenige Patienten eine Remission (17). Zudem ist
die nachfolgende Therapie des T2D herausfordernd und komplex. Arzneimittel gegen die
Hyperglykdmie fihren zu unerwiinschten Nebenwirkungen wie einer weiteren Gewichtszunahme (18,
19) oder Hypoglykamien (20), welche die Mortalitdtsrate zusatzlich ansteigen lassen (21). Eine
friihzeitige Erkennung von Vorstufen des T2D, wie Pradiabetes oder einer bestehenden
Insulinresistenz, sowie erhohtem T2D-Risiko ermdglicht eine rechtzeitige Intervention. Dadurch
kdnnen die Manifestation, die Progression und die Komplikationen von T2D reduziert werden (22).
Hierfir fehlen jedoch nach wie vor optimale Biomarker und Messmethoden, insbesondere auch fir
Menschen mit nur geringem Ubergewicht (23, 24). Ein oraler Glukosetoleranztest (oGTT) stellt die
aktuell beste Moglichkeit dar, um Vorstufen des T2D zu erkennen. Hierbei ist insbesondere der
Plasmaglukosewert 1 Stunde nach Einnahme der Glukose aussagekraftig bezliglich des zukiinftigen
Risikos eines T2D (25). Ein oGTT ist jedoch personal- und zeitintensiv, so dass er im Versorgungsalltag

selten angewandt wird.

Neben ungenigenden Moglichkeiten zur friihen Risikovorhersage besteht als zweites Problem, dass
das pathophysiologische Verstandnis des T2D beim Menschen immer noch ungeniigend ist. Der
wesentliche Grund hierfir ist, dass sich Daten aus Tiermodellen nur eingeschrankt Ubertragen lassen

und Humanstudien oft noch fehlen.

1.3. Gestationsdiabetes

Eine spezielle Form des Diabetes mellitus ist der Gestationsdiabetes (GDM). GDM ist eine Stérung des
Glukosestoffwechsels, die erstmalig wahrend der Schwangerschaft auftritt (26). Sie betrifft ca. 5-10%
der Schwangeren (27). Dabei kommt es zu vermehrten Risiken flir Mutter und Kind. Unter anderem
weisen beide ein erhohtes Risiko fur die spatere Entwicklung von T2D auf (28). Eine
populationsbasierte Studie von Feig et al. konnte zeigen, dass die Rate, nach einem GDM T2D zu
entwickeln, nach 9Jahren ca. 20% betragt (27). Damit stellen Frauen nach GDM eine Hochrisikogruppe

fur die spatere Entwicklung eines T2D dar.



1.4. Ungenlgende Risikopradiktion von T2D nach GDM

Die bisherige Risikopradiktion von T2D nach GDM erfolgt vorrangig durch einen oGTT im ersten Jahr
postpartum. Dieser ist jedoch, wie bereits beschrieben zeit-, kosten- und personalaufwendig. Er wird
auBerdem nur von einem geringen Teil der Frauen wahrgenommen (29). Als Alternative steht der
HbAlc-Wert (Hamoglobin Alc, glykiertes Hamoglobin) zur Verfligung. Dieser erfasst jedoch nicht
zuverldssig  alle Félle isolierter  Glukosetoleranzstorungen  (30). Vor allem mildere
Glukosetoleranzstorungen bei Pradiabetes werden Ubersehen (31). Um eine friihe Diagnosestellung
und damit eine frilhe Intervention zu ermdglichen, ware eine verbesserte zeit- und kostenglinstige
Risikopradiktion wiinschenswert. Dazu eignen sich Parameter, die einmalig (ggf. niichtern) bestimmt

werden.
1.5. Fibroblast Growth Factor 21: Physiologische Grundlagen

Fibroblast Growth Factor 21 (FGF-21) ist ein Hormon, das vorrangig von der Leber produziert wird und
im Tiermodell positive Effekte auf den Glukose- und Lipidstoffwechsel aufweist (32). In zahlreichen
Tierstudien konnte bereits gezeigt werden, dass FGF-21 den Glukose- und Triglyzeridspiegel senkt (32).
FGF-21 fordert die Glukoseabsorption und senkt die Glukoneogenese in der Leber (33). Eine
therapeutische Administration von FGF-21 reduzierte in einer Studie an Mausen die Glukose- und
Triglyzeridwerte (34). Somit kénnte es vor Ubergewicht und den damit assoziierten Erkrankungen wie

Diabetes mellitus schitzen (32).

Im Jahr 2000 wurde FGF-21 erstmals beschrieben (35). Innerhalb der FGF-Familie reichen die
Mitglieder von FGF-1 bis FGF-23. Sie werden in drei Gruppen unterteilt: die erste Gruppe, welche FGF-
11 bis FGF-14 beinhaltet, wirkt intrazelluldr. FGF-19, FGF-21 und FGF-23 wirken systemisch. Andere

Vertreter der FGF-Familie wirken autokrin bzw. parakrin (36).

In der Maus erfolgt die FGF-21-Produktion in Leber, Thymus, Pankreas, Gastrointestinaltrakt,
Skelettmuskel, in spezifischen Regionen des Gehirns, in weiBem Fettgewebe und braunen Fettgewebe
(35, 37, 38). Beim Menschen hingegen findet dies vorrangig in der Leber, und nur teilweise im Gehirn

und im Pankreas statt (38, 39).

FGF-21 bindet an den FGF-Rezeptor (FGFR), welcher ein Tyrosinkinase-Rezeptor ist (40). In Sdugetieren
wurden bisher sieben FGFR-Isoformen (1b, 1c, 2b, 2c, 3b, 3c, 4) identifiziert (40). Dabei wurde eine
Bindungspraferenz von FGF-21 gegeniber FGFR1c und FGFR3c festgestellt (41, 42).

Damit FGF-21 binden kann, benotigt er auferdem seinen Kofaktor beta-Klotho (KLB) (43). Die

Expression von KLB ist auf bestimmtes Gewebe begrenzt. In der Maus wird KLB in der Leber, dem



Pankreas und dem Fettgewebe exprimiert (38, 44). Im Menschen ist KLB vor allem in Leber und
Fettgewebe, aber auch in der Brust und im Knochenmark vorzufinden (44). FGFR1 und FGFR3 sind
sowohl im Menschen als auch in der Maus nahezu ubiquitdr exprimiert (32). Daher ist die Bindung von
FGF-21 hauptsachlich von der Gewebeexpression des KLBs und nicht von der Expression des Rezeptors

abhangig.

Die Produktionsorte sowohl von FGF-21 als auch von KLB unterscheiden sich zwischen Maus und
Mensch. Humanes FGF-21 ist nur zu 79% ident mit dem der Mause (35). Dies fuhrt zu physiologischen
Unterschieden zwischen Maus und Mensch. Daher ist zu priifen, ob die oben angefiihrten Ergebnisse

aus Tierstudien auf den Menschen (ibertragbar sind.

1.6. FGF-21 als moglicher Risikomarker fir T2D, das Metabolische Syndrom und

erhohtes Leberfett beim Menschen

Wie beschrieben, zeigt Fibroblast-growth-factor-21 in Tiermodell positive Effekte auf den Glukose- und
Lipidstoffwechsel (32). Jedoch weisen gerade Personen mit Hyperglykdmie und Hypertriglyzeriddmie
hohe FGF-21 Spiegel auf (45-48). Dieser Zustand wird einer ,FGF-21 Resistenz” zugeschrieben (49, 50).
Eine Resistenz gegeniiber FGF-21 erklart auch, warum selbst in Tierstudien, trotz der metabolisch
glinstigen Effekte von FGF-21, ein positiver Zusammenhang zwischen hohen FGF-21-Spiegeln im Blut
und Krankheitsbildern wie T2D und dem Metabolischen Syndrom besteht (32, 51, 52). Ob FGF-21 beim
Menschen als Biomarker fiir das Metabolische Syndrom im Allgemeinen oder auch fiir eine isolierte

Hyperglykdmie im Speziellen dienen kann, bleibt bisher unklar.

Fir den Menschen konnte ferner gezeigt werden, dass FGF-21 im Blut positiv mit dem Leberfettgehalt
korreliert (53, 54). Im Rahmen des Metabolischen Syndroms findet man vermehrt ektope
Fettablagerungen, darunter auch Fettablagerungen in der Leber (55). Diese wiederum sind ein

eigenstandiger Risikofaktor fiir die Entwicklung von T2D (3).

Zur Risikobestimmung ist die Messung des Leberfetts im klinischen Alltag jedoch unpraktikabel. Die
Sonografie ist zwar eine schnelle, nicht-invasive und kostenglinstige Untersuchungsmethode, aber
relevante Hinweise auf erhohtes Leberfett kénnen erst im fortgeschrittenen Stadium festgestellt
werden (56). Auch die Computertomographie (CT) ist aufgrund der Strahlenbelastung und der
schlechten Detektion von milder Steatosis unglinstig (57). Die Leberbiopsie hingegen kann exaktere
Werte liefern (58), was jedoch stark abhangig von der Entnahmestelle ist (59). Zudem ist sie invasiv
und kann schwere Komplikationen nach sich ziehen (60). Eine Magnetresonanztomographie (MRT)
stellt als nicht-invasive und sensitive Methode den Goldstandard dar (61). Dennoch ist sie

zeitaufwendig, kostspielig und bendtigt speziell geschultes Personal. Inder Praxis ware ein kosten- und
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zeitsparender Biomarker fir Leberfett wiinschenswert, um eine friihzeitige Diagnose stellen zu kénnen

und dementsprechend das Auftreten von Komplikationen und Komorbiditaten zu verhindern.

Unklar bleibt, in welchem Ausmall FGF-21 von den einzelnen Komponenten des Metabolischen
Syndroms beeinflusst wird. Ob FGF-21 als Biomarker fir Hyperglykdmie dienen kann oder ob es

lediglich das AusmaR des Metabolischen Syndroms widerspiegelt, ist noch abzuklaren.
1.7. Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits dargelegt, besteht bezlglich der frihen Risikopradiktion von T2D und des
pathophysiologischen Verstiandnisses der Erkrankung beim Menschen noch Forschungs- und
Entwicklungsbedarf. FGF-21 ist in diesem Zusammenhang ein vielversprechendes Hormon, welches
beim Menschen jedoch noch nicht ausreichend untersucht ist. In der vorliegenden Arbeit sollte
deshalb FGF-21 als moglicher Biomarker fir Vorstufen von T2D (eingeschriankte Glukosetoleranz,
Insulinresistenz  und Betazelldysfunktion) untersucht werden. Zudem sollte geklart werden, in
welchem pathophysiologischen Kontext erhohte Spiegel des Hormons beim Menschen auftreten.
Hierbei lag der Fokus auf den einzelnen Komponenten des Metabolischen Syndroms und auf der

ektopen Fetteinlagerung in der Leber.

Die Analysen wurden anhand einer ausfiihrlich phanotypisierten Kohorte junger Frauen durchgefiihrt,
die teilweise eine Vorgeschichte eines GDM hatten. So wurde das Potential des GDM genutzt, um
einen zukiinftigen T2D friih vorherzusagen. Teilnehmerinnen mit hohem T2D-Risiko und Vorstufen

dieser Erkrankung wurden so innerhalb der Studienkohorte angereichert.
Die spezifischen Fragestellungen dieser Arbeit waren:

1. Korreliert der niichtern gemessene Serumspiegel von FGF-21 mit wesentlichen KenngrofRen
des Glukosestoffwechsels, dem 1-Stunden Glukosewert im oGTT, dem Insulinsensitivitatsindex
oder dem Disposition Index? Kann die Messung von FGF-21 somit genutzt werden, um die
Diagnose von Vorstufen des T2D zu vereinfachen?

2. Korreliert der niichtern gemessene Serumspiegel von FGF-21 mit den einzelnen Komponenten
des Metabolischen Syndroms (Taillenumfang, Triglyceride, HDL-Cholesterin
Insulinempfindlichkeit und Blutdruck) und lassen sich dadurch Erkenntnisse fiir die
pathophysiologische Einordnung des Hormons gewinnen?

3. Korreliert der niichtern gemessene Serumspiegel von FGF-21 mit dem Leberfettgehalt, wie

dies in fritheren Publikationen beschrieben wurde?



2. Methodik

2.1. Rekrutierung

Im Rahmen der prospektiven Beobachtungsstudie ,, Prddiktion, Prévention und Subklassifikation von
Typ 2 Diabetes mellitus“ (PPSDiab) wurden in den Jahren 2011-2016 304 Frauen nach einer
vorangegangenen Schwangerschaft mit und ohne GDM eingeschlossen. Das Verhdltnis zwischen

Frauen mit und ohne GDM betrug 2:1.

Rekrutiert wurden die Probandinnen aus der Diabetologie der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1V
und der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitait Minchen.
Teilnehmende Probandinnen waren pramenopausal. Die Einschlussvisite fand 3-16 Monate postpartal

statt. Eingeschlossen wurden Frauen nach einer Lebendgeburt (Einling (n=295) oder Zwillinge (n=9)).

Die Diagnose eines GDM wurde basierend auf einem oGTT nach der 23. Gestationswoche gestellt. Die
Grenzwerte richteten sich nach der Empfehlung der International Association of the Diabetes and
Pregnancy Study Groups (IADPSG) und betrugen 92 mg/dl (niichtern), 180 mg/dl (1h) und 153 mg/dl
(2h) Plasmaglukose (62).

Ausschlusskriterien waren Alkohol- oder Drogenabusus, bestehender Diabetes bereits vor der
Schwangerschaft und chronische Erkrankungen, welche eine kontinuierliche Medikation notwendig
machten. Eine Ausnahme hiervon waren Hypothyreose (n=52), Asthma bronchiale (n=8), milde
Hypertension (n=4), gastroosophagealer Reflux (n=2) und die prophylaktische Einnahme von

Rivaroxaban nach Lungenembolie (n=1).

Eine schriftliche Einverstandniserklarung liegt von allen Probandinnen vor. Das Protokoll wurde von

der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdat genehmigt (Studien-ID 300-11).

2.2. Ablauf der Studien-Visite mit Biochemische Analysen

Fir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieRlich Daten der Baseline-Visite der PPSDiab-Studie
verwendet. Im Rahmen dieser Visite wurde bei allen Probandinnen nach nachtlichem Fasten Blut
abgenommen. Dabei wurden, unter anderem, Serum HDL-Cholesterin (enzymatisch, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland), und Serum Triglyzeride (enzymatisch, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) bestimmt. Plasma Glukose (Natrium-Fluorid-Plasma; Hexokinase-Methode;
Glucose HK Gen.3, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland), HbAlc (EDTA-Plasma; VARIANT™ Il
TURBO HbA1c Kit - 2.0, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) und Serum Insulin (CLIA, DiaSorin LIAISON
systems, Saluggia, Italien) wurden ebenfalls im Labor des Universitatsklinikums gemessen. Fir die
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spatere Messung von FGF-21 wurden Serumproben nach einer Gerinnungsdauer von 30 Minuten
zentrifugiert (Zentrifugation fir 10 min, 2000 rcf, Raumtemperatur), aliquotiert, auf Trockeneis
eingefroren und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. FGF-21 wurde mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (quantitative human sandwich FGF-21 ELISA; R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA) aus Nlchternserum gemaR Herstellangaben bestimmt.

Im Anschluss an die Nichternblutentnahme erfolgte ein 5-Punkt-oGTT (75g Glukose), mit Bestimmung
von Plasma-Glukose und Serum-Insulin bei 0 (entspricht der Nichternblutentnahme), 30, 60, 90 und

120 Minuten.

Von allen Teilnehmern wurde ein systolischer und diastolischer Blutdruck (BP) bestimmt. Dies erfolgte
in sitzender Position. Der Blutdruck wurde zunachst an beiden Armen bestimmt. Auf der Seite mit dem
héheren systolischen Wert wurde nach mindestens 15 Minuten erneut gemessen und der Mittelwert

aus den beiden Werten des hoheren Arms fiir die Analysen verwendet.

Anthropometrische Parameter wie Taillenumfang (waist circumference, WC), Kérpergewicht und
GroBe wurden bestimmt. Der WC wurde an der stehenden Probandin in Unterwéasche in der Mitte
zwischen Beckenkamm und Rippenbogen gemessen. Dies entsprach der tiefsten Stelle an den Flanken
bei normaler Atmung. Mittels Bioimpedanzanalyse (Tanita BC-418; Tanita Corporation, Tokyo, Japan)
wurde das Korpergewicht und der Korperfettanteil erhoben. Dabei hatten die Probandinnen kurz zuvor
ihre Harnblase entleert. Die KorpergroRe wurde ohne Schuhe mittels visueller Skala bestimmt. Der
body mass index (BMI) wurde anschlieBend berechnet aus Kérpergewicht (kg) durch das Quadrat der

KérpergroRe (m?2).

Das Vorhandensein des Metabolischen Syndroms wurde anhand der NCEP ATP-IlI-Kriterien definiert
(4). Demnach sind die Kriterien bei Frauen ein Taillenumfang =88 cm, Nlchterntriglyzeride 2150 mg/dI,
HDL-Cholesterin <50 mg/dl, Blutdruck >130/85 mmHg und Nichternglukose =100 mg/dl. Aus der
Summe der Anzahl der erfiillten Kriterien wurde der Score fiir das Metabolische Syndrom errechnet.

Ab einem Score von 3 wird von einem Metabolischen Syndrom ausgegangen.
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2.3. Subkohorte mit MRT

Zusatzlich zu den genannten Untersuchungen wurde, auf freiwilliger Basis, bei 157 der
Teilnehmerinnen eine Ganzkdrper-Magnetresonanztomografie (MRT; 3-T System, Ingenia bzw.
Achieva; Philips Healthcare, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Teilnehmerinnen wurden
gebeten, drei Tage vor der MRT-Untersuchung ausgepragte korperliche Aktivitaten zu unterlassen und
in den Stunden vor der Untersuchung keine schwere Mahlzeit zu sich zu nehmen. Die MRT-
Untersuchung erfolgte zur Bestimmung von Korperfettverteilung und ektopen Fetteinlagerungen in
Leber, Pankreas und Skelettmuskulatur. Das Leberfett wurde durch eine modifizierte 2-Punkt-Dixon-

Sequenz bestimmt (63).
2.4.Berechnungen

Fir die Anwendung der statistischen Auswertungen wurden folgende Berechnungen

durchgefihrt (64):

10 000

vy

Insulinsensitivititsindex (ISI) =

vy = (Glukose 0" x Insulin 0") x

(Glukose 0"+ 2 x (Glukose 30" + 60" + 90°) + Glukose 120")
x
8
(Insulin 0" + 2 x (Insulin 30" + 60" + 90°) + Insulin 1207)
8

Insulinrelease innerhalb von 30min (IR30)
IR30 = Insulin (30min) — Insulin (Omin)
Disposition Index (di) [MaR fir eine addaquate Betazellfunktion; erniedrigt bei Betazelldysfunktion]
di = ISI x IR30
Mittlerer arterieller Blutdruck (MAD)

2 x diastolischer Blutdruck + systolischer Blutdruck
3

MAD =
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2.5. Statistik

Normalverteilte Parameter werden als Mittelwert + Standardabweichung, nicht normalverteilte
Parameter als Median (25. (Q1) - 75. (Q3) Perzentile) und Haufigkeiten als absolute Werte (Anteil in
Prozent) angegeben. P-Werte unter 0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Korrelationen
wurden nicht-parametrisch nach Spearman berechnet (Korrelationskoeffizient p). Fir lineare

Regressionsanalysen mit FGF-21 als abhdngiger Variable wurde FGF-21 logarithmiert.

Alle statistischen Analysen wurden mit SAS (Version 9.4; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)
durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Ausgehend von den 304 urspriinglichen Studienteilnehmerinnen wurden 6 Frauen fir diese Analyse

ausgeschlossen, 2 wegen der Diagnose eines Typ 1 Diabetes, 2 wegen manifester Hyperthyreose, 1

wegen eines fieberhaften Infekts zum Visitenzeitpunkt und 1 aufgrund fehlender Serumprobe zur

Bestimmung von FGF-21. Somit ergab sich eine Kohorte von 298 Teilnehmerinnen. Hiervon wurden

196 Frauen in der vorausgegangenen Schwangerschaft mit GDM diagnostiziert und 102 wurden als

Kontrollen nach normoglykdmer Schwangerschaft eingeschlossen. Aus der Gesamtkohorte hat ein Teil

der Frauen (n=157) auf freiwilliger Basis an einer zusatzlichen MRT-Untersuchung teilgenommen.

Diese MRT-Subkohorte wurde zusatzlich ausgewertet.

Tabelle 1 zeigt die Charakteristika der Gesamt- und der MRT-Subkohorte.

unterschieden sich nicht in ihren Charakteristika.

Tabelle 1: Charakteristika der Gesamt- und MRT-Subkohorte

Beide Kohorten

Parameter Gesamt-Kohorte MRT-Subkohorte
Anzahl 298 157
FGF-21 [pg/ml] 220.41 (136.86-349.82) | 236.46 (144.95-392.42)
Alter [a] 35.47+4.40 35.52+4.14
Fall-Kontroll- GDM 196 (65.8%) 100 (63.7%)
Status normoglykame 102 (34.2%) 57 (36.3%)
Schwangerschaft
Stillstatus fehlend 4 (1.3%) 2 (1.3%)
voll stillend 5(1.7%) 1 (0.6%)
zufiitternd 21 (7.0%) 6 (3.8%)
abgestillt 268 (89.9%) 148 (94.3%)
Zeit nach Entbindung [m] 9.34+2.82 9.48+2.77
ISl 5.29 (3.44-7.53) 5.29 (3.45-7.76)
(n=297)
di 236.61 (162.88-324.01) 219.96 (156.43-320.86)
(n=297)
Metabolisches 0 162 (55.48)
Syndrom SCORE 1 74 (25.34)
(n=292) 2 33 (11.30)
3 17 (5.82)
4 6 (2.05)
WC [cm] 81.32+11.54 80.78+10,71
(n=292) (n=155)

Triglyzeride [mg/dl]

67.50 (53.75-92.00)

68.00 (53.00-94.00)

sys BP [mmHg]

117.46+11.69

115.84+10.74

(n=297)
dia BP [mmHg] 73.78+9.30 72.73+9.31
(n=297)
HDL-Cholesterin [mg/dl] 62.86+14.82 62.32 +15.37
PZ Omin [mg/dI] 92.83+9.05 93.04 +8.32
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PZ 60min [mg/dl] 140.44+38.72 142.66+38.95
(n=292)
Leberfett [%] 0.45 (0.00-1.39)
FGF-21=Fibroblast Growth Factor 21; GDM=Gestationsdiabetes; ISI=Insulinsensitivitatsindex; di=
Disposition Index; WC=Taillenumfang; sys BP= systolischer Blutdruck; dia BP=diastolischer
Blutdruck; PZ Omin=niichtern-Glukose; PZ 60min=1h-Glukose

3.1. FGF-21 und Glukosestoffwechsel

Im ersten Teil wurde FGF-21 (n=298) als Marker fir einen gestdrten Glukosemetabolismus untersucht.
Hierfiir wurden der 1h-Glukosewert aus dem oGTT (PZ 60min, n=298), der Insulinsensitivitatsindex (ISI,
n=297) und der Disposition Index (di, n=297) als wesentliche KenngroBen gewahlt. Durch die
Korrelationsanalyse mittels Spearman wurde eine signifikante Korrelation zwischen FGF-21 und dem
1h-Glukosewert festgestellt (p=0.157; p-Wert=0.0065). Fir den ISI (p=-0.112; p-Wert=0.0541) und den
di (p=-0.051; p-Wert=0.3807) ergab die Analyse keinen signifikanten Zusammenhang (Abbildung 1).

FGF21

0,16

IS

Abbildung 1: Korrelation von FGF-21 mit 1h-Glukose, ISI und di (*signifikante Korrelation);

di=Disposition Index; ISI= Insulinsensitivitdtsindex; PZ 60 min=1h-Glukosewert
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In einer anschlieBenden linearen Regression mit dem 1h-Glukosewert als abhangiger und FGF-21 als
unabhangiger Variable wurde zudem fiir das Alter, die Zeit nach Entbindung und den Taillenumfang
adjustiert. Es blieb ein zwar schwacher, aber signifikanter, positiver Zusammenhang zwischen dem
FGF-21 Spiegel und dem 1h-Glukosewert bestehen (p-Wert= 0.0008; adj. B=0.191; Tabelle 2).

Tabelle 2: Multivariate Lineare Regression: 1h-Glukosewert als abhdngige Variable, FGF-21 und

Taillenumfang als unabhdngige Variablen. Modell zusdétzlich adjustiert fiir Alter und Zeit nach
Entbindung.

Variable p-Wert adj. B adj. R?
(n=292)

FGF-21 0.0008 0.191

WC <0.0001 0.236 0.1186
FGF-21=Fibroblast Growth Factor; WC=Taillenumfang
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3.2. FGF-21 und das Metabolische Syndrom

In der zweiten Fragestellung wurde der Zusammenhang von FGF-21 und den einzelnen Komponenten
des Metabolischen Syndroms untersucht. Abbildung 2 zeigt die entsprechenden Spearman-
Korrelationen. FGF-21 korrelierte mit dem Taillenumfang (p=0.125; p-Wert=0.0323), den Triglyzeriden
(p=0.162; p-Wert=0.0051) und der niichtern gemessenen Plasmaglukose (p=0.129; p-Wert=0.0254).
Der Blutdruck (systolisch: p=0.065; p-Wert=0.2664; diastolisch: p=0.047; p-Wert=0.4240) und das HDL-
Cholesterin (p=-0.113; p-Wert=0.0524) zeigten keine signifikante Korrelation zu FGF-21.

Abbildung 2: Spearman-Korrelation zwischen FGF-21 und PZ Omin, HDL, dia BP, sys BP, Tri und WC;
signifikante Korrelationen mit Sternchen (*) markiert; PZ Omin=niichtern-Glukose;, HDL= HDL-
Cholesterin; dia BP=diastolischer Blutdruck; sys BP= systolischer Blutdruck; Tri=Triglyzeride;
WC=Taillenumfang

Die Ergebnisse linearer Regressionen bestiatigen den Zusammenhang zwischen FGF-21 und dem

Taillenumfang, den Triglyzeriden und der Niichternglukose (Tabelle 3). Im gemeinsamen Modell aller
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Komponenten war lediglich der Zusammenhang zwischen FGF-21 und der Niichternglukose nicht mehr

signifikant. Die anderen beiden signifikanten Beziehungen blieben erhalten.

Tabelle 3: Lineare Regressionsmodelle mit FGF-21(logarithmiert) als abhdngiger Variable und den
einzelnen Komponenten des Metabolischen Syndroms als unabhéngigen Variablen. Alle Modelle

adjustiert fiir Alter und Zeit nach Entbindung; im letzten Modell alle Komponenten des Metabolischen

Syndroms gemeinsam eingebracht.

Unabhingige p-Wert adj. B adj. R?
Variable
WC (n=292)

| 0.0008 | 0.196 | 0.0350
Triglyzeride (n=298)

| 0.0005 | 0.200 | 0.0368
mittlerer BP (n=297)

| 0.1637 | 0.081 | 0.0032
HDL-Cholesterin (n=298)

| 0.1228 | -0.090 | 0.0047
PZ Omin (n=298)

| 0.0193 | 0.135 | 0.0150
WC +Triglyzeride +mittlerer BP +HDL-Cholesterin +PZ Omin (n=292)
WC 0.0202 0.172
Triglyzeride 0.0150 0.161 0.0517
mittlerer BP 0.2353 -0.081
HDL-Cholesterin | 0.4057 0.054
PZ Omin 0.1691 0.083

WC=Taillenumfang; mittlerer BP= mittlerer arterieller Blutdruck; PZ Omin=niichtern-Glukose
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3.3. FGF-21 und Leberfett

Zuletzt wurde FGF-21 als potentieller Marker fiir den Leberfettgehalt untersucht. Fir diesen Abschnitt

wurden Daten aus der MRT-Subkohorte verwendet.

In der gesamten Subkohorte zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen FGF-21 und dem
Leberfettgehalt (p=0.004; p-Wert=0.9613). Darauffolgend wurde die Kohorte anhand des
Leberfettgehalts in zwei Untergruppen unterteilt, davon wiesen 142 Probandinnen weniger als 5% und
15 Probandinnen 2>5% Leberfettgehalt auf. 5% Leberfettgehalt ist der Ublicherweise angesetzte
Grenzwert fir ein erhdhtes metabolisches Risiko (65). In der Kategorie mit 5% Leberfett zeigt sich
eine signifikante Korrelation zwischen Leberfettgehalt und FGF-21 (p=0.654; p-Wert=0.0082). In der
Gruppe <5% Leberfett war dies nicht nachweisbar (p=-0.037; p-Wert=0.6638).

In allen Probandinnen zeigte eine Lineare Regression mit Leberfett (logarithmiert) als abhangiger
Variable und FGF-21 sowie Taillenumfang als unabhdngige Variablen einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Leberfett und dem Taillenumfang (p-Wert<0.0001; adj. B=0.509), nicht
jedoch zwischen Leberfett und FGF-21 (Tabelle 4).

Tabelle 4: Multivariate lineare Regression mit Leberfett (logarithmiert) als abhéngige Variable; FGF-
21 und Taillenumfang (WC) als unabhdngige Variablen. Modell zusétzlich adjustiert fiir Alter und Zeit
nach Entbindung.

Variable p-Wert adj. B adj. R?
(n=108)

FGF-21 0.3812 0.077

WC <.0001 0.509 0.2616

FGF-21= Fibroblast Growth Factor; WC= Taillenumfang
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte FGF-21 als méglichen Biomarker fiir Vorstufen des T2D, versuchte
eine Einordnung des Hormons in das Metabolische Syndrom und evaluierte den Zusammenhang
zwischen FGF-21 und dem Leberfettgehalt. Das erste wesentliches Ergebnis war, dass der FGF-21-
Serumspiegel mit dem 1h-Glukosewert im oGTT korreliert, einem MaR fiir die Glukosetoleranz.
Weitere wesentliche Ergebnisse waren, dass der FGF-21-Serumspiegel mit WC, Triglyceriden und
Nuchternglukose korreliert, nicht aber mit den anderen Komponenten des Metabolischen Syndroms.

Eine Korrelation mit dem Leberfettgehalt zeigte sich ab einem Fettwert von 5%, nicht jedoch darunter.

4.1. FGF-21 als Biomarker fur Vorstufen des T2D

In zahlreichen Tierstudien konnten positive Effekte von FGF-21 auf den Glukosemetabolismus
nachgewiesen werden (32, 34, 66). Dabei operierte FGF-21 (iber verschiedene Signalwege (32). Diese
Effekte sind aber nicht unbedingt auf den Menschen Ubertragbar. Zudem stellen sich Fragen beziiglich
der eingesetzten Dosen des Hormons. In einer Arbeit von Kharitonenkov et al. wurde beispielsweise
dargestellt, dass injiziertes FGF-21 den Blutzuckerspiegel senken kann (34). Hierbei wurde jedoch eine
Dosis von 125ug/kg verabreicht, was bei einer Maus mit zirka 20g Gewicht einer Dosis von 2500ng
entspricht. Laut Staiger et al. liegen die Serumkonzentrationen von FGF-21 bei Mausen physiologisch
aber nur zwischen 0.1 und 1ng/mL (32). Die dadurch im Experiment entstehende Abweichung zum
physiologischen Spiegel verhindert eine Vergleichbarkeit zur regularen FGF-21-Funktion im

Organismus.

Im Gegensatz zum Tiermodell scheinen hohe FGF-21-Spiegel beim Menschen mit einem erhéhten T2D-
Risiko einherzugehen. Dies wurde beispielsweise von Semba et al. gezeigt (67), die eine positive
Assoziation zwischen FGF-21 und der Nichternglukose, der 2h-Glukose im oGTT und einer
Insulinresistenz nachwiesen. Die untersuchte Kohorte waren Manner und Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 63 Jahren. Davis et al. berichteten, dass erhohte FGF-21 erst bei manifesten
Veranderungen des Glukosemetabolismus zu beobachten sind. Lediglich eine positive

Familienanamnese fir die Erkrankung, also ein erhéhtes T2D-Risiko, reicht dafir offenbar nicht aus

(68).

Unsere Ergebnisse stimmen im Grundsatz mit denen von Semba et al. und Davis et al. Gberein. Auch
in unserer Kohorte zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen FGF-21 und einer
eingeschrankten Glukosetoleranz, nicht jedoch mit Insulinresistenz (Insulinsensitivitdtsindex 1SI) und
Betazelldysfunktion (Disposition Index di). Wir wahlten den 1h-Glukosewert im oGTT als MaR fir die

Glukosetoleranz, da dieser als Einzelwert, den besten Pradiktor fiir einen zukinftigen T2D darstellt (25,
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69). Die Korrelation von FGF-21 mit dem 1h-Glukosewert war zu schwach, um daran zu denken, den
OoGTT bei der Risikoabschatzung fir T2D durch die Bestimmung von FGF-21 zu ersetzen. Der
Hormonwert kdnnte aber sinnvoller Bestandteil eines Panels mehrerer klinischer und laborchemischer
Parameter zur Risikopradiktion sein. Darauf deutet die durchgefiihrte multivariate Regressionsanalyse
hin, die zeigt, dass der Zusammenhang von FGF-21 und 1h-Glukosewert unabhangig vom

Taillenumfang ist.

4.2.FGF-21 im Rahmen des Metabolischen Syndroms

Mraz et al. konnten zeigen, dass die FGF-21 Serumspiegel bei adipdsen T2D-Patienten verglichen zu
einer schlanken Kontrollgruppe erhdht sind. Weitere Analysen zeigten dann, dass es wohl eher die
Adipositas ist, die mit der FGF-21-Erhohung zusammenhadngt und nicht der T2D. Die Level von FGF-21
war bei adipdsen Personen mit und ohne Diabetes gegeniliber der Kontrollgruppe erhéht und

unterschied sich zwischen den beiden adipésen Gruppen nicht signifikant (70).

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit untersuchten wir deshalb die Assoziationen zwischen FGF-21 und
den verschiedenen Komponenten des Metabolischen Syndroms, einschlielich der abdominellen
Adipositas. Dabei zeigte FGF-21 im Serum einen signifikanten Zusammenhang mit dem Taillenumfang,
den Serum-Triglyzeriden und der Nichternglukose. Fiir Blutdruck und HDL-Cholesterin zeigte sich

keine signifikante Korrelation.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigte eine Studie von Zhang et al. einen Zusammenhang
zwischen FGF-21 und dem Metabolischen Syndrom insgesamt. Hier waren ebenfalls Triglyzeride und
Taillenumfang unabhéngig mit FGF-21 assoziiert (71). Auch eine negative Korrelation zwischen HDL-
Cholesterin und FGF-21 wurde in friheren Studien beschrieben (72, 73). Andere Arbeiten fanden auch
einen positiven Zusammenhang zwischen Blutdruck und FGF-21 hin (74, 75). Huang et al. vermuteten,
dieser Zusammenhang koénnte durch die Wirkung von FGF-21 auf das Gehirn, die Leber oder das
Fettgewebe resultieren (76). Pan et al. stellten dagegen eine Wirkung von FGF-21 auf Adipozyten und
Nierenzellen fest, wodurch ACE2 (Angiotension-Converting Enzyme 2) induziert wurde (77). Dieses
wiederum wandelt Angiotensin Il in Angiotensin Heptapeptid um, was den Angiotensin Il-Spiegel und
somit den Blutdruck senkt. Die Ergebnisse zu FGF-21 und Blutdruckregulation bleiben somit

widersprichlich.

Letztlich zeigt sich in unserer Studie, vergleichbar mit frilheren Arbeiten, der paradoxe Befund, dass
erhohte FGF-21-Spiegel bei Metabolischem Syndrom vorliegen. Betrachtet man die gegenteiligen
Wirkungen von FGF-21 im Tiermodell, so ist am ehesten von einer FGF-21-Resistenz als Ursache fir

dieses Phanomen auszugehen (34, 71). Alternative Erklarungen waren ein Speziesunterschied oder die
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bereits weiter oben erwdhnten, extrem hohen Konzentrationen von FGF-21, die hadufig in Tierstudien

verwendet werden.

Die vorliegende Arbeit geht Gber friihere Studien hinaus, indem eine grolRe, junge und vergleichsweise
gesunde Kohorte untersucht wird. So kann gezeigt werden, dass der Zusammenhang zwischen FGF-21
und dem Metabolischen Syndrom auch dann besteht, wenn keine Begleiterkrankung vorliegen oder

Medikamente eingenommen werden.

4.3. FGF-21 als Biomarker fir Leberfett

Giannini et al. konnten nachweisen bei adipésen Jugendlichen —vor allem bei jenen mit einem
Leberfettgehalt 25%, ein hoher FGF-21-Wert messbar ist. Zudem korrelierte FGF-21 signifikant und
unabhangig mit Markern der Leberzellapoptose (53). Yilmaz et al. untersuchten Probanden mit nicht-
alkoholischer Fettleber-Erkrankung (NAFLD) und stellten dabei erhéhte FGF-21 Werte fest (78). In der
Analyse wurden 82 Patienten, deren NAFLD durch eine Biopsie gesichert wurde, und 77 Kontrollen
eingeschlossen. Die Probanden waren ca. 47 Jahre alt und tirkischer Herkunft. Etwa ein Drittel der
NAFLD-Patienten wiesen zusatzlich T2D auf und ca. zwei Drittel ein Metabolisches Syndrom. Es bleibt
unklar, ob der Zusammenhang zwischen FGF-21 und NAFLD in dieser Kohorte durch die vorliegenden

Begleiterkrankungen beeinflusst wurde.

Eine andere Veroffentlichung (Reinehr et al. (79)) konnte den signifikanten Zusammenhang zwischen
FGF-21 und Leberfett in Gbergewichtigen Kindern im Alter von ca. 12 Jahren dagegen nicht bestatigen.
Untersucht wurden adip6se (BMI 28.7+1.4 kg/m2) und normalgewichtige (BMI 17.9+1.7 kg/m2) Kinder
im Alter von ca. 12 Jahren mit und ohne NAFLD. Adipdse Kinder wiesen dabei deutlich erhohte FGF-21
Spiegel auf, welche nach einer Lebensstilintervention mit Gewichtsreduktion signifikant sanken. Dies
bekraftigt die Annahme, dass der FGF-21-Anstieg als Konsequenz, nicht als Ursache von Adipositas
erscheint. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein Unterschied im FGF-21 Spiegel zwischen Kindern mit und

ohne NAFLD.

Unsere Kohorte unterschied sich von denen der genannten Arbeiten durch den zumeist niedrigeren
Leberfettgehalt der Studienteilnehmerinnen. Hierdurch ist vermutlich zu erklaren, dass wir keine
Korrelation von FGF-21 und Leberfettgehalt in allen untersuchten Probandinnen nachweisen konnten.
Lediglich ab einem Leberfettgehalt von 5% war eine solche Korrelation erkennbar. Somit erscheint FGF-
21 nicht als Biomarker flr Frihstadien der Leberverfettung, sondern erst fir aufgepragte

Fetteinlagerungen.
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4.4, Starken und Schwachen der vorliegenden Arbeit

Eine wesentliche Stdrke unserer Studie war die homogene Studienkohorte, bezogen auf das Alter und
das Geschlecht. Zudem war die Rate von Komorbidititen und Medikation gering, was mogliche
Verzerrungen reduzierte. Dennoch bestand, durch den bevorzugten Einschluss von Frauen nach GDM,
eine breite Streuung von BMI, Metabolischen Verdanderungen, Insulinresistenz und gestortem
Glukosemetabolismus. Weitere  Starken waren die  prazise Phanotypisierung der
Studienteilnehmerinnen einschlieRlich MRT sowie die exakte Prdanalytik und Analytik der

Serumproben.

Die wesentliche Schwache unserer Studie ist sicherlich ihr Querschnittsdesign, welches die Aufklarung
von Ursache-Wirkungsbeziehungen unmoglich macht. Dariiber hinaus kann die untersuchte Kohorte
junger Frauen auch als Limitation gesehen werden, da die erhobenen Ergebnisse nicht unbedingt auf

die Allgemeinbevolkerung Ubertragbar sind.
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5. Zusammenfassende Beurteilung und Ausblick

Aus der vorliegenden Arbeit ergibt sich, dass der FGF-21-Serumspiegel eventuell geeignet ist, als Teil
eines Panels mehrerer Parameter Vorstufen des T2D zu detektieren. Diesbeziiglich sollten weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden, da dieses Problem in der klinischen Praxis aktuell noch
ungenigend gelost ist. Darliber hinaus zeigten sich in unseren Auswertungen interessante
Zusammenhdnge zwischen erhohten Spiegeln von FGF-21 und einzelnen Komponenten des
Metabolischen Syndroms. Aufgrund einer vermutlich vorliegenden FGF-21-Resistenz in dieser
Situation ist das Hormon selbst als Therapeutikum zwar wahrscheinlich nicht geeignet. Es erscheint
aber lohnend, die zugrundeliegenden Signalwege auch beim Menschen noch weiter aufzuklaren.
Daraus konnten vermutlich therapeutische Ansatzpunkte entstehen. Anlass zu weiteren
Untersuchungen sollte auch die beobachtete Korrelation von FGF-21 mit einem erhohten
Leberfettgehalt ab 5% geben. Hier ist die Ursache-Wirkungsfrage noch offen und es ist auch noch
unklar, warum diese Korrelation offensichtlich erst ab einem Schwellenwert zu beobachten ist.
Interventionsstudien beim Menschen, durch LebensstiimaBnahmen oder pharmakologisch und mit
Bestimmung von FGF-21 im Serum, waéren ein moglicher Ansatzpunkt, um weitere Erkenntnisse zu
gewinnen. Hinzukommen kdnnten Untersuchungen mit Gewebebiopsien, in denen die Expression von
FGF-21 gemessen werden konnte. Auch genetische Analysen kdnnten helfen, die Zusammenhiange

zwischen FGF-21 und Metabolismus beim Menschen weiter aufzuklaren.
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8. AbkUrzungsverzeichnis

ACE2 = Angiotension-Converting Enzyme 2

BP = Blutdruck (blood pressure)

Sys BP = systolischer Blutdruck

Dia BP = diastolischer Blutdruck

BMI = Body Mass Index

CT = Computertomographie

di = Disposition Index

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FGF-21 = Fibroblast Growth Factor 21

FGFR = Fibroblast Growth Factor Rezeptor

GDM = Gestationsdiabetes

GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase

HbAlc= Hamoglobin Alc, glykiertes Himoglobin
HDL- Cholesterin = high density lipoprotein-Cholesterin
IADPSG = International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups
IR30 = Insulinrelease innerhalb von 30min

ISI = Insulinsensitivitat

KLB= beta-Klotho

LDL-Cholesterin = low density lipoprotein-Cholesterin
MAD = Mittlerer arterieller Blutdruck

MRT = Magnetresonanztomographie

NAFLD = nicht-alkoholische Fettleber-Erkrankung
oGTT = oraler Glukosetoleranztest

PPSDiab = Beobachtungsstudie , Prddiktion, Prdvention und Subklassifikation von Typ 2 Diabetes
mellitus”

PZ Omin= Plasmazucker bei Omin = niichtern-Glukose
PZ 60min = Plasmazucker bei 60min = 1h-Glukose
T2D = Diabetes mellitus Typ 2

Tri = Triglyzeride

WC = Taillenumfang (waist circumference)
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