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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Typ 2 Diabetes mellitus
1.1.1 Diabetes mellitus

Der Typ 2 Diabetes mellitus zahlt aufgrund seiner hohen Pravalenz und seiner
immensen Folgeschaden zu den wichtigsten Erkrankungen der heutigen Zeit und
stellt eine grolRe Belastung fur das Gesundheitssystem dar. Die genauen
Mechanismen der Krankheitsentstehung in ihrer Friihphase zu verstehen und
praventive Mallnahmen vor Ausbruch der Erkrankung zu ergreifen sind zentrale
Aufgaben, die von der heutigen Gesellschaft und insbesondere der heutigen

Medizin zu bewéltigen sind.
1.1.2 Definition des Diabetes mellitus

Seit 1997 gilt bei der Einteilung des Diabetes mellitus die von der amerikanischen
Diabetes Gesellschaft (American Diabetes Association; ADA) vorgeschlagene'
und von der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) Ubernommene
Klassifikation. Diese unterteilt die verschiedenen Diabetes-Formen anhand ihrer
unterschiedlichen Atiologie in vier Unterformen.

Unter die erste Kategorie fallt der Typ 1 Diabetes, welcher durch eine autoimmun
vermittelte Zerstérung der Insulin produzierenden R-Zellen des Pankreas
gekennzeichnet ist, was zu einem absoluten Insulinmangel flhrt. Aufgrund dieses
absoluten Mangels wurde diese Form friher auch als Insulin abhangiger
Diabetes mellitus bezeichnet (IDDM). Die nachste Kategorie umfasst den Typ 2
Diabetes (T2D). Dieser Typ ist die haufigste Form des Diabetes im
Erwachsenenalter. Atiologisch steht bei dieser Form eine variable Kombination
von Insulinresistenz bedingt durch Ubererndhrung sowie Bewegungsmangel,
eine Hyperinsulindmie sowie ein relatives Insulin-Sekretionsdefizit im
Vordergrund. Diese Form des Diabetes wurde auch als nicht Insulin abhangiger
Diabetes mellitus (NIDDM) bezeichnet. Unter der dritten Kategorie werden
andere spezifische Diabetes-Typen zusammengefasst. Darunter fallen
genetische Defekte der Betazelle, der Insulinwirkung, Endokrinopathien und

Erkrankungen des exokrinen Pankreas. Aul3erdem werden auch Medikamenten-
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induzierte Formen des Diabetes und ein Insulinmangel aufgrund einer
Pankreatitis in dieser Gruppe subsumiert. Die vierte Kategorie bildet der
Gestationsdiabetes, der durch eine erstmalig in der Schwangerschaft auftretende
Zuckerfehlverwertung gekennzeichnet ist und mit einem hohen Risiko fir das

Auftreten eines spéteren T2D verbunden ist.

1.1.3 Diagnostische Kriterien des Diabetes mellitus und seiner Vorstufen

Bei gesunden Menschen wird der Blutzuckerspiegel in geringen Schwankungen
auf dem gleichen Niveau gehalten. Der Diabetes mellitus ist definiert als eine
chronische Hyperglykdmie im Blut des Patienten. Um einen Diabetes mellitus zu
diagnostizieren, wurden im Jahre 2004 von der DDG die fur Deutschland gultigen
Diagnosekriterien eingefiihrt. Treten bei einem nicht niichternen Patienten bei
einer Blutentnahme Glukose-Werte Gber 200 mg/dl auf und hat dieser Patient
noch zuséatzlich Symptome einer Hyperglykdmie wie z.B. Polydipsie oder
Polyurie, so besteht laut Definition ein Diabetes mellitus. Gleiches gilt fur einen
dreimalig nachgewiesenen Plasmaglukosewert von =126 mg/dl bei einer im
nichternen Zustand abgenommenen Blutprobe, wobei Nichternheit definiert ist
als eine fehlende Nahrungsaufnahme fur mindestens 8 Stunden. Werte zwischen
2100 bis 125 mg/dl werden als erhéhte Nuchtern-Glukose (impaired fasting
glucose; IFG) klassifiziert. Mittels einer definierten Gabe von 75 g Glukose in
wassriger Lésung im Rahmen eines oralen Glukosetoleranztests (0GTT) lassen
sich bisher unentdeckte Glukose-Verwertungsstérungen aufdecken. Wenn der
Wert der Plasmaglukose nach zwei Stunden Uber 200 mg/dl liegt, ist dies
ebenfalls als Diabetes mellitus definiert. Personen, die Nuichtern-
Plasmaglukosewerte <126 mg/dl und gleichzeitig einen 2 Stunden oGTT-Wert
zwischen 2140-199 mg/dl aufweisen, fallen in die Kategorie der Personen mit

gestorter Glukosetoleranz (impaired glucose tolerance; IGT).

1.1.4Epidemiologie des Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist eine der haufigsten Stoffwechselerkrankungen des
Menschen. Weltweit hat der Diabetes mellitus mittlerweile epidemische Ausmalie
angenommen. Schatzungen zufolge betrug die Anzahl der Personen im

Erwachsenenalter mit einem Diabetes mellitus im Jahre 2000 ungefahr 171
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Millionen®. In einer &lteren, konservativeren Schatzung wurde eine Zahl von 154
Millionen Personen mit einem Diabetes mellitus* angegeben, obwohl diese
Studie von einer groReren Weltbevélkerung ausging. In den letzen drei Dekaden
konnte ein explosionsartiger Zuwachs der Diabetespravalenz beobachtet werden,
der zu einem Anstieg der Diabetiker weltweit auf aktuell 246 Millionen Menschen
fuhrte. Schatzungen der International Diabetes Federation (IDF) zufolge steigt die
Zahl bis zum Jahre 2025 auf 334 Millionen Menschen®.

Aufgrund der hohen Prévalenz des Diabetes und dem Auftreten von
Folgeschaden, die durch die Erkrankung bedingt sind, zahlt er zu den
kostenintensivsten Erkrankungen in westlichen Gesundheitssystemen. In
Deutschland machten im Jahr 2000 die Ausgaben fur Diabetiker im
Gesundheitssystem 14,2% des Gesamt-Etats aus, was 30,6 Milliarden Euro
entspricht. Pro Kopf betrugen die direkten und indirekten Kosten fiir einen
Diabetiker 10.281 Euro im Vergleich zu 6.446 Euro fir Personen, die keinen
Diabetes hatten®. Zusatzlich zu diesen wirtschaftlichen EinbuRen kommen auch
die immateriellen Kosten, die der Diabetes bei den Menschen verursacht, wie der
Verlust von Lebensqualitdt und die Konsequenzen, die sich aus den
Folgeerkrankungen wie Makroangiopathien, Herzinfarkt, Schlaganfall, die
diabetische Retino- und Glomerulopathie, diabetische Neuropathien sowie das
diabetische Ful3-Syndrom ergeben. Der Hauptteil (90 Prozent) des Zuwachses in
der Pravalenz wird durch den Typ 2 Diabetes mellitus (T2D) verursacht’. In
Deutschland konnte durch die populationsbasierte KORA-Studie (Kooperative
Gesundheitsforschung in der Region Augsburg) gezeigt werden, dass die
Pravalenz des Diabetes im Alter von 55-74 Jahren bei 16,6 Prozent lag, wobei
8,2 Prozent einen bisher nicht bekannten Diabetes mellitus hatten. Das entspricht
einer Dunkelziffer von 50 Prozent in dieser Altersgruppe in Deutschland®. Das
bedeutet, dass in Deutschland nach den Daten aus der KORA-Studie ca. 1,5
Milionen Menschen im Alter zwischen 55 und 74 Jahren mit einem
undiagnostizierten T2D leben. Diese Zahlen sind deutlich héher als die bis dahin
angenommene Prévalenz des undiagnostizierten Diabetes von 1 Prozent®.
Dartber hinaus besteht bei nur etwa 60 Prozent der 55 bis 74jahrigen ein
normaler Zuckerstoffwechsel, die Ubrigen litten bereits an sogenannten
pradiabetischen Formen des Diabetes, wie der erhéhten Nuchternglukose oder
der gestoérten Glukosetoleranz (IFG; IGT). So wurde eine gestoérte

Glukosetoleranz (IGT) bei 16 Prozent der 55 bis 74 Jahrigen gefunden. Von
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diesen werden schatzungsweise etwa 6 bis 8 Prozent innerhalb eines Jahres
einen manifesten Typ 2 Diabetes entwickeln'™. In der KORA-Studie konnte
gezeigt werden, dass das Risiko einen Diabetes mellitus zu entwickeln bei
Personen mit einer gestdrten Glukosetoleranz und erhéhten Nuichternglukose-
Werten innerhalb von sieben Jahren im Vergleich zu Personen ohne
Glukoseverwertungsstérung fast 22-fach erhdht ist, so dass festzuhalten ist, dass
Personen mit einer IGT/IFT eine Hochrisikogruppe fiir die Entwicklung eines T2D

darstellen™".
1.1.5Pathogenese des Typ 2 Diabetes mellitus

Der Typ 2 Diabetes mellitus (T2D) wird hervorgerufen durch eine Kombination
einer Insulinresistenz an Leber-, Fett- und Muskelzellen sowie einer inadaquaten
Insulinsekretion der pankreatischen B-Zellen'?. Obwohl es zundchst zu einer
relativen Steigerung der Insulinsekretion und zu einer Vermehrung der -
Zellmasse kommt, féallt die Kapazitdt der Insulinsekretion nach Jahren
kontinuierlich ab, was zu einer Manifestation des T2D fuhrt (s. Abb. 1)". Sowohl
bei der peripheren Insulinresistenz als auch bei der inadaquaten Insulinsekretion
spielen immunologische und inflammatorische Faktoren eine Rolle™. Schon friih
konnte gezeigt werden, dass bei einem Diabetes mellitus Konzentrationen von
inflammatorische Markern wie Alpha-2-Makroglobulin, Haptoglobin, Alpha-1-
Antitrypsin, Fibrinogen, Coeruloplasmin und C-reaktives Protein (CRP) im Blut
erhoht waren'"". Die gemessenen Konzentrationen der Akut-Phase-Proteine
und der Zytokine lagen jedoch weit unter den Konzentrationen, die bei akuten
Infektionen beobachtet werden kénnen®'®, so dass man in diesem
Zusammenhang von einer subklinischen systemischen Inflammation spricht. Ein
kausaler Zusammenhang zwischen der subklinischen Inflammation und dem Typ
2 Diabetes mellitus (T2D) wurde erstmals 1997/1998 postuliert?®?'. Auch wenn
einige Autoren davon ausgehen, dass die inflammatorischen Veranderungen als
Folge des Diabetes mellitus zu sehen seien?, kann dem entgegengehalten
werden, dass in vielen prospektiven Studien gezeigt werden konnte, dass bereits
Jahre vor der Entwicklung einer gestérten Glukosetoleranz oder eines T2D eine
subklinische systemische Inflammation nachzuweisen war und dass diese die
Erkrankung unabhangig von klassischen Risikofaktoren pradizieren kann?°2324,

So kann die Assoziation zwischen gesteigerten IL-6 Spiegeln und dem Auftreten
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eines T2D oder dessen Vorlaufer, der IGT, klar belegt werden®®. Zytokine und
Chemokine, die mit Diabetes mellitus assoziiert sind, wirken auf pathogenetische
Faktoren des T2D. Erhdhte Interleukin (IL)-6 Spiegel flhren in vitro in
Hepatozyten, Skelettmuskelzellen und Fettgewebe zu einer Verstarkung der
Insulinresistenz”>?”. Auch erhdhte TNF-a Spiegel filhren zu einer Induktion der

Insulinresistenz?®%°.

Lebensstilfaktoren  wie  hochkalorische  Erndhrung,
Bewegungsmangel und psychosozialer Stress scheinen eine wesentliche Rolle in
der Aktivierung der subklinischen Inflammation und der Induktion der
Insulinresistenz zu spielen®®. AufRerdem konnte ein Zusammenhang zwischen
erhéhten Zytokinspiegeln und Betazelltod hergestellt werden. In Experimenten
wurde dargestellt, dass in pankreatischen Inseln von Patienten mit T2D eine
erhéhte Anzahl von Immunzellen, insbesondere Makrophagen, zu finden sind.
Zusatzlich wurde eine vermehrte Sekretion der Zytokine IL-6, IL-1B, G-CSF
(Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor) und IL-8 gefunden. IL-8 spielt eine
wesentliche Rolle bei der Migration der Immunzellen in die Inseln, und IL-13
scheint eine wichtige Rolle in der Regulation der Inflammation in den Inselzellen
zu haben®'*. Einen weiteren Beleg, der dafiir spricht, dass die Inflammation eine
kausale Rolle in der Pathogenese des T2D hat, liefern Experimente, in denen
eine Behandlung mit einer Hochdosis-Aspirin-Therapie als anti-inflammatorische
Behandlung zu einer Reduktion der Nichternglukose um ca. 25 Prozent gefihrt

haben®33*,

Aulerdem konnte durch die Behandlung mit dem IL-1-
Rezeptorantagonisten Anakinra® eine Reduktion des HbA1c-Wertes sowie eine
Steigerung der Betazellfunktion bei Patienten mit einem T2D erzielt werden®. In
einem weiteren Experiment fihrte die Behandlung mit dem anti-
inflammatorischen Medikament Salsalat zu einer Reduktion der Glykdmie, des
CRP-Spiegels und des C-Peptids sowie zu einer gesteigerten Sekretion von

Adiponektin bei jungen tbergewichtigen Probanden®.
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Abb. 1 Natiirlicher Verlauf des Typ 2 Diabetes mellitus

vereinfacht und generalisiert dargestellt. Modifiziert nach Kempf K.’

1.2 Subklinische Inflammation undTyp 2 Diabetes mellitus

1.2.1 Komponenten des Imnmunsystems und deren Aufgaben

Um die enge Verknipfung des T2D mit Verdnderungen des Immunsystems zu
verstehen, sollen zu diesem Zweck die grundlegenden Komponenten des
Immunsystems und deren Aufgaben im menschlichen Kérper dargestellt werden.
Das Immunsystem des Menschen hat die Aufgabe, den Organismus vor
aulderlichen Krankheitserregern zu schitzen. Um diese Aufgabe zu erfillen,
basiert das Immunsystem auf zwei unterschiedlichen Komponenten. Zum einen
hat die angeborene oder auch natirliche Immunitat die Aufgabe der schnellen,
dafir aber auch relativ unspezifischen Abwehr gegen eingedrungene
Fremdorganismen im Kérper. Zum anderen kommt es bei der adaptiven oder
erworbenen Immunitdt zu einer Reaktion auf Mikroorganismen, die erst
zeitverzdgert im Vergleich zu der natirlichen Immunitat erfolgt, daflir jedoch
hochspezifisch fur den jeweiligen Fremdorganismus ist. Sowohl der angeborenen
als auch der erworbenen Immunitét des Menschen stehen bei der Abwehr gegen
Krankheiterreger zellulare Mechanismen und I6sliche Abwehrstoffe zur

Verfiigung. Makrophagen, Granulozyten, dendritischen Zellen und Natirlichen
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Killer (NK)-Zellen kommt die Aufgabe der zellularen Abwehr des angeborenen
Immunsystems zu, wahrend T-Lymphozyten das zellulare Pendant der
erworbenen Immunitdt darstellen. Die I8slichen Faktoren der natirlichen
Immunitdt bestehen aus dem Komplement-System, das unspezifisch an
Oberflachen fremder Organismen bindet und dort eine proteolytische
Enzymkaskade ausldst, sowie eine weitere Vielzahl von sezernierten Enzymen.
Die von den B-Lymphozyten hergestellten Antikérper sind Produkte der
erworbenen Immunitat, die in der Lage sind, hochspezifisch an der Oberflache
von Fremdkdrpern zu binden. Trotz der Unterscheidung in natirliche und
erworbene Immunitat sind diese Komponenten nicht strikt voneinander getrennt
zu betrachten. Erst ein komplexes Ineinandergreifen beider Systeme und das
Wechselspiel der Einzelkomponenten kann eine gezielte und effiziente
Immunabwehr gewahrleisten. Eine besondere Bedeutung in der Abstimmung der
einzelnen Immunreaktionen haben hierbei insbesondere die Zytokine, die eine

Art Regulierungs- und Vermittlerfunktion des Immunsystems innehaben®.
1.2.2Die Rolle der Zytokine im Immunsystem

Der Begriff ,Zytokine® beschreibt eine heterogene Gruppe von |8slichen
Proteinen, die als humorale Regulatoren Einfluss auf einzelne Zellen und
Gewebeverbande nehmen. Diese Mediatoren sind praktisch in jede systemische
Reaktion des menschlichen Kdrpers, wie z.B. die Regulation der Immunantwort,
Embryogenese und Organentwicklung, Angiogenese®, Hamatopoese®® und
Wundheilung involviert. AuRerdem sind Zytokine in der Lage, eine Zell-Apoptose
einzuleiten bzw. zu verhindern. |hre Wirkung entfalten Zytokine Uber autokrine,
parakrine und juxtakrine Weise. Die biologische Aktivitat einiger Zytokine erfolgt
zuséatzlich auch Uber eine hormonahnliche Wirkweise. Im Gegensatz zu
Hormonen werden Zytokine jedoch nicht von spezialisierten Zellen und Geweben
produziert, sondern kénnen von vielen verschiedenen Zellen des Kdrpers wie

28,43 u nd

z.B. Makrophagen, Endothelzellen*', epithelialen Zellen *?, Adipozyten
Fibroblasten** auf einen Stimulus wie z.B. einen eingedrungenen
Mikroorganismus®® produziert und sezerniert werden. Da die Zytokinrezeptoren
eine besonders hohe Affinitédt zu ihren jeweiligen Zytokinen besitzen, liegt die
Konzentration der sezernierten Stoffe meist im Bereich von Nanogramm bzw.

Pikogramm pro Milliliter.
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Dringt ein Fremdorganismus in den Kdrper ein, trifft er zunachst auf die humorale
und zellulare Abwehr des angeborenen Immunsystems. Die zellularen
Bestandteile der angeborenen Immunitat mit phagozytotischer Aufgabe
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen) werden als
antigenprasentierende Zellen zusammengefasst (APC). Die APC erkennen
Fremdorganismen Uber sogenannte Pattern Recognition Rezeptoren (PRR), die
hochkonservierte Anteile der Zellmembranen wie z.B. das Lipopolysaccharid
(LPS) von Fremdorganismen binden*. Diese Rezeptoren haben zwei
Hauptaufgaben. Zum einen leiten sie die Internalisierung/Phagozytose des
Fremdorganismus ein und zum anderen werden intrazelluldre Signalkaskaden
ausgelést. APC haben die Aufgabe, den Fremdorganismus zu phagozytieren,
intrazellular abzubauen und Teile des Fremdorganismus auf ihrer Oberflache den
Zellen der adaptiven Immunitat zu présentieren. Desweiteren wird eine
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a) in Gang gesetzt. Die APC prasentieren die Antigene Uber den
Haupt-Histokompatibilitats-Komplex I (MHC-Il), wobei die Kombination von
MHC-II und Antigen von fir das jeweilige Antigen spezifischen T-Zellrezeptoren
erkannt wird. Kommt es zu einer Bindung von MHC-II und T-Zellrezeptor sowie
weiteren Oberflachenmolekiilen, fihrt dies zu einer Aktivierung des CD4'-T-
Lymphozyten. Die aktivierten T-Zellen sezernieren Zytokine, die wiederum
Makrophagen, B-Zellen, zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen aktivieren kénnen
(s.u.). APC stellen somit eine Verbindung zwischen natirlicher und erworbener
Immunitat her (s. Abb. 2).

Verschiedene Zytokine steuern die Entwicklung einer adaptiven Immunantwort in
unterschiedliche Richtungen. Bei den in der zellularen erworbenen Immunantwort
beteiligten spezifischen T-Zellen, den sogenannten T-Helferzellen, unterscheidet
man zwei verschiedene Zelltypen, Ty1- und Ty2-Zellen, die zu unterschiedlichen
Immunantworten fihren. Wahrend Ty1-Zellen Uber die Sekretion der Zytokine
Interferon-y (IFN-y) und IL-2 zu einer zellularen Immunantwort unter Beteiligung
der T-Zellen und Makrophagen fuihren, kommt es bei Ty2-Zellen eher zu einer
Antikérper-vermittelten Immunantwort durch B-Zellen, gesteuert Uber Zytokine
wie IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13*7%,
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Induktion einer Immunantwort

Erkennung Prozessierung Prdsentation Aktivierung Differenzierung
B7-1 (CD80)

CD28

Fremdorganismus

MHC-II @
PRR @ Antigen Cb4

Abb. 2 Darstellung der Induktion einer Inmunantwort

Schematische und vereinfachte Darstellung modifiziert nach Pleyer und Ritter*®. APC=
antigenprasentierende Zelle; Tp= T-Helferzelle; TCR= T-Zell-rezeptor; MHC-lI=
Haupthistokompatibilitats-Komplex Il; IL-6= Interleukin-6; TNF-a=Tumornekrosefaktor-aq;
PRR= Pattern Recognition Rezeptor; LPS= Lipopolysaccharid; CD= cluster of

determination
1.2.3Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 ist ein Protein aus 184 Aminosduren. Sein Molekulargewicht hangt von
posttranslationalen Veranderungen ab und liegt zwischen 21,5 und 28 kDa. Es
wird von verschiedensten Zellen im menschlichen Kdrper hergestellt. Darunter
befinden sich Immunzellen und mesenchymale Zellen wie
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Muskelzellen5°,
Keratinozyten®', Lymphozyten und Gliazellen °%. Aber auch das Fettgewebe und
insbesondere die in ihm enthaltenen Makrophagen stellen einen wichtigen
Herstellungsort fur das IL-6 dar******, Es konnte gezeigt werden, dass vor allem
grole Fettzellen mehr Zytokine herstellen als kleinere Fettzellen®. Die IL-6
Spiegel sind positiv mit dem Body-Mass-Index und dem Taillenumfang
assoziiert®™. Ein weiterer Sekretionsreiz ist korperliche Aktivitat. Es kommt nach
sportlichen Betatigungen bzw. Muskelarbeit zu einer physiologischen Freisetzung

057 und aus dem Fettgewebe®®. Diese Freisetzung

von |L-6 aus Muskelzellen
wird durch die Gabe von Glukose vor den Aktivitdten abgeschwacht®®®®. IL-6
wirkt besonders auf die Herstellung von Akut-Phase-Proteinen in der Leber, wie

z.B. CRP, Serumamyloid A, Fibrinogen, Haptoglobin, Coeruloplasmin und
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Komplement-Faktoren. Desweiteren fuhrt es zu einer Differenzierung von
aktivierten B-Lymphozyten zu Plasmazellen. IL-6 ist eines der am besten
charakterisierten Zytokine, das eine Assoziation in Bezug auf die Entwicklung des
Diabetes mellitus hat. So konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 ein
unabhangiger Pradiktionsfaktor fir die Entwicklung eines T2D ist'®°%
ausserdem fihrt IL-6 zu Insulinresistenz. (s. 1.2.4.1). Auch in Zustédnden akuter

Hyperglykamie kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung des 1L-6°".
1.2.4 Die Verbindung zwischen Erndhrung und Immunsystem

Das Uberleben vielzelliger Organismen héngt im Besonderen von der Fahigkeit
des Organismus ab, Infektionen zu bekdmpfen und Schaden zu reparieren sowie
Energiereserven flr Zeiten verstarkten Energiebedarfes oder verringerten
Energieangebots anlegen zu kénnen. Die dazu nétigen Stoffwechselwege zahlen
zu den am starksten konservierten Mechanismen im ganzen Tierreich. Darlber
hinaus existieren zwischen dem immunologischen und metabolischen System
zahlreiche  Verbindungen. Viele Hormone, Zytokine, Signalproteine,
Transkriptionsfaktoren und bioaktive Lipide besitzen in beiden Systemen eine
biologische Aktivitat und beeinflussen oder regulieren einander®. Die
Mobilisation von gespeicherten Lipiden zur Bereitstellung von Energie spielt eine
wichtige Rolle in der Immunantwort®. Folglich kommt es bei einer
inflammatorischen Immunantwort zu einer katabolen Stoffwechseleinstellung,
wohingegen anabole Stoffwechselwege gehemmt werden (s. 1.2.5). Durch diese
enge Verbindung der beiden Systeme kann es dazu kommen, dass wenn ein
System aus dem Gleichgewicht gerat, das andere System mit beeintrachtigt wird.
So konnte der immunsuppressive Einfluss einer Mangelerndhrung auf den
Organismus einhergehend mit einer erhéhten Infektanfalligkeit vielfach
beobachtet werden®®. Auch in historischen Hungersnéten konnte immer wieder
der Zusammenhang zwischen Mangelerndhrung und Immunsuppression
gesehen werden. In den letzten hundert Jahren ist es jedoch in industriell
gepragten Landern zu einer Uberversorgung mit Nahrungsmitteln gekommen,
was zu einem hohen Prozentsatz an Personen mit Ubergewicht gefiihrt hat®”. Mit
diesem Anstieg der Zahl Ubergewichtiger Personen kam es zu einer Vielzahl
neuer Probleme und Interferenzen der beiden Systeme. So stieg die Préavalenz

der mit Fettleibigkeit assoziierten und durch eine chronische Inflammation
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beeinflussten Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Entwicklung einer Fettleber,
Atemwegserkrankungen und Arteriosklerose®. Man kann also postulieren, dass
metabolische Imbalance eine Imbalance des Immunsystems ausldst. Auf der
einen Seite fuhrt Mangelernéhrung zu Immunsuppression, auf der anderen Seite
kann Ubergewichtigkeit zum vermehrten Auftreten von inflammatorisch bedingten

Erkrankungen fiihren.

1.2.4.1 Die Rolle von Nahrungsmittelkomponenten, insbesondere Glukose,

in der Pathogenese des T2D

Der T2D ist eine der weltweit wichtigsten Erkrankungen des 21. Jahrhunderts.
Risikofaktoren, die die Entwicklung eines T2D beglnstigen, sind
Lebensstilfaktoren wie UbermaRige Nahrungszufuhr und korperliche Inaktivitat.
Auch eine sich daraus entwickelnde Fettleibigkeit ist ein unabhangiger
Risikofaktor fir die Entwicklung des T2D®°. Eine chronische subklinische
Inflammation und eine Aktivierung des natirlichen Immunsystems haben grof3en
Einfluss in der Pathogenese des T2D. So konnte gezeigt werden, dass
Immunmarker wie IL-6 und CRP starke Pradiktoren fir die Entwicklung eines
T2D sind'®'7°  Auf der anderen Seite filhren kérperliches Training und
Gewichtsabnahme nicht nur zu einer Reduktion des Diabetesrisikos, sondern
auch zu einer Abnahme der subklinischen Inflammation®”"""4,

In grofRen epidemiologischen Studien wurde darliber hinaus eine Assoziation von
der Aufnahme bestimmter Nahrungsbestandteile wie z.B. Kaffee, bestimmten
Fetten sowie Kohlenhydraten und der Entwicklung eines Diabetes gefunden’®.
Ebenso fuhren auch bestimmte Essgewohnheiten, also die Kombination
verschiedener Nahrungsbestandteile, zu einem erhéhten Risiko fur die

Entwicklung eines T2D"®"®

und sind auch mit erhéhten Spiegeln zirkulierender
Immunmarker assoziiert, die wiederum unabhangige Pradiktoren fir die
Entwicklung eines T2D darstellen®*®2. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt,
dass die Aufnahme von Vollkornprodukten, Ballaststoffen und Kleie bei Typ 2
Diabetikern und gesunden Probanden zu einem signifikanten Abfall der CRP-
Spiegel und anderer Immunmarker wie z. B. IL-6 fihrt®*®. Diese Beobachtungen
konnten in Interventionsstudien mit Testmahlzeiten reproduzierbar dargestellt
werden. Umgekehrt zeigte sich nach Testmahlzeiten mit einem hohen

glykédmischen Index und darauf folgender Hyperglykdmie ein signifikanter Anstieg
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in der Plasmakonzentration von IL-6 sowohl bei Gbergewichtigen als auch bei
schlanken Frauen, wobei die Hbhe des Anstiegs positiv mit schlechteren
metabolischen Parametern assoziiert war®. Auch eine intravendse
Verabreichung von Glukoselésungen fihrt zu erhdéhten IL-6 Spiegeln bei
Probanden mit normaler und gestoérter Glukosetoleranz®’ sowie zu erhohten
Fibrinogenspiegeln bei Gesunden®’. Eine Hyperglykdmie I6st dabei eine
vermehrten Aktivierung des nukledren Transkriptionsfaktors kB (NFkB), einem
wichtigen Vermittler der Inflammation auf Transkriptionsebene, aus® Die in vivo
Befunde konnten auch durch in vitro Experimente bestéatigt werden. So kommt es
unter einer Inkubation mit erhéhten Glukosekonzentrationen zu einer vermehrten

Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie IL-6 und TNF-a®%,

1.24.2 Zellulare Mechanismen der glukoseinduzierten Immunantwort

Eine Hyperglykdmie bewirkt in der Zelle eine vermehrte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS). Die ROS induzieren direkt die Proteinkinase C
(PKC)®", die eine proinflammatorische Immunantwort in der Zelle induziert. Die
proinflammatorische Wirkung der PKC wird zum einen Uber die Mitogen aktivierte
Protein Kinase p38 (p38MAPK) und zum anderen Uber den Transkriptionsfaktor
NFkB vermittelt®®*. Sowohl p38MAPK als auch NFkB fiihren zu einer
gesteigerten Produktion von IL-6. Ein weiterer Induktionsweg zur Aktivierung der
PKC verlauft Gber Advanced Glycation Endprodukte (AGE). Zum vermehrten
Auftreten von AGE kommt es durch nichtenzymatische Bindung von Zucker an
Proteine und Fette. Dieser Vorgang wird durch ein hyperglykdmisches Millieu
beschleunigt%’%. AGE wirken zum einen direkt intrazellular, kbnnen aber auch
aus der Zelle austreten und dann an AGE-Rezeptoren (RAGE) anderer Zellen
binden®. Uber diese Rezeptoren kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung der
PKC und konsekutiv zu einer Produktion von IL-6 vermittelt durch p38MAPK und
NFkB.

1.2.4.3 Immunmarker als Einflussfaktor in der Pathogenese des T2D
Ein mdglicher Mechanismus fur die Insulinresistenz besteht in einer direkten

Interferenz proinflammatorischer Immunmarker wie TNF-a und IL-6 mit dem

Signalweg des Insulins. Sowohl TNF-a als auch IL-6 wirken zum einen Uber eine
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klassische Rezeptor-vermittelte Aktivierung der JNK (c-dJun Amino-terminale
Kinase) sowie von IKK-a (IkB Kinase-B)/NF-kB (nuclear factor kB), was zu einer
Hochregulation inflammatorischer Immunmarker fihrt, zum anderen wirken die
Zytokine jedoch auch Uber eine Hemmung der Phosphorylierung intrazellularer
Substrate durch den Insulinrezeptor. Ein gutes Beispiel fur diese Hemmung ist
die durch IL-6 hervorgerufene Induktion des SOCS-3 (suppressor of cytokine
signalling-3). Das SOCS-3 Protein bindet an den Insulinrezeptor und hemmt die
insulinabhangige Autophosphorylierung des Rezeptors und die Phosphorylierung
des IRS-1 (insulin receptor substrate-1)*". Des weiteren bindet SOCS-3 direkt an
IRS-1 und IRS-2 und fihrt zu einem verstarkten Ubiquitin-vermittelten
intrazelluldren Abbau der Substrate®®. Indirekt fuhrt IL-6 auch Uber eine
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen Achse zu einer erhéhten
Ausschiittung von Kortison®, welches zu einer verstarkten Glukoneogenese in
der Leber fiuhrt. Auch die Freisetzung von Wachstumshormon und
Katecholaminen wird durch IL-6 gesteigert, was ebenfalls zu einer Hyperglykémie
und gegenregulatorisch zu einer Hyperinsulindmie fihrt, zwei wichtigen
Charakteristika der peripheren Insulinresistenz'®.

Als zweite Komponente der Entwicklung des T2D wird die Sekretionsstérung der
B-Zellen erachtet'®’. Unter normalen Voraussetzungen sind die B-Zellen in der
Lage, eine periphere Insulinresistenz zu kompensieren und den
Blutzuckerspiegel in physiologischen Grenzen zu regulieren. Auch bei Personen
mit gestérter Glukosetoleranz oder T2D kommt es zu einer gesteigerten
Insulinantwort, die jedoch in Relation zu der bestehenden Insulinresistenz zu

t'% und nur initial durch eine verstarkte Sekretion der B-Zellen und

gering is
mdglicherweise auch Vergrélierung der B-Zellmasse kompensiert werden kann.
Der allmahliche Verlust der zelluldren Insulinsekretion wird bei den meisten Typ 2
Diabetikern beobachtet und endet nach im Mittel 10 Jahren in einem absoluten
Insulinmangel'®. Eine hochkalorische Diat mit den daraus resultierenden
erhdhten Konzentrationen von FFA (free fatty acids) und Glukose werden als
ursachliche Einflussfaktoren eines B-Zellverlustes angesehen'®. Die Tatsache,
dass eine Hyperglykdmie zu einer verminderten Insulinsekretion fihrt, hat zu dem
Konzept der Glukotoxizitat geflihrt. Dieses Konzept besagt, dass Glukose einen
schadigenden Einfluss auf die insulinproduzierenden Zellen hat. In 3-Zellen, die
hohen Konzentrationen von Glukose oder FFA ausgesetzt sind, kommt es zu

einer gesteigerten Produktion des Zytokins IL-18'%'% die in einer gestorten
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Insulinsekretion und Apoptose der -Zellen resultiert®®'%’. Eine Behandlung mit
dem IL-1 Rezeptor-Antagonisten Anakinra® bei Personen mit T2D filhrt zu einer
Senkung des HbA1c-Wertes, der durch eine Verbesserung der 3-Zellfunktion und
eine Reduktion des B-Zellstresses, gemessen durch die Ratio von Proinsulin zu
Insulin, vermittelt wird>®.

Durch eine hoch-kalorische Diat kann der metabolische Stress zu gesteigertem
oxidativem Stress und ebenfalls zu Stérungen der B-Zellfunktion fithren®'%°. |n
den B-Zellen des Pankreas kommt es durch erhdhte Glukosebelastung zu
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, welche normalerweise von
Katalase und Superoxiddismutase verstoffwechselt werden. Eine besondere
Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang auch der Glutathion-Peroxidase zu.
B-Zellen besitzen jedoch nur eine geringe Anzahl dieser protektiven Enzyme, so
dass sie sehr anfillig fur reaktive Sauerstoffspezies sind''®, was zu zelluldren
Schaden fihrt und somit eine verminderte Insulinsekretion zur Folge hat. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Antioxidantien wie
Glutathion-Peroxidase in vitro oder eine Behandlung mit Antioxidantien im
Tiermodel vor dem schadigenden Einfluss der Glukose schiitzen kann'"'"""3. Der
Verlust des Transkriptionsfaktors PDX-1 (Pankreas Duodenum Homebox 1), ein
wichtiger Regulator der Insulinpromoteraktivitat, wird als weiterer zentraler
pathogenetischer Mechanismus der Glukotoxizitat angesehen. Dieser Verlust von
PDX-1 konnte in verschiedenen Versuchen in Zucker Diabetes Fatty (ZDF)

Ratten durch eine Verhinderung der Hyperglykéamie verringert werden''.
1.3 Ziele dieser Arbeit

Die Hyperglykdmie stellt einen wichtigen pathogenetischen Faktor in der
Entwicklung des T2D dar, Untersuchungen zu den direkten Wechselwirkungen
von Glukose und Immunzellen gibt es aber kaum. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
der Effekt von hohen Glukosespiegeln auf die Freisetzung des Zytokins

Interleukin-6 sowohl in vitro als auch in vivo untersucht werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Reaktion des Immunsystems auf hohe
Glukosebelastungen in einem Vollblut-Testsystem durch Messung der IL-6
Spiegel mittels ELISA analysiert und relevante EinflussgréRen identifiziert

werden. Da diese Effekte in vitro in einem mdglichst physiologischen und
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gleichzeitig einfachen Versuchsaufbau untersucht werden sollten, wurden die
Versuche auf Basis eines Vollblutsystems durchgefiihrt. Erstmals wurden
Vollblutsysteme 1982 zur Messung immunologischer Vorgadnge vorgeschlagen
"5 Es konnte gezeigt werden, dass in Versuchen, in denen periphere
mononukleére Blutzellen (PBMC) verwendet wurden, inakkurate Konzentrationen

® was durch das

und schwer reproduzierbare Ergebnisse zu messen waren
unterschiedliche Verhéltnis der verschiedenen immunkompetenten Zellen in den
PBMC im Vergleich zum Vollblut-Assay erklart werden kdénnte. AulRerdem werden
durch die Isolierung der Zellen sowohl Zytokine als auch aktivierende und
hemmende Faktoren eliminiert, die im Vollblut-Assay zum Tragen kommen
kénnen. Die Messung von Zytokinen wurde in vielen Experimenten bereits

beschrieben'""1°.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, welche Effekte eine
Glukosebelastung auf die systemischen Spiegel des Zytokins IL-6 ausubt. Fur
diesen Teil der Arbeit sollten Daten und Bioproben aus dem KORA-Survey 4
verwendet werden. In dieser populationsbasierten epidemiologischen Studie
wurde bei Personen ohne bekannten Diabetes ein oraler Glukosetoleranztest
(oGTT) durchgefihrt, so dass IL-6-Spiegel im Serum der Probanden vor und zwei
Stunden nach Glukosereiz gemessen werden konnten. Da zu diesen
Teilnehmern zudem eine umfangreiche Datenbank mit demographischen,
anthropometrischen und metabolischen Daten vorlag, sollte zudem geprift
werden, ob das Vorliegen eines metabolischen Syndroms mit dem Glukoseeffekt

auf die IL-6 Konzentration interagiert.
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2. Material, Methoden und Probanden

2.1 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterialien
Blutentnahme

Surflo winged infusion set 22G x /4" (Terumo, Leuven, Belgien)
Membran Adapter Bn. 14.1112 (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Lithium-Heparinat Plasmardéhrchen 9 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Einmalartikel

Micro Tubes Reagiergefall 1,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Multiply Pro Tubes 0,2 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Multiply Pro Tubes 0,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
Pipetten (5 ml bis 25 ml) (Falcon, Heidelberg, Deutschland)
Pipettenspitzen (10 ul bis 1000 ul) (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Zellkultur

24 Well Zellkulturplatten (Falcon, Heidelberg, Deutschland)

48 Well Zellkulturplatten (Falcon, Heidelberg, Deutschland)

Syringe-Filter 0,2 um PorengréfRe (Nalgene, Rochester, USA)
Gewebekulturréhrchen Rundboden 12 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen 50 ml (Falcon, Heidelberg, Deutschland)
ELISA

96 Well Maxisorp® Nunc Immuno-Plates (Nunc Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland)

Eppendorfgefalle (0,2 ml; 0,5 ml und 1,5 ml; Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Folien, selbstklebend (Lab Systems, Los Angeles, USA)
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2.1.2 Gerate

Begasungsbrutschrank EC 5060 CO2 (Heraeus, Osterode, Deutschland)
Dampfsterilisierautomat V (Webeco, Bad Schwartau, Deutschland)

Emax Microplate precision reader (Molecular Devices, Minchen, Deutschland)
EPOS 5060 Autoanalysator (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Feinwaage AC 88 Delta Range (Mettler, Giel3en, Deutschland)

Waage MC1 LC4200 (Sartorius, Géttingen, Deutschland)

Labor pH-Meter 340 pH/Temp Meter (Beckmann, Palo Alto, USA)
Magnetrihrer (Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland)

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Laminair HB 2472K (Heraeus, Osterode,
Deutschland)

Nunc Immuno-Wash 8 (Nunc Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)
Pipettierhilfe Pipetus® akku (Hirschmann, Eberstadt, Deutschland)

Schuttler fur Platten Titramax 100 (Heidolph, Saarbricken, Deutschland)
Schuttler fur Platten Titramax 1000 (Heidolph, Saarbricken, Deutschland)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge Microspin FV 2400 (MolTech, Berlin, Deutschland)
Wasseraufbereitungssystem Milli-Q UF Plus (Millipore, Molsheim, Frankreich)
Zentrifuge Allegra 21R (Beckman, Fullerton, USA)

2.1.3 Reagenzien/ Stimulantien

Desferrioxamin Kat.-Nr.: D-9533 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat Na,HPO4*2 H,O (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Dinatriumcarbonathydrat Na,CO3*H,0 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ficoll Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala Schweden)
D-Glukose Kat.-Nr.: G-7528 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
L-Glukose Kat.-Nr.: G-5500 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Lipopolysaccharid Kat.-Nr.: L-2654 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] Kat.-Nr.: 15655
(BioMol, Hamburg, Deutschland)
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Kaliumchlorid KCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Kaliumhydrogenphosphat KH,PO,4 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Natriumchlorid NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 (Serva, Heidelberg, Deutschland)
D-PBS (engl. phosphate buffered saline) (10x) Kat.-Nr.: 14200-067
(Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

TMB (Tetramethylbenzidin) Plus Ready to use Kat.-Nr.: 4390A
(Kem-Em-Tec A/S, Kopenhagen, Danemark)

Trypanblau 0,4%, Kat.-Nr.: 15250-61 (Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland)

Tarck-Lésung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Tween 20 pure Kat.-Nr.: 9127.1 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2.1.4 Zellkultur

2.1.4.1 Medien

DMEM glukosefrei, ohne Sodiumpyruvat, mit L-Glutamine (Gibco Life
Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Hank’s Balanced Salt Solution HBSS (Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland)

HEPES 1 Molar (Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)
Hitzeinaktiviertes Humanserum (ausgewahltes Lot mit geringer stimulatorischer
Aktivitat; Deutsches Diabetes-Zentrum, Disseldorf, Deutschland)

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (Gibco Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland)

RPMI 1640-Medium mit GlutaMax | und 25 uM Hepes (Gibco Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland)

2.1.5ELISA

PeliKine compact ELISA Kit fur IL-6, Kat.-Nr.: M1916 (CLB/PeliKine, Amsterdam,

Niederlande)
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2.1.6 Sterilisation der Chemikalien und Geréte
Hitzebestandige Lésungen und Glaswaren wurden bei 120 °C und 2 bar fur 30
min autoklaviert. Nicht autoklavierbare L6ésungen wurden durch Filter mit einer

Porengréf3e von 0,2 um sterilisiert.

2.1.7 Stammlésungen und -puffer

Blocking Reagent 500 ul Blocking Reagent Stocklésung
ad 25 ml PBS (1x)
Coating Puffer Lésung A: 1,24 g Na,CO3*H,0

ad 100 ml Aqua dest.

Lésung B: 1,68 g NaHCO3

ad 300 ml Aqua dest.

70 ml von Lésung A mit Lésung B auf pH 9,6

einstellen

Lagerung bei 4 °C fir maximal 4 Wochen
DMEM mit HEPES 390 ml DMEM glukosefrei

ad 10 ml HEPES
Extraktionspuffer fur MTT 50 ml 40% SDS-Lésung

50 ml Dimethylformamid (C3H7NO)

833 pl 6N HCI
Glukoselésung 100 mg/ml 0,2 g Glukose

ad 2 ml Zellkulturmedium
Hamolyse-Puffer 50 mg Digitonin (CssHg2029)

100 mg Maleinimid (C4H3NO>)

ad 1.000 ml Aqua dest.
MTT-Stocklésung 110 mg MTT

ad 10 ml RPMI

Lagerung bei 4 °C

PBS (5x) 80 g NaCl
14,4 g Na,HPO4*H,0
1,92 g KH,PO,
2,0 g KCl
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ad 2 L Aqua dest., pH 7,5

PBS (1x) 200 ml PBS (5x)
ad 1.000 ml Aqua dest.

Probenpuffer ELISA 20 ml HPE (im Kit enthalten)
ad 100 ml Aqua dest.

Stopplésung 50 ml konzentrierte Schwefelsaure (H2SO4)
ad 400 ml Aqua dest.

Waschpuffer 50 ul Tween 20

ad 1L PBS (1x)
2.2 Methoden

2.2.1 Probandenkollektive

2.2.1.1 In vitro-Versuche

Das Probandenkollektiv der in vitro-Versuche bestand aus 12 freiwilligen
Probanden, denen fiir jedes Experiment Blut aus einer peripheren Vene in
Lithium-Heparinat-beschichtete Blutenthahmeréhrchen entnommen wurde. Im
Anschluss wurde das Material innerhalb eines Zeitraums von maximal 30
Minuten unter einer sterilen Arbeitsbank weiterverarbeitet. Alle Arbeiten fanden

bei Raumtemperatur statt.
2.2.1.2 KORA Survey 4 (KORA S4)

Beim KORA -Survey 4 (Kooperative Gesundheitsforschung in der Region
Augsburg) handelt es sich um eine Querschnittstudie, in der eine mdglichst
reprasentative Kohorte der deutschen Bevdlkerung in Augsburg und zwei
angrenzenden Landkreisen rekrutiert wurde. Die KORA-Studienplattform wurde
1996 gestartet und stellt eine Fortsetzung des WHO-MONICA-Projektes
(Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Disease) dar'?. In der
Zeit zwischen 1984 bis 1995 fanden im Rahmen der WHO-MONICA-Studie drei
unabhédngige populationsbezogene Querschnittsuntersuchungen in der Region
Augsburg statt. Aufbauend auf dem Design dieser Studien wurde der KORA -
Survey 4 (KORA S4) konzipiert, dessen Ziel die Gewinnung von Daten war, die

eine  prospektive  Nachverfolgung im  Bereich der Epidemiologie,
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Gesundheitsbkonomie und Versorgungsforschung erlauben. Die Stichprobe der
gesamten Studie umfasste insgesamt 6.640 Manner und Frauen. Die
Erfassungsrate lag bei 67% aller angeschriebenen Personen. Die Probanden
wurden nach einem standardisierten Verfahren in Form von Fragebdgen mit
geschulten Interviewern befragt. Es wurden neben dem Alter detaillierte Fragen
zum Gesundheitszustand, sozialem Umfeld, ethnischer Herkunft,
Medikamenteneinnahme, korperlicher Bewegung und Erndhrung gestellt. Zu
Zwecken der Studienteilnahme wurden 2.656 Personen im Alter zwischen 55 und
75 Jahren angeschrieben, bei denen zuséatzlich ein oraler Glukosetoleranztest
(oGTT) geplant war. 1.003 Personen nahmen nicht an der Studie teil, von denen
911 Personen die Teilnahme verweigerten, nicht kontaktierbar waren, zu krank
waren oder keine Zeit hatten. 92 Personen waren fur die Studie ungeeignet, weil
sie vor dem Studienbeginn verstarben, verzogen waren oder mangelnde
Deutschkenntnisse aufwiesen. Somit nahmen 1.653 Personen an der Studie teil,
von denen bei 131 Personen kein oGTT aus Griinden eines bereits bekannten
Diabetes mellitus  durchgefuhrt wurde, bei den restlichen 1.522
Studienteilnehmern wurde der oGTT durchgeflhrt. Bei 169 Personen flihrten
Ausschlusskriterien dazu, dass der oGTT nicht ausgewertet werden konnte, so
dass die Ergebnisse von 1.353 oGTTs fur die weiteren Analysen zur Verfigung
standen. Bei 119 Probanden konnte durch den oGTT ein Diabetes mellitus neu
diagnostiziert werden. Zu diesen 119 neu entdeckten Diabetikern wurden alters-
und geschlechtsgematcht 118 Personen mit gestérter Glukosetoleranz (IGT) bzw.
119 Personen mit normaler Glukosetoleranz (NGT) aus der Studienpopulation
zufallig gezogen (s. Abb. 3). Diese beiden letztgenannten Gruppen (NGT und

IGT) wurden fur die weiteren Analysen verwendet.



Material, Methoden und Probanden 22

zufillig ausgewdhlte Stichprobe
von 2.656 Personen im Alter
zwischen 55 und 74 Jahren

ungeeignete Personen: n= 92

- vor Studienbeginn verstorben n=44
- verzogen n= 30

- keine Deutschkenntnisse n=18

\ 4

4

geeignete Personen n= 2.564

Nicht-Teilnehmer: n= 911

- kein Kontakt méglich n= 37

- keine Zeit n=78

- zu krank n= 145

- unwillig der Teilnahme n= 651

A 4

A\ 4

Studienteilnehmer n=1.653

bekannter Diabetes mellitus: n= 131
- bekannter Typ 2 DM n= 112

- neu entdeckter Typ 1 DM n=10

A 4 - bereits bekannter Typ 1 DM n=5

- Pankreatitis bedingter DM n= 4

\ 4

geeignete Probanden fiir oGTT
n=1.522

Ausschluss-Probanden: n= 169

- nicht niichtern n= 158

- technische Probleme n= 8

- Erbrechen wahrend des oGTT n= 2
- fehlender 2h-oGTT-Wert n=1

A 4

kompletter oGTT n=1.353

\ 4 A\ 4

alters- und
geschlechtsgematcht
zu den Typ 2 DM-Féllen
(NGT n=119; IGT n=118)

neu entdeckter
Diabetes mellitus Typ 2
n=119

Abb. 3 Darstellung der Teilnahme am oGTT im Rahmen der KORA-Studie

Modifiziert nach Rathmann et al.®

2.21.2.1 Laborbestimmungen

Das Blut wurde unter minimaler Stase entnommen und bei 4 bis 8°C gekuhlt. Die
gekihlten Proben wurden innerhalb von 2 bis 4 Stunden in Kihlhalteboxen in das
Labor des Klinikum Augsburg versandt. Die Blutglukosekonzentration wurde
mittels Hexokinase-Methode bestimmt (Gluco-quant; Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland). Die HbA1c-Werte wurde mit Hilfe eines

turbodimetrischen immunologischen Assays analysiert (Tina-quant, Roche
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Diagnostics). Gesamtcholesterin wurde tber die CHOD-PAP-Methode bestimmt,
das HDL-Cholesterin nach Fallung mit Phosphorwolframsaure und die
Triglyzeride Uber die GPO-PAP-Untersuchung. Die Serumharnsdure wurde
bestimmt mittels der Urikase-Methode.

Das Korpergewicht wurde in leichter Kleidung durch geschultes Personal mit
einer Genauigkeit von 0,1 kg bestimmt. Die Kdrpergréf3e konnte bis zu einer
Genauigkeit von 0,5 cm gemessen werden. Der Taillenumfang wurde am
minimalen Bauchumfang gemessen und der Huftumfang an der gréten
Hervorhebung der Hiften in H6he der Symphysis pubis, jeweils mit einer
Genauigkeit von 0,1 cm. Die Taille-Huft-Quotient (Waist-to-Hip-Ratio) ergab sich
aus der Division von Taillen- und Huftumfang. Die Insulinresistenz wurde mittels
HOMA-IR (homoeostasis model assessment-insulin resistance) aus dem Produkt
von Nichtern-Glukose in mmol/l und dem Nuchtern-Insulinspiegel in pU/ml,
geteilt durch den Faktor 22,5, bestimmt. Der Blutdruck wurde dreimalig mittels
eines elektronischen Messgerdtes (OMRON HEM 705-CP) im Sitzen nach

15minutiger Ruhepause bestimmit.

2.21.2.2 Definitionen des metabolischen Syndroms nach IDF und NCEP
ATP Il

Zuséatzlich wurden die Personen mit einem normalen Glukosestoffwechsel
anhand des Vorliegen eines metabolischen Syndroms stratifiziert.

Die Einteilung in die beiden Gruppen erfolgte entweder nach der Definition des
metabolischen Syndroms nach der International Diabetes Federation (IDF) oder
nach der Definition des Adult Treatment Panel Ill des National Cholesterol
Education Program (NCEP-ATP IlI).

Nach Definition der IDF haben folgende Personen ein metabolisches Syndrom'#*:
Personen mit zentraler Adipositas (flur eurasische Herkunft: M&nner mit einem
Taillenumfang 294 cm und Frauen mit einem Taillenumfang von =280 cm)

plus zwei der folgenden vier Faktoren:

1) Triglyzerid-Werte 2150 mg/dl oder eine Behandlung mit Lipidsenkern,

2) HDL-Cholesterin <40 mg/dl bei Mannern bzw. <560 mg/dl bei Frauen oder eine

Behandlung mit Lipidsenkern,
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3) systolischer Blutdruck =130 mmHg und/oder diastolischer Blutdruck =85
mmHg oder eine Behandlung mit Antihypertensiva,
4) Nuchtern-Glukosewert 2100 mg/dl oder ein vorher diagnostizierter Typ 2

Diabetes mellitus.

Nach der NCEP-ATP IllI Definition haben folgende Personen ein metabolisches
Syndrom, die drei oder mehr der folgenden Faktoren aufweisen'??:

1) Taillenumfang 2102 cm bei M&nnern und 288 cm bei Frauen,

2) Triglyzerid-Werte 2150 mg/dlI,

3) HDL-Cholesterin <40 mg/dl bei Mannern bzw. <50 mg/dl bei Frauen oder eine
Behandlung mit Lipidsenkern,

4) systolischer Blutdruck =130 mmHg und/oder diastolischer Blutdruck =85
mmHg oder eine Behandlung mit Antihypertensiva,

5) Nuichtern-Glukosewert 2110 mg/dl oder ein vorher diagnostizierter Typ 2

Diabetes mellitus.
2.2.2 Glukosebelastung in vivo mittels oGTT in KORA -S4

Der oGTT wurde nach einem genau festgelegten Protokoll durchgefuhrt.
Zwischen dem Beginn des oGTT zwischen 7.00 Uhr und 11.00 Uhr morgens und
der letzten Mahlzeit sollten mindestens 10 Stunden gelegen haben, starkere
kérperliche Anstrengungen am Vortag der Untersuchung sowie das Rauchen
unmittelbar bevor und wahrend des Tests sollten vermieden werden. Ein
bekannter Diabetes mellitus, die Einnahme von Diabetes-Medikamenten, akute
Infektionen und Magen-Darm-Erkrankungen sowie ein Beginn des oGTT nach 11
Uhr waren Ausschlusskriterien fur die Durchfihrung des oGTT. Bereits bekannte
Diabetes-Falle wurden definiert durch Berichte des Probanden Uber eine
Diagnosestellung durch einen Arzt oder die Einnahme von antidiabetischen
Medikamenten. Zunéchst wurde Blut im Nichtern-Zustand enthommen. Danach
erfolgte die orale Gabe von 75 g Glukose in einer standardisierten L&sung
(Dextro OGT, Boehringer Mannheim, Germany). Nach im Mittel 120 Minuten +/- 6
Minuten erfolgte eine erneute Blutentnahme. Die Einteilung in gestérte Nichtern-
Glukose (Impaired Fasting Glucose), gestdrte Glukose-Toleranz (Impaired
Glucose Tolerance) und Typ 2 Diabetes mellitus erfolgte nach den Kriterien der

WHO von 1999 fir ventses Plasma. Diese Kriterien sehen vor, dass ein
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manifester Diabetes mellitus bei Nichtern-Blutglukosewerten von =126 mg/dI
bzw. bei einem 2-Stunden oGTT-Wert von 2200 mg/dl vorliegt. Kriterien fir eine
IGT sind Nuchtern-Blutglukosewerte <126 mg/dl und Werte von mindestens 140
mg/dl bis maximal 200 mg/dl Glukose 2 Stunden nach oGTT-Beginn. Die IFG ist
definiert durch Nuchtern-Blutglukosewerte zwischen 2110 mg/dl und <126 mg/dl
bei einem unauffalligen 2-Stunden-Wert im oGTT (<140 mg/dl). Personen mit
normaler Glukosetoleranz (NGT) haben einen Nuchtern-Blutglukosewert von
<110 mg/dl und einen 2-Stunden-Wert <140 mg/dl.

Um Typ 1 Diabetiker von Anfang an aus den weiteren Untersuchungen
auszuschlie3en, wurde das Blut der Probanden auf einen Typ 1 Diabetes mellitus
spezifischen Antikérper, den Glutamatdecarboxylase(GAD)-Antikdrper,
untersucht. Dieser Test erlaubt die Diagnose eines Typ 1 Diabetes mellitus mit
einer Sensitivitat von 81% und einer Spezifitat von 99%. Als oberer Grenzwert fir
die Positivitat auf den GAD-Antikérper wurde die 99. Perzentile der GAD-
Antikérper Werte bei gesunden Probanden gewdahlt (6,5 GAD Antikérper-
Einheiten)'®. Aufgrund des Testes wurden 10 Probanden als Typ 1 Diabetiker
identifiziert und aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Weitere funf
Probanden hatten einen bereits bekannten Typ 1 Diabetes mellitus und wurden
ebenfalls ausgeschlossen. Vier Probanden hatten einen Diabetes mellitus
aufgrund von Pankreatitiden. Von den 1.522 getesteten Probanden traten bei 169
Personen Probleme bei der Durchfilhrung des oGTT auf, die zum Abbruch des
oGTT fuhrten. Von diesen 169 Personen waren 158 nicht nichtern, bei acht
Probanden gab es technische Probleme, bei zwei Personen kam es im Verlauf
des Tests zu Ubelkeit und Erbrechen und bei einer Person fehlte der 2-Stunden
oGTT Wert. In der Gruppe der 1.353 Probanden mit korrekt durchgefihrten oGTT
konnte durch diesen bei 119 Personen ein Diabetes mellitus neu diagnostiziert
werden (Abb.3).

2.2.3 In vitro Untersuchungen

2.2.3.1 Herstellung der Vollblutkultur und Stimulation im Zellkulturréhrchen

Fur die Vollblutkultur wurde das entnommene Blut aus den Lithium-Heparinat-
Roéhrchen in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und mit DMEM-
Zellkulturmedium ohne Glukose im Verhéltnis 1:3 verdinnt. Im nachsten Schritt

wurde dem verdinnten Blut das entsprechende Volumen der
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Glukosestockldsung (100 mg/ml) hinzugefigt, um jeweils eine Stammkultur mit
einer Glukosekonzentration von 160 bzw. 500 mg/dl herzustellen. Das Vollblut
wurde nun in 12 ml Gewebekulturréhrchen pipettiert. Die unterschiedlichen
Stimuli wurden in verschiedenen Konzentrationen (LPS oder Desferrioxamin, s.
Ergebnisteil) zugegeben. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 3 ml. Es
wurden pro Stimulationsansatz Duplikate angesetzt. Zur Analyse Kkurzfristig
erhdhter Glukosespiegel wurden die Stimulationsanséatze nach einer festgelegten
Zeit (2 bzw. 24 Stunden) abzentrifugiert, der Mediumuberstand abpipettiert und
durch glukosefreies DMEM-Zellkulturmedium ersetzt. Die Glukosekonzentration
wurde daraufhin auf einen physiologischen Wert von 100 mg/dl mit
Glukoselésung eingestellt und durch wiederholte Zugabe von Glukoselésung zu
festgelegten Zeitpunkten (24 bzw. 48 Stunden) auf einem konstanten Level
gehalten. Die Kontrolle der Hohe der Glukosespiegel erfolgte durch wiederholte
Blutzuckermessungen. Alle Zellkulturansatze wurden fir 24 h bzw. 72 h unter
gleich bleibenden Bedingungen bei 37°C, 5% Kohlendioxidgehalt und
Wasserdampf-geséttigter Atmosphére in einem Brutschrank inkubiert. Nach der
festgelegten Inkubationszeit wurden die Uberstdnde in ein Eppendorfgefald
pipettiert, bei 3000g fiir 5 Minuten zentrifugiert, die Uberstiande aliquotiert und bei
-20°C eingefroren.

2.2.3.2 Herstellung der Vollblutkultur und Stimulation in der Zellkulturplatte

Zunachst wurden fir die Anséatze in den Zellkulturréhrchen 2 ml Medium und fir
die Ansadtze der 24 Well-Zellkulturplatte 800 pl Medium der jeweiligen
Glukosekonzentration vorgelegt. Im néchsten Schritt wurden die Zusétze
(Desferrioxamin und LPS) in der jeweiligen Konzentration hinzugefiigt. Dazu
wurden 25 ul Zusatz in die Réhrchen bzw. 10 pl Zusatz in die Zellkulturplatte
pipettiert. Daraufhin wurden 1 ml bzw. 400 pl des von den Probanden
entnommenen Blutes zu dem Ansatz in die Réhrchen bzw. Platten gegeben und
gemischt. Das Gesamtvolumen im Zellkulturréhrchen betrug 3 ml, in der
Zellkulturplatte war es 1200 pl. Am Ende lag ein 1:3 Verhaltnis (1 Volumenanteil
Blut, 2 Volumenanteile Medium) von Blut zu Medium vor mit einer
Endkonzentration von 160 mg/dl bzw. 500 mg/dl Glukose. Pro Stimulationsansatz
wurden Triplikate fur 24, 48 bzw. 72 Stunden im Brutschrank unter gleich
bleibenden Bedingungen bei 37 °C, 5% Kohlendioxidgehalt und Wasserdampf-
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gesattigter Atmosphare inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationsdauer wurden
die Uberstande entnommen und in Eppendorfgefale tberfiihrt und bei 3000g fir
5 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden in Aliquots aufgeteilt und bis zur

weiteren Analyse mittels ELISA bei -20°C eingefroren.

2.2.3.3 Isolierung von PBMC aus Lithium-Heparinat-Vollblut

Die Isolierung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) aus Lithium-
Heparinat-Vollblut erfolgt mittels der Dichtegradientenzentrifugation. Bei dieser
Methode werden die verschiedenen Blutzellen sowohl nach ihrer spezifischen
Dichte als auch nach ihrer jeweiligen Sedimentationsgeschwindigkeit aufgetrennt.
Dadurch kénnen verschiedene Zellfraktionen differenziert werden: Erythrozyten,
Thrombozyten, Granulozyten und PBMC. Nach der Zentrifugation stellt sich als
oberste Schicht ein Gemisch aus Medium, Plasma und Thrombozyten dar. Daran
anschlie3end befindet sich eine diinne Schicht, welche ausschlie3lich aus PBMC
besteht, die direkt auf der viskésen Phase des synthetischen Polysaccharids
(Ficoll) liegt, das eine etwas héhere Dichte hat. Das unterste Kompartiment
bilden die Erythrozyten und Granulozyten.

Das Zellkompartiment der PBMC bestent im Wesentlichen aus zwei

unterschiedlichen Zellanteilen: Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen.

Zunachst wurden einer Versuchsperson 10 ml Blut in ein Lithium-Heparinat
beschichtetes  Entnahmeréhrchen entnommen und in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Die Abnahmeréhrchen wurden mit 5-10 ml HBSS
(Hank’s balanced salt solution) durchgespilt, und das HBSS wurde zum
restlichen Blut hinzugefigt. Danach wurde das Zentrifugenréhrchen mit HBSS
auf 35 ml aufgefullt.

Im nachsten Schritt wurden 13 ml der Ficoll-L6sung untergeschichtet, das
Réhrchen in eine Zentrifuge gegeben und bei 800 g fur 25 Minuten ohne Bremse
zentrifugiert. Die sich nun darstellende Zellphase der PBMC wurde mit einer
sterilen Pasteurpipette abgenommen, in ein 15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und
mit HBSS auf 15 ml aufgeflllt. Daran anschlieRend folgte eine weitere
Zentrifugation mit 675 g mit maximaler Bremse fir 10 Minuten. Der Uberstand
wurde nun vorsichtig abgeschittet, das am Boden befindliche Zell-Pellet

resuspendiert und auf 13 ml mit HBSS aufgefillt. Es folgte eine dritte
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Zentrifugation mit 400 g und maximaler Bremse fir weitere 10 Minuten.
AnschlieBend wurde der Uberstand nach Méglichkeit vollstéandig abgegossen und
das verbleibende Pellet in 1 ml RPMI (RPMI 1640 Medium mit Glutamax-I und
Hepes) mit 5,5% Humanserum resuspendiert. Durch die verschiedenen
Zentrifugationsschritte konnten die PBMC von Thrombozyten und der Ficoll-
Lésung getrennt werden. Die so gewonnenen aufgereinigten PBMC wurden als
nachstes mit Hilfe einer Zéhlkammer gezahlt, wobei die Zellen jeweils mit
Trypanblau und mit Tdrck-Lésung angefarbt wurden. Durch die Trypanblau-
Farbung werden tote Zellen angefarbt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff,
dessen Anion die Proteine des Zytosols bindet. Der Farbstoff dringt durch defekte
Zellmembranen toter Zellen hindurch. Tote Zellen farben sich blau, lebende
Zellen erscheinen leuchtend hell. Bei der Turck-Lédsung handelt es sich um eine
Vitalfarbung. In der L&sung ist ein hoher Anteil Essigsaure enthalten, der zur
Hamolyse der Erythrozyten fihrt. Als weitere Komponente der Ldsung ist
Gentianaviolett enthalten, welches die Kerne der Leukozyten anfarbt. Die
Zellzahlung erfolgte in einer Neubauer-Zdhlkammer. Es wurden in zwei
Grol3quadraten jeweils die Gesamtzahl der Leukozyten und die Anzahl der toten
Zellen ausgezahlt und der Mittelwert gebildet. Da sich bei der Anfarbung mit
Tarck-Lésung die toten Zellen nicht von den lebenden Zellen unterscheiden,
wurde durch Subtraktion der Anzahl der toten Zellen von der Gesamtzahl der
Zellen die Anzahl der vitalen Zellen pro ml errechnet. Diese Zahl wurde den
weiteren Berechnungen zu Grunde gelegt. Die Vitalitdt wurde als Anteil der
lebenden Zellen an der Gesamtzahl der Zellen berechnet und betrug in allen
Versuchen mehr als 90%. Fur den folgenden Versuch wurde in die jeweiligen
Wells einer 96-Well Zellkulturplatte eine Menge von 90 pl einer hergestellten
PBMC-L&sung mit 0,2x10° Zellen pipettiert. Im Anschluss daran wurden die
aufgereinigten PBMC mit Desferrioxamin und LPS verschiedener Konzentration
auf ein Gesamtvolumen von 100 ul versetzt. Die Proben wurden jeweils als
Triplikate auf die Platte aufgetragen und fir 48 Stunden bei gleichbleibenden
Bedingungen bei 37°C, 5% Kohlendioxidgehalt und Wasserdampf-gesattigter
Atmosphére in einem Brutschrank inkubiert. Zusatzlich zu der Zellkulturplatte fir
den MTT-Test wurde eine weitere 96-Well Platte nach dem gleichen Schema
inkubiert, um die Uberstande auf eine verédnderte IL-6 Produktion hin mittels

ELISA zu untersuchen.



Material, Methoden und Probanden 29

2.2.3.4 Bestimmung der Toxizitédt von Desferrioxamin bei PBMC mittels
des MTT-Tests

Bei dem MTT-Test handelt es sich um einen kolorimetrischen Test zur
Bestimmung der Viabilitat von Zellen. In den Mitochondrien lebender Zellen wird
das gelbe Tetrazoliumsalz 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) mit NADH durch zelluldre Dehydrogenasen zu blauvioletten
Formazan-Kristallen reduziert. Die Menge des entstandenen gelésten Formazans
kann photometrisch bei einer Wellenlange von 550-570 nm quantifiziert werden.
Durch die parallele Inkubation und Messung einer unbehandelten Kontrollkultur
kann eine relative Abnahme der Zellviabilitat errechnet werden. Aus diesem
Grund bendtigt man fiur diesen Test PBMC und kann nicht auf Vollblut
zurtickgreifen. Nach Inkubation der PBMC mit Desferrioxamin (DFX)
verschiedener Konzentrationen, ohne und mit LPS Uber 72 Stunden wurde in
jedes Well 10 pl der MTT-Stocklésung pipettiert und die Platte fur weitere vier
Stunden im Brutschrank inkubiert. Um das durch die mitochondriale
Dehydrogenase entstandene unlésliche, kristaline Formazan fur die
photometrische Messung in L&sung zu bringen, wurde in jedes Well 100 pl
Extraktionspuffer pipettiert und die Platte fur weitere 24 Stunden bei
Raumtemperatur abgedunkelt auf einem Schittler inkubiert. Die Menge des
geldsten Formazans konnte nun mittels eines Photometers bei einer Wellenlange

von 550-570 nm bestimmt werden.

2.2.3.5 Bestimmung der Glukosekonzentration in vitro

In jeden Stimulationsansatz wurde die Glukose-Konzentration zu Beginn und im
Verlauf des Versuches gemessen. Die Konzentration wurde mittels der
Hexokinase-Enzymreaktion in einem EPOS 5060 Autoanalysator gemessen.
Dazu wurden 20 pl Probe des jeweiligen Ansatzes entnommen und in einen
Hamolyse-Puffer pipettiert, wodurch die weitere Verstoffwechselung der Glukose
verhindert wurde und die L&sung flr eine photometrische Messung vorbereitet
wurde. Das hamolytische Gemisch konnte nun in den Analysator gegeben
werden, in dem mittels Hexokinase-Enzymreaktion der Blutzuckergehalt

bestimmt wurde.
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Das Enzym Hexokinase setzt spezifisch D-Glukose und ATP zu D-Glukose-6-
Phosphat und ADP um. Anschliel3end wird in der Mess- und Indikatorreaktion mit
Hilfe des Enzyms Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase das entstandene D-
Glukose-6-Phosphat und NADP® zu D-Glukonat-6-Phosphat und NADPH+H"
reduziert. Dadurch entsteht eine der Ausgangsmenge an Glukose &aquimolare
Stoffmenge NADPH, die mit dem Photometer bestimmt werden kann. NADPH
zeigt zwei Maxima in der Absorptionskurve, eines bei 260 nm und ein weiteres
bei 340 nm, wohingegen NADP™ ausschlieRlich ein Absorptionsmaximum bei 260
nm zeigt. Aufgrund dieser unterschiedlichen Absorptionskurven lasst sich die
Menge des NADPH in der Lésung bestimmen, die Zunahme der Extinktion ist
proportional zur Glukosemenge in der Probe. Die Genauigkeit der Messung
erfolgt mittels eines Abgleich mit Kontrollproben bekannter

Glukosekonzentrationen.

2.2.4 ELISA

Zur Konzentrationsbestimmung von I6éslichen Analyten wurde der sogenannte
y~oandwich“-ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) verwendet. Bei
dieser Methode werden Antikdrper und Analyt in der Art eines Sandwiches
geschichtet. Die erste Schicht des ELISA bildet ein Antikdrper, der den Analyt
spezifisch bindet. Dieser priméare Antikdrper wird an die Plastikoberflache einer
ELISA-Platte gebunden. Dazu wird der Antikérper in definierter Konzentration in
die vorhandenen Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert. Im nachsten Schritt
wird die Platte mit einer Proteinlésung geblockt, um unspezifische Bindungen des
Analyten, des sekundaren Antikdrpers oder des Enzymkonjugats an die
Plastikoberflache zu verhindern. Die néchste Schicht bildet der Analyt. Die Platte
wird mit dem Analyt inkubiert, welcher nun an den ersten Antikérper bindet. Als
nachstes wird der sekundare Antikoérper hinzugefiigt, der den Analyt ebenfalls
spezifisch, aber an anderen Epitopen bindet. Der sekundare Antikdrper ist
kovalent mit Biotin gekoppelt, an das in einem weiteren Schritt ein Streptavidin-
Enzymkomplex binden kann, der ein geeignetes chromogenes Substrat (z.B.
TMB) in einer Enzymreaktion zu einem Farbstoff umsetzt. Die Bindung des
zweiten Antikérpers und somit auch des Enzymkomplexes an den Analyten ist
direkt proportional zu der Menge des vorhandenen Analyten, was dazu fuhrt,

dass auch die Geschwindigkeit des Farbumschlages der Enzymreaktion
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ebenfalls direkt proportional zu der Menge des gebundenen Analyten ist.
Demzufolge fihren héhere Konzentrationen des Analyten zu einem schnelleren
Farbumschlag. Diese Reaktion folgt bis zu einem gewissen Punkt einer linearen
Kinetik. Die Farbreaktion kann durch Zugabe einer Stopplésung (z.B. 2N
Schwefelsdure) beendet werden und durch eine photometrische Messung die
entstandene Farbmenge quantitativ bestimmt werden. Wird die Reaktion in der
linearen Phase gestoppt, kann aus einer Standardverdinnungsreihe mit
definierten Mengen des Analyten eine Eichkurve erstellt werden, anhand derer

die Menge des vorhandenen Analyts in der Probe bestimmt werden kann.

2.2.4.1 Protokoll fiir Interleukin-6 Zytokin-ELISA

1. Beschichtung mit primdrem Antikdrper

Der den Analyten spezifisch bindende Antikdérper wurde mit einer speziellen
Pufferlésung aus einer Stocklésung auf die gewiinschte Konzentration verdinnt.
Im Anschluss wurde die Lésung in die Vertiefungen einer ELISA-Platte (Nunc
MaxiSorp Immuno-Plates) pipettiert und 24 Stunden bei 4°C auf einem Schuttler
inkubiert. Zum Schutz vor Verunreinigungen und Verdunstung wurde die Platte
mit Klebefolie abgeklebt. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte dreimal mit

PBS (1x) gewaschen, um ungebundenen primaren Antikdrper zu entfernen.

2. Blocken

Um unspezifische Bindungen des Zytokins, des sekundaren Antikdrpers oder des
Enzymsubstrats zu verhindern, wurde die Platte im Folgenden mit Blocking
Reagent, einer unspezifischen Proteinlésung, inkubiert. Dazu wurden 250 ul der
Lésung in jede Vertiefung pipettiert. Nach zweistindiger Inkubation bei

Raumtemperatur wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

3. Auftragen von Standard und Proben

Zur Herstellung einer Standardreihe wurde ein Aliquot der Stocklésung
bestehend aus rekombinantem humanem Zytokin in Probenpuffer seriell
verdinnt. Auch die Proben wurden in Probenpuffer verdiinnt. Danach wurden
Proben und Standard in die Vertiefungen der ELISA-Platte aufgetragen, die
Platte mit Klebefolie bedeckt und bei 4°C Uber Nacht auf dem Schiuttler bei
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inkubiert. Nach der Inkubationszeit erfolgte wiederum ein dreimaliges Waschen

mit Waschpuffer, um ungebundenes Protein zu entfernen.

4. Sekundéarer Antikdrper

Der mit Biotin konjugierte Detektionsantikdrper wurde aus einer Stocklésung mit
Probenpuffer verdiinnt und auf die ELISA-Platte aufgetragen. Die Inkubationszeit
betrug eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler. Darauf folgten drei
Waschschritte mit Waschpuffer, wodurch ungebundener Antikérper entfernt

wurde.

5. Bindung des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats

Das Streptavidin-Peroxidase-Konjugat wurde mit Probenpuffer verdinnt und auf
die Platte aufgetragen. Danach folgte eine 30miniltige Inkubation auf dem
Schittler bei Raumtemperatur, an die sich dreimaliges Waschen mit Waschpuffer

anschloss.

6. Chromogene Reaktion des Enzymkomplexes

Nach Zugabe des chromogenen Substrats TMB wurde die Umwandlung des
farblosen Substrats in einen blauen Farbstoff durch die gebundene Peroxidase
gestartet. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur unter einer
lichtundurchlassigen Abdeckung fur 30 Minuten. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe der Stopplésung (2N Schwefelsdure) unterbrochen, um im linearen
Bereich der Reaktion zu bleiben. Durch die Zugabe der Stopplésung erfolgte ein

Farbumschlag von blau zu gelb.

7. Photometrische Messung

Die Messung der Farbreaktion erfolgte mittles eines Microplate-Readers bei einer
Wellenlédnge von 450 nm. Die Standardkurve wurde durch Log-Log-Interpolation
mit Hilfe der SOFTmax®-Software (Molecular Devices GmbH, Version 2.35)
erstellt und anhand dieser Kurve die Mengen des jeweiligen Zytokins in der
Probe unter Berticksichtigung der jeweiligen Verdinnung bestimmt. Jede Probe
wurde als Doppelbestimmung gemessen und daraus der Mittelwert, die
Standardabweichung sowie der Variations-Koeffizient (CV) errechnet. Lag der CV
der Triplikate des Zellkulturansatzes bzw. der Duplikate der Zellkulturréhrchen

<20%, wurden aus den Ergebnissen der Mittelwert und die Standardabweichung
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errechnet. Diese Zahlen wurden den weiteren Auswertungen sowie den

Abbildungen und Tabellen zugrunde gelegt.

2.2.5 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse der ELISA-Messungen wurden als Mittelwerte =+
Standardabweichung der Triplikate bzw. Duplikate der Zellkultur dargestellt. Die
Bearbeitung der Messungen des ELISA-Readers erfolgte mit Hilfe des
Programms SOFTmax® Version 2.35 flir Windows (Molecular Devices GmbH).
Die Verwaltung der Daten erfolgte in Excel® Version 2002 SR-1 fir Windows
(Microsoft, Verl, Deutschland). Statistische Auswertungen sowie die graphische
Darstellung der Daten wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism®
Version 4.2 (GraphPad Software Incorporation, San Diego, USA) fir Windows
erstellt. In den Abbildungen und Tabellen sind die Werte entweder als Mittelwert
+ Standardabweichung oder als Median (25. und 75. Perzentile) angegeben. Die
statistische Auswertung fur normalverteilte und verbundene Stichproben erfolgte
mittels des t-Tests filir verbundene Stichproben oder des ANOVA mit Nachtest
nach Dunett fir den Vergleich von mehr als zwei Datenséatzen. Die Analyse von
normalverteilten, unverbundenen Stichproben erfolgte mittels des t-Test fiur
unverbundene Stichproben fur einfache und mittels ANOVA und Bonferroni
Nachtest fir multiple Vergleiche. Waren die Daten nicht normalverteilt, erfolgte
die Auswertung bei verbundenen Stichproben mit dem Wilcoxon Test flr den
Vergleich zweier Datensatze. Bei unverbundenen Stichproben wurde der Mann-
Whitney-Test bzw. der Kruskal-Wallis Test fir multiple Datenséatze verwendet.
Haufigkeitsverteilungen wurden mit dem exakten Test nach Fisher statistisch
Uberpruft. Die linearen Regressionsanalysen wurden mit dem Programm SAS
Version 9.1 TS Level 1M3 (SAS Inc., Carey, USA) erstellt.
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3. Ergebnisse

Ziel der im Folgenden beschriebenen Versuche war es, zunéachst ein einfaches
Testsystem zur Analyse der Auswirkung von Glukose auf Immunzellen zu
etablieren. Das Testsystem bestand aus Vollblutkulturen, die mit
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen sowie weiteren modulierenden
Substanzen inkubiert wurden. Die jeweilige Immunantwort wurde anhand der IL-6
Produktion quantifiziert.

Darlber hinaus sollte untersucht werden, inwieweit sich die Ergebnisse dieser in
vitro-Glukosestimulation auch auf eine Glukosestimulation in vivo Ubertragen
lassen. Dazu wurden die IL-6 Spiegel vor und 2 Stunden nach einer
Glukosestimulation mittels oralem Glukosetoleranztest bei Teilnehmern aus dem
KORA —Survey 4 (Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg)

analysiert.

3.1 Wirkung von Glukose auf die Leukozyten in vitro

Um den Einfluss von Glukose auf die IL-6 Produktion der Leukozyten in der
Vollblutkultur zu untersuchen, wurde die Vollblutkultur mit Glukose in zwei
verschiedenen Konzentrationen (160 bzw. 500 mg/dl) fir 72 Stunden inkubiert.
Danach wurden Uberstédnde entnommen und die IL-6 Produktion mittels ELISA
gemessen. Es wurde insgesamt Blut von 12 verschiedenen Probanden
untersucht. Bei Analyse der IL-6 Spiegel fiel auf, dass 3 Personen bei einer
Glukosekonzentration von 500 mg/dl mit einer Steigerung der Zytokinproduktion
(Median [25. Perzentile; 75. Perzentile]; 489,4 [170,7; 1.587,0] pg/ml) reagierten,
wahrend bei 9 anderen Probanden keine Steigerung der Zytokinproduktion
auftrat (3,1 [1,9; 6,2] pg/ml; p<0,001; Abb. 3). Die erste Gruppe soll im Folgenden
als Responder bezeichnet werden. Ein ahnlicher Anstieg konnte auch bei einer
Glukosekonzentration von 160 mg/dl beobachtet werden (6,2 [2,4; 486,0] pg/ml),
der Unterschied zu den Non-Respondern (2,50 [1,95; 4,85] pg/ml) war aber nicht
signifikant (p=0,16), da innerhalb der Gruppe der Responder grof3e Unterschiede

bezlglich der IL-6 Produktion bei dieser Glukosekonzentration bestanden. Damit
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konnte gezeigt werden, dass Glukose bei bestimmten Probanden, sogenannten
Respondern, reproduzierbar zu einer Stimulation der IL-6 Produktion fuhrt, die

naher untersucht werden soll.
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Abb. 3 Wirkung von unterschiedlichen Glukosekonzentrationen auf
Vollblutkulturen unterschiedlicher Testpersonen

Glukose wurde in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (160 mg/dl und 500 mg/dl) der
Vollblutkultur zugefiigt. Nach 72 h Inkubation wurden Uberstande abgenommen und die
IL-6 Produktion mittels ELISA bestimmt. Die Symbole stellen die Ergebnisse der
Einzelexperimente dar, die zwei- bis dreimal wiederholt wurden, wobei die 3 Responder
unterschieden wurden (Raute, Dreieck, Quadrat), wéhrend die Ergebnisse der Non-
Responder nicht individualisiert dargestellt sind. Die Linie bezeichnet den Median. Die
Analyse der Daten erfolgte mittels des “Wilcoxon Tests fur den Vergleich von
verbundenen Stichproben, sowie mit Hilfe des "Mann-Whitneys Test fiir den Vergleich

von unverbundenen Proben.

3.1.1 Wirkung von LPS auf die IL-6 Produktion in der Vollblutkultur

Um zu untersuchen, ob die héchste Konzentration Glukose zu einer maximalen
Stimulation der IL-6 Produktion in der Vollblutkultur fihrt, wurde diese zum
Vergleich mit Lipopolysaccharid (LPS) Gber einen breiten Konzentrationsbereich

stimuliert. Das bakterielle Oberflachen-Glykolipid LPS ist ein klassischer Induktor
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der IL-6 Produktion von Zellen der natirlichen Immunitat. Die basale IL-6
Produktion nach 72 Stunden Inkubation in der unstimulierten Vollblutkultur lag bei
2,1 £ 1,0 pg/ml. LPS fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Steigerung der IL-
6 Produktion bis zu einer Konzentration von 10 ng/ml (12.060 + 2.672 pg/ml;
p<0,01). Eine weitere Erh6hung der LPS Konzentration in der Vollblutkultur auf
bis zu 1.000 ng/ml fUhrte zu keiner zusatzlichen relevanten Erhéhung der IL-6
Produktion (Abb. 4). Vergleicht man die Werte der IL-6 Produktion mit den IL-6
Werten der mit Glukose stimulierten Vollblutkultur, so wird deutlich, dass durch

die Glukosestimulation keine maximale IL-6 Antwort erreicht wird.
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Abb. 4 IL-6 Spiegel nach 72 Stunden Inkubation mit Lipopolysaccharid (LPS)

Es wurde eine Vollblutstimulation mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (0,1 bis
1.000 ng/ml; grau), sowie eine Kontrolle ohne LPS (weil3) in Triplikaten durchgefihrt, die
Uberstidnde nach 72 Stunden entnommen und die IL-6 Produktion analysiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte £ Standardabweichungen aus vier Experimenten. Die Analyse der
Daten erfolgte mittels ANOVA und Dunnett’'s Nachtest.

** p<0,01 im Vergleich zur Kontrollkultur
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3.1.2Einfluss der Inkubationsdauer und verschiedener Glukosespiegel auf
die IL-6 Produktion in der Vollblutkultur

Um zu untersuchen, ob die IL-6 Produktion bei Respondern von der Dauer der
Stimulation mit erhéhten Glukosespiegeln bzw. von der H6he der angesetzten
Glukosekonzentrationen abhé&ngig ist, wurde die Zellkultur mit Glukose
verschiedener Konzentration (100, 300 bzw. 500 mg/dl) fur unterschiedliche
Dauer (2, 24 bzw. 72 Stunden) inkubiert (Abb. 5). Alle 24 Stunden wurde die
Glukosekonzentration konstant auf 100 mg/dl eingestellt und die IL-6 Produktion
nach 72 Stunden analysiert. In der Abbildung 5 ist der Verlauf der
Glukosekonzentration in der Kultur auf einer Zeitachse dargestellt. Weder bei
dem Responder noch bei dem Non-Responder war bei allen
Glukosekonzentrationen eine erhdhte IL-6 Produktion zu beobachten, wenn fiir 2
bzw. 24 Stunden eine erhéhte Glukosekonzentration vorlag. Dem gegeniber
fihrte beim Responder erst eine Inkubation fir 72 Stunden mit kontinuierlich
hohen Glukosespiegeln zu einem dosisabhangigen Anstieg der IL-6 Produktion
von 34 + 41 pg/ml bei 100 mg/dl Glukose, auf 2.227 + 54 pg/ml bei 300 mg/dI
Glukose (p<0,01 vs. 300 mg/dl nach 2 Stunden), bis hin zu 4.949 + 2.163 pg/ml
bei 500 mg/dl Glukose (p<0,001 vs. 500 mg/dl nach 2 Stunden). Im Vergleich
dazu findet sich bei dem Non-Responder wie zuvor auch nach 72 Stunden
Inkubation bei keiner der angesetzten Glukosekonzentrationen eine
nennenswerte Steigerung der IL-6 Produktion (maximal 1,60 + 0,71 pg/ml). Die
Steigerung der IL-6 Produktion bei dem Responder lag bei einer
Glukosekonzentration von 300 mg/dl und 500 mg/dl nach 72stindiger Inkubation
signifikant Uber der IL-6 Produktion des Non-Responders (p<0,01 bzw. p<0,001).
Um einen osmotischen Effekt auf die Stimulation der IL-6 Produktion in der
Vollblutkultur ausschlieRen zu kdnnen, wurde zusétzlich noch mit L-Glukose in
einer Konzentration von 500 mg/dl fir 72 Stunden inkubiert. Das Enantiomer L-
Glukose ist stoffwechselinaktiv, jedoch ist es in gleichem Malie wie D-Glukose
osmotisch aktiv. Bei der Analyse der IL-6 Produktion nach 72 stundiger
Inkubation mit 500 mg/dl L-Glukose konnte keine Stimulation der IL-6 Produktion

weder beim Responder noch beim Non-Responder nachgewiesen werden (4,5 +
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3,25 pg/ml; Daten nicht abgebildet). Es lasst sich damit festhalten, dass eine
Stimulation der Zytokinproduktion erst bei einer dauerhaft erhéhten
Glukosekonzentration von 72 Stunden nachweisbar ist. Die Kkurzzeitigen
Stimulationen von 2 bzw. 24 Stunden fihrten zu keiner Erh6hung des IL-6
Spiegels. Eine Stimulation ist auflerdem abhangig von der Hohe der angesetzten
Glukosekonzentration. Es lasst sich eine Konzentrationsabhangigkeit
nachweisen. Zudem handelt es sich tatsachlich um einen Effekt der Glukose und
nicht der héheren osmotischen Wirkung, da keine Stimulation nach Inkubatiion

mit L-Glukose nachweisbar war.
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3.1.3 Hypoxie als Einflussfaktor auf die IL-6 Produktion

Die zuvor dargestellten Experimente wurden in Zellkulturréhrchen durchgefihrt.
In diesen Zellkulturréhrchen konnte man bereits nach 24 Stunden Inkubation eine
deutliche Sedimentation der im Vollblut enthaltenen Zellen beobachten (Abb. 6).
Da eine Versorgung der Zellen mit Sauerstoff in der Zellkultur nur passiv Gber
Diffusion stattfindet, kénnte aufgrund des wachsenden Abstandes der Zellen zur
Oberflache eine zunehmende Hypoxie einen zuséatzlichen Stimulus bedeuten.
Um diese Effekte zu minimieren, wurden die Experimente analog zu den bereits
beschriebenen in Zellkulturplatten durchgefthrt, in denen die H6he des
Uberstandes deutlich geringer ist und somit die Diffusionsstrecke kiirzer ist.
Dadurch ist die Sauerstoffversorgung des Zellsediments verbessert. Um eine
Hypoxie in der Zellkulturplatte gezielt zu simulieren, wurde der Chelatbildner
Desferrioxamin (DFX) eingesetzt. DFX bindet das Eisen in der Zelle und fuhrt
dazu, dass der Transkriptionsfaktor HIF1a, welcher durch eisenabhangige
Hydroxylasen abgebaut wird, in den Zellen akkumuliert. Dieser Vorgang
geschieht auch unter hypoxischen Verhaltnissen und fihrt zu einer Umstellung
des Stoffwechsels der Zelle, der an die Hypoxie angepasst ist. Mit diesem
Testsystem wurde im Folgenden der zusatzliche Einfluss der Hypoxie auf die

glukosestimulierte IL-6 Produktion untersucht.
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Abb. 6 Zellkulturrohrchen mit Ansatz
Zu erkennen ist der Inhalt des Zellkulturréhrchens nach 0 und 72 Stunden Inkubation im

Brutschrank.
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3.1.31 Bestimmung der Toxizitidt des Desferrioxamin mittels des MTT-

Tests

Um einen mdglichen toxischen Einfluss der durch Desferrioxamin DFX
induzierten Hypoxiereaktion auf die Zellen auszuschliel3en, wurde zunachst die
Viabilitdt von PBMCs nach DFX-Inkubation unter Verwendung des MTT-
Testsystems gemessen. In einem weiteren Schritt wurde ebenfalls die IL-6
Produktion der PBMCs im ELISA quantitativ bestimmt. Anhand der Abb. 7A ist zu
erkennen, dass nach 72stindiger Inkubation bei den Ansatzen mit den
unterschiedlichen Konzentrationen des DFX (1-1.000 uyM) im Vergleich zu dem
Ansatz ohne DFX keine relevanten oder signifikanten Einbu3en in der Viablitat
nachweisbar waren. Das Gleiche gilt auch fir die Ansatze, die zusatzlich mit LPS
stimuliert wurden. Die Abb. 7B zeigt die IL-6 Produktion nach 72 Stunden im
Inkubator. Der IL-6 Spiegel ohne DFX und ohne LPS betragt 470,6 + 119,7 pg/ml.
Wahrend bei einer Konzentration von 3 uM DFX die IL-6 Produktion leicht
erniedrigt war (345,8 £ 25,2 pg/ml; p<0,01), fihrten héhere Konzentrationen ab
100 uM zu einer dosisabhangigen Steigerung der IL-6 Produktion bis 1.059 + 242
pg/ml (p<0,01). Dem gegentber fuhrt die zusatzliche Stimulation mit 10 ng/ml
LPS zu einer deutlichen Steigerung der IL-6 Produktion auf 59.012 £ 4.717 pg/ml
im Vergleich zur unstimulierten Kultur. Wahrend bei einer Konzentration von 3
MM DFX die IL-6 Produktion signifikant erhoht ist (77.482 + 25.115 pg/ml; p<0,01
vs. Kultur ohne DFX), sinkt die Menge des produzierten IL-6 ab einer DFX
Konzentration von 100 uM kontinuierlich ab bis auf 33.758 + 3.256 pg/ml (p<0,01
vs. Kultur ohne DFX). Es konnte gezeigt werden, dass DFX keinen Einfluss auf
die Zellviabilitdt der PBMCs hat. Bei zunehmender DFX-Konzentration ist die IL-6
Produktion jedoch als Ausdruck einer zunehmenden Hypoxie bis auf das
doppelte des Ausgangswertes gesteigert gewesen. Dieser Effekt war abhangig
von der Konzentration des DFX in der Zellkultur. FUr die weiteren Experimente
wurde eine Konzentration von 100 bis 200 yM DFX gewahlt, bei der nur eine

geringe Stimulation der IL-6 Produktion zu beobachten war.
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Abb. 7 Zellviabilitat und IL-6 Produktion in PBMC’s nach 72 Stunden Inkubation
mit Desferrioxamin

Den PBMCs wurde DFX verschiedener Konzentration (1-1.000 yM DFX) hinzugeflgt.
Die Messung des MTT-Tests (A) und der IL-6 Produktion (B) erfolgte nach 72stiindiger
Inkubation. Dargestellt sind die Doppelwerte eines Experiments. In Abb. 7A ist die
Viabilitdt der Zellen als Prozentzahl angegeben, wobei die jeweilige DFX-freie Kultur als
100 % gesetzt wurde. In der Abb. 7B ist der jeweilige Mittelwert + Standardabweichung
der IL-6 Konzentration aufgefiihrt. Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des ANOVA
und Dunnett’s Nachtest gegen die DFX-freie Kultur. ** p<0,01.

3.1.3.2 Einfluss von Desferrioxamin und Glukose auf die IL-6 Produktion in
der Voliblutkultur

Ziel des Experiments war es, den Einfluss einer Hypoxie in Zusammenhang mit

unterschiedlichen Glukosekonzentrationen auf die IL-6 Produktion der
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Vollblutkultur  zu untersuchen. Hierzu wurde eine Vollblutkultur —mit
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (160 mg/dl bzw. 500 mg/dl Glukose)
angesetzt. Um eine Hypoxie in der Zellkulturplatte zu simulieren, wurde dem
Ansatz aulRerdem DFX in verschiedenen Konzentrationen hinzugefiigt (100 bzw.
200 uM DFX) und die IL-6 Produktion nach 24, 48 und 72stiindiger Inkubation
gemessen. Die Abbildung 8 zeigt die IL-6 Produktion der Non-Responder und
Responder bei den unterschiedlichen DFX-Konzentrationen sowie den zwei
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen eines reprasentativen Experiments
von dreien. Aufgrund eines fehlenden Einflusses der Hypoxie zeigt sich sowohl
bei dem Responder als auch bei dem Non-Responder in der Zellkulturplatte in
den DFX-freien Ansatzen keine Steigerung der IL-6 Produktion an allen drei
Tagen und bei beiden Glukosekonzentrationen. Dagegen fiihrt bei dem
Responder eine DFX-Konzentration von 200 uM sowohl bei 160 mg/dl Glukose
als auch 500 mg/dl Glukose bereits nach 24 Stunden zu einem Anstieg der IL-6
Produktion auf 37,6 £ 59,7 pg/ml bzw. 27,2 + 42,6 pg/ml, die aber noch keine
statistische Signifikanz erreicht. Nach 48 Stunden findet sich ein weiterer Anstieg
der IL-6 Produktion bei einer Konzentration von 200 uM DFX sowohl bei einer
Glukosekonzentration von 160 mg/dl (8.092 + 2.568 pg/ml) als auch bei einer
Konzentration von 500 mg/dl (11.801 £ 1.182 pg/ml) gegenlber der jeweiligen
Kontrolle ohne DFX (p<0,001). Nun ist auch bei einer Konzentration von 100 uM
DFX und der hohen Glukosekonzentration eine leichte, nicht signifikante
Steigerung der IL-6 Produktion (20,5 + 30,2 pg/ml) zu beobachten. Diese
verstarkt sich nach 72 Stunden Inkubation und ist nun auch bei einer
Glukosekonzentration von 160 mg/dl zu sehen, wahrend die IL-6 Produktion
unter 200 yM DFX und 160 mg/dl bzw. 500 mg/dl Glukose weiter ansteigt (3.989
+ 6.233 pg/ml bzw. 10.814 + 1.010 pg/ml). Dem gegenlber ist beim Non-
Responder lediglich nach Inkubation mit 200 uM DFX bei einer
Glukosekonzentration von 500 mg/dl nach 48 bzw. 72 Stunden Inkubation ein
Anstieg des IL-6 Spiegels auf 473,1 + 811,4 pg/ml bzw. 605,4 + 1.042,3 pg/ml zu
beobachten. Das bedeutet, dass durch einen maximalen Stimulus von 200 uM
DFX bei einer erhéhten Glukosekonzentration und einer ausreichend langen
Inkubationszeit eine gesteigerte IL-6 Produktion auch bei einem Non-Responder
induziert werden kann. Die Ergebnisse der beiden dargestellten Experimente

deuten einen dosisabhangigen Einfluss des DFX auf die IL-6-Produktion an, der
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zuséatzlich durch eine erhéhte Glukosekonzentration und eine verlangerte
Inkubationsdauer gesteigert werden kann. Anhand dieser Ergebnisse wird ein
zusatzlicher hypoxischer Einfluss auf die IL-6 Produktion in den

Zellkulturréhrchen nahe gelegt.
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Abb. 8 IL-6 Spiegel nach 72 Stunden Inkubation mit Glukose und Desferrioxamin
(DFX)

Der Vollblutkultur wurden Glukose (160 mg/dl und 500 mg/dl) und DFX (100 uM und 200

MM) zugegeben. Nach 24 (A und B), 48 (C und D) und 72 Stunden (E und F) wurden die

Uberstdnde entnommen und IL-6 mittels ELISA analysiert. Dargestellt sind die

Ergebnisse eines reprasentativen Experiments von drei eines Responders (A, C und E)
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und eines Non-Responders (B, D und F). Angegeben ist Mittelwert =
Standardabweichung der Triplikate. Die Analyse der Daten erfolgte mittels ANOVA und

Bonferroni's Multiple Comparison Test.

3.1.4 Demographische und klinische Charakteristika der Studienpopulation

der in vitro-Experimente

Wie in den vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, reagierten
die Responder auf erhdhte Glukosekonzentrationen in vitro dosis- und
zeitabhéngig mit einer gesteigerten IL-6 Produktion, wahrend bei den Non-
Responder keine Reaktion auf die Glukosestimulation erkennbar war. Um zu
untersuchen, ob Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei klinischen oder
biochemischen Variablen vorliegen, die diese unterschiedliche Reaktion erklaren
kénnten, wurde den 12 Probanden zusatzlich Blut enthommen und untersucht
sowie anthropometrische Daten erhoben. Aufgrund der geringen Fallzahl der
Responder (n=3) konnten keinerlei signifikante Unterschiede hinsichtlich des
Alters, Body-Mass-Index (BMI), Nuchtern-Plasmaglukose, HbA1c, Blutfette,
Blutdruck, Leukozyten und hsCRP zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen
werden (Tab. 1). Bei der Betrachtung der metabolischen Parameter féllt jedoch
auf, dass in der Gruppe der Responder tendenziell héhere Gesamtcholesterin-
(243 [206; 256] mg/dl vs. 188 [117; 287] mg/dl) und Triglyzeridwerte (97 [80; 109]
mg/dl vs. 79 [42; 180] mg/dl) sowie héhere Nichternglukosewerte (106 [89; 111]
mg/dl; vs. 83 [67; 101] mg/dl) vorlagen. Das lasst die Vermutung zu, dass
metabolische Verdnderungen einen Einfluss auf das Verhalten der Zellen in vitro

haben kénnten.
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Gesamte
Studiengruppe Responder Non-Responder
Demographie
Anzahl (w/m) [n] 4/8 1/2 3/6
Alter [Jahre]? 44,67 + 9,37 51,0+ 2,6 42.6 + 10,0

BMI (kg/m?)°

23,5 (17,5; 35,0)

24 (23,0; 25,7)

21,0 (17,5; 35,0)

Klinische Parameter

Gesamtcholesterin [mg/dI]°

HDL-Cholesterin [mg/dI]°
LDL-Cholesterin [mg/dI]®
Triglyceride [mg/dI]°
Syst. Blutdruck [mmHg]°
Diast. Blutdruck [mmHg]°
Niichtern-Glukose [mg/dI]°
HbA1C [%]°
Leukozyten [/nl]®
hsCRP [mg/dI]°
Erythrozyten [x10%/ul]

Tab. 1

Angegeben sind ®Mittelwert

202 (117; 287)
55 (38; 84)
132 (60; 201)
81 (42; 180)
122 (110; 163)
78 (69; 96)
87 (67; 111)
5,0 (4,4, 5,6)
54 (3,2; 7,9)
0,02 (0,02; 5,08)
4,54 (3,99; 5,08)

Charakteristika der Studienpopulation

243 (206; 256)
59 (53; 82)
158 (125; 171)
97 (80; 109)
124 (115; 140)
80 (75; 90)
106 (89; 111)
5,3 (4,9, 5,5)
5,7 (4,7: 5,9)
0,02 (0,02; 0,1)
4,53 (4,32; 4,84)

188 (117; 287)
51 (38; 84)
120 (60; 201)
79 (42, 180)
120 (110; 163)
76 (69; 96)
83 (67; 101)
5,0 (4,4, 5,6)
5,1(3,2; 7,9)
0,02 (0,02; 0,28)
4,55 (3,99; 5,08)

+ Standardabweichung und °Median (Minimum und

Maximum). Die Daten wurden mittels °Mann-Whitney Test bzw. Zunpaired t-Test

analysiert, es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden.

3.2. Wirkung von Glukose auf die IL-6 Spiegel in vivo
Um zu untersuchen, ob sich die Ergebnisse der in vitro-Versuche auch auf die
Verhdltnisse in vivo Ubertragen lassen, wurden die Auswirkungen einer
Glukosebelastung, reprasentiert durch einen oralen Glukosetoleranztest, auf die
systemischen IL-6 Spiegel im Blut untersucht. Zu diesem Zweck wurden
KORA-Survey 4

Gesundheitsforschung in der Region Augsburg) verwendet. In dieser Studie

Probanden des populationsbasierten (Kooperative
wurden bei 1.353 nicht diabetischen Probanden im Alter von 55-74 Jahren ein
oGTT durchgefiihrt. Aus dieser Gruppe standen 119 Personen mit normaler
IL-6 Produktion zur

Verfigung. Um auch einen eventuellen Einfluss einer langerfristig erhdhten

Glukosetoleranz zur Analyse der glukosestimulierten

Glukosekonzentration in vivo untersuchen zu kdénnen, wurden zuséatzlich noch
118 Personen mit gestérter Glukosetoleranz analysiert. Der oGTT stellt in beiden
Stimulation mit erhohten

Fallen das Analogon in vivo zu der

Glukosekonzentrationen in vitro dar.
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3.2.1Demographische und klinische Charakteristika der KORA $S4-

Studienpopulation

Fur die Analysen wurden aus den 1.353 KORA S4-Probanden, bei denen ein
oGTT durchgefihrt worden ist, einerseits Probanden mit einer normalen
Glukosetoleranz (NGT; n=119) und andererseits Probanden mit gestorter
Glukosetoleranz (IGT; n=118) ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte alters- und
geschlechtsgematcht zu den neu entdeckten Diabetikern in der
Studienpopulation.

In Tabelle 2 sind demographische und klinische Parameter der beiden Gruppen
dargestellt. Wie zu erwarten wiesen die Probanden mit einer normalen
Glukosetoleranz im Vergleich zu Probanden mit einer IGT einen niedrigeren BMI-
Wert (27,9 = 4,1 kg/m2 vs. 29,7 + 3,9 kg/m2; p<0,001), einen geringeren
Taillenumfang (95,0 £ 11,9 cm vs. 99,9 + 10,1 cm; p<0,001) und eine kleinere
Waist-to-Hip-Ratio (0,90 + 0,09 vs. 093 % 0,07; p=0,02) auf. Das
Gesamtcholesterin liegt bei beiden Vergleichsgruppen tber der Norm, zwischen
den Gruppen besteht jedoch kein signifikanter Unterschied. Das HDL-Cholesterin
ist bei den Probanden mit IGT erniedrigt gegentber Personen mit NGT (54,9 +
15,9 vs. 58,6 £ 15,5; p= 0,03), wahrend die Triglyzeride (130 [95; 192] mg/dl vs.
106 [80; 145] mg/dl; p<0,001) und die Harnsaure (6,18 + 1,50 mg/dl vs. 5,68 +
1,46 mg/dl; p<0,01) bei diesen Probanden erhéht sind. Der systolische Blutdruck
ist bei den Personen mit IGT mit 142 + 19 mmHg ebenfalls signifikant erhéht zu
Personen mit NGT (136 + 19 mmHg; p<0,01), ebenso der diastolische Blutdruck
(83 £ 10 mmHg vs. 80 + 11 mmHg; p=0,04). Neben den erhéhten 0- und die 2-
Stunden Glukosespiegeln der Personen mit IGT (104,8 £ 10,4 mg/dl vs. 95,8 +
7,3 mg/dl; 163,5 + 17,0 mg/dl vs. 105,7 £ 21,0 mg/dl; p<0,0001) sind ebenso der
Insulinspiegel (12,08 [9,15; 17,10] yU/ml vs. 9,45 [6,60; 13,20] pU/ml; p<0,0001),
der HOMA-IR (3,24 [2,26; 4,54] vs. 2,15 [1,54; 3,28]; p<0,001) sowie der HbA1c
(5,66 = 0,38% vs. 5,55 £ 0,37%; p=0,03) erhdht. Personen mit IGT haben
aulRerdem signifikant héhere Spiegel der Akut-Phase-Proteine CRP (2,35 [1,25;
4,34] mg/l vs. 1,60 [0,76; 3,33] mg/l; p<0,01) und Serumamyloid A (4,05 [2,55;
7,60] mg/l vs. 3,60 [2,20; 5,80] mg/l; p=0,04), wohingegen Fibrinogen nicht

unterschiedlich ist.
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3.2.2]IL-6 Spiegel im Serum vor und nach einem oralen Glukosetoleranztest

(oGTT) bei Probanden mit normaler Glukosetoleranz

Um den Einfluss einer oralen Glukosebelastung auf die IL-6 Produktion zu
untersuchen, wurde Serum von 119 Probanden vor und zwei Stunden nach
einem oGTT analysiert und die IL-6 Konzentration mittels ELISA bestimmt
(Abb.9). Der IL-6 Spiegel bei nuchternen Probanden lag im Median bei 2,86
[2,00; 4,47] pg/ml. Zwei Stunden nach dem oGTT wurden signifikant niedrigere
Serumspiegel gemessen (2,14 [1,53; 3,44] pg/ml, p<0,0001).

NGT
100~
p< 0,0001
°
° oo
10+ ., [ 2
= °e L 34
E HHREH Jteesaee
2 00988 %% 00" ..!!.wﬁ::.
© 00g 000°% 5o ® °
= e3%00008® $ Y Y Y XTI R
LI ..°°o:00°.
14 ®eoe ®ee0°°®
®ee®
°
0,1
0 Stunden 2 Stunden

IL-6 Wert
Abb. 9 IL-6 Spiegel im Serum vor (0 Std.) und nach (2 Std.) oGTT bei Personen

mit normaler Glukosetoleranz (NGT)

Probanden wurde Blut vor und 2 Stunden nach einem oGTT entnommen und die IL-6
Konzentration im Serum mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind die Werte der
Messung bei 0 und bei 2 Stunden, jeder Punkt reprasentiert ein Individuum, die Linie
kennzeichnet den Median. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Wilcoxon Test fir

den Vergleich von verbundenen Stichproben.
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3.2.3Demographische und klinische Charakteristika von Probanden mit
normaler Glukosetoleranz (NGT) stratifiziert nach dem IL-6 Verlauf im
oGTT

Wenn auch der Grofteil der Probanden mit einer normalen Glukosetoleranz mit
einem Abfall der IL-6 Spiegel nach oGTT reagierten, kam es bei einigen
Probanden zu einem Anstieg des IL-6 Spiegels (n= 28). Um zu untersuchen, ob
es Unterschiede zwischen den Probanden gab, die mit einem Anstieg bzw. einer
Reduktion der IL-6 Produktion im oGTT reagiert haben, wurden die Probanden
anhand der IL-6 Ratio (2h/0Oh) in zwei Gruppen unterteilt. Die Ratio wurde als
Quotient der 2 Stunden IL-6 Werte geteilt durch die 0 Stunden Werte berechnet.
Somit bedeutet eine Ratio <1 eine Reduktion der IL-6 Produktion nach 2
Stunden, wahrend eine Ratio =1 einen Anstieg des IL-6 Spiegel darstellt. In
Tabelle 3 sind die demographischen und klinischen Parameter der beiden
Gruppen aufgefuhrt, die statistische Auswertung wurde unadjustiert und mittels
linearer Regressionsanalyse adjustiert nach Alter und Geschlecht durchgefihrt.

Bei dem Vergleich der klinischen Parameter fallt zunachst auf, dass die
Geschlechtsverteilung in beiden Gruppen unterschiedlich war, in der Gruppe mit
einer IL-6 Ratio 21 sind mehr Frauen. Die Waist-to-Hip-Ratio zeigte sich zwar bei
Personen mit einer Ratio =1 erniedrigt (p=0,02), dieser Unterschied war jedoch
nach einer Adjustierung auf Alter und Geschlecht nicht mehr nachweisbar
(p=0,47). Ahnliches gilt fiir die vor Adjustierung erniedrigten Harns&urespiegel
(p=0,01 vor vs. p=0,09 nach Adjustierung). Demgegeniber waren die HDL-
Cholesterinwerte bei Personen mit einer IL-6 Ratio =1 niedriger (56,46 + 14,31
mg/dl  vs. 60,33 + 1585 mg/dl; p=0,23). Nach Alters- und
Geschlechtsadjustierung war dieser Unterschied schwach signifikant (p=0,04),
wahrend bei den restlichen Parametern des Lipidstoffwechsels kein Unterschied
zu finden war. In Bezug auf den Kohlenhydratstoffwechsel findet sich bei den
Probanden, die mit einer gesteigerten IL-6 Produktion auf den oGTT reagiert
haben, ein niedrigerer HbAc-Wert auch nach Adjustierung im Vergleich zu der
Gruppe mit einem Abfall der IL-6 Produktion (5,41 + 0,32 % vs. 5,60 + 0,38 %;
p=0,01 nach Adjustierung). Interessanterweise haben Personen, die mit einer
Steigerung der IL-6 Produktion auf einen Glukosereiz reagiert haben, signifikant

niedrigere IL-6-Ausgangsspiegel als Personen mit einer IL-6 Ratio <1 (1,97 [1,35;
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2,79] pg/ml vs. 3,26 [2,35; 5,07] pg/ml; p<0,004 adjustiert), die IL-6 Werte nach
oGTT unterscheiden sich dagegen nicht. Der Unterschied des HDL-Cholesterins
ist analog zu finden bei den Probanden der in vitro Versuche. Au3erdem fallt auf,
dass die Probanden, die mit einer Steigerung der IL-6 Spiegel nach dem oGTT
reagierten, niedrigere IL-6 Ausgangswerte hatten und nach dem Test tendenziell
hdéhere Spiegel hatten, als Personen, die mit einer Verringerung der IL-6 Spiegel
reagierten.
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3.24 IL-6 Spiegel im Serum vor und nach einem oralen
Glukosetoleranztest (oGTT) bei Probanden mit gestoérter

Glukosetoleranz (IGT)

Der Vorgang glich dem in 3.2.2, wobei das Probandenkollektiv nun eine gestorte
Glukosetoleranz aufwies (n= 118). Im Vergleich zu den Daten der Personen mit
NGT war der Median der Glukosekonzentration bei Personen mit IGT sowohl vor
als auch 2 Stunden nach einem oGTT mit 3,41 [2,44; 4,65] pg/ml bzw. 2,79 [1,92;
3,76] pg/ml jeweils héher. Der 2 Stunden IL-6 Wert ist im individuellen Vergleich
signifikant niedriger als der 0 Stunden IL-6 Wert (p<0,0001).

IGT
100+
p< 0,0001
o..
101
= .... o0®
?E” :.ooo!:.:o.:.:.:.
o ‘.‘%‘
= 00e% 002
g? L X 19 L4 '.
= RS
14 :.
0,1
0 Stunden 2 Stunden
IL-6 Wert

Abb. 10 IL-6 Spiegel im Serum vor (0 Std.) und nach (2 Std.) oGTT bei Personen
mit gestorter Glukosetoleranz (IGT)

Probanden wurde Blut vor und 2 Stunden nach einem oGTT entnommen und die IL-6

Konzentration im Serum mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind die Werte der

Messung bei 0 und bei 2 Stunden, jeder Punkt reprasentiert ein Individuum, die Linie

kennzeichnet den Median. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Wilcoxon Test fir

den Vergleich von verbundenen Stichproben.
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3.2.5 Demographische und klinische Charakteristika von Probanden mit
gestorter Glukosetoleranz (IGT) stratifiziert nach dem IL-6 Verlauf im
oGTT

Analog zu der Stratifizierung der Personen mit normaler Glukosetoleranz nach
einem Anstieg bzw. Abfall der IL-6 Ratio nach oGTT erfolgte die Stratifizierung
auf dieselbe Weise bei Personen mit einer gestérten Glukosetoleranz. Es ist
davon auszugehen, dass der Glukosespiegel bei Personen mit einer IGT Uber
langere Zeit erhéht ist. Da in den in vitro Versuchen die IL-6 Produktion ebenfalls
von der Dauer der Zeit abhangig war, kdnnte dies ebenfalls einen Einfluss auf die
IL-6 Produktion in vivo haben. Die klinischen und demographischen Daten sind in
Tabelle 4 dargestellt. Zunéachst fallt auf, dass bei den Personen mit IGT, ebenso
wie bei den Personen mit einer NGT, die Probanden mit einer Ratio =1 eine
signifikant erniedrigte Waist-to-Hip-Ratio hatten (p=0,001). Dieser Unterschied
wurde jedoch durch die Adjustierung fur Alter und Geschlecht aufgehoben
(p=0,17). Der Taillenumfang ist bei Personen mit einer Ratio =1 ebenfalls
geringer (p=0,01), wobei dieser Unterschied ebenfalls nach Adjustierung nicht
mehr nachweisbar war (0,24). Das HDL-Cholesterin war bei Personen, die mit
einer Steigerung der IL-6 Produktion reagiert haben, erhéht (p=0,03), wobei auch
dieser Unterschied nach der Adjustierung auf Alter und Geschlecht nicht mehr
bestand. Die Gbrigen Parameter des Fettstoffwechsels zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Auch in den Werten des Kohlenhydratstoffwechsels zeigten sich
genauso wie bei den Immunparametern keine nennenswerten Unterschiede. Bei
der Betrachtung der IL-6 Spiegel fallt erneut auf, dass die Personen mit einer
Ratio =1 einen geringeren IL-6 Ausgangswert hatten (p=0,004 vor Adjustierung).
Im Gegensatz zu den Personen mit normaler Glukosetoleranz ist die Signifikanz
jedoch nach Adjustierung nur noch grenzwertig (p=0,051). Weiterhin sind jedoch
die IL-6 Werte nach dem oGTT tendenziell bei den Personen mit einer Ratio =1
héher als bei den Probanden, die mit einer Senkung des IL-6 Spiegels reagiert
haben.

Es bleibt festzuhalten, dass die Personen, die mit einer Steigerung der IL-6
Produktion reagiert haben, sowohl Personen mit IGT als auch Personen mit NGT
erniedrigte basale IL-6 Spiegel aufwiesen und die IL-6 Werte nach dem oGTT
tendenziell héher waren, was den Schluss zuldsst, dass die Veranderung der IL-6

Produktion abhangig ist von der basalen IL-6 Zytokinproduktion.
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3.2.6 Einfluss des metabolischen Syndroms nach der Definition der IDF
oder des NCEP-ATP Il auf den IL-6 Verlauf im oGTT bei Personen mit

normaler Glukosetoleranz (NGT)

Da in den in vitro-Versuchen ein Hinweis daflr vorlag, dass die Responder in
ihren klinischen Parametern leicht erhéhte Cholesterin, Nichtern-Glukose und
Triglyzeridwerte aufwiesen, sollte untersucht werden, ob Personen mit normaler
Glukosetoleranz, bei denen ein metabolisches Syndrom nach der Definition der
IDF bzw. des NCEP-ATP Il vorlag, unterschiedlich auf den Glukosestimulus des
oGTT reagierten. Bei Personen, die nach der Definition der IDF ein
metabolisches Syndrom haben, liegt die mediane IL-6 Ratio bei 0,74 (0,59; 0,97),
d.h. die Mehrheit reagiert auch hier mit einem Abfall der IL-6 Spiegel auf einen
Glukosereiz (Abb. 10A). Die mediane IL-6 Ratio in der Gruppe ohne
metabolisches Syndrom liegt bei 0,70 (0,56; 0,92). Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen ist nicht signifikant (p=0,69). Nahezu identische Ergebnisse
finden sich bei den Probanden, die nach der Definition des NCEP-ATP Il ein
metabolisches Syndrom haben (0,73 [0,56; 1,06] vs. 0,70 [0,56; 0,92]; p=0,93),
obwohl in dieser Gruppe weniger Personen waren (n=27). Damit zeigt sich, dass
eine Aufteilung nach dem Vorliegen eines metabolischen Syndroms anhand der
zwei gebrauchlichsten Definitionen nicht zu Unterschieden in der IL-6 Produktion
bei oGTT fuhrt.
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Abb. 11  Ratio der 2h/0h IL-6 Spiegel stratifiziert nach met. Syndrom nach IDF
oder NCEP-ATP Il

Die Studienpopulation wurde stratifiziert nach Personen mit und ohne met. Syndrom

nach den Definitionen der IDF (A) oder des NCEP-ATP Il (B). Jeder Punkt reprasentiert

eine individuelle Ratio der IL-6 Werte (Quotient 2 Stunden zu 0 Stunden) nach oGTT.

Die Linie kennzeichnet den Median. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-

Whitney flr unverbundene Stichproben.

3.2.6.1 Demographische und klinische Eigenschaften der Personen mit

und ohne metabolischem Syndrom

Die Personen mit normaler Glukosetoleranz wurden hinsichtlich ihrer
demographischen und klinischen Eigenschaften stratifiziert nach Vorliegen eines
metabolischen Syndroms miteinander verglichen, zunachst anhand der Definition
der IDF (Tab. 5). Wie zu erwarten zeigen sich signifikante Unterschiede bei den
metabolischen Parametern, die in der Definition des metabolischen Syndroms
nach IDF enthalten oder stark mit dieser assoziiert sind. So finden sich
signifikante Unterschiede fir den Taillenumfang (p=0,001 unadjustiert bzw.
p=0,008 nach alters-, geschlechts- und BMI-Adjustierung), die Triglyzeridwerte
(p<0,0001), das HDL-Cholesterin (p=0,001 unadjustiert), den BMI (29,3 + 2,9
kg/m? vs. 27,4 + 4.4 kg/m? p=0,03 unadjustiert), wobei diese Signifikanz nach
Adjustierung auf Alter, Geschlecht und Taillenumfang nicht mehr bestand
(p=0,22), und die Waist-to-Hip-Ratio (0,94 + 0,07 vs. 0,89 £ 0,09; p=0,002
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unadjustiert). DarlUber hinaus finden sich bei Personen mit metabolischem
Syndrom in Bezug auf die Immunparameter, dass auch hier Personen mit einem
metabolischen Syndrom hdhere CRP-Spiegel (2,00 [1,37; 4,35] mg/l vs. 1,33
[0,61; 2,54] mg/l; p = 0,03 unadjustiert) und Fibrinogen-Spiegel (3,06 [2,57; 3,41]
g/l vs. 2,76 [2,43; 3,12] g/l) aufwiesen. Nach Adjustierung fur Alter, Geschlecht
und BMI bzw. Taillenumfang war der Unterschied der CRP-Spiegel nicht mehr
signifikant (p=0,07 bzw. p=0,1), in Bezug auf die Fibrinogen-Spiegel konnte eine
deutliche Signifikanz erst nach Adjustierung auf Alter und Geschlecht gezeigt
werden (p=0,03). AuRerdem haben Personen mit einem metabolischen Syndrom
tendenziell héhere 0 Stunden IL-6 Spiegel (3,26 [2,33; 4,90] pg/ml vs. 2,79 [1,93;
4,39] pg/ml; p = 0,32 unadjustiert) wohingegen die 2 Stunden IL-6 Spiegel
tendenziell niedriger waren (2,06 [1,39; 3,33] pg/ml vs. 2,17 [1,53; 3,47] pg/ml; p
= 0,89 unadjustiert), dieser Unterschiede ist jedoch weder vor noch nach
Adjustierung auf die verschiedenen Parameter signifikant. In einem weiteren
Schritt wurden die Personen stratifiziert nach Vorliegen eines metabolischen
Syndroms anhand der Definition des NCEP ATP Ill. Die Untersuchung der
klinischen und demographischen Eigenschaften zeigte aber bis auf signifikant
erhdhte Insulinspiegel (12,6 [9,3; 15,6] pU/ml vs. 8,7 [6,15; 12,00] pU/ml; p<0,01
unadjustiert) und HOMA-IR-Spiegel (2,97 [2,09; 3,89] vs. 1,97 [1,50; 2,99];
p<0,01 unadjustiert) bei Personen mit metabolischem Syndrom Kkeine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zu der Stratifizierung nach IDF (Daten
nicht dargestellt). Die metabolischen Verédnderungen scheinen keinen Einfluss
auf die glukosestimulierte IL-6 Produktion in vivo zu haben, aber einen Einfluss
auf die systemischen IL-6- Spiegel, die basal erhéht waren in der Gruppe der
Personen mit metabolischen Syndrom und nach einer Stimulation durch einen 2
Stunden oGTT tendenziell niedriger waren als in der Gruppe ohne metabolisches
Syndrom. Das Verhéltnis der IL-6 Spiegel vor und nach der Stimulation war in

beiden Gruppen gleich.
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4. Diskussion

4.1 Einleitung

Bei der Pathogenese des Typ 2 Diabetes mellitus (T2D) spielen inflammatorische
Einflisse eine wichtige Rolle™, wobei zwischen dem Immunsystem und dem
Glukosemetabolismus enge Verbindungen bestehen®®. In verschiedenen
epidemiologischen Arbeiten konnte ein Zusammenhang zwischen Stérungen des
Glukosemetabolismus und erhéhten Konzentrationen von IL-6 im Blut aufgezeigt
Werden18’23’60'124'125.

Neben den epidemiologischen Assoziationen gibt es aber nur wenige Arbeiten,
die den Einfluss einer induzierten Erh6hung der Glukosekonzentration in vivo und
in vitro auf eine Steigerung der Zytokinproduktion als einen méglichen zugrunde
liegenden Pathomechanismus untersucht haben. Zu den verwendeten
Glukosestimuli in vivo gehéren der klassische 2-Stunden oGTT'?, eine definierte
Testmahlzeit®®'?” oder der intravendse Glukosetoleranztest®!. Untersuchungen in
vitro wurden bislang an mononukleéren Zellen des peripheren Bluts (PBMC)%*°
und der monozytdren Zelllinie THP-1 °4'2812° qurchgefuihrt. Daten Gber den
Einfluss einer erhéhten Glukosekonzentration auf die Zytokinproduktion in einem

Vollblut-Testsystem liegen derzeit noch nicht vor.

In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden,
1. welchen Einfluss eine hohe Glukosekonzentration auf die Immunzellen in
einem Vollblut-Testsystem hat,
2. welche modulierenden Einflisse es auf die Immunreaktion gibt,
3. ob sich die Ergebnisse der in vitro Versuche auch auf Reaktionsmuster in
vivo Ubertragen lassen,
4. ob es Einflussfaktoren in vivo gibt, die eine Immunantwort modulieren

kénnten.
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4.2 Glukoseinduzierte IL-6 Produktion in vitro

Die Ergebnisse der in vitro Versuche haben gezeigt, dass eine erhdhte
Glukosekonzentration in der Vollblutkultur einiger Probanden zu einer starken
Steigerung der Produktion des Zytokins Interleukin-6 (IL-6) gefuhrt hat. Ein méglicher
Mechanismus der gezeigten Freisetzung von IL-6 liegt in der vermehrten Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (s. Abb. 12). Eine Hyperglykdmie fihrt in der
Zelle zu einer vermehrten Produktion von ROS™%™'  Weiterhin filhrt eine
Hyperglykdmie zur Hochregulation von Enzymen mit antioxidativen Aufgaben im

Metabolismus der Zelle*"%*

. Dieser Anstieg der ROS fuhrt in Zellen zu einer
Aktivierung der Protein Kinase C (PKC)*""*¢"3"_ Dje PKC hat firr die Freisetzung des
IL-6 eine entscheidende Rolle, was sich u. a. in Versuchen zeigt, in denen eine
Blockierung der PKC mittels spezifischer Inhibitoren zu einer signifikanten
Verminderung der IL-6 Spiegel fihrt®. Die proinflammatorische Wirkung der PKC
wird zum einen Uber die Mitogen-aktivierte Protein Kinase p38 (p38MAPK) und zum
anderen Uber den Transkriptionsfaktor NFKkB vermittelt®®*. Durch eine spezifische
Blockierung der p38MAPK wurde sowohl die Sekretion von Zytokinen vermindert als
auch die Aktivitdt von NFkB, was zeigt, dass p38MAPK seine Wirkung zumindest
teilweise Uber diesen Weg vermittelt™'®®. NFkB wird auch direkt durch die PKC
aktiviert und ist vermehrt aktiv in einem hypoxischen Milieu®®'°. Der
Transkriptionsfaktor NFkB stellt einen wichtigen Vermittler der Transkription
proinflammatorischer Gene dar. Er befindet sich im nicht aktivierten Zustand im
Zellplasma. Nach seiner Aktivierung erfolgt die Translokation in den Zellkern, wo er
unter Bindung an regulatorische Abschnitte der DNS die Transkription
proinflammatorischer Gene positiv verstdrkt. Dadurch wird eine erhdhte
Ausschiittung proinflammatorischer Proteine mediiert™®'*2.  Analog zu den
Ergebnissen der Blockierung der p38MAPK findet sich auch ein Rickgang der
Zytokinproduktion bei spezifischer Blockierung des Transkriptionsfaktors NFkB%.

Neben den ROS gibt es noch einen weiteren Weg, Uber den die PKC aktiviert
werden kann und die Sekretion inflammatorischer Zytokine induziert wird. Es handelt
sich um eine Aktivierung der PKC Uber AGEs (advanced glycation end products).
AGEs entstehen durch nichtenzymatische Glukoxidation von Proteinen und Lipiden.
Diese Glukoxidation ist ein natirlicher Prozess, der jedoch in einem

hyperglykamischen Milieu stark beschleunigt wird®*®. Neben vielfach direkt
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modulierenden Einflissen auf intrazelluldre Strukturen wirken die AGEs
insbesondere auch Uber spezifische AGE-Rezeptoren (RAGE). Binden AGEs an
RAGE, wird die Produktion inflammatorischer Zytokinen Gber NFkB und MAPK {ber
Aktivierung der PKC induziert®®'**'* Zusatzlich kommt es noch zur Bildung von
ROS, die ihrerseits die Aktivierung der PKC einleiten®. Die Glukoxidation ist ein
nicht-enzymatischer Vorgang und somit ein relativ langsamer Prozess. Die ersten
AGE sind in vitro erst nach einer Woche Inkubation mit erhdhten
Glukosekonzentrationen zu erkennen. Aus diesem Grund ist ein Einfluss in der
Zellkultur bei einer Inkubation von 72 Stunden mit hoher Wahrscheinlichkeit

auszuschlief3en.

¢ ----=---

A 4 A 4

‘ INFkB |Tp38MAPK’

4’{ TInterleukin-6 }‘7

Abb. 12 Schematische Darstellung des Mechanismus, liber den Hyperglykdmie eine

Zytokinfreisetzung vermittelt
modifiziert nach Devaraj®* ROS= reaktive Sauerstoffspezies; AGE= advanced glycation end
products; NFkB= Nukledrer Transkriptionsfaktor kB; p38MAPK= Mitogen aktivierte Protein
Kinase p38
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4.3 Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der IL-6 Produktion in vitro

Die beobachtete IL-6 Produktion ist abhéangig von verschiedenen Faktoren in der
Zellkultur. Einen wichtigen Einfluss auf die IL-6 Produktion haben die Hohe der
Glukosekonzentration, mit der die Vollblutkultur inkubiert wurde, sowie die
Inkubationsdauer mit hohen  Glukosekonzentrationen. Es wurde eine

konzentrationsabhéngige Steigerung der IL-6 Produktion in der Zellkultur beobachtet.

In einer weiteren Arbeit, in der Vollblutkulturen mit erhéhten Glukosekonzentrationen
(100 mg/dl vs. 500 mg/dl) inkubiert wurden, konnte konkordant zu unseren
Ergebnissen ein erhéhter IL-6 Spiegel nach 72stindiger Inkubation nachgewiesen
werden, wobei ein positiver Effekt ausschliel3lich bei Vollblut von Personen mit einem
metabolischen Syndrom nachzuweisen war, wohingegen in der Vollblutkultur von
Personen ohne metabolisches Syndrom eher ein erniedrigter IL-6 Spiegel nach der
Inkubation zu messen war'*. In vorherigen Studien mit PBMCs konnte eine
Steigerung der IL-6 Produktion ebenfalls nachgewiesen werden, wobei die Zellen vor
der Inkubation mit hohen Glukosespiegeln mit LPS vorinkubiert wurden .

Auch in Arbeiten mit PBMCs ohne vorherige LPS-Stimulation konnte dieser Effekt
der Konzentrationsabhangigkeit dargestellt werden®.  Morohoshi  benutzte
Glukosekonzentrationen von 200 mg/dl und 600 mg/dl zur Erzeugung einer
Hyperglykdmie. Nach einer 24stindigen Inkubation war eine deutliche Abhangigkeit
der IL-6 Produktion von der Hohe der eingesetzten Glukosekonzentration (200 mg/dl
vs. 600 mg/dl) zu erkennen. Nach einer 48stiindigen Inkubation war die IL-6
Produktion in der Zellkultur, die mit einer mittleren Glukosekonzentration inkubiert
wurde, jedoch héher als in der Zellkultur, die mit der gré3eren Glukosekonzentration
inkubiert wurde, so dass die Abhangigkeit von der eingesetzten
Glukosekonzentration nicht mehr nachzuweisen war. Dies steht im Gegensatz zu
den Ergebnissen dieser Arbeit, die sowohl eine Konzentrations- als auch eine
Zeitabhangigkeit der IL-6 Produktion zeigen konnte. Ein mdbglicher Grund der
unterschiedlichen Reaktion liegt in einem unterschiedlichen Versuchsaufbau.
Wahrend Morohoshi et al. die Inkubation nach 24 bzw. 48 Stunden abgebrochen
haben ®°, kam es in dieser Arbeit ausschlieBlich zu einem Mediumwechsel nach 2
bzw. 24 Stunden, wéhrend die Inkubationsdauer von insgesamt 72 Stunden

beibehalten wurde. Dies kdnnte dazu gefuhrt haben, dass durch Abbrechen der
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Inkubation nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden eine sich anschliefende Veréanderung
des IL-6 Spiegels unterbrochen wurde.

Shanmugam et al. konnten zeigen, dass es in der humanen monozytaren
Zellkulturlinie THP-1, die fur 24 bzw. 72 Stunden mit hohen Glukosespiegeln
inkubiert wurde, zu unterschiedlichen Reaktionsmustern der Zytokinsekretion auf
transkriptioneller Ebene kam 2. So konnte fiir TNF-a (Tumor-Nekrosefaktor-a) eine
Hochregulation schon nach 24 Stunden Inkubation gesehen werden, wohingegen
eine Hochregulation des Chemokins MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1)
erst nach 72 Stunden nachzuweisen war'?®. Die eingesetzte Glukosekonzentration
bei den Versuchen von Shanmugan lag bei 270 mg/dl. Durch eine Hochregulation
des TNF-a kann es auch konsekutiv Uber NFkB zu einer Hochregulation des IL-6

kommen147-149

Dies deutet auf einen starken Zusammenhang zwischen
Inkubationsdauer und Sekretionsmuster der Zytokine hin. Anzumerken ist jedoch,
dass die Untersuchungen auf transkriptionaler Ebene nicht ohne weiteres mit der
Proteinebene verglichen werden kénnen.

Ein osmotischer Effekt auf die Zytokinproduktion wird in der Literatur derzeit
kontrovers diskutiert. Wahrend einige Arbeiten einen stimulierenden Effekt auf die

Zytokinproduktion gefunden haben®:146:1%

, gibt es andere Untersuchungen, die eine
Hemmung der Zytokinsekretion festgestellt haben'". In dieser Arbeit konnte keinerlei
Effekt auf die Zytokinproduktion gezeigt werden. Zur Herstellung eines osmotischen
Gradienten wurde L-Glukose benutzt. Die stoffwechselinaktive L-Glukose ist das
Enantiomer der stoffwechselaktiven D-Glukose und kommt in dieser Form in der
Natur nicht vor, sondern ist ein kiinstlich erzeugtes Molekil. Enantiomer bedeutet,
dass die beiden Kohlenhydrate formell den gleichen molekularen Aufbau besitzen,
jedoch eine unterschiedliche Anordnung. Sie verhalten sich wie Bild und Spiegelbild
und kénnen nicht durch Drehung der Atome in Deckung gebracht werden. Aufgrund
dieses strukturellen Unterschiedes sind Enzyme nicht in der Lage, die L-Glukose zu
verstoffwechseln. Damit hat man einen identischen osmotischen Effekt, ohne jedoch
Verédnderungen durch Stoffwechselvorgdnge zu erzeugen. Aufgrund der
unterschiedlichen Methode zur Erzeugung eines osmotischen Gradienten in den
verschiedenen Studien ist eine divergierende Reaktion méglicherweise zu erklaren.

So erfolgte bei der Verwendung der Substanz Mannitol immer eine Hochregulation

der Zytokinproduktion® ', wohingegen in Gegenwart von hohen NaCl-

150 151

Konzentrationen sowohl eine gesteigerte als auch eine verminderte
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Zytokinproduktion beobachtet wurde. Eine weitere Arbeit, in der ebenfalls L-Glukose
als osmotische Kontrolle verwendet wurde, zeigte wie in dieser Arbeit keinen Einfluss
auf die IL-6 Produktion'®. Das legt die Vermutung nahe, dass eine Beeinflussung
der Zytokinproduktion durch die stoffwechselaktiven Substanzen NaCl und Mannitol
zumindest jedoch nicht ausgeschlossen werden kann.

Eine durch Hyperglykdmie ausgeléste Steigerung der IL-6 Produktion konnte sowohl

in in vitro Versuchen mit Zelllinien®*'%®

als auch mit frisch isolierten PBMCs gezeigt
werden®®'%  Die experimentellen Bedingungen sind jedoch nur eingeschrénkte
Betrachtungsweisen des physiologischen Milieus. Zelllinien kénnen anders reagieren
als frisch isolierte PBMCs, da sie zum einen nur einen bestimmten Leukozytensubtyp
reprasentieren und zum anderen in der Regel aufgrund ihres neoplastischen
Ursprungs oft genetische Aberrationen aufweisen.

Aber auch PBMCs stellen nicht die Vielzahl der interagierenden Zellen im Kérper dar,
sondern bilden nur einen Teilbereich der komplexen Vorgénge zellulérer Interaktion
ab. So ist beispielsweise zur Erzeugung einer messbaren Reaktion auf einen
Stimulus ein starker und teilweise auch unphysiologischer zuséatzlicher Stimulus von
N&ten wie z.B. Anti-CD3 Antikdrper oder Phytohamaglutinine 2.

Nach der Isolierung und Kultivierung der PBMCs in synthetischen Medien zeigen sich
bei der Messung der Zytokin-Spiegel schwer reproduzierbare und ungenaue Werte
im Vergleich zur Vollblutkultur''®. Dies mag zum einen daran liegen, dass durch den
Vorgang der lIsolierung eine gewisse Vorstimulation der Zellen erfolgt und zum
anderen auch andere Zytokine und inhibierende und stimulierende Co-Faktoren
durch die Isolation entfernt werden. In der Vollblutkultur stehen alle vorhandenen
Zellen fur Zell-Zell-Interaktionen zur Verfiugung und es erfolgte kein Entfernen von
inhibierenden oder stimulierenden Faktoren, so dass ein méglichst physiologisches

Abbild der Vorgange im menschlichen Kdrper erreicht wird.
4.4 Hypoxie induziert die IL-6 Produktion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Zytokinausschittung in der
Zellkultur durch eine mittels Desferrioxamin (DFX) simulierte Hypoxie hervorgerufen
werden konnte. Unter diesen Bedingungen war es sogar mdglich, eine
inflammatorische Reaktion bei Non-Respondern zu erzeugen, die unter

normoxischen Bedingungen nicht mit einer |IL-6-Induktion auf einen Glukosestimulus
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antworteten. Es konnte bereits friih gezeigt werden, dass eine Hypoxie in der Zelle
zu einer Ausschittung proinflammatorischer Immunmarker, insbesondere des IL-6,
fl'Jhrte153’154.

Die zellbiologischen Mechanismen, die zu einer Ausschittung dieser Immunmarker
fuhren, sind heute zumindest zum Teil verstanden. So ist HIF-1 (Hypoxie induzierter
Faktor-1) einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren, der die Genregulation unter
hypoxischen Verhéltnissen steuert'. HIF-1 ist ein Dimer bestehend aus HIF-1a und
HIF-1B, welche unter normoxischen Verhaltnissen voneinander rdumlich getrennt
vorliegen. Dies liegt daran, dass HIF-1a unter normoxischen Bedingungen im
Proteasom stetig abgebaut wird. Unter hypoxischen Verhéltnissen kommt es zu
einem verminderten Abbau des HIF-1a, welches nun in den Nukleus wandert und
dort mit dem HIF-18 ein Dimer bildet. Das Dimer bindet an HREs (Hypoxie
regulierende Elemente) in verschiedenen Promotorsequenzen, wodurch eine Reihe
von Genen wie z.B. Erythropoietin, VEGF (vaskuldrer endothelialer
Wachstumsfaktor), Glukosetransporter und glukolytische Enzyme aktiviert werden'*®
1% HIF-1a induziert des weiteren die Produktion des IL-6"%"®". Die Tatsache, dass
nur 65 Prozent der durch Hypoxie induzierten Gene auf eine HRE-vermittelte
Aktivierung zurlickzufihren sind, zeigt an, dass noch weitere Mechanismen eine
entscheidende Rolle in der Umstellung der Zelle unter hypoxischen Verhéaltnissen
haben'®?. So kommt es zu einer schnellen Steigerung der MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase)-Aktivitdt bei Eintritt einer Hypoxie. Es konnte gezeigt werden, dass
durch eine Hemmung der p38MAPK durch spezifische Inhibitoren die Produktion von
IL-6 gesenkt werden konnte'®'. Zusatzlich filhrte eine Hemmung der MAPK zu einer
verminderten Expression des HIF-1a'%%"%4 Auch der Transkriptionsfaktors NFkB ist
ein wichtiger Regulator der Genaktivitat in der Hypoxie'®®. Durch die spezifische
Hemmung des NFkB konnte die IL-6 Produktion ebenfalls gesenkt werden'®®".
Daraus ergeben sich drei Mechanismen, durch die eine |IL-6 Produktion in der Zelle
in einem hypoxischen Milieu gesteigert werden kann (Abb. 13).

In dem anaeroben Stoffwechsel der Zelle kommt es aullerdem zu der vermehrten

)166, die Einfluss auf den

Herstellung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS
Transkriptionsfaktor HIF-1a haben. Aullerdem aktivieren ROS NFkB und p38MAPK
(s. 4.2). Betrachtet man die Mechanismen, Uber die es zu einer IL-6 Produktion
sowohl unter hypoxischen (s. Abb. 13) als auch unter hyperglyk&mischen (s. Abb. 12)

Verhaltnissen kommt, so féallt auf, dass ahnliche zellulare Pfade benutzt werden. Dies
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kénnte ein Hinweis darauf sein, dass eine Hyperglykdmie und eine Hypoxie
synergistisch auf die IL-6 Produktion in der Zelle wirken kénnten. Eine Hyperglykdmie
induziert dhnliche pathophysiologische Veranderungen und zelluldare Schaden wie
eine Hypoxie. Bereits 1993 postulierten Williamson et al. einen pseudohypoxischen
Effekt, hervorgerufen durch eine Hyperglykamie'®’. In einer kirzlich versffentlichten
Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Glukoseaufnahme in einer in
vitro Zellkultur von Mesangiumzellen zu einer verstarkten Produktion von IL-6 fuhrte,

168 Diese

die von einer gesteigerten Expression des HIF-1a begleitet wurde
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da eine gleichzeitig
bestehende Hyperglykdmie und Hypoxie ebenfalls zu einer Verstarkung der IL-6
Antwort gefiihrt haben. Im Gegensatz dazu stehen jedoch Arbeiten, die gezeigt
haben, dass eine Aktivierung des HIF-1a und der HIF-1 abh&ngigen Gene durch eine
Hyperglykamie vermindert werden'®®'"°. Ob es eine Verbindung der Mechanismen
der Stoffwechsellagen unter hypoxischen und hyperglykdmischen Verhéltnissen gibt

und wie diese Verbindung aussieht, bedarf einer weiteren Abklarung.

=I TInterleukin-6 I‘

Abb. 13 Schematische Darstellung des Mechanismus, liber den Hypoxie eine
Zytokinfreisetzung vermittelt

HIF-1a= Hypoxie induzierter Faktor-1a; NFkB= Nuklearer Transkriptionsfaktor kB;

p38MAPK= Mitogen aktivierte Protein Kinase p38; ROS= reaktive Sauerstoffspezies
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4.5 Interindividuelle Unterschiede der Zytokinsekretion

Anhand der Hohe der Zytokinproduktion der Probanden auf den Glukosereiz liel3en
sich zwei Gruppen unterscheiden: zum einen die Responder mit einer deutlich
gesteigerten IL-6 Produktion im Verlauf der Inkubation und zum anderen die Non-
Responder, die keine Erhéhung der IL-6 Produktion aufwiesen.

Ein moglicher kausaler Ansatzpunkt fur diese interindividuellen Unterschiede ist eine
unterschiedliche metabolische Konstitution der beiden Gruppen. So fiel bei der
Betrachtung der klinischen Parameter der Probanden auf, dass die Responder etwas
schlechtere metabolische Parameter hatten als die Non-Responder. In einer kirzlich
verdffentlichten Arbeit konnte gezeigt werden, dass es im Blut von Probanden mit
einem metabolischen Syndrom (MetS) nach Inkubation mit einer hoch dosierten
Glukosekonzentration zu einer Hochregulation der IL-6 Produktion sowohl auf Gen-
als auch auf Proteinebene kam '*°. Dieser Anstieg der IL-6 Spiegel konnte jedoch
nicht bei Personen ohne MetS nachgewiesen werden. Eine Glukoseaufnahme
resultiert damit nicht zwangslaufig in einer Inflammation, sondern fihrt erst bei
metabolisch dysregulierten Individuen zu einer Aktivierung einer Immunantwort in

Leukozyten 3’

. Diese Befunde zeigen, dass eine metabolische Dysbalance eine
Immunreaktion auf einen Glukosereiz beginstigen kann. Eine weitere Erklarung far
die ausschlieBliche Hochregulation der IL-6 Produktion bei den Respondern sind
mdglicherweise auch Gen-Polymorphismen. Es konnte dargestellt werden, dass in
vitro Leukozyten von Probanden mit verschiedenen SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) fiir IL-6 mit unterschiedlichen Reaktionen der IL-6 Antwort auf
Lipopolysaccharid als Stimulanz reagierten'”'. Die Abhangigkeit der IL-6 Produktion
von Gen-Polymorphismen konnte auch in vivo gezeigt werden. Die maximale IL-6
Produktion nach koronaren Bypass-Operationen wurde signifikant durch Gen-
Polymorphismen beeinflusst'’?. Die nattirliche Immunantwort wird durch zahllose
Gene kodiert. Diese Gene gehdren zu den am starksten konservierten Strukturen,
doch trotz dieser hohen Konservierung gibt es auch starke interindividuelle
Unterschiede, die zu einer erhéhten Anfalligkeit fur die Entwicklung von Krankheiten
fuhren kénnen'. Selbst kleine Veranderungen in den Genen, die fiir die Erkennung
zwischen Selbst und Fremd kodieren, kénnen zu grofden Veranderungen in den

darauf folgenden Stoffwechselwegen fuhren.
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Auch in diesem Kontext kann nicht ausgeschlossen werden, dass Polymorphismen in
Genen, die fir einzelne Komponenten der Hyperglykdmie-Antwort kodieren, zu
interindividuellen  Unterschieden in der Hochregulation von bestimmten
Immunmediatoren als Reaktion auf erhdhte Glukosespiegel fihren. So wirden
Veranderungen in gemeinsamen Stoffwechselwegen des hypoxischen und
hyperglykdmischen Milieus zu konkordanten Veradnderungen fihren. Allerdings gibt
es zu diesem Thema bislang keine Arbeiten, so dass diese Erklarung nicht mit Daten

aus anderen Arbeitsgruppen belegt werden kann.

4.6 IL-6 Sekretionsmuster IGT vs. NGT

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde stammen aus Ergebnissen des KORA
Survey 4. Bei dieser Studie handelt es sich um eine populationsbasierte
Querschnittsstudie, die mit dem Ziel der Erhebung von Daten durchgefiihrt wurde,
die eine prospektive Nachverfolgung im Bereich der Epidemiologie,
Gesundheitsbkonomie und Versorgungsforschung erlauben. Es erfolgte die
Aufteilung der Population in Hinblick auf Glukosetoleranzstatus in Personen mit
normaler und gestdrter Glukosetoleranz. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der IL-6
Spiegel von Probanden mit einer normalen und einer gestérten Glukosetoleranz vor
und nach einem 2h-oGTT fallt auf, dass der IL-6 Spiegel unabhéngig vom
bestehenden Glukosetoleranzstatus abféllt. Das heildt, dass entgegen den
Beobachtungen in der Vollblutkultur durch einen Glukosereiz eine verminderte
Produktion des IL-6 induziert wird.

Aktuell erhobene Daten aus in vivo Studien mit einem &hnlichen Versuchsaufbau
sind bislang zu widersprichlichen Ergebnissen in Bezug auf die IL-6 Produktion nach
Glukosereiz gekommen. Im Wesentlichen gibt es Arbeiten aus drei verschiedenen
Arbeitsgruppen zu diesem Thema. Zum einen konnten die Arbeitsgruppen von
Gonzalez und Ceriello zeigen, dass es nach einem Glukosereiz zu einer geringeren
IL-6 Produktion kommt "*'° Im Gegensatz dazu stehen Veréffentlichungen der
Arbeitsgruppen von van Oostrom und Manning, in denen eine glukoseinduzierte
verstarkte IL-6 Produktion nachgewiesen werden konnte®126.127,

Gonzalez konnte zeigen, dass es zu einem signifikanten Abfall der IL-6 Spiegel in
mononukledren Zellen kommt, die 2 Stunden nach einer oralen Gabe von 75 g

Glukose aus dem Blut gesunder Probanden isoliert wurden'”>.
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In Arbeiten von Ceriello konnte gezeigt werden, dass bei einem oGTT bei Diabetikern
der IL-6 Spiegel 60 min. nach der Ingestion sein Maximum erreicht und danach
kontinuierlich wieder abfallt. Nach 4 Stunden war der IL-6 Spiegel sogar unter den
Ausgangswert abgesunken'*.

Die Arbeitsgrupe um Manning zeigte im Gegensatz dazu, dass es zu einem Anstieg
des IL-6 Spiegels nach Glukosebelastung kommt. Manning wahlte fir seine Studien
Patienten aus mit einem BMI von mindestens 27 kg/mz. Die Studienpopulation hatte
einen durchschnittlichen BMI von 37,3 kg/m? . Auch der Taillenumfang war im
Vergleich zu den Testpersonen unserer Studie deutlich héher (109£13 cm vs. 9512
cm und 100£10 cm). Die Werte der postprandialen IL-6 Ausschittung waren nach
dem Gewichtsverlust vergleichbar mit der von Patienten mit einer normalen
Glukosetoleranz. Als Kontrollgruppe rekrutierte Manning in seiner Studie

2 8 In der

normalgewichtige Probanden mit einem BMI von 22,9%1,9 kg/m
Kontrollgruppe konnte er signifikant niedrigere IL-6 Plasmaspiegel messen als bei
den Ubergewichtigen Probanden. Da das Fettgewebe ein wichtiger Produzent des
zirkulierenden IL-6 ist®®'"®""7 ist zu erwarten, dass aufgrund des vermehrt
vorliegenden Fettgewebes eine starkere inflammatorische Reaktion auf einen Reiz
folgt. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass es durch Gewichtsverlust zu einer
verringerten postprandialen Freisetzung des IL-6 aus Skelettmuskelzellen bei
Mannern mit einer gestérten Glukosetoleranz kommt'’®. Der Faktor des
Ubergewichts scheint in diesem Zusammenhang also entscheidender zu sein als der
Status der Glukosetoleranz. Dem widerspricht jedoch die Beobachtung in dieser
Arbeit, dass die Probanden, die mit einer Steigerung der IL-6 Produktion auf den
oGTT reagierten, unabhangig von der Glukosetoleranz, durchschnittlich einen
geringeren Taille-Hift-Quotienten aufwiesen.

Manning konnte des weiteren zeigen, dass wahrend eines oGTT eine Besonderheit
in Bezug auf die Kinetik der IL-6 Produktion bei adipésen Probanden vorliegt'®®. Es
zeigte sich, dass 30 und 60 min. nach der Ingestion von 75g Glukose ein
signifikanter Abfall der IL-6 Spiegel zu messen war. Nach 120 min. zeigte sich kein
signifikanter Unterschied des IL-6 Spiegels im Vergleich zum Nuchtern-IL-6 Spiegel.
Auch in dieser Testreihe zog Manning als Probanden ausschlieBlich adipdse
Versuchspersonen heran mit einem mittleren BMI von 33,4 kg/m?. Einen ahnlichen
Abfall des IL-6 Spiegels konnte er auch bei seinen Testreihen mit glukosereichen

Probemahlzeiten und im Vergleich von adipésen gegeniber normalgewichtigen
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Probanden nach 60 min. feststellen®. Manning filhrte diesen Effekt auf eine
spiegelbildlich zum IL-6 Abfall erhéhte Insulinsekretion zurtick .

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei den Studien von van Oostrom, der den Effekt
glukosereicher Nahrung auf gesunde mannliche Versuchsprobanden untersuchte'®.
Erst nach 4 Stunden zeigte sich jeweils ein signifikanter Anstieg der IL-6 Spiegel im
Vergleich zum initial gemessenen IL-6.

In der hier vorgestellten Arbeit erfolgte keine Messung der Insulinspiegel zwei
Stunden nach dem Glukosereiz, so dass diesbezlglich keine Vergleiche gemacht
werden kénnen. Es kdnnte jedoch sein, dass in den hier durchgeflihrten Messungen
der zeitliche Abstand der Messung zum Glukosereiz zu niedrig gewahlt ist. Wichtig ist
daneben jedoch noch zu erwdhnen, dass die Daten Mannings und van Oostroms
jeweils auf niedrigen Probandenzahlen beruhen und eine Extrapolation nicht ohne
weiteres auf eine grélkere Population méglich ist.

Vergleicht man die klinischen Parameter der Probanden in dieser Arbeit féllt auf,
dass Probanden, bei denen eine Steigerung des IL-6 Spiegels 2 Stunden nach
Glukoseaufnahme erfolgte, einen niedrigeren basalen IL-6 Spiegel hatten
unabhangig von dem Status der Glukosetoleranz. Im Vergleich der basalen IL-6
Spiegel fallt auf, dass die basalen IL-6 Spiegel in den Studien von Manning ebenfalls
relativ niedrig sind. Es scheint ein Zusammenhang zu bestehen zwischen den
basalen IL-6 Spiegeln und der inflammatorischen Reaktion auf einen Glukosereiz.
Letztendlich bedarf es jedoch einer weiteren Klarung Uber Studien und
experimentellen Versuchsaufbauen, um diesen Zusammenhang weiter zu kléren.

Ein weiterer Kritikpunkt bei dem Vergleich der unterschiedlichen Arbeiten stellt die
GréRe des Probandenkollektivs dar. In den Arbeiten von Manning und van Oostrom
wurden nur sehr kleine Probandengruppen untersucht. Ein Vergleich mit dem relativ
grollen KORA S4 Probandenkollektiv ist aus diesem Grund nicht ohne weiteres

moglich.
4.7 IL-6 Sekretionsmuster in Abhdngigkeit vom metabolischen Syndrom

Auch bei der Stratifizierung der Probanden nach den Einschlusskriterien eines
metabolischen Syndroms und dem Vergleich der IL-6 Spiegel vor und nach dem
oGTT wurden Daten des populationsbasierten KORA-Survey 4 enthommen und das

Studienkollektiv aufgeteilt in Personen mit und ohne metabolisches Syndrom. Es fallt
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auf, dass es keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die 2h/Oh-Ratio der IL-6
Produktion gibt. Die Ratio von <1 zeigt an, dass der IL-6 Spiegel nach dem oGTT wie
bei dem Vergleich von NGT versus IGT niedriger war als vor der Glukosebelastung,
unabhangig von der zugrunde liegenden Definition nach der die Probanden eingeteilt
wurden. Wie bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, war der basale
IL-6 Spiegel bei Personen mit einem metabolischen Syndrom im Vergleich zu
Personen ohne metabolisches Syndrom signifikant erhoht™*'"°. Im Unterschied zu
diesen Studien konnte in dieser Studie jedoch kein Anstieg des IL-6 Spiegels nach
einem oGTT gesehen werden, unabhdngig von der metabolischen Kategorisierung.
Die IL-6 Spiegel waren nach der Glukosebelastung bei den Personen mit
metabolischem Syndrom sogar tendenziell eher vermindert gegenuber den IL-6
Spiegeln bei Personen ohne metabolisches Syndrom, wenn auch nicht signifikant.
Diese Ergebnisse sind konkordant zu den Beobachtungen bei der Aufteilung der
Probanden nach IGT und NGT. Kempf et al. konnten auf transkriptionaler Ebene in
Leukozyten eine deutliche Steigerung der Genexpression fir Personen mit einem
metabolischen Syndrom 2 Stunden nach dem oGTT nachweisen. Fir Personen, die
nach der Definition kein metabolisches Syndrom haben, konnte jedoch konkordant
zu unseren Beobachtungen ein Rickgang der Genexpression fir IL-6 gesehen
werden, wobei dieser nicht signifikant war'**. Ein Grund fiir die gesteigerte IL-6
Genexpression kénnte in der Tatsache begriindet sein, dass durch das Legen einer
Venenverweilkanile und Blutenthahmen aus dieser, wie in der Studie von Kempf et
al. geschehen, per se eine Steigerung der IL-6 Serumkonzentration nach sich ziehen
kann'®. AuRerdem sind die Ergebnisse lediglich auf transkriptioneller Ebene in
Leukozyten erfasst und lassen sich nicht ohne weiteres auf die Ergebnisse der
endgultigen IL-6 Serumkonzentrationen Ubertragen. Die gemessenen IL-6 Spiegel
sind 2 Stunden nach Glukoseaufnahme erfolgt und eine dartber hinaus gehende
Veranderung des IL-6 Spiegels durchaus maglich’.

Aufgrund der immunmodulatorischen Wirkung des Insulins kdnnte es sein, dass
durch eine glukoseinduzierte Insulin-Ausschittung die IL-6 Produktion negativ
beeinflusst worden ist'?*181:182183 "|ngylin fiihrt zu einer verminderten Lipolyse in den
Adipozyten des Fettgewebes und zu einer geringeren Konzentration von freien
Fettsduren im  Blutplasma, was zu einer verringerten  Aktivierung
proinflammatorischer Kreisldufe filhrt'®*. Bei der Betrachtung der 2h/Oh-Ratio der IL-6

Spiegel von Personen ohne metabolisches Syndrom féallt auf, dass es zwei
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Probanden im Kollektiv gab, die mit einer sehr starken Erhéhung der IL-6 Spiegel auf
den Glukosereiz reagierten. Dies kénnten Probanden sein, die in unseren in vitro
Versuchen als Responder kategorisiert worden waren. Somit kdnnte es sich eine
besondere Pradisposition fur eine gesteigerte IL-6 Produktion auf einen Glukosereiz
hin handeln. Dies ist die erste Arbeit, die einen solchen Zusammenhang aufzeigt, so

dass zur Unterstitzung der Hypothese weitere Untersuchungen stattfinden sollten.
4.8 Weiterfiihrende Uberlegungen

Der Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und Gefélveranderungen konnte
mehrfach gezeigt werden und ist gut belegt'®>'®®'8" Die dem zugrunde liegenden
Mechanismen sind bisher nicht ausreichend erforscht. Wichtige Mechanismen
scheinen in diesem Zusammenhang die chronische Entziindung und die Hypoxie zu
sein'®. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den in vitro Versuchen ein
direkter Synergismus von Hypoxie und Hyperglykdmie in Bezug auf die Herstellung
inflammatorischer Proteine wie IL-6 hat. Dieser in vitro gut darstellbare Effekt liel3
sich nicht in vivo darstellen. In dem Studienkollektiv kam es nach einer
Glukosebelastung vielmehr zu einer Reaktion in Abhé&ngigkeit von den
vorherrschenden IL-6 Spiegeln. Bei hohen basalen IL-6 Spiegeln war eher mit einer
verminderten Immunreaktion zu rechnen und bei niedrigen eher mit einer erhdhten
IL-6 Produktion im Sinne einer Immunreaktion. Dies zeigt, dass multiple
Mechanismen modulierend auf die Reaktion des Organismus auf hyperglykdmische
Reize Einfluss haben. Es sind mehr Studien und Experimente von Néten, um ein
genaueres Verstandnis der genauen Mechanismen der Stoffwechselreaktionen im
Kérper zu erlangen. Die Tatsache, dass es in dem hier verwendeten
Probandenkollektiv der in vitro Versuche Responder und Non-Responder gibt, wirft
die Frage auf, ob es gegebenenfalls genetische Griinde fir die unterschiedlichen
Reaktionsmuster auf den Glukosereiz gibt. Eine genauere Investigation sollte fur
zukUnftige Projekte zumindest in Betracht gezogen werden. Auch in dem grof3en
Studienkollektiv des KORA-Survey 4 gibt es Probanden, die auf den Glukosereiz mit
einer stark erhéhten IL-6 Produktion reagierten. Ob diese Probanden ein erhéhtes
Risiko fur atherosklerotische Veranderungen oder fir die Entwicklung eines
metabolischen Syndroms oder einer Glukosetoleranzstérung aufweisen, lielRe sich

nur durch prospektive Kohortenstudien zeigen.
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Zusammenfassung

Der Einfluss erhohter Glukosekonzentrationen auf die Produktion von
Interleukin-6 in vivo und in vitro

Niclas Kempkes

Die Entstehung des Diabetes mellitus, vor allem in der Friihphase, ist bisher nicht
vollstdndig aufgeklart. Aus praventivmedizinischer Sicht ist es von besonderem
Interesse, die Mechanismen besser zu verstehen, um eine Entstehung der
Erkrankung vorzeitig abwenden zu kénnen. Eine proinflammatorische Reaktion
des Immunsystems ist in der Pathogenese des Diabetes mellitus von
entscheidender Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte
Nahrungsmittelkomponenten einen entscheidenden Einfluss auf die eben
genannte subklinische Immunreaktion haben. In dieser Arbeit kommt der Glukose
als proinflammatorischem Nahrungsmittel besondere Beachtung zu. Es konnte im
Rahmen experimenteller Versuchsanordnungen gezeigt werden, dass es in
Vollblutkulturen bestimmter Probanden nach Inkubation mit pathophysiologisch
hohen Glukosekonzentrationen zu einer ausgepragten Erhéhung des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (IL-6) kam, wohingegen bei anderen
Versuchspersonen keinerlei Reaktion festgestellt werden konnte. Dies war
Anlass fur weitere Experimente, in denen sowohl eine Abhangigkeit der IL-6
Freisetzung von der Inkubationszeit als auch von der Glukosekonzentration
gezeigt werden konnte. Als weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die
Zytokinproduktion konnte die Hypoxie indentifiziert werden. Im Rahmen der oben
beschriebenen Pathogenese des Diabetes mellitus und des Immunsystems
sollten die beschriebenen Ergebnisse der in vitro Versuche im
populationsbasierten KORA-Survey 4 (KORA S4) Uberprift werden. Im Vergleich
zu den Ergebnissen aus den in vitro Studien konnte der beobachtete Anstieg des
IL-6 nicht gesehen werden. Vielmehr zeigte sich in den Proben der meisten
KORA S4-Probanden ein Abfall der Konzentration des untersuchten Zytokins.

Insgesamt zeigen sowohl die in vitro Versuche als auch die Daten aus dem
KORA S4, dass die Reaktion auf einen Glukosereiz interindividuell sehr
heterogen ist. Es fanden sich erste Hinweise darauf, dass es eine Interaktion von
Glukosebelastung mit metabolischen Faktoren sowie mit einer hypoxischen
Stoffwechsellage gibt, die die Freisetzung von IL-6 beeinflusst. Auch ein Einfluss

genetischer Faktoren erscheint mdglich.



