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Zusammenfassung

Der Botnia-Clamp stellt eine in der Diabetesforschung verwendete Testkombination
bestehend aus intravendsem Glukose-Toleranztest (IVGTT) und hyperinsulinamisch-
euglykamischen Clamp-Test (HEC) zur Erfassung von Insulinsekretion und
Insulinsensitivitat dar. Die direkte Abfolge der beiden Testverfahren an einem
Versuchstag ist ein entscheidender Vorteil gegenuber der zeitlich aufwendigeren,
getrennten Durchfluhrung, birgt jedoch die Gefahr ungewollter Einflussfaktoren auf
die Messung der Insulinsensitivitat. Flr eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse
existiert aktuell jedoch keine ausreichende Datenlage.

Die vorliegende randomisierte, offene Studie untersucht die Auswirkung des IVGTT
auf den im direkten Anschlul durchgefuhrten HEC in Patienten (n = 19) mit Typ-2-
Diabetes. Es erfolgte ein Vergleich des Botnia-Clamp mit einem Kontroll-HEC ohne
vorgeschalteten IVGTT sowie die Bestimmung moglicher Einflussfaktoren
(zirkulierende glukoregulatorische Hormone, freie Fettsauren, Zytokine).

Die erbrachten Ergebnisse zeigten eine Korrelation der Insulinsensitivitat (M-Wert)
von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC (M-Wertsotnia: 8.7 £ 0.8 mg kg [FFM]* min-'/ M-
Wertkontrotie: 8.1 £ 0.57 mg kg [FFM]' min-', CV 11.0 %, r = 0.87, p < 0.001). Im Mittel
fanden sich 7 % héhere M-Werte im Botnia-Clamp, jedoch ohne einen unmittelbaren
Bezug zum IVGTT (Msotnia > Mkontrolle: 10 Versuchsteilnehmer). Die Bestimmung der
hepatischen Insulinsensitivitat durch Messung der endogenen Glukoseproduktion
(EGP) mittels 6,6-°H2-Glukose lieferte tibereinstimmende Werte in beiden Varianten.
Vor HEC-Beginn (0. — 60. Minute) fanden sich signifikante IVGTT-induzierte
Unterschiede der Plasmaspiegel von Glukose, Insulin, C-Peptid und freien
Fettsduren (FFA) in Botnia-Clamp und Kontroll-HEC. Eine Korrelation zum M-Wert
lield sich flr FFAso.Mminute (r = -0.60, p < 0.01) und Glukoseso. minute (r = 0.59, p = 0.0077)
bestatigen.

Im Rahmen der Studie zeigte sich letztendlich kein signifikanter Unterschied der
Insulinsensitivitat (EGP, M-Wert) zwischen Botnia-Clamp und Kontroll-HEC;
allerdings war ein Bezug von Glukose und FFA auf den M-Wert nachweisbar,

welcher unter veranderten Versuchsbedingungen von Bedeutung sein konnte.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Der im Rahmen dieser Studie untersuchte Botnia-Clamp entspricht der
Kombination aus einem intravendsem Glukose Toleranz Test (IVGTT) und einem
hyperinsulinamisch-euglykdmischem Clamp (HEC) [1,2]. Gemeinsam ermoglichen
sie eine Aussage Uber die Funktion der Insulin-produzierenden 3-Zellen sowie der
Insulinsensitivitat peripherer Gewebe [3, 4, 5]. Im Regelfall erfolgt die
Durchfihrung der beiden Verfahren in direkter Abfolge an einem Tag. Fraglich ist
hierbei, inwieweit dieser Versuchsaufbau eine Beeinflussung der Ergebnisse des
zuletzt durchgeflihrten HEC verursacht. Drei zuvor verdffentlichte Studien [6, 7, 8]
naherten sich dieser Fragestellung bereits an, lieferten allerdings keine
aussagekraftigen Ergebnisse bezuglich der Auswirkungen des IVGTT auf den M-
Wert bei Patienten mit Typ-2-Diabetes (T2D). Unbeachtet blieb zudem die
mdgliche Einflussnahme des IVGTT auf die Plasmaspiegel von Glukagon,
Cortisol, freien Fettsauren (FFA), Insulin, C-Peptid, Zytokine, den
Energiestoffwechsel sowie die endogene Glukoseproduktion, welche im Rahmen

der vorliegenden Studie naher untersucht wurde.
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1.1 Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes mellitus (umgangssprachlich: Zuckerkrankheit) bezeichnet eine Stérung
des Glukosestoffwechsels, wobei verschiedene Typen der Erkrankung mit
unterschiedlicher Atiologie existieren. Die Namensgebung erfolgte durch Thomas
Willis, der bereits im 17. Jahrhundert die Namen zweier Hauptsymptome
zusammenfugte. Er beobachtete die gesteigerte Produktion von Urin (diabetes)
mit sullichem Geschmack (mellitus).

Die Entstehung des DM beruht auf einer Dysregulation der Glukosehomdostase,
welche einen Anstieg der Blutglukose (BG) zur Folge hat. Verantwortlich hierflr
kann eine eingeschrankte Produktion von Insulin und / oder eine gestorte Wirkung
des Hormons am Erfolgsorgan sein. Eine Ubersicht der méglichen Ursachen,
sowie der jeweiligen Krankheitsformen ist Tabelle 1 zu entnehmen.

Der Typ-1-Diabetes (T1D) qilt als eine autoimmunlogisch verursachte Erkrankung,
bei der Auto-Antikorper meist bereits im Kindesalter zur Manifestation diabetischer
Symptome fihren. Beim T1D handelt es sich um einen absoluten Insulinmangel,
der eine sofortige Insulinsubstitution notwendig macht [9]. Die haufigste Form
(~90%) stellt der T2D dar, welcher zu den erworbenen Erkrankungsformen mit
einer ausgepragten genetischen Komponente zahlt. Der T2D weist eine hohe
Pravalenz im Alter auf, allerdings erkranken zunehmend auch jungere Patienten.
Er basiert auf einem relativen Insulinmangel und ermdglicht eine ausreichende
Kontrolle des Glukosestoffwechsels durch konsequente Lebensstilanderung und
orale Antidiabetika. Bei einem Teil der zunachst mit T2D-diagnostizierten
Patienten lassen sich ebenfalls Diabetes-auslosende Auto-Antikdrper nachweisen.
Trotz dieser autoimmunologischen Komponente erreichen die Patienten oftmals
eine gute Einstellung der BG ohne Substitution von Insulin fur drei bis sechs
Monate. Entsprechend dieser kurz beschriebenen Eigenschaften erfolgt die
Bezeichnung dieses Patientenkollektivs als Latent autoimmune diabetes in adults
(LADA) [10], welcher dem T1D zugeordnet wird.

Eine weitere Erkrankungsform stellt der Gestationsdiabetes (3% aller
Schwangeren) dar, welcher sich typischer Weise zwischen der 24. und 28.
Schwangerschaftswoche manifestiert. Postpartal ist haufig eine Rickbildung der

Symptomatik zu beobachten. Die betroffenen Mutter neigen jedoch zur erneuten
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Manifestation im Rahmen von Folgeschwangerschaften. Im weiteren
Lebensverlauf weisen sie ein kumulatives Risiko zur Entwicklung eines T2D mit

einer Inzidenz von annahernd 60 % nach zehn Jahren (post partum) auf [11].

Autoimmunologisch
e Typ-1-Diabetes mellitus (T1D)

e Latent autoimmune diabetes in adults (LADA)

Erworben (mit genetischer Komponente)
e Typ-2-Diabetes mellitus (T2D)

e (Gestationsdiabetes

Selten

e Genetisch (B-Zell-Funktion)
Chromosomale-DNA Stérung (= Maturity onset Diabetes of the Young
(MODY)), Mitochondriale-DNA — Stérung, etc.

e Genetisch (Insulinresistenz)
Typ A Insulinresistenz, Rabson-Mendenhall Syndrom, etc.

e Genetische Syndrome
Down-Syndrom, Klinefelter Syndrom, Turner Syndrom, Porphyrie, Chorea
Huntington, Prader-Willi Syndrom, Friedreich Ataxie, Myotone Dystrophie, etc.

e Medikamenten-induziert
Glukokortikoide, Thiazide, L-Thyroxin, Kontrazeptiva, a/B-adrenerge Agonisten,
Interferon-a, Dilantin, etc.

e Infektionen
Kongenitale Rételn, Cytomegalie-Virus, etc.

e Endokrinopathien
Akromegalie, Phaochromozytom, Cushing-Syndrom, Hyperthyreose,
Somatostatinom, Glukagonom, Aldosteronom, etc.

o Pathologien des exokrinen Pankreas

Chronische Pankreatitis, Mukoviszidose, Hdmochromatose, Neoplasien,

Trauma, etc.

Tabelle 1: Atiologische Einteilung des DM modifiziert nach [12]
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1.1.1 Epidemiologische Aspekte

Der DM ist die haufigste metabolisch-endokrinologische Erkrankung der Welt mit
rasant steigender Pravalenz und Mortalitat. Laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) und Danaei et al lag die ungefahre Anzahl von Patienten mit DM im Jahre
1980 noch bei geschatzten 153 Millionen Personen weltweit [11, 13]. Fur das Jahr
2010 gingen Forscher zunachst von 285 Millionen Erkrankten aus [14], jedoch
korrigierte die WHO unter Berucksichtigung nachtraglich eingetroffener Daten die
Anzahl von an DM erkrankten Patienten fur das Jahr 2008 auf mehr als 347
Millionen Betroffene weltweit [15]. Bis zum Jahr 2030 wird ein weiterer Anstieg der
Pravalenz auf 439 Millionen [14] beziehungsweise 552 Millionen [16] in neueren
Veroffentlichungen erwartet. Gleichzeitig wurde fur 2011 eine Krankheits-
assoziierte Mortalitat von mehr als 3.4 Millionen Todesopfern vermutet, die sich
voraussichtlich bis zum Jahr 2030 verdoppeln wird [15].

Im Gesundheitsbericht von 2011 wurde berichtet, dass in Deutschland ca 8
Millionen Bundesburger (10% der Gesamtbevolkerung) an DM leiden [17]. Laut
CoDiM-Studie ergaben sich fur das deutsche Gesundheitssystem DM-assoziierte
Kosten von 36 Milliarden Euro im Jahr 2000 [18].

1.1.2 Typ-2-Diabetes mellitus (T2D)

Der T2D weist einen engen Zusammenhang zum Bruttoinlandsprodukt pro Kopf
einer Gesellschaft auf und ist fast ausschlieflich fir die rasante Zunahme der
weltweiten DM-Pravalenz verantwortlich. Die Auspragung eines T2D weist eine
ausgepragte hereditare Komponente auf, wobei Alter, mannliches Geschlecht und
das metabolische Syndrom wichtige Risikofaktoren darstellen [19]. Das
metabolische Syndrom ist charakterisiert durch Insulinresistenz (IR), abdominelle
Adipositas, Dyslipidamie sowie Hypertonie. Die aktuell verwendete Definition
(Tabelle 2) der International Diabetes Federation beruht auf der Arbeit von Alberti
et aus dem Jahr 2005 [19]. Bei Frauen zeigte sich zudem ein erhohtes Risiko zur
Entwicklung eines T2D bei einem amnestischen Gestationsdiabetes oder

Polyzystischen Ovarialsyndrom [20].
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Voraussetzung: e Stammbetonte Adipositas

ODER

e Bauchumfang (Bevolkerungs-spezifisch)
PLUS zwei weitere e arterielle Hypertonie
Faktoren: e Hypertriglyzeridamie

e niedriges HDL-Cholesterin

e erhohte Nuchternplasmaglukose

Tabelle 2: WHO-Definition des Metabolischen Syndroms modifiziert nach [19] HDL, High-density
lipoprotein

Als gesicherte Veranderungen, welche sich letztendlich bei allen Patienten
nachweisen lassen, gelten eine Stérung der Insulinsekretion der B-Zellen im
Pankreas sowie die Resistenz Insulin-sensitiver Gewebe gegenuber Insulin [21,
22].

Untersuchungen der longitudinalen Whitehall || Kohorte zeigten, dass eine rasche
Verschlechterung von Insulinsensitivitat und B-Zell-Funktion wahrend der letzten 5
bzw. 4 Jahre vor Diagnosestellung einsetzt. Es bestehen jedoch Hinweise, dass
insbesondere die Insulinsensitivitat bereits zuvor eine langsame Verschlechterung

uber mehrere Jahre aufweist [23].

1.1.3 T2D: Symptome und Diagnosekriterien

In frihen Krankheitsstadien kommt es zu einer allmahlichen Verschlechterung von
Insulinsensitivitat und B-Zell-Funktion [22], welche zunachst asymptomatisch
verlauft. In Anfangsstadien kann mittels konsequenter Lebensstilanderung
(Erndhrung, Bewegung, Gewichtsreduktion ...) noch eine Ruckkehr der BG in den
Normbereich erzielt werden. Ohne frihzeitige Intervention fallen die Patienten bei
Krankheitsprogredienz klinisch zumeist mit unspezifischen Symptomen
(Leistungsminderung, Mudigkeit, Polyurie, Polydipsie) auf (Tabelle 3).

Oftmals bestehen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch bereits
Komplikationen des T2D auf Grund der langjahrigen Schadigung von Blutgefallen
und Organen (Tabelle 4). Bei einem weit fortgeschrittenen, nicht diagnostizierten
T2D kann zu akuten, potenziell lebensbedrohlichen Notfallen im Rahmen eines

hyperosmolaren oder ketoazidotischen Komas kommen. Als Ausloser gelten
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Situationen mit akuter Steigerung des Insulinbedarfs (Infektionen, Herzinfarkt,
Traumata, Schwangerschaften). Neben der namensgebenden
Bewusstseinseintribung imponieren Volumenmangel-Schock, akutes
Nierenversagen, peritoneale Reizerscheinungen, Magen-Darm-Atonie und
Magenuberblahung [24].

Entscheidend fur den weiteren Krankheitsverlauf ist das Auftreten von Mikro- und
Makroangiopathien, welche im Rahmen des DM vor allem durch langanhaltende
Hyperglykamie und Hyperinsulinamie verursacht werden [25]. Bei der diabetischen
Makroangiopathie handelt es sich um eine GefalRerkrankung mit Schadigung des
Endothels und Ausbildung von Plaques, welche einer frih einsetzenden
Arteriosklerose mit protrahiertem Verlauf ahnelt [26]. Im Gegensatz hierzu stellt
die diabetische Mikroangiopathie eine Erkrankung der kleinen Gefalle und
Kapillaren dar, wobei eine gestorte Permeabilitat von Makromolekulen, eine
Proliferation der Kapillarwand sowie eine Verdickung der Basalmembran
entscheidende Faktoren der Pathogenese darstellen [20, 27]. Diese
Veranderungen resultieren in Stérungen des kapillaren Stoffaustausches bis hin
zur kompletten Obstruktion des betroffenen Gefalles.

Eine Beteiligung kardialer Gefal3e kann zu Ischamie und Infarzierung des
Herzmuskels fuhren, welches die haufigste Todesursache von Patienten mit T2D
darstellt [10, 11, 17]. Im Rahmen des T2D treten bei hamodynamischer Stabilitat
zudem klinisch unauffallige Verlaufe kardialer Ischamien (,stumme’ Herzinfarkte)
auf. Als Ursache hierfur gilt eine autonome Neuropathie, welche eine Dysfunktion
sympathischer Afferenzen zur Schmerzwahrnehmung des Herzmuskels
beschreibt [28].

Nach langjahrigem Krankheitsverlauf ist zudem der Ubergang in einen absoluten

Insulinmangel mdglich, der ahnlich dem T1D eine Insulinsubstitution erfordert [24].
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Akute Symptome
e Polydipsie e Wadenkrampfe
e Polyurie, Nykturie (+/- Glukosurie) e Plotzlicher Gewichtsverlust
e Hungergefihl e Leistungsminderung
e Mundtrockenheit e Mudigkeit
¢ Immunschwache (rezidivierende e Sehstorungen
Infektionen) e Langsame Wundheilung
o Kopfschmerzen e Juckreiz
e Gastrointestinale Krampfe e Rubeosis diabetica
e Necrobiosis diabetica

Tabelle 3: Akute Symptome des DM modifiziert nach [11, 24]

Komplikationen

Makroangiopathie Fettleber
e Koronare Herzkrankheit (KHK) Lipidstoffwechselstérung
e Periphere arterielle Diabetische Kardiomyopathie
Verschlusskrankheit (pAVK) Hyporenindmischer Hypoaldosteronismus

e Ischamischer Hirninfarkt

e Diabetisches Fulsyndrom
Mikroangiopathie

e Diabetische Nephropathie

e Diabetische Retinopathie

e Diabetische Polyneuropathie

e Diabetisches Fulsyndrom

Tabelle 4: Komplikationen des DM modifiziert nach [11, 24]

Die Diagnosestellung des DM kann anhand verschiedener Kriterien erfolgen
(Tabelle 5). Seit Oktober 2011 wurde die Leitlinie der Deutschen Diabetes-
Gesellschaft um die Aufnahme des HbA1c-Wertes als Diagnosekriterium erweitert,
welches in Ubereinstimmung mit WHO und American Diabetes Association (ADA)
erfolgte [20, 29].

Fur die klinische Praxis empfehlen Kerner et al. [29] zunachst die Bestimmung des
HbA1c, wobei die Diagnosestellung bei einem HbA1c > 6.5 % erfolgt. Im
Grenzbereich von 5.7 bis 6.5 % sollte zusatzlich ein OGTT oder eine Bestimmung

der NPG durchgeflhrt werden. Befinden sich die Patienten weiterhin im
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Grenzbereich so ist eine Lebensstilanderung und der Abbau von Risikofaktoren zu
empfehlen, in deren Folge sich eine erneute Diagnostik nach spatestens einem
Jahr anschlief3t. Alle erhobenen Parameter sollten daruber hinaus im Rahmen

einer zweiten Bestimmung innerhalb von drei Monaten bestatigt werden.

HbA1c- NPG OGTT Gelegenheits
Bestimmung (Gabe von 75 g BG
Glukose) + Symptome
=
o
% <100 mg dI"! 2 h-Wert: < 140 mg dI”!
9 <57%
2 (< 5.5 mmol I'") (< 7.8 mmol I'")
3
2 h-Wert:
s 100-125 mg dI”’ 140 - 199 ma g
— - m
2 (5.5 6.9 mmol I'") °
2 5.7 - 6.5% (7.8 — 11.0 mmol I'")
N Impaired fasting glucose
o Impaired glucose
I} (IFG)
tolerance (IGT)
" 2 h-Wert:
o > 126 mg dI! > 200 mg dI!
‘5 >6.5% > 200 mg dI”’
S (7.0 mmol I'") 1 (11.1 mmol I'")
o (11.1 mmol I'")

Tabelle 5: Diagnosekriterien des Typ-2-Diabetes modifiziert nach [20, 29]; nlichtern
Plasmaglukose (NPG), oraler Glukosetoleranztest (OGTT), Millimol (mmol), Milligramm (mg),
Liter (1), Deziliter (dl)

1.1.4 T2D: Therapie

Die Heilung des DM ist nicht mdglich, sodass Pravention und frihzeitige
Intervention bei Risikopatienten im Vordergrund stehen. Die Grundlage einer
jeden Therapie besteht aus einer konsequenten Lebensstilanderung, wobei eine
ausreichende Compliance der Patienten als Vorraussetzung gilt. Die Malinahmen
umfassen eine Umstellung der Erndhrung, korperliche Bewegung sowie den
Abbau von Risikofaktoren (Rauchen, Alkohol, Adipositas). In Anfangsstadien der
Erkrankung kénnen diese MalRnahmen ausreichen, um Symptome und

Progression der T2D einzuschranken. Bei unzureichendem Erfolg der
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Lebensstilanderung stehen zusatzlich verschiedene orale Antidiabetika (OAD) zur
Verfugung. Ist auch durch Kombination verschiedener OAD keine ausreichende
Kontrolle des Glukosestoffwechsels moglich, gilt eine Therapie mit exogenem

Insulin als indiziert [30].

1.2 Insulin

Beim Insulin handelt es sich um ein zentrales Hormon der Glukosehomdostase,
dessen fehlende Produktion und periphere Wirkung hauptverantwortlich fur die
Entstehung des DM sind. Das anabole Hormon stammt aus dem endokrinen Anteil
der Bauchspeicheldrise (Pankreas), welcher erstmals vom deutschen Pathologen
Paul Langerhans im Jahre 1869 als ,inselartige® Zellhaufen identifiziert wurde. Die
Funktion dieser im Pankreas disseminiert vorkommenden Zellinseln blieb jedoch
bis ins 20. Jahrhundert unbekannt. Der lateinischen Ubersetzung Insula verdankt
das erstmals um 1920 isolierte Hormon seine Namensgebung. Es wurde 1923

erstmals zur Therapie des DM eingesetzt.

1.2.1 Molekil und natiirliches Vorkommen

Das menschliche Insulin stammt aus den (-Zellen der Langerhans’schen Inseln
und wird ins portalvendse Blut abgegeben. Es handelt sich um ein 5.8 kDa grol3es
Proteohormon bestehend aus zwei Peptidketten (A/B Kette) mit insgesamt 51
Aminosauren [31].

Nach erfolgter Proteinbiosynthese wird das Hormon intrazellular in so genannten
B-Granula gespeichert. In diesen Vesikeln befinden sich Insulin-Hexamere in Form
von kondensierten Zinkkomplexen, die kurz vor Sekretion wieder in die einzelnen
Monomere zerfallen. Das so gespeicherte Insulin umfasst den durchschnittlichen,
zehntagigen Bedarf einer gesunden Versuchsperson [32, 33].

Eine detaillierte Beschreibung des Regelkreises, der zu Sekretion des Hormons
fuhrt, ist in dem folgenden Abschnitt 1.2.2 zusammengefasst. Nach Freisetzung
besitzt Insulin eine Plasma-Halbwertszeit (HWZ) von ungefahr 7 bis 15 Minuten.

Ursache hierfur ist ein ausgepragter First-Pass Effekt (~50%) der Leber sowie ein
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rascher enzymatischer Abbau in den Erfolgsorganen, welches eine exponentiell
verlaufende Elimination zur Folge hat [33]. Die Veranderungen zellularen
Prozesse durch Insulin kdnnen hingegen langer anhalten [34, 35].

Synchron mit den Insulinmolekilen werden zudem aquimolare Mengen des C-
Peptids, welches als Nebenprodukt bei der Proteinbiosynthese anfallt, produziert,
gespeichert und letztendlich sezerniert. Im Gegensatz zum Insulin unterliegt das
C-Peptid einer geringen First-Pass-Elimination und weist einen linearen Abbau
auf. Die dementsprechend langere HWZ ermdglicht einen Rickschluss auf die

Insulinsekretion mit Hilfe mathematischer Berechnungen [36].

1.2.2 Physiologischer Regelkreis der Insulinsekretion

Die Bedeutung von Insulin fur den Organismus beruht auf seiner entscheidenen
Rolle im Rahmen der Glukosehomoostase, wo es eine schnelle Anpassung des
Organismus an wechselnde Stoffwechselbedingungen ermdglicht. Die B-Zellen
der Langerhans‘schen Inseln im Pankreas gelten als Produktionsort des Insulins
im menschlichen Korper. Ihre Funktion besteht neben der Produktion und
Speicherung von Insulin vor allem in der kontinuierlichen, bedarfsorientierten
Sekretion des Hormons zur Aufrechterhaltung der Normoglykamie. Nach
Nahrungsaufnahme kommt es binnen wenigen Minuten zur verstarkten
Freisetzung des gespeicherten Insulins aus den p-Granula (Vesikeln) der 3-Zellen
[33]. Als physiologische Reaktion auf einen plétzlichen Anstieg der BG zeigt sich
eine biphasische Insulinantwort bestehend aus einer Akut- (acute insulin
response) und einer Spatphase (second phase). Entscheidend fur eine
physiologische B-Zell-Funktion ist neben den absolut errreichten
Insulinplasmaspiegeln vor allem der Verlauf der Insulinplasmaspiegel nach der
Nahrungsaufnahme. Experimentell lassen sich die Veranderungen der
Insulinsekretion in verschiedenen Belastungstests (standard meal test, OGTT,
IVGTT) beobachten [2].

Neben Glukose unterliegt die 3-Zelle der Regulation durch neuronale Signale,
Nahrungsbestandteile (z.B. Arginin, Lipide), Hormone (GIP, GLP-1, Glukagon,
Adrenalin, Cortisol, Somatostatin) und Medikamente (z.B. Sulfonylharnstoffe) [33,
37, 38, 39]. Insbesondere die Inkretine (GLP-1, GIP), welche in der
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Dunndarmmukose produziert werden, bewirken bei Nahrungsaufnahme eine
Modifikation der Insulinantwort [40, 41].

Das Ziel der komplexen B-Zell-Antwort besteht in einer exakten Justierung des
Insulinspiegels zur Aufrechterhaltung und Wiederherstellung einer Normoglykamie
innerhalb enger Grenzen. Von besonderer Bedeutung ist zudem die Anpassung
der Insulinsekretion an verschiedene Situationen mit einem gesteigerten (z.B.
Nahrungsaufnahme, Infektionen, Operationen, Schwangerschaften, schwerste
Erkrankungen, Hyperthyreose) oder verminderten (z.B. Sport) Bedarf.

Auf der Zelloberflache finden sich je nach Gewebe verschiedene Isotypen der
Insulinrezeptoren sowie Insulin-sensitive Glukosetransporter. Intrazellular erfolgt
die Aktivierung einer Signalkaskade [22, 42], wodurch eine (1) Stimulation der de-
novo Synthese von Speichersubstanzen (Glykogen, Triacylglyceride (TAG)), (Il)
Hemmung von Lipolyse / B-Oxidation, Proteolyse, Glukoneogenese sowie die (lll)
Forderung des Zellwachstums ausgeldst werden [42, 43]. Trotz des Vorkommens
von Insulinrezeptoren auf der Oberflache diverser Gewebe gelten Muskulatur,

Leber, Fettgewebe und Gehirn als wichtigste Erfolgsorgane des Hormons [22].

1.3 B-Zell-Dysfunktion

Die B-Zell-Dysfunktion beschreibt das Abweichen der 3-Zellen von ihrem
physiologischen Sekretionsverhalten und stellt gemeinsam mit der IR eine
frhzeitige Veranderung in der Pathogenese des T2D dar [44]. Erste Anzeichen
einer Dysfunktion spiegeln sich in einer reduzierten oder fehlenden Akutphase der
Insulinantwort, einem verspateten Erreichen des maximalen Insulinspiegels sowie
einer lang anhaltenden Hyperinsulindmie wieder [2, 45, 46]. Bezogen auf den
Glukosestoffwechsel bedeutet dies eine langer anhaltende postprandiale
Hyperglykamie auf Grund der reduzierten sowie verspateten Antwort der 3-Zellen.
Bei einer starker ausgepragten Dysfunktion treten zudem Stérungen der
Spatphase auf [47]. Die Feststellung einer 3-Zell-Dysfunktion kann mit Hilfe eines
IVGTT erfolgen, bei dem die Reaktion auf einen intravends applizierten

Glukosebolus ausgewertet wird [2, 46].
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Zur Entstehung der Dysfunktion tragt neben der Hyperglykamie (Glukotoxizitat)
auch eine Dyslipidamie (Lipotoxizitat) [48, 49] bei. Weitere Einflussfaktoren sind
genetische Faktoren [50], subklinische Entzindungsprozesse (low-grade
inflammation) sowie oxidativer und endoplasmatischer Stress [51, 52]. In der
Folge treten neben einer verminderten Insulinsynthese auch eine vermehrte 3-Zell
Apoptose sowie eine verminderte B-Zell Proliferation auf [44, 53], wobei die
Einschrankung der Insulinsynthese gegenuber einer Reduktion der Anzahl von -
Zellen fuhrend ist [54].

1.4 Insulinresistenz (IR)

Bei der IR handelt es sich um eine Abnahme der Insulinsensitivitat, welche sich
insbesondere an den besonders insulinsensitiven Geweben (Muskulatur, Leber,
Fettgewebe, Gehirn) manifestiert. Im betroffenen Gewebe spiegelt sich die IR in
einer Reduktion der physiologischen Zellantwort auf Insulin wider, welche bereits
mehrere Jahre vor Manifestation von Symptomen des DM aufrtitt. Eine besonders
rasche Progredienz der IR ist im Verlauf der letzten 5 Jahre vor Diagnosestellung
zu beobchten [23].

Der Skelettmuskel stellt einen wichtigen Glykogenspeicher des Korpers dar und ist
gemeinsam mit der Leber fur den Grof3teil (Skelettmuskel ~ 66 %, Leber ~ 25 %)
des postprandialen Glukoseumsatzes verantwortlich [55, 56]. Eine IR des
Skelettmuskels spiegelt sich dementsprechend in einer Reduktion des Insulin-
vermittelten Glukoseumsatzes wieder [57], welche sich jedoch zunachst durch
einen Anstieg der basalen beziehungsweise postprandialen Insulinspiegel
kompensieren lasst [58, 59]. Der HEC (siehe 1.5.2) gilt als Goldstandard zur
Messung der Insulinsensitivitat mittels Glukoseumsatzes unter standardisierter
Hyperinsulinamie. Unter HEC Bedingungen ist der Skelettmuskel annahernd fir
die gesamte Glukoseaufnahme verantwortlich [2]. Patienten mit T2D weisen im
HEC eine deutliche (~ 50%) Reduktion des Glukoseumsatzes gegenuber
glukosetoleranten Probanden auf [57].

In der Leber beeinflusst Insulin neben der postprandialen Glukoseaufnahme
(~25%) [55, 56, 60] vor allem die endogene Glukoseproduktion (EGP), welche zu
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95 % in der Leber (EGPniere ~ 5 %) stattfindet [2]. Die Insulin-vermittelte
Hemmung der EGP beruht auf einer Reduktion von Glykogenolyse und
Glukoneogenese [61]. Unter Nahrungskarenz fuhren reduzierte Insulinspiegel
hingegen zu einer Steigerung der EGP zur Aufrechterhaltung einer
Normoglykamie im Blutplasma. Patienten mit T2D weisen eine erhdhte EGP bei
Nahrungskarenz (~ 10 - 25%) auf, welche vor allem auf eine Steigerung der
Glukoneogenese zurtckzufihren ist [62, 63, 64]. Nach Nahrungsaufnahme ist bei
Patienten mit T2D eine fehlende / verzégerte Reduktion der EGP sowie eine
verminderte Akkumulation von Glykogen in den Hepatozyten zu beobachten [65].
Das Fettgewebe zahlt ebenfalls zu den Insulin-sensitiven Organen, wobei das
Hormon — neben der postprandialen Aufnahme von Glukose (~ 5% des
Gesamtumsatzes) — den Aufbau und die Stabilisierung intrazellularer TAG
vermittelt [66, 67]. Die Auspragung einer IR des Fettgewebes tragt zu erhdhten
Plasmaspiegeln von Glukose und FFA bei [66, 68]. Daruber hinaus beteiligt sich
das Fettgewebe bei IR mittels Sekretion von Adipokininen und Stimulation
eingewanderter Makrophagen an der T2D-typischen Entzindungsreaktion [69, 70,
71,72].

Das ZNS weist ebenfalls eine grolde Anzahl von Insulinrezeptoren sowie Insulin-
sensitiven Glukosetransportern (GLUT) in verschiedenen Arealen (Hypothalamus,
Hippocampus, Gro3hirnrinde, Kleinhirnrinde) auf [73, 74]. Auswirkungen von
Insulin auf den zerebralen Glukosestoffwechsel fanden sich im Appetit und
Belohnungszentrum, jedoch nicht in anderen Arealen mit hoher Dichte von
Insulinrezeptoren und GLUT [75, 76]. Als Reaktion auf eine Hyperglykdmie konnte
bei glukosetoleranten Probanden eine Abnahme der neuronalen Aktivitat des
Hypothalamus nachgewiesen werden, welche bei Patienten mit T2D deutlich
eingeschrankt ist [77]. Die Grofl3hirnrinde zeigte bei Hyperinsulinamie im Rahmen
eines HEC hingegen eine reduzierte Aktivitat bei adipdsen Probanden gegenuber
Probanden mit Normalgewicht [78]. Die IR des ZNS resultiert somit vor allem in
einer Stérung der physiologischen, neuronalen Aktivitat [74]. Im Tiermodell konnte
fur alle peripheren, insulinsensitiven Organe (Skelettmuskel, Leber, Fettgewebe)
eine Veranderung der Stoffwechseleigenschaften durch Signale aus dem ZNS

nachgewiesen werden [79]. Auf Grund seiner zentralen regulatorischen Aufgaben
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betrachten manche Autoren das ZNS als entscheidenden Ausgangspunkt der IR

des menschlichen Korpers [80].

1.4.1 Zellulare Mechanismen der IR

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der IR spielt die intrazellulare
Akkumulation von Lipiden und ihren Metaboliten (Diacylglycerole, Ceramide) in
der Folge chronisch erhdhter FFA-Plasmaspiegel [22]. Als Quelle der FFA gelten
wiederum eine lipidreiche Ernahrung, eine periphere Lipolyse sowie eine
hepatische de-novo Lipogenese [81].

Im Tiermodell konnte eine Aktivierung verschiedener Isotypen der Proteinkinase C
(PKC) durch intrazellulare Lipide, Diacylglycerole, nachgewiesen werden, welche
eine Storung der intrazellularen Signalkaskade durch Serin-Phosphorylierung des
Insulin-Rezeptor-Substrates (IRS) verursachen [82]. Die Aktivitat der
Proteinkinase B (AKT) wird hierdurch eingeschrankt [83] in deren Folge 1) eine
Reduktion der Translokation des GLUT4-Transporters, 2) eine Reduktion der
Glykogensynthese sowie 3) eine Steigerung der EGP auftritt [84, 85, 86]. Zhou et
al [87] zeigten zudem eine direkte Inhibition der AKT — ohne vorherige
Veranderungen der Proteinkinase B — durch andere intrazellulare Lipide, die
Ceramide.

Daruber hinaus verursachen hohe FFA-Plasmaspiegel eine Stimulation
entzundlicher Signalwege. Im Mittelpunkt stehen die FFA-induzierte Aktivierung
des Membran-gebundenen Toll-like-receptor (TLR) und die Aktivierung der PKC
durch die intrazellulare Akkumulation von Lipiden. In beiden Fallen ist eine
Aktivierung des Inhibitor of NF-kappa-B (IKKB) sowie des c-JUN NH-terminal
kinase (JNK) nachweisbar [22, 88].

Zudem konnten Stérungen der mitochondrialen Funktion bei Patienten mit T2D
beobachtet werden, welche sich vor allem in einem fehlenden Anstieg der ATP
Synthese bei Stimulation durch hohe Insulin- und Glukose-Plasmaspiegel
darstellte [89]. Mdgliche Ursachen dieser reduzierten Syntheserate bestehen in
einer 1) verringerten Anzahl von Mitochondrien, 2) einer reduzierten Kapazitat zur

oxidativen Phosphorylierung, 3) einer Stérung der mitochondrialen Anpassung an
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veranderte Stoffwechselbedingungen (mitochondrial plasticity) und 4) der
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) [90, 91].
Weitere intrazellulare Storungen umfassen endoplasmatischen Stress [92] sowie

eine reduzierte Bildung von Peroxisomen [93].

1.5 Botnia-Clamp

Der Botnia-Clamp [1] dient zur Charakterisierung von Studienkollektiven bezuglich
der Auspragung von IR und B-Zell-Dysfunktion. In der Regel besteht der Botnia-
Clamp aus der Kombination eines einstindigen IVGTT mit einem dreistindigen
HEC.

1.5.1 Intravenoser Glukose Toleranz Test (IVGTT)

Die erste intravendse Applikation von Glukose am Menschen erfolgte bereits 1884
durch Worm-Muller zur Untersuchung der Glykosurie. Einen annahernd heute
noch gultigen Versuchsablauf des IVGTT fuhrte schliel3lich Thannhauser im Jahre
1913 durch [94]. Lundabaek versuchte ein erstes Standardprotokoll zu etablieren
und forderte dartber hinaus die Einflhrung des IVGTT als Mittel der ersten Wahl
zur Diagnosestellung des DM [95]. Er begrundete dies mit der guten
Reproduzierbarkeit sowie der Moglichkeit einer prazisen Abgrenzung einzelner
Resistenzstadien. Trotz dieser Argumente wird der IVGTT hauptsachlich im
Rahmen klinischer Studien zur Analyse der B-Zell-Funktion eingesetzt [2]. Hierbei
orientiert sich eine Vielzahl von weltweit durchgefiihrten Studien an dem
Routineprotokoll von Bingley et al unter Verwendung eines Korpergewichts-
adaptierten Glukosebolus gefolgt von einer einstiindigen Beobachtung [46].
Gegenuber einem OGTT oder einer Nahrungsaufnahme bleiben insbesondere
gastrointestinale Hormone (Inkretine) unbertcksichtigt, deren Sekretion im
Rahmen der enteralen Resorption von Glukose erfolgt [2]. Der Inkretin-Effekt zeigt
sich insbesondere beim Vergleich von OGTT und IVGTT, wobei der OGTT

deutlich hohere Insulinspiegel hervorruft [2]. Neben der B-Zell-Sekretionsleistung
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zeigten sich Unterschiede in der hepatischen Elimination von Insulin, die
vermutlich als weitere Inkretinwirkung zu interpretieren sind [96].

Abgesehen von der Inkretinwirkung bleiben bei der intravendsen Glukosegabe
auch andere Nahrungsbestandteile mit stimulierender Wirkung auf die
Insulinsekretion sowie individuelle Unterschiede der gastrointestinalen Resorption
unberlcksichtigt [2]. Folglich ermdglicht der IVGTT nach Bingley et al eine
selektive Betrachtung der Reaktion auf einen parenteralen Glukosebolus.

Die physiologische Antwort auf den Glukosebolus besteht in einer zweiphasigen
Steigerung der Insulinsekretion, der akuten Insulinantwort (acute insulin response
(AIR)) sowie der Spatphase (second phase). Die AIR beschreibt hierbei eine
stol3férmige Sekretion innerhalb der ersten zehn Minuten mit einem klaren
absoluten Maximum. Demgegenuber beschreibt die ,second phase’ eine erneute
Zunahme im Anschluss (10. — 60. Minute) an die AIR, gekennzeichnet durch einen
langsameren, langer anhaltenden sowie BG-abhangigen Anstieg der
Insulinsekretion [2].

Abweichend von diesem physiologischen Verlauf findet sich bei Patienten mit T2D
haufig eine Dysfunktion der 3-Zellen mit einem abweichenden Verhalten der
Plasmaspiegel von Insulin und Glukose in oralen (OGTT) oder intravendsen
(IVGTT) Glukose-Toleranztests. In Anfangsstadien des T2D ist oftmals noch eine
klare Abgrenzung von AIR und second phase moglich. Patienten mit manifestem
T2D zeigen hingegen keinen klar abgrenzbaren Anstieg der Insulinspiegel im
Sinne einer AIR bei Stimulation durch Glukose im IVGTT [2, 47, 97].

1.5.2 Hyperinsulinamisch-euglykamischer Clamp (HEC)

Der HEC basiert auf einer 1979 von DeFronzo et al etablierten Methode zur
Bestimmung der Ganzkoérper-Insulinsensitivitat [1]. Bei mehrmaliger Durchfuhrung
mit Applikation unterschiedlicher Insulinspiegel ermdglicht das Verfahren zudem
die Erstellung einer vollstandigen Dosis-Wirkungs-Beziehung sowie Ruckschlusse
auf die maximale Insulinwirkung der getesteten Person [98]. In der Regel bedarf
es eines zwei- bis dreistindigen Versuchsaufbaus, wobei durch eine
kontinuierliche, Kérpergewichts-adaptierte Insulininfusion hohe

Insulinplasmaspiegel hervorgerufen werden. Daraufhin wird die periphere
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Glukoseaufnahme (Muskulatur, Fettgewebe, Leber) verstarkt und die endogene
Glukoseproduktion (Niere, Leber) weitgehend reduziert. Gesunde Probanden
zeigen bei HEC-Durchfuhrung einen deutlichen Anstieg des Glukoseumsatzes
sowie eine annahernd komplette Suppression der EGP. Patienten mit T2D weisen
hingegen einen geringeren Anstieg des Glukoseumsatzes sowie eine verminderte
Suppression der EGP auf [99]. Dem Abfall der BG wird durch eine kontinuierlich
angepasste Glukoseinfusion entgegengewirkt. Das Ziel ist die Stabilisierung der
BG im euglykamischen Bereich bei konstanten Infusionsraten von Insulin und
Glukose (Fliel3gleichgewicht). Fur die Steigerung der Glukoseaufnahme unter
HEC-Bedingungen ist die Muskulatur (~ 85 % der gesamten Glukoseaufnahme)
hauptverantwortlich [2], sodass haufig von einer Bestimmung der muskularen
Insulinsensitivitat gesprochen wird. Einer der am haufigsten verwendeten
Parameter des HEC zur Beschreibung der Insulinsensitivitat ist der M-Wert [1], in
dessen Berechnung die Glukoseinfusionsrate (GINF) und der renale Verlust von
Glukose (UC) im FlieRRgleichgewicht sowie eine Korrektur unvermeidbarer,

geringer Schwankungen der BG (SC) einflieRen [2].

M =GINF -UC -SC

Der Insulin-vermittelte Glukoseumsatz unterliegt ausgepragten Schwankungen
(Alter, Korperfettanteil, Tageszeit, Ernahrung, koérperliche Aktivitat, Medikation),
sodass Rahmenbedingungen vor und wahrend der Versuchsdurchfihrung sowie
Normierungsfaktoren bei inhomogenen Kohorten von Bedeutung sind [100].
Haufig verwendete Normierungsfaktoren sind Magermasse (FFM), Alter,
Ruheenergieumsatz (REE) sowie Insulin-Plasmaspiegel im Flie3gleichgewicht.
Gegentber der normalen Nahrungsaufnahme bleiben beim HEC GIT-Hormone
sowie sonstige Nahrungsbestandteile, die eine Auswirkung auf Insulinsensitivitat
und Glukosestoffwechsel haben, unberucksichtigt (Abb. 1).

Trotz der haufigen Verwendung des HEC zur Bestimmung der Insulinsensitivitat in
klinischen Studien existieren keine allgemein anerkannten Grenzwerte zur
Abgrenzung einer IR [20, 29]. Aufgrund der aufwandigen Versuchsdurchfuhrung
haben sich verschiedene Parameter zur Annaherung des M-Wertes etabliert.
Haufig verwendete Parameter umfassen den HOMA-IR [101] oder QUICKI [102].
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Abb. 1: Schema FlieBgleichgewicht des Glukoseumsatzes im HEC Rot: Veranderte Bedingungen
im FlieRgleichgewicht des hyperinsulinamisch-euglykdmischen Clamp (HEC); Glukoseinfusionrate
(GIR), endogene Glukoseproduktion (EGP), gastrointestinale Resorption (GIT), Milligram (mg),
Deziliter (dl)

1.6 Ziele der Arbeit

Der Botnia-Clamp ist eine haufig verwendete Testkombination, wobei
Auswirkungen des IVGTT auf die Bestimmung der Insulinsensitivitat im HEC
(M-Wert, EGP / EGP-Suppression) in Patienten mit T2D unzureichend geklart
sind. Die Untersuchungen mit vergleichbarem Studienprotokoll von Perseghin et al
[6], Lehto et al [7] und Tripathy et al [8] zeigten an Kollektiven von n =8, n =9 und
n = 10 eine gute Korrelation der M-Werte beider Varianten (Botnia-Clamp versus
HEC) von r = 0.94 (p = keine Angabe), r = 0.953 (p < 0,005) und r = 0.94

(p = 0.0001). Perseghin et al untersuchten acht gesunde Probanden, wobei vier

Versuchsteilnehmer Verwandte ersten Grades mit T2D hatten. Bei Lehto et al
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handelte es sich ausschlieRlich um Verwandte ersten Grades von Patienten mit
T2D. Tripathy et al bezogen hingegen funf Probanden mit T2D sowie vier
Probanden mit normaler Glukosetoleranz (NGT) ein. Eine konkrete Einschatzung
der Glukosetoleranz des jeweiligen Studienkollektivs findet sich somit nur in einer
der drei Untersuchungen, wobei insgesamt nur wenige Probanden mit T2D
untersucht wurden. DarlGber hinaus nahm keine der erwahnten Studien Stellung
zu Auswirkungen des IVGTT auf Stoffwechselparameter, Entziindungsparameter
oder die endogene Glukoseproduktion.

Die vorliegende Studie verlgeicht ebenfalls die Einflussnahme eines IVGTT auf
den HEC (Botnia-Clamp) mit alleiniger HEC-Durchfihrung (Kontroll-HEC), wobei
ein besonderes Augenmerk auf der Rekrutierung eines homogenen
Studienkollektivs sowie auf moglichst vergleichbaren Rahmenbedingungen vor
und wahrend der Versuchsdurchfuhrung lag. In Abgrenzung zu den vorherigen
Studien [6, 7, 8] wurde zudem ein weitaus grof3eres Spektrum der analysierten
Parameter (EGP, Cortisol, Glukagon, FFA, MCP-1, IL1-RA, TNFa, respiratorischer
Quotient, Ruheenergieumsatz, Lipid- / Glukoseoxidation) einbegriffen, um ein
moglichst vollstandiges Bild aller Diabetes- und Stoffwechsel-relevanten Faktoren

abzubilden. Die zu beantwortenden Fragestellungen waren:

I. Beeinflusst der IVGTT den M-Wert im Botnia-Clamp?
[I.  Welche Bedeutung hat eine mdgliche Wechselwirkung von IVGTT und M-
Wert fur die Einteilung in Insulin-sensitive und Insulin-resistente Patienten?
. Welche IVGTT-induzierten Veranderungen von Stoffwechselparametern
und Hormonen weisen eine Verbindung zum M-Wert auf?
IV. Ist eine Auswirkung des Botnia-Clamp auf die EGP / EGP-Suppression

nachweisbar?
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2 Material und Methoden

Bei der Studie handelt es sich um eine randomisierte, Placebo-kontrollierte,
klinische Studie an Patienten mit T2D. Die Ethikkomission der Heinrich-Heine-
Universitat genehmigte die Durchfuhrung der Studie am 2.5.2011 unter der
Studiennummer 2478 Amendment 6 (Antragsstellerin: Dr. med. Sabine Kahl geb.
Link). Im National Clinical Trial Register wurde die Studie am 18.7.2011 unter der
Nummer NCT01397279 erfasst. Die Datenerhebung erfolgte im Deutschen
Diabetes Zentrum (DDZ, Aufm Hennekamp 65, 40225 Dusseldorf) von Oktober
2011 bis August 2013.

2.1 Fallzahlkalkulation / Power

Um madglichst aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen, wurde vor
Testdurchfiihrung eine Kalkulation der Power angestellt. Dieser Berechnung zu
Grunde liegende Annahmen beruhen auf verschiedenen zuvor durchgeflihrten
Studien, da keine Angaben eines exakt vergleichbaren Studiendesigns existierten.
Zu Hilfe gezogen wurden daher vorherige Bestimmungen des
Variationskoeffizienten (CV) bei wiederholter Clamp- und Botnia-Clamp-
Durchfihrung, woflr sich Angaben von ~ 10 % [2] respektive ~ 9 % [8] fanden.
Hierauf aufbauend erfolgte die Annahme eines vergleichbaren CV (~ 10 %) bei
einem geometrischen Mittel des M-Wert-Quotienten von = 1.1 fur den
vorliegenden Versuchsaufbau. Dies bedeutet, dass basierend auf dem
zweiseitigen gepaarten-t-test der log-transformierten M-Werte fir die

eingeschlossenen 19 Vergleiche eine Power von 0.98 erreicht wurde.

2.2 Studienkollektiv

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte aus dem Kollektiv der GDC-
Studie am DDZ Dusseldorf anhand vorab definierter Ein- und Ausschlusskriterien

(Tabelle 7). Potenzielle Teilnehmer wurden zunachst telefonisch kontaktiert und
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erhielten bei Interesse das umfangreiche Informationsmaterial. Nach einwdchiger
Bedenkzeit wurden im Rahmen eines zweiten Telefonates offene Fragen geklart

sowie ein Termin vereinbart. Beim ersten Besuch am DDZ wurden nach schriftlich
dokumentierter Teilnahmebereitschaft nochmals die Ein- und Ausschlusskriterien

(Tabelle 6) Uberpruft, bevor die endgultige Aufnahme ins Studienkollektiv erfolgte.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
e T2D[10, 19] e Insulintherapie
e Diagnosestellung < 38 Monate e Autoimmunerkrankung
e Diat und / oder Metformin e Hepatitis
e Alter 35 — 69 Jahre e Andmie
e BMI>25kgm? o Niereninsuffizienz

e Herzinsuffizienz

e Maligne Tumor-Erkrankungen
e  Suchterkrankungen

e Schwangerschaft

e Akute Infekte

Tabelle 6: Ein- und Ausschlusskriterien der ClaVa-Studie Typ-2-Diabetes (T2D), Body mass
index (BMI), Kilogramm (kg), Meter (m)

Zweiundzwanzig Probanden nahmen an zwei Untersuchungsterminen im Abstand
von 14 Tagen teil. Alle Probanden erhielten eine Aufwandsentschadigung als
Fahrtkostenpauschale.

Das letztendlich ausgewertete Studienkollektiv umfasste 19 Probanden. Griinde,
die zum Ausschluss der ubrigen drei Probanden fuhrten, war 1) eine
unvollstandige Versuchsdurchfihrung (nur ein Versuchstag), 2) eine ausgepragte
Schwankung der BG im gesamten HEC-Verlauf sowie 3) eine paravendse Infusion

der d2-Glukose wahrend eines Versuchtages.

2.3 Studienablauf

Die Versuche wurden im Studienzentrum des Deutschen Diabetes Zentrums
(DDZ) durchgefihrt und standen unter der arztlichen Aufsicht von Studienarztin

Dr. med Sabine Kahl (geb. Link) sowie der Leitung und Supervision durch Univ.
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Prof. Dr. med. univ. Michael Roden. Am ersten Versuchstag erfolgten ein
ausfuhrliches EinflUhrungsgesprach sowie eine arztliche Untersuchung des
aktuellen Gesundheitszustandes. Welche der beiden Versuchsvarianten als erstes
durchlaufen wurde, entschied sich auf Grundlage einer vor Studienbeginn
angefertigten Randomisierungsliste. Die Untersuchungen erfolgten ausschlieflich
mittels am DDZ etablierter, standardisierter Routinen (Standard Operating
Procedures (SOPs)).

2.4 Versuchsvorbereitung

Zur Vergleichbarkeit der individuellen Situation des Glukosestoffwechsels wurden
alle Teilnehmer aufgefordert, eine etwaige Metformin-Medikation ab drei Tage vor
Versuchsdurchfuhrung zu pausieren. Fur denselben Zeitraum sollte zudem eine
Kohlenhydrat-reiche Diat (60 % Kohlenhydrate) eingehalten und Ubermalige,
sportliche Aktivitat vermieden werden. Letztendlich galt es, fur alle Teilnehmer
neben einer mindestens 10-stlindigen Nahrungskarenz auch Karenzzeiten fur
Alkohol (24 Stunden) und Nikotin (8 Stunden) zu berutcksichtigen. Der Konsum
von Wasser (ohne Zusatze) unterlag hingegen keinen Beschrankungen.

2.5 Versuchstag

Dauer
2 std 1 std 3 std ~ 30 min
-120. min 0. min 60. min 240 min
Zeitpunkte

Abb. 2: Gesamtablauf Graphische Darstellung des zeitlichen Ablaufs sowie der einzelnen Bestandteile
eines Versuchstages; Voruntersuchungen (Vor-U), intravendser Glukosetoleranztest mit 30%-Glukosebolus
(IVGTT), Placebo mit 0.9%-Natriumchloridbolus (Placebo), hyperinsulinamisch-euglykamischer Clamp
(HEC), Minute (min), Stunde (std)
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Zunachst fanden an beiden Versuchstagen Voruntersuchungen (siehe 2.6.1) statt,
bevor mit der eigentlichen sechs-stindigen Versuchsdurchfuhrung begonnen
wurde (Abb. 2). Somit ergab sich ein zeitlicher Gesamtaufwand von ungefahr acht
Stunden pro Versuchstag. Alle Probanden wurden am frGthen Morgen zwischen
sieben und neun Uhr einbestellt. Zum Ausschluss individueller, Tageszeit-
bedingter Unterschiede wurde zudem auf moglichst identische Startzeitpunkte
beider Versuchstage eines Probanden geachtet. Die einzelnen Versuchsteile des
Vergleichs von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC wurden stets in identischer
Reihenfolge ausgefuhrt. Der einzige Unterschied beider Varianten (Kontroll-HEC,
Botnia-Clamp) bestand in dem einstindigen (0. — 60. Minute) Versuchsteil, zu
dessen Beginn ein 0.9 %iger — Natriumchlorid- oder 30 %iger — Glukosebolus
appliziert wurde (siehe 2.6.3). Im kompletten sechsstiindigen Verlauf wurde von

den Probanden, mit Ausnahme eventueller Toilettengange, Bettruhe eingehalten.

2.5.1 Voruntersuchungen

Die Voruntersuchungen umfassten die Bestimmung von Korpergrole,
Korpergewicht, FFM sowie eine Blutentnahme. Das Korpergewicht wurde bei allen
Probanden standardmafig ohne Schuhe sowie schwere StralRengarderobe mittels
derselben Waage (Seca Modell 930, Vogel und Halke, Hamburg, Deutschland)
bestimmt. Die Berechnung der FFM erfolgte mittels indirekter
Bioimpedanzmessung (BIA, Viasys Vmax Encore 29n Typ MBM-100-33-00, Ser-
Nr 65178, CareFusion, Yorba Linda (CA), USA) und diente als Normierungsfaktor
zur intra- und interindividuellen Vergleichbarkeit der Clamp-Ergebnisse [103]. Es
wurde stets eine Zweifach-Messung durchgefihrt, deren Auswertung unter
Einbezug anthropometrischer Daten mittels softwaregestitzter Rechenmodelle
erfolgte (NutriPlus / Vmax, Version 20.7). Die Untersuchung erfolgte an jedem
Versuchstag durch speziell geschultes Personal unter Befolgung einer
Versuchsvorschrift (SOPsia Version 1.3). Standardmafig wurde die Untersuchung
am liegenden Probanden bei vollstandig entleerter Blase sowie nach
zehnminutiger Ruhephase mit Hilfe von vier Elektroden platziert an Hand (zwei, 5
cm Abstand) und Ful® (zwei, 5 cm Abstand) der dominanten Korperseite

durchgefuhrt. Die jeweiligen Hautstellen wurden zunachst griindlich gereinigt und
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jedweder Kontakt des Probanden zu metallischen Gegenstanden (Schmuck,
Liege) ausgeschlossen.

Des Weiteren wurden auf beiden Seiten die Cubital-Venen punktiert und fur die
Versuchsdauer mit einem intravendsen Katheter (VWK) versorgt. Die erste
Blutentnahme am Versuchstag umfasste eine Routinekontrolle des Blutbilds
(Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Retikulozyten, Leukozyten,
Thrombozyten, MCH, MCV, MCHC) sowie Analysen von BG, Alkohol und
Elektrolyten (Natrium, Kalium).

2.5.2 Anreicherung von 6,6-°H2-Glukose

Die zweistlindige Anreicherung deuterierter 6,6-°H2-Glukose (d2-Glukose) im Blut,
welche zur Bestimmung der EGP bendtigt wurde. Hierzu wurde eine d2-Glukose
Ldsung (d2inf) Gber einen der beiden intravendsen Zugange appliziert. Die
Substitution erfolgte in zwei Phasen bestehend aus einem 10-minttigen Bolus zur
initialen Anreicherung (-120. bis -110. Minute) sowie einer kontinuierlichen
Infusionsrate (-110. bis 240. Minute) zur Aufrechterhaltung eines konstanten
Plasmaspiegels. Die infundierte Menge der d2-Glukose orientierte sich an

Nuchtern-BG und Kdrpergewicht des jeweiligen Versuchteilnehmers:

1) 10-Minuten-Bolus Rate (ml h-1) =
0.12 (ml h™* kg™' dl mg™") x Kérpergewicht (kg)
x Nichtern-BG (mg dI'') x 0.5
Entsprechend: 0.36 mg d2-Glukose x Niichtern-BG (mmol I'') x
(5 mmol Iy x Kérpergewicht (kg™') x Zeit (min-')

2) Konstante Rate (ml h*') =
0.54 (ml h™' kg™') x Kérpergewicht (kg)
Entsprechend: 0.036 mg d2-Glukose x Kérpergewicht (kg)

x Zeit (min")
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Nach Erreichen eines konstanten Verhaltnisses von infundierter d2-Glukose zu
endogen produzierter Glukose im Blut erfolgte die Berechnung der basalen EGP
durch Bestimmung des Anteils von d2-Glukose an der Gesamtglukose im Blut
(siehe 2.9).

Die d2inf-Lésung diente der Anreicherung sowie der Aufrechterhaltung des d2-
Glukose-Spiegels im Blut der Probanden Uber den gesamten sechsstlindigen
Verlauf (-120. Min bis 240. Min). Die Herstellung der verwendeten Infusion erfolgte
am Versuchstag anhand einer detaillierten Vorschrift (Anhang 7.1). Verwendet
wurde d2-Glukose-Stocklosung (Profil GmbH, Neuss, Deutschland) mit einem
Anteil von 98% 6,6-°H2-Glukose sowie 0.9%-NaCl-Losung als Tragersubstanz. Die
gewlinschte Zielkonzentration der erstellten d2inf betrug 4 mg ml-' 6,6-?Hz-
Glukose. Die zur Berechnung der EGP verwendete Konzentration der d2inf

beruhte jedoch auf der gemessenen Konzentration jedes Ansatzes im Labor.

2.5.3 Glukose-Bolus (Botnia-Clamp) / NaCl-Bolus (Kontroll-HEC)

Im Verlauf dieses einstundigen Versuchsabschnitts erhielten die Probanden in
Abhangigkeit von der Interventionsvariante einen 30%-Glukose-Bolus (Botnia-
Clamp) oder einen 0.9%-NaCl-Bolus (Kontroll-HEC). In beiden Fallen erfolgte die
Applikation Uber den intravendsen Katheter in der rechten Ellenbeuge innerhalb
von zwei Minuten. Die Durchfuhrung des IVGTT orientierte sich am
Routineprotokoll (SOP IVGTT Version 2.1) des DDZ. Dem Protokoll entsprechend

ergab sich ein Korpergewicht-adjustiertes Volumen des Glukosebolus von:
Volumen3o%aiukose-Bolus [MI] =1 [ml kg'] x Korpergewicht [kg]

sowie eine absolute Glukosemenge von:

Glukose [g] = Volumen3o%aiukose-Bolus [MI] X 0,3 [g mI]

Im direkten Anschluss an die Bolusgabe erfolgten Blutentnahmen nach 0, 2, 4, 6,

8, 10, 20, 30, 40, 50, 60 Minuten. Der alternativ applizierte 0.9%-NaCl-Bolus (154

mmol I'") diente dem Ausschluss Volumen-assoziierter Veranderungen sowie der
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Einhaltung eines fur die Probanden maoglichst identischen Versuchsablaufs. Der
isovolumetrische Bolus berechnete sich entsprechend dem Volumen des

Glukosebolus:

Volumeno,9% Naci-Bolus [MI] = Volumenso%gGiukose-Bolus [MI]

=1 [ml kg™'] x Kérpergewicht [kg]

Abweichend vom IVGTT Protokoll wurden im Verlauf der folgenden 60 Minuten
lediglich drei Blutentnahmen bei 0, 30 und 60 Minuten durchgefthrt (Abb. 3).

-120. min 0. min 60. min 240. min

11 Blutentnahmen

Botnia Clamp IVGTT

Kontroll-HEC Placebo

3 Blutentnahmen

Ablauf

d2 Infusion (d2inf) Infusionen

o
Insulin

L =0
Glukose (angepasst) / (hotginf)

0,9%-NaCL
oder
30%-Glukose

Abb. 3: Darstellung der Unterschiede von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC, hyperinsulinamisch-
euglykamischer Clamp (HEC), intravendser Glukosetoleranztest (IVGTT), deuterierte Glukose (d2),
intravendser Glukosetoleranztest mit 30%-Glukose-Bolus (IVGTT), Placebo mit 0.9%-NaCl-Bolus
(Placebo), Minute (min)

Bei IVGTT -Durchflihrung (Botnia-Clamp) erfolgte ebenfalls eine Anreicherung der
verwendeten 30 %igen - Glukose-Losung mit d2-Glukose, um einer Verminderung
des d2-Anteils im Blut entgegenzuwirken. Wie bereits im Rahmen der d2inf-
Lésung erwahnt, erfolgte die Substitution anhand einer detaillierten Vorschrift
(Anhang 7.1), um letztendlich eine 1.98%-Anreicherung von 6,6-’H2-Glukose in

der verwendeten Injektionsldsung zu erzielen. Auf eine d2-Glukose-Anreicherung
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des NaCl-Bolus (Kontroll-HEC) wurde aufgrund des geringen Volumens sowie des
fehlenden Einflusses auf den Blutglukosespiegel verzichtet.

Die Auswertung des IVGTT erfolgte durch Prof. Dr. Giovanni Pacini (National
Research Council - Institute of Biomedical Engineering, Padua, Italien). Aussagen
uber die B-Zell-Funktion wurden anhand der Sekretionsprodukte (Insulin, C-
Peptid) getroffen. Zu Grunde liegt die Berechnung der Flache unter der Kurve
(area under the curve, AUC) flr Insulin (AUC2.-10.minute (acute insulin response,
AIR), AUCo.-60. Minute (AUCin0-60)) und C-Peptid (AUCo.-60. Minute (AUCcPo-60)).

2.5.4 Clamp

Der hyperinsulinamisch-euglykamische Clamp (HEC) [1] stellte den letzten Teil
der Untersuchung dar (60.- 240. Minute) und wurde ebenfalls anhand einer SOP
(SOPHEec Version 2.1) am ruhenden Probanden durchgefihrt.

Um eine Unterbrechung der entscheidenden Endphase dieses dreistiindigen
Abschnitts zu vermeiden, wurden die Probanden zu Beginn des HEC um eine
komplette Blasenentleerung gebeten. Uber den rechtsseitigen, intravendsen
Katheter erfolgte die kontrollierte Infusion von Humaninsulin (Insuman® Rapid;
Sanofi-Aventis; Frankfurt; Deutschland), um einen konstanten,
hyperinsulinamischen Plasmaspiegel zu erzeugen. Die Insulingabe wurde hierbei
in zwei Stufen durchgefuhrt. Im Verlauf der ersten 10 Minuten des HEC (60. — 70.
Minute) wurden zur Aufsattigung 10 mU x Korpergewicht (kg™') x Zeit (min")
verabreicht, an die sich eine kontinuierliche Erhaltungsdosis von 1.5 mU x
Korpergewicht (kg™') x Zeit (min-') bis zum Versuchsende (240. Minute) anschloss.
Mit Clamp-Beginn erfolgte zudem die Applikation der 20%-Glukose-Lésung
(hotGinf), welche zur Aufrechterhaltung der Normoglykamie (Zielwert: 5 mmol I'")
kontinuierlich adjustiert wurde. Die Anpassung der GIR wurde anhand des
simultan am Patientenbett bestimmten BZ in 5-minatigen Intervallen
vorgenommen. Im Verlauf der Untersuchung wurde eine langsame Adjustierung
des BZ zum Erreichen eines euglykéamischen FlieRgleichgewichts von Insulin und
Glukose angestrebt. Die Aufrechterhaltung eines mindestens 20-minutigen

FlieRgleichgewichts von Glukose war flr die spatere Auswertung erforderlich.
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Wahrend des Fliel3gleichgewichts im HEC erfolgte zudem die EGP-Bestimmung
unter hyperinsulinamisch-euglykamischen Bedingungen. Alle im Verlauf
bestimmten Entnahmezeitpunkte und die jeweiligen Blutparameter kdnnen dem
Blutenthnahmeschema entnommen werden (Anhang 7.2, 7.3).

Im Verlauf des HEC wurden zeitgleich drei geschwindigkeitskontrollierte
Infusionen verabreicht. Neben der d2inf wurden auch die beiden anderen
Infusionslésungen am Versuchstag vorbereitet (Anhang 7.1). Zielkonzentration der
Insulininfusion auf Basis von 0.9%-NaCl-Losung war 1 |IE ml-'. Entsprechend der
30%-Glukose-Losung des IVGTT erfolgte auch eine 6,6-?Hz2-Glukose-
Anreicherung (Zielkonzentration: 2%) der im Rahmen des HEC verwendeten 20%-
Glukose-Losung (hotginf). Zur Berechnung der EGP wurde wiederum eine Probe
der hotginf im Labor analysiert.

Als entscheidender Parameter zum Vergleich der beiden Clamp-Untersuchungen
wurde der M-Wert bestimmt, welcher dem peripheren Glukoseumsatz unter HEC-
Bedingungen entspricht [2]. Fur die Bestimmung des M-Werts wurde von einem
vereinfachten Mono-Kompartiment-Modell als Verteilungsvolumen flr Insulin und
Glukose ausgegangen. Zur Berechnung wurde bei allen Probanden die
Magermasse als Normierungsfaktor verwendet. Der renale Glukoseverlust (urinary
loss) wurde auf Grund der euglykamischen BG-Werte vernachlassigt und folglich
nicht zur Berechnung des M-Wertes verwendet [2]. Als Flie3gleichgewicht wurde
ein mindestens 20-minutiger Zeitraum mit weitgehend konstanter BG am Ende
des HEC gewahlt.

M-Wert [mg (kgrrm min)-'] = mGIRFiiergleichgewicht des HEC [Mg (Kgrrm min)']

— Space Correction

2.5.5 Versuchsende

Nach Abschluss des HEC wurde bei allen Probanden eine Glukoseinfusion zur
Kompensation der Insulinwirkung fur mindestens 30 Minuten fortgefuhrt. Die
Probanden nahmen darlUber hinaus eine kohlenhydratreiche Mahlzeit zu sich. Eine

abschlieRende BG-Messung stellte den Endpunkt des Versuchstages dar,
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woraufhin die Probanden bei konstantem, adaquatem BG-Spiegel aus dem

Studienzentrum verabschiedet wurden.

2.6 Abbruchkriterien und Fehlerquellen

Abbruchkriterien waren allergische Reaktionen auf eine applizierte Substanz,
akute Beschwerden der Probanden sowie die paravendse Infusion von mehr als
20 ml (Insulin oder Glukose) bei inkorrekter VWK-Lage sowie Hypoglykdmien von
< 60 mg dI''. Zudem konnte der Versuch jederzeit auf Wunsch des Probanden

beendet werden.

2.7 Blutentnahmen und Laborparameter

Mit Ausnahme der ersten Blutentnahme vor Versuchsdurchfuhrung wurden alle
weiteren Blutentnahmen Uber den linksseitigen, intravendsen Katheter
entnommen. Um einen Verschluss des Katheterlumens zwischen den einzelnen
Blutentnahmen zu vermeiden, wurde eine kontinuierliche Spllung des Katheters
mittels 0.9%-NaCl durchgefluhrt. Vor jeder Blutentnahme wurde ein Volumen von
0.5 ml entnommen und verworfen, um eine Verdunnung der Blutprobe
auszuschliel3en.

Auf beiden Seiten wurden grof3kalibrige Venen punktiert, um einer Reizung der
Venen durch Infusionen und Blutenthahmen vorzubeugen. Im Rahmen des
Aufklarungsgesprachs wurden die Probanden zudem tber das Risiko von
Bluterglssen, Venenentziindungen sowie der Verletzung eines Hautnervs
informiert. Bei paravendser Infusion von mehr als 20 ml erfolgte ein sofortiger
Versuchsabbruch. An jedem Versuchstag wurde im Rahmen der Durchflihrung ein
Blutvolumen von maximal 150 ml entnommen. Abgesehen von der am
Patientenbett durchgefihrten BG-Bestimmung wurden alle Proben direkt nach
Entnahme gekuhlt, zeitnah zentrifugiert und die gewonnen Plasmen bei -20°C

aufbewahrt.
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Der BG-Bestimmung kam eine besondere Bedeutung bei, da diese einen
unmittelbaren Bestandteil der Versuchsdurchfihrung des HEC darstellte. Die
Messung erfolgte als einziger Blutparameter direkt am Patientenbett. Zur
Bestimmung wurden zweimalige Analysen in 5-mindtigen Intervallen durchgeftihrt
und venodse Blutproben wahrend des gesamten HEC-Verlaufs entnommen. Die
dokumentierten Werte waren Mittelwerte der beiden Einzelmessungen. In
Ausnahmefallen wurde bei zu groRer Abweichung (> 5 %) von erster und zweiter
Messung eine dritte Bestimmung vorgenommen.

Die Analyse erfolgte mittels Biosen® C-line (EKF Diagnostics GmbH;
Barleben/Magdeburg; Deutschland) basierend auf der nass-chemischen
Hexokinase-Methode, welche eine hohe Genauigkeit der Messung ermdglicht
[104]. Fur jede Messung wurde eine Natriumheparin-beschichtete (EKF
Diagnostics GmbH; Barleben/Magdeburg; Deutschland) Kapillare mit vendsem
Vollblut (20 pl) beflllt. Die Hamolyse des intrakapillaren Blutvolumens erfolgte
durch Zugabe eines Hamolysates sowie mechanischer Unterstlitzung (Schiitteln).
Die exakte Menge und Zusammensetzung des Hamolysates wurde durch den
Geratehersteller (EKF Diagnostics GmbH; Barleben / Magdeburg; Deutschland)
garantiert, welcher vorab befullte Eppendorfgefal’e zur Verfugung stellte.

Die Bestimmung aller weiteren Blutparameter erfolgte im Labor des DDZ. Eine
Aufstellung der gemessenen Parameter und der verwendeten Verfahren ist
(Tabelle 7) zu entnehmen. Die Berechnung der FFA-Inhibition erfolgte mit Hilfe

des mathematischen Models von Morbiducci et al [105].
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Parameter Verfahren

Insulin microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
AXSYM analyzer (Abbot, Abbot Park, IL, USA)

C-Peptid chemiluminescence immunoassay

Immulite1000 machine (Siemens, Erlangen, Deutschland)

FFA microfluorimetric method (Wako, Neuss, Deutschland)
Cortisol fluorescence polarization immunoassay
Axsym analyzer (Abbot, Abbot Park, USA).
Glucagon RIA (Millipore, St. Charles, MO, USA)
MCP-1/IL1-RA Quantikine® ELISA (R&D Systems Europe, Abingdon, UK)
TNFa Quantikine® HS ELISA (R&D Systems Europe, Abingdon,
UK)

Tabelle 7: Parameter und Verfahren Gegeniberstellung der im Rahmen der ClaVa-Studie
erhobenen Parameter und der jeweils verwendeten Verfahren, freie Fettsduren (FFA), Monozyten-

Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1), Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL1-RA), Tumornekrosefaktor a
(TNFa)

2.8 Bestimmung der endogenen Glukoseproduktion (EGP)
mittels 6,6-’H.-Glukose

Zur Berechnung der EGP wurde ein Tracer (6,6-°H2-Glukose) verwendet, welcher
uber identische Stoffwechseleigenschaften verfugt wie Glukose. Die Methode
setzt zudem eine initiale Anreicherung sowie eine fortlaufende Substitution des
Tracers wahrend der gesamten Versuchsdauer voraus. Dartber hinaus musste
auf die Anreicherung aller glukosehaltigen Infusionen mit 6,6-°H2-Glukose
geachtet werden. Die Messung des 6,6-°H2-Glukose Anteils (tracer-to-tracee ratio)
erfolgte nach Deproteinierung von 2H im Labor des DDZ mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GCMS). Hierzu verwendet wurde ein
Hewlett-Packard 6890 Gaschromatograph, ausgestattet mit einer 25-m CPSil5CB
Kapillare (Chrompack/Varian, Middelburg, NL) sowie ein Hewlett Packard 5975
Massenspektrometer [106]. Auf diese Weise wurde der 6,6-°H2-Glukose Anteil der
verwendeten Infusionslosungen sowie der abgenommenen Blutproben bestimmt.

Mit Hilfe dieser Ergebniss sowie der Infusionsrate des Tracers erfolgte die
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Berechnung der EGP sowie der EGP-Suppression nach IVGTT und HEC mit Hilfe
eines zuvor etablierten non-steady state Modells durch Andrea Mari (Institute of
Biomedical Engineering (ISIB — CNR), Padua, Italien) [107].

2.9 Indirekte Kalorimetrie (IC)

Die indirekte Kalorimetrie beschreibt eine Untersuchungsmethode zur
Bestimmung von Ruheenergieumsatz (REE) und respiratorischem Quotienten
(RQ) sowie der daraus abgeleiteten Bestimmung von Glukoseoxidation (GOX) und
Lipidoxidation (LOX). Intraexperimentell erfolgte die Messung des O2-Verbrauchs
(Vo2) sowie der CO2-Produktion (Vcoz) Uber einen 20-mindtigen Zeitraum mit Hilfe

der Zelt (Canopy) - Methode unter Verwendung eines Vmax Encore 29n® (MBM-
100-33-00, Serien-Nr. 65178, CareFusion, Hochberg, Deutschland) [108].

Im Rahmen der Studie erfolgte die zweimalige Bestimmung der oben genannten
Parameter (RQ = Vco2/ Voz; REE = (3.941 x Vo2 + 1.11 x Vco2) x 1.44) unter
Nuchtern-Bedingungen sowie unter HEC-Bedingungen. Die Berechnung der
oxidativen Energielieferanten orientierte sich am Modell von Frayn [109] mit einer
Proteinoxidation (POX) (g /Tag) von 0.15 x REE (kJ / Tag) / 16.74; einer GOX (mg
kg [FFM]-" min-") von ((4.55 x Vcoz2 — 3.21 x Vo2) x 1.44) — 0.459 x POX) x 1000 x
(1440 kg [FFM])-! sowie einer LOX (mg kg [FFM]-" min-') von ((1.67 x Vo2 — (1.67
x Vco2) x 1.44) - 0.307 x POX) x 1000 x (1440 kg [FFM])-'. Der nicht-oxidative
Glukoseumsatz wurde wiederum als Differenz von Glukoseverbrauch im

Flie3gleichgewicht des HEC und oxidativem Glukoseumsatz bestimmt.

2.10 Statistische Auswertung

Statistische Berechnungen und graphische Darstellungen wurden mit Hilfe von
GraphPad Prism Version 4.03 (GraphPad Software Inc., LaJolla, USA) sowie SAS
for Windows Version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA) erstellt. Die Ausgabe der
Studienkollektiv-Charakteristika erfolgte stets als Mittelwert £ Standardabweichung

(SD) fur normalverteilte Parameter. Alle weiteren Parameter fanden ihre
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Darstellung als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Verschiedene
Parameter (Insulin, C-Peptid, FFA, Kortisol, GIR, DI, M-Werte, MCP-1, TNFa, IL1-
RA) wurden vor weiterfuhrender statistischer Auswertung loge transformiert, um
eine Normalverteilung zu erreichen.

Zur statistischen Auswertung normalverteilter Parameter wurde ein gepaarter t-
Test durchgefuhrt und der Bezug mittels Pearson-Korrelation analysiert. Fur nicht
normalverteilte Ergebnisse kamen Wilcoxons Rangtest und die Spearman
Korrelation zum Einsatz. Fir die Analyse des Verlaufs von BZ oder GIR zu
verschiedenen Zeitpunkten (BZ bei -5, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240
Minuten; GIR bei 60, 90, 120, 150, 180, 210, 235 Minuten) wurden Bonferroni-
adjustierte t-Tests durchgeflhrt. Im Rahmen der Studie wurde von der Hypothese
ausgegangen, dass der IVGTT eine Veranderung der verschiedenen Parameter
verursacht. Statistische Signifikanz eines vorhandenen Unterschiedes der beiden

Varianten wurde fur p < 0.05 angenommen.
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3 Ergebnisse

Kohorte

Das Studienkollektiv (Tabelle 9) umfasste 19 (11 mannlich, 8 weiblich) Patienten
mit T2D (Zeit seit Diagnosestellung: 21 + 9 Monate) im Alter von 53 + 10 Jahren
und einem Body mass index (BMI) von 32.4 + 6.1 kg m2. Alle Studienteilnehmer
wurden zum Zeitpunkt der Studiendurchfihrung diatetisch und / oder
medikamentds (Metformin) behandelt. Im Rahmen der Blutentnahme vor
Versuchsbeginn zeigten sich erhdhte Messwerte der NPG 6.6 + 1.8 mmol |
(Referenzbereich: 3.9 — 5.8 mmol '), des HbA1c 6.1 = 1.0 % (Referenzbereich:
4.0 — 6.0 %) sowie der FFA 0.511 £ 0.17 mmol I' (Referenzbereich:

0.1 — 0.5 mmol I'"). Die sonstigen Blutparameter unter Niichtern-Bedingungen
lagen im Normbereich (Tabelle 8). Anhand der vor Studienbeginn erstellten
Randomisierungsliste durchliefen acht Studienteilnehmer am ersten Versuchstag
den Botnia-Clamp, wohingegen bei elf Studienteilnehmer zunachst der Kontroll-
HEC durchgefuhrt wurde. Der zeitliche Abstand zwischen beiden Studientagen lag

minimal bei 14 und maximal bei 17 Tagen.

Messwert Referenzbereich
Insulin 98.7 + 49.4 pmol I 30 - 132 pmol I
C-Peptid 1.15 + 0.36 nmol |- 0.33 — 1.49 nmol I
Glukagon 121.1 +35.5ng I 50 - 200 ng I
Cortisol 444.9 + 146.5 nmol I* 110.4 — 551.8 nmol |

Tabelle 8: Ausgangswerte unter Niichtern-Bedingungen Mittelwert + SD; Referenzwerte des
DDZ-Labor; Liter (I), Picomol (pmol), Nanomol (nmol), Nanogramm (ng)



Ergebnisse 35

Kriterien Alter BMI Erstdiagnose HbA1c Therapie
[Jahre] [kg m?] (T2D) [%]

CV001 63 (M) 27.2 08/2010 6.4 Diat
CV003 56 (M) 25.3 05/2010 6.3 Diat
CV005 59 (M) 31.7 05/2010 6.8 Metformin
CV006 41 (M) 33.3 02/2009 5.8 Diat
CVo07 45 (F) 41.4 09/2009 5.8 Metformin
CV008 57 (M) 42.9 06/2009 6.7 Diat
CV009 56 (M) 33.3 05/2009 5.8 Metformin
CV010 46 (M) 29.9 12/2009 5.4 Metformin
CVo11 39 (M) 32.8 08/2009 6.0 Metformin
CV012 67 (F) 30,0 02/2009 6.8 Metformin
CV013 48 (M) 47.1 02/2011 5.8 Diat
CV014 68 (F) 26.6 11/2010 6.4 Metformin
CV015 47 (F) 30.1 11/2011 49 Diat
CV016 48 (M) 28.3 04/2011 5.2 Diat
CVo17 36 (M) 24.5 01/2009 4.9 Metformin
CV019 68 (F) 27.0 04/2012 6.1 Diat
CV020 54 (F) 34.4 02/2012 8.9 Metformin
CVo021 65 (F) 32.2 06/2012 5.7 Metformin
CV022 45 (F) 36.4 04/2012 5.6 Metformin

Tabelle 9: Probandenkollektiv der ClaVa-Studie Mann (M), Frau (F), Kilogramm (kg),
Quadratmeter (m?), Typ-2-Diabetes (T2D), Body-mass-index (BMI), Hdmoglobin A1c (HbA1c)

Blutglukose

Die Ausgangswerte (-125. Minute) der BG von Kontroll-HEC und Botnia-Clamp
betrugen 6.22 + 1.05 mmol I'' und 6.44 + 1.04 mmol I'! (p = 0.47) sowie 5.83 +
1.01 mmol I und 5.92 + 0.97 mmol I'' (p = 0.99) unmittelbar vor IVGTT-Beginn
(0. Minute), weshalb eine vergleichbare Ausgangssituation an beiden
Versuchstagen anzunehmen ist. Auch eine getrennte Betrachtung der beiden
Versuchsvarianten ergab keine signifikanten Unterschiede der BG vor IVGTT-
Durchfuhrung.

Die Korpergewichts-adaptierte Glukosemenge im Rahmen des IVGTT betrug im
Mittel 28.8 £ 5.4 g (minimal: 20.8 g; maximal 39.8 g); in der Folge wurden

maximale BG-Spiegel von 14.9 + 0.5 mmol I-" innerhalb von zwei (14 von 19
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Probanden) bis maximal acht Minuten nach Applikation erreicht. Im Anschluss war
bei allen Probanden eine kontinuierliche Reduktion der BG-Spiegel auf im Mittel
9.4 + 0.5 mmol I'' nach 60 Minuten zu beobachten. Beim Vergleich mit dem BG-
Spiegel des Kontroll-HEC zu Beginn des HEC (5.8 + 0.3 mmol I') zeigte sich ein
signifikanter (p < 0.001) Unterschied der beiden Versuchsvarianten. Unter
hyperinsulinamisch-euglykamischen Bedingungen kam es bei allen Probanden zur
Annaherung der BG-Spiegel beider Varianten. Im Verlauf der letzten 120 Minuten
des Clamps waren keine signifikanten Unterschiede des BG-Spiegels von Botnia-
Clamp und Kontroll-HEC nachweisbar (Abb. 4).
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Abb. 4: Verlauf der BG von Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e) Mittelwert + SEM, p < 0.01
(**), p <0.001 (***), Millimol (mmol), Liter (1), Minute (min)
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B-Zell-Funktion

Nach vergleichbaren Ausgangswerten (Tabelle 8) in beiden Varianten zeigte sich
eine deutliche Diskrepanz der Insulinspiegel von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC
nach intravendser Glukosegabe (Abb. 5). Zu Beginn des HEC resultierten
signifikante Unterschiede mit deutlich erhdhten Insulinplasmaspiegeln in der
Botnia-Variante (Botnia-Clamp: 207 + 27 pmol I, Kontroll-HEC: 77 + 10 pmol I,
p < 0.001). Bereits nach halbstindigem HEC-Verlauf waren jedoch keine
eindeutigen Unterschiede der beiden Versuchsvarianten mehr vorzufinden. Im
weiteren Verlauf zeigten sich konstante Insulinspiegel, welche auch im

FlieRgleichgewicht beider Varianten fortbestanden (Abb. 6).
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Abb. 5: Verlauf der Insulin-Plasmaspiegel von Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e) wahrend
IVGTT/NaCl-Bolus (0. — 60. Minute) sowie im HEC (60. — 240. Minute); Mittelwert + SEM; p < 0.001
(***); Picomol (pmol), Liter (I), Minute (min)
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Ausgehend von vergleichbaren C-Peptid-Konzentrationen vor Versuchsbeginn
(1.16 £ 0.4 und 1.14 + 0.33 nmol I") zeigten sich auch wahrend der D2-
Anreicherung entsprechende Plasmaspiegel in beiden Varianten. Im IVGTT zeigte
sich ein eingipfeligen Verlauf der C-Peptid-Konzentrationen, wobei maximale
Plasmaspiegel nach 60 Minuten (2.06 + 0.61 nmol I) erreicht wurden. In der
Kontrollvariante fanden sich zeitgleich annahernd konstante Plasmaspiegel (0.98
+ 0.32 nmol I'"). Nach Erreichen der maximalen C-Peptid-Plasmaspiegel setzte
auch in der Botnia-Variante eine kontinuierliche Elimination ein, die sich bis zum
Ende des HEC fortsetzte. Abgesehen von vergleichbaren Plasmaspiegeln vor
IVGTT-Durchgefuhrung fanden sich wahrend IVGTT und HEC signifikant hdhere
C-Peptid-Plasmaspiegel in der Botnia-Variante (Abb. 6). Im Rahmen der
Blutentnahme am Ende des Clamp-Experiments (240 min) wurden mittlere C-

Peptid-Plasmaspiegel von 0.95 + 0.42 und 0.77 = 0.43 nmol I'' (p < 0.05)

gemessen.
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Abb. 6: Verlauf der C-Peptid-Plasmaspiegel von Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e)
Mittelwert £ SEM; p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), Nanomol (nmol), Liter (I), Minute (min)
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Die AIR des IVGTT betrug im Mittel 158 + 32 pmol I'!, wobei eine ausgepragte
Variabilitat innerhalb des Studienkollektivs bestand. Bei der Mehrheit (n = 16) der
Studienteilnehmer war die Abgrenzung eines initialen Anstiegs der Insulinspiegel
gefolgt von einer erneuten sekundaren Steigerung nicht moglich. Stattdessen
zeigte sich ein langsamer, einmaliger Anstieg der Instulinspiegel Uber den
gesamten IVGTT-Verlauf. Lediglich bei drei Studienteilnehmern war nach initialem
Anstieg zunachst ein kurzfristiger Rlickgang der Insulinspiegel (10. bis 20. Minute)
gefolgt von einem erneuten Anstieg zu beobachten. Die Variabilitat der
Insulinantwort spiegelte sich daruber hinaus vor allem in den maximal erreichten
Insulinspiegeln (36.6 pmol I' bis 822 pmol I'') sowie den Zeitpunkten der
jeweiligen Maxima wider. Bei zwei Probanden wurden maximale Insulin-
Plasmaspiegel innerhalb der ersten zehn Minuten (0. — 10. Minute) gemessen,
wohingegen sieben Probanden erst im Verlauf der letzten zehn Minuten (50. — 60.
Minute) maximale Spiegel erreichten. Siebzehn Probanden erreichten somit
maximale Insulinspiegel wahrend der second phase. Die AUC fur Insulin betrug
12.1 £ 1.7 mmol I'' und 108.8 + 36.4 nmol I fir C-Peptid.
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Abb. 7: Verlauf der Insulin-Plasmaspiegel im IVGTT Jede Linie reprasentiert einen
Versuchsteilnehmer; Picomol (pmol), Liter (I), Minute (min)
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Glukagon, Cortisol und FFA

Ausgehend von vergleichbaren Ausgangswerten (113 +27.8 ng I'', 111.5+21.5
ng I") in Botnia-Clamp und Konroll-HEC war nach Beginn des IVGTT —
insbesondere innerhalb der ersten 30 Minuten — eine Reduktion der Glukagon-
Plasmaspiegel vorzufinden (Abb. 8). Der gréRte Unterschied der
Glukagonplasmaspiegel von Kontroll-Variante und Botnia-Clamp zeigte sich zu
Beginn des HEC (102 £ 8 ng I'', 113 £ 9 ng I'", p < 0.05). Im HEC-Verlauf kam es
frihzeitig zu einer Annaherung der Glukagon-Plasmaspiegel von Kontroll-HEC
und Botnia-Clamp, sodass im HEC keine signifikanten Unterschiede nachweisbar

waren.

Die Plasmaspiegel von Cortisol wiesen zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC auf. Wahrend des IVGTT
zeigten sich geringe Abweichung der Cortisol-Plasmaspiegel beider Varianten,
wobei im HEC Verlauf vergleichbare Plasmaspiegel in Botnia-Clamp und Kontroll-
HEC vorlag (Abb. 9). Im gesamten Verlauf zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede der Cortisol-Plasmaspiegel von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC.

Die Plasmaspiegel der FFA (Abb. 10) unterlagen einer ausgepragten Reduktion im
IVGTT-Verlauf, wohingegen in der Kontrollvariante konstante Plasmaspiegel bis
zum Beginn des HEC zu beobachten waren. Bei HEC-Beginn lag somit ein
signifikanter Unterschied der beiden Varianten vor (0.44 + 0.04 mmol I'",

0.22 + 0.02 mmol I, p < 0.001). Unter hyperinsulinamisch-euglykdmischen
Bedingungen fand eine deutliche Reduktion und Annaherung der FFA-
Plasmaspiegel beider Varianten statt, in deren Folge keine signifikanten
Unterschiede von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC nachweisbar waren. Die FFA-

Inhibition unter HEC-Bedingungen reichte von 2.32 bis 7.55 ymol I'" min-'.
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Abb. 8: Verlauf der Glukagon-Plasmaspiegel wahrend Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e)
Mittelwert £ SEM; p < 0.05 (*), Nanogramm (ng), Liter (), Minute (min)
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Abb. 9: Verlauf der Cortisol-Plasmaspiegel wahrend Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e)
Mittelwert £ SEM, Nanomol (nmol), Liter (I), Minute (min)
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Abb. 10: Verlauf der FFA-Plasmaspiegel wahrend Kontroll-HEC (A) und Botnia-Clamp (e)
Mittelwert £ SEM; p < 0.001 (***), Millimol (mmol), Liter (I), Minute (min)
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Zytokine (TNF-a, MCP-1, IL1-RA)

Die im Rahmen der Studie untersuchten Entziindungsparameter wiesen im
gesamten Versuchsverlauf keine signifikanten Unterschiede der beiden Varianten
auf (Tabelle 10). Die zwischenzeitliche Auswertung der Ergebnisse von 15
Versuchsteilnehmern zeigte keine Unterschiede der Plasmaspiegel der
untersuchten Zytokine von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC, sodass die
Bestimmung bei den letzten 4 Probanden (CV019, CV020, CV021, CV022) nicht
fortgefuhrt wurde.

MCP-1 (pg mI™") TNF- o (pg mI") IL1-RA (pg mI")

Minute B K B/K B K B/K B K B/K
423 435 1.37 1.53 374 391

-120 0.97 0.9 0.96
+ 21 +27 +02 | +02 +63 + 81
367 365 1.34 1.35 366 407

-5 1 1 0.9
+19 +15 +02 | +02 + 66 +99
344 353 1.26 1.37 382 391

30 0.97 0.91 0.98
+15 +18 +02 | +02 + 66 + 96
366 375 1.49 1.43 383 409

60 0.97 1.04 0.94
+22 +17 +02 | +02 +67 | +100
372 391 1.6 1.72 381 402

120 0.95 0.93 0.95
+17 +15 +03 | +04 + 66 +08
389 432 1.4 1.58 381 399

180 0.9 0.89 0.95
+17 +19 +02 | +03 + 60 +92
385 400 1.42 1,37 382 404

240 0.96 1.04 0.95
+15 +14 +02 | +02 + 64 +95

Tabelle 10: Verlauf der Entziindungsparameter Mittelwerte + SEM; Botnia-Clamp (B), Kontroll-
HEC (K), Monozyten-Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1), Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL1-RA),
Tumornekrosefaktor a (TNFa), Picogramm (pg), Milliliter (ml)
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Ruheenergieumsatz (REE), Respiratorischer Quotient (RQ),
Glukoseoxidation (GOX), Lipidoxidation (LOX)

Der REE wies unter beiden Bedingungen sowie in beiden Varianten vergleichbare
Werte auf. Unter HEC-Bedingungen zeigte sich eine geringe Zunahme des REE
von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC in beiden Varianten (Botniagasamec ~ 1.03;
KontrollesasaHec ~ 1.01). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied des REE von
Basal- und HEC-Bedingungen der Botnia-Variante (7719 + 304 kJ Tag™, 7987 +
322 kJ Tag™, p < 0.05), nicht jedoch fiir die Kontrollvariante (7900 * 365 kJ Tag™,
7973 + 359 kJ Tag™). Der RQ wies vergleichbare Ausgangswerte (0.84 + 0.01;
0.85 £ 0.02) sowie signifikante Zunahmen (0.95, p < 0.001; 0.91, p < 0.01) unter
HEC Bedingungen in beiden Varianten auf. Die Zunahme des RQ im Botnia-
Clamp stellte sich etwas ausgepragter dar als in der Kontrollvariante (0.11 £ 0.02;
0.06 £ 0.02; p < 0.05). Die Ausgangswerte von GOX (Botnia-Clamp: 2.2 + 0.2 mg
kg [FFM]"" min-'; Kontroll-HEC 2.5 + 0.3 mg kg [FFM]* min-') und LOX (Botnia-
Clamp: 0.95 + 0.08 mg kg [FFM]* min-', Kontroll-HEC: 0.86 + 0.13 mg kg [FFM]"
min-') wiesen keine signifikanten Unterschiede der beiden Varianten auf. Die
Zunahme der GOX und Abnahme der LOX unter HEC-Bedingungen lieferte in
beiden Varianten Unterschiede im Vergleich zu den jeweiligen Ausgangswerten
(Tabelle 11). Die Veranderungen von GOX (AGOXgotnia 2.2 + 0.3 mg kg [FFM]!
min-!, AGOXkontrolle 2.1 £ 0.4 mg kg [FFM]* min-', p < 0.05) und LOX (ALOXgotnia: -
0.82 + 0.12 mg kg [FFM]"" min-', ALOXkontrolle -0.44 + 0.14 mg kg [FFM]"* min-', p <
0.05) waren jedoch deutlich starker ausgepragt bei Durchflihrung der Botnia-
Variante. Der nicht-oxidative Glukoseumsatz lieferte vergleichbare Werte (4.6
0.7 mg kg [FFM]"" min-'; 4.6 £ 0.7 mg kg [FFM]* min-') in Botnia-Clamp und
Kontrollvariante (Abb. 11).



Ergebnisse

44
Botnia-Clamp Kontroll-HEC
Basal 22+0.2 25+0.3
GOX
Clamp 45+0.3 3.7+0.3
(mg kg [FFM]" min-")
A(Clamp, Basal) 22+0.3" 1.2+04*
Basal 0.95+0.08 0.86 £0.13
LOX
) Clamp 0.13+0.12 0.42+0.12
(mg kg [FFM]" min-')
A(Clamp, Basal) -0.82 + 0.12* -0.44 + 0.14*

Tabelle 11: Glukoseoxidation (GOX) und Lipidoxidation (LOX) in Botnia-Clamp / Kontroll-HEC

Mittelwerte £ SEM, psotnia versus kontrolle < 0.05 (*), Milligramm (mg), Kilogramm (kg), Magermasse (FFM),
Minute (min)
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Abb. 11: Zusammensetzung des Glukoseumsatzes im HEC von Botnia-Clamp und Kontroll-
Variante oxidativer Glukoseumsatz (gestreifter Bereich), nicht-oxidativer Glukoseumsatz (weilder
Bereich); Mittelwert + SEM; Milligramm (mg), Kilogramm (kg), Magermasse (FFM), Minute (min)
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Endogene Glukoseproduktion (EGP)

Der Ausgangswert der EGP vor Gabe von Glukose (IVGTT) oder NaCl (Placebo)
betrug in der Botnia Variante 11.6 + 1.0 ymol kg* min-'und 13.6 = 0.8 pmol kg
min-' in der Kontrollvariante. In Folge des IVGTT war eine deutliche Suppression
(58 + 12 %) der EGP mit Auspragung eines signifikanten Unterschieds zum
Ausgangswert (EGPgotniaso 4.8 £+ 1.2 ymol kg™' min-', p < 0.01) zu beobachten. Bei
Durchfuhrung der Kontroll-Variante zeigte sich ebenfalls eine Suppression der
EGP nach 60 Minuten (22 + 10 %) ohne signifikanten Unterschied zum
Ausgangswert (EGPkontrolleso 10.1 £ 1.0 umol kg™ min-'). Zu Beginn des HEC lag
ein signifikanter (p < 0.001) Unterschied der EGP von Botnia-Clamp und
Kontrollvariante vor. Im FlieRgleichgewicht des HEC fand sich wiederum eine
vergleichbare EGP in beiden Varianten (6.4 + 1.0 ymol kg™' min-'; 5.9 + 0.7 ymol
kg™ min-") mit einer Suppression der EGP (AEGP) von 51.6 + 6 % im Botnia-
Clamp sowie 66 =4 % im Kontroll-HEC (Abb. 12).
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Abb. 12: Vergleich der EGP von Botnia-Clamp (schraffierte Blocke) und Kontroll-Variante

(weiBe Blocke) Ausgangswert: ~ 0. Minute, intravendser Glukosetoleranztest (IVGTT): ~ 60. Minute,
hyperinsulindmisch-euglykamischer Clamp (HEC): ~ 240.Minute; obere/untere Quartile, Median (Box,
Strich), kompletter Wertebereich (Antennen); p < 0.001 (***), Kilogramm (kg), Minute (min), Micromol
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Hyperinsulinamisch-euglykamischer Clamp (HEC)

Die BG-Spiegel im Flie3gleichgewicht des HEC beliefen sich auf 4.97 + 0.15 mmol
I-" (Botnia-Clamp) und 4.99 + 0.11 mmol I'' (Kontroll-HEC), wodurch in beiden
Varianten die Zielkonzentration von 5 mmol I-' erreicht wurde. Zu Beginn des HEC
wurde zunachst eine signifikant (p <0.001) héhere GIR im Kontroll-HEC zur
Aufrechterhaltung der Normoglykamie bendétigt (Abb. 13). Im weiteren Verlauf
naherten sich die GIR beider Varianten an, sodass keine signifikanten
Unterschiede wahrend der letzten 120 Minuten zu beobachten waren. Allerdings
war eine geringfligig hdhere GIR — verglichen mit dem Kontroll-HEC — im Botnia-
Clamp notwendig, um den gewtinschten Zielwert der BG aufrechtzuhalten (Abb.
13). Sechs Probanden wiesen jedoch eine hdhere GIR in der Kontroll-Variante
auf, sodass es sich nicht um einen einheitlichen Trend aller Probanden handelte
(Abb. 14). Die mittleren M-Werte des HEC von (8.7 + 0.8 mg kg [FFM]" min™';

8.1 £ 0.7 mg kg [FFM]* min-") Botnia-Clamp und Kontroll-HEC waren vergleichbar,
wobei es einen signifikanten Zusammenhang der beiden Varianten gab (r = 0.87;
p < 0.001). Tabelle 12 liefert eine Ubersicht der erhobenen M-Werte eines jeden
Probanden. Der CV der M-Werte von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC betrug

11.0 %. Bei Verwendung der mittleren Insulinspiegel im FlieRgleichgewicht des
HEC zur Normierung der M-Werte (M/I) zeigte sich eine Steigerung der Korrelation
beider Varianten (1.09 + 0.14 mg kg [FFM]"" min-! (pomol I'")1, 0.98 + 0.13 mg kg
[FFM]" min-* (pmol I'")*, r = 0.93, p < 0.001), wobei gleichzeitig eine hohere
individuelle Streuung (CV 12.8%) auftrat.
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Abb. 13: Glukoseinfusionsrate (GIR) im HEC von Kontroll-Variante (A) und Botnia-Clamp (e)
Mittelwert £ SEM; p < 0.05 (*), p < 0.001 (***), Milligramm (mg), Kilogramm (kg), Magermasse (FFM),
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Abb. 14: Beziehung der M-Werte von Kontroll-HEC und Botnia-Clamp Mittelwert + SEM;

Mittelwerte der individuellen M-Werte (M), Differenz der individuellen M-Werte (AM), Milligramm (mg),
Kilogramm (kg), Magermasse (FFM), Minute (min)
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Probanden Maotnia-Clamp Mkontroll-HEC
mg kg [FFM]* min- mg kg [FFM]" min-

CV001 9.53 9.32
CV003 11.33 7.21
CV005 8.98 8.52
CV006 4.83 5.12
Cvoo7 13.30 8.16
CV008 5.24 5.81
CV009 9.01 8.77
CV010 10.90 10.38
CVOo11 9.17 7.66
CV012 4.91 4.24
CV013 5.53 5.19
CV014 13.79 10.19
CV015 8.47 9.25
CV016 7.94 10.39
CVvo17 10.30 8.34
CV019 6.76 8.96
CV020 5.09 4.57
CV021 3.84 3.84
CV022 17.03 17.75

Tabelle 12: Ubersicht der individuellen M-Werte Milligramm (mg), Kilogramm (kg), Magermasse
(FFM), Minute (min)

Korrelation der Insulinsensitivitat mit metabolischen Parametern

Zur Uberpriifung einer Einflussnahme auf die Insulinsensitivitat wurden
verschiedene Parameter bezlglich ihrer Verbindung zum M-Wert analysiert. Im
Fokus standen Parameter, die einer signifikanten Beeinflussung durch den IVGTT
unterlagen (Glukagon, FFA, Glukose, AGOX, ALOX, ARQ, EGP) wobei der
Quotientensotniaikontrolle des M-Wertes und des jeweiligen Parameters auf eine
maogliche Korrelationen untersucht wurden. Daruber hinaus wurde ein
Zusammenhang von M-Wert und Indices der f—Zell-Funktion (AIR, AUCinsulin,
AUCc-peptid, DI) Uberprift.

Fur EGPHec, AIR, AUCinsuiin, AUCc-peptid, DI sowie fur die Quotientensik
AGlukagoneomin, AGOX, ALOX, ARQ, AEGPBsasaiHec, AEGP50-58min konnte keine

Verbindung zum M-Wert gefunden werden. Hinweise eines moglichen
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Zusammenhangs (Abb. 15) fanden sich jedoch fur die Quotientensotnia/kontroll VON M-
Wert und FFAso. minute (r = - 0.60, p < 0.01). Die getrennte Analyse einer Korrelation
der Plasmaspiegel (FFAso. minute) mit dem M-Wert der jeweiligen Versuchsvariante
bestatigte den Zusammenhang (Botniar = - 0.86, p < 0.001; Kontrolle: r = - 0.69,

p < 0.01). Daruber hinaus wurde die Korrelation der basalen FFA-Spiegel vor
IVGTT-Durchflihrung mit dem M-Wert bestimmt (Botnia: r = - 0.58, p < 0.01;
Kontrolle: r = - 0.59, p < 0.01). Eine Korrelation von M-Wert und FFA-Inhibition war
hingegen nicht nachweisbar. Ein Zusammenhang mit der FFA-Inhibition zeigte
sich hingegen fur AUCcpo-60 (r = 0.68, p < 0.01), AUC(Insulin)o.-60. Minute (r = 0.51,

p < 0.05) und AIR (r = 0.79, p < 0.001). Fur den Quotientensotnia/kontrolle VON
Glukoseso. minute konnte ebenfalls eine Korrelation mit dem M-Wertgotnia/Kontrolle
gefunden werden (r=0.59, p=0.0077).

0.5

M-Wertgotnia / Kontrolle

0.25

T T
0.25 0.5 1 2
FFA(60.Minute)sotnia / Kontrolle

Abb. 15: Korrelation M-Wertgotnia / kontrole mit FFA(60. Minute)gotniakontrolle REgressionsgerade, r =
-0.6, p < 0.01; x-Achse und y-Achse sind log 2 skaliert; freie Fettsduren (FFA)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte geklart werden, ob die Kombination von IVGTT
und HEC bei Patienten mit T2D eine Auswirkung auf das Ergebnis der
Insulinsensitivitat (M-Wert) hat. In verschiedenen Studien [6, 7, 8] wurde dieser
Zusammenhang bereits untersucht, jedoch handelte es sich lediglich um
Subgruppen-Untersuchungen gréfliere Studien, wobei kleine Studienkollektive mit
einem heterogenem / unbekanntem Bild der individuellen Glukosetoleranz
untersucht wurden. DarUber hinaus wurden Auswirkungen des IVGTT auf
metabolische oder endokrinologische Parameter (z.B. Cortisol, Glukagon, FFA,
Insulin, TNF-a, MCP-1, IL1-RA) sowie die Insulin-mediierte Unterdriickung der
EGP als Mal} der hepatischen Insulinsensitivitat nicht berticksichtigt. Die
vorliegende Studie stellt daher die erste Placebo-kontrollierte Untersuchung eines
homogenen Studienkollektivs bestehend aus Patienten mit T2D dar, bei dem eine
umfassende Aussage bezlglich mdglicher IVGTT-assoziierter Veranderungen im
Mittelpunkt stand.

Die erbrachten Ergebnisse bestatigten die bereits zuvor [6, 7, 8] aufgezeigte
Korrelation der M-Werte von Botnia-Clamp und Kontrollvariante, wobei in der
vorliegenden Studie ein geringfligig hoherer Glukoseumsatz im Flie3gleichgewicht
des HEC nach vorherigem IVGTT vorlag. Unter den analysierten Parametern
wiesen FFA- und BG-Plasmaspiegel bei HEC-Beginn (60. Minute) eine
signifikante Korrelation zum M-Wert auf. Die hepatische Insulinsensitivitat (EGP)
zeigte indes keinen Unterschied zwischen Botnia-Clamp und Kontroll-HEC, wies
jedoch eine deutlich starkere Variabilitat der gemessenen EGPHec in der Botnia-

Variante auf.
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4.1 Einordnung der Studienergebnisse anhand der bestehenden

Literatur
Studien Studienkollektiv Ergebnis
Perseghinetal | n=8 r=0.95
[6] = 4 Verwandte 1. Grades von Patienten mit T2D o: keine Angabe
(ohne Insulin-T.) > unbekannte Glukosetoleranz
= 4 Kontroll-Probanden (NGT)
Lehto et al n=10 r=0.94
[7] = Verwandte 1. Grades von Patienten mit T2D b < 0.0001
(ohne Insulin-T.) > unbekannte Glukosetoleranz
Tripathy et al n=9 r=0.95
(8] = 5 Patienten mit T2D b <0.005
= 4 Kontroll-Probanden (NGT)
Vorliegende n=19 r=0.87
Studie = 19 neu-diagnostizierte Patienten mit T2D b < 0.001

Tabelle 13: Vergleich mit vorherigen Studien zur Korrelation der Insulinsensitivitat (M-Wert)
von Botnia Clamp und alleinigem HEC Anzahl der Versuchsteilnehmer (n),
Korrelationskoeffizient (r), Signifikanzniveau (p), Typ-2-Diabetes (T2D), Insulintherapie (Insulin-T.),
normale Glukosetoleranz (NGT)

Eine kurze Ubersicht zur Einordnung der erbrachten Ergebnisse anhand der
bisherigen Studienlage ermoglicht Tabelle 13. In allen aufgeflhrten Studien wurde
die Korrelation der Insulinsensitivitat (M-Wert) im Rahmen eines HEC mit
beziehungsweise ohne vorherigen IVGTT bestimmt. Allerdings bestehen
Unterschiede der jeweiligen Studienprotokolle, weshalb eine detaillierte
Betrachtung und Einordnung der Ergebnisse notwendig ist.

Perseghin et al [6] untersuchten vier Verwandte 1. Grades von T2D-Patienten mit
unbekannter Glukosetoleranz sowie vier Probanden mit NGT und ohne T2D-
Patienten in der Familie. Der Versuchsaufbau bestand aus einem 20-minttigen
IVGTT (0.3 g[Glukose] kg[KG]"! / 20%ige Glukoselosung) gefolgt von einem 150-
minutigen HEC in der Botnia-Variante. Detaillierte Informationen zum Ablauf der
Kontrollvariante wurden nicht angegeben. Die Infusionsrate von Insulin im HEC-
Verlauf betrug 1 mU kg™' min-!, wobei sich in der Veréffentlichung keine Angaben
bezlglich eines initialen Insulinbolus finden. Die Ziel-Glukosespiegel im

Fliegleichgewicht des HEC orientierten sich am individuellen Ausgangswert. Als
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Ergebnis wurde ein Unterschied der mittleren M-Werte von 4 + 11 % ohne Angabe
einer Tendenz zu niedrigeren oder hoheren M-Werten in einer der beiden
Varianten dokumentiert. Die Korrelation der M-Werte von Botnia-Clamp und
Kontroll-SHEC betrug r = 0.95, sodass eine relevante Beeinflussung des M-
Wertes durch den vorherigen IVGTT in der Botnia-Variante ausgeschlossen
wurde.

In die Studie von Lehto et al [7] wurden zehn Familienmitglieder von T2D-
Patienten mit unbekannter Glukosetoleranz eingeschlossen. Dem einstliindigen
IVGTT (0.3 g [Glukose] kg [KG]" / 50%ige Glukoseldsung) folgte ein zweistiindiger
HEC mit einer kontinuierlichen Insulininfusionsrate von 45 mU m=2 min"' (~ 1 mU
kg™' min-'). Angaben bezliglich eines Insulinbolus zu Beginn des HEC finden sich
nicht. Die Zielkonzentration der Blutglukose im Fliel3gleichgewicht wurde auf 5.5
mmol I festgelegt. Auch hier zeigte sich eine enge Korrelation der M-Werte (r =
0.94; p = 0.0001) von Botnia-Clamp und HEC (ohne IVGTT) ohne signifikante
Unterschiede. Im Mittel war jedoch eine 7 % hoéhere GIR bei Durchfihrung des
Botnia-Clamps zu beobachten.

Die zuletzt veroffentlichte Studie von Tripathy et al [8] aus dem Jahr 2003
umfasste ein Studienkollektiv von funf Patienten mit T2D sowie vier Probanden mit
NGT. Das Studienprotokoll bestand aus einem einstiundigen IVGTT (0.3 g
[Glukose] kg [KG]' / 20%ige Glukoselosung) sowie einem zweistiindigen HEC
(BG-Zielwert 5.5 mmol I'"). Die Insulinsubstitution erfolgte in zwei Phasen
bestehend aus einer Bolusrate zu Beginn des HEC — ohne nahere Angaben (Zeit ,
Konzentration) — und einer kontinuierlichen Infusionsrate von 45 mU m2min-'.
Abermals wurde eine enge Korrelation (r = 0.95; p < 0.005) beider Varianten
dokumentiert, wobei tendenziell niedrigere (Mkontrolle 7.79 £ 1,14 mg kg [FFM]" min-
1 MBotnia 7.23 £ 1.14 mg kg [FFM]"" min-'; Msi 0.93) mittlere M-Werte in der
Botnia-Variante gemessen wurden.

In die ClaVa-Studie wurden nach sorgfaltiger Auswahl 19 Patienten (8 Frauen; 11
Manner) mit kirzlich diagnostiziertem T2D eingeschlossen. Im Gegensatz zu den
oben genannten Studien wurde auf eine mdglichst homogene Kohorte bezlglich
Glukosetoleranz, Erkrankungsdauer, Gewicht und Therapieform geachtet. Mit Hilfe
von Verhaltensregeln vor Versuchsdurchfuhrung wurde daruber hinaus versucht,

moglichst vergleichbare Bedingungen bei allen Probanden zu Versuchsbeginn zu
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gewahrleisten. Das speziell auf den Vergleich der muskularen (M-Wert) und
hepatischen (EGP) Insulinsensitivitat von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC
ausgelegte, Placebo-kontrollierte Versuchsprotokoll, ermdglichte zudem eine
weitreichende Ubereinstimmung der Versuchsbedingungen. Dies ist aufgrund der
Variabilitdt und Abhangigkeit des M-Wertes von verschiedenen Faktoren
entscheidend [2, 101] und wurde in den zuvor aufgefluihrten Studien nicht
berticksichtigt, beziehungsweise in den Veroffentlichungen nicht dokumentiert. Ein
weiteres Alleinstellungsmerkmal der vorliegenden Studie besteht in der Analyse
verschiedener endokrinologischer und metabolischer Parameter. Die Auswahl der
untersuchten Parameter orientierte sich an ihrer Relevanz fir den
Glukosestoffwechsel sowie den T2D und ermdglicht somit eine umfangreiche
Aussage bezlglich des IVGTT-Einflusses auf verschiedene T2D-assoziierte
Parameter. Der Ablauf von IVGTT und HEC entsprach weitgehend jenem der
vorherigen Studien [6, 7, 8], wobei eine Substitution von 6,6-°H2-Glukose zur EGP-
Bestimmung bendétigt wurde. Der Glukosebolus im IVGTT belief sich entsprechend
den vorherigen Studien auf 0.3 g [Glukose] kg [Korpergewicht]" (30%ige
Glukoselosung). Die Insulinsubstitution des dreistundigen HEC erfolgte in zwei
Phasen, bestehend aus einem zehnminiitigen Bolus (10 mU kg [K&rpergewicht]’
min-') zu Beginn des HEC und einer kontinuierlichen Infusionrate (1.5 mU (kg
[Korpergewicht] min)") zur Aurechterhaltung der Hyperinsulindmie. Im Vergleich
zu den zuvor erwahnten Studien [6, 7, 8] wurde eine geringfugig hohere
Insulinsubstitution gewahlt, wodurch erhéhte M-Werte auftreten konnten.
Allerdings handelte es sich bei der ClaVa-Studie ausschlieBlich um manifeste
T2D-Patienten, bei denen eine starker ausgepragtere IR (vergleiche Tabelle 14)
zu vermuten ist. Als Zielwert der BG im Fliel3gleichgewicht des HEC wurde
entsprechend den vorherigen Studien ein Plasmaspiegel von 5.0 mmol |’

angestrebt.
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4.2 Auswirkungen des IVGTT auf den M-Wert

Die aufgezeigte Korrelation (r = 0.87, p < 0.001) der M-Werte von Botnia-Clamp
und Kontroll-HEC bestatigte die Ergebnisse der vorherigen Studien [6, 7, 8] und
spricht gegen einen relevanten Einfluss des IVGTT auf die muskulare
Insulinsensitivitat (M-Wert). Bei 13 der 19 Probanden zeigte sich jedoch eine
Steigerung der GIR nach IVGTT-Durchfuhrung, wodurch im Mittel hdhere M-Werte
im Botnia-Clamp dokumentiert wurden (Quotientsotnia/kontrolle 1.07). Die ubrigen
sechs Probanden wiesen hingegen einen reduzierten Glukoseumsatz nach
IVGTT-Durchfuhrung auf. Letztendlich fand sich kein signifikanter Zusammenhang
von IVGTT und gesteigerten M-Werten beim Vergleich von Botnia-Clamp und
Kontroll-HEC.

Lehto et al berichteten bereits zuvor Uber einen entsprechenden Anstieg der M-
Werte von 7 % im Botnia-Clamp bei Vergleich mit einem alleinigen HEC [7]. Es
finden sich allerdings keine Angaben bezuglich des individuellen Verhaltens der
M-Werte innerhalb des Studienkollektivs. Im Gegensatz zu héheren M-Werten im
Botnia-Clamp bei Lehto et al sowie der ClaVa-Studie dokumentierten Tripathy et al
[8] erniedrigte M-Werte (Mkontrotie 7.79 + 1,14 mg kg [FFM]* min-!; Mgotnia 7.23 +
1.14 mg kg [FFM]"* min-'; Me 0.93) in der Botnia-Variante bei vergleichbarem
Studienprotokoll (siehe 4.1). Der markanteste Unterschied zwischen den
erwahnten Studien bestand in den jeweils eingeschlossenen Studienkollektiven
von Tripathy et al (NGT: n =4, T2D: n = 5), Lehto et al (unbekannte
Glukosetoleranz: n = 10) und der ClaVa-Studie: (T2D: n = 19), auf Grund derer die
Madglichkeit einer Assoziation von M-Wert-Zunahme und Auspragung eines T2D
besteht. Versuchsteilnehmer mit besonders niedrigen M-Werten (M-Wert < 6 mg
kg [FFM]" min-") — entsprechend einer fortgeschrittenen IR — wiesen jedoch
keinen ausgepragten Unterschied der M-Werte von Botnia-Clamp und Kontroll-
HEC auf. Es war hingegen auffallig, dass insbesondere Probanden mit mittleren
M-Werten zwischen 8 mg kg [FFM]" min-' und 12 mg kg [FFM]" min-! eine
deutliche Veranderung des M-Wertes von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC
aufzeigten. Patienten mit entsprechenden M-Werten (8 — 12 mg kg [FFM]' min-")
kénnten somit als besonders sensibel bezlglich einer intravendsen Glukosegabe

sowie anderen metabolischen Einflissen gelten.
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Abgesehen von einer moglichen Beeinflussung des M-Wertes durch den IVGTT
muss zudem die Verfahrens-bedingte Variabilitat bertcksichtigt werden. Der
Variationskoeffizient (CV) gilt in diesem Zusammenhang als Mal} der zu
erwartenden Variabilitat des M-Wertes trotz eines identischen Versuchsprotokolls.
Zuvor dokumentierte Angaben des CV ergaben eine mittlere Abweichung von
ungefahr 10 % (Roden [2]: 10 %, Tripathy et al [8]: 9,0 %, Le et al [110]: 10,3%).
Die Bestimmung des Variationskoeffizienten der vorliegenden Studie lieferte ein
vergleichbares Ergebnis (11 %), welches wiederum eine natirliche HEC-
assoziierte Begrindung der vorgefundenen Schwankungen nahelegt. Eine
entsprechende Schlussfolgerung unterstitzt der uneinheitliche Trend der M-Werte
beim Vergleich der beiden Versuchsvarianten (M-Werts<k: 6 Probanden,
M-Werts>k: 13 Probanden).

Trotz der weit verbreiteten Verwendung des HEC zur Einschatzung der
individuellen Insulinsensitivitat existieren keine international anerkannten
Grenzwerte zur Abgrenzung einer IR. Verschiedene Studien lieferten jedoch
Hinweise bezuglich der zu erwartenden M-Werte. Ferrannini et al [111]
dokumentierten unter anderem einen mittleren M-Wert von 8.1 + 3.3 mg kg [FFM]!
min-! bei Analyse von Uber 500 Uibergewichtigen Probanden (BMI 29.34 + 4.4 kg
m-2) mit NGT (Insulininfusionrec: 1 mU kg' min-') . Die ClaVa-Kohorte stimmte in
BMI (32.4 + 6.1 kg m~?) sowie M-Wert (Kontroll-HEC: 8.1 + 0.7 mg kg [FFM]"!
min-') weitgehend mit den Angaben von Ferrannini et al tiberein. Im Gegensatz zu
Ferrannini et al handelte es sich bei der ClaVa-Studie jedoch um Patienten mit
manifestem T2D bei denen eine geringfligig hohere Insulininfusionxec (1.5 mU kg’
min-') verwendet wurde. Die Betrachtung der Ergebnisse beider Studien zeigt,
dass eine T2D-vergleichbare, muskulare IR auch bei Ubergewichtigen Patienten
mit NGT bestehen kann. Eine Ubersicht (Tabelle 14) von M-Werten verschiedener
Studienkollektive soll die Abhangigkeit der M-Werte von der verwendeten
InsulinsubstitutionHec sowie Einschrankungen der Verbindung von M-Wert und

Glukosetoleranz aufzeigen.
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Studie Kollektiv-Charakteristika M-Wert (mg kg [FFM]" min-1)
Tam et al Normale Glukosetoleranz
[113] Ubergewicht 10.8 4.0

Insulin ~2 mU kg min-!

Vorliegende Studie Typ 2 Diabetes
Adipositas 841+33

Insulin 1.5 mU kg min-!

Ferranini et al Normale Glukosetoleranz

[111] Normalgewicht 71+21
Insulin 1 mU kg min-!

Ferranini et al Normale Glukosetoleranz

[111] Ubergewicht 55+2.0
Insulin 1 mU kg min-!

Bavenholm et al Gestorte Glukosetoleranz

[114] Ubergewicht 54+0.9
Insulin 1 mU kg~ min-!

Bavenholm et al Typ 2 Diabetes

[114] Ubergewicht 47+14
Insulin 1 mU kg~ min-!

Tam et al Typ 2 Diabetes

[113] Adipositas 3.3+£0.7

Insulin ~2 mU kg-* min-!

Tabelle 14: Ubersic__ht der mittleren M-Werte verschiedener Studienkollektive Body mass
index 25-30 kg m-2 (Ubergewicht), Body mass index > 30 kg m= (Adipositas), Milligramm (mg),
Kilogramm (kg), Magermasse (FFM), Minute (min), Milliunits (mU)

Einen ersten Versuch der Definition klarer Grenzwerte des M-Wertes Abgrenzung
einer IR unternahmen Bergman et al [112] bereits 1985 durch die Auswertung
verschiedener Studien. Zuletzt versuchten Tam et al [113] einen erneuten Anlauf
durch Auswertung der Ergebnisse von Probanden mit NGT (n = 116) sowie
Patienten mit manifestem T2D (n = 51), wobei eine Insulininfusion von 120 mU m-
min~' (~ 3 mU kg min-') gewahlt wurde. Der vorgeschlagene Grenzwert zur
Differenzierung einer Insulinsensitivitat / Insulinresistenz eines Probanden wurde
unter diesen Bedingungen mit 7.3 mg kg [FFM]"" min-' bei einer Sensitivitat von 71
% und einer Spezifitdt 72 % angegeben. Zusatzlich durchliefen 86 Probanden
(NGT: n=75,T2D: n = 11) einen dreistundigen HEC mit einer Insulininfusion von

80 mU m2 min-' und einem angestrebten BG-Spiegel von 5.0 — 5.6 mmol I'". Unter
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diesen Bedingungen ermittelten Tam et al einen Grenzwert des Insulin-induzierten
Glukoseumsatzes von 5.3 mg kg [FFM]"" min-' (Sensitivitat: 83 %, Spezifitat:

96 %). Der zuletzt genannte Versuchsaufbau entspricht annahernd den
Rahmenbedingungen der vorliegenden Studie (Dauer: 3 Stunden;
Insulindosierung: 1.5 mU kg' min-' ~ 68.6 mU m? min-', BGziewert 5 mmol |'),
sodass eine Anwendung des vorgeschlagenen Grenzwertes auf das Ergebnis des
M-Wertes der ClaVa-Studie — mit geringen Einschrankungen — mdglich erscheint.
Unter Berucksichtigung des von Tam et al vorgeschlagenen Grenzwertes, ergab
sich fiir zwei Probanden der ClaVa-Studie (CV008sotnia: 5.24 mg kg [FFM]" min-!
versus CV008kontrolle: 5.81 mg kg [FFM]* min-'; CV013Botnia: 5.53 mg kg [FFM]’
min-' versus CV013kontrolle: 5.19 mg kg [FFM]* min-') eine abweichende
Einschatzung der Insulinsensitivitat anhand der M-Werte aus Botnia-Clamp und
Kontrollvariante. Gemessen am Gesamtkollektiv entspricht dies annahernd 10 %
aller Probanden. Verglichen mit den Abweichungen der ubrigen Studienteilnehmer
handelte es sich bei beiden Probanden lediglich um geringe Abweichungen der M-
Werte beider Varianten, sodass ein ausgepragter Einfluss des IVGTT fraglich
erscheint. Auf Grund der etwas geringeren Insulininfusionrate im Rahmen der
ClaVa-Studie (Tam et al: 80 mU m min-" ClaVa-Studie: 1.5 mU kg™' min"' ~ 68.6
mU m-2 min') ist zudem ein etwas niedrigerer Grenzwert des Insulin-induzierten
Glukoseumsatzes zu vermuten. Die M-Werte in diesem Bereich (< 8 mg

kg [FFM]* min-") wiesen jedoch ebenfalls nur geringe Abweichungen von Botnia-
Clamp und Kontroll-HEC auf. Dartber hinaus ist zu vermuten, dass Varianten-
unabhangige Schwankungen des M-Wertes — auf Grund der naturlichen, HEC-
assoziierten M-Wert-Variabilitat (CV: ~ 10 %) [2, 8, 110] — ein ebenbdurtiges Risiko
fur die Einteilung von Insulin-sensitiven und Insulin-resistenten Probanden
darstellt. Letztendlich erscheint das Risiko einer verfalschten Einschatzung der

Insulin-Sensitivitat durch einen vorherigen IVGTT gering.
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4.3 Einfluss des IVGTT auf Stoffwechselparameter und Hormone

Neben den Parametern der B-Zell-Funktion (AIR, AUCinsuiin, AUCc-peptid, DI) — die
keine nachweisbare, direkte Verbindung zum M-Wert aufwiesen — konnte in der
ClaVa-Studie fur verschiedene Parameter, die einer IVGTT-induzierten
Veranderung unterlagen, ein signifikanter Bezug zum Insulin-induzierten

Glukoseumsatz im Flie3gleichgewicht des HEC gefunden werden.

4.3.1 Einfluss von Insulin auf den M-Wert

Fur Insulinspiegel im IVGTT-Verlauf zeigte sich keine Verbindung zum M-Wert,
allerdings fuhrte die Adjustierung der M-Werte durch die jeweiligen Insulinspiegel
(Quotientenwn) im Fliel3gleichgewicht des HEC zu einer Steigerung der Korrelation
von Botnia-Clamp und Kontrollvariante (M/I: r = 0.93; p < 0.001 versus M-Wert:
r=0.87, p <0.001). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass
Schwankungen der Insulinkonzentration einen Einfluss auf die M-Werte besitzen.
DeFronzo et al [115] zeigten bereits zuvor, dass erhohte Insulinspiegel im
FlieRgleichgewicht des HEC — trotz ausgepragter Hyperinsulinamie — zu einer
Steigerung des induzierten Glukoseumsatzes fihren.

Eine direkte Assoziation mit dem IVGTT ist auf Grund fehlender Unterschiede der
peripheren Insulinspiegel im Flie3gleichgewicht beider Versuchsvarianten fraglich.
Denkbar ware jedoch eine langfristig gesteigerte, endogene Insulinproduktion in
Folge des IVGTT, welches sich anhand signifikant erhdhter C-Peptid-
Plasmaspiegel im gesamten HEC-Verlauf des Botnia-Clamps nachweisen lasst.
Eine portal-vendse Bestimmung der Hormonkonzentration kdnnte Gber eine
gesteigerte endogene Glukoseproduktion im HEC des Botnia-Clamps Aufschluss

geben, wurde jedoch im Rahmen der vorliegenden Studie nicht durchgeflhrt.

4.3.2 Einfluss von Glukose auf den M-Wert

Nach den IVGTT-induzierten Unterschieden der Glukosespiegel beider Varianten
konnte die BG im Fliel3gleichgewicht des HEC bei allen Probanden sowie in
beiden Varianten auf vergleichbare Werte eingestellt werden. Fur die

Glukosespiegel im IVGTT-Verlauf zeigte sich hierbei keine Verbindung zum M-
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Wert. Allerdings fanden sich Hinweise auf eine Korrelation der
Quotientensotnia/kontrolie von M-Wert und BGeo. minute (r = 0.59, p = 0.0077).

Dass Glukose selbst eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Glukosehomoostase einnimmt, wurde in verschiedenen Studien gezeigt und wird
als Glucose effectiveness bezeichnet [116]. Vergleichbar mit Insulin, vermitteln
gesteigerte Glukosespiegel eine Stimulation der peripheren Glukoseaufnahme
sowie eine Inhibition der EGP [116]. Manche Autoren beschreiben sogar eine
vergleichbare beziehungsweise starkere Regulation der Glukoseaufnahme durch
Glukose als durch Insulin [117]. Die zeitlich versetzte Auswirkung eines
intravendsen Glukosebolus (z.B. 30%-Glukosebolus im IVGTT) auf die
Glukosehomoostase im FlieRgleichgewicht eines dreistliindigen HEC wurde
unserer Kenntnis nach bislang nicht untersucht. Die vorliegenden Studie liefert
Anhaltspunkte, dass eine langfristige Beeinflussung der muskularen

Glukoseaufnahme durch einen Glukosebolus maglich ist.

4.3.3 Einfluss von FFA auf den M-Wert

Abgesehen von Insulin und Glukose unterlagen insbesondere FFA-Plasmaspiegel
einer deutlichen IVGTT-induzierten Veranderung und wiesen die starkste
Korrelation zum M-Wert auf. Nach vergleichbaren Ausgangswerten in beiden
Varianten war eine deutliche Reduktion der FFA-Plasmaspiegel bei IVGTT-
Durchfuhrung gegenuber der Kontroll-Variante zu beobachten. Die maximale
Diskrepanz der beiden Varianten wurde unmittelbar vor HEC-Beginn gemessen.
Zu diesem Zeitpunkt (60. Minute) konnte ein Zusammenhang der
Quotientensotnia/kontrolle VON FFAs0.minute und M-Wert nachgewiesen werden
(r=-0.60, p < 0.01). Diese Beobachtung kdnnte bedeuten, dass Unterschiede der
FFA-Plasmaspiegel vor Beginn der Clamp-Untersuchung (FFAeo.minute) €inen
abweichenden Glukoseumsatz im FlielRgleichgewicht induzieren. Perseghin et al
[118] untersuchten bereits zuvor eine entsprechende Verbindung von Nuchtern-
FFA-Plasmaspiegeln und M-Wert an 57 Probanden (keine Adipositas, NGT),
wobei eine signifikante Korrelation (r = -0.58, p < 0.0001) der beiden Parameter
aufgezeigt wurde. Diese Beobachtung lasst sich im Rahmen der ClaVa-Studie mit

vergleichbarer Auspragung (Botnia: r = - 0.58, p < 0.01; Kontrolle: r = - 0.59,
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p < 0.01) auch an Patienten mit T2D beobachten. Allerdings wiesen die
FFAso.minute insbesondere in der Botnia Variante (Botnia r = - 0.86, p < 0.001;
Kontrolle: r = - 0.69, p < 0.01) eine noch engere Korrelation zum M-Wert auf.
Folglich scheinen reduzierte FFA-Plasmaspiegel in Folge des IVGTT einen
engeren Bezug zum M-Wert aufzuweisen als basale oder unveranderte
(Kontrollvariante) FFA-Spiegel. Die Korrelation der FFA-Spiegel vor HEC-Beginn
mit dem M-Wert im Botnia-Clamp liefern entsprechende Anhaltspunkte flir einen
moglichen Einfluss des IVGTT auf die Bestimmung der Insulinsensitivitat.

Unter experimentellen Bedingungen wurden zuvor Veranderungen der
Insulinsensitivitat durch Steigerung [84] oder Reduktion [119] der zirkulierenden
FFA-Plasmaspiegel beschrieben. Santomauro et al [119] untersuchten den Effekt
einer Acipimox-induzierten, langanhaltenden Reduktion der FFA-Spiegel auf den
M-Wert. Gefunden wurde eine deutliche Steigerung des Insulin-vermittelten
Glukoseumsatzes durch die medikamentds verminderten FFA-Spiegel. Roden et
al [86] zeigten zudem, dass unter kontinuierlicher, intravendser FFA-Applikation
signifikante Auswirkungen auf den M-Wert bereits nach 160 Minuten auftreten. Ein
vergleichbarer Riuckgang des Insulin-induzierten Glukoseumsatzes (M-Wert)
wurde daruber hinaus auch fur eine einmalige, orale Applikation von FFA / TAG in
Form von 100 ml Sojadl aufgezeigt [120]. Gemeinsam betrachtet unterstitzen
diese Studien die Vermutung, dass eine kurzfristige Reduktion der FFA-Spiegel im
IVGTT-Verlauf zu einer Zunahme des Insulin-induzierten Glukoseumsatzes fuhren

konnte.

4.3.4 Auswirkungen des IVGTT auf den Energiestoffwechsel im HEC

Auf Grund der vorhandenen Auswirkungen des IVGTT auf zwei entscheidene
Energietrager (Glukose, FFA) sowie deren Bezug zum M-Wert ist eine Anpassung
des zellularen Energiestoffwechsel im FlieRgleichgewicht des HEC zu vermuten.
Folglich kénnte nach IVGTT-Durchfiihrung auf Grund der gesteigerten BG eine
Reduktion der Lipidoxidation bei gleichzeitiger Steigerung Glukoseoxidation
auftreten. Diese Anpassung des zellularen Energiestoffwechsels an verschiedene
Energielieferanten wird als metabolische Flexibilitat bezeichnet [121]. Bei Insulin-

resistenten Probanden ist wiederum mit einer Stérung dieser zellularen
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Anpassung zu rechnen [121]. Da es sich in der vorliegenden Studie um kurzlich
diagnostizierte Typ-2-Diabetiker handelt, ist auch hier eine Einschrankung der
metabolischen Flexibilitat moglich.

Bei der Auswertung von Messdaten der indirekten Kalorimetrie zeigten sich bei
allen Versuchsteilnehmern vergleichbare Tendenzen (Ausgangswert versus HEC-
Bedingungen) der Parameter (REE 1, RQ 1, GOX 1, LOX |) in Botnia-Clamp und
Kontroll-HEC, wobei der IVGTT eine Verstarkung der jeweiligen Veranderungen
bewirkte. Die signifikant starkere Zunahme von ARQ (p < 0.05) und AGOX

(p < 0.05) sowie die ebenfalls signifikant starkere Abnahme der ALOX (p < 0.05)
nach vorherigem IVGTT zeigen bei vergleichbarem REE eine deutliche
Verschiebung zu Gunsten von Glukose als Energielieferant im Botnia-Clamp.
Folglich ist ein signifikanter Unterschied der verstoffwechselten Energielieferanten

im FlieRgleichgewicht von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC nachweisbar.

4.4 Auswirkung des IVGTT auf die EGP / EGP-Suppression im
HEC

Neben dem M-Wert als Mal des Insulin-induzierten Glukoseumsatzes, welcher
hauptsachlich die muskulare Insulinsensitivitat widerspiegelt, gilt die EGPHec
beziehungsweise die EGP-Suppression (AEGP) als Parameter der hepatische
Insulinsensitivitat. Das physiologische Ausmal der Insulin-induzierten EGP-
Suppression unter HEC-Bedingungen bei gesunden Probanden bezifferten Boden
et al auf annahernd 86 % [122]. Bei Auspragung einer hepatischen IR ist
wiederum mit einer eingeschrankten Suppression der EGP durch Insulin zu
rechnen [63].

In der vorliegenden Studie war eine Einschrankung der EGP-Suppression unter
HEC-Bedingungen in Botnia-Clamp (51.6 %) und Kontroll-HEC (66.4 %) —
entsprechend einer hepatischen IR der Versuchsteilnehmer — zu beobachten. Der
Unterschied der EGP-Suppression von Botnia-Clamp und Kotnroll-HEC beruhte
vor allem auf unterschiedlichen Ausgangswerten der EGP beider Varianten, da im

Flie3gleichgewicht des HEC letztendlich vergleichbare Werte der EGPHec



Diskussion 62

(6.4 1.0 versus '; 5.9 + 0.7 ymol kg min, Abb. 12) imponierten. Im Botnia-
Clamp zeigte sich allerdings bei allen Probanden eine deutliche Reduktion der
EGP in Folge des IVGTT, wodurch bei HEC-Beginn ein ausgepragter Unterschied
der EGPso. minute beider Varianten vorlag. Eine relevante Veranderung der Insulin-
induzierten EGP-Reduktion im HEC durch einen vorherigen IVGTT erscheint
jedoch auf Grund der oben erwahnten Ergebnisse der EGPHec als
unwahrscheinlich.

Als Anhaltspunkte eines moglichen Einflusses des IVGTT auf die EGP kdnnte
allerdings die groRere Schwankungsbreite der EGPHec (Abb. 12) unter Botnia-
Bedingungen zu interpretieren sein. Hierfur verantworltich kdnnte eine residuale
Insulinsekretion der B-Zellen — trotz ausgepragter Hyperinsulindmie — im
FlieRgleichgewicht des HEC sein. Diesbeziigliche Hinweise liefern die signifikant
erhdhten C-Peptid-Plasmaspiegel im Botnia-Clamp. Roden et al [123] zeigten,
dass Hepatozyten uber eine ausgepragte Sensitivitat gegenuber geringen
Insulinspiegel-Schwankungen verfugen, sodass eine mogliche Auswirkung des
IVGTT in einer geringen Steigerung der residualen Insulinproduktion bestehen
konnte. Die vergleichbaren, peripher-vendsen Insulinspiegel beider Varianten in
der vorliegenden Studie sprechen jedoch gegen eine entsprechende Beziehung.
Ein endgultiger Ausschluss ware nur durch Bestimmung der portal-venosen

Insulinkonzentration moglich, welche nicht durchgefuhrt wurde.

Eine dem M-Wert entsprechende Verbindung mit Plasmaspiegeln der FFA
(FFANichtern, FFAs0.Minute) konnte fur die EGPHec oder AEGP nicht nachgewiesen
werden. Dass Veranderungen der Lipidspiegel zu einer signifikanten (-3.1 versus
-9,2 ymol kg™" min~', p < 0.05) Reduktion der Hyperinsulindmie-induzierten EGP-
Suppression im HEC fihren kdnnen, zeigten Boden et al flr eine kontinuierliche
Lipidinfusion [122]. Verantwortlich hierflr ist mdglicherweise eine verminderte
Suppression der Glykogenolyse durch Insulin [122], allerdings existieren ebenfalls
Hinweise bezlglich einer Steigerung der hepatischen Glukoneogenese durch
erhohte Lipidspiegel [86]. Eine kurzfristige Reduktion der FFA-Plasmaspiegel in
Folge des IVGTT fuhrte im Rahmen der vorliegenden Studie nicht zu einem

relevanten Unterschied der EGP oder AEGP im Vergleich zur Kontrollvariante.
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Eine magliche, IVGTT-induzierte Veranderung von Glykogenolyse und

Glukoneogenese wurde nicht bestimmt.

4.5 Glukagon, Cortisol und Entziindungsparameter

Glukagon

Myers et al [124] zeigten eine eindeutige Auswirkung bereits geringer
Unterschiede des Glukagon-Plasmaspiegels auf den Glukosestoffwechsel unter
HEC-Bedingungen. Hierbei wurde eine kontinuierliche Infusion von Glukagon im
HEC durchgefuhrt, worunter eine gesteigerte Glukoseproduktion sowie eine
verminderte EGP-Suppression beobachtet wurden [124]. Auswirkungen eines
einmaligen Glukagon-Bolus in einem zur ClaVa-Studie vergleichbaren zeitlichen
Abstand vor Bestimmung von EGP und M-Wert wurden unserer Kenntnis nach
bislang nicht beschrieben. In der ClaVa-Studie fand sich trotz signifikanter
Unterschiede der Glukagonplasmaspiegel (60. Minute; Abb. 9) keine Verbindung
von Glukagon mit EGP oder M-Wert.

Cortisol

Rooney et al zeigten bei vergleichbarer Hyperinsulinamie im HEC eine Reduktion
des M-Wertes nach 24-stlindiger Cortisolinfusion, jedoch keine Auswrikung auf die
EGP-Suppression im HEC [125]. Fir die Cortisol-Plasmaspiegel im Rahmen der
ClaVa-Studie bestanden zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der beiden
Varianten. Auch fand sich kein Zusammenhang des Cortisolspiegels mit EGP oder
M-Wert.

Entziindungsparameter (TNF-a, MCP-1, IL1-RA)

Die Auswahl der im Rahmen der ClaVa-Studie untersuchten
Entzindungsparameter und Zytokine orientierte sich an Ergebnissen vorheriger
Studien. Auf intrazellularer Ebene konnte insbesondere fur erhdhte Plasmaspiegel
von TNF-a, eine Aktivierung des NFkB-Signalwegs mit Auspragung einer IR
beobachtet werden [126, 127]. Zeyda et al wiesen zudem auf die Rolle von TNF-q,

MCP-1, IL1-RA als Aktivatoren von Makrophagen sowie als Produkt von
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aktivierten Fettgewebs-Makrophagen bei Patienten mit T2D hin [128].
Insbesondere fur TNF-a konnte ein gesteigerter Plasmaspiegel auch bei
kurzfristiger Hyperglykamie im Rahmen eines OGTT bei Patienten mit
metabolischem Syndrom gezeigt werden [129, 130]. In der ClaVa-Studie zeigte
sich hingegen kein signifikanter Effekt des IVGTT auf die genannten Zytokine und

Entzindungsparameter.
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5 Schlussfolgerung

Das Ziel der ClaVa-Studie bestand in einer detaillierten Aussage bezuglich der
Auswirkung eines IVGTT auf die Bestimmung der Insulinsensitivitat in einem
Botnia-Clamp. Hierzu wurden Bestimmungen von M-Wert, EGP sowie
verschiedenen metabolischen Parametern, die im Rahmen eines Botnia-Clamps
erhoben wurden, mit den Ergebnissen eines Placebo-kontrollierten,
standardisierten HEC verglichen. Beide Versuchsvarianten wurden an 19
Probanden mit T2D in einem zeitlichen Abstand von je zwei Wochen durchgefuhrt,
wobei auf eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit der Rahmenbedingungen an
beiden Tagen geachtet wurde. Gegenuber vorherigen Studien lag das Augenmerk
auf einer breit angelegten Analyse mdglicher Einflussfaktoren, der Auswahl eines
moglichst homogenen Studienkollektivs sowie den weitgehend

ubereinstimmenden Rahmenbedingungen.

Die Ergebnisse der M-Werte wiesen eine signifikante Korrelation von Botnia-
Clamp und Kontroll-HEC auf, wobei hohere M-Werte im Rahmen des Botnia-
Clamps gemessen wurden. Dies beruht am wahrscheinlichsten auf einer
Reduktion der FFA-Plasmaspiegel im Rahmen des vorherigen IVGTT. Die
aufgezeigte Verbindung der IVGTT-induzierten Reduktion der FFA-Plasmaspiegel
mit gesteigerten M-Werten im HEC ermdglicht jedoch keine allgemeinglltige
Aussage fur andere Studienprotokolle. Der direkte Einfluss gesteigerter
Glukosespiegel wahrend und nach IVGTT-Durchflihrung stellt eine weitere
mogliche Auswirkung des IVGTT auf den M-Wert dar. Die aufgezeigte Korrelation
konnte im Rahmen der zuvor beschriebenen Glucose effectiveness zu
interpretieren sein. Die Auswirkungen des IVGTT auf FFA und Glukose lassen
sich zudem anhand der signifkant starkeren Verschiebung des
Energiestoffwechsels zu Gunsten von Glukose als Hauptenergielieferant im
FlieRgleichgewicht des Botnia-Clamps beobachten. Die Adjustierung der M-Werte
durch die Plasmaspiegel von Insulin im FlieRgleichgewicht ermoglichte eine
Steigerung der Korrelation (M/1) von Botnia-Clamp und Kontroll-HEC. Die Ursache
konnte in einer langfristig gesteigerten Insulinproduktion in Folge des IVGTT

liegen, wofur die signifikant gesteigerten C-Peptid-Plasmaspiegel im gesamten
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HEC-Verlauf des Botnia-Clamps sprechen. Allerdings kénnten die Abweichungen
der Insulinspiegel auch Ausdruck von Schwankungen der exogenen Insulinzufuhr
sein. FUr andere Parameter, die im Rahmen der ClaVa-Studie bestimmt wurden,

waren hingegen keine IVGTT-induzierten Veranderungen nachweisbar, die einen

Bezug zu M-Wert oder EGP aufweisen.

Am Beispiel des Grenzwertes zur Einteilung von Insulin-sensitiven und Insulin-
resistenten Individuen aus der Arbeit von Tam et al [112] konnte gezeigt werden,
dass bei ungefahr einem Zehntel der eingeschlossenen Probanden eine
abweichende Zuordnung der ClaVa-Teilnehmer erfolgen wirde. Allerdings sind im
Bereich des vorgeschlagenen Grenzwertes lediglich geringe Veranderungen der
M-Werte durch den IVGTT zu erwarten.

Die EGP unterlag einer deutlichen Suppression bei IVGTT-Durchfuhrung, welche
jedoch ohne Auswirkungen auf die im Anschluss erhobene absolute EGP sowie
EGP-Suppression unter HEC-Bedingungen blieb. Einzig eine ausgepragtere
Schwankung der EGPHec innerhalb des Studienkollektivs zeichnete die Botnia-

Variante gegenuber der Kontrollvariante aus.

Letztendlich zeigte die ClaVa Studie keine signifikanten Auswirkungen des IVGTT
auf Bestimmungen der muskularen (M-Wert) oder hepatischen (EGP)
Insulinsensitivitat. Es fanden sich lediglich Anhaltspunkte flir eine mogliche
Einflussnahme des IVGTT, die in anderen Studienprotokollen und
Studienkollektiven von Bedeutung sein kdnnten. Auf Grund ihrer signifikanten
Korrelation zum M-Wert sollten insbesondere Plasmaspiegel von FFA, BG und
Insulin bei Vergleich von M-Werten verschiedener Studienprotokolle als mégliche

Einflussfaktoren bertcksichtigt werden.
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7 Anhang

7.1 Infusionsvorschrift

Deuterierte Glukoseinfusion (d2inf)

5 ml d2Glukose (2 g) auftauen
Aus 500 ml NaCl 0,9% 5 ml
entnehmen und verwerfen

5 ml d2Glukose aufziehen und zu
den 495 ml NaCl-Infusion geben

gut mischen

Gesamtvolumen 500ml
d2Glu-Konz.: 0,4%

IVGTT — 30%-Glukose -Bolus

Sterilfilter auf gelbe Kaniile
aufstecken, in leere sterile 500ml
Flasche stechen und Flasche so
entliiften.

2,5 ml d2Glukose (1g) auftauen,
gut mischen

In sterile Flasche

84 ml 20%Glukose einfiillen

81,5 ml 40%Glukose zugeben
2,5 ml d2Glukose zugeben

gut mischen

Gesamtvolumen 168 ml
d2Glu-Konz.: 1,98%

HEC — 20%-Glukose-Infusion (hotginf)

4,5 ml d2Glukose (2g) auftauen,
Gut mischen

Aus 500 ml 20%-Glukose 9 ml
entnehmen und verwerfen

4,5 ml 0,9% NaCl in 10ml-Spritze
aufziehen und mit der gleichen
Spritze 4,5 ml d2-Glukose aufziehen
9 ml d2Glukose-NaCl-Gemisch zu
den 491 ml 20%Glukose geben

Gut mischen

Gesamtvolumen 500ml
d2Glu-Koz.:1,8%,
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7.2 Blutentnahmeschema: CLAVA mit IVGTT (Botnia-Clamp)

InsCP | D2
Time | min BG |Cort. |GLU |FFA .BB BGA | EtOH
06:55 | -125 X [x X X X X
07:00 -120
08:00 |-60 X X
08:35 -25 X
08:45 -15 X
08:55 |[.5 X [x X X X
09:00 |0 X [x X X
09:02 |2 X [x
09:04 |4 X [x X X
09:06 |6 X [x
09:08 |8 X [x
09:10 [10 X [x X X
09:20 |20 X [x X X
09:30 |30 X [x X X X
09:40 |40 IS x |x [x |x
09:50 |50 é X [x X X
10:00 |60 & X X X X
10:20 |80 = X(4)
10:30 |90 _ X@2) [x X
10:40 [ 100 S X(2)
T1:00 [ 120 pa X@ X [x_|x |x
11:20 1140 '% X(4)
11:30 | 150 LE X@2) |x X
1140 [ 160 § XQ)
12:00 |[180 = X(@4) |[x X X X
12:20 | 200 :;2 X(4)
12:30 [210 & X@) [x [x
12:40 | 220 <u.3 X(2) X
12:50 230 T X(2) X
13:00 | 240 X@2) |[x X X X X X
13:30 270
ml je BE 1 2 1 1 25 |1 1 1
n 49 [20 |20 |14 |7 2 1 1
ml
Gesamt 49 |40 |20 |14 [175 |2 1 1

Entnahmevolumen 144,5 ml
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7.3 Blutentnahmeschema: CLAVA ohne IVGTT (Kontrollvariante)

. InsCP | D2
Time min BG |Cort. |GLU |FFA BB |BGA | EtOH
06:55 | -125
X X X X X X
07:00
-120
08:00
-60 X X
08:35
25 X
08:45
-15 X
08:55
-5 X X X X X
09:00
0 X
09:02 .
2 »
. =}
09:04 |, =
09:06 ol
G (@)
09:08 ©
8 z
09:10 | &\o
09:20 :
20 e
09:30 2
30 = = X X X X X
K o (&)
09:40 | 3 g
09:50 =
50 =
10:00 I
60 [ N I | X X X X X
10:20
30 X4
10:30
90 S X(2) | X X
10:40
100 b X(2)
11:00 =
120 s X4) | X X X X
11:20 ‘B
140 = X(4)
11:30 =
150 5 X(2) | X X
11:40 »
160 fe! X(2)
12:00 =]
180 o X4) |X X X X
12:20 L
200 X X(4)
R o
12:30 =
210 & X(2) |X X
12:40 @)
220 w X(2) X
12:50 I
230 X(2) X
13:00
240 XQ2) |X X X X X X
13:30
270
ml je BE 1 2 1 1 2,5 1 1 1
n 41 11 14 8 7 2 1 1
ml
Gesamt 41 22 14 8 17,5 2 1 1

Entnahmevolumen 106,5 ml
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7.4 Probenverarbeitung

|
Farbe !
ml Blut | Serum/Zusatz Zusatz | Temp. n Versorgung | TKS
Glukose 20% + d2- ) -
Hotginf
Glukose - - - EIS 1 20°C
Glukose 30% + d2- -
HotlVGTT
Glucoke - - - EIS 1 20°C
Infusion d2-Glukose Infd2 '
- - - EIS 1 20°C
D20 per os oD20 - - - EIS 1
Blutglukose - 0,5 - - RT 49 EKF -
Insulin+C-Pept + -
INS-CP blau
Cortisol 2 Serum - RT 23 1 20°C
Deut. Glukose d2GLU | gelb )
1 KF/EDTA 40 EIS 23 1 20°C
freie Fettsduren FFA grun }
1 Na-EDTA/Orlistat | 20/40 EIS 17 1 20°C
Na- B
GLU rot
2,5 | Heparin/Aprotinin | 20/40 EIS 7 2 20°C
Blutbild (Hb) BB - - - RT HA
BGA BGA - - - RT HA
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