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,Wir missen unbedingt Raum flr Zweifel lassen, sonst gibt es keinen
Fortschritt, kein Dazulernen. Man kann nichts Neues herausfinden,
wenn man nicht vorher eine Frage stellt. Und um zu fragen, bedarf es
des Zweifelns.”

Richard P. Feynman
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Zusammenfassung

Das Ausmald der Speicherung von hepatozelluldren Lipiden (HCL) ist mit Insulinresistenz und Typ
2 Diabetes mellitus (T2DM) assoziiert. Ein gesteigerter Lebertriglyzeridgehalt ist, nach Ausschluss
anderer Ursachen, ein Kennzeichen der Nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (non-alcoholic
fatty liver disease, NAFLD) und ein unabhangiger Risikofaktor fir die Manifestation eines T2DM
sowie fir kardiale Mortalitat. Die Einnahme einer kohlenhydratreichen Mahlzeit ist bei
insulinresistenten Menschen mit erniedrigter Glukoseaufnahme im Skelettmuskel und mit einem
Anstieg der HCL assoziiert. Die postprandiale Umleitung der Glukose vom insulinresistenten
Muskel hin zur Leber, die gesteigerte Stimulation der Lipogenese, oxidativer Stress und eine
Verminderung der hepatischen Lipidoxidation kénnten dabei die Entwicklung von NAFLD
verursachen.

Diese Arbeit pruft folgende Hypothesen: HCL und Insulinresistenz korrelieren nach der Einnahme
einer definierten Mahlzeit negativ (i) mit der Mitochondrienfunktion und (ii) dem Anstieg
energiereicher Phosphormetabolite in der Leber. Wir untersuchten 10 junge, schlanke,
glukosetolerante Insulinsensitive (CON), 10 adipdse, glukosetolerante Insulinresistente von
vergleichbarem Alter (OBE) und 10 adipOse, altere Patienten mit T2DM (T2DM).

Die Insulinsensitivitat (M-Wert) wurde mittels hyperinsulinamisch-euglykédmischen Clamps ermittelt.
Zusatzlich wurden Metabolite, Hormone sowie Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen im Plasma
(TBARS) als Marker des systemischen oxidativen Stresses vor und nach Verabreichung einer
standardisierten Mahlzeit (mixed meal test, MMT) gemessen. Die Konzentrationen von Gamma
Adenosintriphosphat (yATP) und anorganischem Phosphat (Pi) in der Leber sowie HCL wurden mit
Phosphor- und Protonen-Magnetresonanzspektroskopie (MRS) vor sowie 160 min und 240 min
nach der Testmahlzeit bestimmt.

OBE und T2DM waren im Vergleich zu CON gleichermalfen insulinresistent (p<0.01) und hatten
12- bzw. 17-fach (p<0.01) hoéhere HCL als CON. Trotz vergleichbarer hepatischer yATP-
Konzentrationen unter Nichternbedingungen war der maximale postprandiale Anstieg von yATP in
OBE 6-fach (p<0.05), aber in T2DM nur tendenziell héher (p=0.09) als in CON. Wahrend im
Nuchternzustand die Plasma-TBARS zwischen den Gruppen vergleichbar waren, wiesen T2DM
180 min nach der Testmahizeit einen transienten Anstieg der Plasma-TBARS um 24% (p<0.05)
auf.

Zusammenfassend kdnnen adipdse, glukosetolerante Menschen ihren postprandialen hepatischen
Energiestoffwechsel steigern, wohingegen Patienten mit T2DM diese Adaptation nicht zeigen.
Patienten mit T2DM entwickeln allerdings postprandial Hinweise auf sytemischen oxidativen

Stress, was zur Entwicklung der NAFLD beitragen konnte.
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1. Einleitung
1.1 Stand der Forschung

1.1.1 Adipositas und Insulinresistenz

Ubergewicht und Adipositas betreffen Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation
zufolge weltweit etwa 440 Millionen Menschen (~9.8%) [1] und sind mit Insulinresistenz
sowie zahlreichen Komorbiditaten, wie T2DM, Hypertonie, kardiovaskularen
Erkrankungen, Dyslipidamie, Schlafapnoe und degenerativen Skeletterkrankungen,
verbunden. Infolgedessen ist die Mortalitdt im Vergleich zur Normalbevodlkerung auf
das 6- bis 12-fache erhdéht. Die Kosten der Adipositas-assoziierten
Begleiterkrankungen werden weltweit auf 117 Milliarden US-Dollar/Jahr geschatzt. [2]
Das gemeinsame Auftreten von Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen, wie
Insulinresistenz, abdominelle Fettleibigkeit, Dyslipidamie und Hypertonie, wird als
metabolisches Syndrom bezeichnet. [3, 4] Patienten, die am metabolischen Syndrom
leiden, haben nicht nur ein erhohtes Risiko flr koronare Herzkrankheit, sondern auch
fur Schlaganfalle und periphere vaskulare Erkrankungen. [5] Perry et al. fanden bei der
Untersuchung geschadigter Darmbakterien in Ratten eine, durch das
parasympathische Nervensystem aktivierte, erhdohte Azetatproduktion, die zu erhdhter
Glukose-stimulierter Insulin- und Ghrelinsekretion, Hyperphagie, Adipositas sowie
sekundaren Erkrankungen fihrt. [6]

Allerdings erfolgte bisher kein Beweis einer gemeinsamen Pathogenese der Faktoren
des metabolischen Syndroms. Des Weiteren wurde ein Mehrwert des metabolischen
Syndroms gegenuber dem pradiktiven Wert der Einzelfaktoren bislang nicht gezeigt.
Aus diesem Grund wird seine klinische Relevanz aktuell diskutiert. [5] Eine hepatische

Komponente wurde bislang nicht in die aktuell geltenden Definitionen aufgenommen.

1.1.2 Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung und Insulinresistenz

Fettleber (NAFL, Steatose), Steatohepatitis (NASH) und die ,kryptogene*
Leberzirrhose werden, nach Ausschluss anderer Ursachen, als NAFLD
zusammengefasst. Diese kann letztlich zu Leberzirrhose flihren. Es handelt sich dabei
mittlerweile um die haufigste Lebererkrankung bei Jugendlichen und Erwachsenen mit
Adipositas. Sie ist durch einen hepatischen Gehalt an HCL von Gber 5.5% sowie einem
taglichen Alkoholkonsum von unter 20 g bei Frauen und unter 30 g bei Mannern
definiert. [7-10] NAFLD umfasst verschiedene hepatische Veranderungen, die
allerdings histologische Ahnlichkeiten mit jenen einer alkoholtoxischen Schéadigung

aufweisen.



Etwa 70-95% der adipdsen Patienten, die Uber viele Jahre einen body mass index
(BMI) von >30 kg/m? aufweisen [6] und ungeféhr 70% der Patienten mit T2DM bzw.
55% der Ubergewichtigen Kinder leiden an einer hepatischen Steatose. [11]

In der Allgemeinbevdlkerung der westlichen Industrienationen wird die Pravalenz, an
einer NAFLD zu erkranken, auf 20-25% geschatzt. [12, 13].

Die Insulinresistenz hangt eng mit der ektopen Speicherung von Triglyzeriden (TG) in
der Skelettmuskulatur (intramyozellulare Lipide (IMCL)) und der Leber zusammen. [7]
Insbesondere HCL sind stark negativ mit der Insulinsensitivitat assoziiert [7, 14] und
konnten zur Entstehung von T2DM und kardiovaskularen Erkrankungen beitragen. [15-
17] Durch eine reduzierte Synthese von Leberglykogen ist die hepatische
Insulinresistenz, vor allem flr erhéhte Nichternblutglukosespiegel (BG), aber auch flr
hohe postprandiale BG-Spiegel, verantwortlich.

Eine Verminderung der HCL verbessert die Glukoseaufnahme des Gesamtkorpers und
folglich die Glykamie. [18] Daher ist die Therapie der NAFLD, unabhangig von der
Verhinderung einer Progression zur Leberzirrhose, fir die Behandlung und Prognose
des T2DM von klinisch-therapeutischer Relevanz.

NASH ist eine Steatose mit entzindlichen Veranderungen der Leber, die zu
Leberfibrose und -zirrhose fuhren kann. [19, 20] In der Allgemeinbevoélkerung der
westlichen Industrienationen wird die Inzidenz, an einer NASH zu erkranken, auf 2-3%
geschatzt. [12, 13] Von den oben genannten 70-95% der Patienten mit Fettleber
entwickeln 9-30% eine NASH und 7-16% eine Leberzirrhose. [21] Fur die Entstehung
einer NASH gelten Insulinresistenz, ein gestérter TG-Stoffwechsel, eine beeintrachtigte
Mitochondrienfunktion, oxidativer Stress und eine Dysregulation der Produktion von
Hormonen aus dem Fettgewebe (Adipokine) als Schlisselfaktoren.

Die Ursachen fur die Entwicklung von einer Steatose zu NASH und Zirrhose sowie die
Rolle der Leber in der Entstehung einer Insulinresistenz des Menschen sind noch nicht
im Detail geklart. Allerdings sind die HCL nicht nur Marker fir die Insulinresistenz auf

Ebene der Leber, sondern auch des Skelettmuskels.

1.1.3 Erhohte Verfiigbarkeit von freien Fettsiuren und der

hepatische Energiestoffwechsel
Erhéhte Verflgbarkeit von Lipiden, gemessen als erhdhte Plasmaspiegel freier
Fettsauren (FFS), ist typisch fir insulinresistente Kollektive, wie Patienten mit T2DM
oder Adipositas. [22] Die Erhéhung der Plasma-FFS ist einerseits bedingt durch eine
fettreiche, hochkalorische Diat bei geringer kdrperlicher Aktivitat, andererseits durch
gesteigerte Lipolyse-Raten, die zu einer vermehrten Freisetzung von FFS aus dem

Fettgewebe flhren.



Der gesteigerte FFS-Fluss zur Leber kann die endogene Glukoseproduktion (EGP)
zum einen durch die Bereitstellung von Glyzerol und zum anderen durch die

Produktion von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) bei vermehrter B-Oxidation der
FFS in der Leber stimulieren. Neben der gesteigerten Zufuhr von FFS stimulieren auch
erhdhte Plasmaspiegel von Insulin und Glukose die de novo Synthese von Fettsauren
und TG. Die UbermaRige selektive Aktivierung des Insulinsignalweges in der Leber
fuhrt letztendlich zur Stimulation der Lipogenese. Ubersteigt die Aufnahme und
Synthese von Lipiden in der Leber die Rate des Lipidabbaus durch mitochondriale
Oxidation, wird die Entwicklung einer Steatose begtinstigt. [23] Die Wechselwirkung
zwischen einer Steatose der Leber und der Insulinsensitivitat des Muskels ist jedoch
noch nicht ganzlich geklart.

Proteine, die in der Leber synthetisiert und sezerniert werden und ihre systemische
Wirkung entfalten (Hepatokine), sollen bei dieser Wechselwirkung eine wichtige Rolle
spielen (z.B. FGF-2, Fetuin A, Selenoprotein P). [24]

Patienten mit NAFLD weisen eine herabgesetzte Aktivitdt der Enzymkomplexe der
Atmungskette in der Leber auf. [24] Allerdings werden erst mit der Entwicklung einer
NASH auch Dysmorphologien der Mitochondrien sichtbar. [14]

Szendroedi et al. demonstrierten, dass Phosphormetabolite bei Patienten mit T2DM in
der Leber vermindert sind und dass diese Reduktion mit der hepatischen
Insulinresistenz zusammenhangt. Sie wiesen den negativen Zusammenhang zwischen
hepatischem ATP und Pi sowie der hepatischen Insulinsensitivitdt nach. [23]
Szendroedi und Schmid et al. zeigten, dass Ubergewichtige Patienten mit T2DM eine
reduzierte ATP-Syntheserate in der Leber haben, die negativ mit Kérperfett und HCL,
jedoch positiv mit der hepatischen Insulinsensitivitat, korreliert. [23, 25] Die Daten
unterstitzen die  Hypothese, dass der hepatozellulare  mitochondriale
Energiestoffwechsel eine Schlisselrolle in der Progression der einfachen NAFL zur
NASH spielt: Stérungen der Mitochondrienfunktion, Schadigung mitochondrialer
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Proteine durch oxidativen Stress konnten die
Aktivierung zytotoxischer Prozesse und schliefldlich die Progression einer NAFL zur

Leberfibrose nach sich ziehen. [26]

1.14 Die Regulation des hepatischen Glukosestoffwechsels in

insulinsensitiven und insulinresistenten Menschen
Menschen mit T2DM, aber auch Menschen mit Risikofaktoren fir T2DM, sind durch

muskulare und hepatische Insulinresistenz charakterisiert. [27]



Die muskelspezifische Insulinresistenz, die durch reduzierte insulinstimulierte
muskuldre Glukoseaufnahme und Glykogensynthese gekennzeichnet ist, konnte
postprandial Glukose und Lipide vom Muskel zur Leber leiten.

Dies wiederum flhrt maoglicherweise zu einer Steigerung der dortigen de novo
Lipogenese. Diese Umstande kdnnen eine Dyslipoproteinamie und die Entwicklung
einer NAFLD begunstigen. [5]

Eine gestorte Insulinsuppression der EGP reflektiert die hepatische Insulinresistenz bei
Patienten mit NAFLD. Bei Insulinsensitiven halt die Leber hingegen die
Glukosehomoostase, nach der Nahrungsaufnahme durch Glukoseaufnahme und
dauerhafte Glykogensynthese sowie wahrend der Fastenperiode, durch Kontrolle der
Glykogenolyse und EGP aufrecht. Wahrend anhaltenden Fastens steigert die Leber
von Gesunden allmahlich die Glukoneogenese (GNG) aus Laktat, Pyruvat, Glyzerol
und verzweigtkettigen Aminosauren, um die EGP aufrechtzuerhalten. [28, 29]

In der postprandialen Phase stimuliert die Hyperglykdmie die Insulinsekretion. Diese
hemmt die GNG und die Glykogenolyse, woraus eine verminderte EGP resultiert.
Zusatzlich fuhrt eine gesteigerte Glykogensynthese zu einer schnellen Normalisierung
der BG-Werte nach Nahrungsaufnahme. [9, 30, 31] Die GNG-Raten kénnen auch bei
adipésen Glukosetoleranten erhdht sein. Dies kann eine Folge gesteigerter FFS-,
Azetat-, und Glyzerolplasmakonzentrationen sein. Im Gegensatz dazu bleibt die EGP
durch eine intakte Hemmung der Glykogenolyse infolge der reaktiven Hyperinsulinamie
noch normal. [32]

Bei T2DM ist hauptsachlich die Leber fir den Anstieg der Nichternglukosewerte
verantwortlich. Diese werden durch eine vermehrte basale EGP [9] infolge einer
erhdhten GNG sowie Glykogenolyse verursacht. [30, 33] Nach der Nahrungsaufnahme
kommt es bei T2DM zu einer beeintrachtigten Hemmung der EGP, wodurch weiter
steigende Plasmaglukosekonzentrationen mit einer verminderten
Glykogensynthesekapazitat verbunden sind. [9, 30] Demzufolge verursacht eine
hepatische Insulinresistenz sowohl nichtern als auch postprandial die Entstehung
einer Hyperglykamie. Demnach ist die Leber fur die Entwicklung glukosesenkender
Therapieoptionen von groRem Interesse.

Konzepte fur die Entwicklung einer hepatischen Insulinresistenz basieren auf einem
Ungleichgewicht zwischen dem Verzehr von Lebensmitteln und dem
Energieverbrauch, was zu einer ektopen Lipidspeicherung in der Leber fihrt. Die
Insulinresistenz verursacht einen gesteigerten Fluss von FFS und Glyzerol vom
Fettgewebe zur Leber sowie eine verminderte Glykogenspeicherungskapazitat in Leber
und Muskel, wohingegen die stimulierende Wirkung von Insulin auf die Lipogenese
weiterhin erhoht ist. [34-36]



Dabei kommt es im Plasma allmahlich zu steigenden Glukose- und
Insulinkonzentrationen, die durch Aktivierung von Sterol regulatory element binding
protein-1 und Carbohydrate regulatory element binding protein-1 (ChREBP-1/SREBP-
1) zu einer Stimulation der hepatischen de novo Lipogenese fiihren. [37]

Die beeintrachtigte insulinvermittelte Hemmung der hormonsensitiven Lipase steigert
wiederum die Abgabe von zirkulierendem Glyzerol und FFS im Fettgewebe
insulinresistenter Individuen. [38] Dies ist sowohl mit steigenden HCL als auch mit der
Insulinresistenz der Leber eng assoziiert. [30, 39] FFS werden nicht nur im
Fettgewebe, sondern in Form von TG in Leber und Muskel gespeichert. (Abbildung 1
(Abb.))
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Abb. 1: Insulinresistenz und NAFLD
NAFLD: Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung; FFS: freie Fettsduren; VLDL: very-low density

lipoprotein

Nach einer Kohlenhydrataufnahme kdénnte der insulinresistente Muskel durch die
Reduktion der Glykogensynthese und die vermehrte de novo Lipogenese der Leber
eine atherogene Lipidstérung hervorrufen. [40, 41] (Abb. 2)
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Abb. 2: Aufnahme einer kohlenhydratreichen Mahlzeit bei Insulinsensitivitat und

—-resistenz (modifiziert nach: [40])

Wenn die Aufnahme und die Synthese der Lipide in der Leber deren Abbaurate durch
die mitochondriale Oxidation Ubersteigt, beginstigt dies die Entstehung einer Steatose.
Somit wirden die Verbesserung der hepatischen Lipidoxidation und die Hemmung der
Lipolyseraten des Fettgewebes eine geringere GNG und eine verbesserte
glukometabolische Kontrolle nach sich ziehen. Des Weiteren scheint ein verminderter
Lipid- bzw. Glyzerolfluss vom Fettgewebe zur Leber zu einer Reduktion der HCL und
zur Verbesserung der NAFL zu fGhren.

Laut Petersen et al. verursacht die Aufnahme von zwei kohlenhydratreichen Mahlzeiten
eine 60-prozentige Reduktion der Glykogensynthese im Muskel und einen zweifachen
Anstieg der HCL bei schlanken, insulinresistenten Menschen im Vergleich zu
Insulinsensitiven. Dies koénnte ein Resultat der Umlenkung der Glukose vom
insulinresistenten Muskel zur Leber, gefolgt von einer gesteigerten Stimulation der
Lipogenese durch hohe postprandiale Insulinspiegel oder von einer Reduktion der

hepatischen Lipidoxidation, sein. [40]



1.1.5 Die Bedeutung der mitochondrialen Funktion fiir die

hepatische Insulinresistenz

Bei der Verwendung neuer Methoden zur nicht-invasiven Bestimmung des hepatischen
Energiemetabolismus mittels Phosphor-Magnetresonanzspektroskopie (*'P MRS) hat
die Gruppe von Roden et al. gezeigt, dass Patienten mit T2DM geringere absolute
hepatische Konzentrationen von ATP und Pi als Gesunde haben. [23] Koliaki et al.
untersuchten weiterhin den hepatischen Energiestoffwechsel in verschiedenen Stadien
der NAFLD. Sie Uberpriften die Anpassung des hepatischen Energiestoffwechsels an
erhdhte Lipid- und Glukosespiegel bei Adipositas durch vermehrte oxidative Kapazitat.
[42]

NAFLD-Patienten haben eine gesteigerte mitochondriale B-Oxidation. [14, 43, 44] Die
Fahigkeit ihrer Leber, ATP nach der Fruktoseinjektion zu resynthetisieren, ist verringert
und negativ mit dem BMI assoziiert. (Abb. 3) [45]

o ATF’
10 5 0 -5 -10 -15 -20 5 0
nichtern 12 Minuten nach der Fruktosemjekhon
(parts per million) (parts per million)

Abb. 3: Hepatische ATP-Homoostase bei nichtalkoholischer Steatohepatitis (modifiziert
nach: [45])
PME: Phosphormonoester, PDE: Phosphordiester, ATP: Adenosintriphosphat, Pi:

anorganisches Phosphat

Cortez-Pinto et al. erkannten aullerdem, dass der BMI der starkste Pradiktor fur die
ATP-Resynthese ist und dass diese hepatische Fahigkeit nach der Fruktoseinjektion
bei den Patienten mit T2DM im Vergleich zu den Kontrollen verringert sowie negativ
mit dem BMI verbunden ist. [45] Abb. 4 fasst die mégliche Rolle der mitochondrialen

Funktion in der ektopen Lipidablagerung und der Insulinresistenz zusammen.



Samuel et al. zeigten in einer Untersuchung an Ratten und Mausen, dass die
hepatische Steatose mit einer verminderten, durch die Insulinrezeptorkinase
vermittelten, IRS-2-Tyrosinphosphorylierung assoziiert ist, was die insulinaktivierte
hepatische Glykogensynthese und die hepatische Glukoseproduktion hemmt. [46]

Bei Ubergewichtigen und Patienten mit T2DM kénnte die Lipidakkumulation durch die
verstarkte Lipidverfigbarkeit und die Begrenzung der mitochondrialen Oxidation
verursacht werden. Eine gesteigerte Verfugbarkeit der FFS fiihrt zu einem Anstieg von
Metaboliten des Lipidstoffwechsels, wie z.B. Diazylglyzerole (DAG) und Ceramide. Der
steigende DAG-Gehalt ist zum einen durch ein gesteigertes Angebot an
Chilomikronresten begriindet, das durch die vermehrte Nahrungsaufnahme oder in
Abhangigkeit der Nahrungszusammenstellung, wie z.B. bei fettreicher Ernahrung,
hervorgerufen wird. Zum anderen besteht die Moglichkeit der hepatischen DAG-
Akkumulation bei gesteigerter FFS-Freisetzung durch die Adipozyten.

AulBerdem kann es bei bestehender skelettmuskularer Insulinresistenz zu einer de
novo Lipogenese kommen, die zu einem hepatischen DAG-Anstieg fihrt. AbschlieRend
kann auch eine verminderte Mitochondrienfunktion in einer DAG-Akkumulation
resultieren. [47] Insgesamt reflektiert der DAG-Gehalt das Gleichgewicht zwischen der
Lipogeneserate, der mitochondrialen Fettsdureoxidation und der Umwandlung von
DAG zu TG. Es besteht somit die Mdglichkeit des Zusammenhangs zwischen einer
geringeren mitochondrialen Oxidationsrate im Vergleich zur hepatischen Lipogenese
und der DAG-Akkumulation bzw. der hepatischen Insulinresistenz. [48-51]

Die DAG konnen den Insulinsignalweg durch eine Aktivierung neuer Proteinkinase C-
Isoformen (PKC), darunter v.a. PKCg, beeinflussen. [46] PKCe besitzt eine deutlich
hohere DAG-Affinitat. [52] Die Aktivierung des PKCe bei hepatischer Insulinresistenz
geschieht durch eine direkte Bindung bzw. Hemmung der
Insulinrezeptorkinaseaktivitat. [53, 54] Das wiederum fuhrt zu einer Hemmung der
insulinstimulierten Tyrosinphosphorylierung des IRS 1 und 2 [55, 56], was in einer
verminderten Aktivierung von 1-Phosphoinositol 3-Kinase (PI-3Kinase) und Akt2
resultiert. Letzteres flhrt wiederum zu einer Reduktion von Glykogensynthese und
GNG-Hemmung, wodurch wiederum ein Glukoseangebot mittels Glukosetansporter 2
entsteht. [47]
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Abb. 4: Insulinresistenz und mitochondriale Funktion (modifiziert nach: [57])

Acyl-CoA: Acyl-Coenzym A; FFS: freie Fettsauren; DAG: Diacylglycerol; PKCe: Proteinkinase C
epsilon; IRS: Insulinrezeptorsubstrate; GNG: Glukoneogenese; GLUT: Glukosetransporter; G-6-
P: Glucose-6-phosphat; VLDL: very-low density lipoprotein; ROS: reaktive Sauerstoffspezies;
RNS: reaktive Stickstoffspezies; -Ox: Beta-Oxidation; TCA: Tricarbonsaurezyklus; FOXO1:
forkhead box protein O1

Dysmorphologien der Mitochondrien gehen haufig mit NASH einher. [14] Patienten mit
NAFLD weisen im Rahmen der gestorten Mitochondrienaktivitdt eine verminderte
Aktivitat der Enzymkomplexe der Atmungskette auf. [24] Es kommt durch das erhohte
Lipidangebot zu einer gesteigerten B-Oxidation, die den Citratzyklus und die OXPHOS-
Kapazitat Ubersteigt, was zu einer inkompletten Fettsaureoxidation flhrt. Dies
wiederum  verursacht eine intrazelluldre = Ansammlung von lipotoxischen
Stoffwechselprodukten, die den intrazellularen Signaltransduktionsweg stéren und zur
Insulinresistenz beitragen. [22] Reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies
(RNS) steigen. Diese Daten unterstutzen die Hypothese, dass der hepatozellulare
mitochondriale Energiestoffwechsel eine Schllsselrolle in der Progression der NAFLD
zur NASH spielt.



Der verstarkte Substratfluss zur Leber kdnnte auch zu einer gesteigerten Lipidoxidation
mit einer Produktion von ROS und einer Induktion von oxidativem Stress flihren [58],
wodurch die mitochondriale Funktion beeintrachtigt und Entzindungsprozesse
hervorgerufen werden kénnen, die die Entwicklung der NASH foérdern.

ROS aktivieren stressaktivierte Proteine, wie Serin/Threonin-Kinasen (z.B. c-Jun N-
terminale Kinasen), die eine Insulinsignaltransduktion durch die Phosphorylierung der
IRS-Proteine hemmen. [59] Des Weiteren resultieren erhdhte ROS in einer Reduktion
der hepatischen ATP-Konzentration und -Produktion. Lipidmetabolite stimulieren tber
die Aktivierung des CHREBP und SREBP die Lipogenese. Dies wiederum steigert die
TG- und die VLDL-Produktion.

ROS sind als Mediatoren jedoch auch in vielen physiologischen zellularen Prozessen
unverzichtbar. Allerdings kdnnen eine exzessive Produktion und/oder ein inadaquater
antioxidativer Schutz eine Lipidperoxidation auslésen und eine oxidative DNA-
Zerstérung verursachen. [60, 61] Moglicherweise fiihrt eine fettreiche Erndhrung
anfangs zu einer gesteigerten mitochondrialen Biogenese und Verbesserung der
oxidativen Kapazitat. Dadurch wiederum wird oxidativer Stress ausgelost. Demzufolge
ist eine mitochondriale Funktionsstérung eher eine Konsequenz als eine primare
Ursache der Ubererndhrung. Die Verschiebung des Redoxgleichgewichts und der
reduzierten Insulinsensitivitdt kdnnte somit ein Versuch sein, das metabolische

Gleichgewicht wiederherzustellen.

»\f\ MO2 Flux

NAFL (Steatose)
N ) . n l v '
tR-Oxidation 1Citratzyklus
U U

ROS

,\\,\,\ L O2 Flux
NASH
AV

|ATP ADP

Leckage _/

Abb. 5: Die Auswirkung der Insulinresistenz auf die hepatische Mitochondrienfunktion
(modifiziert nach: [62])
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ADP: Adenosindiphosphat; ATP Adenosintriphosphat; NAFL: nichtalkoholische Fettleber;
NAFLD: nichtalkoholische Fettlebererkrankung; NASH: nichtalkoholische Steatohepatitis; ROS:
reaktive Sauerstoffspezies

Der Insulinsignalweg unterhalt den Elektronentransportweg durch die Unterdrickung
des Transkriptionsfaktors forkhead box O1 (FOXO1) und dessen Zielgene, v.a.
Hamooxygenase 1 (HMOX1), der die Komplexe Ill und IV des Elektronentransporters
behindert. Es kommt zu einer Verminderung des Verhaltnisses vom oxidierten zum
reduzierten  Nicotinamidadenindinukleotid (NAD":NADH) in den hepatischen
Mitochondrien, was wiederum zur Aktivierung NAD"-abhangiger Sirtuine fiihrt. Diese
deacetylieren bzw. aktivieren PPARy-coactivator 1a (PGC-1a), welches der

Haupttranskriptionsfaktor der mitochondrialen Biogenese ist. [56] (Abb. 6)

Elektronentransport |

/ ] _NAD*:NADH
® Verhaltnis
® | _ ATP-Produktion

- NAD*-abhangige

o e
Insulinresistenz —»FOXO01 —> HMOX1 pGIC_m Sirtuine

Mitochondrienbiogenese

Abb. 6: FOXO1- Aktivierung bei Insulinresistenz

FOXO1: forkhead box O1; HMOX1: Hdmooxygenase 1; NAD":NADH: Verhaltnis zwischen
oxidiertem und reduziertem Nicotinamidadenindinukleotid; ATP: Adenosintriphosphat; PGC1a:
PPARYy-coactivator 1a

Somit kénnte die Unterdriickung der Freisetzung von Lipiden und Glyzerol und des
Flusses zur Leber die hepatische mitochondriale Funktion verbessern und sie vor der
oxidativen Schadigung und der Progression der NAFLD zur NASH schitzen.

Vorherige Studien, wie die von Rabol et al., demonstrierten den positiven Einfluss einer
Bewegungseinheit auf die postprandiale muskulare Glykogensynthese, die verminderte
postprandiale de novo Lipogenese und die hepatische TG-Synthese. Rabol zeigte,
dass eine intensive Bewegungseinheit nach einer kohlenhydratreichen Nahrung in
jungen, gesunden, schlanken, insulinresistenten Probanden zu einem Anstieg des
muskularen Glykogengehalts und einer Reduktion des Leberfettgehalts um ungefahr
40% fuhrt.
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Nach der Durchfihrung der Bewegungseinheit steigt die Glykogensynthese im

Skelettmuskel an und hat eine verminderte Lipogenese und reduzierte HCL zur Folge.

[5]

1.2 Ziele und Hypothesen

Die vorgestellte Studie zielte darauf ab, die folgenden Hypothesen zu testen:

. HCL und Insulinresistenz korrelieren negativ mit der Mitochondrienfunktion in der
Leber

. nach Einnahme einer Mahlzeit korreliert der Anstieg von ATP und Pi mit der

Insulinsensitivitat

Die Ziele dieser Studie waren nicht invasive Messungen von

e  HCL ("HMRS)

e Phosphormetaboliten: ATP, Pi (*'"P MRS)

jeweils vor und nach einer standardisierten Mahlzeit,

sowie die Bestimmung der:

e hepatischen und muskularen Insulinsensitivitat (Clamptest)

bei Probanden mit Adipositas und Patienten mit T2DM im Vergleich zu gesunden

Probanden.

2. Methoden
2.1 Probanden

Die Charakteristika der Teilnehmer werden in Tabelle 2 zusammenfassend dargestellt.
Wir untersuchten insgesamt 30 Probanden. Darunter waren 10 Ubergewichtige, altere
Patienten mit T2DM und 10 junge, insulinresistente, glukosetolerante Ubergewichtige
(OBE) von gleichem BMI. Als Kontrollen dienten 10 junge, normalgewichtige,
insulinsensitive Probanden (CON). Alle Teilnehmer waren zwischen 20 und 70 Jahre
alt. Zusatzlich wurde eine balancierte Geschlechterratio (50:50) eingehalten.

Die Patienten mit T2DM wurden in der Ambulanz der Klinik fiir Endokrinologie und
Diabetologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf rekrutiert. Die anderen
Probanden wurden Uber o6ffentliche Aushange und Zeitungsanzeigen auf die Studie
aufmerksam gemacht.

Alle Teilnehmer, die zur Screeninguntersuchung eingeladen wurden, legten ihre
komplette Krankengeschichte offen und wurden einer korperlichen Untersuchung und
Labortests unterzogen, um kardiovaskulare, Leber-, Nieren- und

Schilddriisenerkrankungen auszuschliel3en.
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T2DM-Patienten mit Insulintherapie, Inselzellantikbrpern oder diabetesbezogenen
Komplikationen wurden ebenfalls von der Studie ausgeschlossen. Die
Ausschlusskriterien beinhalteten zudem Rauchen, eine Infektion mit Humanem
Immundefizienz-Virus (HIV) bzw. Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS),
Malignome, andere chronische Krankheiten, Autoimmunerkrankungen, Allergien,
Anamie und psychische Stérungen.

Die Teilnehmer wurden gewogen und ihre Kdrpergrélie wurde bestimmt.

Zusatzlich erfolgten zweimalige Blutdruckmessungen (OMRON 705 IT; Omron
Healthcare Europe B.V., Hoofddorp, Niederlande) und ein Elektrokardiogramm (GE
medical system, Software Version 1.0, Freiburg, Deutschland). Im Anschluss daran
wurden korperliche Untersuchungen und Blutabnahmen durchgefiinrt. Aullerdem
wurde eine Korperimpedanzmessung (BIA) gemacht, um den Korperfettanteil zu
bestimmen. Daraufhin unterzogen sich die Teilnehmer, mit Ausnahme der Patienten
mit T2DM, einem oralen Glukosetoleranztest (OGTT) mit 75 g Glukose. [63]

Bei CON durfte die Familienanamnese keine Diabeteserkrankungen beinhalten. Die
normale Glukosetoleranz wurde durch den OGTT gesichert.

Das Studienprotokoll wurde vom Ethikkomitee der Heinrich Heine Universitat unter
dem Aktenzeichen 3157 auf Antrag von Prof. Dr. Michael Roden geprift und stimmte
mit den ethischen Richtlinien der Erklarung von Helsinki von 1975 Uberein. Jeder
potentielle Teilnehmer wurde Uber den Zweck, den Hintergrund und mdgliche
Komplikationen der Studie informiert. Im Anschluss daran unterschrieb jeder

Teilnehmer die Einverstandniserklarung.

2.2 Studiendesign

Die Probanden wurden an zwei Tagen untersucht.

2.2.1. Versuchstag 1

Far die Beurteilung der basalen EGP wurde die Isotopenverdinnungstechnik mit
Verabreichung von deuterierter Glukose (D-[6,6-°H,]-Glukose) im niichternen Zustand
verwendet. In einer hyperinsulinamisch-euglykdmischen Clampuntersuchung wurden

die hepatische und die muskulare Insulinsensitivitat untersucht.

2.2.2. Versuchstag 2

Im zweiten Teil der Studie tranken die Teilnehmer eine standardisierte Mahlzeit. Die
Nahrungszufuhr diente der Stimulation und Messung der Anderung der HCL und der
hepatischen Phosphormetabolite. Multinukledre MRS ("HA'P MRS) wurde fiir die
Messungen der Phosphormetabolite (ATP, Pi, PME, und PDE) und der HCL
durchgeflhrt.
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2.3 Versuchsablauf
2.3.1 Studienprotokoll I

Die Probanden wurden angewiesen, an den letzten drei Tagen vor dem Studientag
eine isokalorische Diat einzuhalten und auf kérperliche Anstrengungen zu verzichten.
Glukosesenkende Medikamente sollten an den letzten drei Tagen vor Studienbeginn
nicht genommen werden. Zusatzlich sollten sie 12 Stunden vor dem Versuchsbeginn
Nahrungskarenz einhalten. [23]

Der Studientag startete um 7.00 Uhr mit dem Legen zweier Venenverweilkanilen
(Vasofix; Braun, Melsungen, Deutschland) in die Ellenbeugen beider Arme, um dariber
Blut abzunehmen und die Infusionen zu verabreichen.

Zur Bestimmung der basalen EGP wurden 3.6 g D-[6.6-’H,] Glukose (Cambridge
Isotope Laboratories, Andover, MA) zu 367.5 ml 0.9% NaCl gegeben, um ein Infusat
mit 8.0 mg/ml herzustellen. Diese Infusionsldsung wurde in den ersten finf Minuten in

Form eines Bolus verabreicht, dessen Tropfgeschwindigkeit sich wie folgt berechnete:

Formel 1: Berechnung des Bolus

3.6mg/kg X _kg Kérpergewicht X _mg /dl Nichternblutzucker < 90 mg/dl = _mg
Bolus = _mg +8.0mg/ml = _ml Infusat X 60 ~5 = _ml/h fir 5min

Die restliche Zeit wurde die Losung als kontinuierliche Infusion bis zur Beendigung der
Clampuntersuchung verabreicht. Die entsprechende Tropfgeschwindigkeit berechnete

sich folgendermalien:

Formel 2: Berechnung der Infusionsrate

0.036 mg/kg X _kg Kérpergewicht +~ _min = _mg/min

Infusionsrate = _kg Kérpergewicht x 0.036 X 60 X 8.0 = _kg Kérpergewicht x 0.27
=_ml/h

Die Clampuntersuchung zur Bestimmung der insulinsupprimierten EGP wurde als Maf}

der hepatischen Insulinsensitivitat sowie zur Erhebung der muskularen

Insulinsensitivitat nach den basalen Messungen um 11.30 Uhr gestartet. Das Ziel lag

darin, die Blutglukosewerte konstant auf etwa 90 mg/dl einzustellen.

Eine 20-prozentige Dextroseinfusion wurde mit 99% angereicherter D-[6.6-*H,]

Glukose zu 2% angereichert und in regelmaRigen Abstanden, dem Hot-Glukose-

Infusionsprotokoll (GINF) entsprechend, zur Aufrechterhaltung euglykédmischer

Bedingungen verabreicht. [64] Wir bereiteten die Infusion wie folgt vor:
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Formel 3: Clamp (hot-GINF)-Vorbereitung

98 g Glukose (490 ml Glukoselésung 20%) =

519.4 g Glukoselosung 20% + 2.0 gDD — Glukose (5 ml Losung enthalten 2.0 g DD —
Glukose) + 5.0 g NaCl 0.9% Losung (= 5.0 ml NaCl 0.9% Losung)

Gesamtgewicht = 530 g = 100 g Glukose (98 g Glukose + 2.0 g DD — Glukose

= 2% angereichert)in 500 ml geldst

Die Ganzkorperinsulinsensitivitat wurde mithilfe der Glukoseinfusionen wahrend des
Gleichgewichtzustandes (M-Wert) in den letzten 30 Minuten der 150-minttigen
Clampuntersuchung beurteilt. Des Weiteren wurde Insulin (Actrapid; Novo, Bagsvaerd,
Danemark) als kontinuierliche Infusion

[40 mU.(m Kérperoberflache)2.min™"] von Minute 0 bis 150 verabreicht.

Um in den ersten 10 Minuten der Clampuntersuchung hyperinsulinamische
Bedingungen mit ungefahr 500 pmol/l zu kreieren, wurde eine Insulininfusion in Form
eines Bolus mit 40 ml/h gegeben. Im Anschluss daran wurde dies zum Erhalt
euglykdamischer Bedingungen mit ungefadhr 90 mg/dl als kontinuierliche Infusion mit
einer Pumprate von 20 ml/h bis zur Beendigung der Clampuntersuchung fortgefthrt.
Um die entsprechende Insulininfusion vorbereiten zu kdnnen, musste zuvor die

Korperoberflache (BSA) in Quadratmeter (m?) berechnet werden:
Formel 4: Korperoberflache (BSA) berechnen

BSA (m?) = (_kg Kérpergewicht) x _cm + 3600)"°

Formel 5: Vorbereitung des "Clamp"-Insulins

Anzahl der Insulineinheiten = (Insulin 40 mU/m? /min X _m? BSA X 60 min X
100 ml) + (20 ml/h x 1000 mU) _m? BSA x 12 = _IE Insulin ActrapidHMU 40 +
96 ml NaCl 0.9% + 4 ml Probandenblut

HOT-GINF
Clam| dl BZ

Insulin

(40 mU/m?2 BSA)
Somatostatin
(0.1 pg.kgt.min?)

o | !

Abb. 7: Studienprotokoll
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Hot-GINF: Hot-Glukose-Infusion; BZ: Blutglukose; D-[6,6-2H2]-Glukose: 99% angereicherte
deuterierte Glukose; BSA: Korperoberflache; M. vastus lat.: Musculus vastus lateralis

2.3.2 Studienprotokoll 1T

Nach erneuter zwodlfstindiger Nahrungskarenz und dreitdgigem Absetzen der
glukosesenkenden Medikation wurden die Teilnehmer zum wiederholten Mal gewogen.
Zusatzlich wurden die Malke von Taille und Hufte mit einem MafRband bestimmt. Um
8.00 Uhr unterzogen sich die Teilnehmer einer MRS-Untersuchung, bei der *'P MRS-
und 'H MRS-Messungen durchgefiihrt wurden, um Phosphormetabolite und HCL zu
bestimmen. AnschlieRend wurde ein Venenverweilkatheter gelegt und um 9.30 Uhr
eine standardisierte Mahlzeit (mixed meal test, MMT) mit 652 Kilokalorien-
zusammengesetzt aus 55% Kohlenhydraten, 15% Proteinen und 30% Fett-
verabreicht. [9] Die Probanden mussten 6 ml Boost/kg Korpergewicht innerhalb von
funf Minuten verzehren, wobei das Maximum bei 360 ml lag.

Blut wurde 15 Minuten vor, sowie 0, 15, 30, 60, 90, 120, 160, 180 und 240 Minuten
nach der Nahrungsaufnahme aus dem Venenverweilkatheter entnommen, um FFS,
TG, Inkretine, Glukagon, Immunmediatoren und C-Peptide zu bestimmen. Parallel
wurden zu diesen Zeitpunkten die Blutglukosespiegel bestimmt. Zwischen den
Blutentnahmen wurde der Venenverweilkatheter jeweils mit NaCl 0.9% gespult. Um
eine Verdlinnung zu verhindern, wurde dies vor jeder Blutentnahme pausiert. Nach 160
und nach 240 Minuten wurden die *'P MRS (Pi, ATP-Synthese) und 'H MRS-

Messungen wiederholt.

2.4 Analytik
241 Blutabnahmen

Bei Inklusion wurden Blutproben zu klinisch-chemischen Untersuchungen entnommen.
Zur Evaluation des Glukose- und Fettstoffwechsels wurden Messungen von Glukose
(mg/dl), FFS (umol/l), Insulin (uU/ml), C-Peptid (mmol/l), TG (mg/dl), Glukagon (pmol/l)
und Glyzerol (mg/l) unter basalen Bedingungen und in regelmafRigen Abstanden
wahrend der Untersuchungen vorgenommen. Auch andere Parameter wie Zytokine

und Adipokine wurden bestimmt.

2.4.2 Analyseverfahren

Die Plasmaglukose wurde mithilfe der Glukoseoxidasemethode (Glukose Analyzer II,
Beckman Instr., Inc., Fullerton, CA) gemessen. Das vendse Blut wurde dazu
luftblasenfrei in eine 20 ul Kapillare gefiillt, woraufhin Uberschissiges Blut entfernt

wurde. AnschlieRend wurde die Kapillare in ein vorgefiilltes Reaktionsgefal® tiberfihrt.
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Die Blutglukose wurde mithilfe der EKF-Maschine (Biosen C-line, Barleben,
Deutschland) analysiert.

Zur Bestimmung der FFS diente die mikrofluorimetrische Methode (Wako Chem USA
Inc., Richmond, VA). Die TG wurden durch eine Peroxidase-gekoppelte Kalorimetrie
ermittelt (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Einer in vitro Lipolyse wurde durch Aufbewahrung des Blutes in Orlistat-enthaltenden
Phiolen entgegengewirkt. [65]

Plasmakonzentrationen von Insulin, C-Peptid und Glukagon wurden durch ein
doppeltes Antikoérperimmunassayverfahren bestimmt. Plasmalaktatkonzentrationen

wurden enzymatisch ermittelt. (Roche) [65, 66]

243 In vivo Isotopenverdiinnungsanalyse

Die Anreicherung der Plasmaglukose mit D-[6.6-?H,]Glukose wurde mittels

Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) ermittelt. [23, 67]

2.4.4 Oraler Glukosetoleranztest

Der OGTT wurde im Rahmen der Screenings nach einer dreitdgigen
kohlenhydratreichen Erndhrung und einer anschlielenden Fastenperiode von 12
Stunden durchgefiihrt. Er diente der Detektion einer gestorten Glukosetoleranz. Der
OGTT st bei akuten Erkrankungen, gastrointestinalen Stérungen oder bei Patienten
mit T2DM kontraindiziert. Zu Beginn wurde die NUchternblutglukose bestimmt.

75 g Glukose, aufgelost in Flussigkeit (Dextrose O.G-T., Accu Check®, Roche,
Deutschland), wurde von den Teilnehmern in Form von 300 ml Saft innerhalb von funf
Minuten getrunken. Die Analysen von Blutglukose, Insulin und C-Peptid erfolgte bei
Minute 0, 30, 60, 90 und 120 vor bzw. nach Einnahme des Getrankes. Die Ergebnisse
des OGTT wurden entsprechend der WHO- Richtlinien interpretiert:

Niichternblutglukose Blutglukose ‘120 Diagnose

2100; <126 mg/dI gestorte Nuchternglukose
<126 mg/dl > 140; <199 mg/dI gestorte Glukosetoleranz
2126 mg/dl = 200 mg/di Typ 2 Diabetes mellitus

Tabelle 1: Grenzwerte des OGTT's [68]
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2.4.5 Magnetresonanzspektroskopie

Die Teilnehmer lagen wahrend der Messungen im 3.0-T Scanner (Philipps,
Deutschland) in Rickenlage. Sie wurden langsam in die MR-Rohre geschoben, um
Schwindel vorzubeugen.

Die MRS ist eine nicht-invasive und nicht-ionisierende Methode, die eine Untersuchung
genau festgelegter Bereiche sowie die direkte und quantitative in vivo Messung
biochemischer Flussraten und intrazellularer Metabolite ermdglicht. [69]

Die Sicherheit der Studienteilnehmer war durch die Einhaltung der Leitlinien des US
Food and Drug Administration’s Center for Devices and Radiological Health (Premarket
Nostrifications for MR-Diagnostic Devices) gewahrleistet.

Das statische Feld war auf 3 T und die Lautstarke auf unter 40 dB limitiert. Der
Gradientenwechsel wurde auf weniger als 20 T/sec eingestellt. Die Radiofrequenz lag
weit unter den zulassigen Grenzwerten und wurde durch einen kalibrierten

Leistungsmessfihler aufgezeichnet.

2.4.5.1 3'p MRS /'H MRS der Leber

Die Probanden wurden in Ruckenlage untersucht, wobei eine 10x10 cm linear
polarisierte Oberflachenspule fiir die *'P MRS/'H MRS-Messungen unter den lateralen
Anteil der Leber positioniert wurde.

Die *'P-dreidimensionale k-space—gewichtete MRS-Imaging (MRSI)-Lokalisations-
Technik (13x13x13 Matrix; untersuchtes Feld: 20 cm x 20 cm x 20 cm;
Wiederholungszeit: 1 Sekunde) ISIS wurde mit einem diabatischen Exzitationspuls zur
Gewinnung der *'P-Spektren verwendet. Das Protokoll inklusive Setup dauerte 45
Minuten. [70, 71]

'"H MRS wurde, wie zuvor beschrieben, fiir die Messungen der HCL verwendet. [72]
Die Daten wurden unter der Anwendung der Formel von Longo et al. in absoluten
Konzentrationen als Prozent Fett pro Volumen angegeben. [71, 73] Die hepatische
Lipidvolumenfraktion (HLVF) wurde als HCL (1.138-0.339 HCL) berechnet. [73] Die
gemessenen Konzentrationen an Phosphormetaboliten wurden fir das von Liposomen
der Hepatozyten eingenommene Volumen korrigiert. Dabei wurde die, fur Leberfett
adaptierte, Formel [Pa]=[P]*(1-HLVF)" verwendet.

2.5. Berechnungen und Statistik

Die Area under the curve (AUC) wurde mithilfe der trapezoidalen Methode berechnet.
Die Daten wurden, falls nicht anders verzeichnet, in den Tabellen und den Abbildungen

stets als Mittelwert + SEM angegeben.
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Die statistischen Vergleiche zwischen Studiengruppen erfolgten durch ANOVA und die
wiederholten Messungen, wenn noétig, durch ANOVA mit Bonferroni-post hoc Tests.
Nicht normal verteilte Variablen (Insulin, TG, M-Wert und HCL) wurden logarithmisch
transformiert.

Beim MMT wurden Schatzungen und entsprechende p-Werte fir die Unterschiede
zwischen den Mittelwerten der Gruppen zum jeweiligen Zeitpunkt sowie Unterschiede
zwischen den Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe durch das Einfligen in PROC MIXED
(SAS 9.3, Cary, USA) hergeleitet. Diese Methode entspricht einem generalisierten
zweiseitigen ANOVA unter Berlcksichtigung der Abhangigkeit zwischen den
Beobachtungen zu den einzelnen Zeitpunkten.

Die Korrelationen nach Pearson und die entsprechenden p-Werte, die auf der
Probengesamtheit basierten, wurden berechnet. Die nach Bonferroni angepassten p-
Werte dienten als Kontrolle der Mehrfachvergleiche.

Partielle Korrelationen nach Pearson, die den Gruppeneffekten entsprechend
angepasst wurden, wurden hergeleitet, um die Bedeutung der Gruppenzugehdrigkeit
als Storfaktor zu bestimmen.

Alle Analysen wurden mithilfe der SPSS 20.0-Software (SPSS Inc., Chicago, IL) oder
SAS 9.3 durchgeflhrt.

3. Ergebnisse

3.1 Studienteilnehmer

Die Teilnehmercharakteristiken sind zusammenfassend in Tabelle 2 dargestellt.

OBE und T2DM hatten einen hoheren BMI (p<0.001), einen grofieren Taillenumfang
(p<0.001), ein hoheres Taillen-Hift-Verhaltnis (p<0.05) und einen hoéheren
Kérperfettanteil als CON (p<0.001). Die Patienten mit T2DM waren im Vergleich zu
OBE und CON alter und hatten hohere BG-Werte.

Wahrend der Korperfettanteil zwischen OBE und T2DM vergleichbar war (p=0.5), war
der BMI bei ersteren geringflgig hoher (p=0.04). OBE zeigten im Vergleich zu CON
héhere Serumkonzentrationen der Alanin-Aminotransferase (ALT) (p=0.02). Jedoch
lagen die ALT-Werte aller Studienteilnehmer, mit Ausnahme zweier Probanden, die
gering erhdhte ALT-Werte hatten (51 und 56 U/1), im Normbereich.

CON OBE T2DM
n (mannlich/weiblich) 10 (6/4) 10 (6/4) 10 (6/4)
Alter [Jahre] 28.0+£0.8* 31.0+2.0* 61.3+2.2
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BMI [kg/mZ] 232405 34.3 £ 0.5* 32.0+0.8

Taillenumfang [cm] 79.9 + 2_1#* 113.3+24 108.8 + 3.4
Taillen-Huft-Verhaltnis 08+00™ 1.0+ 0.0 1.0+ 0.0
Fettanteil [%)] 221+18™* 36.2+1.9 39.6+1.3
Glukose [mg/dl] 75.0 £ 2.0* 79.0 £ 3.0* 138.0 £ 14.0
HbA1c [%] 51+0.1* 53+0.1* 72104
ALT [U/L] 16.0 +2.0° 35.0 £ 5.0 24.0+3.0
FFS [umol/I] 353.0 + 54.0* 502.0£29.0 571.0£61.0
M-value [mg kg min ] 93+1.0 36+04 25+0.7

Tabelle 2: Studienteilnehmer

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwerts) angegeben. CON steht
fur junge, schlanke, insulinsensitive Glukosetolerante, OBE sind insulinresistente
Ubergewichtige und T2DM sind Probanden mit Typ 2 Diabetes.

n (Anzahl (mannlich/ weiblich)); BMI, body mass index [kg/m?]; HbA1c, Hamoglobin A1c [%].

# p<0.05 im Vergleich zu OBE, *p<0.05 im Vergleich zu T2DM.

3.2 Glukosestoffwechsel bei Insulinstimulation

Die Ganzkdrperinsulinsensitivitat, die als M-Wert angegeben wird, war bei OBE und bei
T2DM 61% bzw. 73 % niedriger als bei CON (p<0.01) (Abb. 8).

p=0.001

-
N
]

M-value [mg.kg"min-']

Abb. 8: Insulinsensitivitat
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Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (grine Balken; n=10); junge, adipbse
Insulinresistente (pinkfarbene Balken; n=10) und Patienten mit T2DM (rote Balken; n=10);

M-value: Ganzkorperinsulinsensitivitat. Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

Die hepatische Insulinsensitivitat wurde in Form der insulinsupprimierten, endogenen
Glukoseproduktion (IEGP) und der delta-EGP (basal vs. insulinstimuliert, dEGP)
angegeben. Die iIEGP war unter Niichternbedingungen bei OBE mit 0.3 mg.kg™".min"
72% niedriger als bei CON mit 1.2 mg.kg”".min”" (p=0.003). CON hatten um 57%
hohere iIEGP als T2DM (0.5 mg.kg 1.min™") (Abb. 9).
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p=0.003

= 15 1
£
S
2 1
o
E,
o
® 0,5 -
w

0 .

Abb. 9: insulinsupprimierte endogene Glukoseproduktion

Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (grine Balken; n=10); junge, adipdse
Insulinresistente (pinkfarbene Balken; n=10) und Patienten mit T2DM (rote Balken; n=10).
iEGP: insulinsupprimierte endogene Glukoseproduktion [mg.kg'1.min'1].' Die Daten wurden als

Mittelwert + SEM angegeben.

Die dEGP war bei OBE niedriger als bei CON. Beim Vergleich zwischen CON und den
T2DM wurde eine Differenz von 51% deutlich (p=0.02).

3.3 mixed meal test

3.3.1 Metabolite und Hormone vor und nach dem mixed meal test

Die Plasmaglukosekonzentrationen waren zu Beginn der Untersuchung unter
Nuchternbedingungen bei T2DM 45% hoher als bei CON und 42% hoéher als bei OBE.
Allerdings ging die Signifikanz der Unterschiede nach der Korrektur fir
Mehrfachvergleiche verloren (p=0.12 und p=0.10). Die Spiegel blieben bei T2DM auch

nach dem Verzehr der standardisierten Mahlzeit konstant erhoht.
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Sie erreichten nach 120 Minuten ihren Spitzenwert von 234 + 24 mg/dl und fielen
danach wieder langsam ab, bis sie in Minute 260 bei 161 + 26 mg/dl lagen.

Im Gegensatz dazu erreichten sowohl OBE als auch CON ihren jeweiligen Spitzenwert
nach 30 Minuten. Dieser lag bei OBE bei 116 + 8 mg/dl und bei den schlanken
Insulinsensitiven bei 105 + 9 mg/dl. Bei Minute 260 beendeten CON den Versuch im
Mittel mit 76 + 1 mg/dl und OBE mit 70 £ 2 mg/dl (Abb. 10).
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Abb. 10: Plasmaglukose wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse, Insulinresistente

(pink; n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). Die Daten wurden als Mittelwert + SEM
angegeben.

+ CON vs. OBE p<0.05; # OBE vs. T2DM p<0.05

Das basale Plasmainsulin war bei T2DM und OBE 2.4- bzw. dreimal héher als bei
CON (p<0.05). AuRerdem waren die Insulinkonzentrationen bei Minute 30, 60, 90 und
120 bei OBE hoher als bei T2DM. In diesem Vergleich fallt bei OBE postprandial auch
der ausgepragtere Spitzenwert von 169 *+ 24 yU/ml auf, den diese im Mittel bei Minute
30 erreichten. AnschlieRend sanken die Konzentrationen des Plasmainsulins konstant,
bis sie bei Minute 260 bei 18 + 2 yU/ml lagen. Auch CON lagen bei Minute 30 bei
ihrem Spitzenlevel mit 64 + 9 pU/ml. Bei Minute 260 konnten Insulinkonzentrationen
von 11 £ 3 yU/ml gemessen werden. Im Vergleich dazu erreichten T2DM nach 120
Minuten mit durchschnittlich 91 £ 20 pU/ml ihre héchsten Konzentrationen und fielen
bis Minute 260 auf 27 £ 3 pU/ml zurick.

Insgesamt ergab sich bei OBE nach dem MMT im Vergleich zu CON eine 2.6-fach
héhere Insulinausschiittung (AUC Insulin®?®; Insulin angegeben in mU.ml".min™": 8.8 +
1.8 vs. OBE 22.8 £ 2.3 vs. T2DM 15.8 + 3.2 (p=0.002 und p=0.21) (Abb. 11).
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Abb. 11: Plasmakonzentrationen des Insulins wahrend des mixed meal test

Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adiptse Insulinresistente (pink;
n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.
# CON vs. OBE p<0.05; * CON vs. T2DM p<0.05; + OBE vs. T2DM p<0.05

Im niuchternen Zustand waren die FFS-Konzentrationen im Plasma bei CON 30%
geringer als bei OBE bzw. 38% geringer als bei T2DM. Nach der Zufuhr der
standardisierten Mahlzeit sanken die FFS aller drei Teilnehmergruppen. Allerdings kam
es bei CON innerhalb von 120 Minuten zur schnellsten Reduktion (p<0.001).
Minimalwerte der FFS wurden sowohl bei CON als auch bei OBE nach 120 Minuten
erreicht. Im Gegensatz dazu konnten die Minimalwerte der T2DM erst nach 180

Minuten bestimmt werden. (Abb. 12)

Die AUC der FFS war bei CON im Vergleich zu OBE und T2DM 50% geringer
(p=0.03).

FFS [umolf]

0 . .

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Zeit [min]
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Abb. 12: Plasmakonzentrationen der freien Fettsauren wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse Insulinresistente (pink;
n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). FFS: freie Fettsauren [umol/l]. Die Daten wurden als
Mittelwert + SEM angegeben.

# CON vs. OBE p<0.05; * CON vs. T2DM p<0.05; + OBE vs. T2DM p<0.05

Die Messungen der TG-Konzentrationen ergaben nach dem Mehrfachvergleich sowonhl
nichtern als auch postprandial zwischen den einzelnen Gruppen keine Unterschiede
(T2DM: 131 + 16 mg/dl; OBE: 144 + 29 mg/dl; CON: 75 + 13 mg/dl; p=0.25 und
p=0.17). Nach 180 Minuten waren die Serumkonzentrationen bei T2DM im Vergleich
zu CON hoher. Eine ahnliche Tendenz konnte auch bei OBE beobachtet werden
(T2DM: 209 + 27 mg/dl; OBE: 196 + 45 mg/dl; CON: 98 + 23 mg/dl; p=0.04 und
p=0.14). (Abb. 13)
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Abb. 13: Plasmakonzentrationen der Triglyzeride wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse Insulinresistente (pink;
n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

Die Plasmakonzentrationen des GIP stiegen nach der Zufuhr einer standardisierten
Mabhizeit. Die Plasmaspiegel des GLP-1 waren postprandial bei T2DM ebenfalls erhdht.
Eine ahnliche Tendenz war bei CON und OBE zu verzeichnen. Die GIP-Spiegel, die
260 Minuten nach der Zufuhr der standardisierten Mahlzeit gemessen wurden, waren
bei OBE 60% geringer als bei T2DM, wohingegen die restlichen GIP-, GLP-1 und

Glukagonspiegel sich zwischen den einzelnen Gruppen ahnelten.

24



CON OBE T2DM

Anzahl 9 9 9

GLP1 [pg/ml] 3.9+0.8 36116 22204
Anzahl 10 10 10

GIP [pmol/l] 84.3+14.5 87.5+46.0 72.1+9.3
Anzahl 10 10 10
Glucagon [pg/ml] 98.6+7.4 94.3+6.6 99.7 + 13.6

Tabelle 3: Inkretin und Glukagogenkonzentrationen wahrend des mixed meal test

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwerts) angegeben. CON steht
fur junge, schlanke, insulinsensitive Glukosetolerante, OBE sind insulinresistente
Ubergewichtige und T2DM sind Probanden mit Typ 2 Diabetes. GLP1: Glucagon-like peptide 1
[pg/mi]; GIP: Glukoseabhangiges insulino-tropes Peptid [pmol/I].

Die unter Nuchternbedingungen im Plasma gemessenen TBARS waren bei allen drei
Teilnehmergruppen vergleichbar. 180 Minuten nach der Zufuhr des MMT stiegen die
TBARS-Spiegel im Plasma der T2DM um 18% an (p=0.047) (Tabelle 4, Abb. 14).

CON OBE T2DM
Anzahl 8 7 8
TBARS 0 min [umol/l] 2.6+0.3 2.3+04 2.6+0.1
120 min [umol/l] 2.4+0.2 22+0.4 2.7 +0.1
180 min [umol/l] 2.5+0.2 2.6+0.5 3.2+0.2"
260 min [umol/l] 2.3+0.2 2.6+0.5 2.5+0.2

Tabelle 4: Plasma-TBARS wiahrend des mixed meal test

CON steht fur die jungen, schlanken, insulinsensitiven Kontrollen, OBE sind die
insulinresistenten Ubergewichtigen und T2DM die Probanden mit Typ 2 Diabetes. TBARS:
Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen. Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

# TBARS Minute 0 vs. TBARS Minute 180: p<0.05
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Abb. 14: Plasma-TBARS wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse Insulinresistente (pink;
n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). TBARS: Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen
[uM/l]. Die Daten wurden als Mittelwert £+ SEM angegeben.

Der héchste Maximalanstieg der TBARS wurde bei T2DM mit 0.7 = 0.2 uM/l
gemessen, wohingegen OBE um 0.4 + 0.2 uM/l und CON um 0.02 £ 0.1 uM/I (p=0.08)

anstiegen.

3.3.2 Resultate der *'P MRS und '"H MRS-Messungen in der Leber
Die basale ATP-Konzentration war zwischen den einzelnen Gruppen vergleichbar. Vor
allem bei CON blieben die ATP-Spiegel bis zum Ende der Untersuchung bei Minute
240 mit 2.3 = 0.1 mmol/l konstant auf diesem Level (p=0.97).

Im Vergleich dazu stiegen die Konzentrationen bei OBE um 27% auf 2.4 + 0.1 mmol/|
(p=0.009). Bei T2DM war ein Anstieg um 21% (p=0.03) zu verzeichnen (Abb. 15). Die
basalen ATP-Werte werden in der unten stehenden Tabelle 5 noch einmal

zusammenfassend dargestellt.

26



4 OBESE: p=0.009; T2DM: p=0.03
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Abb. 15: Hepatisches yATP wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipbse Insulinresistente (pink;

n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). yATP: Gamma-Adenosintriphosphat [mmol/l]. Die
Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

Entsprechend war der postprandiale Maximalanstieg des ATP bei OBE im Vergleich zu
CON sechsmal héher (p=0.03). Ahnliche Tendenzen zeigten sich beim Vergleich der
Werte zwischen T2DM und CON (p=0.08) (Abb. 16).
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Abb. 16: Hepatisches YATP wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (grine Balken; n=10); junge, adipbse
Insulinresistente (pinkfarbene Balken; n=10) und Patienten mit T2DM (rote Balken; n=10).

YATP: Gamma Adenosintriphosphat [mmol/l]. Die Daten wurden als Mittelwert £+ SEM

angegeben.
ANOVA fiir wiederholte Messungen: # p<0.05.
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Bei CON lagen Pi-Konzentrationen basal 41% Gber den OBE (p=0.02). Bei Minute 160
erreichten CON 2.1 + 0.1 mmol/l und bei Minute 240 2.3 £ 0.1 mmol/l. Zum Zeitpunkt
160 lag die Serumkonzentration der OBE bei 1.4 + 0.2 mmol/l. Bis Minute 240 stieg ihr
Pi auf 1.7 £ 0.1 mmol/l.

T2DM waren basal 32% niedriger als CON. 160 Minuten nach der Zufuhr der
standardisierten Mahlzeit lag die Konzentration bei 1.6 £ 0.2 mmol/l und zum Zeitpunkt
240 bei 1.7 £ 0.2 mmol/l (Abb. 17). Die Pi-Werte werden in der unten stehenden
Tabelle 5 noch einmal zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 17: Hepatisches anorganisches Phosphat wahrend des mixed meal test

Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse Insulinresistente (pink;
n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). Pi: anorganisches Phosphat [mmol/[]. Die Daten
wurden als Mittelwert £ SEM angegeben.

Der Vergleich der Maximalanstiege zwischen den einzelnen Gruppen ergab keine
Unterschiede. Der Vergleich der Mittelwerte des Pi zwischen OBE und CON ergab eine
Differenz von 40.9%. Zwischen CON und T2DM lagen 31.8% (Abb. 18).
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Abb. 18: Hepatisches anorganisches Phosphat wahrend des mixed meal test

Grin: junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (n=10); pink: junge, adiptse Insulinresistente
(n=10); rot: Patienten mit T2DM (n=10). Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben. Pi:
anorganisches Phosphat [mmol/].

ANOVA einmalig verwendet: * CON vs. OBE p<0.05, + CON vs. T2DM p<0.05, ANOVA bei
wiederholten Messungen: # p<0.05; ## p=0.051 bei OBE

Der Quotient des yATP/Pi war bei OBE 31% hoher als bei CON. (Abb. 19). Die
YATP/Pi-Quotienten werden in der unten stehenden Tabelle 5 noch einmal
zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 19: Mittelwerte des Quotienten aus hepatischem ATP und anorganischem Phosphat
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Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (grine Balken; n=10); junge, adipdse
Insulinresistente (pinkfarbene Balken; n=10) und Patienten mit T2DM (rote Balken; n=10).
ATP/Pi: Adenosintriphosphat/anorganisches Phosphat [mmol/l]. Die Daten wurden als Mittelwert
+ SEM angegeben.

ANOVA einmalig verwendet: * CON vs. OBE p<0.05, + CON vs. T2DM p<0.05.

Abb. 20 fasst die maximalen Anstiege des Quotienten aus hepatischem ATP und

anorganischem Phosphat (yATP/Pi) infolge des MMT zusammen.
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Abb. 20: Maximale Anstiege des Quotienten aus yATP und anorganischem Phosphat

Die maximalen Anstiege des hepatischen Adenosintriphosphats (yATP) infolge des mixed meal
test wurden in jungen, schlanken, insulinsensitiven Kontrollen (griin; n=10), jungen, adiptsen
Insulinresistenten (pink; n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10) verglichen. ATP/Pi:
Adenosintriphosphat/anorganisches Phosphat. Die Daten wurden als Mittelwert £+ SEM

angegeben. ANOVA fiir wiederholte Messungen.

CON OBE T2DM
n 10 10 10
yATP [mmoll] ~ 2.3£0.2 1.9+0.1 2.0+0.2
Pi [mmol/l] 2940.9% 1.3+0.1 15+0.1
YATP/Pi 11101 1.6+0.2 1.5+ 0.1

Tabelle 5: Basale Phosphormetabolite
CON steht fur die jungen, schlanken, insulinsensitiven Kontrollen, OBE sind die

insulinresistenten Ubergewichtigen und T2DM die Probanden mit Typ 2 Diabetes.
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n (Anzahl), yATP: basales hepatisches ATP [mmol/l]; Pi: anorganisches Phosphat [mmol/I];
yATP/Pi. Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.
# CON vs OBE p<0,05; * CON vs. T2DM p<0.05

Die HCL lagen vor der Zufuhr der standardisierten Mahlzeit bei T2DM bei 10.8% + 3.2.
Damit waren sie im Vergleich zu CON mit 0.6% 17-mal héher (p=0.00008). Die HCL
der OBE waren mit 7.6% + 2.7 12-mal héher (p=0.04). Allerdings konnten wir keine
durch den MMT induzierten Veranderungen feststellen (Abb. 21).
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Abb. 21: Leberfett wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (griin; n=10); junge, adipdse Insulinresistente (pink;

n=10) und Patienten mit T2DM (rot; n=10). Die Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.
* CON vs. T2DM p<0.05

Hepatische Steatose trat bei sieben Patienten mit T2DM und bei vier OBE auf, aber
nicht bei CON. Das Lebervolumen war sowohl bei T2DM mit 2023 + 164 ml als auch
bei OBE mit 2299 £+ 160 ml hoher als bei CON mit 1496 + 87 ml (p=0.003 und p=0.04)
Der maximale postprandiale Anstieg der HCL zeigte keine Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen (T2DM: 0.7 £ 0.4%; OBE: 0.9 £ 0.4%; CON: 0.03 + 0.1%; p=0.16)
(Abb. 22).
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Abb. 22: Maximaler Anstieg des Leberfettes wahrend des mixed meal test
Junge, schlanke, insulinsensitive Kontrollen (grine Balken; n=10); junge, adipbse
Insulinresistente (pinkfarbene Balken; n=10) und Patienten mit T2DM (rote Balken; n=10). Die

Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben.

3.3.2.1 Korrelationen mit ATP

Die Berechnungen der Korrelationen ergaben eine negative Korrelation zwischen dem

basalen hepatischen ATP und dem Huftumfang (p=0.04).

3.3.2.2 Korrelationen mit anorganischem Phosphat (Pi)

Wir konnten einen negativen Zusammenhang zwischen dem basalen Pi und dem BMI
(p=0.001), dem Taillenumfang (p=0.008), dem Hiftumfang (p=0.004), den FFS
(p=0.005), den TG (p=0.03) sowie den basalen HCL (p=0.03) feststellen. Des Weiteren
korrelierte das hepatische Pi positiv mit dem M-Wert (p<0.008).

Die positive Korrelation zwischen dem basalen hepatischen ATP und dem basalen und
postprandialen Pi bei Minute 240 blieb auch nach der Anpassung flir die
Gruppeneffekte bestehen (basales Pi: r=0.62, p<0.001, postprandiales Pi: r=0.41,
p=0.03).

Die negativen Korrelationen zwischen dem basalen Pi und dem BMI, dem
Taillenumfang und dem HCL sowie der positive Zusammenhang mit dem M-Wert
verschwanden nach der Anpassung.

Das postprandiale Pi bei Minute 160 korrelierte auch nach den Anpassungen negativ
mit den HCL (r=-0.6, p=0.002) und TG (r=0.4; p=0.048).
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3.3.2.3 Korrelationen mit dem Leberfett

Zwischen HCL und dem BMI (p<0.004), dem Taillenumfang (p=0.001), dem
Taillen/Hift-Verhaltnis (p=0.01), dem Insulin (p=0.01), dem C-Peptid (p=0.01) und den
TG (p<0.001) bestand ein positiver Zusammenhang. Zusatzlich korrelierte HCL negativ
mit dem M-Wert (p<0.001).

4. Diskussion

Diese Studie ergab, dass junge, adipdse, insulinresistente Glukosetolerante auf die
Zufuhr einer standardisierten hochkalorischen Kost mit einem Anstieg der hepatischen
Konzentrationen von ATP und Pi reagierten. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt
bei den jungen, gesunden, insulinsensitiven Kontrollpersonen und den alteren,

adipdsen Patienten mit T2DM nicht festgestellt werden.

4.1. Ganzkorperinsulinsensitivitit

Die Ganzkdrperinsulinsensitivitdt, gemessen an der Glukoseaufnahme des
Gesamtkorpers, war bei OBE 61% und bei T2DM 73% geringer als bei CON. Dies
entspricht tendenziell den Ergebnissen friherer Studien. Bei Schmid et al. lag der M-
value bei T2DM allerdings nur 29% unterhalb der Kontrollen. [25] Somit bestanden in
der vorliegenden Studie sowohl bei T2DM als auch bei OBE eine ausgepragtere
Insulinresistenz. Diese ist sehr haufig mit NAFLD oder NASH, sogar unabhangig vom
T2DM, assoziiert und kann zumindest bei T2DM mit einer Beeintrachtigung der

hepatischen Mitochondrienfunktion einhergehen. [14]

4.2. Niichternmessungen

Die basalen Plasmaglukosekonzentrationen waren in unserer Studie bei T2DM 45%
hoéher als bei CON und 42% hoher als bei OBE. Dies stimmt tendenziell mit Resultaten
friherer Studien Uberein.

Singhal et al. ermittelten eine Differenz von 29% zwischen CON und T2DM. [61]

Bei Schmid et al. hatten T2DM 67% hohere Plasmaglukosekonzentrationen. [25, 74]
Bei Insulinsensitiven halt die Leber die Glukosehomdostase vor allem unter
Nuchternbedingungen unter Kontrolle von Insulin und Glukagon stabil. Wahrend Insulin
die Glykogensynthese fordert und die Glykogenolyse sowie GNG hemmt, wirkt
Glukagon in die entgegengesetzte Richtung. Bei T2DM ist vor allem die Leber fur den
Anstieg der Nuchternglukosewerte verantwortlich. Diese werden durch eine vermehrte
basale EGP [9] infolge einer erhdhten GNG verursacht. [30, 33] Infolgedessen war das
basale Plasmainsulin bei OBE drei- und bei T2DM zweimal héher als bei CON. [25, 74]
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Erhohte Glukose- und Insulinspiegel stimulieren wiederum CHREBP-1 und SREBP-1.
Diese aktivieren Schlusselenzyme der Lipogenese in der Leber und fuhren dort zu
einer vermehrten Fettspeicherung. [37] Bei einem gesunden Glukosestoffwechsel wird
eine Lipolyse durch Insulin mittels Hemmung der hormonsensitiven Lipase reguliert,
allerdings ist dieser Mechanismus bei Insulinresistenz ebenfalls beeintrachtigt. Es folgt
eine vermehrte Freisetzung von Glyzerol und FFS aus dem Fettgewebe
insulinresistenter Individuen. [38], was sich auch in der Differenz von 30 bzw. 38%
zwischen den basalen FFS-Plasmakonzentrationen von CON und OBE bzw. T2DM in
unserer Studie zeigt und mit friiheren Studien Gbereinstimmt.

Bei Singhal et al. lagen zwischen CON und T2DM 30%. [74] Eine erhdhte
Verflgbarkeit von Lipiden ist typisch fir insulinresistente Kollektive, wie Patienten mit
T2DM oder Adipositas. Die Erhéhung der Plasma-FFS ist neben den zuvor genannten
Ursachen zusatzlich durch eine fettreiche, hochkalorische Diat bei geringer koérperlicher
Aktivitat bedingt. [22]

Uberfliissige FFS werden in Form von TG in Leber und Muskel gespeichert. Dies ist
mit steigenden HCL und Insulinresistenz der Leber eng assoziiert. [30, 39]

Insgesamt kann gesagt werden, dass ein Uberangebot an Lipidmetaboliten in der
Leber, hervorgerufen durch fettreiche Erndhrung [46] oder Lipidinfusionen [38], eine

hepatische Insulinresistenz hervorruft. [75]

4.3. mixed meal test

Die Plasmaglukose blieb bei den Patienten mit T2DM infolge des mixed meal tests im
Vergleich zu den anderen Gruppen nach dem Verzehr der standardisierten Mahlzeit
erhdht. Dieses Ergebnis stimmt mit friiheren Uberein. Bei Singhal et al. stiegen die
Glukosekonzentrationen bei T2DM postprandial um 48% und sanken nicht wieder auf
ihre Ausgangskonzentrationen. [74] Eine gesteigerte Glykogensynthese flhrt bei
Gesunden nach Nahrungsaufnahme zu einer schnellen Normalisierung der BG-Werte,
dies ist bei T2DM beeintrachtigt. [9, 30, 31]

GNG-Raten kénnen allerdings auch bei adipésen Nichtdiabetikern erhdht sein, was
eine Folge gesteigerter FFS- und Glyzerolplasmakonzentrationen sein kénnte. Die
fehlende Normalisierung bei T2DM ist auf die Insulinresistenz von Leber und
Skelettmuskel sowie der damit verbundenen eingeschrankten Hemmung der EGP und
der verminderten Kompensation durch die Beta-Zellfunktion zuriickzufihren. Zusatzlich
tragen die verminderte Glykogensynthesekapazitat und die gestérte Glukoseaufnahme
zur postprandialen Hyperglykamie bei. [9, 30]

OBE hatten zudem postprandial im Vergleich zu CON 2.6-fach bzw. im Vergleich zu
T2DM 1.4-fach erhdhte Plasmainsulinkonzentrationen, die auf eine ausgepragte

Adaptation der Beta-Zellfunktion an die Insulinresistenz hinweisen.
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Eine frihere Studie prasentierte prostprandiale Anstiege der Insulinkonzentrationen um
85% bei T2DM und um 92% bei der Kontrollgruppe. [74] In der postprandialen Phase
stimuliert der steigende BG-Spiegel die Insulinsekretion. Insulin hemmt wiederum die
GNG und die Glykogenolyse, was postprandial eine verminderte EGP bewirkt.
Patienten mit T2DM hatten unter Insulinsuppression eine 57% hohere EGP als CON.
In der Studie von Szendroedi et al. lag iEGP bei T2DM bei 0.23 mg.kg™".min™" und bei
der Kontroligruppe bei 0.22 mg.kg™'.min™". [76] Dies weist auf eine ausgepragtere
hepatische Insulinresistenz bei T2DM in den vorliegenden Versuchen hin. [28, 29, 76]
Die iEGP war hingegen bei OBE nicht erhoht.

Adipdse Insulinresistente haben aufgrund der noch intakten Beta-Zellfunktion sehr
haufig eine kompensierende Hypersekretion von Insulin. Dadurch bleibt die EGP durch
eine intakte Hemmung der Glykogenolyse infolge der Hyperinsulinamie bei
Insulinresistenz haufig noch normal. [32]

Bei der dEGP lagen zwischen OBE und CON 32.8%. Beim Vergleich zwischen CON
und T2DM wurde eine Differenz von 51% deutlich.

Nach Zufuhr der standardisierten Mahlzeit sanken die FFS aller drei
Teilnehmergruppen ab. Allerdings sanken die Werte der CON am schnellsten. Frihere
Studien zeigten zudem, dass der Rickgang der FFS der CON am langsten anhalt. [74]
Die Patienten mit T2DM erreichten erst nach 180 Minuten ihren Minimalspiegel. In der
Studie von lozzo et al. hatten die adipésen Glukosetoleranten eine 100% hohere
hepatische FS-Oxidation als die Schlanken. [77] Eine Studie zeigt gleiche Raten der
hepatischen Lipidoxidation zwischen Ubergewichtigen mit Steatose und gesunden
Menschen unter basalen und insulinstimulierten Bedingungen. [78, 79]

Nach der Zufuhr des MMT kam es bei T2DM zum starksten Anstieg der TG-
Plasmakonzentrationen. Eine ahnliche Tendenz konnte auch bei OBE beobachtet
werden.

Infolge einer beeinflussten postprandialen Energiespeicherung kommt es bei
Insulinresistenz sowohl zu einer gesteigerten hepatischen de novo Lipogenese, als
auch zu einer vermehrten hepatischen TG-Synthese. Folglich fihrt dies zu

Hypertriglyzeridamie, reduzierten Plasma-HDL-Konzentrationen und NAFLD. [5]

4.4. HCL

Die HCL waren vor der Zufuhr der standardisierten Mahlzeit bei T2DM im Vergleich zu
CON 17-mal hoher. Das Leberfett der OBE war 12-mal héher. Allerdings konnten wir
keine durch den MMT induzierten Veranderungen feststellen. In ahnlichen Studien
wurden infolge eines MMT durch 'H-MRS ebenfalls weder in insulinsensitiven
Kontrollen und insulinresistenten Adipdsen, noch in Patienten mit T2DM

Veranderungen im Lipidgehalt gemessen. [80]
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Im Gegensatz dazu gab es in anderen Studien bei der Veranderung der HCL
Variationen zwischen 0.2 und 0.4% in jungen Insulinsensitiven und jungen
Insulinresistenten als Reaktion auf zwei hochkalorische MMT. [40]

Eine kirzlich durchgeflhrte Studie an adipdsen Probanden mit Steatose zeigte, dass
Adipése mit einem durch 'H-MRS gemessenen Leberfett iiber 6%, eine doppelt so
hohe hepatische oxidative Kapazitat besitzen wie diejenigen mit einem Fettgehalt unter
6%, was mit einer hdéheren hepatischen Insulinresistenz zusammenhangt. [79] Das
heil’t, Menschen mit Steatose haben einen 100% hoéheren Citratzyklus, 50% hdhere
Auffillreaktionen und 25% hohere GNG-Raten als die ohne Steatose. Dies wurde als
eine Anpassung der Lebermitochondrien an den chronischen Fettiberhang und den
gesteigerten Energiebedarf der Fettleber interpretiert. [79]

Allerdings gab es auch Messungen, die einen Zusammenhang zwischen
Leberfettgehalt und  sowohl oxidativem als auch nicht oxidativem
Mitochondrienstoffwechsel prasentierten.[79]

Die gleiche Arbeitsgruppe zeigte in einem Anschlusspaper in Versuchen mit Ratten,
dass der gesteigerte oxidative Stoffwechsel und die anaplerotischen Reaktionen bei
Adipositas und NAFLD mit erhéhtem oxidativen Stress und Inflammation einhergehen.
[81]

4.5. Hepatische Mitochondrienfunktion

Bei Insulinresistenten, wie Patienten mit T2DM oder NAFLD sind die Daten zur
hepatischen Mitochondrienfunktion knapp und widersprichlich. [42] Die meisten
Studien fanden Unterschiede in der hepatischen Mitochondrienfunktion zwischen
Adipdsen und Kontrollen. Die Daten zeigen entweder eine verminderte [23, 24, 82]
oder eine verstarkte hepatische Mitochondrienfunktion. [44, 77, 79] Allerdings
berichtete eine Studie auch von &hnlichen Raten der hepatischen Lipidoxidation
zwischen Uber- und Normalgewichtigen sowohl unter basalen als auch
insulinstimulierten Bedingungen. [83]

Der mitochondriale Gehalt in der Leber (bestimmt durch Citratsyntheseaktivitat) war
zwischen Patienten mit Steatose und den Kontrollen tendenziell nicht hoéher. [24]
Patienten mit NASH und NAFLD weisen allerdings eine verminderte Aktivitat der
Enzymkomplexe der Atmungskette auf. [24] Die abnorme Mitochondrienfunktion kann
zu Entzindungen und Zelltod [84-87] sowie zu einer Entwicklung von
Stoffwechselerkrankungen, wie Adipositas, T2DM und NASH flihren. [14, 43, 44, 88-
90] Veranderungen in den mitochondrialen Kompartimenten, die durch Zufiihren einer
fettreichen Diat entstanden sind, induzieren die Entwicklung von Insulinresistenz und

ektoper Fettspeicherung in der Leber. [91]
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Frihere Daten zeigen, dass adipdse insulinresistente Menschen auf eine chronische
Fettzufuhr mittels Anpassung der mitochondrialen Funktion und Steigerung der
oxidativen Kapazitat reagieren, wohingegen die Patienten mit T2DM diese Fahigkeit
zunehmend verlieren, was zu einer Produktion von ROS und einer gestdrten
mitochondrialen Funktion  fihrt. [42] Eine beeintrachtigte hepatische
Mitochondrienfunktion ist eine Schllsselrolle in der Progression einer einfachen
Steatose zu NASH und Zirrhose. [92]

Des Weiteren ist das Genexpressionsprofil in der Leber von Patienten mit T2DM zu
dem der normalen Leber verschieden und die Gene des oxidativen
Phosphorylierungsweges (OXPHOS-Weges) und der GNG in der diabetischen Leber
hochreguliert. [93] Fettleibigkeit flihrt zu einer weiteren Steigerung der Genexpression
des hochregulierten OXPHOS-Weges bei T2DM mit Insulinresistenz. [94] Allerdings ist
es unwahrscheinlich, dass diese chronischen Veranderungen zu dem beobachteten
postprandialen Anstieg des hepatischen ATP fihren.

Es gab keinen ahnlichen Effekt bei nicht-diabetischen Patienten, was darauf hindeutet,
dass die mitochondriale Dysfunktion eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des
T2DM spielt. [51, 94]

Ergebnisse von Tierstudien unterstitzen das Konzept der gesteigerten
Mitochondrienfunktion bei Adipositas und Steatose durch den gesteigerten Citratzyklus
und die vermehrte R-Oxidation in Modellen der, durch Diat induzierten, hepatischen
Insulinresistenz und Steatose, die weiterhin mit gesteigertem hepatischen oxidativen
Stress  assoziiert sind. [95, 96] Dies lasst annehmen, dass der
Mitochondrienstoffwechsel bei Steatose als Anpassungsmechanismus infolge eines

chronischen Fettiiberhangs gesteigert werden kann.

4.6. Reaktive Sauerstoffspezies

Die unter Nuchternbedingungen im Plasma gemessenen TBARS waren bei allen drei
Teilnehmergruppen vergleichbar. 180 Minuten nach der Zufuhr des MMT stiegen die
TBARS-Spiegel im Plasma bei T2DM an. Der hoéchste Maximalanstieg wurde bei
T2DM gemessen.

In einer friheren Studie reagierten die Patienten mit T2DM auf einen MMT mit einem
héheren Anstieg der Marker der Leberschadigung und des oxidativen Stresses im
Vergleich zu, vom Alter und BMI passenden, insulinsensitiven CON. [80] ROS sind als
Mediatoren in vielen normalen zellularen Prozessen unverzichtbar. Oxidativer Stress
wird durch vermehrte 3-Oxidation und einen hochregulierten Citratzyklus bei Adipositas
und hepatischer Insulinresistenz als Zeichen einer gesteigerten hepatischen

Mitochondrienaktivitat hervorgerufen. [81, 95, 96]
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Adipose glukosetolerante Probanden verfugen im Vergleich zu schlanken Kontrollen
Uber eine 100% hohere Oxidationsrate von hepatischen Fettsauren. [77] Allerdings
kénnen eine exzessive ROS-Produktion und/oder ein inadaquater antioxidativer Schutz
eine Lipidperoxidation ausldsen und eine oxidative DNA-Zerstérung verursachen. [60,
61]

4.7. ATP und Piin der Leber

Daten aus humanen Studien zum Energiestoffwechsel sind rar und nicht eindeutig. Sie
zeigen bei Insulinresistenz im Vergleich zur Kontrollgruppe zum einen verminderte und
zum anderen erhdhte bzw. unveranderte hepatische Mitochondrienfunktionen. [42, 82]
Sie zeigten einerseits verminderte [82], andererseits erhdhte [79] hepatische
Energiestoffwechsel bei insulinresistenten Menschen. In der vorliegenden Studie war
das basale ATP zwischen den einzelnen Gruppen vollig vergleichbar, was zu den
vorausgegangenen Studien kontrar ist. [82]

Interessanterweise fand die aktuelle Studie auch keine Unterschiede zwischen jungen
insulinresistenten Adipdsen und Schlanken, wohingegen Nair et al. einen reduzierten
hepatischen ATP-Gehalt bei Ubergewichtigen und adipésen Personen nachwiesen.
[82]

Szendrddi et al. und Schmid et al. zeigten, dass Patienten mit T2DM im Vergleich zu
den Glukosetoleranten im vergleichbaren Alter und BMI ein 23-26% geringeres
hepatisches y-ATP haben, [23, 25] genauso wie junge Schlanke. [23, 25] Die
Reduktion der hepatischen ATP-Spiegel [23] oder des Syntheseflusses [25] wurde nur
bei Alters- und BMI-gematchten Patienten mit T2DM und CON beschrieben. Wahrend
einige Determinanten des hepatischen Energiestoffwechsels, wie Alter, langfristige
glykamische oder lipidamische Einstellung oder HCL, bei der aktuellen sowie bei
vorherigen Studien bei T2DM vergleichbar waren, war die Nichternglukose bei T2DM
in friheren Studien hdher. [14]

Die Glukosetoxizitat scheint demzufolge fur den geringeren hepatischen ATP-
Synthesefluss bei diesen Patienten zu sorgen. Weiterhin scheint die eher kurzzeitige
Bekanntheit des T2DM in der aktuellen Studie (5.7Jahre) auf die kiirzere Exposition zur
Hyperglykdmie zu verweisen und damit die Abwesenheit von geringerem Nuchtern-
ATP zu erklaren.

Der Vergleich der Pi-Spiegel erbringt in der vorliegenden Studie keine wesentlichen
Differenzen zwischen den einzelnen Teilnehmergruppen bzw. pra- und postprandial.
Vergleicht man allerdings die Mittelwerte der einzelnen Teilnehmergruppen, so

entsprechen diese tendenziell den Ergebnissen der vorangegangenen Studien.
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OBE hatten im Vergleich zu CON ein 19% geringeres y-ATP und ein 41% geringeres
Pi, was auf eine verminderte Mitochondrienfunktion hindeutet. Die Patienten mit T2DM
lagen 14% bzw. 33% unterhalb der CON.

Diese Resultate stimmen mit frGheren Studien Uberein, in denen insulinresistente
Kohorten eine Reduktion von 20-30% [23, 25] oder von 30-50% bei alkohol- oder
Hepatitis C-verwandten Leberkrankheiten zeigten. [97, 98] Diese Ergebnisse
entsprechen auch friheren in vitro Beobachtungen. [98] Der Rickgang des yATP bei
viraler und alkoholischer Hepatitis [97, 99] sowie bei Adipositas [82] wurde allgemein
als "Energiedefizit" oder beeintrachtigte "ATP-Homdostase" interpretiert.

Das reduzierte yATP konnte durch eine hepatozellulare Erschépfung, aufgrund einer
Limitation der hepatozellularen Phosphatausbreitung oder einer erhdhten ATP-
Nutzung, durch energieaufwandige Verfahren, wie die Na'/K’-Adenosin-
Triphosphatasen, die Lipogenese oder die GNG, verursacht werden.

Infolge des MMT stiegen die ATP-Pegel bei OBE um 27%, wohingegen bei T2DM ein
Anstieg um 21% zu verzeichnen war. Beim Pi stiegen die Blutkonzentrationen der OBE
um 24% und bei den Patienten mit T2DM um 12%.

Diese Ergebnisse entsprechen denen von Szendroedi et al. und Schmid et al.. In ihren
Studien lagen die hepatischen Pi-Konzentrationen bei T2DM 28-31% unterhalb der
anderen Teilnehmergruppen. [23, 25]

Die Anpassung der Mitochondrien ist abhangig vom Gleichgewicht zwischen dem
Energiebedarf und dem Nahrungsangebot, wobei Veranderungen im Aufbau der
Mitochondrien als Anpassung an den metabolischen Bedarf gesehen werden. [100]

Die hoéheren Insulin- und Lipidspiegel bewirken wiederum eine Stimulation der
Lipogenese, die zum Energieverbrauch fuhrt. Dies scheint zu einer Aufregulierung der
mitochondrialen Funktion bei Adipésen zu fihren, wohingegen die intakte
Energiechomdostase  bei  Schlanken  nicht zu  Nettoveranderungen  der
Phosphormetabolite flihrt, wodurch die schlanken CON weder Veranderungen im ATP
noch im Pi zeigen.

Insgesamt liegen die, in dieser Studie gemessenen, absoluten Konzentrationen
entsprechend vorheriger Studien in dem Intervall zwischen 1.4 und 2.8 mmol/l fir das
Pi sowie zwischen 1.6 und 3.8 mmol/l flr das hepatische ATP. [23]

Die grofRen interindividuellen Schwankungen zwischen verschiedenen Studien kdnnen
durch einen unterschiedlichen Ernahrungsstatus sowie Differenzen im Alter und BMI
erklart werden. Um dieses Risiko bestmoglich zu minimieren, haben wir die Kontrollen
dem Alter und BMI entsprechend ausgewahilt.

Die Ergebnisse implizieren, dass v.a. der Energiestoffwechsel der Adipdsen auf die

hochkalorische Kost reagiert.
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Vorubergehende postprandiale Anstiege von Insulin- und FFS-Transport in die Leber
infolge einer beeintrachtigten Unterdrickung der Lipolyse scheinen zusammen die
postprandiale hepatische ATP-Synthese bei adipésen, hyperinsulindmischen
Menschen zu férdern. Im Gegensatz dazu zeigten frihere Studien, dass Adipése nach
Fruktosegabe eine verminderte [45] oder normale [82] hepatische ATP-Sattigung
erreichen kénnen. Zu beachten ist, dass altere, adipése Menschen mit T2DM, trotz
eines ahnlichen Grades an Insulinresistenz und Suppression der Lipolyse wie die
jungen Adip6sen, keine Veranderungen der postprandialen hepatischen ATP-Spiegel
zeigten.

Unsere Studie belegt somit, dass adipdse, stark insulinresistente Patienten mit einer
gestorten Suppression der Lipolyse dazu fahig sind, ihre ATP-Produktion als Reaktion
auf eine hochfettige Mahlzeit zu steigern. Sie scheinen sich in einer Phase der
Anpassung an die erhdhte Lipidverfligbarkeit zu befinden.

Langanhaltende Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie sowie gesteigerte hepatische
Lipidverfigbarkeit unter den Bedingungen einer chronischen Insulinresistenz konnten
die hepatische mitochondriale Flexibilitdt infolge von Mechanismen, die mit
Glukolipotoxizitat und oxidativem Stress verbunden sind, verschlechtern [101, 102],
was in unserer Studie mit einem Anstieg der indirekten Messungen der ROS, bestimmt
durch TBARS, assoziiert sein kdnnte. [42]

Allerdings ist es nicht auszuschlieRen, dass die mitochondriale ATP-Synthese durch
eine beeintrachtigte Glykolyse, Fettoxidation oder O2-Verbrauch verringert ist. [23] Der
reduzierte Energiestoffwechsel koénnte durch den Verlust der funktionellen
Hepatozyten, die Reduktion der mitochondrialen Inhalte und/oder der sportlichen
Aktivitat begrindet sein. [96] Nichtsdestotrotz wurden die Verringerungen der
absoluten Pi und yATP-Konzentrationen v.a. bei T2DM und nicht in alters- und
geschlechtsentsprechenden schlanken CON gemessen.

Die Berechnungen der Korrelationen ergaben beim basalen Pi einen positiven
Zusammenhang zur Ganzkoérperinsulinsensitivitat, der allerdings nach der Anpassung
fur die Gruppeneffekte verschwand.

Es gab keine Korrelation zwischen dem basalen hepatischen ATP und der
Ganzkorperinsulinsensitivitat. Vorangegangene Studien zeigten, abhangig vom
Fettgehalt der Leber [23], Zusammenhange mit der hepatischen, aber nicht mit der
peripheren Insulinsensitivitdt. [23, 72] Andere wiederrum wiesen positive
Zusammenhange sowohl mit der peripheren als auch mit der hepatischen
Insulinsensitivitat nach. [25, 42, 76]
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So bestand bei Schmid et al. eine 42%ige Reduktion des hepatischen ATP-
Syntheseflusses, die positiv mit der peripheren und der hepatischen Insulinsensitivitat
und negativ mit dem Taillenumfang und dem BMI korrelierte. [25]

Unter ahnlichen Studienbedingungen korrelierte das myozellulare fATP negativ mit der
peripheren Insulinempfindlichkeit, die vor allem durch die Skelettmuskulatur bestimmt
wird, aber nicht mit der hepatischen Insulinsensitivitat assoziiert ist. [103] Dies deutet
daraufhin, dass das hepatische fATP ein besserer Indikator flr die
Gesamtinsulinresistenz ist als das myozellulare fATP. Im Skelettmuskel wurden
Stérungen der fATP-Synthese nicht nur bei manifestem T2DM [103, 104], sondern
auch in ihren nicht-diabetischen Verwandten ersten Grades mit erhdhtem Risiko fur
T2DM gefunden. [51]

Unsere Erkenntnisse, dass keine Assoziation mit dem HCL besteht, stimmen mit
friheren Uberein. [23, 42, 72]

Die fehlende Korrelation von fATP und den TG oder FFS im Plasma legt nahe, dass
eine erhohte Lipidverfligbarkeit den Mangel an hepatischem fATP nicht erklaren kann.
[25, 76]

In friheren Studien wurden Faktoren, wie der Harnstoffspiegel im Serum, die den
didtischen Fruktosekonsum [105] widerspiegeln sowie die basalen FFS nicht
untersucht.

Die héheren FFS bei den alteren T2DM-Patienten scheinen zu einer Steigerung der
hepatischen mitochondrialen B-Oxidation, der ATP-Synthese sowie der ATP-Spiegel
unter Nichternbedingungen und damit zu einer Maskierung jeglicher Verminderung der
ATP-Synthese zu fuhren. Schmid et al. wiesen eine negative Korrelation zwischen
hepatischem ATP-Synthesefluss und Nuichternglukose bzw. HbA1c bei gut
eingestelltem T2DM nach, was einen gestérten hepatischen Energiemetabolismus
durch eine schlechte metabolische Kontrolle bei T2DM wiederspiegelt. [25] Patienten
mit einem metabolisch gut kontrollierten T2DM zeigten eine eingeschrankte hepatische
ATP-Konzentration, die mit der hepatischen Insulinresistenz, unabhangig vom
Leberlipidgehalt, zusammenhangt. [23] Diese Daten legen nahe, dass eine
fortgeschrittene  Einschrdnkung des  Leberenergiestoffwechsels und  der
Insulinresistenz der Leber die Entwicklung der NASH bei T2DM stimuliert.

Weiterhin korrelierte das yATP negativ mit dem Huftumfang.

Es hat sich gezeigt, dass ein hoher Fruktosekonsum (>15g pro Tag) zu stark
dezimierten ATP-Speichern und eine intravendse Fruktosegabe =zu einer
beeintrachtigten ATP-Regeneration bei adipdsen Patienten mit T2DM fiihren. [48, 96]
Dies weist darauf hin, dass eine hohe Fruktosezufuhr zu einer weiteren Progression

einer veranderten hepatischen Energiehomdostase bei T2DM flhrt.
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Dies wiederum kann eine Entwicklung oder Progression einer NAFLD nach sich
ziehen. [106, 107] Bei Nair et al. gab es hingegen bei der hepatischen ATP-
Regeneration nach intravendser Fruktosegabe keine Unterschiede zwischen Adipdsen
und Schlanken. [82]

Wir konnten einen negativen Zusammenhang zwischen dem basalen Pi und dem BMI
[82], dem Taillenumfang [25], dem Huftumfang, den FFS, den TG sowie den basalen
HCL feststellen. Die negative Korrelation mit dem HCL legt nahe, dass ein hdherer
postprandialer hepatischer Mitochondrienstoffwechsel vor einer Verschlimmerung einer
Steatose schutzt bzw. dass Lipidmetabolite die mitochondriale Anpassung an den
postprandialen Substratfluss zur Leber reduzieren. Nichtsdestotrotz kann eine
Hyperinsulinamie den Anstieg des postprandialen Pi erklaren, da gezeigt wurde, dass
Insulin in kultivierten Hepatozyten zu hepatischer Pi-Aufnahme fihrt. [108]

Die negative Korrelation zwischen dem basalen Pi und dem BMI, dem Taillenumfang
und dem HCL verschwand allerdings nach der Anpassung.

Die positive Korrelation zwischen dem basalen hepatischen ATP und dem basalen und
postprandialen Pi bei Minute 240 blieb auch nach der Anpassung fir die
Gruppeneffekte bestehen. Das postprandiale Pi bei Minute 160 korrelierte auch nach
den Anpassungen negativ mit den HCL und TG.

Weiterhin gab es in frlheren Studien eine negative Korrelation zwischen der
hepatischen ATP-Synthese und den Parametern, die die kurz- und langfristige
Blutglukosekontrollen Uberwachen, wie Nichternglukose und das HbA1c [42], was
darauf hinweist, dass ein gestorter hepatischer Energiemetabolismus eine schlechte
metabolische Kontrolle bei T2DM widerspiegelt [25, 42] und dass sogar eine
geringfigige Hyperglykdmie Uber langere Zeit eine gestdérte Mitochondrienfunktion
bewirken koénnte. [25] Unter Miteinbeziehung der altersabhangigen Abnahme der
Ganzkorperinsulinsensitivitdt  in den  Gruppen legen diese Daten einen
diabetesassoziierten oder sogar diabetesspezifischen Effekt nahe, der die Reduktion
der Pi und yATP verursacht. [23]

4.8. Limitationen der Studienergebnisse

Da die bisherigen Ergebnisse aus menschlichen Studien sehr begrenzt sind, sind
zusatzliche Studien, wie unsere nétig, die in vivo und ex vivo state-of-the-art-Methoden
vereinen, um den Energiestoffwechsel der Leber in gut phanotypisierten gesunden und
insulinresistenten Kohorten zu untersuchen.

Die akuten in vivo Auswirkungen einer standardisierten Mahlzeit auf die ATP-
Homdostase bei Menschen mit unterschiedlichen Graden der Insulinsensitivitat und der

hepatischen Steatose wurden, wie oben beschrieben, durch 'H/*'P-MRS bestimmt.
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Das nukledre MRS ist eine nicht invasive und nicht radioaktive Methode, die eine
Untersuchung von genau festgelegten Bereichen und die direkte und quantitative in
vivo Messung biochemischer Flussraten und intrazellularer Metabolite ermdglicht. [69]
Keinerlei frihere Studien zeigten ATP- oder Pi-Verlaufe unter vergleichbaren
physiologischen Bedingungen infolge einer Zufuhr eines mixed meal test. Die wenigen
vorherigen dynamischen Studien am humanen hepatischen Energiestoffwechsel
untersuchten den ATP-Stoffwechsel mit der *'P-MRS wahrend einer intravendsen
Fruktosezufuhr. [45, 82, 105] Die Verwendung dieser Methode zeigte keine veranderte
ATP-Neubildung infolge des fruktoseinduzierten ATP-Verbrauchs bei Adipdsen [82]
und fihrte zu reduzierten Werten bei Patienten mit fortgeschrittener NAFLD. [45]
Einige Grenzen der Studie mussen allerdings genannt werden: Wir untersuchten pro
Teilnehmergruppe nur 10 Probanden, die alle kaukasischen Ursprungs waren. Obwohl
die jungen Insulinresistenten und die Patienten mit T2DM aufmerksam ausgewahlt
wurden, waren die Patienten mit T2DM im Durchschnitt 61 Jahre alt, wohingegen CON
28 und OBE 31 Jahre alt waren. Das Alter konnte bei T2DM zu einem geringeren
fATP-Gehalt fihren. Allerdings war das basale ATP zwischen den Teilnehmergruppen
vergleichbar und lag in dem Intervall zwischen 1.6 und 3.8 mmol/l, der auch in anderen
Studien vorkam. [23] Weiterhin hatten die Patienten mit T2DM einen minimal
geringeren BMI. Der Fettanteil, bestimmt durch BIA als prazisere Messung des
Ganzkdérperfettes, war jedoch zwischen den Gruppen vergleichbar.

Eine weitere mdgliche Limitation besteht in den unterschiedlichen postprandialen
Glukose- und Hormonspiegeln sowie Lipidprofilen der Vergleichsgruppen durch
abweichende Insulinsekretion und/oder muskulare Insulinsensitivitdt. Wahrend dies
einerseits die metabolische Vielfaltigkeit der Gruppen widerspiegelt, scheinen
Veranderungen des Substratangebots andererseits die Glukose- und Lipidoxidation zu
beeinflussen, was den mitochondrialen Tricarbonzyklus und OXPHOS fir die ATP-
Synthese fordern kann. [109]

Trotz hoherer Glukose- und Lipidverfligbarkeit bei T2DM im Vergleich zu OBE steigen
die hepatischen ATP- und Pi-Spiegel lediglich bei OBE moderat an. Dies zeigt, dass
ein veranderter Substratfluss den postprandialen hepatischen Energiemetabolismus
kritisch beeinflusst.

Die beobachteten Veranderungen bei OBE sind eher unter- als Uberschatzt.
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Schlussendlich kénnten Veranderungen im portalen Blutfluss zu postprandialen
Veranderungen geflhrt haben, was allerdings eher unwahrscheinlich ist, da der portale
Blutfluss bei Minute 30-45 gipfelte und innerhalb von 120 Minuten nach der
Mahlzeitzufuhr auf das Niveau praprandialer Blutspiegel =zurtckfallt. [110] Wir
rekrutierten gesunde Probanden fur diese Studie, die allerdings nicht durch
Leberbiopsien auf Leberkrankheiten untersucht wurden.

Wegen der geringen Sensitivitat der Leberenzyme konnten diese nicht ausgeschlossen
werden. Demzufolge ist es mdglich, dass die vorliegenden Ergebnisse nicht die
hepatische ATP-Homoostase bei Adipdsen mit Steatose oder NASH widerspiegeln.
Weitere klinische Studien mit grofieren Teilnehmergruppen und einer Kombination von
in vivo und ex vivo Methoden sind notwendig, um den Energiestoffwechsel der Leber
zu untersuchen und neue Marker flir die Verschlechterung des
Leberenergiestoffwechsels und Pradiktoren der Progression der NAFLD bei Adipositas
und T2DM zu identifizieren. Es ware maoglich, adipdése Probanden mit dokumentierter
Steatose zu untersuchen, um zu entscheiden, ob eine adipositasassoziierte Fettleber
den hepatischen Energiestoffwechsel beeinflusst. Weiterhin ware es wegen der
induzierten Hyperinsulindmie unter Nomoglykdmie interessant, das heaptische ATP
und die Lipogenese wahrend einer Clampuntersuchung zu messen. Dadurch kénnte

man auch die kurzfristigen Auswirkungen evaluieren.

4.9. Schlussfolgerung

Zusammenfassend reagieren adip6se insulinresistente Personen auf einen MMT durch
Anpassung der mitochondrialen Funktion und Steigerung der oxidativen Kapazitat mit
hdéheren hepatischen ATP-Konzentrationen, was auf einen postprandial erhoéhten
hepatischen Energiestoffwechsel schlieBen lasst, der bei T2DM nicht besteht. Bei
Letzteren wird eine oxidative Stressreaktion verursacht. Dies zeigt, dass eine
adipositasassoziierte Anpassung der hepatischen Mitochondrienfunktion im manifesten
T2DM verloren geht. Diese Erkenntnisse unterstitzen die Annahme einer
unterschiedlichen und gewebespezifischen Regulation des Energiestoffwechsels bei
den jeweiligen Insulinresistenzstadien.

Insgesamt hat sowohl die Studie als auch das Literaturstudium gezeigt, dass die
Insulinresistenz des weiRen Fettgewebes zu hohen Lipolyseraten fihrt und eine
Schlisselrolle in der Pathogenese des T2DM spielt.

Die Steuerung der Verfligbarkeit von Plasma-FFS kdnnte eine Behandlungsstrategie
sein, um die NAFLD zu therapieren und damit eine Moglichkeit der Behandlung mit

einer verbesserten Prognose des T2DM zu erreichen.
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Durch erhdhte Glukose- und Insulinspiegel kommt es durch die Hochregulation der
Lipogenesegene zu einer Stimulation der hepatischen de novo Lipogenese. [37] Die
beeintrachtigte insulinvermittelte Hemmung der hormonsensitiven Lipase steigert die
Abgabe von zirkulierendem Glyzerol und FFS im Fettgewebe insulinresistenter
Individuen. [38]

Wirde man das Uberangebot an Lipiden in der Leber durch verminderte
Substratzufuhr, eine Lipasesteigerung, ein vermehrtes Abfangen oder eine forcierte
Ausscheidung der Uberschissigen Lipide minimieren, kénnte man eventuell einer
Anpassung der Lebermitochondrien an das chronische Fettiberangebot und den
gesteigerten Energiebedarf der Fettleber und damit einer Dekompensation der
Mitochondrien mit anschlieBender hepatischer Insulinresistenz  und einer
mitochondrialen  Oxidation mit nachfolgenden Schaden an Mitochondrien

entgegenwirken.
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