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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Definition und Diagnosekriterien des Diabetes mellitus

Der Begriff Diabetes mellitus bezeichnet durch chronische Hyperglykdmie charak-
terisierte Stoffwechselstorungen. Ursache ist entweder eine gestorte Insulinsekre-
tion, eine verminderte Insulinwirkung oder eine Kombination aus beiden Faktoren
(American Diabetes Association, 2014). Chronische Hyperglykdmie begiinstigt dabei
eine Diabetes-spezifische Mikroangiopathie, die zu Folgeerkrankungen wie Retino-
pathie, Nephropathie oder Neuropathie fiihren kann. Ist die Konzentration der
vendsen Gelegenheits-Plasmaglukose hoher als 199 mg/dl oder die Niichtern-
blutglukose im vendsen Plasma héher als 125 mg/dl, wird die Diagnose Diabetes
mellitus gestellt. Die Nichternblutglukose-Konzentration setzt sich zu 95% aus der
durch die Leber und zu 5% aus der durch die Nieren freigesetzten Glukose
zusammen. Ein weiteres Diagnosekriterium ist der 2-Stunden-Wert der Blutglukose-
konzentration nach einem oralen Glukose-Toleranztest, der bei Diabetes mellitus
mehr als 199 mg/dl betrdgt. Der HbAlc-Wert, der den mittleren Plasma-
glukosespiegel der letzten zwolf Wochen darstellt und zur Verlaufskontrolle einer
Diabetes-Therapie eingesetzt wird, kann ebenfalls als Diagnosekriterium verwendet
werden. Liegt der HbAlc-Wert hoher als 6,5%, lasst dies auf einen Diabetes mellitus
schliefen, wahrend ein Wert zwischen 5,7 und 6,5% Personen mit erhéhtem

Diabetesrisiko identifiziert (American Diabetes Association, 2014).

1.2. Epidemiologie des Typ 2 Diabetes mellitus

Mindestens 5% der deutschen Bevoélkerung leiden an manifestem Typ 2 Diabetes

mellitus. Dieser hat in der Bevélkerungsgruppe der 55- bis 74-Jahrigen bereits eine
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Pravalenz von bis zu 18%. In Deutschland wird, wie auch weltweit, seit Jahrzehnten
ein stetiger Anstieg der Inzidenz des Typ 2 Diabetes mellitus beobachtet, wahrend die
Zahl der Betroffenen jahrlich um 5% zunimmt (Giani et al., 2004; Rathmann et al,,

2009).

1.3. Glukosehomoostase

Die Aufrechterhaltung der Glukosehomdostase innerhalb eines engen physiologi-
schen Bereichs unterliegt der Regulierung durch die Hormone Insulin und Glukagon
sowie der kontinuierlichen Registrierung der Blutglukosekonzentration durch spezifi-
sche Rezeptoren (Glukose-Sensoren), die sich auf den glukosesensiblen Alpha- und
Beta-Zellen der Langerhans-Inseln im Pankreas befinden (Hers, 1990; Saltiel, 2016).
Dadurch werden sowohl Insulin- als auch Glukagonsekretion eng an den Glukose-
stoffwechsel gekoppelt. Fir die Aufrechterhaltung der normalen Blutglukosespiegel
ist ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen Insulinsekretion und Insulinwirkung not-
wendig. Gehirn und Erythrozyten decken ihren Energiebedarf ausschlieflich Gber
Glukose, sodass ein dauerhafter basaler Glukosebedarf besteht, der laufend gedeckt
werden muss. Die Glukoseaufnahme in diesen Organen erfolgt Insulin-unabhangig.
Glukose wird in nlichternem Zustand nur in der Leber (mittels Glukoneogenese und
Glykogenolyse) und geringfligig in der Niere (mittels Glukoneogenese) produziert und
von dort ins Blut abgegeben. Wichtige Substrate fiir die Glukoneogenese sind Gly-
zerin, die Aminosauren Alanin und Glutamin (aus dem Protein- und Fettstoffwechsel)
sowie Laktat (aus Muskelglykogen und Glukose). Dabei gleicht die Rate, mit der Glu-
kose in das Plasma freigesetzt wird, derjenigen Rate, mit der Glukose aus dem Plasma

aufgenommen wird.
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1.3.1. Pankreas

Das Pankreas ist sowohl eine exokrine als auch eine endokrine Driise. Im exokrinen
Anteil wird ein Verdauungssekret produziert, das aus Bikarbonat, Proteasen, Lipasen,
Glykosidasen und Nukleasen besteht. Der endokrine Bereich des Pankreas besteht
hingegen aus etwa einer Million Langerhans-Inseln, die homogen (iber das gesamte
Pankreas verteilt sind. In diesen Zellaggregaten sind drei verschiedene Zelltypen
nachweisbar. Etwa 20% der Inselzellen sind sogenannte Alpha-Zellen, die fiir die
Glukagonbiosynthese verantwortlich sind. 70 - 80% der Inselzellen hingegen sind
Insulin-produzierende Beta-Zellen. Die Beta-Zellen befinden sich im Zentrum der
Langerhans-Inseln und werden arteriell optimal versorgt, wodurch eine schnelle
Registrierung der Blutglukose-Konzentration gewadhrleistet wird. Etwa 7% der
Inselzellen entfallen auf die sogenannten Delta- und PP-Zellen. Delta-Zellen bilden

Somatostatin, wahrend PP-Zellen fiir die Polypeptidbildung verantwortlich sind.

1.3.2. Insulin und C-Peptid

Insulin ist ein 5,8 kDA groBes Proteohormon. Es besteht aus einer A-Peptidkette
(21 Aminosauren) und einer B-Peptidkette (30 Aminosauren). Beide Ketten werden
durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden. Eine weitere Disulfidbriicke
befindet sich innerhalb der A-Kette und stabilisiert die Raumstruktur des Insulins

(Abb. 1).
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Proinsulin

Insulin l

Abb. 1 Struktur von Proinsulin und Insulin.

Die Insulinbiosynthese erfolgt in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten. Zunachst
wird das Praproinsulin in den Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums
der Beta-Zellen durch Bindung der Transkriptions-Faktoren an die DNA des Insulin-
Gens synthetisiert. Mit Hilfe des Signalpeptids gelangt das Exportprotein in das
Lumen des endoplasmatischen Retikulums. Dort erfolgt die Abtrennung des Signal-
peptids, sodass Proinsulin entsteht. Es besteht aus einer A- und einer B-Kette, sowie
einem C-Peptid. Durch Aktivierung von Prohormon-Konvertasen wird das C-Peptid
entfernt und so Insulin gebildet. Im Golgi-Apparat bilden sich Sekretgranula, in denen
Insulin und C-Peptid in einem dquimolaren Verhaltnis enthalten sind. Die C-Peptid-
Konzentration im Plasma entspricht somit der Insulin-Konzentration im Plasma. Diese
Erkenntnis ist in der Diabetologie von klinischer Bedeutung, da durch eine spezifische
immunologische Bestimmung der C-Peptid-Konzentration im Plasma ein Rickschluss
auf die korpereigene Restsekretion von Insulin moglich ist. Glukose ist der wichtigste
Faktor fiir die Expression des Insulingens. Die Erhohung der Glukose-Konzentration

im Plasma fuhrt zu einem raschen Wiederauffullen der intrazellularen Insulinvorrate

4
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in den Beta-Zellen. Andererseits hemmt eine erhdohte Insulinkonzentration die Ex-

pression des Insulingens.

Beta-Zelle des Pankreas

Glukose

Synthese

im Endoplasmatischen Retikulum

Bildung von Granula
im Golgi-Apparat

+

ATP-abhangiger
Kalium-Kanal

Exozytose

(Depolarisation | Insulin

Kalzium-Kanal

Abb. 2 Mechanismus der Insulinsekretion (GLUT-2 = Glukose-Transporter 2; ADP =
Adenosindiphosphat; ATP = Adenosintriphosphat).

Die Glukose-stimulierte Insulinsekretion beginnt bei einer Glukose-Konzentration von
2 - 3 mmol/l (45 mg/dl) und nimmt bis zu einer Konzentration von 15 mmol/I
(270 mg/dl) zu. In Abhangigkeit von der Blutglukose-Konzentration wird Uber das
Glukosetransportprotein GLUT-2 Glukose in die Beta-Zellen aufgenommen. Nach-
folgend wird die Glukose durch Glukokinase zu Glukose-6-Phosphat phosphoryliert.
Durch die Verstoffwechselung des Glukose-6-Phosphats in der Glykolyse entsteht
ATP. Die in der Plasmamembran der Beta-Zellen vorhandenen ATP-abhangigen
Kalium-Kandle werden gehemmt und dadurch eine Depolarisation der Zelle ausge-
16st. Durch die Offnung der spannungsabhingigen Kalziumkanile wird die Kalzium-

konzentration in den Beta-Zellen erhoht. Der Anstieg der zytosolischen Kalzium-

5
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konzentration ist Ausloser fiir die gesteigerte Exozytose der Beta-Granula sowie der
Insulinsekretion (Abb. 2). Das durch Exozytose der Beta-Granula freigewordene Insu-
lin bindet schliellich an spezifischen Insulinrezeptoren auf den Zielzellen. Hauptziel-

gewebe fir Insulin sind Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe.

Der Insulinrezeptor ist ein tetrameres integrales Membranprotein, das aus je zwei
identischen Untereinheiten (a232) besteht. Die Verknlpfung der einzelnen
Untereinheiten erfolgt durch Disulfidbriicken. Die beiden Alpha-Untereinheiten
befinden sich auRerhalb der Membran und sind fiir die Insulinbindung verant-
wortlich. Die integrierten Beta-Untereinheiten sind Rezeptor-Tyrosinkinasen. Durch
Bindung des Insulinmolekiils an die extrazellular gelegenen Alpha-Untereinheiten
kommt es zu einer Konformationsanderung im Rezeptor, und die zytosolischen
Anteile der Beta-Untereinheiten werden aktiviert. Es folgt die Autophosphorylierung
der Beta-Untereinheiten an den Tyrosinresten. Kommt es zur Phosphorylierung des
Tyrosin-960, wird eine Bindungsstelle fir Insulinrezeptorsubstrat-1 geschaffen.
Anschliefend erfolgt die Bindung von Insulinrezeptorsubstraten (IRS-1, -2, -4) an die
Phosphotyrosine des Insulinrezeptors. Durch Phosphorylierung der Tyrosinreste der
Insulinrezeptorsubstrate werden neue Bindungsstellen fiir weitere Proteine wie
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3K) und Growth Factor Receptor Bound 2 (GRB-2)
generiert. In Folge werden zahlreiche Lipid- und Proteinkinasen aktiviert und dadurch
insulinspezifische Vorgange wie die Glukoseaufnahme sowie die Glykogensynthese
gestartet (Abb. 3). Die Bindung der PI-3K fiihrt zur Aktivierung des Membran-
phospholipids Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PI-3,4,5-P3), das nun zwei
weitere Enzyme binden kann. Die Phosphoinositide-dependent Kinase (PDK) wird
durch Bindung aktiviert und phosphoryliert dadurch Proteinkinase B (PKB, AKT), die
zur Aktivierung ebenfalls an das Membranphospholipid gebunden sein muss. PKB
fihrt zu einer Translokation des GLUT-4. Sie inaktiviert zwar die Glykogen-
synthasekinase-3 (GSK-3), aktiviert jedoch die Phosphodiesterase-3B (PDE-3B) und

erhoht so die intrazellulare cAMP-Konzentration. Darliber hinaus wird auch Phospho-
6
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fructokinase-2 (PFK-2) durch die PKB aktiviert und die Glykolyse gestartet. Die
Bindung von GRB-2 schlieBlich fiihrt zur Anderung der Genexpression (Abb. 3).

Insulin

Insulin-Rezeptor

e - g

[ 6LUT-4-Translokation |

v !

Genexpression | | Glukoseaufnahme Glykogensynthese || Intrazelluldres || Glykolyse
cAMP1

@

Abb. 3 Intrazelluldre SignallUbertragung des Insulins.

IRS-1, -2, -4: Insulinrezeptorsubstrat-1, -2, -4. Tyr-P: Phosphotyrosin des Insulinrezeptors. PI-3K:
Phosphatidylinositol-3-Kinase. = GRB-2: Growth Factor Receptor Bound 2. PI-3,4,5-Ps:
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat. PDK: Phosphoinositide-dependent Kinase. PKB: Protein-
kinase B. GLUT-4: Glukosetransporter-4. GSK-3: Glykogensynthasekinase-3. PDE-3B: Phospho-
diesterase-3B. PFK-2: Phosphofructokinase-2.

1.3.3. Glukose-Transport

In vielen Zielzellen kann der Glukose-Transport durch Insulin gesteigert werden. Die
Aufnahme von Glukose erfolgt hier durch zellspezifische Carrier-Proteine. In Darm-
und Nierenepithelzellen erfordert die Glukose-Absorption aus der Nahrung bzw. die
Rickresorption aus dem Urin einen ATP-abhdngigen Natrium-Glukose-Cotransporter.

Fir die Aufrechterhaltung des Natriumgradienten ist die Natrium-Kalium-ATPase
7
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verantwortlich. Alle anderen Korperzellen besitzen verschiedene spezifische, jedoch
ATP-unabhangige Glukose-Transporter. Der Glukose-Transport erfolgt dabei passiv

durch ein Konzentrationsgefalle aufgrund erleichterter Diffusion.

Es sind flinf sogenannte GLUT-Transporter bekannt, die zum Teil sehr unterschiedlich
aufgebaut sind. Sie bestehen aus zwolf transmembrandsen Abschnitten, die durch
sechs extra- und finf intrazellulare Schleifen miteinander verbunden sind. Die
differenten physikochemischen Eigenschaften der Transporter werden durch die
erste grolle extrazellulare Schleife sowie intrazelluldre amino- und carboxyterminale
Enden bestimmt. GLUT-1 ist typisch fiir Erythrozyten, kommt jedoch auch in fast allen
anderen Korperzellen vor und dient der basalen Nahrstoffversorgung der Zellen mit
Glukose. Die Expression von GLUT-1-Transportern steigt bei Hypoglykdamie, Zell-
teilung, Zellwachstum, Virusinfektionen und Stresssituationen. Typisch fiir die Leber
und die Beta-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ist der GLUT-2-Transporter.
Dieser weist eine geringe Affinitat zu Glukose auf, daher wird der maximale Transport
erst bei sehr hohen Glukose-Konzentrationen erreicht. Die Aufnahme der Glukose ist
dementsprechend proportional zur Glukose-Konzentration. Diese Eigenschaft ermog-
licht eine prazise Kontrolle der Insulinsekretionsrate. GLUT-4 ist hingegen in Muskel-
und Fettgewebe vorhanden. Hier steigt die Glukose-Transportrate durch Insulin
innerhalb weniger Minuten um den Faktor 15 bis 40. GLUT-4-Transporter sind in
zytoplasmatischen Vesikeln gespeichert. Die Bindung des Insulins an den Rezeptor
und die Aktivierung der oben beschriebenen Signaltransduktionskaskade fihrt zu
einer Annaherung der Vesikel an die Zellmembran und zu einer Integrierung ihrer
GLUT-4-Transporter mittels Exozytose. Auch die Synthese von GLUT-4 wird durch
Insulin induziert. Diese insulinabhdangigen Schritte werden Translokation genannt.
Insulinsekretion und Exozytose der Vesikel werden durch die Kalzium-Konzentration
reguliert. In der Skelettmuskulatur werden GLUT-4-Transporter auch insulinun-
abhangig durch eine erhohte intrazellulare Kalzium-Konzentration eingebaut und der

Muskel ist in der Lage zu kontrahieren (Li et al., 2007). Der im Gehirn vorherrschende
8
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Transporter GLUT-3 und der im Jejunum vorhandene GLUT-5 besitzen eine sehr hohe
Affinitat zu Glukose und weisen sowohl bei physiologischen als auch bei
hypoglykamischen Zustanden maximale Glukose-Transportraten auf.

Immer in der Zellmembran vorhanden sind die GLUT-2-Transporter. In Hepatozyten
beispielsweise aktiviert Insulin die sogenannte Hexokinase. Sie phosphoryliert
Glukose zu Glukose-6-Phosphat, sodass die intrazellulare Glukose-Konzentration im
Vergleich zur extrazelluldaren Konzentration niedrig bleibt und Glukose kontinuierlich
in die Zelle hineindiffundieren kann. Bei niedrigem Insulinspiegel wird die Glukose der
Hepatozyten mit Hilfe der GLUT-2-Transporter ins Plasma transportiert, um das
Glukosegleichgewicht aufrechtzuerhalten. Ist nicht genligend Glukose in der Zelle
vorhanden, wird diese aus Glykogen und Aminosauren synthetisiert. Dieser Vorgang,
der hauptsachlich in der Leber und in den Nieren stattfindet, wird als Gluko-

neogenese bezeichnet. Die Glukoneogenese kann durch Insulin gechemmt werden.

1.3.4. Glykogen und Glykolyse

In der Leber ebenso wie in der Muskulatur ist Glykogen die effiziente Speicherform
der Glukose. Allerdings entsteht beim Abbau von Muskelglykogen keine Glukose. Die
Glykogensynthese in der Leber erfolgt iber einen direkten Syntheseweg aus Glukose
und Uber einen indirekten Syntheseweg aus Glukose-6-Phosphat aus der oben be-
schriebenen Glukoneogenese.

Phosphofructokinase ist ein Enzym, das zum Abbau der Glukose fiihrt. Dieser Prozess
wird Glykolyse genannt und dient der Energiegewinnung. Die Glykolyse kann sowohl
unter anaeroben als auch aeroben Bedingungen ablaufen. Unter anaeroben
Bedingungen entsteht Lactat und ATP. Die Endprodukte der aeroben Glykolyse sind
Kohlenstoffdioxid und Wasser. Das durch die Glykolyse als Zwischenprodukt
entstehende Pyruvat wird durch den in den Mitochondrien vorhandenen
Pyruvatdehydrogenase-Komplex irreversibel oxidativ decarboxyliert, sodass Acetyl-

CoA entsteht. Dabei aktiviert Insulin den Pyruvatdehydrogenase-Komplex. Das Acetyl-

9
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CoA kann entweder in den Citratzyklus eingeschleust werden, wobei als Endprodukte
Kohlenstoffdioxid und Wasser entstehen, oder fir die Fettsdaurebiosynthese in Fett-
und Leberzellen genutzt werden. Durch die Fettsdaurebiosynthese und die an-
schlieBRende Veresterung mit Glycerin wird Triacylglycerin gebildet. Das Triacyl-
glycerin stellt die Speicherform von Fettsdauren dar. Insulin begiinstigt den Aufbau
dieser Speichermolekiile in den Fettzellen. Ein Uberschuss an Triacylglycerin wird als

Fetttropfchen im Fettgewebe gespeichert.

1.4. Langzeiteffekte von Insulin

Das von den Beta-Zellen sezernierte Insulin hemmt die Lipolyse im Fettgewebe,
steigert die Glukoseaufnahme in die Skelettmuskeln und hemmt die Glukosepro-
duktion in der Leber (Dimitriadis et al., 2011).

Im Fettgewebe induziert Insulin — wie in Kap. 1.3.4. beschrieben — die Expression von
Enzymen und Transportproteinen, die fiir die Glykolyse bzw. flr die Umwandlung von
Glukose in Pyruvat und anschlieBend Uber Acetyl-CoA in Fettsdauren essentiell sind
(Randle et al., 1963). Insulin ist wichtig fir die Aktivitat der Lipoproteinlipase, die fiir
die Aufnahme von Triacylglycerin aus VLDL (Very Low Density Lipoproteins) verant-
wortlich ist.

Wie bereits in Kap. 1.3.4. aufgeflihrt, induziert Insulin in der Leber die fir die
Glykolyse verantwortlichen Enzyme Glucokinase, Phosphofructokinase und Pyruvat-
kinase (Sillero et al., 1969). Die Glukoneogenese stellt prinzipiell die Umkehr der
Glykolyse dar. Die Biosynthese der Glukoneogenese-spezifischen Schliisselenzyme
wie Pyruvatcarboxylase, Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, Fructose-1,6-Bisphos-
phatase und Glukose-6-Phosphatase wird durch Insulin somit gehemmt (Weber et al.,
1965).

In den Skelettmuskeln erhoht Insulin die Rate der Glukoseaufnahme hauptsachlich

durch Stimulation der Translokation von GLUT-4-Isoformen aus dem Zellinneren
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Richtung Zelloberflache (Shepherd and Kahn, 1999). Insulin steigert darliber hinaus
die Transportrate einiger Aminosauren in das Gewebe und somit auch die Rate der
Proteinsynthese in Muskeln, Fettgewebe, Leber und anderen Organen (Dimitriadis et

al., 2011).

1.5. Insulinresistenz

Von Insulinresistenz spricht man, wenn die Sensitivitat fir Insulin an den Zielorganen
Fettgewebe, Leber und Muskel herabgesetzt ist (Zeyda and Stulnig, 2009). Die Insulin-
resistenz fihrt durch verminderte Suppression der endogenen Glukoseproduktion
(EGP) zu chronischer Hyperglykdmie sowie zu geringerer postprandialer Glukose-
aufnahme in den Skelettmuskelzellen. Zudem wird die Insulinresistenz u.a. durch eine
vermehrte Verflgbarkeit von Triacylglycerin aus der Nahrung, aus der Leber und
durch reduzierte Lipolyse-Hemmung im Fettgewebe induziert.

Ist die Konzentration freier Fettsduren erhoht, werden Glukosetransport und/oder
Phosphorylierung gehemmt. Daraus folgt sowohl eine Abnahme der Glukose-
oxidationrate als auch der Glykogensyntheserate im Muskel (Roden et al., 1996).
Dariber hinaus fihrt Insulinresistenz zu einer geringeren Fahigkeit des Insulins, den
Glukosemetabolismus im peripheren Gewebe anzuregen bzw. die hepatische Gluko-
seproduktion zu beeinflussen (Kahn, 1994).

Die Wirkung des Insulins wird auf zellularer Ebene lber die Bindung am Insulin-
rezeptor vermittelt, woraufhin verschiedene Signalproteine aktiviert werden. Bei
einer Insulinresistenz kommt es vor allem bei diabetischen Patienten mit manifester
Nichternhyperglykdamie zu einem Post-Rezeptor-Defekt, durch den beispielsweise die
Phosphoinositol-3-Kinase- oder PKB-Aktivitat herabgesetzt wird (Krook et al., 1998).
Die Insulinsensitivitat von Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber unterscheidet
sich. Die Insulinsensitivitdit der Skelettmuskulatur spielt vor allem fir die post-

prandiale Glukoseverwertung eine zentrale Rolle, da die Skelettmuskulatur fir ca.
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80% der postprandialen Glukoseverwertung verantwortlich ist (DeFronzo et al., 1981;
Shulman et al., 1990).

Im Fettgewebe ist bei einer Insulinresistenz die Lipolyse trotz hoher Insulinspiegel
nicht unterdriickt. Demzufolge steigt die Konzentration der zirkulierenden freien
Fettsdauren an. Also wird die Menge der von den Hepatozyten aufzunehmenden
freien Fettsduren und Glukose durch die Insulinresistenz von Adipozyten und
Myozyten deutlich erhéht (Dancygier, 2006).

In der Leber werden nicht alle insulinsensitiven Vorgange gleichermalien beeinflusst:
Die hepatische Lipogenese ist trotz Insulinresistenz gesteigert, wahrend sowohl die
Oxidation der freien Fettsdauren als auch die Glukoneogenese (iberaktiviert sein
konnen (Horton et al., 2002). Des Weiteren wird die Synthese von Apolipoprotein
B 100 und damit der VLDL-assoziierte Lipidtransport aus den Hepatozyten durch eine
chronische Hyperinsulindamie vermindert. Dies flhrt, bei gleichzeitiger Hemmung der
Triacylglycerinsekretion als VLDL, zu einer Zunahme der hepatischen Triacylglycerin-

synthese (Charlton et al., 2002).

1.6. Ursachen der Insulinresistenz

Eine Insulinresistenz kann sowohl durch genetische als auch erworbene Faktoren
verursacht werden (Rathmann et al.,, 2013). Genetisch determinierte Zustande sind
Insulinrezeptormutationen oder Rezeptormangel. Selten kdnnen vorhandene Anti-
korper gegen den Insulinrezeptor ebenfalls Insulinresistenz verursachen.

Insulinresistenz, die im Rahmen einer Manifestation des Typ 2 Diabetes mellitus bei
Adipositas auftritt, ist in hohem Malie mit der Zunahme des Korperfettanteils,
Adipokinen, Inflammation, Hyperglykamie und freien Fettsdauren assoziiert. Eine
erhohte Konzentration von freien Fettsdauren, die durch fehlende Hemmung der

Lipolyse verursacht wird, kann ebenso wie ein hoher Lipidanteil in den Muskelzellen

12



Einleitung

die Insulinresistenz im Skelettmuskel begiinstigen (Boden and Chen, 1995; Boden et
al., 1994; Boden et al., 1991).

Eine erhdhte Konzentration freier Fettsduren kann auch die Folge von Ubergewicht
sein (Bjorntorp et al., 1969). Dabei korreliert der Body-Mass-Index (BMI) mit der
Starke der Insulinresistenz (Bogardus et al., 1984).

Bei einer Insulinresistenz kommt es zu einer verminderten Autophosphorylierung der
Beta-Untereinheiten an den Tyrosinresten des Insulinrezeptors. Dem zu Folge werden
weniger Bindungsstellen fir Insulinrezeptorsubstrate geschaffen und dies bewirkt
eine verringerte Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-Kinase.

Die Insulinresistenz in Skelettmuskulatur fiihrt neben der verminderten Glukosephos-
phorylierung und Glykolyse zu einer reduzierten Glucoseoxidation und einer einge-
schrankten Glykogensynthese. Durch eine verminderte Aktivitat der postrezep-
torischen Signaltransduktionskaskade wird die Synthese von GLUT-4- und GLUT-12-
Rezeptoren und somit auch die Glukoseaufnahme in die Muskelzelle gesenkt.

Diese verminderte Glukoseaufnahme fiihrt kompensatorisch zu hoheren Insulin-
Konzentrationen im Blut. Der Muskel besitzt eine metabolische Flexibilitdt und ist in
der Lage, die bendtigte Energie aus freien Fettsduren zu beziehen, damit die
Glukosezufuhr zum Gehirn gewahrleistet werden kann (Abdul-Ghani and DeFronzo,
2010).

Fettgewebe ist als endokrines Organ in der Lage, sowohl das Insulin-sensitivierende
Hormon Adiponectin als auch den Antagonisten Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha
(TNF-a) zu produzieren (Cawthorn and Sethi, 2008). Die Zunahme an viszeralem Fett,
FettzellgroBe und Fettsdaurenakkumulation fiihrt bei Ubergewichtigen Menschen zu
einer gesteigerten Sekretion von TNF-a, das die Weiterleitung des Insulinsignals
bereits am Rezeptor hemmt. Diese Hemmung wird durch die verringerte Phos-
phorylierung des IRS-1 hervorgerufen. Fettgewebe produziert ein weiteres Hormon
namens Resistin, das eine Insulinresistenz im Muskel und in der Leber induzieren
kann (Cawthorn and Sethi, 2008). Mit zunehmender Fettmasse steigt die Sekretion

von TNF-a und Interleukin-6. Dadurch vermindert sich die Adiponectinproduktion der
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Adipozyten (Liu et al., 2008). Die Wirkung des Adiponectins beruht auf der Akti-
vierung der wiederum AMP aktivierenden Proteinkinase und fihrt zur Erhéhung der
Insulinsensitivitat im Muskel und in der Leber. Des Weiteren stimuliert es die Insu-
linsekretion der Beta-Zellen. Adiponectin steigert die Glukoseverwertung im Muskel
und den hemmenden Effekt des Insulins auf die Glukoneogenese. Zusatzlich senkt
Adiponectin die Konzentration der freien Fettsauren im Plasma sowie die Triacyl-

glycerin-Akkumulation im Muskel und in der Leber (Mirza et al., 2012).

1.7. Messung der Insulinresistenz

Um die individuelle Insulinresistenz ermitteln zu kénnen, wird die Insulinsensitivitat
gemessen. Diese kann durch verschiedene Methoden detektiert werden, die sich vor
allem hinsichtlich des Aufwandes und der Komplexitat unterscheiden. Die Insulin-
sensitivitat wird bei der in dieser Arbeit angewandten Methode, dem hyperinsulin-
amisch-euglykamischen Clamp, in einem Steady State-Zustand ermittelt. Ein Steady
State ist dann erreicht, wenn die EGP oder die exogene Glukosegabe im Gleich-
gewicht mit der Glukoseverwertung steht (Roden, 2007).

Zur Abschatzung der Insulinsensitivitat kann ein Surrogat der Insulinresistenz im
Nichternzustand mit Hilfe eines mathematischen Modells berechnet werden: Der
HOMA-Index (Homeostasis Model Assessment) lasst sich aus dem Produkt der
Nuchternblutglukose- und Nichterninsulin-Konzentration dividiert durch die Kon-
stante k = 22,5 berechnen (Matthews et al., 1985). Der logarithmierte Kehrwert des
HOMA-Index mit dem Wert 1 fiir die Konstante k = 1 wird QUICKI (Quantitative
Insulin Sensitivity Check Index) genannt (Katz et al., 2000). Der Insulinsuppressions-
Test stellt eine weitere Form der quantitativen Insulinsensitivititsmessung dar. Bei
diesem Test wird die endogene Insulinproduktion durch eine kontinuierliche
Somatostatin-Infusion gehemmt. Es werden bestimmte Insulin-Konzentrationen,

kombiniert mit variierenden Glukose-Konzentrationen, intravenos verabreicht und
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dabei ein Steady State, d.h. eine konstante Blutglukose-Konzentration, gehalten. Je
héher die Blutglukose-Konzentration im Steady State, desto ausgepragter die Insulin-
resistenz (Roden, 2007). Die Ermittlung der Insulinsensitivitat kann auch Gber dyna-
mische Tests wie dem oralen oder intravenésen Glukose- und Insulintoleranztest
erfolgen. Durch eine orale Glukosegabe steigt die Blutglukose-Konzentration in der
ersten Stunde an. Unter physiologischen Bedingungen sollte die gestiegene Konzen-
tration dann innerhalb von zwei bis drei Stunden wieder absinken (Roden, 2007).
Beim intraventsen Glukosetoleranztest wird eine berechnete Glukosemenge intra-
vends verabreicht. Durch Blutprobenentnahmen nach der Injektion werden die
Glukose- und Insulin-Konzentrationen gemessen (Roden, 2007). Via Insulintoleranz-
test kann die Insulinsensitivitat nach einer exogenen Insulininjektion tGber das Aus-
maR der fallenden Blutglukose-Konzentration bestimmt werden (Roden, 2007). Die
oben dargestellten, technisch unkomplizierten Methoden sind dennoch nicht in der
Lage, die Effekte verschiedener gleichzeitig ablaufender aktiver Prozesse zu ermitteln
(Roden, 2007). Der Goldstandard fir die Messung der Ganzkoérperinsulinsensitivitat
ist daher der hyperinsulinamisch-euglykamische Glukose-Clamp, da dieser in hohem
Mafd reproduzierbar ist (DeFronzo et al., 1979; Del Prato, 1999; Ferrannini and Mari,
1998).

Im Jahr 1966 wurde der hyperinsulindmisch-euglykdamische Clamp von Andres et al.
entwickelt (Andres et al., 1966). Die Weiterentwicklung und Beschreibung der
Technik erfolgte dann durch DeFronzo und Mitarbeiter im Jahr 1979 (DeFronzo et al.,
1979). Der Clamp beginnt grundsatzlich nach Einhaltung einer 12-stiindigen Nah-
rungskarenz. Ein hyperinsulinamischer Zustand wird erreicht, indem eine konti-
nuierliche Insulininfusion (z. B.: 40 mU Insulin/min/m? Korperoberflache) verabreicht
wird (DeFronzo et al., 1979).

Eine durch den hyperinsulindmisch-euglykamischen Clamp hervorgerufene hohe In-
sulinkonzentration im Blut sollte durch negative Rickkopplung zur Hemmung der
Insulinsekretion in den Beta-Zellen fiihren, wobei dieser Effekt im Rahmen einer

Insulinresistenz abnimmt. Ebenfalls wichtig zu berlcksichtigen ist, ob durch die
15



Einleitung

Insulin-Infusion die EGP in der Leber vollstindig gehemmt werden kann, oder ob
durch eine (hepatische) Insulinresistenz die hepatische Glukoseabgabe lediglich redu-
ziert wird (siehe auch Kap. 2.5.7.). Der hyperinsulinamische Zustand verursacht eine
starke Insulinwirkung an den insulinsensitiven Organen und entkoppelt somit die
Rickschleife zwischen der Blutglukosekonzentration und der endogenen Insulin-
sekretion (Bergman et al., 1985). So wird die hepatische Glukoneogenese, aus der
95% der Nichternblutglukose entsteht, stark gehemmt. Die Glukoseverwertung in
der Peripherie und vor allem in der Muskulatur steigt jedoch stark an. Diese beiden
Effekte verursachen eine Hypoglykamie. Der hyperinsulindamisch-euglykamische
Clamp beabsichtigt aber keine Hypoglykdamie, sondern strebt einen euglykamischen
Zustand an. Das heiRt, dass in diesem Fall eine konstante Blutglukosekonzentration,
die der normalen Nichternblutglukosekonzentration entspricht, eingestellt werden
muss. Durch eine angepasste exogene Glukoseinfusion kann das Absinken der
Blutglukosekonzentration wahrend des hyperinsulindmischen Clamps verhindert
werden. Dabei entspricht im Steady State die applizierte Glukosemenge der von den
Zielorganen insulinabhangig verwerteten Glukosemenge. Das heildt, dass die aus dem
Plasma verwertete Glukose durch eine exogene Glukosegabe ersetzt wird und so eine
konstante Glukosekonzentration wahrend des Versuchs aufrechterhalten werden
kann. Dazu wird den Probanden zur Messung der Glukosekonzentration in einem
Finf-Minuten-Intervall Blut entnommen und die Glukoseinfusionsrate an diesen
Wert angepasst. Die Anpassung der Glukoseinfusionsrate wird entweder empirisch
ermittelt, oder mit Hilfe einer Software, die den entsprechenden Korrektur-Algo-
rithmus berlcksichtigt.

Der Insulin-induzierte Glukosemetabolismus lasst sich grundsatzlich in einen oxida-
tiven und einen nicht-oxidativen Glukose-Stoffwechselweg einteilen. Die Glykogen-
synthese stellt dabei den nicht-oxidativen Stoffwechselweg dar und deren Rate wird
vor allem in der Skelettmuskulatur unter hyperinsulindmischen Bedingungen erhoht
(Shulman et al.,, 1990). Eine Insulinresistenz verursacht eine verminderte Insulin-

induzierte Glykogensynthese in der Muskulatur. Denn die Glykogensyntheserate im
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Muskel ist bei einem gesunden Menschen 2,4-mal hoher als bei einem Patienten mit
Typ 2 Diabetes mellitus (Ekberg et al., 1999; Roden et al., 1996; Shulman et al., 1990).
Die korpereigene Glukoseproduktion erfolgt hauptsachlich in der Leber (Ekberg et al.,
1999). Sie wird durch eine erhéhte Glukagonkonzentration in den hepatischen
Sinusoiden angeregt und bei hoher Insulinkonzentration gehemmt (Cherrington,
1999). Auch wahrend des hyperinsulinamisch-euglykdmischen Clamps sorgt die
Hyperinsulinamie flr eine Hemmung der Glukagonsekretion und fiir eine Hemmung
der korpereigenen Glukoseproduktion (Lewis et al., 1998; Prager et al., 1987). Die
Hohe der Insulin-Konzentration sowie die Insulin-Sensitivitat der Leber beeinflussen
die hepatische Glukoneogenese (Roden, 2007). Das von den Beta-Zellen des Pankreas
produzierte Insulin gelangt Uber die Vena portae in die Leber. Die Insulin-
Konzentration im portalen Kreislauf ist 2 bis 2,5-mal hoher als die Konzentration in
den peripheren Venen (Waldhéausl et al., 1982). Um die endogene Insulinproduktion
wadhrend des Clamps ermitteln zu koénnen, reicht die Messung der Plasma-
konzentration des C-Peptids aus, da die C-Peptid-Konzentration der endogenen
Insulin-Konzentration entspricht. Die Werte flir die C-Peptid-Konzentration sind hier
eher niedrig, denn das C-Peptid wird erst am Ende der wahrend des Clamps
gehemmten endogenen Insulinsynthese gebildet. Durch die gehemmte Insulin-
produktion des Pankreas wird der Gradient zwischen der Portalvene und der
peripheren Vene aufgehoben und die Insulin-Konzentrationen gleichen sich wahrend
des Clamps an (Roden, 2007).

Eine Insulin-Infusion mit einer Konzentration von 1 mU/kg Koérpergewicht kann die
hepatische Glukosesynthese um 98% senken (DeFronzo et al., 1983; Rizza et al.,
1981). Die EGP wird bereits bei niedrig dosierten Insulin-Infusionen reduziert, obwohl
die Insulin-Konzentration in den hepatischen Sinusoiden fast unverdandert bleibt
(Prager et al., 1987). Dieser Umstand lasst sich durch den extrahepatischen Effekt des
Insulins auf die Glukoneogenese erklaren. Denn die fir die Glukoneogenese
notwendige Bereitstellung der erforderlichen Substrate wie hepatisches Acetyl-CoA

aus der Peripherie wird insulininduziert gehemmt. Die indirekte Hemmung der
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Lipolyse im Fettgewebe erfolgt wahrend der Hyperinsulindmie auf gleiche Weise
(Giacca et al., 1999; Lewis et al., 1996; McCall et al., 1998; Roden, 2007). Kiirzlich
durchgefiihrte Untersuchungen konnten zeigen, dass der Hauptmechanismus, durch
den Insulin die hepatische Glukosesynthese unterdriickt, durch Reduktion von Acetyl-
CoA gesteuert wird, da wiederum die Lipolyse in weilem Fettgewebe supprimiert

wird (Perry et al., 2015).

1.8. Einfluss des Lebensstils auf die Insulinresistenz

Die Faktoren, die eine Insulinsresistenz beeinflussen kénnen, sind in der Regel mit
dem heutigen Lebensstil eng verbunden. Neben korperlicher Aktivitat und Stress
spielt die Erndahrung eine fihrende Rolle, sodass die primdre Therapie des Typ 2
Diabetes aus Erndahrungsumstellung und Steigerung der korperlichen Aktivitat
besteht. Denn korperliche Aktivitdit kann eine Insulinsensitivitdt entscheidend
modulieren: Bjérntorp et al. konnten beispielsweise eine Normalisierung erhohter
Insulinspiegel durch Ausdauertraining nachweisen (Bjorntorp et al., 1970). Abhdngig
von der Dauer und Intensitat der korperlichen Belastung wird die periphere
Glukoseverwertung gesteigert. Umgekehrt flihren Bewegungsmangel und ein
zunehmendes Alter zur Abnahme der Insulinsensitivitat (Coyle et al., 1992; Ebeling et
al.,, 1993; Ryan, 2000). Eine fettreiche und Uberkalorische Erndhrung mit wenigen
Ballaststoffen fuhrt langfristig ebenso zu Fettleibigkeit und verschlechtert die Insulin-
sensitivitat zusatzlich. Von groRer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang jedoch
auch die Korperfettverteilung, denn ein stammbetonter Fettverteilungstyp korreliert
deutlich haufiger mit einer Insulinresistenz (Chan et al., 1994). Einzelne Studien konn-
ten zeigen, dass bereits geringes Ubergewicht die Insulinsensitivitdt verschlechtern
kann. Es konnte beispielsweise bei einem Koérpergewicht von circa 40% (ber dem
Idealgewicht eine Abnahme der peripheren Glukoseverwertung um 30 bis 40%

beobachtet werden (Golay et al., 1988). Eine Erndahrungsumstellung auf ballaststoff-
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und kohlenhydratreiche Nahrung mit mehrfach ungesattigten Fetten kann hingegen
die Insulinsensitivitat positiv beeinflussen (Anderson and Ward, 1978; Brunzell et al.,

1971; Fukagawa et al., 1990).

1.9. Ziel der Arbeit und Hypothese

Epidemiologische Analysen der Potsdamer EPIC-Studie, aus denen der Deutsche Dia-
betes-Risiko-Score (DRS) erstellt wurde, haben unter anderem gezeigt, dass bei regel-
maRigem Vollkorngetreideballaststoff- und Kaffeekonsum das Risiko, an Typ 2 Dia-
betes mellitus zu erkranken, geringer war (Schulze et al., 2007). Bei regelmaRigem
Konsum von rotem Fleisch war das Risiko fir Typ 2 Diabetes mellitus hingegen erhéht
(Schulze et al., 2007). Auf diesen Daten basierend, wurden im Rahmen der DDIET-
STUDIE (Deutsche Diabetes-Diat-Interventions- und Energierestriktions-Studie), auf
die sich diese Arbeit bezieht, die Auswirkungen von zwei verschiedenen Erndahrungs-
modifikationen auf den primdren Zielparameter der Ganzkorperinsulinsensitivitat
sowie den sekundaren Zielparameter der hepatischen Insulinsensitivitat verglichen.

In Anlehnung an die epidemiologischen Analysen der Potsdamer EPIC-Studie sowie
weitere Interventionsstudien, die einen positiven Einfluss auf die Ganzkorper- bzw.
hepatische Insulinsensitivitat durch das regelmallige Konsumieren von Vollkornge-
treideballaststoffen und Kaffee bei Patienten mit Typ 2 Diabetes zeigten (Cowan et
al., 2014; Weickert et al., 2011), erwarteten wir einen signifikanten Anstieg der Ganz-
korper- sowie der hepatischen Insulinsensitivitat bei Ubergewichtigen Patienten mit
Typ 2 Diabetes und einem BMI >30 kg/m? nach einer achtwdchigen, moderat kalo-
rienreduzierten (-300 kcal pro Tag) getreideballaststoffreichen Erndhrungsinterven-
tion mit Kaffee und dem Verzicht auf rotes Fleisch, unabhangig von der Gewichtsre-
duktion. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden in der hier vorgestellten

randomisierten, kontrollierten Studie standardisierte Untersuchungen durchgefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1.

2.2.

Infusions- und Nahrlosungen

Isotonische Natriumchloridlosung 0,9% (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
Deutschland)

Insulin (Insuman Rapid® 40 |.E./ml Injektionslésung in einer Durchstechflasche,
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am Main)
D-[6,6-?H,]Glukoselésung (5 ml = 1 g D-[6,6-?H;]Glukose; 10 ml = 2 g D-[6,6-
’H,]Glukose, Profil Institut fir Stoffwechselforschung GmbH, Neuss,
Deutschland)

20%ige Glukoselosung (Glucose 20%, 100 ml, B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland)

Verbrauchsmaterialien

Blutbildrohrchen (BD Vacutainer® K2E 5,4 mg, Plus Blood Collection Tubes, REF
368499, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

Citratrohrchen (BD Vacutainer® 9NCO.129M, REF 353079, BD Belliver
Industrial Estate, Plymouth, UK)

Serumrohrchen (BD Vacutainer® SST™II Advance Plus Collection Blood Tubes,
REF 367955, BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK)

Urinrdhrchen (BD Vacutainer®, REF 364915, BD Vacutainer Systems
Preanalytical Solutions, Franklin Lakes, NJ, USA)

Urintransfereinheit (Vacutainer®, REF 364940, BD Vacutainer Systems

Preanalytical Solutions, Franklin Lakes, NJ, USA)
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Sterile Urinbecher mit Schraubverschluss (Sarstedt®, 100 ml, REF 75.562.105,
Sarstedt AG und Co. Medizin, Nimbrecht, Deutschland)

Weithalsflaschen mit Schraubverschluss (Nalgene®, 2000 ml, REF 215-7361,
Nalge Nunc International Corporation, NY, USA)

Monozytenrohrchen (Cellstar® Tubes, 15 ml, Cat.-No. 188271, Greiner Bio-One
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich)

Genrohrchen (PAXgene® Blood RNA tube, PreAnalytix, REF 762165,
Hombrechtikon, Schweiz)

Sicherheitsvenenpunktionsbesteck (Venofix® Safety, G21 (REF 4056520-01),
G23 (REF 4056510-01), G25 (REF 4056500-01), B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

One-Use, Non-Stackable Needle Holder (BD Vacutainer®, REF 364815, BD
Vacutainer Systems Preanalytical Solutions, Franklin Lakes, NJ, USA)

Multi Sample Luer Adapter (BD Vacutainer®, REF 367300, BD Belliver Industrial
Estate, Plymouth, UK)

Sicherheitsvenenverweilkanilen (Vasofix® Safety, 18G (REF 4268130S-01), 20G
(REF 4268113S-01), 22G (REF 4268091S-01), B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

Pflaster-Venenverweilkaniile (APPLICA 1.V., REF 66047717, Smith & Nephew
Medical, Hull, England)

Pflasterrolle (Leukofix®, 2,5 cm x 9,2 m, REF 46834-00, BSN Medical GmbH,
Hamburg, Deutschland)

Drei-Wege-Hahne (3-Way-Stopcock®, Fresenius Kabi AG, REF 8501722, Bad
Homburg, Deutschland)

Verschluss Drei-Wege-Hahn (Combi Stopper®, REF 4495101, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Blutlanzetten (Kendall, Monoject, Monolet Blood Lancets, REF 602018,

Tyco/Healthcare, Gosport, UK)
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Spritzen 1/2/5/10 ml (Injekt® Luer Solo, REF 1 ml 9166017V, REF 2 ml
4606027V, REF 5 ml 4606051V, REF 10 ml 4606108V, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen Deutschland)

BlutzuckermessgefaRe (Glucose-/Lactat-Hamolyselosung, REF 0209-0100-012,
EKF Diagnostik GmbH, Barleben/Magdeburg, Deutschland)

20 ul-Kapillare (Natrium-heparinisiert, EKF Diagnostik GmbH,
Barleben/Magdeburg, Deutschland)

Zellulosetupfer (Maicell® 4x5 cm, REF 72100, MaiMed® Medical, MaiMed
GmbH & Co KG, Neuenkirchen, Deutschland)

Handschuhe (MaiMed®-sensitiv, REF 74185, MaiMed GmbH & Co KG,
Neuenkirchen, Deutschland)

Desinfektionsspray (Cutasept® F, REF 976802, Bode Chemie Hamburg,
Deutschland)

Handedesinfektionsmittel (Manusept® basic, REF 975612, Bode Chemie
Hamburg, Deutschland)

Kanilenabwurf (Multisave, Sarstedt AG und Co. Medizin, Nimbrecht,
Deutschland)

Infusionsbesteck (Infudrop®, REF 2886312, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
Deutschland)

Infusomatleitung (Original Infusomat®-Leitung, REF 8700036T, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Perfusorleitung (Original Perfusor®-Leitung, REF 872269/0, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Perfusorspritze (Original Perfusor®-Spritze OPS, 50 ml Luer Lock, REF
8728810F, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Cryotubes fiir Blutproben (Cryovial® 1,2 ml (Art.Nr. 710511), 2,0 ml (Art.Nr.
710513), frei stehend, steril, Biozym Scientific GmbH, Hess, Oldendorf,

Deutschland)
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Probenrohrchen (1,5 ml, farblos, frei stehend, flir Schraubverschliisse, Art.Nr.
710020, Biozym Scientific GmbH, Hess, Oldendorf, Deutschland)

Cap-Insert fiir Biozym Cryovials, rot (Art.Nr. 710533), gelb (Art.Nr. 710534),
Biozym Scientific GmbH, Hess, Oldendorf, Deutschland)

Schraubverschluss fiir Probenréhrchen, violett (Art.Nr. 710716), gelb (Art.Nr.
710714), griin (Art.Nr. 710033), blau (Art.Nr. 710716), Biozym Scientific GmbH,
Hess, Oldendorf, Deutschland)

EKG-Elektroden (Ambu®, Blue Sensor UL, Single Patient Use ECG Electrodes,
REF VL-00-5/25, Ambu A/S, Ballerup, Danemark)

Double Size Electrodes for Bioelectrical Impedance Measurement (BIANOSTIC
AT®, Data Input GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Pico50-Réhrchen (2 ml, REF 956.552, Radiometer Medical ApS, Bronshoj,
Danemark)

Fluorid-Heparinat-Rohrchen (Sarstedt®, 1,3 ml, REF 41.1394.005, Sarstedt AG

und Co. Medizin, Nimbrecht, Deutschland)

Gerate und Software

Blutglukosemessgerat (EKF  Biosen C-Line, EKF Diagnostik GmbH,
Barleben/Magdeburg, Deutschland)

Infusomat (Infusomat® fm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
Perfusor (Perfusor® compact, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland)

Kaloriemetrie (Vmax™ Encore 29n, VIASYS Healthcare, Hochberg,
Deutschland)

Zentrifuge (Hettich Rotixa 50 RS, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Deutschland)
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Notebook (DELL Latitude E6500, Dell GmbH, Frankfurt, Deutschland)

Drucker (hp Laserjet CPI525n color, Hewlett-Packard GmbH, Bdblingen,
Deutschland)

Zeitmesser (Mesotron Quartz, Hanhart AG, Diessenhofen, Schweiz)
Schrittzahler und Software ,My Wellness Key” (Technogym Wellness &
Biomedical GmbH, Egelsbach, Deutschland)

EKG-Gerat (MAC™ 1600, GE Medical Systems, Information Technologies
GmbH, Freiburg, Deutschland)

Phasensensitives Monofrequenz-Impedanzanalysegerat Nutrigard-S (Data
Input GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Blutdruckmessgerat (OMRON 705 IT, REF 40 15672 10146, OMRON
Medizintechnik, Mannheim, Deutschland)

Kihlschrank (Liebherr Comfort, -20°C, Liebherr International AG, Bulle,
Schweiz)

Gefrierschrank (Thermo Scientific, -80°C, Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
USA)

Personenwaage (seca® Modell 920, Fabr. Nr. 905740, seca AG, Reinach,
Schweiz)

Laserdoppler-Messgerat (02C Lea Medizintechnik GmbH, Giellen,
Deutschland)

Dopplersonographie (En Virsor C HC, Phillips GmbH, Healthcare, Hamburg,
Deutschland)

Microsoft Office Professional Word 2010 und Excel 2010 (Microsoft®
Corporation, Redmond, WA, USA)

Erndhrungssoftware (PRODI® 5.8, Nutri-Science GmbH, Hausach, Deutschland)

GraphPad Prism Version 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
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2.4. Bestimmungsmethoden

2.4.1. Messung der Blutglukosekonzentration

Die Bestimmung der Blutglukose wurde mit einem Messgerat der Firma EKF durch-
gefuhrt und erfolgte mittels Hexokinase-Methode: Durch das Enzym Hexokinase
werden Hexosen und Adenosintriphosphat (ATP) zu Hexose-6-Phosphat und Adeno-
sindiphosphat (ADP) umgesetzt. Das entstandene Glucose-6-Phosphat wird in Gegen-
wart des Enzyms Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) und Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP*) zu D-Gluconat-6-Phosphat dehydriert. Gleich-
zeitig wird NADP* zu Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) reduziert
(Neeley, 1972). Die der D-Glukose aquivalente Stoffmenge NADPH kann mit Hilfe
eines Photometers bestimmt werden, da NADPH im Gegensatz zu NADP* bei 340 nm
ein Absorptionsmaximum besitzt. Um Messungenauigkeiten zu minimieren, wurden

Doppelbestimmungen durchgefiihrt und der jeweilige Mittelwert verwendet.

2.4.2. Messung der Konzentration der deuterierten Glukose

Die D-[6,6-2H,]Glukose wurde mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS)-Methode bestimmt. In einem ersten Schritt wurden die Proteine aus dem
Plasma entfernt. Im weiteren Verlauf wurden die endogen gebildete Glukose und die
exogen infundierte D-[6,6-?H;]Glukose zu Pentaacetat derivatisiert (Beylot et al.,
1993). Die Gaschromatographie-Massensprektrometrie quantifiziert beide Massen
und gibt diese als Atom Percent Enrichment (APE) aus. Nach Bestimmung der APEs
und unter Bericksichtigung der infundierten Menge an D-[6,6-2H,]Glukose wurde

schlieBlich die EGP ermittelt.
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2.4.3. Insulin und C-Peptid

Insulinkonzentrationen im Serum der Probanden wurden mittels Festphasen- und
Enzym-markierter Chemilumineszenz-immunometrischer Assays (Insulin Immulite®
2000; Verwendung nach Herstellerangaben; Siemens Packungsbeilage) bestimmt.
Die Festphase bestand aus Kugeln, die mit einem murinen monoklonalen Anti-Insulin-
Antikorper beschichtet waren. Die FlUssigphase bestand aus einem polyklonalen
(Schaf) und einem monoklonalen (Maus) Anti-Insulin-Antikdrper, die beide mit
alkalischer Phosphatase (Rind) konjugiert waren. Die Inkubationszeit betrug etwa
60 min. Das Insulin bildet in dieser Zeit einen Antikérper-Sandwichkomplex. Der Anti-
korper-Sandwichkomplex besteht dabei aus dem monoklonalen murinen Anti-Insulin-
Antikorper der Kugeln und dem enzymkonjugierten polyklonalen Schaf-Anti-Insulin-
Antikorper sowie dem enzymkonjugierten monoklonalen murinen Anti-Insulin-
Antikorper aus dem Reagenz. Ungebundene Bestandteile und Enzymkonjugate
wurden durch Waschschritte in der Zentrifuge entfernt. Abschliefend wurde dem die
Kugeln enthaltenden Reaktionsrohrchen Chemilumineszenz-Substrat hinzugefiigt und
proportional zum gebundenen Enzym nach etwa 65 min ein entsprechendes Signal
generiert. Eine Hamolyse sollte bei Abnahme der Proben fir die Insulin-Bestimmung
unbedingt vermieden werden, da diese zu falsch-niedrigen Ergebnissen fihren kann.
Fir die Bestimmung werden 100 ul Serum bendtigt. Die Proben kénnen bis zu drei
Monate bei -20°C gelagert werden.

C-Peptid-Serumkonzentrationen wurden mittels Festphasen- bzw. Zweiphasen- Che-
milumineszenz-immunometrischer Assays (C-Peptid Immulite® 2000; Verwendung
nach Herstellerangaben; Siemens Packungsbeilage) bestimmt. Die Festphase be-
stand hier aus Kugeln, die mit einem monoklonalen Maus-Anti-C-Peptid-Antikorper
beschichtet waren. Die Fllssigphase bestand aus einer alkalischen Phosphatase aus
dem Rind, die mit einem monoklonalen Maus-Anti-C-Peptid-Antikorper in Puffer-
l6sung konjugiert war. Probandenprobe, Reagenz und die beschichteten Kugeln

wurden fiir 30 min inkubiert. Wie beim Insulin bildet das C-Peptid wahrend der
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Inkubationszeit einen Antikérper-Sandwichkomplex, bestehend aus monoklonalem
Maus-Anti-C-Peptid-Antikdrper der Kugeln und Enzym-konjugiertem Maus-Anti-C-
Peptid-Antikorper aus dem Reagenz. Auch bei dieser Bestimmung wurden unge-
bundene Bestandteile und Enzymkonjugate durch einen Zentrifugationsschritt ent-
fernt, das Chemilumineszenz-Substrat dem die Kugeln enthaltenden Reaktionsréhr-
chen zugefligt und das proportional zum gebundenen Enzym gebildete Signal nach
ca. 35 min gemessen. C-Peptid-Proben kénnen etwa eine Woche bei -20°C gelagert

werden.

2.4.4. Freie Fettsauren

Die Bestimmung der nicht-veresterten (freien) Fettsauren (NEFA) im Serum erfolgte
mittels eines enzymatischen Farbtests (Wako® NEFA-HR; Verwendung nach Her-
stellerangaben; Wako Packungsbeilage). Unter Mitwirkung von Coenzym A (CoA)
und Adenosin-5-Triphosphat-Dinatriumsalz (ATP) werden NEFA in der Probe durch
das Enzym Acyl-CoA-Synthetase (ACS) zu Acyl-CoA, Adenosinmonophosphat (AMP)
und Phosphorsdure (PPi) umgesetzt. Das entstandene Acyl-CoA wird durch das Enzym
Acyl-CoA-Oxidase (ACOD) zu 2,3-trans-Enoyl-CoA und Wasserstoffperoxid umgewan-
delt. Unter der Wirkung von 3-Methyl-N-Ethyl-N-(B-Hydroxyethyl)-Anilin (MEHA) so-
wie 4-Aminoantipyrin (4-AA) entsteht in Anwesenheit von Peroxidase (POD) durch
oxidative Kupplung ein blau-violetter Farbkomplex. Die NEFA-Konzentration wurde

durch eine Absorptionsmessung dieser blau-violetten Farbung bestimmt.

2.5. Studiendesign

Bei der DDIET-Studie, aus der diese Arbeit entstanden ist, handelt es sich um eine
klinische, prospektive, kontrollierte, randomisierte und multizentrische Kurzzeit-
Erndhrungsinterventions-Studie mit zwei Untersuchungsarmen (Interventions-
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gruppen A (Hoch-Risiko-Gruppe, H-Risiko) und B (Niedrig-Risiko-Gruppe, N-Risiko)) an
Patienten mit der Neudiagnose des Typ 2 Diabetes mellitus.

Dafiir wurden die Probanden zufillig einer der beiden Erndhrungsinterventions-
gruppen zugeordnet, die in gleicher Weise kalorienreduzierte Kost bekamen. Die
Probanden der einen Gruppe verzichteten acht Wochen auf rotes Fleisch, sollten
jedoch taglich Kaffee und Getreideprodukte mit hohem vorgegebenen Getreide-
ballaststoffanteil konsumieren. Die Probanden der anderen Gruppe verzichteten auf
Kaffee und Produkte mit hohem Getreideballaststoffanteil, sollten aber taglich rotes
Fleisch in vorgegebener Menge zu sich nehmen.

Wahrend der zweiwoéchigen Vorbereitungsphase wurden die Probanden zwei Mal
wochentlich untersucht. Gemessen wurden der Blutdruck sowie Korpergewicht,
Bauch- und Hiftumfang. Die Versuchsteilnehmer protokollierten Menge und Art der
taglich konsumierten Nahrungszutaten sowie ihre tagliche korperliche Aktivitat. Vor
Beginn der Erndhrungsumstellung fand eine dreitagige Untersuchungsreihe statt, um
die Werte vor der Intervention zu erfassen. AnschlieBend begann die achtwdchige
Erndahrungsintervention. Wahrenddessen erfolgten im Rahmen von Visiten wochent-
liche Kontrollen der Diatadhdrenz mittels Analyse von Wiegeprotokollen, Blut- und
Urin-Untersuchungen sowie anthropometrischen Messungen. Nach Beendigung der
achtwochigen Ernahrungsintervention wurden die dreitdgigen Untersuchungen er-
neut durchgefiihrt, um die Werte nach erfolgter Erndhrungsumstellung zu bestim-
men.

Fir die Durchfihrung der Studie liegt eine Genehmigung der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich Heine Universitat Dusseldorf vor (Studiennum-

mer 3521).

2.5.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen der DDIET-Studie wurden Patienten im Alter zwischen 18 und 69 Jahren

mit neudiagnostiziertem Typ 2 Diabetes mellitus untersucht.
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Die Rekrutierung der Probanden erfolgte lber offentliche Aushange, Inserate in
Zeitungen, Veroffentlichung der Studie auf der Internetseite www.diabetes-heute.de,
niedergelassene Arzte, die Stoffwechselambulanz der Universititsklinik fiir Diabetolo-
gie und Endokrinologie des Universitatsklinikums Disseldorf sowie aus der German
Diabetes Center (GDC)-Studie am Deutschen Diabetes Zentrum in Disseldorf, die sich
als prospektive Langzeitstudie mit der Bedeutung von Biomarkern sowie weiteren
individuellen Faktoren zur Vorhersage und Behandlung Diabetes-assoziierter Folgeer-
krankungen bei Patienten mit neudiagnostiziertem Typ 1 bzw. 2 Diabetes befasst.

Die Probandeninformation wurde den interessierten potentiellen Probanden vorab
zugesandt und anschliefend ein Screening-Termin vereinbart. Beim Screening-Termin
wurden ein weiteres Mal Sinn und Durchfiihrung der Interventionsstudie erklart und
alle weiteren Fragen des Probanden beantwortet. Die Screening-Untersuchung
erfolgte erst nach Unterzeichnung der Einverstandniserklarung. Wahrend des
Screenings wurden sowohl eine umfassende medizinische Anamnese und Labor-
untersuchungen als auch eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt. Im Einzelnen
beinhaltete die Screening-Untersuchung Blutdruckmessungen, EKG, Bioimpedanz-
messung (BIA), Erfassung von KorpergroRe, Bauch- und Hiftumfang (jeweils in cm),
Gewicht (in kg) und die Berechnung des Body-Mass-Index (BMI) (in kg/m?). Des
Weiteren wurde eine Blutentnahme zur Bestimmung von Blutbild (Erythrozyten,
Leukozyten, Thrombozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC), HbAlc,
Kreatinin, Leberwerten (ALT, AST), y-GT, AP, Bilirubin, Laktatdehydrogenase (LDH),
Blutfettwerten (Triacylglycerin, HDL- und LDL-Cholesterin), Eisenspiegel, Transferrin-
sattigung, Ferritin und Schilddrisenhormonen (TSH, fT4) durchgefiihrt. Anhand des
Spontanurins wurde zusatzlich untersucht, ob beim Probanden eine Mikro-
albuminurie vorlag.

Um eventuell bestehende kardiale Erkrankungen erfassen zu kénnen, wurde ein
Ruhe-EKG (MAC™) geschrieben. Die Korperstellen fur die Platzierung der Elektroden
wurden mit Kontaktspray bespriiht, anschlielend erfolgte das Ansaugen der

Elektroden mittels Unterdruck. Das EKG wurde mit einer Amplitude von 10 mm/mV
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und einer Geschwindigkeit von 50 mm/s aufgezeichnet. Die Standardableitungen
nach Einthoven, die Extremitdatenableitungen nach Goldberger und die Brust-
wandableitungen nach Wilson wurden von einem Arzt ausgewertet. Bei der Aus-
wertung wurden Herzfrequenz, Rhythmus, Lagetyp, Erregungsbildung, -ausbreitung
sowie -Uberleitung beurteilt und in das Untersuchungsprotokoll eingetragen.

Mit Hilfe der bioelektrischen Impendanzanalyse (BIA) wurde die Kérperzusammen-
setzung erfasst. Zur Bestimmung der Fettmasse wurden insbesondere die fettfreie
Masse und der Gesamtwasseranteil gemessen. Die fettfreie Masse ist eine wichtige
Grolle bei der Berechnung der Insulinresistenz und zusatzlich fir den Vergleich der
interindividuellen Insulinresistenz in der Clamp-Untersuchung notwendig. Die Bioim-
pedanzmessung erfolgte mit Hilfe eines phasensensitiven Monofrequenz-Impedanz-
analysegerates. Gemessen wurde an niichternen Probanden. AuRerdem wurden die
Probanden gebeten, vor der Untersuchung die Blase zu entleeren. Um ein gleich-
malig verteiltes Blutvolumen zu erreichen, sollten sich die Patienten unmittelbar vor
der Messung auf die Untersuchungsliege legen. Nachdem die entsprechenden
Hautareale gereinigt worden waren, wurden vier Elektroden angebracht. Die Hand-
elektroden wurden auf Hohe des Ulnarkopfes und lber der Mitte der Grundgelenke
der Finger befestigt. Die FuRelektroden wurden zwischen Aulien- und Innenkndchel
sowie auf Hohe der Grundgelenke der Zehen aufgebracht. Wichtig ist dabei, dass der
Abstand der Elektroden mindestens 5 cm betragt. Wahrend der Messung wurde
sichergestellt, dass sich der Proband nicht bewegte, sich Arme und Beine auf
Korperhohe befanden und der Proband keine Metallgegenstdande berihrte. Samtliche
Patientendaten wurden mit Hilfe der NutriPlus®-Software (Data Input, Pocking,
Deutschland) dokumentiert. An jedem Probanden wurden zwei Messungen
durchgefihrt. AnschlieRend wurde anhand der Ergebnisse der vorangegangenen
Screening-Untersuchungen Uberprift, ob der jeweilige Teilnehmer samtliche
Einschlusskriterien und keines der Ausschlusskriterien erfillte, um an der Vorphase
(Run-In-Phase) der Studie teilnehmen zu kdnnen. Die Randomisierung erfolgte mittels

einer vorher festgelegten Block-Randomisierungsliste. Jedem eingeschlossenen Pro-
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banden wurde der unmittelbar nachste freie Gruppencode (A oder B) auf der Rando-
misierungsliste des jeweiligen Blocks zugewiesen. Es wurde zudem darauf geachtet,
dass zwischen der Screening-Untersuchung und dem Beginn der Intervention nicht

mehr als 4 Wochen lagen.

2.5.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Die Diagnose des Typ 2 Diabetes mellitus sollte bei den Probanden der Studie vor
maximal 5 Jahren gestellt worden sein und es sollte ein Ubergewicht mit BMI-Werten
>30 kg/m? vorliegen. Das Korpergewicht der Probanden sollte sich in den letzten
zwolf Wochen nicht um mehr als 10% verdndert haben. Der HbAlc-Wert sollte als
Marker der durchschnittlichen Blutglukosekonzentration in den letzten acht bis zwolf
Wochen zwischen 6,5 und 9,0% liegen. Als spezifische Diabetes-Therapie waren ent-
weder nur eine Diat alleine und/oder eine Acarbose- und/oder Metformintherapie
erlaubt. Andere orale Antidiabetika oder eine Insulintherapie galten als Aus-
schlusskriterien. Im Falle einer vorliegenden endokrinen Stérung, die die Insulin-
sekretion und/oder Insulinsensitivitat beeintrachtigte, war der Einschluss in die
Studie nur erlaubt, wenn eine normale endokrine Funktion durch entsprechende
Substitution bzw. Therapie erreicht wurde. Weitere Ausschlusskriterien waren sekun-
darer Diabetes mellitus, Diabetes-Folgeerkrankungen, maligne Erkrankungen,
Schwangerschaft, chronische Herzinsuffizienz, chronische Niereninsuffizienz, Gicht,
Immunsuppression, Infektionskrankheiten, HIV/AIDS, Autoimmunerkrankungen und
immunologisch vermittelte Erkrankungen, Einnahme von Cortison oder anderen
immunmodulatorischen Medikamenten, Einnahme von gerinnungshemmenden
Medikamenten (Marcumar), Einnahme von Medikamenten aus der Gruppe der nicht-
steroidalen Antiphlogistika, Indikation zur dauerhaften Einnahme von Aspirin
(Z.n./oder Risiko fur Apoplex, stentversorgte koronare GefaRerkrankung), Epilepsie,
Einnahme von Psychopharmaka (Antidepressiva, Neuroleptika) oder Sucht-

erkrankungen (Alkohol, Drogenmissbrauch). Fehlende bzw. verminderte Compliance
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war ein weiterer Ausschlussgrund. Im Falle einer akuten Entziindung und/oder einer
Infektion konnte der Proband ebenfalls nicht an der Studie teilnehmen. Auch
Studieninteressierte mit bekannten Allergien und einer Indikation zur dauerhaften

Therapie mit Antihistaminika wurden aus der Studie ausgeschlossen.

2.5.3. Abbruchkriterien

Die Studie konnte jederzeit auf Wunsch des Probanden abgebrochen werden.
Nichteinhaltung der Diat oder Verschlechterung der Diabeteskontrolle wahrend der

Intervention waren ebenfalls Kriterien fiir den Abbruch der Studie.

2.5.4. Vorphase (Run-In-Phase)

Als Vorphase wurden die zwei Wochen vor Diatbeginn bezeichnet. In dieser Phase
fanden vier Visiten statt (V -4, V -3, V -2, V -1), wobei die erste Visite (V -4) zeitgleich
mit der Screening-Untersuchung durchgefihrt wurde. Ziel der Vorphase war es
sicherzustellen, dass das AusmaR der korperlichen Aktivitaten des Probanden und das
Korpergewicht konstant blieben. Ab dem ersten Tag der Vorphase wurden die
Bewegungen der Studienteilnehmer erfasst. Den Probanden wurde bei jeder Visite
ein Bewegungsprotokoll (IPAQ®) ausgehandigt, das ausgefiillt zur nachsten Visite ab-
gegeben wurde. Bei der Auswertung wurde ein Wert ermittelt, der als metabolisches
Aquivalent (MET) bezeichnet wird. Ein MET entspricht dem Energieverbrauch einer
Kilokalorie pro Kilogramm Korpergewicht in einer Stunde (Ainsworth et al., 1993;
Ainsworth et al., 2000). Nach erfolgreichem Einschluss in die Studie bekam jeder
Proband zusatzlich einen Schrittzahler, der alle zwei Wochen im DDZ mit der
Wellness-Key® Software (Technogym Wellness & Biomedical GmbH) analysiert
wurde.

Neben der Bewegung sollte auch die Ernahrung protokolliert werden. Hierzu wurden
den Probanden Erndhrungsprotokolle ausgehandigt, in denen sie die verzehrte
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Menge und die Art der Zubereitung der Getranke und Nahrungsmittel detailliert
dokumentierten. Bei jeder Visite wurden das Korpergewicht (in kg) mit einer
Personenwaage (seca® Modell 920) sowie Bauch- und Hiftumfang (in cm) mit einem
MalRband gemessen. Zusatzlich wurde der Blutdruck (in mmHg) mit Hilfe des
Blutdruckmessgerats OMRON® 705 IT ermittelt. Bei einem Armumfang >32 cm wurde
eine groBe Manschette verwendet. Aus dem aktuellen Korpergewicht und der
KorpergroRe (in m) wurde dann der BMI (in kg/m?) berechnet. Bei jeder Visite
wurden den Probanden fiir die Urinproben ein Sammelurinbehalter (Nalgene®), drei
Urinréhrchen (Vacutainer®) sowie eine Urintransfereinheit (Vacutainer®) ausge-
handigt. Jeder Proband wurde gebeten, vor der Visite den Urin Gber 24 Stunden zu
sammeln und die Sammelurinmenge zu dokumentieren. Die Urinproben wurden
anschlieRend bei -20°C gelagert.

Zusatzlich wurden bei jeder Visite insgesamt 8 ml Blut entnommen: 5 ml Serum und
3 ml EDTA-Blut wurden fiir zehn Minuten bei einer Temperatur von 4°C und mit
2800 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Hettich Zentrifuge, Rotixa 50 RS).
Danach wurden jeweils ein EDTA-Plasma- sowie ein Serum-Kryoréhrchen bei -20°C
und jeweils eines bei -80°C gelagert.

Im Anschluss an die zweiwochige Vorphase folgten vor Beginn der Didt die drei-
tagigen Basisuntersuchungen. Hier wurde auch der hyperinsulindmisch-euglyka-

mische Clamp zur Messung der Ganzkorper-Insulinsensitivitat durchgefiihrt.

2.5.5. Wochentliche Visiten

Unmittelbar nach den dreitdgigen Basisuntersuchungen wurde die achtwdchige
Erndahrungsintervention gestartet. Zur Kontrolle der Didteinhaltung wurden weiterhin
wochentliche Visiten durchgefihrt. Wie in Kap. 2.5.4. fiir die Vorphase beschrieben,
wurden auch in den Folgeuntersuchungen Blutdruck, Gewicht sowie Bauch- und
Hiftumfang gemessen. Wichtig war, dass weder ein Gewichtsverlust von mehr als

einem Kilogramm pro Woche noch eine Anderung der korperlichen Aktivitat
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festgestellt wurde. Bei jeder Visite wurden anhand der abgegebenen Protokolle die
tagesdurchschnittlich aufzunehmende Nahrung (in kcal), Fett-, Eiweil3- und Kohlen-
hydratanteil (jeweils in %), Getreideballaststoffgehalt und die Fleischmenge (jeweils
in g) berechnet.

Zur Diatadharenzkontrolle wurden fiir die Bestimmung der Biomarker fir Vollkorn-
und Kaffeekonsum erneut 8 ml Blut entnommen und — wie in Kap. 2.5.4. be-
schrieben — verarbeitet. Die Urinproben wurden zur Kontrolle der verzehrten Fleisch-
menge fir die Bestimmung von 1-Methylhistidin und Kreatinin vorgesehen. Nach der
vierten Didtwoche wurde im Rahmen der Visite (V 4) auch der Eisenstatus Uberpruft.
Dazu wurden Hamoglobin (Hb in g/dl), Eisen im Serum (in pg/dl), Transferrinsattigung
(in %) und Ferritin (in pg/l) bestimmt. Diese Diagnostik sollte sicherstellen, dass die
Diatintervention (insbesondere in Gruppe B bei Verzicht auf rotes Fleisch) keine Man-

gelzustande verursachte.

2.5.6. Erndhrungsplane

Fir die Erstellung der Erndahrungsplane wurde unabhangig vom taglichen Kalorien-
bedarf der Probanden die durchschnittliche Tageskalorienzufuhr individuell mit Hilfe
der vom Probanden ausgefiillten Ernahrungsprotokolle aus der Vorphase sowie der
Erndhrungssoftware PRODI® 5.8 (Nutri-Science GmbH) (Abb. 4) ermittelt. Um die
durchschnittliche Tageskalorienzufuhr jedes Probanden berechnen zu kénnen, wurde
die Kilokalorienmenge, die fiir die einzelnen Erndahrungstagesprotokolle durch die
PRODI®-Software ausgegeben wurde, addiert und durch die Anzahl der Tage dividiert.
Flr die Diatintervention wurden dann neue Protokolle erstellt, die 300 kcal pro Tag
weniger enthielten als die durchschnittliche Tageskalorienzufuhr wahrend der
Vorphase. Diese individuelle Ziel-Kilokalorienmenge war Grundlage fiir die Ernah-
rungsplane, die den Studienteilnehmern acht Wochen lang als Diatvorschrift ausge-

handigt wurden.
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=10/ x|

i Typ Menge Einhieit SynonymText | Code | Lebensmitkel | aJE | [a] | =

1] o 150 Grarmm Toasties Weiz... |GOLDEMOO? | Toasties we... 1 150,0

2 o 40 Gramm fithne 0,2% kia.. KARBWEDTS | fitine 0,2% K. 1 40,0

3 o 40| Gramm Erdbeerkonfiti... OFS209003 | Erdbeerkonfi... 1 40,0

4 o 40| Grarnm Kochschinken... ZIMBOO0Z | Kochschink... 1 40,0

| 5 o 50 Gramm FrihlingsGuar... | MILRAMO23 | FrihlingsQu... 1 50,0

6 o 120 Gramm Rind Steak roh  LU130100 Rind Steak ... 1 120,0

7 oy 300 Gramm Thai-Gemizep... BOFEO1073 | Thai-Gemiis... 1 300,0

i o 150 Gramm ARAMAS FO40 ARARAS 1 150.0

7 o 150 Gramm APRIEDSE FO20 APRIEDSE 1 150,0

i oy 200 Grarm MARNGO PO40&1 MARNGO 1 2000

11 oy 10 Milliliber Balzamicoeszig | R126000 Balzamicoes... 1 10,0

i o 100 Milliliter OLWENEL E0208 aLENEL 1 10.0

13 o 250/ Gramm Fruchtjoghurt ... | B&UERDS3 | Fruchtjoghur... 1 250.0

14 oy 80/ Gramm Huhnerei Volle... E111100 Hihnerei \Wo... 1 80,0

15 o 150 Grarmm Eizhergzalat rak ||5103100 Eizhergzalat .. 1 150,0

e | o 100 Gramm GUREE MO302 GUREE 1 100,0

17 o 60| Gramm Karatte [Mokr... | Ga20100 Karatte [Mao... 1 60,0

18 oy 80| Grarmm Bio-Maiz, Bon... | BOMDO24 Bio-Maiz, Bo... 1 80,0

i o 80 Gramm TOMATE HO30& TOMATE 1 a0.0

20 o 80/ Gramm Gemlzepaprk... G543100 Gemlzepapr... 1 80,0 (-
=

Abb. 4 Ausschnitt aus der Erndhrungssoftware PRODI®.

Die Erndhrungsplane der Teilnehmer aus Interventionsgruppe A sollten taglich

mindestens 150 g rotes Fleisch enthalten, jedoch keine koffeinhaltigen Produkte, kein

helles Fleisch bzw. Fisch und kein Vollkornbrot (Abb. 5). Die Getreideballast-

stoffmenge sollte in dieser Gruppe maximal 10 g betragen. Die Erndahrungsplane der

Teilnehmer aus Interventionsgruppe B sollten hingegen taglich 30 - 50 g Getreide-

ballaststoffe, mindestens 5 Tassen Kaffee sowie weiles (Gefliigel-) Fleisch oder Fisch

enthalten, aber kein rotes Fleisch.
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Proband: x Erndhrungsplan: y Datum: =z

Menge g Zutaten EW* F KH* Bst* EUF MUF GFZ keal
= =
b= | b= | b= b= | b= b= b= |
150 Gramm Toasti=s Weizen, 12,5 2 B2 4.5 o8B 227
Golden Toast
40 Grarmrm fitline 0,2% 44 8] 2 25

Kréuter, Exquisa
Frischkése

40 Gramm Erdbesrkonfitiire, 0,2 Qo 25 0,2 o0 o0 00 102
Extra, Dr. Oethker
40 Gramm Kachschinken, 7.6 2 1] 45
Zirmbo
50 Gramm Frithlings Quark 45 1 E] 41
Leicht, Milram
120 Gramm Rind Steak roh 26,4 2 o oo 2.5 0.4 22 175
200 Gramm Th ai- [} 15 10 782 12,6 204
Geamiisepfanne,
b ofro st
150 Gramm ANANAS Q.7 o 19 15 22
150 Gramm AFRIKOSE 14 o 12 22 &5
200 Gramm MANGO 1.2 1 25 24 115
10 Milliliter Balsamico=ssig 0,0 a 2 040 00 o0 00 10
10 Milliliter OLWEN &L 10 a0
250 Gramm Fruc htjoig hurt a8 3 EL 203
1,2% Pfirsich-
Maracuja, Bauer
20 Gramm Hithnerei Vollei reh 3.5 7 1 o0 22 15 27 110
150 Gramm Eishergsalat 15 1] 2 16 o0 02 o0 20
100 Gramm GURKE a5 8] 2 a5 12
&0 Cramm Karotte 0.5 o 4 1.2 0.0 a,l 0.0 20
20 Gramm Bic-Mais, Bonduelle 2.5 1 17 a1
20 Grarmrm TOMATE a8 8] 2 a8 14
20 Gramm Gemilsepaprika ot 1,0 Q 3 23 00 w82 01 20
Gezamt al,9 53 230 274 7,3 24 1551780

Nahrst offrelation

En ergiee =rt 1720 keal
7485 kj
Menge rel.
Eiwr =i[}* 81,9 g 22 %
Fett 53¢ 28 %
Kohlenh ydrate 220 g 54 %

Abb. 5 Beispiel fiir einen Erndhrungsplan der Probandengruppe A.

In beiden Gruppen wurde die gleiche Verteilung von Makronadhrstoffen be-
ricksichtigt, d.h. 50% Kohlenhydrat-, 30% Fett- und 20% Proteinanteil an der
gesamten Kilokalorienmenge. Tageskalorienzufuhr und Makronahrstoffanteil durften
um maximal 10% schwanken. Alle Nahrwertangaben der PRODI®-Software bezogen
sich auf den Bundeslebensmittelschlissel (BLS).

Fir jeden Studienteilnehmer wurden in der Regel vier, bei Bedarf auch mehr
Erndahrungsplane erstellt. Erndhrungsgewohnheiten der Probanden fanden bei der

Erstellung der Diatplane Beachtung, und jeder Proband wurde wochentlich befragt,
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ob er Anderungen an den Erndhrungsplinen wiinscht. Ziel war eine optimale
Compliance. Je nach Bedarf wurden den Studienteilnehmern wochentlich Austausch-
tabellen mit Alternativprodukten angeboten. Die Alternativprodukte enthielten

aquivalente Kalorienmengen und Nahrstoffanteile.

2.5.7. Messung des Effekts der Erndhrungsintervention auf die

Insulinsensitivitat

Um den Effekt der achtwdchigen Erndahrungsintervention auf die Insulinsensitivitat
Uberprifen zu koénnen, wurde der hyperinsulinamisch-euglykamische Clamp
unmittelbar vor (Basisuntersuchung) und nach der Diat (Folgeuntersuchung) durch-
gefihrt und der M-Wert als Mal fiir die Insulinsensitivitat bestimmt.

Die wahrend des hyperinsulindamischen Clamps zur Konstanterhaltung der Glukose-
konzentration benotigte Glukoseinfusionsrate lasst Riickschlisse auf die Ganzkorper-
Insulinwirkung zu. Durch die exogene Insulinzufuhr kann sowohl die Insulin-
konzentration wahrend der verschiedenen metabolischen Phasen im Plasma als auch
die Insulinaktivitat unabhangig von der Sekretion der Beta-Zellen erfasst werden. Die
Insulin-induzierte Glukoseverbrauchsrate ist dabei ein Mall fir die Ganzkoérper-
insulinsensitivitat und wird als M-Wert dargestellt (Roden, 2007). Fir die Ermittlung
des M-Wertes ist eine zwanzigminltige Steady State-Phase mit konstanter Glukose-
konzentration im Plasma sicherzustellen. Der M-Wert lasst sich durch die Differenz
aus der Glukoseinfusionsrate (GIR), dem Korrekturfaktor fir die konstante Glukose-
konzentration (SC) und dem Korrekturfaktor fiir den urindaren Glukoseverlust (UC)

berechnen (Roden, 2007):

M =GIR-SC-UC

Unter euglykamischen Bedingungen sollte in der Regel kein Glukoseverlust im Harn

beobachtet werden. Bei Probanden, die an Diabetes leiden und bei denen die
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Nichternblutglukose hyperglykamisch ist, kann es jedoch zu einer Glukosurie
kommen. Fir die Ermittlung der ausgeschiedenen Glukosemenge wird der Urin dieser
Probanden wahrend des gesamten Clamps gesammelt, nachdem vor Beginn des
Versuchs die Blase entleert wurde. Durch die konstante Plasmaglukosekonzentration
ist mit einem gleichmaBig verteilten Harn-Glukose-Verlust wahrend des gesamten

Clamps zu rechnen.

Der Korrekturfaktor fiir die Glukoseinfusionsrate ldsst sich ebenfalls rechnerisch
ermitteln. Dazu wird die Differenz aus der Glukosekonzentration zu Beginn (G1) und
am Ende (G2) der zwanzigminitigen Steady State-Phase mit dem Faktor 10
multipliziert, um die Einheit der Glukosekonzentration von mg/dl in mg/l
umzuformen. AnschlieBend wird das Ergebnis mit dem Glukoseverteilungsraum
(0,19 I/kg Korpergewicht) multipliziert und zum Schluss durch die zwanzig Minuten

dividiert. Der Korrekturfaktor (SC) wird in mg/kg/min angegeben:

SC=((62-G1)+10+0,19) /20

Die Glukosekonzentrationen G1 und G2 sollten in einem genauen zwanzigminutigen
Abstand gemessen werden (Roden, 2007). Der Zeitpunkt des hyperinsulindmisch-
euglykamischen Clamps, an dem der M-Wert berechnet wird, ist zwar nicht fest
definiert, es gibt jedoch Praferenzen. Ferrannini und Mari publizierten die letzten 40
oder 60 Minuten des zweistiindigen Clamps als die beste Zeit, um den Durchschnitt
des M-Wertes zu ermitteln (Ferrannini and Mari, 1998). Nach Bokemark et al. ist die
60. bzw. 120. Minute nach Beginn der Insulininfusion ebenfalls ein adaquater Zeit-
punkt fiir die Berechnung des M-Wertes (Bokemark et al., 2000).

Um die M-Werte verschiedener Probanden miteinander vergleichen zu kdnnen, mus-
sen diese standardisiert sein. Die Standardisierung des M-Wertes kann unter Berick-
sichtigung des Korpergewichts, der freien Fettmasse, des Energieverbrauchs in Ruhe

oder der Insulin-Konzentration wahrend der Steady State-Phase des Clamps erfolgen
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(Bergman et al., 1985; Ferrannini and Mari, 1998). Aufgrund der unterschiedlichen
Fettmasse bei Frauen und Mannern wird empfohlen, bei der Standardisierung des M-
Wertes die freie Fettmasse zu berlicksichtigen. Bokemark et al. weisen auBerdem
darauf hin, dass der auf das Kérpergewicht bezogene M-Wert bei Ubergewichtigen zu
falschen Werten fiihrt (Bokemark et al., 2000). Fiir die Vergleichbarkeit der M-Werte
ist es auBerdem wichtig, identische Zeitpunkte fir die Berechnung zu wahlen.

Bei einem gesunden normalgewichtigen Menschen liegt der M-Wert bei 8,6 *
1,5 mg*kg1*min?! (Ravussin et al., 1983). Ferrannini et al. ermittelten fiir gesunde
normalgewichtige Personen einen M-Wert von 7,1 + 2,1 mg*kg**min (Ferrannini et
al.,, 1997). Bei Typ 2 Diabetes-Patienten mit einer schlechten Blutglukosekontrolle
wurden Werte von 2,7 + 0,4 mg*kg*min beziehungsweise 2,9 + 0,2 mg*kg*min-?
angegeben (Anderwald et al., 2002; Doberne et al.,, 1982). Bei Typ 2 Diabetes-
Patienten mit gut eingestellter Blutglukose liegt der M-Wert hingegen bei 4,7 &
1,4 mg*kg1*min! (Bavenholm et al., 2001).

Des Weiteren sind zwei Methoden fiir die Erfassung der hepatischen Glukosefrei-
setzung etabliert. Wahrend des hyperinsulindmisch-euglykamischen Clamps stellt die
sogenannte Glukose-lsotopen-Verdiinnungstechnik die Methode der Wahl dar, denn
sie ist leicht anzuwenden. Im Steady State wird vorausgesetzt, dass die endogene
Glukoseproduktion (Rate of appearance, Ra) und die Glukoseaufnahme (Rate of
disappearance, Rd) genau Ubereinstimmen. Dafiir sorgt die kontinuierliche Infusion
eines stabilen Tracers. Der Glukose-Input des Gesamtkorper-Glukosepools setzt sich
aus der endogenen Glukoseproduktionsrate und der Infusionsrate des Glukosetracers

zusammen (Abb. 6).
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Exogene

Endogene
Tracerglukose-
Infusionsrate

Glukose-
Produktionsrate

Abb. 6 Glukose-Input des Gesamtkdrper-Glukosepools.

Die Infusion der deuterierten Glukose, die sich aus einer 0,9%-igen NaCl-L6sung und
D2-Glukose zusammensetzt, wird als Tracerglukose bezeichnet. Der Gesamtglukose-
pool lasst sich aus den Infusionsraten der unmarkierten Glukose (in mg*kg1*min-t)
und der infundierten Tracerglukose (in mg*kg'*min) berechnen. Das dimensions-
lose Verhaltnis dieser beiden Glukoseanteile wird als Tracer-to-Tracer Ratio (TTR)

ausgedriickt:

TTR = Tracerglukose / unmarkierte Glukose

Fir die Bestimmung der EGP werden die Werte fiir Glukose-Infusionsrate, D2-
Glukose-Infusionsrate, TTR und Atom Percent Enrichment der D2-Glukose im Infusat
benotigt (Hother-Nielsen et al., 1996; Steele et al., 1956). Alternativ kann auch die
Katheterisierung einer hepatischen Vene durchgefiihrt werden, um in hepatischen
Blutproben die Netto-Bilanz des Glukose-Stoffwechsels in der Leber zu ermitteln
(Roden, 2007).

Zu beachten ist, dass Ublicherweise die Glukose-Verwertung bei Patienten mit
Diabetes und bei Personen mit gestorter Glukose-Toleranz trotz erhdhter Insulinkon-
zentration geringer ist als bei Gesunden (Kolterman et al., 1981).

Die hepatische Glukose-Freisetzung ist bei Personen, die normalgewichtig und

gesund sind, wahrend des hyperinsulindamisch-euglykamischen Clamps vollstandig
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gehemmt. Bei gestorter Glukose-Toleranz, Typ 2 Diabetes mellitus oder erhéhten
BMI-Werten ist dies in der Regel nicht der Fall, sodass hier die hepatische
Glukoseabgabe gemessen werden sollte (Roden, 2007).

Im Falle einer unzureichenden Suppression der EGP durch eine (hepatische)
Insulinresistenz muss die EGP oder die Freisetzung von Glukose durch die
Glykogenolyse bei der Berechnung des M-Wertes berlcksichtigt werden, da die
Glukoseinfusionsrate in diesem Fall nicht den gesamten Glukosemetabolismus des
Koérpers widerspiegelt. Der M-Wert wiirde dann aus einer fehlerbehafteten Glukose-
infusionsrate ermittelt (Roden, 2007). Da sowohl eine gestorte Glukosetoleranz als
auch Typ 2 Diabetes mellitus ebenso wie Ubergewicht mit einer Insulinresistenz
einhergehen, kénnte je nach Auspragung der Insulinresistenz dann die vollstandige
Insulin-induzierte Hemmung der hepatischen Glukoneogenese nicht erreicht werden
(Roden, 2007). Eine erhohte Konzentration von freien Fettsduren und Triacylglycerin
im Serum oder ein hoher Fettgehalt in der Leber kénnen die Insulin-induzierte Hem-

mung der Glukoseproduktion zusatzlich verringern (Boden et al., 2002).

2.5.8. Vorbereitung des hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamps

Vor der Untersuchung durfte der Proband Uber mindestens zehn Stunden keine
Nahrung und keine Medikamente zu sich nehmen. Mindestens drei Tage vor der
Untersuchung sollte Metformin und/oder Acarbose abgesetzt worden sein. Ebenfalls
sollte der Proband an den drei Tagen vor der Untersuchung keine mittelschwere bis
schwere korperliche Aktivitat von mehr als einer Stunde Dauer durchgefihrt haben.
Es wurden folgende Materialien bereitgestellt: die im Voraus mit Etikett beklebten
und beschrifteten Blutrohrchen, der Notfallwagen mit EKG und Defibrillator, eine
Stoppuhr (Mesotorn Quartz), ein Stauschlauch, eine Sicherheitsvenenverweilkaniile
(Vasofix Safety®), Injekt® Einmalspritzen in verschiedenen GréRRen (2, 5, 10, 20 ml),
Drei-Wege-Hahn (3-Way-Stopcock®), Pico50-Rohrchen fiir die Blutgasanalyse

(Radiometer Mecial ApS) und ein Fluorid-Heparinat-Rohrchen (Sarstedt®). Zusatzlich
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sollte sich eine Wanduhr im Untersuchungsraum befinden. Vor der Untersuchung
wurde der Proband gebeten, die Blase zu entleeren. Die fiir die Analysen
notwendigen MessgrofRen wie Korpergewicht (in kg) und KérpergréRe (in cm) wurden

bestimmt und die Kérperoberflache (in m?) nach Dubois berechnet:

Korperoberfliche = Korpergewicht « KorpergrofSe « 0,007184

Des Weiteren wurden fir die Durchfiihrung des hyperinsulinamisch-euglykamischen

Clamps folgende Infusionen vorbereitet:

++ D-[6,6-H;]Glukose in 0,9% NaCl

Aus einer 500 ml-Flasche mit 0,9%igem NaCl (Fresenius Kabi) wurden 10 ml
entnommen und verworfen. In einem néachsten Schritt wurden 10 ml D-[6,6-
2H,]Glukose-Lésung (Profil GmbH Neuss) zu den verbliebenen 490 ml 0,9%iger NaCl-
Losung hinzugegeben. Durch Hinzufiigen der D-[6,6-?H,]Glukose-Lésung, in der 2 g
D-[6,6-2H,]Glukose enthalten waren, wurde eine Endkonzentration von 0,4% D-[6,6-
H,]Glukose in einer 0,9%igen NaCl-Losung erreicht. Die Flasche wurde mit ,, D2INF“
beschriftet und durch acht- bis zehnmaliges Schwenken um 180° gut durchmischt.
Anschliefend wurde eine Infusomat®-Leitung angeschlossen. Die ersten ca. 10 ml
Lésung wurden nach Einlauf in das System verworfen. Aus dem Ende des Infusions-
systems wurden dann 0,5 ml Infusat zu einem Infusatréhrchen ohne Zusatz hinzu-
getropft. Das R6hrchen wurde zusammen mit anderen R6hrchen auf Eis gelagert und
anschlieRend bei -20°C eingefroren. Die Infusomatleitung wurde schliel3lich in den
Infusomaten (Infusomat®) eingelegt. Bei Bedarf wurde eine zweite Infusionsflasche
vorbereitet, allerdings mit 5 ml D-[6,6-?H,]Glukose (1 g) und 245 ml 0,9%iger NaCl-
Losung. Die Berechnung der Infusionsraten fiir den ,,D2INF“-Bolus und die kontinu-

ierliche Infusion erfolgte nach folgenden Formeln:
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10-Minuten-Bolus D2INF [ml/h] =
0,06 « Korpergewicht [kg]  Niichtern-Blutglukose [mg/dl]

Kontinuierliche D2INF [ml/h] = 0,54 « Korpergewicht [kg]

% 20%ige Glukose-Losung mit D-[6,6-2H;]Glukose

Aus einer 500 ml-Flasche mit 20%iger Glukose-Losung (B. Braun) wurden 10 ml
entnommen und verworfen. Zu den restlichen 490 ml 20%iger Glukose-Losung
wurden 10 ml D-[6,6-?H,]Glukose hinzugegeben (Endkonzentration: 2% D-[6,6-
2H,]Glukose) und wie oben beschrieben gut durchmischt. Die Flasche wurde mit
,HG20“ beschriftet und an eine Infusomatleitung angeschlossen. Die ersten 10 ml der
Losung durchliefen das System und 0,5 ml Infusat wurden aus dem Ende des
Infusionssystems zu einem Infusatrohrchen ohne Zusatz hinzugetropft. Das R6hrchen
wurde zusammen mit anderen Infusatrohrchen auf Eis gelagert und anschlieRend bei
-20°C eingefroren. Zum Schluss wurde die Infusomatleitung in den Infusomaten

eingelegt. Bei Bedarf wurde eine weitere Flasche mit halber Menge vorbereitet.

+¢ Insulin-Infusion

In einer Perfusorspritze wurden 39 ml 0,9%ige NaCl-Losung und 1 ml Rapidinsulin
(Insuman Rapid®) mit 40 Insulineinheiten (IE) vereint (Endkonzentration: 1 IE/ml). Die
Perfusorspritze mit der Insulin-Loésung wurde verschlossen und gut durchmischt.
AnschlieBend wurde eine Perfusorleitung angeschlossen. Die Berechnung der
Infusionsraten fiir den Insulin-Bolus und die kontinuierliche Insulin-Infusion erfolgte

nach folgenden Formeln:

10-Minuten-Insulin-Bolus [ml/h] = 0,6 « Kérpergewicht [kg]

Kontinuierliche Insulin-Infusion [ml/h] = 0,09  Korpergewicht [kg]
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2.5.9. Durchfiihrung des hyperinsulinamisch-euglykdmischen Clamps

Zu Beginn des Clamps wurde eine Sicherheitsvenenverweilkaniile (Vasofix® Safety)
am linken Arm des Probanden angelegt. Die erste Blutentnahme erfolgte vor Beginn
der deuterierten Glukoseinfusion in Minute -120. Dabei wurden dem Probanden
35,5 ml Blut fir die Bestimmung von Insulin bzw. C-Peptid, Monozyten, Metaboliten,
Immunmediatoren, freien Fettsduren, Triacylglycerin, D-[6,6-2H;]Glukose, Ethanol,
Kalium, des Blutbilds und der Genexpression entnommen. Zu den Rohrchen fir
Monozyten (Cellstar®) wurde Natrium-EDTA, zu den Rohrchen fir Metaboliten (Vacu-
tainer®) Kalium-EDTA und zu den Rohrchen fir freie Fettsdauren und Triacylglycerin
Na-EDTA und Orlistat hinzugefligt. Die fir die Kaliumbestimmung vorgesehenen
Réhrchen wurden mit Heparinplasma befillt. Das Blutbildrohrchen wurde mit EDTA
vorbereitet. Die Genexpressions-Rohrchen (PAXgene®) enthielten ein Additiv, das die
zirkulierende RNA im Blut stabilisiert. Zu den Réhrchen fiir die Bestimmung von D-
[6,6-2H,]Glukose wurden Kalium-Fluorid und EDTA hinzugefligt. Fir die Blutgas-
analyse wurden Pico50-Réhrchen (Radiometer Medical ApS) verwendet. Der Wert fir
Hamoglobin sollte bei Frauen Uber 11 g/dl und bei Mannern tber 13 g/dl sowie fiir
Hamatokrit bei Giber 36% liegen. Der Mittelwert fir den Blutzucker wurde ebenfalls
ermittelt. Waren die notwendigen Kriterien erfiillt, so wurde ein Drei-Wege-Hahn (3-
Way-Stopcock®) und die ,D2INF“-Infusion an die Venenverweilkaniile angeschlossen.
Die berechnete Bolusrate wurde am Infusomaten eingestellt und die Infusion
gestartet. Die Stoppuhr wurde auf zehn Minuten eingestellt. Nach zehn Minuten
erfolgte die Umstellung auf die kontinuierliche Infusionsrate, die bis zum
Versuchsende unverandert blieb.

Anschliefend erfolgte die Anlage einer Sicherheitsvenenverweilkaniile am rechten
Arm, um die ,, D2INF“-Infusion auf diesen zu verlagern. Des Weiteren wurde fir die
haufigen Blutentnahmen ein Drei-Wege-Hahn am linken Arm angeschlossen. Die

NaCl-Infusion wurde mit langsamer Infusionsgeschwindigkeit gestartet, damit die
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Braunile fur die Blutentnahmen durchgdngig blieb. In Minute -30 erfolgte die
nachste Blutentnahme aus der Brauniile am linken Arm. Es wurden 1,5 ml Blut fiir die
Bestimmung von D-[6,6-2H,]Glukose und der Blutglukosekonzentration entnommen.
Zur Minute 0 — also 2 Stunden nach Beginn der ,, D2INF“-Infusion — wurden noch
einmal 4,5 ml Blut abgenommen, um Insulin bzw. C-Peptid, freie Fettsauren und
Triacylglycerin, D-[6,6-°H,]Glukose sowie die Blutglukosekonzentration zu bestim-
men. Von Minute 2 bis 8 wurden in zweiminitigen Abstanden jeweils 2,5 ml Blut
entnommen. Von den 2,5 ml wurden 2 ml fir die Insulin- bzw. C-Peptid-Bestimmung
und 0,5 ml zur Messung der Blutglukosekonzentration bendtigt. Zur Minute 10
wurden 3,5 ml Blut abgenommen, um hier auller Insulin bzw. C-Peptid sowie Blut-
zucker auch die D-[6,6-?H,]Glukose zu bestimmen. Nach weiteren 10 Minuten
erfolgte eine zusatzliche Entnahme von 3,5 ml Blut. Diese wurden auf die Rohrchen
fir Insulin- bzw. C-Peptid- und die Bestimmung der freien Fettsauren und Triacyl-
glycerin verteilt. 0,5 ml davon wurden fiir die Messung der Blutglukosekonzentration
verwendet. Zur Minute 30 wurden erneut 2,5 ml Blut fiir die Insulin- bzw. C-Peptid-
sowie die Blutglukosekonzentrationsbestimmung abgenommen. Zur Minute 30 und
40 wurden 3,5 ml Blut fir die Bestimmung von Insulin bzw. C-Peptid, D-[6,6-
H,]Glukose sowie der Blutglukosekonzentration entnommen, zur Minute 60 weitere
4,5 ml, um Insulin bzw. C-Peptid, D-[6,6-2H,]Glukose, freie Fettsduren, Triacylglycerin
und die Blutglukosekonzentration zu bestimmen.

Der Clamp begann zur Minute 60. Um eine insulininduzierte Hypokaliamie wahrend
des Clamps zu verhindern, wurde bei einem Kaliumwert von <3,5 mmol/l eine
Kalinor®-Brausetablette verabreicht. Dann wurde die berechnete Bolusrate fiur die
Insulininfusion am Perfusor (Perfusor® compact) eingestellt. Nach etwa 10 Minuten
erfolgte die Umstellung auf die kontinuierliche Infusionsrate bis zum Versuchsende
(Minute 240). Insulin bzw. C-Peptid wurden zu den Minuten 210, 220, 230 und 240
bestimmt. Blutproben fiir die Bestimmung von freien Fettsauren und Triacylglycerin
sowie D-[6,6-2H,]Glukose wurden zu den Minuten 120, 180, 210, 220, 230 und 240

abgenommen. Die 20%ige Glukoseinfusion mit D-[6,6-2H,]Glukose (,,HG20“-Infusion)
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wurde ab Clamp-Beginn (Minute 60) abhadngig von der Konzentration der Blutglukose
verabreicht und entsprechend protokolliert. Die Infusionsgeschwindigkeit richtete
sich nach der Blutglukosekonzentration. Im Rahmen des hyperinsulinamisch-
euglykdmischen Clamps sollte eine Blutglukosekonzentration von 90 mg/dl gehalten
werden. Dabei waren Schwankungen der Glukosekonzentration um 5 mg/dl erlaubt.
Sie sollte dabei allerdings 70 mg/dl nicht unter- und 120 mg/dl nicht Gberschreiten.
Versuchsende war in der Regel nach Minute 240. Der Clamp konnte um maximal
30 Minuten verlangert werden, falls die Blutglukosekonzentration bis Minute 240
keine ausreichend konstante Phase (Steady State) erreichte. Die Insulin- und ,, D2INF“-
Infusionen wurden zur Minute 240 gestoppt; die ,HG20“-Infusion lief 30 Minuten
langer, nun aber (im Gegensatz zum Clamp) mit doppelter Geschwindigkeit. Es
erfolgte eine vendse Kontrolle der Blutglukosekonzentration etwa 30 Minuten nach
Ende der Insulininfusion. Bei einer Konzentration von >100 mg/dl wurde die
Glukoseinfusion beendet und beide Braunilen wurden entfernt. AnschlieBend bekam
der Proband eine kohlenhydratreiche Mahlzeit. Zur Minute 300 wurden das Blutbild
und die Kalium-Werte kontrolliert. Bei einem Kalium-Wert <3,5 mmol/l bekam der
Proband eine Kalinor®-Brausetablette. Nach der Mahlzeit wurde die Blutglukose-
konzentration erneut gemessen. Sie sollte nun >80 mg/d| betragen und in den letzten
30 Minuten keinen Abfall von =50 mg/dl aufweisen. Waren diese Kriterien erfiillt,
konnte der Proband das Studienzentrum verlassen. Die gesammelten Proben-
Rohrchen wurden anschlieBend wie folgt versorgt: Proben fiir die Bestimmung von
Monozyten, Genexpression, Kalium, Ethanol sowie die Proben fir die Blutbild-
Bestimmung wurden unmittelbar nach der Blutentnahme zur Weiterverarbeitung ins
Labor gebracht. Insulin- bzw. C-Peptid-Réhrchen konnten bei Raumtemperatur
gelagert werden. Die Metabolomics-Rohrchen wurden sofort verarbeitet und bei
-80°C gelagert. Proben fiir die Bestimmung von Immunmediatoren, freier Fettsdauren,
Triacylglycerin und D-[6,6-?H,]Glukose wurden zunachst auf Eis gelagert. Wahrend
des Versuchs wurden die Proben fir 10 Minuten mit 2800 Umdrehungen pro Minute

bei 4°C zentrifugiert (Hettich Zentrifuge, Rotixa 50 RS). Der Uberstand wurde
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sorgfdltig abgenommen und versorgt. Proben fiir die Bestimmung der freien
Fettsauren und der Metabolomics wurden hingegen zweifach versorgt; die restlichen

Roéhrchen wurden einfach versorgt und bei -20°C gelagert.

2.5.10. Durchfiihrung der Fluss-mediierten Dilatation

Die Messungen der Fluss-mediierten Dilatation (FMD) der Arteria brachialis und der
kutanen Mikrozirkulation in Ruhe und unter reaktiver Hyperamie nach Oberarmstau
sowie nach Gabe von Glyzeroltrinitrat (Nitrolingual®) als Positivkontrolle am rechten
Arm erfolgten in den 30 Minuten zwischen Minute -120 und -90 des hyperinsu-
linamisch-euglykamischen Clamps. Die FMD-Messung erfolgte mit dem Messgerat En
Visor C HC von Phillips. Die Blutflussmessung der A. brachialis wurde ebenfalls zwi-
schen Minute -120 und -90 des hyperinsulinamisch-euglykamischen Clamps durchge-

flhrt. Es wurde das Messgerat O2C der Firma LEA Medizintechnik® verwendet.

2.5.11. Durchfiihrung der indirekten Kalorimetrie

Zwischen Minute -90 und -60 des hyperinsulinamisch-euglykdamischen Clamps wurde
die kontinuierliche Messung des produzierten CO, und O, unter definierter
Sauerstoffzufuhr im Atemzelt durchgefiihrt. Die Messung der indirekten Kalorimetrie

erfolgte mittels Vmax™ Encore 29n zur Bestimmung des Energieumsatzes in Ruhe.

2.5.12. Durchfiihrung des Langzeit- Elektrokardiogramms

Zur Ermittlung von neuropathischen Veranderungen erfolgte wahrend des hyper-
insulinamisch-euglykdamischen Clamps eine Langzeit-Elektrokardiogramm (EKG)-
Aufzeichnung. Dabei wurden EKG-Elektroden (Ambu® Blue Sensor VL) an die vordere
Brustwand des Probanden angebracht und diese an das Langzeit-EKG-Gerat ELA

Medical angeschlossen.
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2.6. Statistische Analyse

Die Ergebnisse der Arbeit wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt.
Statistische Signifikanzen wurden mittels Student’s t-Test berechnet. P-Werte unter-
halb von 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen (*p < 0,05, **p < 0,01).
Die Auswertung wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism Version 6 (GraphPad

Software, La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Einschluss der Probanden

Insgesamt wurden 216 potentielle Probanden kontaktiert (Abb. 7). Davon haben sich
86 Probanden einer Screening-Untersuchung unterzogen. Die restlichen 130 kon-
taktierten Personen konnten aufgrund von zutreffenden Ausschlusskriterien (Komor-
biditaten, vom Studiendesign nicht akzeptierte Therapieformen, BMI und HbAlc
auBerhalb der vorgegebenen Grenzwerte) nicht eingeschlossen werden. Nach Durch-
fihrung der Screening-Untersuchungen wurden weitere 27 Probanden aufgrund der
im Screening festgestellten Ausschlusskriterien exkludiert. Somit konnten 59 Pro-
banden randomisiert werden, wobei 29 Teilnehmer der Gruppe A (Hoch-Risiko-
Gruppe, H-Risiko) und 30 Teilnehmer der Gruppe B (Niedrig-Risiko-Gruppe, N-Risiko)
zugeteilt wurden. Nach der Randomisierung und noch vor Beginn der Erndahrungs-
intervention wurden 8 weitere Probanden aufgrund mangelnder Compliance ausge-
schlossen. Weitere 14 Probanden wurden wahrend bzw. nach Abschluss der Erndh-
rungsintervention aus der Studie exkludiert — wegen Glukokortikoideinnahme, Been-
digung der Metformintherapie wahrend der Erndahrungsintervention oder wegen
einer Hypoglykamie wahrend des hyperinsulindmisch-euglykamischen Clamps. Bei
der Auswertung der Gesamtkorper-Insulinsensitivitdat wurden 37 Probanden berlick-
sichtigt, davon 20 aus der H-Risiko- und 17 aus der N-Risiko-Gruppe. In die Auswer-
tung der hepatischen Insulinsensitivitat gingen 19 Probanden der H-Risiko- und 17
Probanden der N-Risiko-Gruppe ein. Bei einem Probanden der H-Risiko-Gruppe
konnte aufgrund einer nicht vorhandenen Probe die Messung der deuterierten

Glukose nicht durchgefihrt werden.
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Kontaktierte
r Probanden j
Probanden, die nach Studien-Einschluss Probanden, die
an den Screening-Untersuchungen vor den Screening-Untersuchungen
teilgenommen haben ausgeschlossen wurden

Randomisierte Ausgeschlossene
Probanden Probanden

n=59

(H-Risiko n = 29; N-Risiko n = 30)

Probanden, die in die Auswertung Ausgeschlossene
der Daten eingingen: Probanden

Fiir die Ganzkorper-Insulinsensitivitat Vor Beginn der Erndhrungsintervention

n=8

n =37
(H-Risiko n = 20; N-Risiko n = 17)

(H-Risiko n = 4; N-Risiko n = 4)
Wahrend und nach Abschluss
der Erndhrungsintervention

Fir die hepatische Insulinsensitivitat

n=36

n=14

(H-Risiko n = 19; N-Risiko n = 17) (H-Risiko n = 5; N-Risiko n = 9)

Abb. 7 Ubersicht iber den Probandeneinschluss in die DDIET-Studie. H-Risiko = Hoch-Risiko
(Gruppe A); N-Risiko = Niedrig-Risiko (Gruppe B).

In der Niedrig-Risiko-Gruppe nahmen die Probanden taglich 30 - 50 g Getreide-
ballaststoffe und =5 Tassen Kaffee zu sich, aber kein rotes Fleisch (niedriges Risiko

gemals DRS). In der Hoch-Risiko-Gruppe wurden taglich 2150 g rotes Fleisch verzehrt,
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mit Verzicht auf Kaffee und Vollkornprodukte (hohes Risiko gemal® DRS). Die Makro-

nahrstoffe verteilten sich dabei auf 50% Kohlenhydrate, 30% Fett und 20% Proteine.

Vor und nach der Erndhrungsintervention wurde ein hyperinsulinamisch-eugly-
kamischer Clamp mit deuterierter Glukose zur Bestimmung der Ganzkorper-
Insulinsensitivitat (M-Wert) und der hepatischen Insulinsensitivitat (insulinvermittelte

EGP-Suppression) durchgefiihrt.

3.2. Ganzkorper-Insulinsensitivitat

Die Ganzkorper-Insulinsensitivitat (M-Wert) war vor Beginn der Erndhrungs-
intervention in Gruppe A und B vergleichbar (5,13 + 0,49 mg*kg'*min?in der Hoch-
Risiko-Gruppe gegeniber 5,47 + 0,37 mg*kg1*mintin der Niedrig-Risiko-Gruppe).

Nach acht Wochen (Abschluss der Erndhrungsintervention) war die Ganzkorper-Insu-
linsensitivitat hingegen in beiden Gruppen angestiegen: in der Hoch-Risiko-Gruppe
um 27 + 10% von 5,13 + 0,49 auf 6,02 £ 0,45 mg*kg'*min? (Mittelwert £ SEM,
p <0,01) und in der Niedrig-Risiko-Gruppe um 23 + 7% von 5,47 + 0,37 auf 6,42 + 0,38
mg*kg*min? (Mittelwert + SEM, p < 0,05) (Abb. 8). Zwischen den beiden Gruppen
zeigte sich jedoch kein Unterschied im Anstieg der Ganzkorper-Insulinsensitivitat (An-
stieg um 27 £ 10% des Ausgangswertes in der Hoch-Risiko-Gruppe gegeniber 23 + 7%

in der Niedrig-Risiko-Gruppe).
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M-Wert [mg-kg*-min’]

Woche 0 Woche 8 Woche 0 Woche 8
H-Risiko N-Risiko

Abb. 8 Anderungen der Ganzkérper-Insulinsensitivitit (M-Werte) aus dem hyper-
insulindmisch-euglykdamischen Clamp vor Beginn und nach Abschluss der Erndhrungs-
intervention. n = 20 in der Hoch-Risiko-Gruppe und n = 17 in der Niedrig-Risiko-Gruppe. Die
Ganzkérper-Insulinsensitivitit wurde in mg*kg'*min? gemessen. Anderungen wurden
mittels Student’s t-Test fiir gepaarte Proben innerhalb einer Gruppe analysiert. *p < 0,05;
**p < 0,01. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

3.3. Hepatische Insulinsensitivitat

Die hepatische Insulinsensitivitdt (gemessen als insulinvermittelte EGP-Suppression
im Clamp in %) war vor Beginn der Erndhrungsintervention in Gruppe A und B ver-
gleichbar (79 + 3% in der Hoch-Risiko-Gruppe gegeniiber 82 + 5% in der Niedrig-
Risiko-Gruppe).

Nach acht Wochen (Abschluss der Erndhrungsintervention) war die hepatische Insu-
linsensitivitat in beiden Gruppen unverandert: in der Hoch-Risiko-Gruppe von 79 = 3%
auf 75 + 4% (Mittelwert + SEM, p > 0,05) und in der Niedrig-Risiko-Gruppe von 82 +
5% auf 79 + 4% (Mittelwert = SEM, p > 0,05) (Abb. 9).
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Abb. 9 Anderungen der hepatischen Insulinsensitivitit vor Beginn und nach Abschluss der
Erndhrungsintervention. n = 19 in der Hoch-Risiko-Gruppe und n = 17 in der Niedrig-Risiko-
Gruppe. Die hepatische Insulinsensitivitat wurde als Insulin-vermittelte EGP-Suppression in
% gemessen. Anderungen wurden mittels Student’s t-Test fiir gepaarte Proben innerhalb
einer Gruppe analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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4. Diskussion

Basierend auf den Ergebnissen der Potsdamer EPIC-Studie, die Zusammenhange zwi-
schen dem Verzehr bestimmter Lebensmittel und dem Risiko fiir eine Typ 2 Diabetes-
Erkrankung zeigen, wurden im Rahmen der DDIET-Studie zwei unterschiedliche
Erndahrungsinterventionen an Ubergewichtigen Probanden mit seit maximal finf
Jahren diagnostiziertem Typ 2 Diabetes mellitus sowie einer Metformin- oder keiner
medikamentdsen Therapie durchgefiihrt. In der hier vorgestellten Arbeit wurden die
Auswirkungen von zwei Erndhrungsmodifikationen auf die Ganzkoérper- sowie die
hepatische Insulinsensitivitat an Probanden mit Typ 2 Diabetes mellitus untersucht.

Die DDIET-Studie zeigte, dass bei Probanden mit Typ 2 Diabetes eine 8-wdchige
Erndhrungsumstellung mit moderater Kalorienrestriktion (-300 kcal) und Verteilung
der Makronahrstoffanteile auf 50% Kohlenhydrate, 30% Fett und 20% EiweilR sowohl
bei Getreideballaststoff- und Kaffee-reicher Erndhrung (Niedrig-Risiko-Gruppe) als
auch bei Konsum von rotem Fleisch (Hoch-Risiko-Gruppe) die Ganzkorperinsulin-
sensitivitat in vergleichbarem AusmaR verbessert. Die hepatische Insulinsensitivitat

war in der DDIET-Studie nach beiden Ernahrungsmodifikationen unverandert.

4.1. Erndhrungseinfluss auf die Insulinsensitivitat

Insgesamt belegen Studien zur Auswirkung der Erndahrungsumstellung auf die Insu-

linsensitivitat unterschiedliche Effekte beziglich der Ernahrungszusammensetzung.

Lim et al. fihrten 2011 eine 8-wéchige Diatinterventionsstudie an elf ibergewich-
tigen Probanden mit Typ 2 Diabetes durch (Lim et al., 2011). Die Probanden waren 47
bis 52 Jahre alt. Die BMI-Werte lagen zwischen 32,4 und 34,8 kg/m?. Hier wurde im

Unterschied zur DDIET-Studie nicht der Effekt der Nahrungszusammensetzung, son-
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dern der einer radikalen Kalorienreduktion tberprift. Die Probanden nahmen nur
600 kcal pro Tag zu sich, wobei die Nichtern-Blutglukosekonzentration schon nach
einer Woche um 36% abnahm. Bei der durch den hyperinsulinamisch-euglykdamischen
Clamp ermittelten peripheren Insulinsensitivitat war keine signifikante Verbesserung
festzustellen. Die hepatische Insulinsensitivitat stieg bereits nach einer Woche an und
die insulininduzierte Hemmung der hepatischen Glukoseabgabe verbesserte sich um
31%. Nach acht Wochen war eine Senkung des hepatischen Triacylglycerins um 88%
zu beobachten. Der Triacylglyceringehalt des Pankreas wurde um 23% reduziert. Lim
et al. nahmen an, dass die Reduktion des Triacylglyceringehalts der Leber und des
Pankreas schliellich eine Verbesserung der Beta-Zellfunktion und der hepatischen
Insulinsensitivitdt bewirkte (Lim et al., 2011), wobei Begovatz et al. die Meinung
vertreten, dass es bezliglich der Rolle und Regulation der Adipozyteninfiltration und
des intrazellularen Pankreasfetts im Hinblick auf die Entwicklung von Typ 2 Diabetes
mellitus noch weiterer Forschung bedarf. Denn den derzeitigen nicht-invasiven MRT-
und MRS-Techniken gelingt es nicht, zwischen den beiden Fettdepots des Pankreas zu

unterscheiden (Begovatz et al., 2015).

In einer weiteren hypokalorischen Erndhrungsinterventionsstudie konnte bei acht
Ubergewichtigen Probanden mit Typ 2 Diabetes im Vergleich zum Kontroll-Kollektiv
eine Normalisierung der Nuchtern-Blutglukose, der basalen hepatischen Glukose-
produktion sowie der Insulin-induzierten Suppression der endogenen hepatischen
Glukoseproduktion, die hier ebenfalls durch den hyperinsulinamisch-euglykdamischen
Clamp ermittelt wurde, nach einer Gewichtsabnahme beobachtet werden (Petersen
et al., 2005). Im Unterschied zur DDIET-Studie bestand die Interventionsdiat aus einer
flussigen Nahrung mit 50% Kohlenhydraten, 43% Proteinen sowie 3% Fett und 12 g
Ballaststoffen, die mit rohem Obst und Gemise erganzt wurden. So erhielt jeder

Proband taglich 1200 kcal, unabhangig vom Korpergewicht.
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Anders als in der DDIET-Studie wurden in einer weiteren Studie die Auswirkungen
einer zehntagigen kalorienreduzierten Diat mit dem Effekt einer Bewegungsinter-
vention bei Ubergewichtigen Probanden mit gestorter Glukosetoleranz verglichen
(Arciero et al., 1999). Hier wurde gezeigt, dass sich die BMI-Werte und der Gesamt-
korper-Fettgehalt in beiden Interventionsgruppen reduzieren lieRen, in der Gruppe
mit kalorienreduzierter Diat allerdings in starkerem AusmaR. Nach Intervention
waren die Konzentrationen der Nichtern-Blutglukose und des Insulins in beiden
Gruppen geringer als zuvor. Die Insulin-induzierte Glukoseverwertung in der Peri-
pherie stieg bei der Bewegungsinterventionsgruppe starker an als bei der Diatgruppe.
Zur Beurteilung der Insulinsekretion und der Insulin-induzierten Glukoseverwertung
wurde hier neben dem oralen Glukosetoleranztest ein modifizierter hyperglyka-

mischer Clamp durchgefiihrt (Arciero et al., 1999).

Weickert et al. verglichen im Rahmen einer langer angelegten Interventionsstudie
den Einfluss einer protein- mit einer ballaststoffreichen Didt auf den Glukose-
stoffwechsel bei Gbergewichtigen Probanden (Weickert et al., 2011). Wie auch in der
DDIET-Studie enthielten beide Diatformen die gleiche reduzierte Kilokalorienmenge.
Die achtzehnwdchige Diatintervention flihrte in beiden Gruppen in gleichem MaRe zu
einer Reduktion des Korpergewichts sowie des subkutanen, viszeralen und Gesamt-
korper-Fettgehalts. Nach sechs Wochen lag die Insulinsensitivitat bei Probanden mit
ballaststoffreicher Diat um 25% hdher als bei Probanden mit proteinreicher Diat. Die
proteinreiche Diat verursachte eine erhohte Expression von Serinkinase 6-1. Das
Enzym flhrt zu einer Erhéhung der Aminosaure-Konzentration, die dann die Insulin-
resistenz bedingt bzw. verstarkt (Weickert et al., 2011). Auch Tremblay et al. konnten
anhand einer Studie mit geringem Kollektiv beobachten, dass die Insulinwirkung bei
Erhohung der Aminosaure-Konzentration durch den Rapamycin/S6-Kinase-1-Weg und
der inhibitorischen Serinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrat-1 beeintrach-

tigt ist (Tremblay et al., 2005).
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Einen positiven Einfluss von Getreidevollkorn auf die Insulinsensitivitat zeigt die
Studie von Weickert und Mitarbeitern, welche die Verbesserung der Insulinsen-
sitivitat nach Einnahme von Getreideballaststoffen (iber 72 Stunden zeigen konnte
(Weickert et al.,, 2011). In einer weiteren Studie konnte eine Verbesserung der
systemischen Inflammation durch Modifikation der Darmflora wahrend der Einnah-
me von Getreideballaststoffen unabhangig von der Gewichtsreduktion gezeigt wer-
den (Martinez et al., 2013). Ahnliche Auswirkungen wurden fiir chronischen Kaffee-

konsum beschrieben (Cowan et al., 2014).

Sacks et al. konnten 2014 in einer kontrollierten 5-wdchigen Ernahrungsumstellungs-
Intervention mit 163 Ubergewichtigen Probanden und einem systolischen Blutdruck
zwischen 120 und 159 mmHg zeigen, dass eine Erndhrung mit niedrigem glyka-
mischen Index im Vergleich zu einer Ernahrung mit hohem glykamischen Index keinen
Vorteil bietet im Hinblick auf die Verbesserung der Insulinsensitivitat, einer Hyper-
lipidamie oder eines hohen Blutdrucks (Sacks et al., 2014), wobei es sich bei dem
Probandenkollektiv nicht um Probanden mit Typ 1 oder Typ 2 Diabetes handelte.
Auch hier wurde nicht der Goldstandard fiir die Ermittlung der Insulinsensitivitat
gewahlt, da die Insulinsensitivitat anhand der Flachen unter den Kurven fir Glukose-

und Insulinspiegel wahrend eines oralen Glukosetoleranztests bestimmt wurde.

Des Weiteren haben Krebs und Mitarbeiter in einer langer angelegten Interven-
tionsstudie an 14 (bergewichtigen Probanden mit Typ 2 Diabetes den Effekt einer
Erndhrung mit niedrigem Kohlenhydrat- und hohem Fettanteil auf Insulinsensitivitat,
glykdmische Kontrolle und kardiovaskulare Risikofaktoren untersucht. Hier wurde im
Unterschied zu DDIET keine Kalorienreduktion beabsichtigt. Nach 24 Wochen wurden
eine Gewichtsabnahme sowie eine Verbesserung der glykamischen Kontrolle er-
reicht. Im Vergleich zu dem in der DDIET-Studie angewandten hyperinsulinamisch-

euglykamischen Clamp wurden hier die Insulinsensitivitdit und die glykdmischen
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Kontrolle mit Hilfe des HOMA-Index und der Flache unter der Kurve fur Glukose-

spiegel wahrend des intravendsen Glukosetoleranztests ermittelt (Krebs et al., 2013).

4.2. Schlussfolgerungen

Die ahnlichen Effekte der beiden unterschiedlichen Erndahrungsmodifikationen der
DDIET-Studie auf das Ausmal’ der Verbesserung einer Insulinresistenz lassen anneh-
men, dass nicht nur die einzelnen Bestandteile der Erndahrungszusammensetzung,
sondern vor allem die Kalorienrestriktion und Verteilung der Makronahrstoffe fiir die
Verbesserung der Ganzkorperinsulinsensitivitat verantwortlich sind. Zudem ist anzu-
nehmen, dass die durchgefiihrten Niedrig-Risiko- und Hoch-Risiko-Ernahrungsmodifi-
kationen die Insulinsensitivitdt Uber unterschiedliche Mechanismen, beispielsweise
durch die Reduktion des Gesamtkorper-Fettgehalts, verbessert haben kdnnten.

Zudem ist auch moglich, dass unter hohen Insulindosen, die zur Ermittlung der Ganz-
korperinsulinsensitivitdt im Clamp notwendig waren, Unterschiede in der hepa-

tischen Insulinsensitivitat unbemerkt blieben.

Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass eine achtwdchige moderat hypokalo-
rische Diat bei Ubergewichtigen Probanden mit Typ 2 Diabetes die Ganzkoérper-
Insulinsensitivitat verbessert — und zwar unabhangig von einzelnen Erndahrungsbe-
standteilen. Diese Kurzzeit-Interventionsstudie zeigte keinen Vorteil einer an Getrei-
deballaststoffen und Kaffee reichen Erndahrung in Bezug auf die Verbesserung der
Ganzkorperinsulinsensitivitdt gegeniber einer anderen Ernahrungszusammenset-
zung. Die DDIET-Studie konnte als randomisierte, kontrollierte Studie an einem gut
definierten, aber kleinen Kollektiv von Ubergewichtigen Probanden mit Typ 2 Dia-
betes also nicht alle moéglichen Veranderungen, die durch einzelne Erndahrungsbe-
standteile oder deren Interaktion mit der Gewichtsabnahme bedingt sein kénnten,

aufdecken. Denn sowohl eine wenn auch nur moderate Gewichtsabnahme als auch
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Diskussion

eine multimodale Ernahrungsumstellung kénnten potentielle spezifische Effekte ein-
zelner Erndahrungsbestandteile maskieren, sodass zur detaillierten Beantwortung die-
ser Fragestellung in Zukunft groBer angelegte langerfristige Studien mit isokalorischer

Erndahrungsumstellung notwendig sein werden.
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5. Zusammenfassung

Epidemiologische Analysen der Potsdamer EPIC-Studie zeigten, dass das Risiko, an
Typ 2 Diabetes zu erkranken, vermindert wurde, wenn Probanden regelmaRig mehr
Vollkorngetreideballaststoffe und Kaffee konsumierten. Bei regelmaBigem Konsum
von rotem Fleisch hingegen war das Risiko fiir Typ 2 Diabetes mellitus erhoht. Aus
den genannten Analysen wurde schlieBlich der deutsche Diabetes-Risiko-Score (DRS)
abgeleitet. Die vorliegende Arbeit testete im Rahmen der DDIET-Studie die Hypo-
these, dass eine 8-wochige, moderat kalorienreduzierte (-300 kcal pro Tag) Ernah-
rungsintervention mit Vollkorn, Kaffee und dem Verzicht auf rotes Fleisch im
Vergleich zu einer Erndahrungsintervention mit taglichem Konsum von rotem Fleisch
und Verzicht auf Kaffee und Getreideballaststoffe bei libergewichtigen Probanden
(BMI 230 kg/m?) mit Typ 2 Diabetes die Ganzkdrper-Insulinsensitivitat verbessert. Vor
und nach der Erndahrungsintervention wurde ein hyperinsulindamisch-euglykamischer
Clamp mit deuterierter Glukose zur Bestimmung der Ganzkorper-Insulinsensitivitat
(M-Wert) und der hepatischen Insulinsensitivitat (insulinvermittelte EGP-Suppres-
sion) durchgefiihrt. Der M-Wert war nach Abschluss der Erndhrungsintervention in
beiden Gruppen angestiegen. Die Verbesserung der Ganzkoérper-Insulinsensitivitat
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. Die hepatische Insulinsensitivitat blieb
in beiden Gruppen unverdndert. Diese Kurzzeit-Interventionsstudie zeigte hinsichtlich
der Verbesserung der Ganzkorperinsulinsensitivitat keinen Vorteil einer getreidebal-
laststoff- sowie kaffeereichen Erndahrung gegeniliber einer anderen Erndahrungszu-
sammensetzung. Die kurzfristige, moderat hypokalorische und multimodale Ernah-
rungsumstellung konnte mogliche spezifische Effekte einzelner Erndahrungsbestand-
teile maskiert haben. Zur detaillierten Beantwortung dieser Fragestellung ist es sinn-
voll, zukilinftig groB angelegte, langfristige Studien mit isokalorischer Erndahrungsum-

stellung durchzufihren.
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