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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Entstehung des Typ-2 Diabetes wird nicht nur durch die steigende
Insulinresistenz bei zunehmendem Korpergewicht und korperlicher Inaktivitat,
sondern auch durch die Erschopfung der Insulinsekretion bedingt. Was genau die
Insulinsekretion reduziert und wie dies moglicherweise zu verzogern ist, ist eine
zentrale und ungeloste Frage der Diabetologie. Eine Hypothese ist, dass ein
erhdhter pankreatischer Fettgehalt zu einer Abnahme der Insulinsekretion fuhrt. Die
vorliegende Arbeit adressiert diese Hypothese sowie die Frage moglicher
Einflussfaktoren.

Untersucht wurde ein Kollektiv von 73 Probanden, welche im Rahmen der
Nationalen Kohorte an einem Vortest im Deutschen Diabetes Zentrum teilnahmen
und neben einem standardisierten Interview, anthropometrischen Messungen, auch
einen oralen Glukosetoleranztest und eine 'H-Magnetresonanzspektroskopie
(MRS) durchliefen.

Sie hatten ein durchschnittliches Alter von 57 Jahren, einen Body mass index (BMI)
von 25,4 kg/m? und einen Pankreasfettanteil von 7,0%, Die Korrelationsanalysen
bestatigten die bekannte Assoziation zwischen Alter und Pankreasfettgehalt. Auch
samtliche Parameter, welche den Fettanteil der Probanden beschreiben
(Korpergewicht, BMI, Taillen- und Huftumfang), korrelieten mit dem
Pankreasfettgehalt. Nach Adjustierung fur den BMI zeigte jedoch kein Parameter,
einschlieBlich aller Marker der Insulinsekretion, eine Korrelation zum
Pankreasfettgehalt, was auf den BMI als grof3ten Einflussfaktor schliel3en lasst.
Herausforderungen der 'H-MRS des Pankreasfettgehaltes bestehen in der
ungleichen Verteilung des Pankreasfettes und der Unmadglichkeit ausschlieBlich
den Pankreasfettwert, der nur 2% des Pankreas ausmachenden Inselzellen, zu
untersuchen.

Offen bleibt daher die Frage, ob in Zukunft eine Methode entwickelt werden kann,
um nichtinvasiv den Fettgehalt, speziell der fur die Insulinsekretion verantwortlichen
Inselzellen, zu bestimmen. Mit einer solchen Methode kdnnte man prifen, ob eine
Assoziation zwischen erhéhtem Inselzellfettgehalt und erniedrigter Insulinsekretion
besteht. Dies kdnnte die Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapiestrategien
sein, mit dem Ziel der Reduktion des pankreatischen Fettgehaltes, noch vor

Ausbruch der Erkrankung.
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Abstract

Aims

The onset of type 2 diabetes is not only caused by increased insulin resistance, but
also through depletion of insulin secretion. A pivotal and yet undissolved question
of diabetology is what in particular causes the observed decrease in insulin
secretion. One hypothesis is, that increased pancreatic fat content may be a risk
factor for diminished insulin secretion. The aim of this study therefore is to address
whether pancreatic fat content is correlated with insulin secretion and to explore
underlying risk factors.

Material and methods

73 nondiabetic patients underwent standardized interviewing, clinical examination,
oral glucose tolerance testing (0GTT), magnetic resonance imaging and 'H-
magnetic resonance spectroscopy. Insulin secretion and sensitivity indices were
measured through blood testing. Furthermore ectopic fat content in the pancreas
was assessed by MRI.

Results

The average age of the patients was 57 years with a body mass index 25,4 kg/m?
and a pancreatic fat content of 7,0%. The latter was associated with age as well as
all markers of body fat content (weight, BMI, waist- and hip circumference).
However, after adjustment for BMI none of the other markers showed a correlation
for pancreatic fat (including insulin secretion and sensitivity indices). This reveals
BMI to be the main marker for increased pancreatic fat content.

Conclusion

A main limitation of this study is the inhomogeneous distribution of fat within the
pancreas when assessed by 'H-MRS as islet cells only represent 2% of pancreatic
tissue. Therefore it is highly desirable to develop a noninvasive way to specifically
measure the fat content of islet cells within the pancreas. With such a method we
could investigate potential associations between the islet cell fat content and
decreased insulin secretion. This knowledge could be the foundation of developing
novel therapeutic strategies to lower pancreatic fat content before the onset of

diabetic disease.
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ADP Adenosindiphosphat

Al Adaptation Index

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the curve

BMI Body-Mass-Index

Ca’+ Calcium

DI disposition index
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ER Endoplasmatisches Retikulum

FFA free fatty acids

Fru-6-P Fructose-6-Phosphat

GC Gesamtcholesterin

GIP Glucose dependent insulinotropic peptide
GLP Glucagon-like peptide

GLUT Glukosetransporter

GLU-6-P Glukose-6-Phosphat

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPR G-Protein gekoppelter Rezeptor
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
GSIS Glukose stimulierte Insulinsekretion
HDL High-density lipoprotein

HKT Hamatokrit

HMBG1 High-Mobility-Group-Protein 1
HOMA homoeostasis model assessment
IFG impaired fasting glucose

IGI Insulinogenic index

IGT impaired glucose tolerance

IL Interleukin

IVGTT Intravendser Glukosetoleranztest

K* Kalium

LDL Low-density lipoprotein

MCH mittlerer korpuskularer Hamoglobingehalt
MCcvVv mittleres korpuskulares Volumen
MODY maturity onset diabetes of the young
MRS Magnetresonanzspektroskopie

MRT Magnetresonanztomographie
MYD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NGT normale Glukosetoleranz

OGIS oral glucose insulin sensitivity
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Pyr
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RNA
ROS
SD
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oraler Glukosetoleranztest
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1. Einleitung

Das Durchschnittsalter der Weltbevdlkerung ist in den letzten Jahren aufgrund
enormer Verbesserungen in der medizinischen Versorgung immer weiter
angestiegen. Damit einher geht auch das Auftreten einer neuen
Patientenpopulation. Der multimorbide Patient ist gekennzeichnet durch ein hohes
Alter und dem Auftreten einer Vielzahl, meist chronischer Krankheiten. Dazu
gehdren Erkrankungen des Herzens, Depression, Demenz und auch der Diabetes
mellitus [1].

Die Krankheit des Diabetes mellitus gewinnt dabei im klinischen Alltag durch ihre
steigende Pravalenz zunehmend an Bedeutung. So lag die Krankheitshaufigkeit
aller Formen des Diabetes mellitus im Jahre 2000 weltweit noch bei 2,8%, d.h. 171
Millionen Menschen, bis 2030 wird sie schatzungsweise auf 4,4%, also 366
Millionen Menschen, ansteigen [2]. Durch die steigende Lebenserwartung der
Bevdlkerung steigt vor allem die Anzahl an Erkrankten mit Typ-2 Diabetes mellitus.
So schatzt eine 2006 erschienene Studie die Anzahl an Patienten mit Diabetes in
den USA auf ca. 20 Millionen Menschen, also 8% der amerikanischen Bevolkerung
uber 20 Jahren, wobei die Halfte der Erkrankten zu diesem Zeitpunkt Gber 60 Jahre
alt war. Die grofdte Krankheitshaufigkeit findet sich in der Gruppe der uber 80-
Jahrigen. Diese Zahlen werden sich bis zum Jahr 2050 wahrscheinlich verdoppeln,
da sich allein die Gruppe der Uber 65-jahrigen Amerikaner in den nachsten 25
Jahren verdoppeln wird [3]. In Deutschland ergab sich Ende der 80er-Jahre eine
Gesamtpravalenz des Typ-2 Diabetes mellitus von 4-5% [4]. Allerdings geht man
davon aus, dass es eine hohe Anzahl an nicht diagnostizierten Personen mit Typ-2
Diabetes gibt, was mit einem symptomfreien Intervall zu Krankheitsbeginn zu
erklaren ist. Im Rahmen einer bevdlkerungsreprasentativen Studie in der Region
um Augsburg Anfang des 21. Jahrhunderts bei gesunden 55-74-Jahrigen, die einen
oralen Glukosetoleranztest (0GTT) bekamen, fand man eine Pravalenz des Typ-2
Diabetes mellitus von 17%, wobei bei ca. 8% die Erstdiagnose eines Typ-2 Diabetes
mellitus gestellt wurde. Die Pravalenz einer gestorten Glukosetoleranz oder einer
gestorten Nuchternglukose lag bei 23% [5].

Als eine bis heute zumeist nicht kurativ zu behandelnde Erkrankung stellt der
Diabetes mellitus eine grof3e Belastung sowohl fur den Patienten als auch flr das
Gesundheitssystem dar, welches die enormen Kosten tragen muss, die nicht nur

durch die Primarerkrankung, sondern vor allem durch ihre Folgeerkrankungen
1



1

Einleitung

verursacht werden. So ist das Risiko an einer kardiovaskularen Erkrankung zu
leiden bei Patienten mit Diabetes um den Faktor 2-5 erhoht, verglichen mit einer
nicht-diabetischen Population [6]. Weitere Komplikationen sind eine Erblindung,
Nierenversagen und Neuropathien.

Die Kostenbelastung des Gesundheitssystems wurde unter anderem durch die
KoDiM-Studie (,Kosten des Diabetes mellitus®) abgeschatzt. Unterschieden wurde
hierbei zwischen direkten Kosten, die 2001 bei 14,6 Milliarden Euro lagen, und
indirekten Kosten, verursacht durch Arbeitsunfahigkeit und Frihberentung, die bei
7,7 Milliarden Euro lagen. Besonders hervorzuheben ist dabei, dass knapp 80% der
direkten Kosten durch Begleiterkrankungen des Diabetes verursacht wurden [7, 8].
Damit ist ein besseres Verstandnis der Entstehung des Diabetes von groler

Bedeutung flr den Patienten und das Gesundheitssystem.

1.1. Grundlagen des Diabetes mellitus

1.1.1. Physiologie des Kohlenhydratstoffwechsels

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die durch eine chronische
Hyperglykdmie gekennzeichnet ist. Daraus resultieren Stérungen im
Kohlenhydratstoffwechsel, aber auch im Protein- und Fettstoffwechsel. Das
entscheidende Hormon in der Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels ist das
Insulin. Diabetes kann durch Storungen der Insulinsekretion, der Insulinwirkung an
peripheren Geweben oder einer Kombination aus beidem entstehen [9, 10].

Insulin ist ein in den B-Zellen der pankreatischen Langerhans‘schen Inseln
produziertes Peptidhormon, welches zu einer Senkung der Blutglukosewerte flhrt.
B-Zellen reagieren sensibel auf Veranderungen der Glukosekonzentration im Blut
und passen ihre Insulinsekretion dementsprechend an, z.B. gesteigerte
Insulinsekretion bei postprandial gesteigerten Blutglukosewerten. Diese erhodhten
Insulinspiegel flhren in insulinsensitiven Geweben wie Leber-, Muskel- und
Fettgewebe zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme in die Zellen [11, 12].

Insulin hat aber noch vielfaltige weitere Aufgaben in der Stoffwechselregulation. Es
hemmt die Glukoneogenese in der Leber und auch die Lipolyse im Fettgewebe.
Somit gehort es zu den anabolen Hormonen, welche bei Nahrungsuberschuss die

Energiereserven des Korpers aufbauen [13].
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1.1.2. Diabetestypen

Nach der American Diabetes Association werden verschiedene Diabetesformen
differenziert. Unterschieden wird zwischen einem absoluten Insulinmangeldiabetes
(Typ-1 Diabetes), einem relativen Insulinmangeldiabetes (Typ-2 Diabetes), einem
Gestationsdiabetes und  anderen  spezifischen  Diabetestypen  (z.B.
medikamenteninduzierte, infektiose oder monogenetische Formen) [9].

Nur ca. 5-10% der Patienten mit Diabetes leiden an einem Typ-1 Diabetes, bei
welchem es durch eine Autoimmunreaktion zu einer Zerstdérung der p-Zellen und
damit einem absoluten Insulinmangel kommt. Oftmals tritt der Typ-1 Diabetes
bereits im Kindes- oder Jugendalter in Erscheinung und die Patienten prasentieren
sich meist mit einem schlanken Habitus. Typ-1 Diabetes ist zudem vergesellschaftet
mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. einer Hashimoto-Thyreoiditis, einem
Morbus Addison oder einer autoimmun vermittelten Hepatitis [9].

Als Gestationsdiabetes bezeichnet man einen in der Schwangerschaft erstmals
diagnostizierten Diabetes. Die Frauen haben haufig einen erhohten BMI und es
besteht bei ihnen auch nach der Schwangerschaft ein erhdhtes Risiko, einen Typ-
2 Diabetes zu entwickeln. Durch den gesteigerten Insulinspiegel im Fruchtwasser
steigt die Glukoseaufnahme der ungeborenen Kinder und somit auch ihr Gewicht,
was in einer gesteigerten Fruhgeburtlichkeitsrate und damit einhergehenden
Komplikationen fur Mutter und Kind resultiert [9].

Medikamente, welche einen Diabetes induzieren koénnen, sind beispielsweise
Glukokortikoide. Bei Absetzen dieser Medikamente kann es zu einer spontanen
Normalisierung der Stoffwechsellage kommen [9].

Monogenetische Formen des Diabetes treten bereits im frihen Alter (meist unter 25
Jahren) auf und sind haufig charakterisiert durch vererbte Defekte in der [3-
Zellfunktion, die auf einem singularen Gendefekt beruhen. Es besteht eine Stérung
der Insulinsekretion, wobei die Wirkung des Hormons oftmals normal ist. Diese
Formen des Diabetes bezeichnet man auch als MODY (maturity onset diabetes of
the young). Selten fuhren auch mitochondriale Defekte zur Ausbildung eines
Diabetes [9].

Die Mehrzahl (90-95%) der Patienten erkranken jedoch an einem Typ-2 Diabetes
mellitus. Dieser friher auch als Insulin-unabhangiger Diabetes oder Altersdiabetes
bezeichnete Typ, zeichnet sich durch eine primare Insulinresistenz in peripheren
Geweben wie Muskel-, Leber- und Fettgewebe aus [9-12]. Kann die

3
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Insulinproduktion nicht mehr fur die Insulinresistenz kompensieren, entsteht der
Typ-2 Diabetes und es liegt ein relativer Insulinmangel vor. Das Risiko einen Typ-2
Diabetes zu entwickeln steigt mit zunehmendem BMI an. Meist sind altere Patienten
betroffen, die Rate an Kindern und Jugendlichen mit Typ-2 Diabetes nimmt jedoch
aufgrund der auch immer steigenden Prévalenz des Ubergewichtes in dieser

Altersgruppe kontinuierlich zu [9, 11, 12].

1.1.3. Diagnostik

Nach den aktuellen Empfehlungen der American Diabetes Association und der
Deutschen Diabetes Gesellschaft wird der Diabetes mellitus Uber folgende Kriterien
diagnostiziert [9, 10]:

1. Klassische Symptome einer Hyperglykamie und eine
Plasmaglukosekonzentration 2200 mg/dl zu einem  beliebigen
Tageszeitpunkt oder

2. HbA1c 2 6,5% oder

3. Nuchternglukose im Plasma = 126 mg/dl (bestatigt durch Wiederholung der
Messung an einem anderen Tag) oder

4. Blutglukosewert = 200 mg/dl 2 Stunden nach standardisierter oraler

Glukosebelastung (oraler Glukosetoleranztest)

Als Diabetes-spezifische Symptome gelten eine Polyurie, vermehrtes
Wasserlassen, Polydipsie und ein nicht anders erklarbarer Gewichtsverlust, die
durch eine fortgeschrittene gestorte Stoffwechsellage ausgeldst werden, bei der die
Blutglukosewerte regelmafig die Nierenschwelle von ca. 180 mg/dl uberschreiten
[9].

Dem gegenuber gibt der HbA1c-Wert unabhangig vom aktuellen Nuchternstatus
oder der Tageszeit Aufschluss Uber die mittleren Blutglukosewerte der letzten zwei
bis drei Monate und ermdglicht so bei Werten 26,5%, entsprechend einer mittleren
Blutglukosekonzentration von 130 mg/dl, die Diagnose eines Diabetes mellitus zu
stellen, bevor Symptome auftreten. Beachten sollte man falsch hohe Werte oder
falsch niedrige Werte bei Menschen mit bestimmten Anamieformen,

Hamoglobinopathien oder denjenigen, die eine regelmafige Dialyse erhalten [9].
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Die Bestimmung des Nuchternglukosewertes setzt eine Fastenzeit von mindestens
acht Stunden vor der Blutentnahme voraus und sollte zur Verbesserung der
Sensitivitat durch einen oralen Glukosetoleranztest (0GTT) erganzt werden.

Der oGTT wird heutzutage in der Praxis als Goldstandard zur Diagnostik eines Typ-
2 Diabetes eingesetzt.

Bei einem oGTT wird der Nuchternglukosewert nach einer nachtlichen Fastenzeit
von 8-12 Stunden und der Zweistundenglukosewert nach der oralen Gabe einer
standardisierten Glukosel6sung aus 75 g Glukose gel6st in einem Gesamtvolumen
von 300 ml ermittelt.

Auch bei einem normalen Glukosestoffwechsel steigt der Blutglukosewert innerhalb
der ersten 60 Minuten stark an, wird jedoch nach 2-3 Stunden wieder auf den
Anfangswert abfallen. Bei einem Patienten mit Diabetes mellitus liegt der
Blutglukosewert 2 Stunden nach Testbeginn tber 200 mg/dl (Tabelle 1) [9, 10].
Zusatzlich zum manifesten Diabetes konnen auch Vorstufen des Diabetes mit Hilfe
eines oGTT festgestellt werden. Unterschieden wird hierbei zwischen Personen mit
einem gestorten Nuchternglukosewert (impaired fasting glucose (IFG)) oder
Personen mit einer veranderten Glukosetoleranz 2 Stunden nach
Glukoseaufnahme (impaired glucose tolerance (IGT)) oder einer Kombination aus
beidem (Tabelle 1).

Nuchtern oGTT 2-Stundenwert
Normale Glukosetoleranz <100 mg/dl <140 mg/dl
Isolated impaired fasting glucose (IFG) 100-125 mg/dl <140 mg/dl
Isolated impaired glucose tolerance <100 mg/dl 140-199 mg/dI
(IGT)
IFG+IGT 100-125 mg/dl 140-199 mg/dI
Diabetes mellitus =126 mg/dl =200 mg/dl

Tabelle 1. Grenzwerte der Blutglukose bei venéser Blutenthahme

Daten aus den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft zur Definition, Klassifikation und
Diagnostik des Diabetes mellitus 2011 [10]
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1.2. Pathogenese des Typ-2 Diabetes

1.2.1. Insulinresistenz

Die Pathogenese des Typ-2 Diabetes ist gekennzeichnet durch eine bereits viele
Jahre vor Diagnose des Typ-2 Diabetes auftretende Insulinresistenz in
unterschiedlichen Geweben [14]. Die Insulinresistenz beschreibt eine ungenugende
Wirkung des Hormons an seinen Zielorganen wie Muskel- oder Leberzellen [13].
Insulin bindet an den Insulinrezeptor, welcher sich in den meisten menschlichen
Geweben findet, wobei seine Dichte mit mehr als 300.000 Rezeptoren pro Zelle in
Leber- und Fettgewebe am hochsten ist [15]. Es gibt zwei verschiedene Isoformen
des Insulinrezeptors. Isoform A wird vermehrt in fetalen Zellen und in Krebszellen
exprimiert, wahrend die Isoform B in differenzierten Zellen vorhanden ist und somit
in adultem Gewebe die relevante Form ist [16]. Die Affinitat von Insulin ist hdher zu
der Isoform A als zu der Isoform B [16].

Die Bindung des |Insulins an den Insulinrezeptor bewirkt eine
Konformationsanderung des Rezeptorproteins und eine Aktivierung seiner
Kinaseaktivitat. Dies ist der Beginn der Signaltransduktionskaskade des Insulins,
wo verschiedene Insulinrezeptor-substrate eine Rolle spielen. Diese werden
phosphoryliert und konnen im Anschluss weitere Proteine, wie z.B. die
Phosphatidyl-3-Kinase, binden. Reguliert werden durch die Bindung des Insulins
und die folgende Signaltransduktion unter anderem der Transport der Glukose, die
Hemmung der Lipolyse und die Protein- und Glykogen-Synthese. Zudem besitzt
Insulin eine anti-apoptotische Wirkung [15].

Obwohl es diese hohe Anzahl hepatischer Insulinrezeptoren gibt, kommt es im
Rahmen eines Typ-2 Diabetes zu einer unterschiedlich ausgepragten hepatischen
Resistenz gegenutber der Wirkung des Insulins, die im Wesentlichen auf einer
Modulation der Signaltransduktion beruht [17]. Dadurch kommt es zum Wegfall der
physiologischen Hemmung der hepatischen Glukoseproduktion. Trotz einer im Blut
vorhandenen hohen Konzentration an Glukose und Insulin produziert die Leber
weiterhin Glukose uUber die Glukoneogenese und Glykogenolyse und tragt damit zu
einer weiter steigenden Blutglukosekonzentration bei. Begrindet wird diese
Resistenz gegenuber der physiologischen Insulinwirkung unter anderem durch
erhohte intrahepatische Fetteinlagerungen und erhohte Konzentrationen von
Lipotoxinen [18-20].
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Auch die Muskulatur ist postprandial mit 25% einer der Hauptabnehmer der
Blutglukose. Eine  Schlusselrolle  spielt dabei der insulinabhangige
Glukosetransporter 4 (GLUT4). Im Fastenzustand sind diese Transporter
groldtenteils intrazellular in Vesikeln gespeichert und werden nur auf einen
insulinabhangigen Stimulus zur Zellmembran transloziert. Bei einem Typ-2
Diabetes ist dieser Regelkreis v.a. durch erhohte Serumspiegel an freien Fettsauren
und in der Folge durch Erhéhung von intrazellularen Lipotoxinen gestort, so dass
die Myozyten nicht mehr gentigend Glukose aufnehmen kénnen [21-24]. Der
Glukosetransport und die Phosphorylierung der Glukose werden gehemmt und es
kommt zudem zu einer verminderten Rekrutierung von GLUT4 an die Zelloberflache
[25-27].

In spateren Stadien der Insulinresistenz kommt es kompensatorisch zu einer
Hyperinsulinamie [15].

Was als die primare Ursache einer Insulinresistenz anzusehen ist, ist bis heute noch
nicht vollstandig geklart. Sicher ist, dass eine hyperkalorische Kost kombiniert mit
Bewegungsarmut negativen Einfluss auf die physiologische Insulinwirkung hat.
Auch ein hoheres Alter und eine genetische Pradisposition sind weitere

Risikofaktoren.

1.2.2. Insulinsekretion

1.2.2.1. Insulinbiosynthese und -abbau

Insulin ist ein aus 51 Aminosauren bestehendes Peptidhormon, dessen zwei Ketten
durch Disulfidbriicken verbunden sind. Die Synthese findet in den (B-Zellen der
Langerhans’schen Inseln des Pankreas statt. Kodiert wird Insulin auf dem
Chromosom 11. Zunachst entsteht wahrend der Translation im rauen
endoplasmatischen Retikulum das Praproinsulin. Nach Faltung und Bildung von
Disulfidbricken wird eine Signalsequenz des Praproinsulins abgespalten. Es
entsteht Proinsulin, welches sich aus der A- und B-Kette, verbunden durch das C-
Peptid-Fragment, zusammensetzt. Proinsulin wird im Golgi-Apparat gespeichert.
Als letzter Schritt der Insulinsynthese kommt es durch eine im Golgi-Apparat
vorhandene membranstandige Protease zu einer Abspaltung des C-Peptids vom
Insulin [15] (Abb. 1).
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Das abgespaltene C-Peptid wird zusammen mit Insulin in den Vesikeln der 3-Zellen
gespeichert und mit diesem in aquimolaren Mengen freigesetzt. Im Gegensatz zum
Insulin unterliegt es de facto keiner hepatischen Extraktion, sodass in frihen
Phasen einer Insulinfreisetzung die eigentliche Insulinsekretion besser tuber die C-
Peptidspiegel berechnet und Uber das Verhaltnis von Insulin und C-Peptid die
hepatische Extraktion des Insulin abgeschatzt werden kann. Da das C-Peptid
jedoch eine langere Halbwertszeit als Insulin hat, werden bei langerfristigem
Beobachtungsverlauf die Verhaltnisse von C-Peptid und Insulin zueinander fur die

genannten Beobachtungen verfalscht [15].

Glukose
Ca*

Depolarization

Insulin + C-Peptid [alt]\

Glucose '
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., "
Glykabyze / e
Pyrivat [ A

Citrat-
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Abbildung 1: Insulinfreisetzung aus den B-Zellen (modifiziert nach [15]).

GLUT2: Glukose-2-Transporter, Glu-6-P: Glukose-6-Phosphat, Fru-6-P: Fructose 6 Phosphat, Pyr:
Pyruvat, ATP: Adenosintriphosphat, ADP: Adenosindiphosphat, ER: Endoplasmatisches
Retikulum, VDCC: Voltage-dependent-calcium-channel (spannungsabhangiger Calcium Kanal), K*:
Kalium, Ca?* Calcium.
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Den Hauptabbauort des Insulins stellt die Leber dar. C-Peptid hingegen wird
hauptsachlich von den Nieren ausgeschieden [28]. Aber auch Proinsulin findet sich
in der Blutbahn. Wird in Phasen des erhdhten Insulinbedarfs mehr Proinsulin von
den B-Zellen synthetisiert, kann es zu einer Ubersattigung aller Proinsulin
spaltenden Enzyme und damit einer fehlenden Verfugbarkeit dieser kommen. Zu
diesem Zeitpunkt wird auch Proinsulin von der 3-Zelle in die Blutbahn sezerniert.
Peripheres Proinsulin stellt somit einen Marker fur eine beginnende Erschopfung
der B-Zellfunktion dar [29].

1.2.2.2. Physiologische Insulinsekretion

Wie bereits beschrieben wird Insulin in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln
des Pankreas produziert. Dieser endokrine Teil des Pankreas beinhaltet neben den
zentral in den Inseln liegenden B-Zellen, die zwischen 60% und 80% einer Insel
ausmachen, noch die peripher liegenden, Glukagon sezernierenden a-Zellen (15-
20% der Zellmasse der Insel) und 5-10% & -Zellen, welche Somatostatin
sezernieren [15].

Die Glukose gelangt mittels erleichterter Diffusion durch den GLUT2 Transporter in
der B-Zellmembran des Pankreas (Abb. 1) in die Zelle, wo sie durch das Enzym
Glukokinase phosphoryliert wird und dann die Glykolyse durchlauft. Sowohl die
Glukokinase als auch der Glukosetransporter haben eine geringe Affinitat zu
Glukose und reagieren daher auf ein erhohtes Angebot an extrazellularer Glukose
unmittelbar mit einer Aktivitatssteigerung. Die Phosphorylierung durch die
Glukokinase ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Verarbeitung der
Glukose.

Das am Ende der Glykolyse anfallende Pyruvat wird nun durch den Zitratzyklus und
die Atmungskette weiter zu Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt. Der
ATP/ADP (Adenosindiphosphat) Quotient steigt an und dadurch verschliel3t sich der
B-Zell-spezifische ATP-abhangige Kaliumkanal, die intrazellulare
Kaliumkonzentration steigt an und fuhrt zur Depolarisation der Zellmembran. Die
Depolarisation bewirkt ein Offnen von spannungsabhéngigen Calciumkanalen der
B-Zellmembran, einem Einstrom in die B-Zelle und einem Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration. Dieser Calciumanstieg 06ffnet Calcium-abhangige
Calciumkanale im Endoplasmatischen Retikulum der Zellen und fihrt zu einem

zusatzlichen Ausstrom von Calcium in den Intrazellularraum.
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Die nun intrazellular vorliegende hohe Konzentration an Calcium bewirkt die
Exozytose von Insulin, welches in Vesikeln gespeichert in der Zelle vorliegt.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass es zwei unterschiedliche Pools von
Insulinvesikeln gibt. So wird neu synthetisiertes Insulin als ,readily-released pool*
(10%) in anderen Vesikeln gespeichert, welche sich naher an der Zellmembran
befinden, als bereits langere Zeit bestehendes Insulin ,reserve pool (90%). Zudem
wird das neu synthetisierte Insulin durch seine direkte Verfugbarkeit praferiert
ausgeschuttet.

Wahrend die Ausschuttung des Insulins aus dem ,readily-released pool“ ohne
weitere Signalschritte erfolgen kann [30-32], muss der ,reserved pool“ einigen
weiteren ATP-, Ca?'-, temperatur- und zeit- abhangigen Reaktionsschritten
unterzogen werden, bevor das Insulin durch die Exozytose freigesetzt werden kann
[32]. So bewirkt die durch einen erhohten Blutglukosespiegel ausgeldste
Zelldepolarisation mit anschlieRender Ausschittung von Ca?* eine Modifikation des
.reserved pools“ Richtung ,readily-released pool“, ebenso wie der ATP-Anstieg. All
dies erklart eine zweiphasige Insulinsekretion mit einer raschen Insulinausschuittung
zu Beginn, gefolgt von einer langsameren Ausschuittung des ,reserved pool.
Obwohl die Hohe der Blutglukosespiegel der primare Regulator der Insulinsekretion
ist, spielen auch andere Stimuli eine entscheidende Rolle. So wird durch
verschiedene Enterohormone die Sekretion zusatzlich gesteigert, was die erhdhte
Insulinausschuttung bei oraler Glukoseaufnahme im Vergleich zur parenteralen
Glukoseapplikation erklart. Auch Aminosauren, Fettsauren und eine Aktivierung des
Parasympathikus modifizieren die Insulinsekretion [11]. In Kapitel 1.2.2.4 werden
die verschiedenen Mechanismen, die zur einer Veranderung der Insulinsekretion

fuhren konnen, naher erlautert.

1.2.2.3. Messmethoden der Insulinsekretion

Bei der Abschatzung der Insulinsekretion existiert kein Goldstandard. Man kann
einfache Tests, die lediglich Nuchternwerte bendtigen, von dynamischen Tests
unterscheiden, die wiederum verschiedene Qualitaten der Insulinsekretion
untersuchen. Bei den dynamischen Test kann wiederum zwischen oralen Tests wie
beispielsweise dem oGTT, und intravendsen Test, wie einem intravendsen

Glukosetoleranztest oder einem Clamp, unterschieden werden.
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1.3.2.3.1. Einfache Tests zur Bestimmung der Insulinsekretion

Vor allem in groRen epidemiologischen Studien wird entweder der HOMA-B
empirisch aus dem Nuchternglukose und dem Nuchterninsulinspiegel berechnet
[33] oder durch die Bestimmung des Verhaltnisses von Proinsulin zu Insulin zur
Abschatzung der 3-Zelldysfunktion [34].

1.3.2.3.2. Dynamische Tests nach Substratexposition

Hierunter fallen einerseits die intravenése Gabe eines Glukosebolus mit
nachfolgenden Messung der Glukose-, Insulin und ggf. auch C-Peptidspiegel im
Sinne eines Provokationstests, sowie die oralen Stimulationstests mit
standardisierten Glukosel6sungen (z.B. Dextro-0.G.T.) oder standardisierten
Mahlzeiten (mixed meal tolerance tests, MTT) [35]. Wahrend die oralen Tests die
physiologische Situation am besten widerspiegeln, kénnen intrinsische Defekte der
B-Zellen allerdings nicht von Storungen in der enteralen Ache differenziert werden.

Beide resultieren in einer eingeschrankten 3-Zellfunktion [35].

Intravenoser Glukosetoleranztest (IVGTT)

Fur diesen Test wird ein standardisierter Bolus Glukose i.v. injiziert und
typischerweise die erste schnelle Phase der Insulinsekretion bestimmt. Wird
zusatzlich auch die zweite Phase der Insulinsekretion gemessen, kann aus diesem
Test auch die Insulinsensitivitat Uber mathematische Berechnungen (minimal

model) bestimmt werden [35, 34].

Oraler Glukosetoleranztest (0GTT) und mixed meal Test (MMT)

Aus beiden oralen Tests kdnnen prinzipiell die gleichen Indizes zur Bestimmung der

Insulinsekretion und der Insulinsensitivitat abgeleitet werden. Bendtigt werden
hierfur Glukose, Insulin und C-Peptid-Werte zum Nuchternzeitpunkt und jeweils 30,

60 und 120 Minuten nach dem Trinken einer definierten Glukoseldsung.

Insulinogenic index (1Gl)

Zur Bestimmung der B-Zell Funktion dient der Insulinogenic index (I1SI) [36]. Um die
frhe Insulinsekretion zu berechnen, bendtigt man entweder die Insulin- oder C-
Peptidwerte sowie die Glukosewerte zu den Zeitpunkten 0 und 30. Der IGI-Insulin

(IGI-1) spiegelt vor allem das frUhe Erscheinen des Insulin in der Zirkulation wider.
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Da das C-Peptid die pankreatische Insulinsekretion besser darstellt, da es im
Gegensatz zum Insulin keiner schwankenden hepatischen Extraktion unterliegt,
wird hier besser das C-Peptid zur Berechnung verwendet und damit der IGI-Cp-
Peptid (IGI-CP) bestimmit.

Wird die gesamte Flache unter der Insulin- bzw. C-Peptidkurve sowie der
Glukosekurve verwendet, kann so die totale Sekretion (IGl-ltt bzw. 1GI-CPtot)

bestimmt werden.

OGIS (Oral Glucose Insulin Sensitivity)

Die Berechnung des OGIS dient der Bestimmung der Insulinsensitivitat aus
dynamischen Daten des oGTT mithilfe eines empirischen mathematischen Modells.
So erhalt man Daten zur Insulinsensitivitdt ohne die Durchfihrung eines sowohl
kosten- als auch zeitaufwandigen Clamps, welcher jedoch immer noch der
Goldstandard zur Bestimmung der Insulinsensitivitat ist. Validiert wurde der OGIS
fur die Benutzung eines 75 g oGTT [37]. Hierbei muss die Glukosekonzentration zu
den Zeitpunkten 0, 90 und 120 Min. sowie die Insulinkonzentration zu den
Zeitpunkten 0 und 90 Min. bestimmt werden [37].

Disposition Index (D)

Der Disposition Index (DI) stellt die posthepatische Insulinsekretion adjustiert fur
die jeweils vorherrschende Insulinsensitivitat dar [38]. Er berechnet sich aus dem
Produkt der Insulinsensitivitat (OGIS) und der totalen Insulinsekretion, bestimmt als
IGl-ltot.

Adaptation Index (Al)

Der Adaptation Index (Al) ist dem gegenuber ein Mal® fur die prahepatische
Insulinsekretion, ebenfalls adjustiert flur die bestehende Insulinsensitivitat und
berechnet sich als das Produkt der Insulinsensitivitat (OGIS) und der
prahepatischen Betazellfunktion (IGI-CPtot) [39].

1.3.2.3.3 Dynamische Tests unter Verwendung von Clamp-Untersuchungen
Mit Hilfe eines hyperinsulinamischen Clamp bestimmt man die Sensitivitat eines
Probanden auf die intravendse Insulingabe. Durch gleichzeitige Gabe von Glukose

und kontinuierlicher Messung der Blutglukosewerte erhalt man Informationen
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daruber, wie sensitiv die Korperzellen auf Insulin reagieren und dadurch die Glukose
aufnehmen. Im Vergleich zum oGTT kann man also spezifisch eine Insulinresistenz
feststellen, wohingegen bei einem pathologischen oGTT sowohl eine
Insulinresistenz als auch eine gestorte Insulinsekretion vorliegen kann. Beim
hyperglykamischen Clamp kann durch Infusion einer Glukoselésung und
nachfolgender Messung der endogenen Insulinausschittung eine Aussage Uber die
Insulinsekretion gemacht werden. Mit einer zusatzlichen Argininstimulation misst
man die Insulinsekretion in Folge einer Aminosaurestimulation, welche die 3-Zelle
zur maximalen Sekretion anregt. Der Vorteil der Clamp Methode gegenuber dem

oGTT ist eine kontinuierliche Messung der Insulinwerte [35, 40].
1.2.2.4. Modifikatoren der Insulinsekretion

Inkretine

Als Inkretine bezeichnet man die aus der Darmschleimhaut sezernierten Hormone
Glucagon-like peptide (GLP-1) und Glucose dependent insulinotropic peptide (GIP).
GIP wird in den K-Zellen produziert, welche sich vor allem im proximalen Anteil des
Dinndarms befinden, mit einer besonders hohen Anzahl im Duodenum. GLP-1 wird
von den L-Zellen sezerniert, welche im lleum und Colon lokalisiert sind [41].
Inkretine bewirken eine gesteigerte Insulinsekretion und eine verminderte
Glukagonausschuttung. Dies bewirken sie, indem sie einerseits zu einer Steigerung
der Insulinbiosynthese fuhren, andererseits die Zellproliferation der B-Zellen
stimulieren und die Zellapoptose verhindern [41].

Als primarer Stimulus fur die Ausschittung der Inkretine gilt eine orale
Nahrungsaufnahme und damit das Vorhandensein von Nahrstoffen im Darmlumen.
Sowohl oral aufgenommene Kohlenhydrate, Proteine als auch Fette bewirken dabei
eine Inkretinausschittung, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal} [41].
Vergleicht man die Insulinsekretion nach der oralen Glukoseaufnahme mit der
Sekretion nach intravends applizierter Glukoseldésung, sieht man eine deutliche
Abhangigkeit der Insulinsekretion von der Sekretion der Inkretinhormone [42, 43].
Die Konzentrationen von GLP-1 und GIP unterscheiden sich zudem zwischen
Probanden mit IFG und IGT, so dass die unterschiedliche 3-Zellfunktion in diesen
beiden pradiabetischen Gruppen mdglicherweise auch von der Inkretinsekretion
abhangt. Die Literatur ist hier jedoch widerspruchlich. So zeigte sich eine gestorte
Sekretion von GIP bei Probanden mit einer IGT, aber nicht bei Probanden mit einer

IFG [42]. Weitere Daten zeigen jedoch nur in den ersten 30 Minuten nach einem
13
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oralen Glukosetoleranztest eine geringere Inkretinausschuittung bei Probanden mit
einer gestorten Glukosetoleranz. Fihrt man nach 180 Minuten eine erneute
Blutentnahme durch zeigt sich kein Unterschied in der Inkretinausschittung
zwischen Probanden mit einer normalen Glukosetoleranz und denen mit einer
gestorten Glukosetoleranz (IGT) [44].

Patienten mit einem bereits diagnostizierten Diabetes mellitus haben eine
signifikant geringere Inkretinausschuttung als Gesunde [43], die zudem nicht auf
erhohte Plasmaglukosespiegel reagiert. Hier kommt es auch in hyperglykamen

Situationen zu einer annahernd konstanten erniedrigten Inkretinausschuttung [45].

Aminoséuren

Auch Aminosauren bewirken eine gesteigerte Insulinsekretion. Dies geschieht nicht
nur wie zuerst angenommen ausschliellich im Beisein von Glukose. An der
Aminosaure Leucin konnte gezeigt werden, dass diese eine direkte Stimulation der
Glutamatdehydrogenase, damit eine gesteigerte Aminosaureoxidation, ein erhdhte
Konzentration von ATP und so eine gesteigerte Insulinsekretion bewirkt [46]. Aber
auch eine Mixtur aus 10 verschiedenen essentiellen Aminosauren bewirkt eine
gesteigerte Insulinsekretion und dies in hoherem Ausmald als es Leucin alleine
bewirkt, was darauf schlielRen lasst, dass weitere verzweigtkettige und aromatische
Aminosauren an der gesteigerten Insulinsekretion beteiligt sind [47]. Da
Aminosauren gleichzeitig die Glukoneogenese stimulieren und die Insulinsekretion

steigern, bleibt der Glukosehaushalt bei Gesunden im Gleichgewicht [48].

Inflammation

Eine Hyperglykamie bewirkt zunachst eine Steigerung der Insulinsekretion durch
Proliferation pankreatischer p-Zellen. Chronifiziert die Phase der Hyperglykamie,
nimmt die B-Zell Funktion jedoch immer weiter ab und bewirkt somit eine
verminderte Insulinsekretion. Diese negativen Effekte einer chronisch erhdhten
Blutglukosekonzentration bezeichnet man als Glukotoxizitat, bei der durch die
Hyperglykamie ausgeldste inflammatorische Prozesse eine wichtige Rolle spielen.
So kommt es durch gesteigerte Glukosespiegel zu einer erhéhten Produktion von
Interleukin (IL)-1B. IL1B wird sowohl von verschiedenen Immunzellen als auch von
den B-Zellen selbst sezerniert und fuhrt im Sinne einer Autostimulation zu einem

weiteren Anstieg seiner Sekretion [49]. Zudem fuhrt IL13 zu einem Einwandern von
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Makrophagen in die Langerhans’schen Inseln sowie zu einer zusatzlichen
Freisetzung von IL13 und anderen proinflammatorischen Zytokinen durch die
eingewanderten und aktivierten Makrophagen [50].

Diese Mechanismen bewirken eine intrapankreatische Inflammation, eine
Aktivierung des Fas-Rezeptors und damit letztendlich eine Apoptose der 3-Zellen
[51-53].

Die gesteigerte Ausschuttung von IL-13 wird Uber eine Aktivierung von Toll-like
Rezeptoren ausgeldst, die durch Glukose induziert wird. Glukose selber stellt zwar
keinen Liganden der Toll-like Rezeptoren dar, im Gegensatz zu beispielsweise
freien Fettsauren, Fibrinogen oder verschiedenen Hitzeschockproteinen [51], fuhrt
jedoch zu einer gesteigerten Ausschuttung von High-Mobility-Group-Protein 1
(HMBGH1). Dieses Protein, welches auch bei einer Nekrose freigesetzt wird, dient
als Ligand der Toll-like-Rezeptoren [54]. Zusatzlich wird die Sekretion weiterer
proinflammatorische Zytokine, wie IL-6 und IL-8, stimuliert, die u.a. durch
Makrophagen ausgeschuttet werden.

So sind die inflammatorischen Prozesse eine Folge einer beim Typ-2 Diabetes
auftretenden Hyperglykamie, verstarken diese aber zudem im Sinne eines Circulus
vitiosus.

Auch freie Fettsauren kdnnen eine Inflammation ausldsen, deren Rolle im nachsten
Abschnitt diskutiert wird.

Freie Fettséuren (FFA)

Akut wirken freie Fettsdauren zunachst als Stimulator fur die Insulinsekretion. Sie
aktivieren einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPR40), durch den eine
gesteigerte Insulinsekretion induziert wird [55]. In einem chronischen Stadium des
Uberangebots von freien Fettsduren kommt es jedoch zu einer Beeintrachtigung
von sowohl Insulinsynthese als auch Insulinsekretion. Ein Grund daflr ist die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in den
Mitochondrien der B-Zelle, die bei der Metabolisierung von FFA anfallen und sich
negativ auf die Funktion der Zellen auswirkt [56]. Eine entscheidende Rolle dabei
spielt aber auch das durch freie Fettsauren induzierte Zytokin IL183, welches eine
EntztGindungsreaktion innerhalb der Langerhans’schen Inseln bewirkt [51].

Wird das Pankreas im Mausmodell Uber einen langeren Zeitraum erhdhten Spiegeln

an freien Fettsauren ausgesetzt, reagieren die (-Zellen weniger sensibel auf
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Glukose und die Glukose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS) nimmt ab. Eine
wichtige Rolle dabei spielt das Uncoupling Protein 2 (UCP2), welches sich an der
Zellmembran der Mitochondrien befindet und als lonentransporter fungiert. Erhohte
Spiegel an freien Fettsauren und eine erhohte Bildung von ROS in den 3-Zellen
bewirken sowohl eine erhohte Aktivitat als auch eine erhdhte Expression des UCP2,
wodurch die Bildung von ROS in den B-Zellen vermindert und eine protektive
Wirkung erreicht wird. Auf der anderen Seite vermindern die erhdohten UCP2-
Spiegel durch die Entkopplung der Atmungskette die ATP-Bildung und damit den
ATP/ADP-Quotienten, was in einer verminderten GSIS resultiert [57, 58].

In vitro fihren vor allem gesattigte Fettsduren, wie Palmitinsaure, zu einer Induktion
von ROS, einer Storung der mitochondrialen Funktion und einer Aktivierung von
proinflammatorischen Zytokinen, ungesattigte Fettsduren hingegen (z.B. Olséure)
zeigen diese Effekte nicht [59]. Ob diese Effekte auch in vivo eine Rolle spielen,
wird bisher kontrovers diskutiert.

Durch freie Fettsauren steigt die Zahl apoptotischer Zellen und auch die Anzahl
proapoptotischer Gene nimmt zu [60]. Die Apoptose wird eingeleitet durch Bindung
an Toll-like-Rezeptoren (TLR). Vor allem die TLR 2 und 4 spielen dabei im
Mausmodell eine wichtige Rolle, indem sie verschiedene Myeloid differentiation
primary response gene 88 (MyD88)- abhangige und -unabhangige Signalwege
aktivieren und so z.B. durch NF-kB Aktivierung zur Zellapoptose oder zu einer
Stoérung der Insulingenexpression fuhren [61]. Dieser Prozess beschleunigt sich,
wenn zusatzlich zu erhohten Spiegeln an freien Fettsauren noch eine erhohte
Glukosekonzentration vorliegt.

Die oben genannten Effekte konnen durch im Blut frei zirkulierende Fettsauren
bewirkt werden. Fettsauren kdonnen aber auch lokal in Zellen des Pankreas
gespeichert werden und einen direkten toxischen Effekt ausuben. Diese lokale
Fettspeicherung in Geweben aullerhalb des Fettgewebes bezeichnet man als

ektope Fettspeicherung.

Ektope Fettspeicherung

Ubergewicht ist ein ausschlaggebender Punkt in der Entwicklung einer
Insulinresistenz. Hochkalorische Ernahrung, kombiniert mit korperlicher Inaktivitat
fuhren zu einer erhdhten Anzahl an gespeicherten Triglyzeriden in den Adipozyten

[62]. In weiter fortgeschrittenen Stadien werden Triglyzeride zudem in Arealen
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aulBerhalb des Fettgewebes gespeichert. Diese sogenannte ektope
Fettspeicherung fuhrt zur Fetteinlagerung in Zellen der inneren Organe, einer
Steatosis, und einer daraus madglicherweise resultierenden Fehlfunktionen der
Organe [63, 64]. Nach heutigem Wissensstand ist eine der Ursachen einer
peripheren Insulinresistenz im Muskelgewebe eine Akkumulation von ektopem Fett
in den Myozyten [65, 64]. Im Herzmuskel dagegen kommt es zur Abnahme der
diastolischen Funktion [66].

Beim Menschen kénnen nicht nur Ubergewicht, sondern auch virale Infektionen,
Chemotherapie oder Alkoholabusus zu einer Pankreassteatose fuhren. Eine
eindeutige Korrelation dieser Steatose mit einer klinischen Erkrankung wie dem
Typ-2 Diabetes, Pankreaskrebs oder einer Pankreatitis konnte bisher allerdings
nicht nachgewiesen werden [67].

Ob ein erhohter Fettgehalt des Pankreas die Insulinsekretion beeinflusst, wird in
den nachfolgenden Kapiteln weiter dargestellt. Zunachst sollen die verschiedenen

Messmethoden zur Bestimmung des ektopen Fettgehaltes dargestellt werden.

1.2.3. Messmethoden des Fettgehaltes in Organen

Verschiedene Moglichkeiten stehen zur Verfugung, um den Fettgehalt in Geweben
zu bestimmen. Unterschieden wird hierbei zwischen invasiven Methoden, wie der
Gewebebiopsie, und nicht-invasiven Methoden wie z.B. dem Ultraschall, der
Computertomographie oder der Magnetresonanztomographie (MRT).
Gewebebiopsien beim Menschen sind stark beschrankt durch ihre Invasivitat und
einer ungenugenden Darstellung des gesamten Organs. So kann es passieren,
dass man eine Biopsie eines fettfreien Organanteils erhalt, oder dass es zu einer
Verunreinigung durch umliegendes Fettgewebe kommt [64]. Das Pankreas kann mit
Hilfe der Computertomographie oder auch mit einer Endosonographie perkutan
biopsiert werden. Multiple Risiken einer Biopsie, beispielsweise Blutungen,
Nachblutungen, Verletzung von Nachbarorganen oder Infektionen, erklaren die
eingeschrankte Nutzbarkeit dieser Methode im Rahmen einer Studie an gesunden
Probanden.

Weitere invasive Methoden sind beispielsweise eine Probenentnahme wahrend
einer Operation oder wahrend einer Autopsie. Die Proben werden zur Bestimmung
des Fettgehalts getrocknet und durch eine Bestimmung des Gesamttriglyzerins der

Neutralfettanteil berechnet.
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Im Bereich der nicht-invasiven Methoden unterscheidet man semiquantitative
Methoden (Fettgehalt kann in verschiedene Gruppen eingeteilt werden [zum
Beispiel: wenig Fett, maRig Fett, viel Fett], jedoch keiner genauen Malieinheit
zugeordnet  werden) von  quantitativen = Methoden wie der 'H-
Magnetresonanzspektroskopie ('H-MRS).

Als semiquantitative Methode, um den Fettgehalt zu bestimmen, gelten der
Ultraschall und die Computertomographie. Im Ultraschall stellt sich eine
Pankreassteatose als eine Vermehrung der Echogenitat dar. Jedoch ist es vor allem
bei adiposen Patienten oftmals schwierig das Pankreas im Ultraschall gut zu
visualisieren. Hinzu kommt, dass sich auch eine Pankreasfibrose als eine
Vermehrung der Echogenitat darstellt. So ist der Ultraschall als Screeningmethode
eher ungeeignet [67].

Auch mithilfe der Computertomographie kann der Pankreasfettanteil lediglich
annahernd (semi-quantitativ) bestimmt werden [68, 69]. Das Pankreas enthalt
sowohl interlobulares als auch perivaskulares Fett. Zudem befindet sich ein geringer
Anteil des Fettes innerhalb der Azinuszellen. Azinusgewebe und Fettgewebe
besitzen in der Computertomographie jedoch eine unterschiedliche Dichte. Mithilfe
einer speziellen Software (Vitrea 2 sculpt tool) kann das Pankreas in der
Computertomographie fettfrei dargestellt werden. Der Pankreasfettanteil kann dann
gemessen werden als totales Pankreasvolumen —  parenchymales
Pankreasvolumen. Das Pankreasvolumen nimmt wahrend der Kindheit zu, wobei
die Relation von Pankreasgewebe zu Pankreasfett konstant bleibt. Im Alter
zwischen 20-60 Jahren andert sich das Pankreasvolumen nur wenig. Anschlie3end
steigt v.a. der pankreatische Fettanteil. Zudem zeigte sich eine starke Korrelation
zwischen Pankreasfettanteil und BMI, jedoch keine positive Korrelation zwischen
Pankreasfett und Typ-2 Diabetes [69].

Mochte man eine quantitative Aussage Uber den Fettgehalt treffen, sollte man die
"H-Magnetresonanzspektroskpie (MRS) wahlen [64, 70], welche auf dem Prinzip
der Magnetresonanztomographie (MRT) beruht. Unterschiedlich ist jedoch das
Ergebnis. Anders als bei der MRT, erhdlt man kein Bild, sondern ein
Intensitatsspektrum. Da verschiedene Molekule unterschiedliche
Resonanzeigenschaften besitzen und die verschiedenen Gewebe im Korper
unterschiedlich zusammengesetzt sind, kann man sie mit Hilfe der MRS

differenzieren und graphisch als Spektrum darstellen. In diesem Spektrum steht
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jeder Peak fur einen bestimmten Metaboliten, was es ermdglicht z.B. in einem
bestimmten Volumen den Fettgehalt als Peak in einem Spektrum darzustellen.
Wasserstoff eignet sich hierbei besonders gut fir die Spektroskopie, da es in jedem
Gewebe vorhanden ist und eine gute Sensitivitat aufweist.

Diese Methode ermdglicht bereits den Triglyceridgehalt im Muskel, in der Leber und
im Herzen zu bestimmen. Im Tiermodell erbrachte die MRS Messung des
Pankreasfettanteils gleich gute Werte wie eine post-mortem Bestimmung [71]. In
einer Vergleichsmessung bei obesen Zucker Diabetic Fatty (ZDF) Ratten und
schlanken Kontrolltieren zeigte sich eine gute Korrelation zwischen der Bestimmung
des pankreatischen Triglyzeridgehaltes in der MRS und der biochemischen
Bestimmung des Lipidgehaltes post mortem. Zur Bestimmung des
Pankreasfettanteils in der MRS wurde das Pankreas den Tieren enthommen, in ein
Messgefall mit Wasser Uberfihrt und der Triglyzeridgehalt per Spektroskopie
bestimmt. Zur biochemischen Bestimmung wurde das Pankreas direkt nach der
Entnahme eingefroren und der Triglyzeridgehalt mit der Folch Methode gemessen
[63]. Die Magnetresonanzspektroskopie zeigte zudem bei humanen Probanden
eine gute Reproduzierbarkeit [71, 63, 72].

Dabei erfolgt in der Regel eine Bestimmung des Gesamtfettgehaltes des Pankreas,
wobei die Fettverteilung im Pankreas sehr inhomogen ist. Neben Regionen mit
erhdhtem Fettgehalt finden sich so auch Regionen, welche ganz frei von ektopen
Fetteinlagerungen sind [72]. Eine alleinige Messung des Fettgehalts in den 3-Zellen

des Pankreas ist bisher nicht maglich.

1.2.4. Assoziation von Pankreasfettgehalt und Insulinsekretion

1.2.4.1. In vitro Daten

Viele Studien haben sich bereits mit den toxischen Auswirkungen erhdhter
Konzentrationen von freien Fettsauren auf die B-Zellfunktion in vitro beschattigt.
Hierbei kann eine ektope Fetteinlagerung nur Uber die Inkubation der 3-Zellen
zusammen mit hohen FFA-Konzentrationen simuliert werden.

Gezeigt hat sich auf einen akuten Stimulus mit nicht-veresterten freien Fettsduren
hin eine sowohl erhohte GSIS als auch eine erhdhte Glukose-unabhangige
Insulinsekretion [73]. Bei einer chronischen Exposition in vitro verringert sich
hingegen alleine die GSIS [74].
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Viele Studien untersuchen jedoch nicht die alleinige toxische Wirkung erhdhter
Spiegel an freien Fettsauren, sondern direkt die Kombination aus erhdhten Glukose
und erhdhten Fettsaurespiegeln, beispielsweise mit einer Losung aus Glukose und
Palmitat. Eine 72-stindige Bebritung der B-Zellen mit diesen erhohten Glukose-
und Lipidkonzentrationen fuhrte bereits zu einer verringerten GSIS, verringerten
Glukosetransportern und damit einer verminderten Glukoseaufnahme in die Zellen,
einer reduzierten Mitochondrienaktivitdt und somit einer verminderten
Insulinsekretion. Zudem konnte eine Reduktion der Calcium Konzentration, eine
verminderte intrazellulare Insulinkonzentration und eine reduzierte Fahigkeit der
Insulinausschuttung gezeigt werden [75-78].

Es konnte aber auch eine Reversibilitat dieser schadlichen Auswirkungen gezeigt
werden, welche jedoch zeitabhangig war [78].

Um die Situation nicht nur in vitro darzustellen, sondern in vivo genauer zu

simulieren, wurden einige Studien am Tiermodell durchgeflhrt.
1.2.4.2. Tiermodelle

Im Tiermodell konnte bereits gezeigt werden, dass eine vermehrte pankreatische
Fetteinlagerung zu einer verminderten Anzahl der 3-Zellen im Pankreas fihren kann
[63, 79, 58].

In obesen ZDF (Zucker Diabetic Fatty) Ratten zeigte sich ein hoherer
pankreatischer Gesamtfettgehalt im Vergleich zu altersgemachten schlanken
Kontrolltieren. Eine Unterscheidung zwischen intrazellularem und interzellularem
Fett erfolgte nicht. Mit zunehmender Stérung des Glukosestoffwechsels und
zunehmendem Alter stieg der pankreatische Fettgehalt in den ZDF Ratten an,
wahrend er in den Kontrolltieren ohne Stoffwechselstorung konstant blieb [63].
Bevor es zu einer ektopen Fetteinlagerung im Pankreas kam, zeigten sich bei den
ZDF Ratten chronologisch zunachst erhdhte systemische Triglyzeridspiegel ohne
Einschrankungen der Insulinsekretion und somit mit normalen
Plasmaglukosekonzentrationen. Erst nach einigen Wochen des erhdhten
Angebotes an Triglyzeriden, kam es zu einem Stadium der Hyperglykdmie durch
Abnahme der Anzahl an 3-Zellen und somit verminderter Insulinsekretion [79].
Allerdings konnte im Mausmodell an pradiabetischen Tieren auch gezeigt werden,
dass diese Vorgange reversibel sind. Eine Reduktion der Hyperlipidamie bewirkte

einen vermehrten Einbau von GLUT2 in die B-Zellmembran, ein erhdhtes

20



1

Einleitung

Ansprechen der Insulinsekretion auf erhohte Plasmaglukosekonzentrationen und
eine Reduktion des Pankreasfettgehalts [58].

Nun stellt sich die Frage, ob diese negativen Effekte, die man bei einem
Vorhandensein erhdhter Plasmaspiegel an freien Fettsauren findet, auch bei einer
lokalen Fetteinlagerung in den pankreatischen B-Zellen eine Rolle spielen und, ob
diese lipotoxischen Effekte auch beim Menschen zu einer Abnahme der [-
Zellfunktion fuhren. Mit letzterem haben sich verschiedene Forschungsgruppen

beschaftigt.
1.2.4.3. Humane Studien

Im Gegensatz zu dem in vitro und im Tiermodell gezeigten Zusammenhang
zwischen Insulinsekretion und ektoper Fetteinlagerung oder erhdhten FFA-
Spiegeln, sind die Daten aus humanen Studien widersprtchlich.

Wahrend in einigen Studien eine negative Assoziation zwischen Pankreasfettgehalt
und Insulinsekretion im oGTT [80, 81], ermittelt mittels "H-MRS, beobachtet werden
konnte, war diese Assoziation bei Erfassung der Insulinsekretion mithilfe des
hyperglykdmischen Clamp oder der Argininstimulation [82] nicht nachweisbar
(Ubersicht in Tab. 2).

Neben unterschiedlichen Ansatzen zur Berechnung der Insulinsekretion wurde
auch der Pankreasfettgehalt unterschiedlich bestimmt. Wahrend die Mehrzahl der
Studien die 'H-MRS verwendete [80, 82, 81], nutzen vereinzelte Studien die
Computertomographie [83] zu Lasten einer schlechteren Quantifizierung und einer

hohen Strahlenbelastung flr die Probanden im Vergleich zur '"H-MRS.
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Studien mit CT und 'H-MRS

Wie bereits beschrieben gibt es verschiedene Mdglichkeiten den Pankreasfettgehalt
zu bestimmen. Zulasten einer schlechteren Quantifizierung und einer hohen
Strahlenbelastung fur die Probanden, kann man eine im Vergleich zur MRS
preiswertere und besser verfugbare Computertomographie durchfthren.
Vergleicht man die Insulinsekretion, bestimmt im oGTT mittels Insulinogenic index,
mit der Pankreasfettmessung in der Computertomographie, zeigt sich eine
Abnahme des Pankreasvolumens bei Patienten mit Typ-2 Diabetes mellitus und
eine negative Korrelation zum Insulinogenic index. Der Pankreasfettanteil korreliert

mit der Insulinresistenz (p<0,01) [83].

In der ersten publizierten Studie mittels 'H-MRS aus 2007 wurde der
Gesamtfettanteil des Pankreas bei 12 Patienten mit Typ-2 Diabetes und 24 nicht-
diabetischen Mannern untersucht [80]. Fur die B-Zellfunktion wurde aus den Insulin-
und Glukosewerten wahrend eines oGTT der Insulinogenic index, die frihe und
spate Phase der Insulinsekretion und weitere Indices berechnet. Wahrend der
mittlere pankreatische Fettanteil mit 20,4% zwar in der Gruppe mit Typ-2 Diabetes
verglichen zu 9,7% in der nicht-diabetischen Gruppe deutlich erhoht war, zeigte sich
aber nur in der nicht-diabetischen Kontrollgruppe eine Korrelation zwischen
Pankreasfett und Insulinsekretion. Moglicherweise spielen bei manifestem Typ-2
Diabetes weitere Faktoren neben dem Pankreasfett eine Rolle, sodass diese
Assoziation uUberdeckt wird [80]. Allerdings konnte die negative Assoziation
zwischen Insulinsekretion und Pankreasfettgehalt in einer weiteren Studie lediglich
bei Probanden mit einem Pradiabetes, d.h. gestorter Glukosetoleranz und/oder
gestorter Nuchternglukose, nicht aber bei stoffwechselgesunden Probanden
nachgewiesen werden [81]. Diese negative Korrelation zeigte sich jedoch erst nach
Adjustierung fur die Insulinsensitivitat, aber sowohl bei dem Zusammenschluss von
Probanden mit IFG/IGT als auch bei Berechnung der Korrelation fur jede einzelne
Subpopulation. Zudem zeigte sich bei der Regressionsanalyse, dass der
Pankreasfettgehalt einen grélReren Einfluss auf die Insulinsekretion hat als der
viszerale Fettgehalt [81]. Zwar wurden in beiden Studien vergleichbare Male flr die
Insulinsekretion und die 'H-MRS zur Quantifizierung des pankreatischen

Fettgehaltes verwendet, allerdings sind in beiden Fallen die Gruppengrof3en mit

23



1

Einleitung

maximal 28 Probanden relativ klein, was die diskrepanten Ergebnisse insbesondere

bei den normal-glukosetoleranten Probanden erklaren konnte.

Eine weitere Studie wahlte einen Clamp (kombinierter hyperinsulinamischer-
euglykamischer Clamp und zudem hyperglykadmischer Clamp mit Arginin
Stimulation) zur Bestimmung der Insulinsekretion bei 29 Probanden mit einer
gestorten Nuchternglukose, 16 mit einer gestorten Nulchternglukose und einer
gestorten Glukosetoleranz und 16 gesunden Probanden in der Kontrollgruppe aus.
Pankreas- und Leberfettgehalt wurden mit einer 'TH-MRS untersucht. Als Marker fiir
die Insulinsekretion wurde hier der Disposition Index berechnet. Hierbei zeigte sich
bei Probanden mit einer gestorten Glukosetoleranz oder eine kombinierten
Stérungen von Glukosetoleranz und Nuchternglukose zwar der héchste Anteil an
pankreatischem Fett, eine Assoziation zur Insulinsekretion konnte jedoch nach
Regressionsanalyse und Adjustierung fur Alter und BMI nicht festgestellt werden
[82]. Die Analyse erfolgte in der gesamten Studienkohorte ohne Unterscheidung
zwischen NGT, IFG oder IFG/IGT. Kritisch betrachten sollte man die Verwendung
des Disposition Index als einen Marker der Insulinsekretion, da dieser auch von der

Insulinsensitivitat der Probanden abhangt.

In den verschiedenen Studien unterschied sich zudem das Patientenkollektiv. Eine
negative Assoziation von Pankreasfettanteil und Insulinsekretion konnte in Studien
gezeigt werden, welche an Probanden mit einem manifesten Typ-2 Diabetes oder
einer pradiabetischen Form litten. Bei Tushuizen et al. zeigten die kleinen Kohorten
zudem teilweise eine schlechte Vergleichbarkeit zwischen Kollektiv und
Kontrollgruppe mit signifikant erhéhtem BMI bei der Gruppe der Probanden mit Typ-
2 Diabetes. Hier kdnnte auch ein erhdhter viszeraler Fettanteil in dieser Gruppe eine
Erniedrigung der Insulinsekretion bewirkt haben, was in anderen Studien bereits
gezeigt werden konnte [85, 86]. Da der viszerale Fettanteil nicht separat bestimmt

wurde, lasst sich diese These nicht nachprifen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Studien zwar einige
Gemeinsamkeiten haben, sich aber auch in wesentlichen Aspekten unterscheiden
und es zudem keine grolRere Studie gibt, die den Einfluss des Pankreasfettgehaltes

auf die Insulinsekretion an einer nicht-diabetischen Population beschreibt. Da die
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Resultate stark variieren und die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen
Pankreasfett und Insulinsekretion besteht, noch nicht abschlieRend geklart ist,

besteht Bedarf fiir eine weitere Studie zu diesem Thema.

1.3. Ziele der Arbeit

Der Widerspruch der bisher vorhandenen Studienergebnisse zeigt die
Notwendigkeit einer grolkeren, an einer nicht-diabetischen Population
durchgefuihrten Studie zur Untersuchung der Assoziation zwischen Pankreasfett
und Insulinsekretion.

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass ein erhdhter Pankreasfettanteil gemessen in
der Magnetresonanzspektroskopie negativ assoziiert ist mit der im oGTT

gemessenen Insulinsekretion.

Primares Ziel:
- Untersuchung der Assoziation von Pankreasfett gemessen mittels 'H-MRS
und Insulinsekretion mittels Insulinogenic index
Sekundares Ziel:
- Identifikation mdglicher Einflussfaktoren, z.B.
o Alter
e Geschlecht
e BMI

25



2 | Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

Verbrauchsmaterialien

Venenverweilkaniile (Vasofix® Safety, 22G (blau), Artikelnummer:
4268091S-01; 20G (rosa), Artikelnummer: 4268113S-01, B.Braun
Melsungen AG, 34212 Melsungen, Deutschland)
Venenverweilkanilenverschluss (Mandrin Vasofix®, 22G, Artikelnummer:
4215095; 20G, Artikelnummer: 4219104, B.Braun Melsungen AG, 34212
Melsungen, Deutschland)

Multiadapter (BD Vacutainer® Multisample Luer-Adapter, Artikelnummer:
367300, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)
Einmalhalter (BD Halter fur die Blutentnahme mit BD Vacutainer® Réhrchen,
Artikelnummer: 364815, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg,
Deutschland)

Einmalspritzen (Injekt®, 2 ml: Artikelnummer: 2057895, 5ml: Artikelnummer:
2057903, 10ml: Artikelnummer: 2057926, B.Braun Melsungen AG, 34212
Melsungen, Deutschland)

Desinfektionsspray (Bode Cutasept ® , Artikelnummer: 976820, Bode
Chemie 22525 Hamburg, Deutschland)

Tupfer (Pur Zellin 4x5 cm unsteril Rolle zu 500 Stuck, Artikelnummer:
3548129, Paul Hartmann AG, 45659 Recklinghausen, Deutschland)
Cosmopor [V Kantlenpflaster (Fixierpflaster, 8 x 6 cm, 50 Stick,
Artikelnummer: 602895, Paul Hartmann AG, 45659 Recklinghausen,
Deutschland)

Einmalhandschuhe (Latex Gentle Skin Sensitive PF unsteril 100 Stuck,
Artikelnummer: V83003M, Rd&sner-Mautby Meditrade GmbH, 83088
Kiefersfelden, Deutschland)

Zentrifuge (Rotina 420 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 78532
Tuttlingen, Deutschland)

Pipette (Eppendorf Research® plus 100-1000 ul, Eppendorf AG, 22339
Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen (ep T.l.P.S. Reloads 50-1000 pl, Artikelnummer: 0030
073.460, Eppendorf AG, 22339 Hamburg, Deutschland)
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Cryovials, 2 ml, freistehend, steril, Artikelnummer:710513, Biozym Scientific
GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Deckelstopfen farbig (Cap-insert, rot, Artikelnummer: 710531 Biozym
Scientific GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Rohrchen

Serumréhrchen (BD Vacutainer® SSTTM Il Advance Réhrchen,
Artikelnummer: 366882, Volumen: 2,5 ml, Artikelnummer: 367953, Volumen:
8,5 ml, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

K2 EDTA-Rohrchen (BD Vacutainer® EDTA-ROhrchen, Artikelnummer:
368841, Volumen: 2 ml, Artikelnummer: 368856, Volumen: 3 ml, Becton
Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

Glukoserdhrchen (Mikro-Probengefaf’ 1,3 ml, Fluorid Heparin/Glukose, gelb,
Artikelnummer: 41.1505.015, Sarstedt AG & Co, 51588 Numbrecht,
Deutschland)

RNA (PAXgene™ Blood RNA Roéhrchen, Artikelnummer: 762165, Volumen
2,5 ml, Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland)

Freie Fettsauren (Mikro-Probengefal® 1,5 ml, mit Schraubverschluss,
Artikelnummer: 710020, Biozym Scientific GmbH, 31840 Hessisch
Oldendorf, Deutschland ) versetzt mit 20 pul K2-EDTA und 40 pl-Orlistat-
Stammldsung

Versorgungsrohrchen (Probenrohrchen 1,5 ml, farblos, Artikelnummer:
710020, Biozym Scientific GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)
+ Schraubverschlisse, grin mit Dichtring, Artikelnummer.: 710033, Biozym
Scientific ~ GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)
+ Schraubverschlisse, blau mit Dichtring, Artikelnummer: 710032, Biozym
Scientific GmbH, 31840 Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Versorgungsrohrchen (5 ml, 75 x 13 mm, PS, Artikelnummer: 55.475.001,
Sarstedt AG & Co., 51588 Numbrecht, Deutschland)

Kits und Losungen

OGTT: Glukoselésung ACCU-CHEK® Dextrose O.G-T. (Roche Diagnostics
GmbH, 42579 Heiligenhaus, Deutschland)
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Freie Fettsauren: NEFA-HR(2) (Wako Chemicals GmbH, 41468 Neuss,
Deutschland)

Orlistat 25 ug/ml Stammlésung, bestehend aus einer Verdinnung von
zerriebenem Orlistat (Xenical®, Roche Pharma GmbH, 79639 Grenzach-
Wyhlen, Deutschland) mit physiologischem NaCL in einer Konzentration von
1:4

K2-EDTA 1,8 mg/ml Stammiésung (Artikelnummer ED2P-100G, Sigma-
Aldrich GmbH, 82024 Taufkirchen, Deutschland)

Quantikine® HS, High Sensitivity ELISAs, Human — IL-6 (R&D Systems,
Minneapolis, USA)

IL-18 ELISA (MBL, Nagoya, Japan)

Total und High-molecular-weight Adiponectin (ALPCO Diagnostics, Salem,
USA)

Gerate

Insulin und C-Peptid: IMMULITE® 2000 (Global Siemens Healthcare
Headquarters Siemens AG, 91052 Erlangen, Deutschland)

Triglyceride: Cobas® ¢ Systeme TRIGL (Roche Diagnostics GmbH, 42579
Heiligenhaus, Deutschland)

Blutbild: Sysmex XE-2100 (Sysmex Deutschland GmbH, 22848 Norderstedt,
Deutschland)

HbA1c: VARIANT™ |I Hamoglobin-Analysesystem (Bio-Rad Laboratories
GmbH, 80901 Minchen, Deutschland)

Glukose: Epos 5060 (Eppendorf AG, 22339 Hamburg, Deutschland)
Messgerat SECA 285 dp (seca austria, 22089 Hamburg, Deutschland)
SECA 201 Umfangsmessband (seca austria, 22089 Hamburg, Deutschland)
MRT 3T Philips Achieva (Philips GmbH Market DACH, 20001 Hamburg,
Deutschland)

31P Spektrum: 14 cm zirkulare 3'P Oberflachen Spule, transmit-receive coil
(Philips GmbH Market DACH, 20001 Hamburg, Deutschland)

"H Spektrum: 16-channel phased-array Empfanger Spule (Philips GmbH
Market DACH, 20001 Hamburg, Deutschland)
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Softwarepakete
e Interview: DAIMON Computer Programm
e Programm No23 Recorder 2.0 (85376 Massenhausen, Deutschland)
e NUTS (Acorn NMR Inc, Livermore, CA, USA)
e SAS Version 9.4 TS Level 1MO0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)

2.2. Methoden

2.2.1. Nationale Kohorte

Die Nationale Kohorte ist eine Langzeit-Bevolkerungsstudie, um Ursachen und
Risikofaktoren far verschiedene Volkskrankheiten, z.B. Herz-
Kreislauferkrankungen, Krebs, Diabetes mellitus, Demenz und
Infektionserkrankungen zu identifizieren. Ein Zusammenschluss deutscher
Forschungseinrichtungen will deutschlandweit 200 000 Menschen im Alter von 20-
69 Jahren untersuchen, um Strategien zur Fruherkennung und Pravention dieser
Krankheiten zu entwickeln.
Zusammengeschlossen haben sich Institute aus der Helmholtz-Gemeinschaft,
verschiedene Universitaten und andere Forschungsinstitute, darunter das Deutsche
Diabetes-Zentrum.
Die seit 2007 entwickelte Nationale Kohorte soll drei grolRe Ziele verfolgen:

1. Eine Plattform flr zuklnftige epidemiologische Studien darstellen.

2. Wichtige epidemiologische und grundlegende Fragen im Bereich der

chronischen Krankheiten klaren.

3. International mit anderen grofl3en prospektiven Studien kooperieren.

Zum Untersuchungsprogramm der Nationalen Kohorte gehort zum einen eine
kdrperliche Untersuchung der Probanden, aber auch eine genaue Befragung Uber
die jeweiligen Lebensgewohnheiten. Zusatzlich werden Blutproben entnommen, die
in einer zentralen Bioprobenbank gelagert werden.

Die Studienteilnehmer sollen Uber einen Zeitraum von 10-20 Jahren beobachtet
werden. Falls in diesem Zeitraum eine der oben erwahnten Krankheiten bei einem
Probanden in Erscheinung tritt, kann retrospektiv versucht werden die

wahrscheinliche Ursache der Erkrankung zu identifizieren.
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2.2.2. Machbarkeitsstudie

Wahrend der Jahre 2009-2012 befand sich die Nationale Kohorte in der
Vorbereitungsphase. Einen Teil dieser Phase stellten verschiedene
Machbarkeitsstudien in unterschiedlichen Forschungsinstituten dar. Ziel war es die
Studienablaufe zu etablieren, um bei dem Start der Nationalen Kohorte einen
reibungslosen Studienablauf zu gewahrleisten. Im Rahmen einer dieser
Machbarkeitsstudien, welche im Deutschen Diabetes-Zentrum stattfand, wurden die

Daten zu der hier vorliegenden Arbeit erhoben.

2.2.3. Probandenselektion

Studienteilnehmer wurden mittels Werbeanzeige und tUber das Einwohnermeldeamt
Dusseldorf gesucht. Die Studie wurde von der Ethikkomission der Universitat
Dusseldorf geprift und von dieser positiv bewertet (Ethiknummer: 3619). Die
Teilnehmer erhielten eine ausfihrliche Aufklarung tber den Studienablauf und
mogliche Risiken und unterschrieben eine Einverstandniserklarung sowohl zur
Basisstudie als auch seperate Einverstandniserklarungen zum oGTT und zum
MRT.

Die Probandendaten wurden pseudonymisiert mittels einer Rekrutierungsnummer.
Zusatzlich erhielt jeder Proband eine interne Identifikationsnummer (NK-Nummer)

fur das Bioprobenprotokoll, die Laborbestimmungen und die MRT-Messungen.

2.2.4. Studiendesign

Die fur die Querschnittstudie relevanten Daten wurden bei den Probanden zwischen
Juli und September 2011 mittels MRT und Blutabnahme erhoben. Zudem erhielten
die Probanden ein standardisiertes Interview und anthropometrische Messungen.
Hierzu kamen die Patienten an einem bis maximal zwei Tagen in das Deutsche

Diabetes-Zentrum.

2.2.5. Studienuntersuchungen

Anthropometrie, Blutdruckmessung und Interview

Die Probanden wurden gebeten sich bis auf die Unterwasche zu entkleiden. Zu
Messung von Gewicht und KorpergroRe wurde das Messgerat SECA 285
verwendet, die Erfassung von KorpergroRe (in cm) und Korpergewicht (in kg)
erfolgte auf eine Nachkommastelle genau. Aus den erhobenen Daten konnte der
jeweilige Body Mass Index (BMI) der Probanden durch folgende Formel bestimmt

werden:
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BMI = kg/m? (kg: Kbrpergewicht, m: KérpergroRe)

Gemessen wurden aullerdem Taillen- und Huftumfang in cm mit einem
unelastischen MalRband (SE-CA 201). Die Probanden wurden aufgefordert sich mit
hiftbreit gedffneten Beinen mit dem Ricken zu einem Ganzkorperspiegel
hinzustellen. Der Bauch sollte dabei nicht eingezogen werden und die Probanden
madglichst ruhig atmen. Das Maliband wurde horizontal ohne Einschniren um den
Korper gefuhrt. Der Taillenumfang wurde in der Mitte zwischen der untersten Rippe
und dem Beckenkamm gemessen, der Hiftumfang am weitesten nach hinten
ausladenden Punkt des Gesal.

Systolische und diastolische Blutdricke wurden in mmHg nach Riva Rocci im
Anschluss an eine zehnminutige Ruhephase am sitzenden Probanden gemessen.
Auf eine korrekte MannschettengroRe wurde geachtet. Jeder Proband nahm an
einem standardisierten Interview teil, in welchem die genaue Reihenfolge der
Fragen vorgegeben war. Sowohl die Fragen als auch die Antworten der
Studienteilnehmer wurden direkt im Computerprogramm (Software: DAIMON)
aufgezeichnet. Ein Mitschnitt des Interviews erfolgte bei gegebenem Einverstandnis
mittels des Programms No23 Recorder 2.0. Im Vorfeld des Interviews wurden die
Probanden Uber das bevorstehende Interview aufgeklart und ihr Einverstandnis
eingeholt. Ziel des Interviews war es bereits durch einen Arzt diagnostizierte
Erkrankungen, Diagnosezeit und Behandlung dieser Erkrankungen, eventuelle
Medikamenteneinnahmen und spezifische Lebensgewohnheiten, wie Alkohol- oder

Tabakkonsum zu erfragen.

Blutabnahme und Probenverarbeitung

Die Probanden erschienen am Morgen des Studientages nuchtern im Deutschen
Diabetes-Zentrum. Vor der Blutentnahme wurden die Probanden nach
Bluterkrankungen, Medikamenteneinnahme, Nahrungsaufnahme und
Alkoholkonsum innerhalb der letzten 24 Stunden befragt. Absolute Kontraindikation
fur die Blutentnahme stellte eine Hamophilie dar, relative Kontraindikation die
Einnahme von Dblutverdiunnenden Medikamenten. Nach Gabe ihres
Einverstandnisses erhielten die Probanden unter aseptischen Bedingungen eine
Venenverweilkanule. Praferierter Ort flr die Lage der Venenverweilkanile war eine
Vene der Ellenbeuge, zweite Wahl der Handrucken. Es wurde darauf geachtet, nicht

langer als eine Minute den Arm zu stauen. Direkt im Anschluss an die Anlage der
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Venenverweilkanule erfolgte die erste Blutentnahme (Zeitpunkt -45), weitere
Entnahmen erfolgten zu den Zeitpunkten 0 (direkt vor dem Trinken der oGTT
Lésung), 30, 60 und 120 Minuten nach Beendigung des Trinkens. Die
Blutentnahmerdhrchen wurden vor ihrer Verwendung mit der NK Nummer des
Probanden, dem Abnahmezeitpunkt und dem Material (Serum, Plasma, DNA, RNA)

mittels eines Aufklebers versehen.

Zeitpunkt (min)

-45 0 (direkt vor Start 30 60 120

des oGTT)
Klinische Insulin, C-Peptid Insulin, C- Insulin, C- Insulin, C-Peptid
Chemie' Peptid Peptid
Kleines Glukose Glukose Glukose Glukose
Blutbild
DNA Metabolomics Metabolomics
Freie Immunmarker Immunmarker
Fettsauren
HBA1c RNA

Tabelle 3: Blutabnahmeschema.

1: Kreatinin, Harnsaure, Cholesterin, HDL, LDL, Triglyzeride, GOT, GPT, y-GT, Ferritin.

Klinische Chemie (Serum):

Die Abnahme von 20 ml Blut fir die Serumgewinnung erfolgte in drei Rohrchen,
welche direkt nach der Abnahme zweimal um 180° geschwenkt wurden. Nach einer
Standzeit von 30 bis maximal 45 Minuten bei Raumtemperatur wurden die
Réhrchen 30 Minuten lang bei einer Temperatur von +4°C mit 2000 g zentrifugiert.
Im Anschluss wurde das Serum in ein Analyseréhrchen dekantiert. Dieses wurde
gekuhlt bei +6°C innerhalb von 2 Stunden zusammen mit dem Ro&hrchen zur
Messung des kleinen Blutbildes gekuhlt in das Zentrallabor des

Universitatsklinikums Dusseldorf gebracht.
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Kleines Blutbild (EDTA):

2 ml Blut wurde zur Analyse des kleinen Blutbildes in ein EDTA-Rohrchen
abgenommen und nach 4-6maligem Schwenken des Réhrchens im Kuhlschrank bei
6°C gelagert. Anschlieend wurde das Rohrchen ebenfalls gekuhlt in das

Zentrallabor des Universitatsklinikums Dusseldorf transportiert (s.0.).

DNA (EDTA):

Im Anschluss an die Blutentnahme in zwei EDTA Rdhrchen (4 ml+6 ml) wurden
diese geschwenkt und von einem 200 ul in ein Kryoréhrchen Uberflhrt. Dieses
wurde vom Institut fur Umweltmedizinische Forschung weiter verarbeitet. Das
verbleibende EDTA Blut wurde zur spateren Extraktion der DNA bei -20°C im

Gefrierschrank gelagert.

HBA1c (EDTA):
Zur Bestimmung des HbA1c wurde ein 3 ml EDTA Rohrchen verwendet. Dieses

wurde bei Raumtemperatur bis zur Analyse innerhalb von 24 Stunden gelagert.

Freie Fettsauren (EDTA mit 40 ul Orlistat-Stammldsung):
Das Mikro-Probengefal® wurde mit 1 ml Probandenblut gefullt und geschwenkt.
Anschliellend wurde es auf Eis gelagert bis es in der Hormonanalytik des

Deutschen Diabetes Zentrums weiter verarbeitet wurde.

Insulin und C-Peptid (Serum):

Blutentnahme erfolgte in ein 3,5 ml Serumréhrchen welches im Anschluss an die
Abnahme geschwenkt wurde. Nach einer 30-45mindtigen Standzeit bei
Raumtemperatur wurde dieses Rohrchen bei 2000 g und +4°C zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand zur weiteren Verarbeitung auf zwei Kryordhrchen
verteilt und bei -20°C eingefroren. Die weitere Analyse von Insulin und C-Peptid

erfolgte in der Hormonanalytik des Deutschen Diabetes-Zentrums.

Glucose (Heparinat mit Kaliumfluorid):
Zur Bestimmung der Glukose wurde den Probanden 1 ml Blut mit einer
Einmalspritze entnommen und in ein Mikro-Probengefald mit Kaliumfluorid-

Heparinat zur Glukosebestimmung umgefullt. Dieses wurde ca. 10 Mal um 180°
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geschwenkt und anschlie®end im Stehen bei Raumtemperatur bis zur Analyse

innerhalb von 4 Stunden gelagert.

Metabolomics (EDTA):

Dieses Rohrchen wurde 30 Minuten auf Eis gelagert und anschlieRend bei 2000 g
und 15°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und auf zwei Kryoréhrchen
verteilt, welche bei -20°C eingefroren wurden.

RNA (PAXGene®--Réhrchen):

Dieses Rohrchen wurde nach Beflllung mit 2,5 ml Probandenblut mindestens 10
Mal geschwenkt, anschlief3end in einer lichtgeschutzten Box mindestens 2 Stunden

gelagert und anschliel3end bei einer Temperatur von -20°C eingefroren.

Immunmarker (Serum):
Die Abnahme von 8,5ml erfolgte in ein Serumréhrchen. Nach einer Standzeit von
30-45 Minuten wurde das Rohrchen bei 2000xg und+4°C  zentrifugiert, der

Uberstand in zwei Kryordhrchen verteilt und bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

Um eine eventuelle Storung des Glukosestoffwechsels bei den Probanden
festzustellen, wurde ein standardisierter oraler Glukosetoleranztest mit 75 g
Glukose durchgefuhrt. Dieser dient durch die Bestimmung der Blutglukose
einerseits der Diagnostik des Diabetes mellitus und seiner Vorstadien andererseits
auch zusammen mit der Bestimmung von Insulin und C-Peptid zu mehreren
Zeitpunkten dazu, Indizes der Insulinsekretion und —sensitivitat zu berechnen.

Nach einer 12 Stundigen Fastenzeit erfolgte zunachst eine Nuchtern-Blutentnahme
zwischen 7 und 11 Uhr morgens mit Bestimmung von Glukose, Insulin und C-
Peptid. Im Anschluss an diese erste Blutentnahme wurden die Probanden gebeten
eine standardisierte Glukosel6sung innerhalb von 5 Minuten zu trinken (Dextro-
0O.G.T.-Saft mit 75 g Glukose in 300 ml Flussigkeit). Weitere Blutentnahmen folgten
jeweils 30, 60 und 120 Minuten nach Beendigung des Trinkens. In der Zwischenzeit
wurden die Probanden angehalten sich nicht kdrperlich zu betatigen. Zudem durfte
keine Nahrung oder Flussigkeit zu sich genommen werden und die Probanden

mussten auf das Rauchen verzichten. Zeigten die Probanden Symptome einer
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Unterzuckerung oder vertrugen die haufigen Blutentnahmen nicht, wurde der Test

vorzeitig beendet.

2.2.6. Laborchemische Bestimmungen

Messungen erfolgten im Zentrallabor der Universitatsklinik Dusseldorf mittels dem

Cobas® c Systeme TRIGL der Firma Roche fur folgende Parameter:

Gesamtcholesterin (GC)

Zunachst wird der Cholesterinester durch die Cholesterinesterase in freies
Cholesterin und Fettsauren gespalten. AnschlieRend erfolgt die Umsetzung zu
Cholest-4-en-3-on  und Wasserstoffperoxid durch die Cholesterinoxidase.
Wasserstoffperoxid bildet nun mit 4-Aminoantipyrin und Phenol einen roten
Farbstoff, welcher direkt proportional zur Cholesterinkonzentration ist und mittels

Extinktionszunahme photometrisch gemessen wird.

HDL-Cholesterin

Die Bestimmung erfolgt mittels Prazipitationsmethode. Der Probe werden Mg?* und
Phosphorwolframsaure zugegeben, wodurch es zur Ausfallung aller Bestandteile
mit Ausnahme des HDL-Cholesterins kommt. AnschlieRend erfolgt im Uberstand
die Umsetzung analog zu den im Abschnitt ,Gesamtcholesterin® genannten

chemischen Reaktionen, ebenso wie die photometrische Messung.

LDL-Cholesterin
Werte fur das LDL-Cholesterin werden mittels Friedewald-Formel berechnet.
LDL = GC - HDL — TG/5 (gemessen in mg/dL).
Bei hohen Triglyceridkonzentration (= 400 mg/dL) kann die LDL-Konzentration nicht

bestimmt werden.

Triglyceride

Die Messung basiert auf einer enzymatischen Reaktion bei der unter Verwendung
einer Lipoproteinlipase Triglycerid in Glycerin und drei freie Fettsduren gespalten
wird. Darauffolgend kommt es zu einer Oxidierung von Glycerin durch die
Glycerinphosphatoxidase zu Dihydroacetonphosphat und Wasserstoffperoxid.

H202 bildet dann mit 4-Aminophenazon und 4-Chlorphenol einen roten Farbstoff,
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welcher photometrisch gemessen wird. Dieser ist proportional zur

Triglyceridkonzentration der Probandenprobe.

Kleines Blutbild:

Das kleine Blutbild wurde von dem Zentrallabor der Uniklinik Dusseldorf mit dem
Gerat Sysmex XE-2100 analysiert. Die Messung der Anzahl von Erythrozyten und
Thrombozyten erfolgt dabei in der gleichen Messkammer. Unterschieden werden
sie dabei durch ihre Unterschiedliche GréRe. 4 pl der Blutprobe werden dafir mit
einem Verdlinnungsreagenz vermischt und anschlieBend durch eine
Kapillar6ffnung gesaugt. Gemessen wird dann ein elektrischer Impuls, den die
Zellen bei Durchtritt durch eine Messo6ffnung erzeugen und der je nach ZellgrofRe
unterschiedlich hoch ist. Gemessen wird die Anzahl der Impulsanderungen.

Zur Berechnung des mittleren korpuskularen Volumens (MCV) bendtigt man den
Hamatokrit (HKT) und die Anzahl roter Blutkdrperchen (RBC) welche dividiert
werden (MCV= HKT: RBC).

Der mittlere  korpuskulare = Hamoglobingehalt (MCH) berechnet sich
folgendermalien:

MCH = Hamoglobin (HGB) : rote Blutkérperchen (RBC).

Die mittlere korpuskulare Hamoglobin-Konzentration berechnet sich durch die
Parameter Hamoglobin dividiert durch Hamatokrit.

Zur Analyse der Anzahl von Leukozyten und Granulozyten wurden zunachst die
Erythrozyten der Blutprobe durch Zusatz von dem Reagenz Stromatolyser-fb lysiert.
Die restlichen in der Blutprobe vorhandenen Zellen wurden mittels einer

Durchflusszytometrie quantifiziert.

Freie Fettsauren:

Die Bestimmung der freien Fettsauren erfolgte mittels eines Farbtests NEFA-HR(2)
der Firma Wako. Freie Fettsauren werden hierbei zunachst zu Acyl-CoA, AMP und
Phosphorsaure umgesetzt. Unter der Zugabe von Acyl-CoA-Oxidase entsteht 2,3-
trans-Enoyl-CoA und Wasserstoffperoxid. Durch die Zugabe Peroxidase und 3-
Methyl-N-Ethyl-N-Anilin (MEHA) und 4-Aminoantiphyrin (4-AA) kommt es zur
Bildung eines Dblau-violetten  Farbkomplexes, welcher durch eine
Absorptionsmessung quantifiziert wird. Die Menge lasst nun auf die Konzentration

der freien Fettsauren in der vorliegenden Probe schliel3en.
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HBA1c:

Die Bestimmung erfolgte im VARIANT ™ || Hadmoglobin Analysesystem mittels
Hochleistungs-Flussigkeits-Chromographie (HPLC). Hierbei kommt es zu einer
Auftrennung von normalen und glykolisiertem Hamoglobin und anschlie3ender

Messung der relativen Anteile.

Insulin und C-Peptid:
Insulin und C-Peptid Bestimmung erfolgte mittels des IMMULITE 2000.

Messung von Insulin

Die Messung des Insulins erfolgte mit einem Festphasen Chemilumineszenz-
Assay. Als Festphase dient eine Kugel, welche mit einem murinen monoklonalen
anti-Insulin-Antikérper beschichtet ist. Die flissige Phase bildeten zwei Antikdrper
(polyklonaler (Schaf) anti-Insulin-Antikdrper, monoklonaler (Maus) anti-Insulin-
Antikorper), welche beide an eine alkalische Phosphatase konjugiert sind.

Die Inkubationszeit zwischen Probandenprobe, Kugel und Reagenz betragt 60
Minuten. Es kommt zur Bildung eines Antikérper-Sandwichkomplex. Im folgenden
Schritt werden die ungebundene Probe und das Enzymkonjugat bei einer
Waschung entfernt. Das anschlieBend zugegebene Chemilumineszenzsubstrat
wird durch an die gebundenen Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase
umgesetzt. Das proportional zum gebundenen Enzym generierte Lumineszenz

kann daraufhin detektiert werden.

Messung von C-Peptid

Die Messung des C-Peptids erfolgte mit einem Zweiphasen Assay. Als Festphase,
dient eine Kugel, welche mit einem monoklonalen Maus anti-C-Peptid-Antikdrper
beschichtet ist. Die FlUussigphase stellt eine aus Rinderkalbsdarm gewonnene
alkalische Phosphatase dar, welche an einen monoklonalen Maus anti-C-Peptid
Antikorper in Pufferlosung konjugiert ist.

Sowohl Reagenz,als auch Kugel werden zusammen mit der Patientenprobe fur 30
Minuten inkubiert. Es kommt zur Bildung eines Antikdrper-Sandwichkomplex
zwischen dem C-Peptid der Probandenprobe und dem monoklonalen Maus anti-C-
Peptids des Reagenz und der Kugel. Im folgenden Schritt werden die ungebundene
Probandenprobe und das Enzymkonjugat bei einer Waschung entfernt. Das

zugegebene Chemilumineszenzsubstrat wird durch die alkalische Phosphatase
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umgesetzt und das Lumineszenzsignal, das proportional zum gebundenen Enzym

ist, wird gemessen.

Glukose:

Die Blutglukose Messung erfolgte mittels eines EPOS 5060 Analyzer der Firma
Eppendorf. Das Messprinzip beruht auf einer Reaktion der in der Probe enthaltenen
Glukose mit dem Enzym Glukoseoxidase. Es kommt zur Umsetzung zu D-
Glukonsaure und H202. Wasserstoffperoxid wird anschlielend oxidiert und es
entsteht ein Messsignal an einer Platinelektrode, welches erfasst wird und eine
Aussage Uber die Hohe der Glukosekonzentration liefert. Die erhaltenen Ergebnisse
fur die Vollblutglukose werden gemal folgender Formel auf die Plasmaglukose
umgerechnet:

Plasmaglukose [mg/dI]=Vollblutglukose [mg/dl] *1,11
Interleukine 6,18 und Adiponectin:
Die Bestimmung erfolgte mittels Sandwich-ELISA. Hier wurde nach dem Protokoll

vorgegeben durch die Firmen vorgegangen.

Metabolomics, Immunmarker, RNA, DNA

Die Proben fanden keine Anwendung in dieser Dissertation.

2.2.7. '"H-MRS

Die Probanden erhielten zur Bestimmung des Ganzkoérperfettanteils und zur
Bestimmung des Pankreasfettgehalts eine MRT-Untersuchung im 3.0 Tesla
Achieva-MRT der Firma Philips. Im Vorfeld musste eine Nichternperiode von zwei
Stunden eingehalten werden. Zudem erhielten die Probanden einen Fragebogen,
um die MRT-Tauglichkeit zu Uberprifen. Abgefragt wurden vorausgegangene
Operationen und das eventuelle Vorhandensein magnetischer Gegenstande im
Korper des Probanden (beispielsweise ein Herzschrittmacher). Probanden mit
Verdacht auf magnetische Implantate oder Gegenstande im Korper (z.B. nach
Metallsplitterverletzung), grofRflachigen Metallimplantaten oder Klaustrophobie
wurden von der MRT-Untersuchung ausgeschlossen.

Zur Bestimmung des subkutanen und viszeralen Fettanteils der Probanden wurden

transversale T1-gewichtete Aufnahmen mit einem Turbofaktor von 7, einer Echo-
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Zeit (time echo, TE) von 38 ms und einer Repetitionszeit (time repetition, TR)
zwischen 400 und 510 ms erstellt. Hierbei wurde eine quadratische Korperspule
verwendet. Die Messdauer aller Aufnahme des gesamten Kdrpers dauerten ca. 15
Minuten. Die Probanden befanden sich hierbei in Bauchlage mit Gber dem Kopf
ausgestreckten Armen.

Zur pankreatischen Fettbestimmung wurde ein volume of interest (VOI) von 2 x 1 x
1 cm® wurde vorzugsweise im Corpus des Pankreas positioniert und darauf
geachtet, eine Messung von viszeralem Fettgewebe zu vermeiden. Es wurde
hierbei eine Repetitionszeit von 4 s und eine Echo-Zeit von 10 ms verwendet.
Daten der MRS wurden mittels NUTS-Software analysiert [72, 87].

2.2.8. Berechnete Indizes fir die Insulinsekretion und —sensitivitat aus dem oGTT

Aus den erhobenen Werten von Glukose (G), Insulin (I) und C-Peptid (CP) zu den

entsprechenden Zeitpunkten des oGTT wurden folgende Indices berechnet:

Insulinogenic index (IGl) [88]
- IGl-Insulin (IGI-I)
IGl-1=Al30/AG30= (I30-l0)/(G30-Go)
- IGI-C-Peptide (IGI-CP)
IGI-CP=ACP30/AG30= (CP30-CPo)/(G30-Go)

OGIS (Oral Glucose Insulin Sensitivity) [37]
OGIS = f (Go, Goo, G120, lo, leo, D)
f. Funktion, G: Glukose zu den Zeitpunkten 0, 90, 120, I: Insulin zu den
Zeitpunkten 0, 90, D: orale Glukose Dosierung
Die zugrundeliegende Funktion des komplexen mathematischen Modells
steht  beispielsweise  unter folgendem Link zur  Verfugung:

http://www.isib.cnr.it/bioing/ogis/home.html.

Disposition Index (DI) [25]
DI= OGIS x IGl-ltot
IGI-ltot wird berechnet als die Flache unter der Kurve (area under the curve,
AUC) von Insulin in Bezug auf die AUC von Glukose:

IGl-ltot=AUC (lo-120)/AUC (Go-120)
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Adaptation Index (Al) [39]
Al=0GIS) x x IGI-CPot
IGI-CProt wird berechnet als AUC von C-Peptid in Bezug auf die AUC von
Glukose:
IGI-CPtot=AUC (CPo-120)/AUC (Go-120)

2.2.9. Statistik

Fur die Erhebung und Dokumentation der Daten wurden hauptsachlich Microsoft
Word und Excel verwendet. Die Darstellung der Messdaten erfolgte als Mittelwert
mit Standardabweichung (SD) oder Median mit Interquartilsabstand (IQR) fur nicht-
normalverteilte Variablen. Vergleiche zwischen 2 Gruppen wurden mittels des
Student t-Tests fur unverbundenen Stichproben (fur normalverteilte Variablen) bzw.
mittels des Wilcoxon-signed rank Tests fur nicht-normalverteilte Variablen
durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Fur die
Korrelation zwischen dem Pankreasfettgehalt und mdglichen Einflussvariablen
wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet, da auch nicht-
normalverteilte Daten vorlagen. Im Gegensatz zu der Pearson-Korrelation sind hier
keine absoluten Werte ausschlaggebend, sondern die Werte werden nach Rangen
sortiert und gehen so in die Rechnung der Korrelation mit ein.

Nicht-normalverteile Variablen gingen in die weiteren Auswertungen als
logarithmierte Werte zur Basis e ein. In der multivariaten linearen
Regressionsanalyse mittels der SAS-Analyse-Software (SAS Version 9.4 TS Level
1MO; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) wurde die Assoziation zwischen
Pankreasfettgehalt und Indizes der Insulinsekretion unter Berlcksichtigung der
wesentlichen Storfaktoren (Confounder) Alter, Geschlecht und BMI analysiert.
Dartiber hinaus wurde explorativ der Einfluss der verschiedenen erhobenen
Variablen auf die prahepatische Insulinsekretion (gemessen als IGI-CP) mittels
linearer Regression unter Adjustierung auf die Confounder Alter, Geschlecht und
BMI untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1. Deskription der Kohorte

Insgesamt wurden durch Zeitungsanzeigen 146 Probanden angeworben (Abb. 2),
von denen zwei aufgrund fehlender Basisdaten ausgeschlossen wurden. 144
Probanden nahmen sowohl an dem standardisierten Interview als auch an den
Blutuntersuchungen teil. Von diesen wollten 10 nicht am oGTT teilnehmen, bei
weiteren 7 Probanden lag ein bereits diagnostizierter Diabetes mellitus oder
keinerlei Information zu einer vorbestehenden Diabeteserkrankung vor. Somit
nahmen 127 Probanden am oGTT teil. Bei 29 Probanden war es nicht mdglich eine
MRT-Untersuchung durchzufuhren. Grunde hierfur waren u.a. Klaustrophobie oder
metallische Implantate. Bei 2 weiteren Probanden waren die Daten der
Gesamtkorperfettverteilung aus dem MRT aufgrund von Artefakten nicht

auswertbar, so dass 96 Probanden in der Analyse verblieben.

n = 146 registrierte Probanden

n = 2 keine Basisdatenbestimmung
n = 7 bekannter Diabetes
n = 10 kein Einverstindnis oGTT

n =127 Probanden fur oGTT

n = 29 kein MRT (Klaustrophobie,
metallische Implantate, kein
Einverstdndnis)

n =98 Probanden fir MRT I

n = 2 Ganzkdrper MRT nicht
durchgefiihrt

n =96 Probanden fir MRT-Analyse I

n =6 pathol. oGTT,
Gestationsdiabetes, keine Indices
bestimmbar

n = 17 Pankreasfett nicht
bestimmbar

n = 73 Probanden zur Pankreastfettanalyse

Abbildung 2: Flussdiagramm der Probandenselektion
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6 weitere Probanden wurden aufgrund eines neu entdeckten Diabetes mellitus im
oGTT, einer Vorgeschichte eines Gestationsdiabetes oder fehlenden
Insulinmesswerten zur Berechnung der Insulinsekretionsindizes aus der
Auswertung ausgeschlossen. Bei weiteren 17 Probanden war es nicht moglich den
Pankreasfettanteil im MRT zu bestimmen. Dies lag zum Teil an der Schwierigkeit
das Pankreas uberhaupt in den MRT Bildern auszumachen oder an einer falschen
Positionierung des Voxels zur Messung des Pankreasfettgehaltes. Am Ende gingen
73 Probanden mit vollstdndigen Daten flir den Pankreasfettanteil und die

Insulinsekretion in die Analyse fur diese Doktorarbeit ein.
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(ug/ml)

Gesamte .

Kohorte Manner Frauen p-Wert
n 73 32 41
Alter (Jahre) 57111 59111 56112 0,22
BMI (kg/m?) 254235 28,4] | 259[24,5:282] | 252 [21,9:28.5] | 0,34
Taillenumfang (cm) | 8912 969 8411 <0,0001
Blutdruck systolisch | 153415 128115 119+14 0,03
(mmHg)
Blutdruck diastolisch 7349 7549 7948 0,18
(mmHg)
(Grr?gsgrl')‘mho'eﬁe”” 223 [203; 246] 220 [181; 240] | 224 [211; 246] 0,27
(Hn?g%%ho'%te”” 63 [52; 76] 57 [46; 65] 67 [58; 82] 0,0004
LDL-Cholesterin 146 [122; 164] | 152[118:169] | 143 [124: 158] | 0,62
(mg/dl)
Triglyzeride (mg/dl) | 92 [65; 140] 120 [80; 179] 90 [59; 133] 0,14
FFA (umol/l) 447 [380; 608] | 409 [335; 527] | 497 [420; 681] | 0,03
Subkutane . . .
Cotmacse (10°cm?) | 20 [17: 26] 17 [14; 20] 25 [18; 30] <0,0001
(V1'g§§;;‘L§ Fettmasse | 5 314.9; 5,0] 4703467 | 23[1,3; 3,5] <0,0001
HCL (%) 2,0 [0,5; 4,2] 3,3[0,9; 4,7] 12104: 3.8] 0,08
(F;/ao;‘kreas‘cetta”te” 7.0[3,0: 11,2] 67[3.0:102] |7.2[3.0; 13,9] 0,75
hsCRP (mg/dl) 0,09 [0,06; 0,19] | 0,07 [0,05; 0,14] | 0,10 [0,06; 0,24] | 0,04
IL-6 (pg/m) 1021[0,53: 1,61] | 1,03[0,41; 1,56] | 1,02 [0,69; 1,67] | 0,61
IL-18 (pg/ml) 230 [175; 332] | 253 [213; 366] | 200 [152; 282] | 0,03
ﬁj‘gfgﬂe"“” total 6,10 [4,96; 8,94] | 5,29 [4,11; 6,52] | 7,40 [5,71; 11,38] | <0,0001
Adiponectin HMW | 5 g5 19 20; 4,78] | 2,38 [1,67; 3,10] | 4,56 [2,83; 6,97] | <0,0001

Tabelle 4: Basischarakteristika

Die Daten sind als Mittelwert + SD bzw. Median und IQR [25% Quartile; 75% Quartile] angegeben.
Angegeben ist der p-Wert flir den Vergleich zwischen Mannern und Frauen, analysiert mittels
Student’s t-Test (normalverteilte Variablen) bzw. Wilcoxon-signed rank Test (nicht-normalverteilte
Variablen). n = Anzahl, HDL: High-density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, FFA: free fatty
acids, HCL: hepatocellularer Fettgehalt, hsCRP: high sensitivity C-reaktives Protein, IL: Interleukin,
HMW: high-molecular weight

Basischarakteristika der Kohorte

Von den untersuchten 73 Probanden waren 56% weiblich und 44% mannlich. Das

Durchschnittsalter lag bei 57+11 Jahren und der mittlere BMI knapp im Bereich einer

Praadipositas gemal den Kriterien der WHO (Tab. 4). Die mittleren Blutdruckwerte
LDL-Cholesterin  und

ebenso wie die Blutfette (Gesamtcholesterin,

HDL-,
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Triglyzeride) zeigten keine Auffalligkeiten, allerdings unterschieden sich
erwartungsgemaly Manner und Frauen bezuglich des Taillenumfanges ebenso wie
in den Werten fur HDL-Cholesterin und FFA.

Probanden hatten mehr subkutane als viszerale Fettmasse, wobei Manner im
Vergleich zu Frauen mehr viszerale und weniger subkutane Fettmasse hatten.
Dagegen war der mittlere Gesamtfettanteil des Pankreas mit 7,0% bei beiden
Geschlechtern vergleichbar, der hepatozellulare Lipidgehalt (HCL) war mit 2,0% im

Normbereich, Manner wiesen aber einen tendenziell hdheren Leberfettgehalt auf.

Alle Manner Frauen p-Wert
NGT/IGT/IFG/
IFG+IGT (n) 64/2/5/2 - - -
HbA1C (%) 5,5+0,38 5,5+0,4 5,5+0,38 0,97
Glukose niichtern . . .
(mg/dl) 83 [80; 89] 87 [83; 95] 81 [79; 84] 0,003
Glukose 2 h (mg/dl) | 100 [85; 112] 98 [82; 117] 102 [85; 110] 0,92
Insulin niichtern ) ) )
(mUl) 6,2 [5,0; 9,2] 7,3[5,1; 10,5] 6,0 [5,0; 7,5] 0,07

Insulin 2h (mU/I) 39,4 [26,9; 65,6] | 35,4 [23,1;71,2] | 45,2[28,7:63,4] | 0,34

C-Peptid nuchtern

(o) 1,9[1,4; 2,3] 2,0[1,5 2,7] 1,8[1,3; 2,2] 0,21
C-Peptid 2 h 99[7,8;13,0] |9.8[7.2;12.7] 9,9[8,1; 13,0] 0,46
(ng/ml)

IGI-I (au) 140 [112; 201] | 146 [106; 234] 130 [113; 183] 0,89
IGI-CP (au) ]3351[1008; 1235 [876: 1408] | 1377 [1060: 1753] | 0,13
Al (au) 0,45[0,37; 0,51] | 0,44 [0,37;0,51] | 0,45[0,38;0,56] | 0,34
DI (au) 2.41[1,93;3,24] | 2,48 [1,85;3,66] |2,40[1,94:2,89] | 0,46
OGIS (ml'min-m?) | 444 [393; 493] | 427 [377; 465] 464 [412; 509] 0,09

Tabelle 5: Charakteristika des Glukosestoffwechsels in der Kohorte

Die Daten sind als Mittelwert + SD bzw. Median und IQR [25% Quartile; 75% Quartile] angegeben.
Angegeben ist der p-Wert flr den Vergleich zwischen Mannern und Frauen, analysiert mittels
Student’s t-Test (normalverteilte Variablen) bzw. Wilcoxon-signed rank Test (nicht-normalverteilte
Variablen). NGT: normale Glukosetoleranz, IGT: impaired glucose tolerance, IFG: impaired fasting
glucose, IGI-I: Insulinogenic index Insulin, IGI-CP: Insulinogenic index C-Peptid, Al: Adaptation
index, DI: Disposition index.

Der HbA1c Wert lag mit 5,5% im Bereich einer euglykamischen
Stoffwechselkontrolle [89], die Plasmaglukose lag im Mittel sowohl nichtern als
auch nach zwei Stunden des oGTT im Normalbereich, wenn auch die Frauen
geringere Nuchternplasmaglukosespiegel aufwiesen (Tab. 5). 88,2% des

Kollektives hatte eine normale Glukosetoleranz, 2,6% eine gestorte
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Nuchternglukose, 6,6% eine gestorte Glukosetoleranz und 2,6% eine Kombination

aus beidem.
3.2. Korrelationsanalysen mit Pankreasfettgehalt

Als nachstes wurde analysiert, welche der erhobenen Variablen mit dem
Pankreasfettgehalt korrelieren (Tab. 6). Neben einer positiven Assoziation
zwischen dem Alter der Probanden und dem Pankreasfettgehalt fand sich
erwartungsgemal® eine positive Korrelation mit allen Markern des
Korperfettgehaltes (Gewicht, BMI, Taillen- und Huftumfang, subkutane und
viszerale Fettmasse sowie HCL), wobei die starkste Assoziation mit dem BMI und
dem Gastkorperfettgehalt zu beobachten ist. Die Assoziation mit dem HCL ist am
schwachsten. Es fand sich dagegen keine Korrelation mit den Lipidparametern
(Triglyzeride, Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterin, FFA).

Bezlglich des Kohlenhydratstoffwechsels war der Pankreasfettgehalt positiv mit
dem HbA1c assoziiert. Alle weiteren Glukose-, Insulin- und C-Peptidwerte im oGTT
zeigten keine Korrelation zum Pankreasfettgehalt, ebenso wie die berechneten
Indizes der Insulinsekretion. Lediglich mit dem OGIS als MaRR fur die
Insulinsensitivitat war die Tendenz zu einer inversen Korrelation zu beobachten
(r=-0,19; p=0,08).

Als Marker fur eine Entzundungsreaktion im Korper dient das CRP, welches eine

positive Korrelation mit dem Pankreasfettgehalt zeigt, ebenso wie das Interleukin 6.

3.3. Lineare Regressionsanalyse zu unabhangigen Einflussfaktoren des

Pankreasfettgehaltes

Um zu untersuchen, ob die mdgliche Assoziation zwischen dem Pankreasfettgehalt
und der Insulinsekretion durch weitere Storfaktoren Uberdeckt worden ist, wurde
eine lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt und in verschiedenen Modellen fur
die moglichen Confounder Alter, Geschlecht und BMI als Standardmal} fur den
Korperfettanteil adjustiert. Dabei beschreibt der Parameterschatzer B den
Koeffizienten flir die jeweilige wuntersuchte Variable in der linearen
Regressionsgleichung unter Berucksichtigung der jeweils aufgefuhrten
Storfaktoren, dazu ist der korrespondierende p-Wert angegeben (Tab. 7). Dabei ist
zu berucksichtigen, dass nicht-normalverteilte Variablen als logarithmierte Werte in

die Regressionsanalysen eingegangen sind.
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Variable Spearman p-Wert
Rangkorrelationskoeffizient
Alter (Jahre) 0,33 0,004
BMI (kg/m?2) 0,36 0,0006
Taillenumfang (cm) 0,33 0,003
Huftumfang (cm) 0,21 0,056
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) -0,04 0,714
HDL-Cholesterin (mg/dl) -0,14 0,226
LDL-Cholesterin (mg/dl) 0,01 0,904
Triglyzeride (mg/dl) -0,23 0,104
FFA (umol/l) -0,19 0,099
Subkutane Fettmasse (10° cm?3) 0,28 0,009
Viszerale Fettmasse (102 cm?3) 0,38 0,0001
Gesamtfettmasse (10% cm3) 0,39 <0,0001
HCL (%) 0,26 0,016
GOT (U/l) 0,04 0,754
GPT (U/) 0,07 0,568
y-GT (U/l) 0,11 0,326
hsCRP (mg/dl) 0,28 0,013
IL-6 (pg/ml) 0,24 0,035
IL-18 (pg/ml) 0,10 0,113
Adiponektin gesamt (ug/ml) -0,03 0,830
Adiponectin HMW (ug/ml) 0,02 0,865
HbA1c (%) 0,23 0,044
Glukose nichtern (mg/dl) 0,15 0,184
Glukose 2 h (mg/dl) 0,15 0,157
Insulin nichtern (mU/l) 0,004 0,971
Insulin 2 h (mU/l) 0,15 0,174
C-Peptid niichtern (ng/ml) 0,12 0,328
C-Peptid 2 h (ng/ml) 0,17 0,151
IGI-I (au) -0.08 0,473
IGI-CP (au) -0.09 0,415
Al (au) -0.01 0,948
DI (au) -0.03 0,831
OGIS (ml'min-'-m-2) -0.19 0,077

Tabelle 6: Korrelation mit Pankreasfettgehalt

Angegeben ist der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient sowie der zugehérige p-Wert fir die
Korrelation des jeweiligen Parameters mit dem Pankreasfettgehalt.

HCL: hepatocellularer Fettgehalt, HDL: high-density lipopotrein, LDL: low-density lipoprotein, FFA:
free fatty acids, GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, GPT: Glutamat-Pyruvat-Transaminase,
CRP: C-reaktives Protein, IL: Interleukin, HMW: high-molecular weight, IGI-I: Insulinogenic index
Insulin, IGI-CP: Insulinogenic index C-Peptid, Al: Adaptation index, DI: Disposition index, OGIS: oral
glucose insulin sensitivity.
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3 | Ergebnisse

Es zeigt sich beim subkutanen und viszeralen Fettanteil eine Assoziation zum
Pankreasfett in Modell 1-3, die nach Berucksichtigung des BMI in Modell 4
verschwindet. Auch der Leberfettgehalt zeigt nach Alters- und BMI Adjustierung
keine Korrelation mehr zum Pankreasfett.

Alle Insulinsekretionsindizes zeigen analog zur Korrelationsanalyse keine
Assoziation zum Pankreasfettgehalt im rohen Modell (Modell 1), und auch die
Adjustierung auf mogliche Storfaktoren andert dies nicht. Allein der OGIS zeigt auch
nach Adjustierung auf das Geschlecht eine grenzwertige inverse Assoziation
(p=0,09), die aber bereits nach Adjustierung auf das Alter vollstandig verloren geht.
Ahnlich verhalt es sich mit der initial nachweisbaren Assoziation von HbA1c und
Pankreasfettgehalt.

Die grenzwertig signifikante Assoziation zwischen den Entzindungsmarkern
hsCRP bzw. II-6 und Pankreasfettgehalt ist nach Adjustierung auf das Alter nicht
mehr nachweisbar. Lediglich eine sehr schwache inverse Assoziation zwischen
FFA-Spiegeln und Pankreasfettgehalt ist auch noch nach Adjustierung auf alle
Storfaktoren nachweisbar.

In einer Sensitivitatsanalyse wurde die 9 Probanden mit IFG und/oder IGT von der
Analyse ausgeschlossen, um zu untersuchen, ob dadurch die zugrundeliegende
Assoziation bei den Probanden mit NGT verzerrt wurde. Hier zeigte sich aber keine
nennenswerte Veranderung der beobachteten Assoziationen.

Es zeigt sich also bei allen erhobenen Werten, dass die Assoziation mit dem
Pankreasfettgehalt wesentlich vom Gesamtkorperfettanteil, gemessen als BMI,

bestimmt wird.

3.4. Lineare Regressionsanalyse zu unabhidngigen Einflussfaktoren der

Insulinsekretion

Da der Pankreasfettgehalt im Wesentlichen durch den Gesamtkorperfettgehalt
bestimmt zu sein scheint und keine Assoziation mit der Insulinsekretion aufweist,
wurde eine explorative Analyse durchgefuhrt. Hier wurde untersucht welche der
erhobenen Daten mit der Insulinsekretion assoziiert sind und welche Storfaktoren
fur die Assoziation existieren. Als Mal} fur die Insulinsekretion wurde hierbei der
Adaptation index (Al; Tab. 8) verwendet, der die prahepatische Insulinsekretion

unter Berlcksichtigung der vorherrschenden Insulinsensitivitat reprasentiert.
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3 | Ergebnisse

Dabei zeigte sich, dass sowohl die verschiedenen Fettkompartimente (subkutan
und viszeral) und die ektope Fettspeicherung in der Leber interessanterweise positiv
mit der Insulinsekretion assoziiert bzw. grenzwertig assoziiert waren, ebenso wie
die systemischen Triglyzeridspiegel, aber nicht die FFA-Spiegel. Allerdings blieben
lediglich die Assoziation mit der viszeralen Fettmasse und den Triglyzeriden nach
Adjustierung auf Alter, Geschlecht und BMI signifikant (p<0,05).

Umgekehrt waren sowohl die Gesamt- als auch HMW-Adiponektinspiegel invers mit
der Insulinsekretion auch nach Adjustierung auf BMI im vollen Modell noch

assoziiert.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Pankreasfettanteil zwar mit dem
Alter, verschiedenen Malien des Korperfettgehaltes, dem HbA1c und CRP als
proinfammatorischem Marker korreliert, jedoch nicht mit Indices der
Insulinsekretion. Allerdings wird die beobachtete Korrelation v.a. durch den BMI
bzw. den Korperfettanteil bestimmt, da alle Assoziationen nach Adjustierung auf den
BMI nicht mehr nachweisbar waren, wohingegen Alter und Geschlecht eine

untergeordnete Rolle spielen.

Einfluss von Alter auf den Pankreasfettgehalt

Bezlglich einer Korrelation zwischen Alter und Pankreasfett finden sich in der
Literatur widersprichliche Daten. Wahrend sich nach Adjustierung auf
unterschiedliche Verteilung des Geschlechts bei Heni et al. [81] ebenso wie bei Lim
et al. [83] keine Korrelation zwischen Alter und Pankreasfett fand, zeigten andere
Studien, unter anderem auch die hier vorliegenden Daten, eine Korrelation
zwischen dem Alter des Kollektives und deren Pankreasfettanteil auch nach
Adjustierung flr das Geschlecht [80, 82, 69, 80]. In der detaillierten Analyse von
Saisho et al. wurde mittels CT-Untersuchung an 135 Kindern und Uber 1800
erwachsenen Probanden gezeigt, dass das Pankreasvolumen in der Kindheit und
bei Jugendlichen zunachst zunimmt, im Alter zwischen 20-60 Jahren ein Plateau
erreicht und danach stetig abnimmt. Der Anstieg des Pankreasvolumens im Kindes-
und Jugendalter betrifft dabei sowohl den Parenchym- als auch den Fettanteil des
Pankreas. Mit zunehmendem Alter steigt dann jedoch speziell der
Pankreasfettgehalt an und der Parenchymanteil des Pankreas nimmt ab, was bei
Menschen mit Typ-2 Diabetes nicht verstarkt festgestellt werden konnte. Zudem
wurde der Einfluss eines zunehmenden BMI auf das Pankreasvolumen bestimmt.
So steigt mit zunehmendem BMI das Gesamtpankreasvolumen, bestehend aus
Parenchym- und Fettanteil an. Betrachtet man die Relation zwischen Parenchym-
und Fettanteil zeigt sich jedoch, dass sich die Relation hinsichtlich eines vermehrten
Fettgehaltes des Pankreas verschiebt.

Bei Heni et al. war das Probandenkollektiv im Durchschnitt 14 Jahre junger als bei
den vorliegenden Daten (43,1 £ 11,4 vs. 57£11 Jahre), sodass sich deutlich mehr
Probanden in der Plateauphase befunden haben und dadurch keine Assoziation mit

dem Alter zu beobachten war, wahrend in der vorliegenden Studie mehr Probanden
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deutlich uber 60 Jahren alt waren und sich damit in der Phase des zunehmenden
Abfalls des Pankreasvolumens und Anstiegs des Pankreasfettanteils befanden.
Dem gegenuber beschreibt Lim et al. zwar ebenfalls ein alteres Patientenkollektiv
(T2D: 51,8 £ 8,5), unterscheidet bei den Berechnungen jedoch nicht zwischen
Probanden mit Typ-2 Diabetes und normal glukosetoleranten Probanden. Ob diese
fehlende Unterscheidung zwischen Probanden mit Typ-2 Diabetes und normal
glukosetoleranten Probanden einen Unterschied macht, ist kontrovers. Saisho et al.
zeigen in ihrer Computertomographie basierten Studie keinen Einfluss des
Glukosehaushaltes auf die Assoziation zwischen Alter und Pankreasfett [69],
wohingegen dies in einer neueren 'H-MRS basierten Studie durchaus
unterschiedliche Ergebnisse bringt [72].

Zusammenfassend kann man feststellen, dass je jlinger ein Probandenkollektiv ist,
sich eine geringe Assoziation zwischen Pankreasfettgehalt und Alter zeigt, was
auch die positive Assoziation bei den vorliegenden, an einem relativ alten
Probandenkollektiv untersuchten Daten, erklart. Zudem wird die Korrelation
zwischen dem Alter des Kollektives und dem Pankreasfettanteil moglicherweise
noch von anderen Einflussfaktoren, wie einer gestérten Glukosetoleranz oder einem
erhohten BMI Uberdeckt. Der Einfluss des BMI kann nur bei einer Studie
ausgeschlossen werden, welche eine Unterscheidung zwischen dem Parenchym-

und dem Fettanteil des Pankreas, wie Saisho et al. es taten, macht.

Assoziation von Adipositas sowie speziellen Fettdepots mit dem Pankreasfettgehalt
In den vorliegenden Daten zeigt sich eine starke Korrelation zwischen dem
Pankreasfettanteil und allen Parametern, welche die Fettmasse des Kdrpers (BMI,
Gesamtfettmasse des Korpers) oder spezielle Fettdepots der Probanden
beschreiben (viszerale Fettmasse, subkutane Fettmasse, hepatozellularer
Fettanteil), wobei die Gesamtfettmasse und die viszerale Fettmasse die starkste
Korrelation zeigen. Diese gesteigerte ektope Fettspeicherung bei steigender
Gesamtfettmasse des Korpers konnte bereits in vielen Studien gezeigt werden und
ist in Leber- und Muskelgewebe mit einer steigenden Insulinresistenz assoziiert [64,
90].

Auch die meisten anderen Studien zeigen die starke Assoziation von BMI und dem
Pankreasfettgehalt, wobei es keine Rolle spielt ob dieser mittels "H-MRS oder der
Computertomographie bestimmt wurde [82, 81, 69]. Lediglich Tushuizen et al.

zeigen keine Korrelation zwischen BMI und Pankreasfett [84]. Die relative kleine
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Kohorte (n=36) und der sehr hohe mittlere BMI der Probanden (T2D: 31,3 £1)
konnten ein Grund hierfur sein. Zudem differenzierte Tushuizen in der Beschreibung
der Korrelation seiner Baseline Charakteristika mit dem Pankreasfett nicht zwischen
Nicht-Diabetikern und Probanden mit Typ-2 Diabetes. So hatte sich eventuell eine
Korrelation zwischen BMI und Pankreasfett der Probanden gezeigt, wenn dieses
wie bei den vorliegenden Daten alleine fur die nicht-diabetische Population
berechnet worden ware. Durch das Matching der Kontrollgruppe bezulglich des BMI
(T2D: 31,3 £1, NGT: 29,1 +1) bei einer so kleinen Fallzahl der Kohorte, erhalt man
eine sehr kleine Streuung des BMI, was es zudem unwahrscheinlich macht eine
Korrelation zwischen BMI und Pankreasfettgehalt darzustellen.

Ubereinstimmend mit bereits publizierten Daten aus anderen 'H-MRS Studien weist
der viszerale Fettgehalt eine starke Korrelation zum Pankreasfettgehalt auf [82, 81].
Diese Assoziation wird in der vorliegenden Arbeit zwar durch die Adjustierung auf
den BMI als Mal fuir den Gesamtkorperfettanteil stark vermindert, bleibt aber noch
grenzwertig signifikant, wahrend alle anderen Assoziationen zwischen Fettdepots
(subkutan, Leberfettgehalt) komplett verschwinden. Dies zeigt, dass insbesondere
die viszerale Fettmasse besonders eng mit dem Pankreasfettanteil assoziiert ist,
beziehungsweise, dass es sich bei einem GroRteil des mittels 'H-MRS gemessenen
Pankreasfettes wohl um viszerales Fett handelt [72].

Auch computertomographische Studien zeigten, dass der viszerale Fettanteil des
Menschen eng mit sowohl Insulinsekretion als auch Insulinresistenz zusammen
hangt [85, 86].

Durch die Korrelation zwischen pankreatischem Fettgehalt und BMI konnte gezeigt
werden, dass das Pankreas einen weiteren Ort fiur eine ektope Fettspeicherung
darstellt, wenn auch eine klare Unterscheidung der exakten Lokalisation des
Fettgewebes innerhalb des Organs (inter- vs. intralobular vs. parenchymatds)
besteht. Allerdings konnte die fur eine ektope Fettspeicherung in Leber- und
Muskelgewebe beobachtete Assoziation mit einer Funktionseinschrankung [64] fur
das Pankreas in der vorliegenden Studie ebenso wie in weiteren Arbeiten nicht
gezeigt werden [72, 80, 82]. Allerdings weil3 man bereits, dass neben einem
moglichen Einfluss einer ektopen Fettspeicherung auf die Insulinsekretion es noch
weitere Einflussfaktoren gibt, so z.B. eine Inflammation, eine erhéhte Anzahl an frei

zirkulierenden Fettsauren oder auch erhdohte Aminosaurespiegel.

53



4 | Diskussion

Assoziation von Entziindungsparametern mit dem Pankeasfettgehalt

Die grenzwertig signifikante Assoziation zwischen den Entzindungsmarkern
hsCRP bzw. II-6 verliert sich nach Adjustierung fur das Alter der Kohorte. Dies war
bei einer nicht-diabetischen Population durchaus zu erwarten. Der zuvor
beschriebene Einfluss einer Inflammation auf die Insulinsekretion zeigte sich auch
bisher nur bei Probanden, welche bereits eine gestorte Glukosehomobostase hatten
[49, 91]. So wurde die Inflammation erst dann ausgelost, wenn bereits erhdhte
Glukose- oder Lipidspiegel vorlagen, dann flhrte sie wiederum aber zu einer

weiteren Abnahme der 3-Zellfunktion.

Weitere Einflussfaktoren der Insulinsekretion

Da die ursprungliche Hypothese, dass ein erhohter pankreatischer Fettgehalt zu
einer eingeschrankten Insulinsekretion fuhrt, nicht bestatigt werden konnte, wurde
nach weiteren Einflussfaktoren der Insulinsekretion gesucht. Als Parameter der
Insulinsekretion wurde dabei der Adaptation Index verwendet. Dabei zeigte sich
eine positive Assoziation zwischen Insulinsekretion und verschiedenen Parametern,
welche den Lipidhaushalt der Probanden beschreiben (subkutanes Fett, viszerales
Fett, Triglyzeride, hepatozellularer Fettgehalt). Diese zunachst kontrovers
erscheinende Assoziation lasst sich moglicherweise drauf zurtckfuhren, dass die
erhobenen Daten an einer nicht-diabetischen Population erhoben wurden. So
kommt es mdglicherweise, ahnlich wie in Tierstudien [63] und auch im in vitro Modell
[16] gezeigt, bei erhdhten Fetteinlagerungen zunachst zu einer Steigerung der
Insulinsekretion. Diese Steigerung kann jedoch bei chronisch erhéhter Exposition
nicht aufrechterhalten werden. Zudem flhren die lipotoxischen Effekte nach einiger
Zeit zu einer Abnahme der 3-Zellfunktion. Wirde man das Kollektiv also tber einen
langeren Zeitraum beobachten, kdme es moglicherweise erst im Laufe der Zeit zu
einer Abnahme der B-Zellfunktion und einer damit einhergehenden Stdrung im
Glukosehaushalt. Warum sich diese positive Assoziation jedoch besonders stark
bei den Triglyzeriden zeigt und es hingegen keine Assoziation zu den freien
Fettsauren gibt, ist fraglich. Die in Tierstudien und auch in vitro gezeigte zunachst
gesteigerte Insulinsekretion wurde namlich meist durch eine erhdhte Konzentration
von freien Fettsauren, eventuell in Kombination mit Glukose, untersucht.

Eine inverse Assoziation zeigte sich bei den Gesamt- als auch bei den HMW-
Adiponektinspiegeln. Diese Assoziation blieb auch im vollen Modell, nach

Adjustierung fur den BMI, noch bestehen. Auch dies koénnte als
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Kompensationsmechanismus des noch gesunden Probandenkollektives gewertet

werden.

4.1. Limitationen und methodische Einschrankungen

Nach einer Anwerbung von zunachst 146 Probanden konnten im Endeffekt nur 73
Probanden mit in die Datenaquirierung eingehen. Viele der Probanden fielen aus
der Studie aufgrund der Wahl der 'H-MRS. Diese Methode ist zwar nicht invasiv,
verbietet jedoch auch die Teilnahme von Probanden mit metallischen Implantaten.
Auch die Enge des MRT Gerates schliel3t Probanden mit einer bestehenden
Klaustrophobie aus der Studie aus. Zu guter Letzt war es nicht immer moglich das
Pankreas in der "H-MRS (iberhaupt sicher darzustellen, was weitere 17 Probanden
aus der Studie ausschloss. Ein weiteres Problem nicht nur der 'H-MRS, sondern
bei allen in vivo Methoden zur Messung des Pankreasfettgehaltes ist, dass nicht
unterschieden werden kann zwischen Fett in den B-Zellen und interzellularem
Fettanteil. Ein Vergleich zwischen der 'H-MRS und einer invasiven
Pankreasfettmessung in Ratten zeigte jedoch eine gute Validitat der Methode,
wobei auch hier nur der Gesamtfettanteil im Pankreas bestimmt werden konnte [63].
Die untersuchte Kohorte von 73 Probanden ist nicht unbedingt reprasentativ fur die
Allgemeinbevolkerung. Das Durchschnittsalter mit 57 + 11 Jahren ist
vergleichsweise alt und es ware winschenswert gewesen mehr jungere Probanden
mit in die Studie einzubeziehen. Der BMI mit durchschnittlich 25,4 reprasentiert den
deutschen Durchschnitt allerdings gut.

Der orale Glukosetoleranztest ist zwar der Goldstandart zur Bestimmung einer
Glukosetoleranzstérung, stellt aber im Vergleich zum Clamp die
Insulinsekretionsantwort auf einen definierten Glukosereiz weniger genau dar [35].
So kann eine alleinige orale Glukoseaufnahme auch zu einer verminderten
Insulinsekretion durch Stérungen im GLP System hervorgerufen werden. Dies wird
durch Messung mittels Clamp verhindert, was jedoch wiederum keine
physiologische Glukosebelastung darstellt.

Der hier benutzte Insulinogenic index hat sich allerdings als valide im Vergleich zu

Clamp Messungen gezeigt [88].
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4.2. Ausblick

Die vorliegende, erstmals an einer grof3eren, nicht-diabetischen Population
durchgefuihrte, Studie zeigt, dass der Pankreasfettanteil nicht mit der
Insulinsekretion zusammenzuhangen scheint.

So haben andere Variablen, wie erhohter viszeraler Fettanteil oder BMI, einen
gréleren Einfluss auf die Insulinsekretion.

Mit dem weiteren Fortschritt der Technik ware es winschenswert, wenn in Zukunft
in der 'H-MRS zwischen intrazellularen und interzellularem Fett im Pankreas
unterschieden werden kann, um Probanden noch genauer zu differieren und weitere
mogliche Ursachen fur eine gestorte Insulinsekretion herauszustellen. So kdnnte
man eventuell zeigen, dass Probanden welche zwar einen hohen BMI und einen
hohen Anteil an viszeralem Fett besitzen, jedoch niedrige intrazellulare
Pankreasfettwerte aufweisen, einen gewissen Schutzfaktor gegentber der
Entwicklung eines Typ-2 Diabetes besitzen.

Auler Acht lassen sollte man jedoch auch nicht die Tatsache, dass die
Krankheitsentstehung des Typ-2 Diabetes ein multifaktorielles Geschehen darstellt
und es sehr viele Einflussfaktoren auf die Insulinsekretion gibt. An der Erforschung
dieser Einflussfaktoren und dem Zusammenhang zueinander wird in Zukunft weiter

gearbeitet werden mussen.
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