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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

Immer mehr Menschen weltweit leiden an Diabetes mellitus. Im Jahr 2000 wur-
de die Zahl auf 151 Millionen Menschen geschéatzt, bis zum Jahr 2010 sollen es
221 Millionen sein und im Jahr 2025 sogar 300 Millionen [71]. Allein in Deutsch-
land leben heute 4 Millionen Diabetiker, davon entfallen 5% auf Diabetes melli-
tus Typ 1 und andere Diabetes-Formen, die tbrigen 95% haben einen Typ 2

Diabetes mellitus.

Der Manifestation des Diabetes mellitus Typ 2 voraus geht eine Reihe von
Stoffwechselabnormitaten, die unter dem Begriff ,Metabolisches Syndrom® zu-
sammengefasst werden. Dazu gehéren Adipositas, Insulinresistenz, Fettstoff-
wechselstérungen, erhdhter Blutdruck und Mikroalbuminurie [24; 71].

Durch die schleichende Entwicklung kommt es zum Auftreten der eigentlichen
Krankheit oft erst nach vielen Jahren, meistens sind dann schon Folgen der
schlechten Stoffwechsellage vorhanden. Diese Folgeschaden bestehen aus
Mikroangiopathien (wie z.B. Retinopathie und Nephropathie) und Makroangio-
pathien (koronare Herzkrankheit, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Arte-
riosklerose), die koronare Herzkrankheit ist die haufigste Todesursache bei Typ
2 Diabetikern [6; 54]. Damit sind die Folgeerkrankungen nicht nur fir den Ein-
zelnen im Sinne einer Einschrankung der Lebensqualitat und Lebenserwartung
ein groBes Problem, auch dem Gesundheitswesen fallen erhebliche Kosten an
[34].

Um in Zukunft vermehrt préventiv eingreifen zu kénnen, ist es wichtig, die Ursa-

chen des Diabetes mellitus Typ 2 zu verstehen:
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Eine genetische Komponente gilt heute als gesichert. Kinder von Typ 2 Diabeti-
kern haben ein Risiko von 40%, selbst einen Diabetes zu entwickeln [17; 35],

bei zwei kranken Elternteilen betragt es sogar 70% [24].

Der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 wird schon seit langem eine multi-
faktorielle Genese zu Grunde gelegt [46], das heiBt, neben den genetischen
Faktoren (s.u.) spielen auch auBere Einflisse und Umweltfaktoren eine Rolle
[71].

Pathophysiologisch entsteht der Diabetes bei einem Ungleichgewicht in der
Glukosehomdostase. Eine unzureichende Suppression der hepatischen Gluko-
seproduktion sowie eine gestorte Verstoffwechselung in der Peripherie lassen
den Blutzucker chronisch ansteigen. Die genauen Pathomechanismen, die da-
zu fuhren, blieben bisher ungeklart. Urséachlich scheint eine periphere Insulin-
resistenz sowie eine Insulinsekretionsstérung der B-Zellen des Pankreas [5; 21;
48; 51; 53; 64].

1.2 Insulinsynthese, -sekretion und -wirkungq

Insulin ist ein Proteohormon, das an den Ribosomen des endoplasmatischen
Retikulums der B-Zelle des Pankreas zunachst als Praproinsulin gebildet wird.
Nach Abspaltung des Signalpeptides entsteht Proinsulin, welches im Golgi-
Apparat in das aktive Insulin und C- (Connecting-) Peptid gespalten wird. Die
Insulinmolekile bilden Komplexe mit Zn-lonen und werden zusammen mit dem

C-Peptid in den Granula der B-Zelle gespeichert [27].

Der wichtigste physiologische Reiz fir die Insulinsekretion ist der Anstieg des
Blutzuckerspiegels. Uberschreitet dieser ein bestimmtes Niveau, wird (ber
nicht-insulinabhangige GLUT2-Transporter Glukose in die Zelle aufgenommen.
Sowohl GLUT2 als auch die Glucokinase, dem ersten Enzym der anschlieBBen-
den Glykolyse, besitzen eine hohe Michaelis-Menten-Konstante, so dass fir die
Halbsattigung dieser zwei Enzyme eine hohe Glukosekonzentration vorhanden

sein muss [27].
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Bei der Glykolyse entsteht zunachst Pyruvat, welches dann im Citratcyklus und
in der Atmungskette zu ATP verstoffwechselt wird. ATP-sensitive Kaliumkanale
schlieBen bei einem Anstieg des ATP/ADP-Quotienten, die daraus resultieren-
de Depolarisation fiihrt zum Offnen von spannungsgesteuerten Kalziumkané-
len, es kommt zum Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration und damit

zur Exocytose des in Vesikel gespeicherten Insulins [27].

Die Wirkungen des Insulins sind vielfaltig: Hauptsachlich wirkt es auf den Blut-
zuckerspiegel, indem es Uber den insulinabhdngigen GLUT4-Transporter die
Glukoseaufnahme in das Muskel- und Fettgewebe steuert [40]. Neben vielen
anderen Angriffspunkten im Organismus hemmt es auBerdem die hepatische
Gluconeogenese und Glykogenolyse sowie die Lipolyse in den Fettzellen [40].
Insulin ist das einzige Hormon des Menschen, welches den Blutzuckerspiegel
senken kann [40].

Wird der Organismus insulinresistent, so versucht er vorerst, dieses durch eine
erhdhte Insulinsekretion auszugleichen. Erst wenn sich die Sekretion erschopft,
kommt es zu einem Insulinmangel, und es werden neben einer verminderten
Aufnahme der Glukose in die insulinabhangigen Gewebe auBerdem die Enzy-
me der Glykolyse und der Glykogensynthese nicht ausreichend stimuliert be-
ziehungsweise die der Gluconeogenese und der Glykogenolyse nicht ausrei-
chend gehemmt, so dass letztere Stoffwechselprozesse Uberwiegen. Es resul-
tiert ein erhdhter Plasmaglukosespiegel [27; 40].

Des Weiteren steigen durch den fehlenden antilipolytischen Effekt die freien
Fettsauren im Blut an [27; 40], was sich wiederum negativ auf die Insulin-

sensitivitat und —sekretion auswirken kann [31].
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1.3 Genetische Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2

Bei der Vererbung des Diabetes mellitus geht man von einer Polygenie aus, so
ist das Vorhandensein von vielen defekten Genen notwendig, um den Phanotyp
der Erkrankung auszupragen [32; 52].

Eine Diabetes-Sonderform, MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young), ist
samt seiner zu Grunde liegenden Mutationen mittlerweile gut aufgeklart [19]. Es
liegt auf der Hand, dass man ebenfalls nach Mutationen sucht, die den Diabe-
tes mellitus Typ 2 verursachen kénnten, also in Genen, die die Insulinsensitivi-
tat und -sekretion steuern.

Flr Ersteres sind bisher beispielsweise Mutationen in den Genen der Insulinre-
zeptorsubstrate (IRS) oder des Peroxisomen Proliferator aktivierten Rezeptor
Gamma (PPARYy) gefunden worden, die das Risiko flr einen Typ 2 Diabetes
erhdhen [3; 7; 26; 56; 61].

Mutationen in Genen, die die Insulinsekretion beeinflussen und mit Diabetes
mellitus Typ 2 zusammenhangen, hat man ebenfalls entdeckt. Zu nennen sind
hier beispielsweise KIR6.2- oder SUR- (Sulfonyl Harnstoff Rezeptor) Poly-
morphismen [1; 25; 28].

Ein interessantes Gen, welches mit dem Glukosemetabolismus, der Insulinsen-
sitivitat und der Insulinsekretion zusammenhangt, ist das Uncoupling Protein 2
(UCP2). Hier ist vor allem der -866G/A Polymorphismus in dessen Promotorre-
gion bekannt. Im Folgenden soll die Auswirkung dieses Polymorphismus auf
den Glukosestoffwechsel untersucht werden.

1.4 Uncoupling Proteine

Zur ATP-Gewinnung werden die beim Citratcyklus und der 3-Oxidation freiwer-
denden Reduktionsaquivalente NADH und FADH, in die Atmungskette einge-
schleust. Dort wird beim Elektronentransport Energie freigesetzt, welche be-
nutzt wird, um Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den Zwischenraum,

den Intra-Cristae-Raum, zu pumpen. Dadurch entsteht ein lumennegativer
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Gradient von etwa 170 mV. Durch diese ,proton-motive force” werden jetzt die
H * -lonen zurlick in die Matrix bewegt, wobei sie den Weg Uber die ATP-

Synthetase nehmen, es entsteht Energie im Form von ATP [55].

Uncoupling Proteine gehéren zur Familie der inneren mitochondrialen Memb-
ranproteine [8; 22]. Sie haben die Fahigkeit zum Protonentransport und stellen
daher einen alternativen Weg fiir die H ™ -lonen zurlick in die Matrix dar. Dabei
wird der elektrochemische Gradient verkleinert, ohne dass ATP entsteht, statt-
dessen wird Warme frei [47]. Die Entkoppelungsfunktion der UCPs spielt da-
durch eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der ATP-Generation und der
Warmebildung.

Mittlerweile sind flinf Uncoupling Proteine bekannt: UCP1, UCP2, UCP3 [9; 68],
UCP4 [42] und ein 5. Protein, ein Carrier-Protein in den Mitochondrien des ZNS
[57].

UCP1 wird in braunem Fettgewebe gefunden [47], und in kleineren Mengen
auch in weiBem Fettgewebe und im Skelettmuskel [45]. Es soll eine Rolle spie-
len bei der zitterfreien Warmebildung [16].

UCP2 wurde 1997 entdeckt [22; 23]. Das Protein besteht aus 309 Aminosauren
und besitzt 6 Transmembrandoméanen [39]. Es wird hauptséchlich in weiBem
Fettgewebe, den B-Zellen des Pankreas und im Gehirn exprimiert [55] und ist
beteiligt an der Warmeregulation, der Stoffwechselregulation und der Infektab-
wehr [55].

1.5 UCP2 - Rolle bei der Insulinsekretion

Im Glukosestoffwechsel scheint das Uncoupling Protein 2 eine ganz besondere
Funktion zu haben [37]:

Wie oben beschrieben kommt es in der B-Zelle bei erhdhtem Blutzuckerspiegel
zum Abbau von Glukose und zur ATP-Generierung. Das ATP bewirkt die
SchlieBung von Kaliumkanalen, woraufhin es zur Ausschittung von Insulin

kommt.
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Durch die Einlagerung von UCP2 in die Mitochondrienmembran und dem dar-

aus resultierenden vermehrten Protonenfluss Uber dieses Kanalprotein kommt

es zu einer Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung in der B-Zelle, also zu
einer Verminderung des ATP/ADP-Quotienten, dadurch zu einer verminderten
SchlieBung der ATP-sensitiven Kaliumkanale und resultierend zu einer vermin-

derten Insulinsekretion.
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Abbildung 1.1: Rolle des UCP2 bei der Insulinsekretion

(aus Langin D (2001) Diabetes, insulin secretion, and the pancreatic beta-cell mitochondrion.

New England Journal of Medicine 345: 1772-1774 [37])
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Unterstltzt wurde diese Theorie von Studien, die zeigten, dass UCP2 — knock-
out Mause erhéhte ATP-Spiegel und eine erhéhte Insulinsekretion haben [70],
und dass auf der anderen Seite eine vermehrte Expression von UCP2 in der $3-
Zelle einhergeht mit einer verminderten Insulinsekretion [11].

Das Uncoupling Protein 2 stellt somit ein Gen dar, welches in den Glukose-
metabolismus eingreift und potentiell die Wahrscheinlichkeit eines Diabetes
mellitus Typ 2 beeinflussen kdnnte.

1.6 -866G/A Polymorphismus in der Promotorregion von UCP2

Mutationen im Gen von UCP2 selbst zeigten keinen Zusammenhang mit Diabe-
tes [8; 14; 49]. Neuere Studien beschreiben jedoch in der Promotorregion von
Uncoupling Protein 2 den -866G/A Polymorphismus, der eine Assoziation mit
Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 aufweist [10; 18; 36; 58; 59; 67; 69].

Der Promotor eines Gens steuert die Stérke der Genprodukt-Expression in den
verschiedenen Geweben. Eine verminderte UCP2 Expression kann, wie schon
aufgeflhrt, zu einer erhdhten Insulinsekretion fihren und umgekehrt eine ver-

mehrte Expression zu verminderter Insulinsekretion [11; 70].

Die Ergebnisse der oben genannten Studien sind jedoch kontrovers bezlglich
der Auswirkung des -866G/A Polymorphismus auf die Expression. Esterbauer
et al. [18] und Krempler et al. [36] fanden das A-Allel verknUpft mit einer ver-
mehrten mMRNA Expression in Adipozyten. In einer japanischen Studie zeigte
sich ebenfalls eine héhere Promotoraktivitat [58]. Wang et al. hingegen wiesen
bei Polymorphismus-Tragern eher niedrigere mRNA-Spiegel nach [69].

Die Studien widersprechen sich auBerdem in ihren Aussagen hinsichtlich wel-
cher Genotyp welche phanotypischen Veranderungen hervorruft: In drei Studien
gingen Trager des A-Allels einher mit einer eingeschrankten Insulinsekretion
[36; 58; 59], wahrend eine neuere Studie das Gegenteil herausfand [69].
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Andere Auswirkungen des -866G/A Polymorphismus sind ebenfalls heterogen,
so ergab sich in einer Studie bei jugendlichen adipésen Tragern der Mutation
eine erhdéhte Kohlenhydratoxidation und eine verminderte Fettoxidation [38],
eine italienischen Arbeitsgruppe wies eine erhéhte Insulinresistenz nach [12]
und in Japan stellte sich heraus, dass unter Diabetikern A-Allel-Trager fruher

manifest werden und friiher Insulin bendtigen [58].

1.7 Fragestellung und Hypothese

In der Ursachenforschung des Diabetes mellitus Typ 2 ist es wichtig, potentielle
Kandidaten-Gene zu finden und zu untersuchen, wie sich Mutationen in diesen
Genen auf den Phanotyp auswirken. Beziiglich des -866G/A Polymorphismus in
der Promotorregion von Uncoupling Protein 2 sind die Ergebnisse bisher sehr
widersprichlich.

In der folgenden Arbeit soll die Auswirkung des -866G/A Polymorphismus auf
den Glukosestoffwechsel, und hier spezifisch auf Insulinsekretion und Insulin-
wirkung in einem groBen Patientenkollektiv mit normaler und gestérter Glukose-
toleranz untersucht werden. Hierflr wurden die Probanden phanotypisch genau
charakterisiert (mit Hilfe des oralen Glukosetoleranztests, des hyperglykami-
schen Clamps, des euglykdmischen Clamps und der indirekter Kaloriemetrie)
und hinsichtlich des -866G/A Polymorphismus genotypisiert.

Unsere Hypothese ist, dass der -866G/A Polymorphismus sowohl Insulinsekre-
tion als auch Insulinwirkung beeintréachtigt und somit die Entstehung eines Dia-
betes mellitus Typ 2 beglnstigt.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Versuche fanden im Rahmen der Tubinger Familienstudie fir Diabetes mel-
litus Typ 2 (TUF-Studie) statt. Die Probanden wurden im Voraus miindlich und
schriftlich Gber die jeweilige Untersuchung, deren Durchfihrung, Ziele und még-
liche Risiken unterrichtet und unterzeichneten eine schriftliche Einverstandnis-
erklarung. Uber genetische Analysen wurde gesondert aufgeklart. Die Teilneh-
mer hatten jederzeit die Moglichkeit, ihre Einwilligung wieder zuriickzunehmen
und aus der Studie auszutreten. Das Studienprotokoll wurde von der Ethik-
kommission der medizinischen Fakultat der Universitat Tlibingen geprift und

zugelassen.

2.2 Probanden

2.2.1 Teilnahmevorrausetzung und Ausschlusskriterien

Flr die Studie wurden Personen mit einem erhdhten Risiko fur einen Diabetes
mellitus Typ 2 gesucht. Dieses Risiko war hauptsachlich durch die erstgradige
Verwandtschaft zu einem Typ 2 Diabetes-Patienten definiert.

Als allgemeine Ausschlusskriterien galten:

e Diagnostizierter Diabetes mellitus Typ 2

e Einnahme von Medikamenten, welche einen Einfluss auf Glukosetole-

ranz, Insulinsensitivitdt oder Insulinsekretion haben
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e Erkrankungen des Gastrointestinal-Trakts, welche eine intakte Resorpti-
on nicht gewahrleisten wirden (dies ist wichtig flr die Aussagekraft des
oralen Glukosetoleranztest)

e Schwangerschaft

e Weniger als 3 Monate zurtickliegende Entbindung und / oder Stillperiode

2.2.2 Teilnehmer

Es wurden zwei Probanden-Kohorten auf verschiedene Weise untersucht:

Die Erste bestand aus 529 normal glukosetoleranten (NGT) Probanden aus
TUbingen.

Genotyp GG AG AA p**
Anzahl (w/m) 198 (133/65) 254 (144/110) 77 (45/32) 0.07
Alter (Jahre) 36 £ 1 34 £ 1 39+2 0.04
BMI (kg/m?2) 26.0+0.4 26.1+ 0.4 26.3+0.6 0.83

** ANOVA (Analysis of Variance)

Tabelle 2.1: Teilnehmercharakteristika (Probanden mit OGTT)

141 Probanden aus dieser Kohorte nahmen ebenfalls an einem euglykami-

schen, hyperinsulinamischen Clamp und einer indirekten Kaloriemetrie teil.

Genotyp GG AG AA p**
Anzahl (w/m) 54 (31/23) 74 (32/42) 13 (9/4) 0.11
Alter (Jahre) 32 1 32 +1 38+2 0.07
BMI (kg/m?2) 24.8 +0.6 24.8+0.6 26.6+1.4 0.41
** ANOVA

Tabelle 2.2: Teilnehmercharakteristika (Probanden mit euglykdmischem Clamp)

10
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Die zweite Kohorte, die mit einem hyperglykdmischen Clamp zur genauen Be-
stimmung der Insulinsekretion untersucht wurde, umfasste 85 normal glukose-
tolerante (NGT) und 37 eingeschrankt glukosetoleranten (IGT = impaired gluco-
se tolerance) Teilnehmer aus Sldddeutschland. Des Weiteren wurden 79 Pro-
banden (59 NGT und 20 IGT) in Kollaboration mit einer anderen Arbeitsgruppe
aus Utrecht in den Niederlanden untersucht, um die Ergebnisse mit einer

zweiten Population vergleichen und eine bessere Reprasentativitat erzielen zu

kénnen.

Genotyp GG AG AA pr
Anzahl (w/m) 42 (25/17) 52 (26/26) 28 (18/10) 0.42
NGT /IGT 32/10 31 /21 22/6 0.11
Alter (Jahre) 37+2 39+2 43 +3 0.19
BMI (kg/m?2) 25.3+0.6 25.7+0.8 24.3+1.0 0.40
NGT = normal glukosetolerant / IGT = eingeschrankt glukosetolerant

** ANOVA

Tabelle 2.3: Teilnehmercharakteristika Tiibingen, Deutschland (Probanden mit
hyperglykdmischem Clamp)

Genotyp GG AG AA p**
Anzahl (w/m) 30 (19/11) 35 (27/8) 14 (13/1) 0.08
NGT/IGT 24/6 30/5 13/1 0.50
Alter (Jahre) 47 +1 46 +1 46 £ 2 0.96
BMI (kg/m?) 26.4+0.8 254 +0.6 26.2+0.8 0.52
NGT = normal glukosetolerant / IGT = eingeschrankt glukosetolerant

** ANOVA

Tabelle 2.4: Teilnehmercharakteristika Utrecht, Niederlanden (Probanden mit
hyperglykdmischem Clamp)

11
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2.3 Versuchsablauf

2.3.1 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

Alle Probanden nahmen an einem oralen Glukosetoleranztest teil. Sie wurden
aufgefordert, in den Tagen zuvor ihre Ublichen Erndhrungsgewohnheiten beizu-
behalten und 10 Stunden vor der Untersuchung keine Nahrung mehr zu sich zu

nehmen.

Der Test begann morgens um 8.30 Uhr mit einer basalen Blutentnahme zur
Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Glukose, Insulin und C-Peptid,
auBerdem der Routinelaborparameter wie Blutbild, Elektrolyte, Blutfette und
Leberenzyme. Nach oraler Gabe von 75 g Glukose gelést in 300 ml Wasser
erfolgten weitere Blutentnahmen zu den Zeiten t = 30, 60, 90 und 120 Minuten
zur Bestimmung von Glukose, Insulin und C-Peptid.

Wahrend der Untersuchung waren Rauchen, Nahrungsaufnahme und korperli-
che Anstrengung untersagt.

2.3.2 Euglykamischer hyperinsulinamischer Clamp

Den euglykdmischen Clamp verwendet man in der Regel zur Bestimmung der
Insulinwirkung (Sensitivitat). Wir haben diesen Clamp benutzt, um zur Durch-
fihrung einer indirekten Kaloriemetrie (s.u.) eine praprandiale und eine post-
prandiale Situation zu simulieren. Der Vollstandigkeit halber sei hier der Ablauf

eines euglykdmischen Clamps aufgefihrt:

Der Versuch begann morgens um 8:00 Uhr, nachdem die Probanden eine 12-
stiindige Nahrungskarenz eingehalten hatten.

Jeder Teilnehmer erhielt 2 periphere Venenzugéange:

Zur Blutabnahme wurde eine Vene am Handriicken punktiert. Mit der ,heated-
hand®- Technik wurde eine Erweiterung der arterio-venésen Shunts und da-
durch eine Arterialisierung der entnommenen Blutprobe erreicht [44]. Die
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2 MATERIAL UND METHODEN

Infusionslésungen wurden Uber einen zweiten Zugang am kontralateralen Arm

appliziert.

Zur Bestimmung der basalen Glukosekonzentration erfolgte eine Mittelung der
zu den Zeitpunkten -30 min, -15 min und -5 min gemessenen Blutzuckerwerte.
Ziel war es, den Plasmaglukosespiegel auf diesen Nlchternblutzuckerwert zu
fixieren (engl.: to clamp = (ein)spannen). Durch konstante Insulininfusion von
1 mU/min/kg Korpergewicht wurde ein hyperinsulinamischer Zustand erreicht,
eine gleichzeitige, variabel angepasste Infusion 20%iger Glukose verhinderte
die Hypoglykamie. Um zu Uberprifen, ob der Plasmaglukosespiegel den gefor-
derten Ausgangswert betrug, wurde alle 5 min Blut abgenommen und je nach
Ergebnis die Glukoseinfusionsrate (GIR) variiert. Spater kann man dann mit
Hilfe der mittleren GIR eine Aussage Uber die Insulinsensitivitdt machen (siehe
Berechnungen).

Zu den Zeitpunkten 80 min, 100 min und 120 min wurden weitere Blutproben

zur Bestimmung der Glukose- und Insulinkonzentrationen enthnommen.

Nach Ende der Untersuchung und Abschluss der Insulininfusion wurde die Glu-
kose schrittweise reduziert, den Probanden eine Mahlzeit gegeben und der
Blutzuckerspiegel regelméaBig kontrolliert, um eine Hypoglykdmie durch die

Nachwirkung des Insulins zu vermeiden.

2.3.3 Hyperglykamischer Clamp

Mit diesem Clamp wurden Probanden aus den Niederlanden und die der zwei-
ten Kohorte aus Stddeutschland untersucht.

Der hyperglykdmische Clamp dient zur Bestimmung der Insulinsekretion.

Anders als beim eugklykdmischen Clamp (griech.: eu = gut, normal) wurde
hierbei der Blutglukosespiegel auf 10 mmol/l angehoben (griech.: hyper = Uber)
und dort fixiert. Um dies zu erreichen, wurde erst fir jeden Probanden ein indi-
vidueller Glukosebolus errechnet (Bolusdosis = Koérpergewicht (kg) x ge-

winschter Anstieg der Glukosekonzentration x 1,5) und dieser dann Uber die
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2 MATERIAL UND METHODEN

Dauer von 1 Minute injiziert. Danach startete eine Infusion mit 20 %iger Gluko-
se. Zur Kontrolle des Plasmaglukosespiegels wurde alle 5 min Blut aus dem der
Infusion kontralateralen Venenzugang entnommen und die Glukoseinfusiosrate
entsprechend variiert.

Mit den bei dieser Untersuchung gemessenen Werten flr die Plasmainsulin-

konzentration ist es spater moglich, die Insulinsekretion zu berechnen.

Auch nach Ende dieser Untersuchung wurden die oben genannten MaBnahmen
zur Hypoglykamievermeidung ergriffen, da durch die Sekretions-Stimulation
selbst nach Beendigung des Versuchs noch hohe Insulinspiegel vorhanden
sind.

2.3.4 Indirekte Kaloriemetrie

Die indirekte Kaloriemetrie wurde sowohl vor Beginn des euglykdmischen
Clamps durchgefihrt, um die basalen Werte zu erhalten, als auch wahrend des
Clamps im ,steady state” unter Insulin- und Glukoseinfusion. Dazu wurde den
liegenden Probanden jeweils 15 Minuten lang eine Plastikhaube Gber den Kopf
gezogen, welche Uber ein geschlossenes System an ein Messgerat ange-
schlossen war. Bestimmt wurden Kohlendioxidabgabe und Sauerstoffaufnahme
der Teilnehmer.

Der Quotient aus letzteren beiden ergibt den Respiratorischen Quotienten:

_ CO, - Abgabe
0, - Aufnahme

RQ

Dieser andert sich, je nachdem welches Substrat vom Kérper bevorzugt
verstoffwechselt wird. Da Fettsduren weniger Sauerstoff enthalten als Kohlen-
hydrate, wird zu ihrer Oxidation mehr Sauerstoff bendétigt. Demnach ist der RQ
kleiner, je groBer der Anteil an oxidierten Fettsduren ist.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Im steady state der Insulinstimulation des Clamps wird die Lipidoxidation fast
vollstandig supprimiert, es wird vorwiegend Glukose verstoffwechselt, und der
RQ andert sich entsprechend [30].

Wie von Ferrannini beschrieben, kann man mit Hilfe der bei der Kaloriemetrie
erhaltenen Daten den Energieumsatz sowie die jeweiligen Substratoxidationsra-
ten bestimmen [20]. Als Wert fir die Stickstoffausscheidung im Urin, welche in
die Berechnung mit eingeht (s.u.), wurde hier ein Standardwert von 11 g/ 24 h

verwendet.

2.3.5 Tetrapolare Impedanzmessung (TPI)

Mit dieser Methode wurde der Fettgehalt des Kérpers bestimmt. Hierflr wurden
die Probanden Uber eine Hand und einen FuBB derselben Koérperhalfte an je
zwei Elektroden angeschlossen und mittels einer Widerstandsmessung die
lean-body-mass (LBM), also die fettfreie Kérpermasse, der Wassergehalt des
Korpers und der prozentuale Fettanteil ermittelt.

2.4 Verwendete Medikamente

2.4.1 Oraler Glukosetoleranztest

Glukoseldsung: Name: Dextro® O.G-T.

Hersteller: F. Hoffmann-La Roche AG, Mannheim,
Deutschland

Kochsalzlésung: Name: NaCl-Lésung 0,9%

Hersteller: Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

Verwendung: Splillésung
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.4.2 Euglykamischer und hyperglykamischer Clamp

Glukoseldsung: Name:

Hersteller:

Kochsalzlésung: Name:

Hersteller:

Verwendung:

Insulin: Name:

Hersteller:

Insulinart:

2.5 Analytik

2.5.1 Blutglukose

Glucosteril 20%

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

NaCl-Lésung 0,9%

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

Spallésung

Insuman Rapid

Aventis Pharma Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland

Normalinsulin

Der Plasmaglukosespiegel wurde jeweils direkt nach der Blutentnahme be-

stimmt.

Gerét: YSI 2300 STAT plus

Hersteller: Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, USA
Verfahren: Glukose-Oxidase-Methode
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Danach wurden die Proben sofort auf Eis gekihlt und bei 4°C und 4000 upm
7 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpippetiert und bis zur wei-

teren Bestimmung bei -20°C eingefroren.

2.5.2 Insulin und C-Peptid

Die Bestimmung der Parameter Insulin und C-Peptid erfolgte aus dem Plasma.

Insulin: Hersteller: Abott Laboratories, Tokio, Japan
Verfahren: Microparticle Enzyme Immunoassay
C-Peptid: Hersteller: Byk-Sangtec, Dietzenbach, Deutsch
land
Verfahren: Radioimmunoassay

2.5.3 Indirekte Kaloriemetrie

Gerét: DELTATRAC Il Metabolic Monitor

Hersteller: Datex-Engstrom-Division, Instrumentarium Corp, Helsinki,
Finnland

Verfahren: Air-Dilution
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2.5.4 Korperfett

Gerat: BIA -101A

Hersteller: RJL Systems, Detroit, USA

Verfahren: Bioelektrische Impedanzmessung

Software: Body Composition Weight Management Program, Body

Composition through Impedance Technology, Beta Test
Version 0,9, Copyright RJL Systems 1989, RJL Systems
9930 Whithier, Detroit M / 48224, USA

2.5.5 Genotypisierung

Um das genetische Material der Probanden zu genotypisieren, wurden zuerst
die DNA-Fragmente im Bereich des -866G/A Polymorphismus mittels PCR (Po-
lymerase Chain Reaction) vervielfacht. Die dabei verwendeten Primer waren:
5-CAC GCT GCT TCT GCC AGG AC-3’ (Kodierender Strang) und 5-AGG
CGT CAG GAG ATG GAC CG-3 (Komplementarstrang). Das Vorliegen des
Polymorphismus in der Promotorregion von UCP2 wurde dann mit Hilfe bidirek-

tionaler Sequenzierung untersucht.

Testname: ABI PRISM 310
Hersteller: Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Verfahren: Dye terminator cycle sequencing ready reaction kit

18
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2.6 Berechnungen

2.6.1 Allgemein

e Body-Mass-Index (BMI):

Kérpergewicht (kQ)
BMI = — . >
(KérpergréBe (m))

e Waist-to-hip-ratio (WHR):

WHR = Balfchumfang (cm)
Huftumfang (cm)

2.6.2 OGTT

e |nsulinsensitivitat:

Geschatzt nach dem von Matsuda et al. vorgeschlagenen Index [Slegt
[43]:

10000

ISlest =
t \/BZ(basaI) x Ins(basal) x BZ(mean) x Ins(mean)

BZ(basal) = basaler Plasmaglukosespiegel
Ins(basal) = basale Plasmainsulinkonzentration

BZ(mean) = Mittelwert des Plasmaglukosespiegels Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum

Ins(mean) = Mittelwert der Insulinkonzentration Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum
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2 MATERIAL UND METHODEN

e 1. Phase der Insulinsekretion:

Geschatzt nach Stumvoll et al. [63]:

1. Phase = 1283 + 1.829 x Ins(30) — 138.7 x Gluc(30) + 3.772 x Ins(0)

e Disposition Index:

Disposition Index = 1. Phase der Insulinsekretion x Insulinsensitivitat

2.6.3 Indirekte Kaloriemetrie

Die Herleitung der Berechnungen zur indirekten Kaloriemetrie wurde von Fer-
rannini beschrieben [20]. Die einzelnen Formeln stammen aus der
DELTATRAC Il Metabolic Monitor Gerateanleitung.

o Respiratorischer Quotient (RQ):

RQ - CO, - Abgabe (ml/min)
0, - Aufnahme (ml/min)

e Grundumsatz (Energy Production Rate):

EPR (kcal/min) = 5.50 x O - Aufnahme + 1.76 x CO, - Abgabe — 1.99 x
Stickstoffausscheidung im Urin (g/24h)

e Lipidoxidation:

LipidOx (g/24h) = 2.432 x O, - Aufnahme — 2.432x CO, - Abgabe —
1.943 x Stickstoffausscheidung im Urin (g/24h)
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2 MATERIAL UND METHODEN

e Kohlenhydratoxidation:

KHOx (g/24h) = 5.926 x CO, - Abgabe — 4.189 x O, - Aufnahme —
2.539 x Stickstoffausscheidung im Urin (g/24h)

2.6.4 Hyperglykamischer Clamp

e |nsulinsensitivitt:

Berechnet als Insulinsensitivitiatsindex flir das Zeitintervall 80 min bis
120 min

mittlere Glukoseinfusionsrate
mittlere Plasmainsulinkonzentration

ISI =

e 1. Phase der Insulinsekretion:

1.Phase = Summe der Insulinkonzentrationen zu den Zeitpunkten

2.5 min, 5 min, 7.5 min und 10 min

e 2. Phase der Insulinsekretion:

2.Phase = mittlere Plasmainsulinkonzentration im Zeitintervall 60 min bis
120 min

e Disposition Index:

Disposition Index = 1. Phase der Insulinsekretion x Insulinsensitivitats-

index
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.7 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Softwarepaket JMP (SAS Institute
Inc, Cary, NC, USA). Soweit nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Um fir statistische Ana-
lysen anndhernd eine Normalverteilung zu erhalten, sind nicht-normalverteilte
Parameter logarithmiert worden. Statistische Vergleiche zwischen den Genotyp-
Gruppen erfolgten mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA = Analysis of Varian-

ce).

Um fOr wichtige Kovariaten zu adjustieren und unabhangige Zusammenhange
zu identifizieren, wurden multivariate Regressionsanalysen durchgefiihrt. In der
zweiten Kohorte, diejenige welche sich einem hyperglykdmischen Clamp unter-
zog, wurden die Teilnehmer aus Tubingen und Utrecht zusammen analysiert,
damit die Probandenanzahl nicht zu klein war. Das Zentrum, an dem der Clamp
durchgefihrt wurde, ging jedoch als Variable in die Analyse ein, so dass Unter-

schiede zwischen den Populationen detektiert werden konnten.

Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der 1. Kohorte aus Tiibingen

3.1.1 Oraler Glukosetoleranztest

Genotyp GG AG AA p* pr*
Anzahl (w/m) 198 (133/65) 254 (144/110) 77 (45/32) 0.07 0.7
Alter (Jahre) 36 +1 34 £ 1 39+2 0.04 0.005
BMI (kg/m?) 26.0+0.4 26.1+ 0.4 26.3+0.6 0.83 0.54
WHR 0.84 +0.01 0.85 £ 0.01 0.86 = 0.01 0.21 0.16
Kérperfett (%) 27.9+0.7 27.0+£0.6 285+1.2 0.66 0.56
Glukose basal (mmol/l) 485+0.04 491004 5.05+0.06 0.03 0.01
Glukose t=2h (mmol/l) 541+0.08 527+0.07 5.72+0.14 0.01 0.01
Insulin basal (pmol/l) 503 513 523 0.49 0.24
Insulin t=2h (pmol/l) 283+ 16 279 £ 14 285 + 22 0.77 0.47
[Slest, OGTT 21.2+0.8 21.0+0.8 18.0 £ 1.1 0.13* 0.055*
1.Phase, OGTT (pmol/l) 1106 + 42 1108 + 37 1068 + 57 0.92* 0.71*
Disposition index 20217 £ 669 19718 +647 16471+898  0.087* 0.036*

WHR = Waist-to-hip-ratio

ISlest = Matsuda-Index fiir Insulinsensitivitat
1.Phase = 1.Phase der Insulinsekretion

* fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert
** ANOVA

*** GG+GA versus AA

Tabelle 3.1: Ergebnisse des OGTT

Nach Abschluss der Genotypisierung findet sich eine Verteilung der Allel-Trager
gemaB dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
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Anthropometrische Daten:

Weder beim Body-Mass-Index (p=0.83), noch bei der Waist-to-hip-ratio
(p=0.21) oder dem prozentualen Korperfett (p=0.66) besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen.

Plasmaglukose:

Im oralen Glukosetoleranztest finden sich basal bei Tragern des A-Allels erhdh-
te Blutzuckerwerte (p=0.03).
Auch nach zwei Stunden haben Probanden mit dem Genotyp AA im Vergleich

zum Wildtyp einen signifikant héheren Plasmaglukosespiegel (p=0.01).

5,8 T
5,6
5,4
5,2

Obasal
W bei t=120 min

mmol/l

4,8
4,6
4,4

Abbildung 3.1: Plasmaglukose, OGTT

Plasmainsulin:

Beim Insulin hingegen sind weder basal noch nach zwei Stunden im OGTT Un-
terschiede zwischen den Genotyp-Gruppen zu beobachten (p=0.49 basal und
p=0.77 nach t = 120 min).
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3 ERGEBNISSE

Insulinsensitivitit:

Die Insulinsensitivitat (geschatzt aus den Daten des OGTT als Matsuda-Index
[43]) zeigt einen leicht niedrigeren Wert bei homozygoten Polymorphismus-
Tragern im Vergleich zu Probanden mit GX-Genotyp, das heiBt, sie sind etwas
insulinresistenter. Dies verfehlt jedoch nach Adjustierung flr Geschlecht, Alter
und BMI knapp die Signifikanz (p=0.055 bei AA vs. GA+GG).

23
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15

13

Insulinsensitivitatsindex
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Abbildung 3.2: Insulinsensitivitat, OGTT

Insulinsekretion:

Keine Differenz ergibt sich indessen bei der 1. Phase der Insulinsekretion, die
aus dem OGTT nach Stumvoll et al. geschatzt wurde (s.0.): p=0.92 nach An-

passung an die Kovariaten Geschlecht, Alter und BMI.
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Disposition Index:

Der Disposition Index berechnet sich, wie beschrieben, als Produkt aus 1. Pha-
se der Insulinsekretion und Insulinsensitivitéat. Da letzterer bei AA-Allel-Tragern
etwas geringer ist, die Sekretion aber nicht entsprechend erhdht, zeigt sich
auch beim Disposition Index ein Unterschied, der in diesem Fall signifikant ist
(p=0.036 bei AA vs. GX, adjustiert fir Geschlecht, Alter und BMI).

22000

20000 T

18000 -

16000 -

Disposition Index

14000

12000 -

10000
GG AG AA

Abbildung 3.3: Disposition Index, OGTT
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3.1.2 Euglykamischer Clamp und Kaloriemetrie

Von den 529 NGT Probanden der ersten Kohorte aus Tibingen nahmen 141
zusatzlich zum OGTT an einem euglykadmischen, hyperinsulinamischen Clamp
teil. Dabei wurde zu Beginn und im steady state nach Insulinstimulation eine

indirekte Kaloriemetrie durchgeflhrt.

Genotyp GG AG AA pP** pr*
Anzahl (w/m) 54 (31/23) 74 (32/42) 13 (9/4) 0.11 0.24
Alter (Jahre) 32+1 321 38zx2 0.07 0.02
BMI (kg/m?) 24.8+0.6 24.8+0.6 26.6+1.4 0.41 0.18
WHR 0.83 £ 0.01 0.83 £ 0.01 0.84 £0.02 0.65 0.77
Kérperfett (%) 239+1.3 23.6 £0.9 29.6+2.8 0.18 0.07
RQ basal 0.84 +0.01 0.84 +0.01 0.86 = 0.01 0.39 0.17
RQ insulin 0.90 £ 0.01 0.90 £ 0.01 0.90 £ 0.01 0.87 0.92
RQ delta 0.07 £ 0.01 0.06 = 0.01 0.04 £ 0.01 0.4 0.2
Grundumsatz basal 1710 +37 1763 + 36 1644 + 56 0.37 0.29
Grundumsatz Insulin 1764 + 39 1850 + 37 1690 + 50 0.12 0.19
Grundumsatz delta 54 + 21 88 +17 46 + 21 0.4 0.61
LipidOx basal (g/24h) 775 7915 6117 0.66 0.4
LipidOx Insulin (g/24h) 42 +5 48 +4 40+9 0.56 0.37
LipidOx delta (g/24h) -34+4 -31+4 -21+9 0.61 0.63
KHOx basal (g/24h) 161 £ 11 166 £ 10 198 £ 15 0.25 0.1
KHOXx Insulin (g/24h) 253 £12 263 + 10 233+ 24 0.55 0.41
KHOx delta (g/24h) 92 £12 96 +10 35+28 0.07* 0.03*
WHR = Waist-to-hip-ratio Grundumsatz in kcal/24h angegeben
RQ = Respiratorischer Quotient RQ>1 ausgeschlossen

LipidOx = Lipidoxidation

KHOx = Kohlenhydratoxidation

* fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert
** ANOVA

*** GG+GA versus AA

Tabelle 3.2: Erebnisse der indirekten Kaloriemetrie
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Respiratorischer Quotient:

Der Respiratorische Quotient (RQ) berechnet sich, wie oben aufgefiihrt, als
CO,-Produktion dividiert durch O,-Verbrauch. Bei ausschlieBlicher Kohlen-
hydratverstoffwechselung ergibt der RQ den Wert 1, bei der Lipidoxidation fin-
det sich aufgrund des erhdhten Sauerstoff-Verbrauchs ein RQ kleiner 1 (siehe
Kapitel 2.3.4).

In unserer Untersuchung liegt er basal bei 0.84 + 0.01 (GG), 0.84 = 0.01 (GA)
und 0.86 £ 0.01 (AA), p=0.39, und erhéht sich in allen 3 Genotypen auf 0.90 +
0.01 (p=0.87). Da bei homozygoten Tragern des -866G/A Polymorphismus die
Glukoseoxidationsrate unter Insulinstimulation nicht so stark ansteigt (s.u.), er-
héht sich der RQ auch etwas weniger als beim GX Genotyp. Delta RQ, also die
Differenz, zeigt dennoch keine Signifikanz: p=0.4 bei ANOVA und p=0.2 bei AA
versus GA+GG.
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Energie-Grundumsatz:

Mit der indirekten Kaloriemetrie kann man unter anderem auch den Energie-
Grundumsatz der Probanden bestimmen. Dabei ergeben sich bei der basalen
Messung vor Beginn des Clamps keine Unterschiede zwischen den Genotypen
(p=0.37).

Nach Anderung der Substratoxidationsrate (s.u.) durch Stimulation mit Insulin
und Gabe von Glukose erhoht sich der Grundumsatz, die Werte weisen aber
weiterhin keine Signifikanz auf (p=0.12), ebenso wenig die Differenz Grundum-

satz nach Insulingabe minus Grundumsatz basal (p=0.4).

1900
1850

1800 -
1750
1700 +—

T Obasal
M nach Insulinstimualtion

kcal/24h

1650 -

1600 -
1550 +—
1500

GG AG AA

Abbildung 3.4: Energie-Grundumsatz
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Lipidoxidation:

Sowohl die basale Lipidoxidationsrate als auch die unter Hyperinsulindmie und
somit auch die Differenz, zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Genotypen (basal: p=0.66, nach Insulinstimulation: p=0.56, Differenz:
p=0.61).

90
801 T T
70

50 -+ 3E O basal

40 +— @ nach Insulinstimualtion
30 -
20 -

g/24h
_|
—

GG AG AA

Abbildung 3.5: Lipidoxidation

30



3 ERGEBNISSE

Kohlenhydratoxidation:

Im Nichternzustand werden weniger Kohlenhydrate oxidiert als Fette. Die Um-
satzrate steigt jedoch, wenn mehr Glukose zur Verfligung steht und durch Insu-
lin die Enzyme des Glukoseabbaus stimuliert werden.

Es zeigt sich, dass homozygote Trager des A-Allels eine deutlich geringere
Steigerung der Kohlenhydratoxidation von nur 35 + 28 g/24h aufweisen, im Ge-
gensatz zu 92 £ 12 g/24h (GG) und 96 £ 10 g/24h (GA) (p=0.03 bei AA vs. GX
nach Adjustierung fir Geschlecht, Alter und BMI). Einerseits haben sie eine
etwas hdhere basale Oxidationsrate, andererseits eine leicht niedrigere Koh-
lenhydratverstoffwechselung unter Insulinstimulation. Beides ist jedoch statis-
tisch nicht signifikant (p=0.1 und p=0.41 bei AA vs. GX).

300

250 A

200

Obasal
M nach Insulinstimulation

150 +—

g/24h

100

50 -

Abbildung 3.6: Kohlenhydratoxidation, Steigerung der KHOx nach Insulinstimulation:
PkHox deita = 0.03
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3.2 Ergebnisse der 2. Kohorte aus Tiibingen und Utrecht

3.2.1 OGTT-Charakteristika der Clamp-Teilnehmer

Genotyp GG AG AA p**
Anzahl (w/m) 42 (25/17) 52 (26/26) 28 (18/10) 0.42
NGT /IGT 32/10 31/21 22/6 0.11
Alter (Jahre) 37zx2 392 43+3 0.19
BMI (kg/m?) 25.3+0.6 25.7+0.8 24.3+1.0 0.40
WHR 0.84 +0.01 0.86 £ 0.01 0.85 £ 0.01 0.41
Glukose basal, OGTT (mmol/l) 5.0+0.1 52+0.1 5.2%0.1 0.57
Glukose t=2h, OGTT (mmol/l) 6.4+0.3 6.9+0.3 6.3+0.4 0.36
Insulin basal, OGTT (pmol/l) 54 +5 62+8 47 £5 0.49
Insulin t=2h, OGTT (pmol/l) 269 + 23 470 £10 297 + 57 0.15

NGT = normal glukosetolerant / IGT = eingeschrankt glukosetolerant
WHR = Waist-to-hip-ratio

* fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert

** ANOVA

Tabelle 3.3: OGTT-Charakteristika aus Tlibingen (Deutschland),
Teilnehmer am hyperglykdmischen Clamp
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GG AG AA p**
Anzahl (w/m) 30 (19/11) 35 (27/8) 14 (13/1) 0.08
NGT /IGT 24/6 30/5 13/1 0.50
Alter (Jahre) 47 £1 46 1 46 £ 2 0.96
BMI (kg/m?2) 26.4+0.8 254 +0.6 26.2+0.8 0.52
WHR 0.84 +0.01 0.81 £0.01 0.80 + 0.01 0.21
Glukose basal, OGTT (mmol/l) 5.2+0.1 5.0+0.1 49+0.1 0.22
Glukose t=2h, OGTT (mmol/l) 6.3+0.4 6.1+0.3 6.1+0.3 0.94
Insulin basal, OGTT (pmol/l) 507 39+3 373 0.39
Insulin t=2h, OGTT (pmol/l) 280 + 42 344 £ 50 246 + 28 0.67

NGT = normal glukosetolerant / IGT = eingeschrankt glukosetolerant
WHR = Waist-to-hip-ratio

* fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert

** ANOVA

Tabelle 3.4: OGTT-Charakteristika aus Utrecht (Niederlanden),

Teilnehmer am hyperglykdmischen Clamp

In beiden Kohorten ist die Verteilung der Genotypen im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht (alle p-Werte > 0.3, Chiquadrat-Test).

Anthropometrische Daten, Plasmaglukose und Plasmainsulin:

Body-Mass-Index, Waist-to-hip-ratio, Plasmaglukose (basal und nach 2 Stun-
den im OGTT) sowie Plasmainsulin (basal und nach 2 Stunden) unterscheiden
sich weder in Tubingen noch in Utrecht signifikant zwischen den Genotyp-

Gruppen (alle p-Werte > 0.15).
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3.2.2 Hyperglykamischer Clamp

GG AG AA p**
Insulinsensitivitatsindex 0.14 +0.01 0.14 +0.01 0.20 +0.03 0.20*
1.Phase (pmol/l) 809 £ 100 1037 £ 89 892 + 122 0.37*
2.Phase (pmol/l) 263 £ 22 354 +47 242 + 24 0.57
Disposition index 1059 1028 175+£15 0.12
1.Phase = 1.Phase der Insulinsekretion / 2.Phase = 2.Phase der Insulinsekretion
* fiir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert
*ANOVA
Tabelle 3.5: Clamp-Ergebnisse aus Tiibingen (Deutschland)
GG AG AA p**
Insulinsensitivitatsindex 0.20 £0.02 0.16 £0.02 0.16 £0.02 0.09*
1.Phase (pmol/l) 777 £79 950 + 65 1206 + 192 0.01*
2.Phase (pmol/l) 333 +42 430 + 43 364 + 66 0.04*
Disposition index 130+ 15 136 £ 11 167 £ 19 0.13

1.Phase = 1.Phase der Insulinsekretion / 2.Phase = 2.Phase der Insulinsekretion
* fiir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert
*ANOVA

Tabelle 3.6: Clamp-Ergebnisse aus Utrecht (Niederlanden)

Insulinsensitivitit:

Wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben, wurde wahrend des hyperglykdmischen
Clamps der Blutzuckerspiegel mittels einer individuellen Glukoseinfusion auf 10
mmol/l gehalten. Der Insulinsensitivitatsindex berechnet sich dann als Quotient
aus mittlerer Glukoseinfusionsrate und mittlerer Plasmainsulinkonzentration im
Zeitintervall von t = 80 min bis t = 120 min. Es ergibt sich kein Unterschied zwi-
schen den Genotyp-Gruppen, weder in der Kohorte aus Tubingen (p=0.2) noch
in der aus Utrecht (p=0.09). Die Werte wurden flr Geschlecht, Alter und BMI

adjustiert.
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Insulinsekretion:

In TUbingen ergibt sich bei der 1. Phase der Insulinsekretion (also die Summe
der Insulinkonzentrationen zu den Zeitpunkten 2.5 min, 5 min, 7.5 min und 10
min) keine Signifikanz (p=0.37 nach Korrektur fir die Kovariaten Geschlecht,
Alter und BMI).

In Utrecht zeigt sich jedoch eine deutlich héhere Sekretion bei Tragern des
-866G/A Polymorphismus im Gegensatz zu Wildtyp-Alleltragern:

777 £ 79 pmol/l (GG), 905 + 65 pmol/l (AG), 1206 £ 192 pmol/l (AA). Nach Kor-
rektur flr die Kovariaten Geschlecht, Alter und BMI ist dieser Unterschied signi-
fikant (p=0.01, ANOVA).
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Abbildung 3.7: 1. Phase der Insulinsekretion, hyperglykdmischer Clamp
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Bei der 2. Phase der Insulinsekretion, berechnet als der Mittelwert der Insulin-
konzentrationen im Zeitintervall t = 60 min und t = 120 min, kann in TUbingen
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0.57, adjustiert fir Ge-
schlecht, Alter und BMI), wéahrend in der Utrechter Population eine geringe Dif-
ferenz nachzuweisen ist (p=0.04 nach Anpassung an die Kovariaten Ge-
schlecht, Alter und BMI).
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Abbildung 3.8: 2. Phase der Insulinsekretion, hyperglykdmischer Clamp

Disposition Index:

Der Disposition Index (1. Phase der Insulinsekretion x ISl) zeigt weder in TU-
bingen noch in Utrecht eine statistische Signifikanz (p=0.12 in Tlbingen und
p=0.13 in Utrecht). Die etwas hdéhere Sekretion der A-Allel-Trager aus Utrecht
spiegelt sich jedoch auch in einem leicht héheren Disposition Index wider: 167 +
19 (AA) vs. 136 + 11 (AG) und 130 = 15 (GG).
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3.2.3 Multivariate Regressionsanalyse

Um die Effekte des -866G/A Polymorphismus weiter zu spezifizieren, haben wir
multivariate Regressionsanalysen durchgefltihrt. Dabei wurden die Einflisse, die
BMI, Alter, Insulinsensitivitat, Zentrum, an dem der hyperglykdmische Clamp
durchgefihrt wurde, und UCP2-Polymorphismus auf die Insulinsekretion haben,

unabhangig voneinander erfasst.

Modell r2 = 0.65, p <0.0001 (n=201)

Unabhéngige Variable Sum of Squares F Ratio P

BMI 0.3429002 1.4379 0.2320
Alter 3.3449111 14.0263 0.0002
Insulinsensitivitat (ISI) 8.0467498 33.7427 <.0001
Zentrum (T vs. Utr) 2.3036435 9.6599 0.0022
UcCP2 2.9069665 6.0949 0.0027

Tabelle 3.7: Regressionsanalyse Tubingen+Utrecht (1.Phase der Insulinsekretion)

Es zeigt sich auch hier wiederum der Zusammenhang zwischen dem -866G/A
Polymorphismus und der ersten Phase der Insulinsekretion (p=0.0027). Der bei
der Analyse vorhandene Zentrumseffekt (p=0.0022) bestatigt die Tatsache,
dass dieser Zusammenhang nur in Utrecht, nicht jedoch in Tdbingen zu beo-

bachten war.
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Abbildung 3.9 zeigt die Zusammenhéange aus der multivariaten Regressions-
analyse nochmals grafisch. Insgesamt findet sich nach Adjustierung far BMI,
Alter, Insulinsensitivitat und Zentrum eine signifikant héhere Insulinsekretion bei
Tragern des A-Allels des -866G/A Polymorphismus (p=0.0027).

4915 1

) P=0.0027
8 o

29814 o
2 o
= o
= o
© 1808 O
E . o s ° .
~ 8 B ".; O o
-% 1097 4 % %
S o o i -
o [ g n
(7]
c 6651 ! g 5
s i
E S B :
= ®
"6 403 1 ° [=] & o)
o - o
& o 8 °
S 2454 $ o NGT IGT
"g/'_)' = Tibingen O @
i Utrecht O =

148 -

GG GA AA

UCR2 -866 Genotype

Abbildung 3.9: 1. Phase der Insulinsekretion, einzelne Werte der Probanden
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4 Diskussion

4.1 UCP2: Kandidatengen fiir Diabetes mellitus Typ 2

Bei der Suche nach genetischen Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2 hat sich
das Uncoupling Protein 2-Gen als interessantes Kandidaten-Gen herausge-
stellt. In der Promotorregion dieses Gens wurde der -866G/A Polymorphismus
gefunden, der Assoziationen zum Diabetes mellitus Typ 2 und den damit ver-
bundenen metabolischen Stérungen zeigt. Die bisherigen Studien widerspre-
chen sich in der Aussage hinsichtlich welches Allel welche Veranderungen her-
vorruft, die Mehrheit jedoch findet einen Zusammenhang des A-Allels zum Typ
2 Diabetes [12; 36; 58; 59]. Allerdings zeigen andere Studien, wie z.B. die gro-
Be, so genannte ,Botnia-Studie* aus Schweden und Finnland, dass das G-Allel
ein 9-fach erhdhtes Risiko fur einen frih manifestierten Typ 2 Diabetes impli-
ziert [10; 67].

Wir haben deswegen in einer Phanotyp-Genotyp-Assoziationsstudie in ver-
schiedenen Populationen die Auswirkungen des Polymorphismus auf anthro-
pometrische Daten, Glukosetoleranz, Insulinsensitivitat, Kohlenhydratoxidation

und Insulinsekretion untersucht.

Es fand sich in einem groBen Kollektiv von 529 nicht-diabetischen Probanden
aus dem stddeutschen Raum bei Tragern des A-Allels im OGTT eine schlech-
tere Glukosetoleranz und eine schlechtere Insulinsensitivitdt sowie eine ver-
schlechterte Kohlenhydratoxidation bei der indirekten Kaloriemetrie. Die Insulin-
sekretion relativ zur Insulinsensitivitat, berechnet als Disposition Index, war im

oralen Glukosetoleranztest ebenfalls vermindert.

Um die Insulinsekretion etwas besser zu quantifizieren, haben wir in Kollabora-

tion mit einer niederlandischen Arbeitsgruppe zusatzlich einen hyper-
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glykdmischen Clamp durchgeflihrt, eine Untersuchung mit einer besonders
aufwendigen Technik.

Hierbei zeigte sich in der Tubinger Kohorte kein Einfluss des Polymorphismus
auf die Insulinsekretion, in der Kohorte aus Utrecht ging das A-Allel allerdings

mit einer besseren Insulinsekretion einher.

4.2 -866G/A Polymorphismus und anthropometrische Daten

Bei den Untersuchungen der Tubinger Familienstudie (n=529) lasst sich keine
Assoziationen zwischen dem -866G/A Polymorphismus und dem Body-Mass-
Index, der Waist-to-hip-ratio und dem Korperfett in Prozentanteilen feststellen.
Dieses Resultat bestatigt eine vergleichbare Studie an franzésischen Kindern
[38] sowie eine japanische [58] und eine danische Studie [13], steht jedoch im
Gegensatz zu anderen Forschungsarbeiten, welche einen deutlichen Zusam-
menhang des A-Alells mit einem reduzierten Adipositas-Risiko finden [18; 36].

Diese kontraren Ergebnisse konnten durch die Tatsache erklart werden, dass
unterschiedliche Populationen untersucht worden sind, so besteht die Kohorte
von Esterbauer et al. [18] aus Probanden im Alter von 40-55 Jahren, wohinge-
gen in der Tubinger Familienstudie vorwiegend Teilnehmer zwischen 35-40
Jahren untersucht wurden. Die Arbeit von Krempler et al. [36] beinhaltete die
Untersuchung von deutlich Ubergewichtigen mit einem BMI von 35-40 kg/m?,
die Probanden der Tldbinger Familienstudie hatten einen mittleren BMI von 26
kg/m?. Gerade bei Untersuchungen von genetischen Ursachen fiir die Kérper-
fettzusammensetzung sind Gen-Umwelt-Interaktionen sehr wichtig [60].

Des Weiteren kdnnte die Art der Untersuchung eine Rolle spielen: Durch die
Fall-Kontroll-Studie von Esterbauer et al. wurden beispielsweise Probanden-
paare gebildet, die sich nur im BMI unterschieden; die von uns durchgefihrte
Phanotyp-Genotyp-Assoziatiosstudie ist dagegen eine Querschnittsuntersu-
chung.
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4.3 -866G/A Polymorphismus und Plasmaglukose

In der groBen suddeutschen Kohorte der Tubinger Familienstudie, die mit ei-
nem oralen Glukosetoleranztest untersucht wurde, findet sich bei Tragern des
A-Allels sowohl im Ndchternzustand als auch nach zwei Stunden im OGTT ein
signifikant hdherer Blutzuckerspiegel. Diese eingeschrankte Glukosetoleranz
bestatigt Ergebnisse von Studien, die einen Zusammenhang der Mutation mit
Diabetes mellitus Typ 2 zeigen [12; 36; 58; 59]. Allerdings ist in diesen Studien
zu berlcksichtigen, dass immer nur fir Untergruppen eine Assoziation mit Dia-
betes gefunden worden ist. So kénnen D’Adamo et al. ein mit dem A-Allel ver-
bundenes erhbhtes Diabetes-Risiko nur bei Frauen nachweisen, Krempler et al.
nur bei adipdsen Probanden [12; 36].

4.4 -866G/A Polymorphismus und Insulinsensitivitat

In einigen der vorausgehenden Studien findet sich bei Tragern des A-Allels des
-866G/A Polymorphismus-Tragern im Vergleich zum Wild-Genotyp eine
schlechtere Insulinsensitivitat [12; 36]. Die Ergebnisse der Tubinger Familien-
studie weisen in dieselbe Richtung: Mit einem p-Wert von 0.055 (AA vs. GX)
verfehlt die Insulinsensitivitat, geschatzt als Matsuda-Index aus dem oralen
Glukosetoleranztest, hier zwar knapp die Signifikanz, die Tendenz zum insulin-
resistenteren A-Allel ist jedoch erkennbar.

4.5 -866G/A Polymorphismus und Kohlenhydratoxidation

Im Nichternzustand werden vom Menschen die kdrpereigenen Fettreserven
verbraucht, und neben Proteinen und Kohlenhydraten werden Lipide als Ener-
giequelle oxidiert. Postprandial wird Uberwiegend auf Kohlenhydratverstoff-
wechselung umgestellt. Dieser Wechsel in der Substratoxidation kann eine Rol-
le beim Diabetes mellitus Typ 2 spielen: Wird namlich nicht ausreichend auf
Kohlenhydratoxidation umgeschaltet, bleibt die Glukoseverwertung trotz erhéh-
tem Angebot gering und der Blutzucker steigt. Bekannt ist dieser Effekt
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beispielsweise beim Pro12Ala Polymorphismus des Peroxisomen Proliferator
aktivierten Rezeptor y> (PPARYy2): Mannliche Trager des Ala-Allels unterdriicken
postprandial die Lipidoxidation besser und verwerten gleichzeitig mehr Glukose
als mannliche homozygote Pro-Téager. Sie sind dadurch insulinsensibler [65].

Wir haben die verschiedenen Genotypen-Trager des -866G/A Polymorphismus
mit Hilfe einer indirekten Kaloriemetrie hinsichtlich ihrer Substratoxidationsraten
untersucht und zwar sowohl im Nuichternzustand als auch nach Insulin- und

Glukoseinfusion im hyperinsulindmischen euglykédmischen Clamp.

Es zeigt sich, dass das A-Allel einhergeht mit einer geringeren Steigerung der
Kohlenhydratoxidationsrate, das heiBt, wahrend der Hyperinsulinamie wird vom
AA-Genotyp weniger Glukose verstoffwechselt als von den GX-Allel-Tragern.
Dieser Effekt kdnnte zu der schlechteren Glukosetoleranz der Mutationstrager
beitragen: Durch die geringere Glukoseverwertung ist der Blutzuckerspiegel
hoher als bei den Vergleichsgruppen.

Eine franzdsische Studie an adipdsen Kindern, die ebenfalls die Auswirkung
des -866G/A Polymorphismus auf die Substratoxidatiosraten untersucht hat,
findet das A-Allel assoziiert mit einer vermehrten Kohlenhydratoxidation und
einer verminderten Lipidoxidation, beides im basalen Zustand [38].

Der Effekt der Tubinger Familienstudie hinsichtlich der Kohlenhydratoxidation
kommt zum einen dadurch zustande, dass die absolute Oxidationsrate wahrend
der Hyperinsulindmie beim AA-Genotyp kleiner ist, zum anderen aber auch da-
durch, dass im Ndchternzustand schon mehr Kohlenhydrate umgesetzt werden.
Diese Gegebenheit deckt sich also mit der franzdsischen Studie. Es ware inte-
ressant gewesen, zu erfahren, inwiefern sich die adipésen Kinder nach Insulin-

stimulation im euglykdmischen Clamp unterschieden hétten.

Es zeigt sich allerdings in der Tubinger Population kein Einfluss des UCP2-
Polymorphismus auf die Lipidoxidation. Dies kdnnte darauf zurtckzuflhren
sein, dass hier statt stark adipdser Kinder (BMI ca. 29 kg/m?) Erwachsene un-
tersucht wurden, die nur leicht libergewichtig waren (BMI ca. 26 kg/m?).
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4.6 -866G/A Polymorphismus und Insulinsekretion

4.6.1 Tubinger Familienstudie, stiiddeutsche Population: OGTT

Die aus dem oralen Glukosetoleranztest nach Stumvoll et al. [63] geschéatzten
Insulinsekretionen der verschiedenen Genotypen des Polymorphismus unter-
scheiden sich in den absoluten Zahlen nicht signifikant.

Die Sekretion hangt jedoch von der Insulinsensitivitat ab, verschiedentlich wur-
de von Studien ein Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und Insulinsekre-
tion gezeigt [4; 33; 50]. Der Disposition Index setzt diese zwei Parameter zuein-
ander in Beziehung: Das Produkt aus Insulinsensitivitdt und Insulinsekretion
(eben der Disposition Index) ist bei Gesunden normalerweise konstant. Wird
also die Sensitivitat schlechter, steigt reaktiv die Sekretion; erst wenn dann die

Sekretion nachlasst, wird der Organismus eingeschrankt glukosetolerant [2].

In den Genotyp-Gruppen der Tubinger Population ist also die absolute Insulin-
sekretion nicht verschieden, jedoch der Disposition Index ist bei homozygoten
Polymorphismus-Tragern kleiner als bei Probanden mit dem Wildtyp, das heiBt,
die Insulinsekretion relativ zur verschlechterten Insulinsensitivitat ist einge-
schrankt. Mit anderen Worten bedeutet dies, dass die A-Allel-Trager ihre leicht
verminderte Insulinsensitivitat nicht adaquat mit gesteigerter Insulinsekretion

ausgleichen kénnen.

Das Ergebnis einer mit dem A-Allel verbundenen relativ verschlechterten Insu-
linsekretion ist in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Gruppe um Sesti et
al., die ebenfalls eine eingeschrankte Insulinsekretion bei homozygoten Tragern
der Mutation gefunden haben [59]. Neben der Untersuchung von 301 Proban-
den mittels des oralen Glukosetoleranztests hatte diese Arbeitsgruppe die Mdg-
lichkeit, isolierte Pankreas-Inselzellen zu analysieren. Nach Stimulation mit Glu-
kose, Glyburid (eine Substanz aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe) und Ar-
ginin zeigte sich bei Inselzellen von Spendern mit A-Allel eine verminderte Sek-

retion im Gegensatz zu Spenderzellen von homozygoten Wildtyp-Tragern.
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Damit bestatigten sich die Ergebnisse aus dem vorausgehenden OGTT. Trotz
der kleinen Anzahl an Pankreaszellen (insgesamt 10 Spender) geben diese
Funde einen Hinweis auf die Assoziation des A-Allels des -866G/A Poly-

morphismus mit einer eingeschrankten Insulinsekretion.

Eine japanische Gruppe (Sasahara et al, [58]) beschaftigte sich mit der Tatsa-
che, dass in der japanischen Bevolkerung einerseits Adipositas und die Insulin-
sekretionskapazitat geringer ist als bei Kaukasiern, andererseits das A-Allel des
-866G/A Polymorphismus haufiger vorkommt. Sie konnten nachweisen, dass
unter Diabetikern A-Allel-Trager frGher manifest werden und bis zu 20% haufi-
ger Insulin bendétigen. In einem intravendsen Glukosetoleranztest fanden sie
eine signifikant niedrigere Insulinsekretion bei Tragern der Mutation und sahen

damit das vorherige Ergebnis erklart.

4.6.2 Kollaborationsstudie: Hyperglykamischer Clamp

Der orale Glukosetoleranztest gilt nicht als der Goldstandard, um die Insulinsek-
retion zu untersuchen [62]. Dies wird damit begrtindet, dass im OGTT kein re-
produzierbar gleicher Glukosereiz zur Stimulierung der Insulinsekretion gege-
ben wird. Vielmehr ist der Blutzucker wéahrend des Tests interindividuell ver-
schieden hoch und verandert sich zudem noch standig wahrend des Versuchs.

Um eine bessere Quantifizierung zu erhalten und weil andere Studien, wie zum
Teil oben schon beschrieben, ebenfalls einen Zusammenhang zwischen dem
A-Allel des -866G/A Polymorphismus und einer eingeschrankten Insulinsekreti-
on gefunden haben [36; 58; 59], haben wir eine zweite Gruppe von Probanden
mit dem aufwendigen hyperglykdmischen Clamp untersucht, bei dem jeder
Proband Uber zwei Stunden einem Blutzucker von 10 mmol/l ausgesetzt wird
und dabei die Insulinsekretion gemessen wird. Dieser Clamp gilt als die beste
Methode zur Untersuchung der Insulinsekretion [62]. Zudem haben wir diesen
hyperglykdmischen Clamp in Zusammenarbeit mit einer niederldndischen

44



4 DISKUSSION

Arbeitsgruppe durchgefliihrt, um die Ergebnisse mit einer zweiten Population

vergleichen zu kénnen.

In Tlbingen lieB sich kein Zusammenhang zwischen dem -866G/A Poly-
morphismus und der Insulinsekretion feststellen, bei den niederlandischen Pro-
banden hingegen fand sich sogar eine bessere Sekretion der A-Allel-Trager im
Vergleich zum Wildtyp. In der kombinierten Analyse von stiddeutschen und nie-
derlandischen Probanden blieb die Assoziation des A-Allels mit verstarkter In-

sulinsekretion ebenfalls erhalten (siehe Abbildung 3.8 und Tabelle 3.7).

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild aus den Untersuchungen:

OGTT-Kohorte Kaloriemetrie- Hyperglykamischer
Kohorte Clamp-Kohorte
Tabinger Familien-
studie, (n=529) Tabinger Familien- stiddeutsche
studie, (n=141) (n=122) und nieder-
landische (n=79)
Probanden
A-Allel assoziiert mit e erhéhtem verminderte Steige- verstarkte Insulin-
postprandialen rung der Kohlen- sekretion
Blutzucker hydratoxidation unter

Hyperinsulindmie
e verminderter
Insulinsensitivitat

e reduzierter
Insulinsekretion
relativ zur Insulin-

sensitivitat
Bedeutung fur erhéhtes Diabetes- erhdhtes Diabetes- vermindertes
Metabolismus Risiko Risiko Diabetes-Risiko

Somit zeigt sich ein widerspriichliches Bild: Wir finden in unserer siiddeutschen
OGTT-Kohorte eine Konstellation, die eher fir ein erhéhtes Diabetes-Risiko bei
A-Allel-Tragern spricht. Der Hauptfaktor scheint hier eine herabgesetzte Insulin-
sensitivitat mit verminderter Kohlenhydratoxidation zu sein, die nicht durch
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Verstarkung der Insulinsekretion ausgeglichen werden kann. Bei den 201 Pro-
banden, die sich einem hyperglykdmischen Clamp unterzogen, zeigt sich eher
das G-Allel mit einem erhdhten Diabetes-Risiko verknlpft, da die Insulinsekreti-
on hier gegentber den A-Allel-Tragern herabgesetzt ist. Fir dieses Ergebnis ist
hauptsachlich die Kohorte aus den Niederlanden verantwortlich.

Zu diesem uneinheitlichen Bild passend sind Befunde aus der Literatur, die so-
wohl fir das G-Allel [10; 67] als auch fir das A-Allel ein erhéhtes Diabetes-
Risiko zeigen [12; 36; 58; 59].

FOr die unterschiedlichen Ergebnisse in unserer Phanotyp-Genotyp-
Assoziationsstudie sind nun folgende Grinde denkbar:

1.) Unterschiedlicher genetischer Hintergrund

Die Probanden aus Utrecht gehdren einer anderen Population an und kénnten
deshalb anders reagieren, ein Zentrumseffekt war bei der multivariaten Regres-
sionsanalyse ganz deutlich vorhanden. Obwohl die Niederlander ebenfalls Mit-
teleuropaer sind und sich wohl kaum genetisch von unserer Bevdlkerung unter-
scheiden, kénnten zuféllige Unterschiede in der Verteilung zusatzlicher Risiko-
gene fur Diabetes mellitus eine Rolle spielen. So scheint fir das durch den
-866G/A Polymorphismus vermittelte Diabetes-Risiko das Vorhandensein des
PPARy> Pro12Ala Polymorphismus eine Rolle zu spielen: Bulotta et al. finden
das G-Allel nur vor dem Hintergrund des PPARy. Pro12Pro Genotyps mit ei-
nem erhdhten Diabetes-Risiko assoziiert [10].

Wang et al. haben in ihrer Arbeit nicht nur die Auswirkungen des -866G/A Poly-
morphismus untersucht, sondern die Interaktionen mehrerer Genvarianten im
UCP2-Gen erforscht [69]: Neben dem -866G/A Polymorphismus in der Promo-
torregion wurde die Ala55Val-Variante in Exon 4 und die 45 bp Inserti-
on/Deletion-Variante in der 3’ nicht translatierten Region (3’UTR 1I/D) von Exon
8 des UCP2-Gens auf Assoziationen mit Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2

untersucht. Es zeigte sich, wenn auch nur sehr diskret, eine erhdhte Insulin-

46



4 DISKUSSION

sekretion bei Tragern des A-Allels des -866G/A Polymorphismus. Besonders
aber bei der Betrachtung der drei Polymorphismen in Kombination finden Wang
et al. Belege dafir, dass die verschiedenen Haplotypen (d.h. die Komplexe der
gekoppelten Allele) den BMI, die Insulinsekretion, den Trigylcerid-Spiegel und
das Diabetes-Risiko beeinflussen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass verschiedene Genvarianten miteinander interagie-
ren und dass sich einzelne Polymorphismen bei verschiedenem genetischem
Hintergrund unterschiedlich auswirken kénnen. Bei den kleinsten Effekten, die
von solchen Mutationen verursacht werden, sollte die Gen-Gen-Interaktion im-

mer mit in Betracht gezogen werden.

2.) Unterschiedliche Gen-Umwelt-Interaktionen

Von einigen Polymorphismen ist bekannt, dass sie sich abhéngig vom Gewicht
des Tragers ganz unterschiedlich verhalten. So ist der Gly1057Asp Poly-
morphismus im Insulinrezeptorsubstrat-2 (IRS-2) bei schlanken Personen mit
einem verminderten Diabetes-Risiko verknipft, wahrend er bei Gbergewichtigen
Probanden mit einer eingeschrankten Insulinsekretion und folglich mit einem
Diabetes mellitus Typ 2 einhergeht [61]. Ahnliche Phdnomene kénnten auch
beim -866G/A Polymorphismus eine Rolle spielen, die Effekte kdnnten je nach
Subpopulation (also ob Manner oder Frauen, schlanke oder adipdse bzw. alte
oder junge Personen etc. untersucht worden sind) verschieden sein. Beispiels-
weise waren die Probanden aus Utrecht im Schnitt etwa 10 Jahre &lter als die
Teilnehmer aus dem siddeutschen Raum. Auch Gen-Umwelt-Interaktionen

sind bei genetischen Analysen immer mit zu berlcksichtigen.

3.) Untersuchungsmethoden

FiOr die widersprichlichen Befunde hinsichtlich der Assoziation des -866G/A
Polymorphismus mit der Insulinsekretion kdonnten auch die Untersuchungs-
methoden verantwortlich sein. Beispielsweise kdnnte der hyperglykdmische

Clamp zur Messung der durch den -866G/A Polymorphismus verursachten
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Unterschiede in der Insulinsekretion doch nicht ganz so gut geeignet sein: Da-
durch, dass der Plasmaglukosespiegel innerhalb einer Minute relativ unphysio-
logisch auf 10 mmol/l angehoben wird, werden kleinere Effekte eventuell durch
UberschieBende Sekretion Uberlagert. Eine stufenweise Erhéhung des Blutzu-
ckers, wie sie von Toffolo et al. beschrieben wurde [66], ware hier vielleicht
besser. Damit kdnnten dann auch zeitgebundene Effekte, wie z.B. dass [-
Zellen von eingeschrankt glukosetoleranten Patienten verzégert auf Glukose

reagieren [15], besser detektiert werden.

4.) Probandenanzahl

Zu Uberlegen ware auBBerdem, ob die Anzahl der Probanden, die an unserer
Untersuchung teilgenommen haben, nicht ausreicht, um die Effekte der UCP2-
Promotor-Mutation darzustellen. Eine Untersuchung von 55 Meta-Analysen von
loannidis et al. bewies, dass groBe Studien besser geeignet sind als Kleine, um
genetische Effekte zu detektieren [29]. Auch eine Arbeit Uber die Replizierbar-
keit von Studien betont die Notwendigkeit einer ausreichenden Fallzahl und

empfiehlt daher die Zusammenarbeit mehrerer Forschungsgruppen [41].

4.7 SchluBfolgerung

Zusammengefasst finden wir in einer siddeutschen Population einen Zusam-
menhang des A-Allels des -866G/A Polymorphismus im UCP2-Gen mit erhéh-
ten Blutzuckerwerten, Insulinresistenz, verminderter Steigerung der Kohlen-
hydratoxidation unter Hyperinsulinamie und verminderter Insulinsekretion relativ
zur Insulinwirkung. Damit scheint die Assoziation des A-Allels mit Diabetes mel-
litus Typ 2, die auch andere Arbeitsgruppen gefunden haben [12; 36; 58; 59],

erklart zu werden.

Allerdings sind die Auswirkungen der Mutation weiterhin unklar. Wir finden in
einer hollandischen Population eine Verbindung des A-Allels des -866G/A Poly-

morphismus mit einer verbesserten Insulinsekretion; andere Arbeitsgruppen
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bestatigen dies [69] und finden eine erhdhtes Risiko fir einen frih manifesten
Typ 2 Diabetes bei Tragern des G-Allels [67]. Deshalb sind wichtige, noch nicht
ganz aufgeklarte Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen (wie z.B. Adipositas)
beim Einfluss des -866G/A Polymorphismus auf das Diabetes-Risiko wahr-
scheinlich.

Das UCP2-Gen mit seinem -866G/A Polymorphismus ist dennoch ein wichtiges
Kandidaten-Gen, welches die Entstehung und den Verlauf eines Diabetes mel-
litus Typ 2 beeinflussen kann.
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5 Zusammenfassung

Bei der Suche nach den genetischen Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2 hat
sich das Uncoupling Protein 2-Gen, welches fir ein Kanalprotein der inneren
Mitochondrienmembran kodiert, als interessantes Kandidaten-Gen herausge-
stellt. In der Promotorregion dieses Gens wurde der -866G/A Polymorphismus
gefunden, dem zugehdrigen A-Allel wurde in einigen vorausgehenden Studien
ein Zusammenhang mit Diabetes mellitus Typ 2 nachgewiesen.

Wir haben in der Tdbinger Familienstudie mittels einer Phanotyp-Genotyp-
Assoziationsstudie die Auswirkungen des -866G/A Polymorphismus erforscht,
besonders im Hinblick auf den Glukosemetabolismus. Ein Kollektiv von insge-
samt 529 Probanden wurde hinsichtlich des Polymorphismus genotypisiert und
anschlieBend mit Hilfe des oralen Glukosetoleranztests bezlglich Plasmagluko-
se, Insulinsensitivitat, und Insulinsekretion untersucht. Eine Untergruppe dieser
Kohorte wurde mit der indirekten Kaloriemetrie auf Unterschiede in der Sub-
stratoxidation getestet. Weiterhin unterzogen sich 201 Probanden aus einer
Kollaborationsstudie mit einer niederlandischen Arbeitsgruppe einem

hyperglykdmischen Clamp.

Die Ergebnisse der Tubinger Familienstudie bestéatigen gréBtenteils die oben
genannten Forschungsarbeiten: Wir finden in einer siddeutschen Population
das A-Allels des -866G/A Polymorphismus assoziiert mit einer erhéhten Plas-
maglukose im OGTT (basal: p=0.03, nach 2h: p=0.01), einer leicht einge-
schrankten Insulinsensitivitat (OGTT: p=0.055 bei AA vs. GX), einer verminder-
ten Steigerung der Glukoseoxidation unter Hyperinsulindmie (euglyk&mischer
Clamp: p=0.03 bei AA vs. GX) sowie einer relativ zur Insulinsensitivitat einge-
schrankten Insulinsekretion (Disposition Index aus dem OGTT: p=0.036 bei AA
vs. GX). All diese Befunde kdnnten einen Zusammenhang des A-Allels des
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-866G/A Polymorphismus mit einem erhdhten Diabetes mellitus Typ 2-Risiko
erklaren.

In der niederlandischen Population zeigt sich jedoch im hyperglykdmischen
Clamp bei A-Allel-Trédgern eine hdhere Insulinsekretion (1. Phase: p=0.01, 2.
Phase: p=0.04). Diese Diskrepanz lasst sich durch Populations- und Untersu-
chungsunterschiede sowie durch Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen be-

grinden.

Die Ergebnisse der Tubinger Familienstudie haben jedenfalls gezeigt, dass das
Uncoupling Protein 2-Gen mit dem -866G/A Polymorphismus in der Promotor-
region ein wichtiges Kandidaten-Gen bei der Entstehung des Typ 2 Diabetes
mellitus darstellt, und dass die weitere Erforschung dieses Gens einen Teil da-
zu beitragen kann, die Ursachen dieser Erkrankung besser zu verstehen und
frihzeitiger zu behandeln.
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6 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

3 UTR 3’ nicht translatierte Region

-866G/A -866G/A Polymorphismus im UCP2-Gen
A Adenin

ADP Adenosindiphosphat

Ala Alanin

ANC adenine nucleotide carrier

ANOVA Analysis of Variance

Asp Aspartat

ATP Adenosintriphosphat

BMI Body-Mass-Index

bp Basenpaar

BZ Blutzucker

ca** Kalzium-lonen

C-Peptid Connecting-Peptide

EPR energy production rate

FADH, reduziertes Flavin-adenin-dinucleotid
G Guanin

GIR Glukoseinfusionsrate

GLUT Glukose-Transport-Protein

Gly Glycin
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H*-lonen
IGT
IRS

ISI
[Slest
Katp
KHOx
KIR6.2
LBM
LipidOx
MODY
mRNA
NADH
NGT
OGTT
P

PCR

PPARy
Pro

RQ
SUR
TPI

TUF

Wasserstoffionen

impaired glucose tolerance
Insulinrezeptorsubstrat
Insulinsensitivitatsindex

Insulinsensitivitat aus OGTT geschatzt nach Matsuda
ATP-sensitiver Kaliumkanal
Kohlenhydratoxidationsrate
einwartsgleichrichtender Kaliumkanal 6.2
Lean-Body-Mass

Lipidoxidationsrate

Maturity Onset Diabetes of the Young
messenger-Ribonukleinsaure

reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
normal glucose tolerance

oraler Glukosetoleranztest

p-Wert

Polymerase Chain Reaction
nicht-organisches Phosphat

Peroxisomen Proliferator aktivierten Rezeptor Gamma
Prolin

Respiratorischer Quotient
Sulfonyl-Harnstoff-Rezeptor

Tetrapolare Impedanzmessung

TObinger Familienstudie
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UCP
Val
WHR
Zn
ZNS

Uncoupling Protein
Valin
Waist-to-hip-ratio
Zink

zentrales Nervensystem
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Frau L. Joel, Herrn Dr. med. K. Rittig, Herrn Dr. med. Jan Stock, Herrn Dr. med.
M. Haap und Herrn Dr. med. Claus Thamer fur die Hilfe bei der Durchfihrung

der Versuche.

Ganz besonders bedanken méchte ich mich bei Frau Elke Maerker, Frau Heike
Luz und Frau Anna Bury flr die ausgesprochen gute Zusammenarbeit und die
zahlreichen Hilfestellungen bei der Untersuchung der Probanden.

Zu guter Letzt gilt mein Dank allen Probanden, die durch ihre bereitwillige Teil-
nahme an den Versuchen die Durchfihrung dieser Studie Uberhaupt erst er-
moglichten.
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9 Lebenslauf

Personliche Angaben

Name:

Geburtstag:
Geburtsort:
Staatsangehdrigkeit:

Familienstand:

Schulbildung

1987 — 1991
1991 - 2000

6/2000

Hochschulausbildung

10/2000

9/2002
8/2003

9/2003

3/2004

9/2004 — 11/2004

Martina Guthoff
30.04.1981
Darmstadt
deutsch

ledig

Engelbergschule Stuttgart-Weilimdorf
Solitude-Gymnasium Stuttgart-Weilimdorf

Allgemeine Hochschulreife

Beginn des Studiums der Medizin an der Eberhard-
Karls-Universitat Tbingen

Arztliche Vorpriifung
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Famulatur an der Kinderklinik der Universitat
Tubingen

Famulatur in einer Kinderarzt-Praxis in Bremen

Famulatur in der Abteilung fir Innere Medizin am
Grey Bruce Health Services, Owen Sound, Ontario,
Kanada
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3/2006

4/2007 — 6/2007

7/2007 — 8/2007

8/2006 — 12/2006

12/2007 — 3/2007

16.05.2007

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktisches Jahr in der Abteilung fir Innere Medizin
am Royal Brisbane and Women'’s Hosptal, Brisbane,
Queensland, Australien

Praktisches Jahr in der Abteilung fir Innere Medizin
der Universitatsklinik TUbingen

Praktisches Jahr in der Kinderklinik der Universitat

Tlbingen

Praktisches Jahr in der Abteilung fir Chirurgie der
Universitatsklinik Tubingen

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
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