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1 Einleitunq

1.1 Bedeutung des Typ 2 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist ein zunehmendes Problem der westlichen
Industrienationen geworden. Die Pravalenz des Typ 2 Diabetes wird hier nach
epidemiologischen Studien mit 3 bis 10 % angegeben; die Zahl der Patienten
mit nicht diagnostiziertem Diabetes liegt mindestens in der gleichen
Grossenordnung [1]. Daraus folgt, dass in der Bundesrepublik Deutschland
etwa vier Millionen Menschen mit manifestem und ebenso viele mit nicht
diagnostiziertem Typ 2 Diabetes leben. Gestorte Glukosetoleranz oder
manifester Diabetes geht sehr haufig mit Bluthochdruck, Ubergewicht und
Dyslipidamie einher. Dieses Risikofaktorenmuster ist mit einem besonders
hohen Risiko fur arteriosklerotische kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert [2-
5]. Die Morbiditat und Mortalitdt der Diabetespatienten ist vor allem durch
makrovaskulare Veranderungen gekennzeichnet [6-10]. So weisen Diabetiker
gegenuber Nicht-Diabetikern ein drei- bis vierfach hoheres koronares
Erkrankungs- und Sterblichkeitsrisiko auf [6,9].

Bereits zum Zeitpunkt der Diagnose, die im Mittel erst sieben Jahre nach
Krankheitsbeginn gestellt wird, betragt die Pravalenz der Koronaren
Herzerkrankung etwa 50%, sind ca. 80% der Patienten nach den neuen
Hypertonie-Klassifikationen als Hypertoniker einzustufen, ausserdem weisen
Uber 3/4 aller Diabetiker eine Hyper- oder Dyslipidamie und ebenso viele ein
Ubergewicht auf [3,11,12].

Daraus folgt, dass die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen bei Typ 2
Diabetikern offenbar in der pradiabetischen Phase stattfindet und nicht erst
durch die Hyperglykamie induziert wird. Es wird vermutet, dass in der
pradiabetischen normoglykamischen Phase erhodhte Insulinspiegel [3,13] eine
wesentliche Bedeutung fur die Pathogenese der makrovaskularen
Veranderungen besitzen und demnach als kardiovaskulare Risikofaktoren
anzusehen sind [2,3,14,15]. Diese pradiabetische Phase ist durch das
metabolische Syndrom charakterisiert, bei dem Ubergewicht mit androider
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Fettverteilung, essentielle Hypertonie, Dyslipoproteinamie mit erniedrigtem
High-Density-Lipoprotein und Hypertriglyzeridamie, Hyperurikédmie und/oder die
gestorte Glukosetoleranz gemeinsam auftreten [16].

Als Schlusselfaktor und gemeinsame Grundlage des metabolischen Syndroms,
des Typ 2 Diabetes und der Atherosklerose wird zunehmend die
Insulinresistenz anerkannt. Diese Resistenz ist durch eine verminderte insulin-
stimulierte Glukoseaufnahme in die Muskulatur gekennzeichnet. Die
Insulinresistenz der Glukoseaufnahme wird nicht nur bei Patienten mit Diabetes
mellitus, sondern auch bei einem Grossteil der essentiellen Hypertoniker, bei
Adipositas sowie zusatzlich auch bei asymptomatischen Nachkommen von Typ
2 Diabetikern gefunden [11,17-19]. Demnach lasst sich diese Insulinresistenz
bei einem betrachtlichen Teil der europaischen Bevdlkerung zeigen.

1.2 Pathogenese des Typ 2 Diabetes mellitus

Zwei Hauptmechanismen spielen fur die Entstehung des Typ 2 Diabetes eine
wesentliche Rolle: Eine Storung der quantitativen und qualitativen Insulin-
Sekretion des Pankreas einerseits und andererseits eine verminderte
Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme des Skelettmuskels, aber auch eine
Insulinresistenz des Fettgewebes und der Leber [20,21].

Ursachen dieser Insulinwirkungsstorung sind prinzipiell in allen Teilschritten
zwischen der pankreatischen Sekretion und dem Effekt des Hormons am
Zielorgan denkbar. Man geht heute davon aus, dass die verminderte Wirkung
von Insulin bei Diabetes mellitus, aber auch bei Adipositas, bei Hypertonie und
bei Verwandten ersten Grades von Typ 2 Diabetikern nicht an einer gestorten
Bindung an den Rezeptor liegt, sondern es wird vielmehr ein Postrezeptor-
Defekt postuliert [3,22].

Desweiteren scheint auch die Insulinwirkung auf die endothelabhangige
Vasodilatation und konsekutiv auf die Perfusion der Muskulatur vermindert zu
sein [23].

Den Circulus vitiosus der Insulinresistenz vereinfacht dargestellt, zeigt die

Abbildung 1-1. Die Hyperinsulindmie induziert dabei eine verminderte
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Signaltransduktion als post-Rezeptor-Defekt [24], welche konsekutiv die
muskulare Glukoseaufnahme herabsetzt und somit die Insulinresistenz

verstarkt.

Signaltransduktion muskulare
—_—>
(post-Rezeptor-Defekt) Glukoseaufnahme l

T l

Hyperinsulinamie relative
\ Hyperglykamie

e

I Insulinsekretion (B-Zellen

Abbildung 1-1: Circulus vitiosus der Insulinresistenz (IR)

Aber abgesehen von seltenen genetischen Defekten, wie zum Beispiel die
Acanthosis nigricans oder das Leprechaunismus-Syndrom, welche zur
Insulinresistenz fuhren, sind die exakten Ursachen und Mechanismen der

metabolischen Storung noch nicht endgultig geklart.

1.2.1 Insulinsekretion

Bei der Diagnose oder der Erstmanifestation eines Typ 2 Diabetes ist die
Insulin-Sekretion, besonders die erste Phase, deutlich vermindert [22,25]. Aber
auch bei gesunden, normoglykdmischen Personen oder bei Ubergewichtigen

wird eine Storung der Insulin-Sekretion beschrieben [26,27].

1.2.2 Physiologische Insulinwirkung

Insulin besitzt als Hormon verschiedene Effekte, wovon die Wichtigsten fur den
Glukose-, Lipid- und Proteinstoffwechsel in der Abbildung 1-2 dargestellt

werden.
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Zudem senkt Insulin die Glukoneogenese in der Leber und in der Niere. Als
weiteres Beispiel hat Insulin am Gefassendothel einen vasodilatatorischen

Einfluss.

GefalRsystem — Vasodilatation

Erhéhung der Glukoseaufnahme
Glukosestoffwechsel — Stimulation der Glykogensynthese
Erhéhung der Glukoseoxidation

Insulin Hemmung der Glukoneogenese

Lipidstoffwechsel —— Inhibition der Lipolyse
Stimulation der Triglyzerid-Synthese

7NN

Proteinstoffwechsel Stimulation der Protein-Synthese

Abbildung 1-2: Effekte der Insulinwirkung

1.2.2.1 Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme

Bei Typ 2 Diabetikern und auch bei normoglykédmischen pradiabetischen
Personen ist die insulin-vermittelte Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel
reduziert [12,16,25,28]. Dies wird als Insulinresistenz der Glukoseaufnahme
bezeichnet.

Insulinresistenz ist somit definiert als eine subnormale biologische Antwort auf
Insulin und der daraus resultierenden verminderten Insulinwirkung und bedeutet
hier konventionell eine verminderte Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme.
Mit Hilfe des euglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-Clamps [29] kann
dies dargestellt werden. Der von DeFronzo et al. [30] beschriebene und als
Goldstandard angesehene Clamp quantifiziert im wesentlichen die insulin-
vermittelte Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur. Der Vorteil besteht
hierbei in Steady-State Bedingungen mit konstanten Insulin- und
Glukosespiegeln im Serum.

Es werden dabei hohe, supraphysiologische Insulinkonzentrationen Uber zwei
Stunden eingestellt.
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Da mit dem Glukose-Clamp nur eine Aussage Uber die Gesamt-Korper-
Glukoseaufnahme gemacht werden kann, lassen sich die
Stoffwechselvorgange der einzelnen Zellen mit dieser Methode nicht
beschreiben.

1.2.2.2 Insulinsensitivitat der Antilipolyse

Bei Patienten mit Typ 2 Diabetes aber auch bei Patienten mit einer
Insulinresistenz der Glukoseaufnahme ist die Inhibition der Lipolyse durch
Insulin vermindert und wird als Insulinresistenz der Antilipolyse bezeichnet. Dies
konnte schon fur kleinste Mengen an Insulin gezeigt werden [31].

Wahrend eines euglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-Clamps wird
durch die supraphysiologischen Insulinspiegel im Serum die Lipolyse fast
vollstandig supprimiert.

Daher lag das Interesse in der Entwicklung eines 3-Stufen-Glukose-Clamps mit
einer sehr niedrigen Insulin-Anfangsdosis, um die Inhibition der Lipolyse
erfassen und die Insulinresistenz der Antilipolyse quantifizieren zu konnen.
Dabei gibt die Menge der Freien Fettsauren im Serum im Steady-State einer
Stufe im Glukose-Clamp die Insulinsensitivitat der Antilipolyse an.

Die niedrigen Insulindosierungen in der 1. und 2. Stufe, bei nur geringer
Verwertung von Glukose entsprechen mehr der Physiologie als
supraphysiologische Insulinspiegel mit entsprechend hoher Glukoseaufnahme
im Standard-Glukose-Clamp.

1.2.3 Von der Insulinresistenz zum manifesten Diabetes

Vor der Manifestation des Diabetes mellitus, der sogenannten pradiabetischen,
normoglykamische Phase, ist die Insulinwirkung bereits vermindert; diese kann
aber durch eine reaktive Hyperinsulinamie kompensiert werden.

Es wird heute vermutet, dass zu diesem Zeitpunkt die insulin-stimulierte
Glukoseaufnahme, besonders des Muskels, ausgepragt reduziert ist
[12,28,39].Heute geht man davon aus, dass erst wenn eine Storung der
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Sekretion hinzukommt (Verlust der 1. Phase), die Blutzuckerwerte ansteigen
und ein manifester Diabetes resultiert.

Epidemiologische Studien zeigen, dass bereits bei normoglykamischen
Risikopatienten fur Diabetes mellitus, wie zum Beispiel Verwandte ersten
Grades von Typ 2 Diabetikern die Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme
herabgesetzt ist [12,26].

Kommen zu einer genetischen Vorbelastung weitere Faktoren, wie Inaktivitat,
Fehlerndhrung und Adipositas hinzu, dann steigt das Risiko fur die

Manifestation des Diabetes mellitus (s. Abb. 1-3).
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genetische @
Vorbelastung R
» Alter

Abbildung 1-3: Entwicklung des Diabetes mellitus (DM)

1.2.4 Bedeutung des Ubergewichtes und der Fettverteilung

Ubergewicht verschlechtert die Insulinsensitivitat (s. Abb. 1-3); dies ist aber
durch erfolgreiche Gewichtsreduktion reversibel [40,41]. So korreliert vor allem
die Korper-Fett-Masse eng mit der Insulinsensitivitat, wie epidemiologische
Studien zeigen konnten [42,43].

Weiterhin spielt die Fettverteilung eine besondere Rolle: Eine Vermehrung des

viszeralen Fettgewebes wirkt sich viel ungunstiger auf die Insulinsensitivitat aus
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als eine Vermehrung des subkutanen Unterhautfettgewebes [44]. Bei einer
mehr viszeralen, androiden Fettverteilung, besonders wenn kombiniert mit
Ubergewicht, findet sich eine deutlich erhdhte Inzidenz von Insulinresistenz und
Typ 2 Diabetes [42,43].

Man vermutet heute, dass mit steigendem Body-Mass-Index die FFS im Serum
erhoht sind, welche sich dann wiederum negativ, durch Hemmung des
Glukosetransportes in die Muskelzelle, auf die Insulinsensitivitat und den Typ 2
Diabetes auswirken.

1.2.5 Bedeutungqg der Freien Fettsauren

Bei Typ 2 Diabetikern und gesunden Personen mit Insulinresistenz lassen sich
erhohte Plasmaspiegel an Freien Fettsduren (FFS) messen [45-49]. Auch bei
einem oralen Glukose Toleranztest oder einem hyperinsulinamischen Glukose-
Clamp werden die FFS in dieser Gruppe nicht adaquat supprimiert [47,50].
Epidemiologischen Untersuchungen zufolge weisen die erhohten FFS bei
Personen mit normaler Glukosetoleranz auf ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung eines Typ 2 Diabetes hin [45,51].

Die Hemmung der Lipolyse durch Insulin scheint bei Typ 2 Diabetikern und bei
Nicht-Diabetikern mit Insulinresistenz gestort zu sein; das heisst, dass die
Lipolyse durch physiologische Insulinspiegel nicht mehr adaquat supprimiert
werden kann und demnach eine Insulinresistenz der Antilipolyse vorliegt
[17,47,52,53].

Die Bedeutung der Lipolyse und der FFS, die als mogliche Mechanismen fur die
Pathogenese diskutiert werden, ist aber noch nicht eindeutig geklart. Bisher
wurde davon ausgegangen, dass die im Plasma erhdhten Spiegel der FFS das
Resultat einer vermehrten Lipolyse im Fettgewebe sind [54].

Daher nimmt man heute an, dass eine im "Organ Fettgewebe" lokalisierte
Regulationsstorung, namlich einer verminderten insulin-vermittelten Antilipolyse
einerseits und zum Beispiel einer gesteigerten sympatho-adrenerg vermittelten
Lipolyse-Sensitivitat andererseits, zu der im Plasma nachweisbaren Erh6hung
der Freien Fettsauren fuhrt. Diese Storung induziert dann im Skelettmuskel
aufgrund einer Substrat-Kompetition eine vermehrte Lipidoxidation und
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konsekutiv eine verminderte Glukoseaufnahme [54-62] (s. Abb. 1-4). Diese
kompetitive Hemmung wird als "Randle Mechanismus" beschrieben [54].
Weiterhin haben die vermehrten FFS eine inhibitorische Wirkung auf den
Glukosetransport im Skelettmuskel und durch eine Erhéhung der FFS wird die
Glukoneogenese in der Leber aktiviert.

Allerdings haben bisherige Studien nur eine relativ schwache Korrelation
zwischen Serumwerten der FFS und dem Ausmass der Insulinresistenz
gegeben [63], so dass dieser oben genannte Mechanismus die Storung der
Insulinsensitivitat nicht hinreichend erklart.

FFS ?

Fettgewebe O

O Muskulatur

+Lipid Oxidation A

*Glukose Oxidation ¥
Glukose AufnahmeW
*Glykogen Synthese W

Abbildung 1-4: "Cross talk" zwischen Fett- und Muskelgewebe

1.2.6 Muskulares Fett

In den letzten Jahren ergaben sich Hinweise dafur, dass neben den subkutan
und viszeral gelegenen Fettdepots auch intramuskular gelegene Lipide
existieren, die in der Pathogenese der Insulinresistenz eine Rolle spielen

konnten.
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Der Skelettmuskel ist das Hauptorgan fur die postprandiale Glukoseaufnahme
[25,64]. Diabetes und Insulinresistenz sind durch eine verringerte insulin-
stimulierte Glukoseaufnahme besonders an der Muskelzelle gekennzeichnet.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten den Zusammenhang zwischen
Fettaufnahme, muskular gelegenen Lipiden und Insulinsensitivitat. Diese
experimentellen Studien fanden bei Ratten eine deutliche Reduktion der
Insulinsensitivitat unter einer fettreichen Diat im Vergleich zu reiner
Kohlenhydraternahrung [65-68]. Dabei konnte eine Erhdhung der muskularen

Fette bei den mit Fett didtetisch behandelten Ratten festgestellt werden [65,66].

Epidemiologische Daten zeigen einen engen Zusammenhang zwischen der
vermehrten Fettaufnahme und der Entwicklung einer Insulinresistenz bzw. des
Typ 2 Diabetes mellitus [69].

Andererseits hat die Ruckkehr der Aborigines in Australien von einer
fettreichen, zu ihrer traditionellen, faserreichen und fettarmen Kost, die
Storungen im Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel deutlich verbessert [70].

Falholt beschrieb 1987 eine deutlich vermehrte Lipideinlagerung in Biopsien
des M. rectus abd. von Patienten mit Typ 2 Diabetes im Vergleich zu Gesunden
[71]. Eine erhohte intramuskulare Triglyzeridakkumulation war auch bei nicht-
diabetischen Patienten mit Koronarer-Herz-Erkrankung zu verzeichnen [72],
einer Patientengruppe, die haufig durch eine ausgepragte Insulinresistenz
auffallt [11,17,73]. In allen diesen Gruppen liessen sich auch deutlich erhdhte
lipogenetische Enzymaktivitaten in der Muskelbiopsie nachweisen. Diese
Ergebnisse wurden Uber langere Zeit wenig beachtet oder als nicht relevant fur

die Pathogenese der Insulinresistenz angesehen.

Erst in der letzten Zeit wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen mit Hilfe von
Muskelbiopsien oder CT gezeigt [74-76], dass nicht-diabetische Personen mit
verminderter Insulinsensitivitat einen erhohten Pool an intramuskularem Fett

aufweisen. Sowohl bei Pima-Indianern, als auch bei post-menopausalen Frauen
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bestanden klare und statistisch unabhangige Zusammenhange zwischen den
Parametern der Insulinresistenz und den intramuskularen Triglyzeriden.
Allerdings ist die Methodik der Muskelbiopsie schlecht reproduzierbar [77].
Ausserdem erlauben die bisher benutzten Techniken keine exakte
morphologische Zuordnung der intramuskularen Lipide. Es ist daher unklar, ob
diese bisher beschriebenen muskularen Triglyzeride direkt in dem Zytoplasma
der Muskelzelle liegen, d.h. intramyozellular (IMCL), oder zwischen den
Muskelfasern, d.h. extramyozellular (EMCL) angeordnet sind und damit
zwischen den Muskelfasern angeordneten Adipozyten entsprechen wurden.

1.3 Ziel der Studie

Die gegenwartige Datenlage gibt Hinweise, dass Diabetiker im Vergleich zu
Gesunden mehr muskulares Fett aufweisen [71]. Auch sind bei nicht-
diabetischen Personen mit Insulinresistenz vermehrt muskulare Lipide
nachweisbar [74-76]. Demnach konnte man vermuten, dass die Insulinresistenz
mit dem Fett in der Muskulatur korreliert und die muskularen Lipide eine Rolle in
der Pathogenese der Insulinresistenz spielen.

Auch wurden bisher keine Erkenntnisse gewonnen, ob diese Lipide sich am
Stoffwechsel beteiligen und wenn ja, wie sie reguliert werden.

Es ist denkbar, dass durch eine Stérung dieser Regulation, die intramuskularen
Lipiddepots vermehrt FFS generieren.

So konnten zum Beispiel eine verminderte insulin-vermittelte Antilipolyse oder
eine vermehrte stress-induzierte Lipolyse Uber eine Erhohung der FFS im
Zytosol mit dem Glukosestoffwechsel im Skelettmuskel interferieren und so die

Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme vermindern (s.o.).

Deshalb soll daher der Frage nachgegangen werden, ob und wie diese
intramuskular gelegenen Fette reguliert werden. Dazu wird die Methodik der
Mikrodialyse (s. Methodik) eingesetzt, die es ermoglicht, den Stoffwechsel
bestimmter Substrate in verschiedenen Geweben zu untersuchen. Bislang

wurde die Mikrodialyse vor allem benutzt, um Einblicke in die Regulation der
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Lipolyse im Fettgewebe zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit wird nun mit

Hilfe der Mikrodialyse die Lipolyse im Fett-, und besonders im Muskelgewebe

unter definierten Bedingungen (3-Stufen-Glukose-Clamp) untersucht.

Folgende Fragestellungen sind von Interesse:

Lasst sich im Skelettmuskel Glyzerol als ein Endprodukt der Lipolyse
nachweisen und ist dies hormonell reguliert ?

Welche Unterschiede gibt es in der Regulation der Lipolyse zwischen den
Kompartimenten Serum, Fettgewebe und Skelettmuskulatur ?

Wie verhalt sich die Lipolyse wahrend eines Drei-Stufen isoglykamischen
hyperinsulinamischer Glukose-Clamps ?

Wie stark ist die insulin-stimulierte Antilipolyse in den einzelnen
Kompartimenten ausgepragt — Insulinsensitivitat der Antilipolyse?

Wie verhalt sich die Lipolyse in den Kompartimenten nach Beendigung des
Drei-Stufen-Clamps, wenn die zirkulierenden Insulinspiegel akut abfallen ?
Im Sinne einer akuten Dis-Inhibition der Lipolyse.

Weiterhin sollte untersucht werden:

Bestehen Unterschiede zwischen Fett- und Muskelgewebe hinsichtlich der
Insulinsensitivitat der Antilipolyse ?
Existieren Unterschiede in der Regulation der Lipolyse bei Personen mit

Insulinresistenz im Vergleich zu insulinsensiblen Personen ?
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2 Material und Methodik

2.1 Beschreibung der Studienteilnehmer

Alle Probanden wurden aus dem Tubinger Familien Fruherfassung Projekt
(TUFF-Projekt) rekrutiert. Dieses Projekt ist eine gross angelegte prospektive
Studie und untersucht gesunde Verwandte ersten Grades von Typ 2
Diabetikern hinsichtlich des Glukosestoffwechsels sowie Risikobegleitfaktoren
[26].

Die Studienteilnehmer des TUFF-Projektes wurden anthropometrisch,

laborchemisch und metabolisch charakterisiert. Hierzu gehort:

- der orale Glukose Toleranztest mit der Messung der Insulinspiegel, die dem
Ausschluss eines manifesten Diabetes und der Einteilung in gestorte und
normale Glukosetoleranz dient (WHO Kriterien) und die Insulinsekretion
erfasst.

- die Erfassung der Korperzusammensetzung (Body-Impedanz-Analyse; BIA)

- die 24 Stunden Blutdruckmessung.

- die Untersuchung der korperlichen Fitness mit Hilfe der Spiroergometrie und
Bestimmung der VO,max.

- die indirekte Kalorimetrie.

- die Bestimmung umfangreicher Laborparameter und gegebenenfalls eine
genetische DNA-Untersuchung zur Identifizierung von Polymorphismen.

- weiter ein umfangreicher Fragebogen.

- Zusatzlich die Quantifizierung der Insulinsensitivitat mit Hilfe des
isoglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-Clamps.

Somit wurden zunachst in der Arbeit untersuchten Personen in ihrer
Insulinsensitivitat umfangreich charakterisiert.

Da Hinweise bestehen, dass eine Hyperglykdmie per se eine Insulinresistenz
induzieren kann, wurden Personen mit manifestem Diabetes in der Studie

ausgeschlossen [24,78].
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Davon nahmen insgesamt 24 gesunde Personen mit unauffalligem oralen
Glukose Toleranztest an der vorliegenden Studie teil. Ausser Kontrazeptiva
waren keine Medikationen erlaubt.

2.2 Ethik

Die Probanden nahmen freiwillig an der Studie teil. Sie waren Uber die
potentiellen Risiken der gesamten Untersuchung informiert und hatten ihr
schriftliches Einverstandnis abgegeben.

Es lag das positive Votum der Ethikkommission der Universitat Tubingen vor.

2.3 Angewandte Methoden im TUFF-Projekt

2.3.1 Oraler Glukose Toleranztest

Unter standardisierter Vorbereitung wird zu Beginn des Tests ein peripherer
Venenkatheter in eine Unterarmvene gelegt. Anschliessend trinken die
Probanden eine wéssrige Losung mit 40g Glukose/m? Korperoberflache
innerhalb von 5 Minuten.

Die Blutentnahmen erfolgen vor dem Test zur Bestimmung der Basalwerte und
danach zu den Minuten 15, 30, 45, 60, 90 und 120. Analysiert werden die
Konzentrationen fur Glukose, Freien Fettsauren , Insulin, Pro-Insulin und C-
Peptid.

2.3.2 lIsoglykamischer hyperinsulinamischer Glukose-Clamp

Die Untersuchung wird unter standardisierten Bedingungen nach einer
zwolfstundigen nachtlichen Fastenperiode durchgefuhrt. Es werden zwei
periphere Venenkatheter (Vasofix Braunule, Braun, Melsungen) plaziert; einen
in eine Vene der Ellenbeuge, fur die Infusion von Insulin und Glukose und die
andere retrograd in den kontralateralen Handrlcken, fur die Blutentnahmen.
Anschliessend wird zur Arterialisierung des Blutes die Hand mit einem
Heizkissen (Heated Hand) erwarmt.
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Blutentnahmen erfolgen alle 5 Minuten fur Glukose und alle 20 Minuten far
Insulin, Glyzerol und Freie Fettsauren.

Nach initialen Blutentnahmen und einem definierten Insulinbolus Uber 9 Minuten
Dauer wird Uber eine Prazisionspumpe (Braun, Melsungen) 2 Stunden lang
kontinuierlich intravenos Insulin (Insulin H, Hoechst, Frankfurt) verabreicht. Bei
dem Glukose-Clamp werden 1,0mU/kg*min gegeben, um hochphysiologische
Serumwerte fur Insulin zu erreichen.

Gemass der alle 5 Minuten gemessenen Plasmaglukose wird mit der variablen
Infusion einer 40%-igen Glukoselosung die initiale Glukosekonzentration
innerhalb eines Zielbereichs von + 10% konstant gehalten. Unter
Gleichgewichtsbedingungen entsprichnt die zur Aufrechterhaltung der
Isoglykamie erforderliche infundierte Glukose der Glukose-Aufnahme in die
Skelettmuskulatur.

Dies setzt eine weitgehende Unterdrickung der hepatischen Glukose-
Produktion, welche bei dem im Standard Glukose-Clamp erreichten
Insulinspiegeln zu Uber 95% erfolgt ist, voraus [79]. Gleichgewichtsbedingungen
werden angenommen, wenn nach einer Mindest-Clampdauer von 60 Minuten
und konstanter Glukose-Infusions-Rate innerhalb von 30 Minuten die Variation
der Plasmaglukose 10% nicht Uberschreitet.

Zur Berechnung der Insulinsensitivitat dient die Glukose-Infusions-Rate (GIR),
welche aus der infundierten Glukose in mg pro kg Korpergewicht (KG) im
Steady-State angegeben wird (GIR = Glukose/KG*min). Die Metabolic-
Clearance-Rate (MCR) fur Glukose, als ein weiteres Mass der
Insulinsensitivitat, erhalt man indem die Steady-State Plasmawerte fur Glukose
und Insulin im Verhaltnis zur Glukose-Infusions-Rate gesetzt werden (MCR =
GIR*100/Serumglukose) [29,80].

2.3.3 Body Mass Index (BMI)

Der BMI wird mit der Formel Korpergewicht (KG) dividiert durch das Quadrat
der Korperlange (KL) berechnet [81].
= KG / KL? = BMI [ kg/m? ]
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2.3.4 Waist to Hip Ratio (WHR)

Der Taillenumfang wird nach den WHO Kriterien [82] zwischen der untersten
Rippe und dem oberen Rand der Spina iliaca gemessen. Der Huftumfang wird
an der weitesten Stelle der Glutealregion gemessen. Beide Messungen finden
im Stehen statt.

= Taillenumfang in cm / Huftumfang in cm = WHR

2.3.5 Lean Body Mass (LBM) und Korperfett (KF%)

Beide Untersuchungen werden mit Hilfe der bio-elektrischen Impedanzanalyse
(BIA 101, BJL System, Detroit, Michigan, USA) berechnet. Bei dieser Methode
wird der elektrische Wechselstromwiderstand im Korper gemessen. Dabei wird
ein Wechselstrom mit 50 kHz und eine Stromstarke von 800 mA an den Korper
angelegt. Der Wassergehalt des Korpers ist bei Gesunden weitgehend von
Alter und Geschlecht unabhangig und verhalt sich umgekehrt proportional zum
Widerstand. Das Fettgewebe besitzt einen niedrigen Wassergehalt und hat
daher einen hohen elektrischen Widerstand. Die fettfreie Korpermasse ist
dagegen reich an Wasser. Der angelegte Strom fliesst aufgrund des Weges des
geringsten Widerstandes hauptsachlich durch die fettfreie KOrpermasse.

Die Messung bezieht sich fast ausschliesslich auf das Wasser im Korper. Durch
Regression Iasst sich daraus die fettfreie Masse und die Fettmasse errechnen.

Messvorgang:

Es werden am liegenden Probanden zwei Elektroden an einem Fuss angelegt.
Die distale Elektrode wird Uber den Zehenwurzeln Il und Ill und die proximale
Elektrode an der Vorderseite in Hohe der tibialen und fibularen Malleole
befestigt. Zwei weiter Elektroden werden distal Uuber den Fingerwurzeln in
Verlangerung des Mittelfingers und proximal am plantaren Handgelenk plaziert.
Der Elektrodenabstand soll jeweils mindestens eine Handbreite betragen.

Der Stromeintritt erfolgt am Fuss, der Spannungsabfall tritt an den
Handgelenkselektroden auf. Die Stromleitung ist zum Volumen und zur Lange
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des zu untersuchenden Probands linear. Die Beziehung (Korpergrosse)? /
Widerstand korreliert gut zu Standardmethoden.

2.4 Angewandte Methoden der vorliegenden Studie

2.4.1 3-Stufen hyperinsulinamischer isoglykamischer Glukose-Clamp

Die erste Stufe wurde mit einer Insulininfusionen, von 0,1 mU/kg*min; die
zweite Stufe mit 0,25 mU/kg*min und die letzte Stufe mit der bekannten
Dosierung von 1,0 mU/kg*min Uber jeweils 120 Minuten durchgeflhrt.

Da in den Stufen 1 und 2 des Glukose-Clamps keine so hohen Insulinspiegel
erreicht werden, die die endogene Glukoneogenese unterdricken, wird
allgemein nur die GIR angegeben.

Die weitere Durchfuhrung und Vorgaben entsprechen dem isoglykamischem
hyperinsulinamischem Glukose-Clamp (s.2.3.2)

2.4.2 Mikrodialyse

Mit der Mikrodialyse steht in der klinischen Forschung eine Methode zur
Verfugung, die es ermdglicht, Stoffwechseluntersuchungen in unterschiedlichen
Geweben in vivo durchzufuhren. Erstmals wurde diese Methode 1972 von
Delgado et al. [32] in der tierexperimentellen Hirnforschung beschrieben.
Ungerstedt et al. [33] und Lonnroth et al. [34-36] entwickelten die Mikrodialyse
fur den klinisch experimentellen Gebrauch weiter.

Glyzerol als ein Endprodukt der Lipolyse, welches im Fett- und Muskelgewebe
nicht weiter verstoffwechselt wird, ist ein indirekt gemessener Marker fur die
Aktivitat der Lipolyse und allgemein akzeptiert [34,37,38].

Somit erlaubt die Mikrodialyse heutzutage eine "organnahe", kontinuierliche,
minimal invasive Betrachtung der Regulation des Stoffwechsels. Sie wird seit
vielen Jahren bei verschiedensten Fragestellungen, wie zum Beispiel der
Untersuchung des Fettgewebes eingesetzt.

Kombiniert man nun den 3-Stufen-Glukose-Clamp mit der Mikrodialyse, so

lassen sich die lokale und systemische Inhibition der Antilipolyse vergleichen.
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2.4.2.1 Prinzip der Mikrodialyse

Kleine, spezielle Doppellumen-Katheter werden in das zu untersuchende
Gewebe, genauer den interstitiellen Raum, eingefuhrt und kénnen dort Uber
mehrere Tage liegen bleiben. Das Doppellumen-System wird mit Hilfe einer
speziellen Pumpe mit einer variablen Forderleistung und einer definierten
Losung perfundiert. An der Spitze des Katheters befindet sich eine ca. 3 cm
lange semipermeable Membran, Uber die per Dialyse die interstitielle Flussigkeit
gewonnen wird. Das Prinzip des Austausches an der Membran folgt den
Gesetzen der Diffusion und des Konzentrationsausgleiches (s. Abb. 2-1). In
dem gewonnenen Dialysat kdnnen mit einem Analysator

Substratkonzentrationen bestimmt werden.

Zelle T

q —) .

Interstitieller Raum

—

<

—_— /
Mikrodialyse Katheter

—> Blut Kapillare —>»

Abbildung 2-1: Prinzip der Mikrodialyse

2.4.2.2 Methoden zur Untersuchung des Gewebe-Stoffwechsels

Bisher standen folgende Moglichkeiten zur Untersuchung des Stoffwechsels im
Gewebe zur Verfugung: Ex vivo konnten mit einer Biopsie, zum Beispiel im
Fettgewebe, in Inkubation klar definierte Untersuchungsbedingungen

geschaffen werden. Dagegen kann mit diesem Verfahren keine dynamische
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Untersuchung durchgefuhrt werden. Andere Moglichkeiten zur Untersuchung
des Stoffwechsels in Geweben sind die Messungen von arterio-vendsen
Differenzen und die Analysen mit Isotopen. Diese Verfahren betrachten aber im
wesentlichen den Systemstoffwechsel und sind daher hinsichtlich ihrer
Aussagekraft auf den Stoffwechsel im Gesamtorganismus limitiert und erlauben
keinen Einblick in lokale Stoffwechselvorgange.

In dieser Studie wurde bei der Mikrodialyse Glyzerol als Marker fur die Lipolyse
verwendet. Durch verschiedenste Einflussfaktoren, wie zum Beispiel die
Durchblutung oder die Recovery (s.u.) lassen sich aus den gemessenen
Glyzerolwerten keine absoluten interstitiellen Konzentrationen ableiten.
Dennoch lassen sich unter definierten Bedingungen Stoffwechsel-
veranderungen beobachten.

2.4.2.3 Recovery

Der Begriff der "Recovery" beschreibt das Verhaltnis der absoluten
Konzentration im Gewebe zu der ex vivo gemessene Substratkonzentration aus
dem Dialysat. Sie ist von verschiedenen Faktoren, wie der Molekulgrosse, der
Durchlassigkeit der Dialysemembran, der Perfusionsgeschwindigkeit und der
Gewebedurchblutung abhangig.

Die Bestimmung der Recovery von Glyzerol wurde in einem separatem Versuch
mit [d5]Glyzerol, wie von Hagstrom-Toft beschrieben [83], durchgefuhrt. Dabei
wurde das Gewebe mit einer definierten Menge an [d5]Glyzerol perfundiert. Die
Menge von [d5]Glyzerol im gewonnenen Dialysat bestimmt in Abhangigkeit der
oben genannten Faktoren die Recovery und wird in Prozent der absoluten
Konzentration im Gewebe angegeben [84-87].

Da die Recovery, wie aus Voruntersuchungen anderer Arbeitsgruppen hervor
geht konstant ist, wird hier auf die Angaben der Absolutkonzentrationen

verzichtet. Beschrieben wird vielmehr die Differenz der Konzentrationen.

Die Recovery von Glyzerol wurde im Fettgewebe mit annahernd 100%
gemessen und berechnet. Dagegen wurde im Skelettmuskel nur etwa 60%
Recovery erreicht.
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Andere Daten aus der Literatur fanden 90% Recovery des Glyzerols im Muskel
[83], hier wurde allerdings statt des M. tibialis ant. der M. gastrocnemius
untersucht. Hingegen stimmen die Daten fur das Fettgewebe dieser
Untersuchung mit vorherigen Arbeiten Uberein [83].

Demnach entspricht die Glyzerolkonzentration im Dialysat des Fettgewebes
annahernd der Konzentration im Gewebe, wahrend im Skelettmuskel mit den
Absolutkonzentrationen aus dem Dialysat die echten Gewebekonzentrationen
unterschatzt werden. Da nur die Verlaufe beurteilt werden, spielt dies aber in
der Studie keine Rolle.

2.4.2.4 Standardisierung der pra-experimentellen Bedingungen

Zu Beginn der Studie wurden am Morgen der Untersuchung die Mikrodialyse-
Katheter in das Fettgewebe und in die Skelettmuskulatur gelegt. Erst ungefahr
3 Stunden danach erreichten die Glyzerolkonzentrationen im Dialysat des
Skelettmuskels stabile Ausgangsbedingungen (s. Abb. 2-2). Wahrscheinlich
fuhrt das im Muskel gesetzte Trauma zu einer Gewebsschwellung mit einer

Glyzerolfreisetzung.

Glyzerol [mg/dl]

0 1I5 3IO 4IS 6IO 7I5 9IO 1(I)5 1éO 1:;5 1éO 1€I55 180
Zeit [min]
Abbildung 2-2: Traumainduzierte Erhéhung der Glyzerolspiegel bei 2
Probanden
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Um standardisierte Bedingungen zu haben wurde bei allen hier untersuchten
Probanden am Vorabend, d.h. 8-10 Stunden vor Beginn des Experiments der
Katheter gelegt. Es war somit moglich, unter stabilen Bedingungen am Morgen

die Untersuchung zu beginnen.

2.4.2.5 Messungen der Gewebedurchblutung

Die Konzentration eines Substrates im Dialysat ist von mehreren Faktoren
abhangig: der Konzentration dieses Stoffes in der interstitiellen FlUssigkeit, dem
Blutfluss im Gewebe sowie der Perfusionsgeschwindigkeit der Mikrodialyse-
Katheter.

Mit der Ethanol-Auswasch-Technik lassen sich Veranderungen der
Durchblutung beobachten [83,88-91]. Ethanol ist im Interstitium nicht
vorhanden, und bei konstanter Perfusion mit einer Ethanolldsung Uber den
Mikrodialyse-Katheter ist die Konzentration von Ethanol im Dialysat nur vom
Blutfluss abhangig. Die Durchblutung reguliert dabei die Geschwindigkeit mit
welcher Ethanol aus dem Interstitium abtransportiert wird.

Bei dieser Methode wird dem Perfusat eine definierte Menge an Ethanol
(50mM) zugegeben. Im interstitiellen Raum diffundiert Ethanol, von der
Durchblutung abhangig, in den Kreislauf ab. Im Dialysat wird die restliche
Ethanolkonzentration bestimmt und dann mit der Ausgangskonzentration
verglichen. Als Resultat erhalt man die Ethanol outflow/inflow Ratio [89-91].
Demnach kann man folgern: je starker die Durchblutung, um so ausgepragter
ist der Abfall der Ethanolkonzentration und um so niedriger die Ratio.

Fur die Bestimmung der Gewebedurchblutung im subkutanen Fettgewebe und
im M. tibialis ant. wurde, auch am Abend zuvor, jeweils ein zweiter
Mikrodialyse-Katheter in die Gewebe gelegt. Die Katheter wurden mit einer
Perfusionsgeschwindigkeit von 3,0 pl/min (CMA 102 perfusion pump, Solna,
Schweden) perfundiert. Das Perfusat war mit 50mM Ethanol angereichert.

Das uber 20 Minuten in Vials gesammelte Dialysat wurde luftdicht verpackt. Zu
einem spateren Zeitpunkt wurde dann die Ethanolkonzentration im Labor der
Medizinischen Klinik bestimmt (s.u.).
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2.4.2.6 Ablauf der Mikrodialyse

In der vorliegenden Studie wurden die Mikrodialyse-Katheter (CMA 60
microdialysis catheter, Solna, Schweden) am Abend vor der Untersuchung in
das periumbilicale Fettgewebe, sowie in den M. tibialis anterior gelegt. Die
lokale Hautanalgesie erfolgte mit Mepivacain. Nachdem die Haut mit einer
Nadel perforiert und ein Stichkanal geschaffen war, wurde der Mikrodialyse-
Katheter mit einem speziellen Applikator im Gewebe plaziert. Die Katheter
wurden anschliessend mit einer Ringer-Losung gespult und dann mit Hilfe
einer speziellen Pumpe (CMA 106 perfusion pump, Solna, Schweden) mit einer
Perfusionsgeschwindigkeit von 0,3ul/min mit gleicher Losung perfundiert.

Fir die metabolischen Untersuchungen wurde die sehr geringe
Perfusionsgeschwindigkeit von 0,3pl/min gewahlt, da die Recovery der
Substrate bei geringer Flussgeschwindigkeit am hochsten ist (s.0.).

Das Dialysat wurde in speziellen Vials alle 20 Minuten gesammelt.
Anschliessend wurde die Glyzerolkonzentration mit einem Analysator (CMA 600
analysator, Solna, Schweden) bestimmt.

Da ein Totraumvolumen von 10 Minuten bei einer Perfusionsgeschwindigkeit
von 0,3ul/min berechnet wurde, erfolgte der Vialwechsel immer 10 Minuten
nach der Blutentnahme. Somit wurden die Entnahmezeiten der interstitiellen

Flussigkeit und der Blutentnahmen weitgehend synchronisiert.

2.4.3 Kombination der Untersuchungstechniken

Die Kombination der Mikrodialyse mit einem Glukose-Clamp bietet fur
metabolische Untersuchungen Vorteile in der Betrachtung verschiedener
Gewebskompartimente unter standardisierten Bedingungen. In dieser Studie
konnten somit Aussagen Uber die Aktivitat der Lipolyse im Fettgewebe und in
der Skelettmuskulatur im Vergleich zur systemischen Zirkulation gemacht
werden.

Der Informationsgewinn liegt in der simultanen Beobachtung der
Insulinsensitivitat der Lipolyse in den Geweben und im Organismus, sowie der

Gesamtkorper-Glukoseverwertung unter verschiedenen Insulinspiegeln.
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2.5 Studienprotokoll

2.5.1 Vorbereitungen

Nachdem die Probanden Uber die Studie aufgeklart wurden und ihre
Einwilligung schriftlich abgaben, wurden am Abend die Katheter, je zwei im

Skelettmuskel und im Fettgewebe gelegt. Anschliessend folgte eine Nachtruhe.

2.5.2 Messunq der Antilipolyse

Am nachsten Morgen startete die Untersuchung um 8 Uhr mit dem 3-Stufen-
Glukose-Clamp. In der Stunde davor wurden 3 Basalwerte der Mikrodialyse fur
Glyzerol und des Serums fur Glyzerol, Freien Fettsauren und Insulin bestimmt.
Die Abnahmen der Metabolite erfolgte alle 20 Minuten Uber die gesamte Lange
des Versuches und wurden, wie oben beschrieben synchronisiert.

Um 14 Uhr endete der 3-Stufen-Glukose-Clamp mit Abschalten der
Insulininfusion. Eine Ubersicht der kombinierten Versuchstechniken fir die
Messung der Antilipolyse liefert Abbildung 2-2.

1.0mU/kg/min

0.25mU/kg/min .
0.1mU/kg/min Insulin

Mikrodialyse (TA und FG, Ethanol-Ratio, Perfusionsgeschwindigkeit 3,0uL/min)

Mikrodialyse (M. tibialis anterior, Perfusionsgeschwindigkeit 0,3uL/min)

Mikrodialyse (periumbilikales Fettgewebe, Perfusionsgeschwindigkeit 0,3uL/min)

Dialysat alle 20 Minuten N R A A A A A N A A N N N A R R A A R A A A A AN

Blutentnahmen *hk k ok k kh ok khkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhKhhkx kK

I — | | |

-10h -th 0Oh 2h 4h 6h

Abbildung 2-2: 3-Stufen-Glukose-Clamp mit Vorbereitungszeit. Bestimmung
der Antilipolyse in den verschiedenen Kompartimenten und Messung von
Durchblutungsverdnderungen in Fettgewebe (FG) und in der Muskulatur (TA).
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2.5.3 Post-Clamp-Phase

Das Ende des Glukose-Clamps, mit dem Ausschalten der Insulin-Perfusion,
bedeutet gleichzeitig einen akuten Abfall der Insulinspiegel. Durch die nun
schnell abfallenden Insulinwerte im Plasma wird die insulin-vermittelte Inhibition
der Lipolyse zunehmend aufgehoben.

Um zu sehen, wie schnell die Lipolyse wieder beginnt, wurde die Dis-Inhibition
der Lipolyse Uber 40 Minuten in der sogenannten Post-Clamp-Phase
beobachtet. Der Blutzuckerspiegel wurde dabei mit einer variablen
Glukoseinfusion konstant gehalten.

Gegen 15 Uhr war der Versuch beendet (s. Abb.2-3).

GCI GCI GC Il PGC
8 10 12 14 15h

Abbildung 2-3: Verlauf des Glukose-Clamps (GC) und der Post-Clamp-Phase
(PGC).
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Eine Zusammenfassung der Vorbereitungen und der Versuchsabschnitte gibt
die Tabelle 2-1:

1. Tag 21:00 Uhr | Aufnahme des Probanden und Legen eines peripheren
Venenkatheters in eine Ellenbogenvene. Unter

Lokalanasthesie plazieren der Mikrodialyse-Katheter.

22:00 Uhr | Nachtruhe

2. Tag 07:00 Uhr |Legen eines peripheren Venenkatheters in eine Vene
des Handruckens und Erwarmung der Hand (Heated

Hand). Sammeln von drei Baselinewerten.

08:00 Uhr |Start mit der ersten Stufe des isoglykamischen
Glukose-Clamps mit 0,1mU/kg/min (GC I).

10:00 Uhr |Start mit der zweiten Stufe des isoglykamischen
Glukose-Clamps mit 0,25mU/kg/min (GC II).

12:00 Uhr |Start mit der dritten Stufe des isoglykamischen
Glukose-Clamps mit 1,0mU/kg/min (GC IlI).

14:00 Uhr | Ende des Glukose-Clamps und Beginn der Post-Clamp-
Phase (PGC).

14:40 Uhr | Ende der Post-Clamp-Phase

15:00 Uhr |Ende des Versuchs

Tabelle 2-1: Studienprotokoll

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Serumwerte

Alle Analysen wurden mit kommerziell erhaltlichen Methoden durchgefuhrt. Die
Serumwerte fur Glyzerol (Sigma diagnostics, Deisenhofen, Deutschland), Freie
Fettsauren (WAKO Chemikalien, Neuss, Deutschland), Insulin (MEIA ABBOTT,
Wiesbaden, Deutschland) und Ethanol (Colorimeter, Du Pont, Wilmington, DE,
USA) wurden im Zentrallabor der Universitatskliniken Tubingen bestimmt.
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Wahrend des gesamten Glukose-Clamps wurden die Blutzuckerspiegel und die
Serumlaktatwerte alle 5-10 Minuten an einem  automatischen
Glukoseanalysator (Glukoseoxidase Methode,YSI, Yellow Springs Instruments,
Ohio, USA) bestimmt.

2.6.2 Bestimmung der Substrate aus dem Fett- und Muskelgewebe

Aus dem Dialysat (Menge 3-5pl) der Mikrodialyse wurden die Substrate
Glyzerol und Glukose online, vollautomatisch, bei 546nm photometrisch
analysiert (CMA 600 microdialysis analyser, Solna, Schweden). Dieses Gerat
wurde uns freundlicherweise von ROCHE-Diagnostics, Mannheim zur
Verfugung gestellt.

Dabei wird Glyzerol mit Adenosintriphosphat phosphoryliert und von
Glyzerolkinase zu Glyzerol-3-phosphat umgesetzt. Dieses wird von der
Glyzerolphosphatoxidase schrittweise oxidiert. Bei der Peroxidase-Reaktion
zwischen dem dabei gebildeten Wasserstoffperoxid und 3,5-Dichloro-2-
hydroxibenzenschwefelsdure sowie 4-Amino-antipyrin entsteht das rot-violette
Quinonimin. Die Bildungsrate der gefarbten Substanz wird photometrisch bei
546nm gemessen und ist proportional zur Glyzerolkonzentration.

Glukose wird enzymatisch von der Glukoseoxidase oxidiert. Bei der Reaktion
katalysiert die Peroxidase den dabei gebildeten Wasserstoffperoxids mit Phenol
und 4-Amino-antipyrin zum rot-violetten Quinonimin. Wie oben beschrieben sind
die bei der photometrischen Bestimmung gemessenen Konzentrationen

proportional zur gefarbten Substanz.

2.7 Auswertung

2.7.1 Gesamtgruppe

Fur die Untersuchung der Antilipolyse im 3-Stufen-Glukose-Clamp und fur die
Messung des Anstiegs der Lipolyse nach dem Glukose-Clamp wurden zunachst
die Veranderungen aller Parameter im gesamten Probandenkollektiv mit 24
Personen betrachtet.
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2.7.2 Einteilung in insulinsensibel und --resistent der Gesamtqruppe

Anschliessend wurden die Studienteilnehmer nach dem Median der
Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme in der dritten Stufe des Glukose-
Clamps unterteilt. Dabei wurde arbitrarisch das Vorliegen einer Insulinresistenz
(IR) bei einer MCR kleiner 8,6ml/kg*min angenommen und insulinsensible
Probanden (IS) hatten definitionsgemass eine MCR von grosser als

8,6ml/kg=min.

2.7.3 "matched pairs" der insulinsensiblen und --resistenten Subqgruppen

Um auszuschliessen, dass bestimmte Einflussgrossen der Insulinsensitivitat,
wie zum Beispiel das Geschlecht, der BMI und die WHR die Ergebnisse in den
definierten Gruppen verzerren, wurden fur den Vergleich zwischen

Insulinresistent und -sensibel, Paare mit vergleichbaren Eigenschaften gebildet.

2.7.4 Berechnung der Mittelwerte

Als Baseline werden die Mittelwerte aus den 3 Serum- und Dialysatabnahmen
vor dem Beginn des Glukose-Clamps bezeichnet.

Am Ende jeder Stufe des 3-Stufen-Glukose-Clamps werden im Steady State
aus den Abnahmen der letzten 40 Minuten die Mittelwerte berechnet.

Die Mittelwerte der Abnahmen im Steady State am Ende des Glukose-Clamps
bildeten die Ausgangswerte fur die Post-Clamp-Phase und wurde dann mit den
gemessenen Werten in der 40. Minute nach Abschalten der Insulininfusion
verglichen.

2.7.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch die Abteilung der EDV der Medizinischen Klinik
IV Tubingen.

Das Vorhandensein von moglichen Unterschieden in Bezug auf die
Geschlechtsverteilung in den verschiedenen Studiengruppen wurden mit Hilfe

des 7% - Tests ausgeschlossen.
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Unterschiede der anthropometrischen und basalen metabolischen Daten
zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit dem ungepaarten T - Test
ermittelt.

Die Varianzanalyse fur wiederholte Messungen wurde verwendet, um die
zeitabhangigen Parameter, die im Rahmen des 3-Stufen-Glukose-Clamps und
in der Post-Clamp-Phase erhoben wurden, auf signifikante Unterschiede zu
testen.

Dabei ist der Faktor Gruppe, der die Gruppen der Insulinsensiblen und -
resistenten Probanden beschreibt ein "between groups"-Faktor. Der zweite
Faktor, die Zeit ist ein "within groups"-Faktor. Er beschreibt die Unterschiede
zwischen Beginn und Ende der jeweiligen Versuchsperiode.

Aufgrund der kleinen Fallzahl wurden nur die wesentlichen Punkte (z.B. Anfang
und Ende der Glukose-Clamp-Stufe) in der statistischen Auswertung
berucksichtigt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeiten fur die Effekte der einzelnen Faktoren werden
folgendermassen bezeichnet:

p1 beschreibt den Effekt des Faktors Gruppe, d.h. Unterschiede zwischen den
metabolischen Parametern der Insulinsensiblen und -resistenten Probanden.
p2 beschreibt den Effekt des Faktors Zeit, d.h. Unterschiede zwischen Anfang
und Ende der Versuchsphase.

p12 beschreibt den Effekt der Wechselwirkung zwischen den Faktoren Gruppe
und Zeit, d.h. die Unterschiede zwischen Anfang und Ende der Versuchsphase
in Abhangigkeit von der Insulinempfindlichkeit.

In den Tabellen zur Statistik sind die Mittelwerte und Standardfehler der
untersuchten Parameter angegeben. In der letzten Spalte wird entweder der p-
Wert des T-Tests angegeben oder die oben beschriebenen
Irrtumswahrscheinlichkeiten p+4, p2 und p12 die sich aus der Varianzanalyse

ergeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv der Mikrodialyse-Untersuchunq

3.1.1 Anthropometrische Daten der Gesamtqruppe

Es wurden insgesamt 24 Probanden untersucht (s Tab. 3-1). Die Beschreibung
der Studienteilnehmer erfolgt immer als erstes in der Gesamtgruppe mit allen
Personen.

Im Weiteren werden 13 insulinsensible und 11 insulinresistente Probanden der
Gesamtgruppe beschrieben.

In der Betrachtung der Untergruppen zeigt sich demnach ein signifikant hoherer

BMI und Korperfettmasse bei den Probanden mit Insulinresistenz.

Gesamt- IS: MCR>8,6 |IR: MCR<8,6 | IS vs. IR
Parameter

gruppe (ml/lkg*min) | (ml/kg*min) |p=
Geschlecht(M /W) |14/10 8/5 6/5 0,9
Alter (Jahre) 26,7 £1,1 279+1,5 252 +17 0,24
BMI (kg/m2) 243+1,0 221 +0,7 271 +£17 0,007
WHR 0,81+£0,02 |0,79+0,02 0,83 £0,02 0,25
Fettmasse (in %) 224 +21 18,1+ 2,1 28,0+ 3,2 0,01

Tabelle 3-1: Anthropometrische Daten der Gesamtgruppe und der
insulinsensiblen (IS) und —resistenten (IR) Untergruppen.

3.1.2 Metabolische Niichternwerte des gesamten Studienkollektivs

In den Untergruppen hatten die Insulinresistenten deutlich hohere
Nuchternwerte fur Insulin und Freie Fettsauren. Zusatzlich wies die Gruppe mit

Insulinresistenz nicht signifikant hohere Werte fur Leptin, Triglyzeride und
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Cholesterin auf, wahrend die Glyzerolkonzentrationen im Serum vergleichbar
waren. (s. Tab. 3-2)

Parameter Gesamt- IS: MCR>8,6 |IR: MCR<8,6 |IS vs. IR
gruppe (ml/kg*min) | (ml/kg*min) |p=
Glukose (mg/dl) 84,6 +1,3 84,4+1,9 84,8+1,9 0,879
Insulin (uU/ml) 6,59+0,80 |5,15+0,44 8,67 + 1,68 0,027
FFS (mmol/l) 0,48 +0,04 |0,40+0,02 0,58 + 0,09 0,047
Glyzerol (mg/dl) 0,56 +0,07 |0,51+0,06 0,62+0,13 0,421
Leptin (ng/ml) 10,1+£2,2 7,27 +2,03 142+44 0,127
Triglyzeride (mg/dl) | 110 + 14 89,6 + 6,1 137 £ 31 0,105
Cholesterin (mg/dl) | 205+ 9 191 + 11 223 £13 0,065
LDL (mg/dl) 132+7 123 +£10 144 +9 0,141
HDL (mg/dl) 56,8 + 2,4 58,1+23 55,1+4,8 0,556

Tabelle 3-2: Metabolische Nichternwerte der Gesamtgruppe und der
insulinsensiblen (IS) und —resistenten (IR) Untergruppen.

3.1.3 Gepaarte Subgruppen

Aus den Probanden mit und ohne Insulinresistenz wurde wegen der
Unterschiede hinsichtlich der anthropometrischen Parameter Geschlecht und
BMI zwei weitere Subgruppen mit je 8 Personen gepaart. Die
anthropometrischen Daten und die Nuchterwerte sind in der Tabelle 3-3
ersichtlich.

Bei der Betrachtung der gepaarten Gruppen fallen bei den Insulinresistenten
lediglich ein Trend zu einer hoheren Fettmasse und hohere Nuchternspiegel fur

Insulin, Freie Fettsauren, Triglyzeride und Cholesterin auf.
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Parameter N R 'S vs.
MCR>8,6 (ml/kg*min) | MCR<8,6 (ml/kg*min) | IR p =
Geschlecht m/w 5/3 5/3 1,000
Alter 27,3+1,6 26,6 +1,7 0,780
BMI 23,4+0,8 24,2+1,0 0,518
WHR 0,81 £0,03 0,84 £ 0,02 0,410
Fettmasse 20,6 £2,7 243+2,8 0,367
Glukose (mg/dl) 85,7+2,8 852+23 0,893
Insulin (pU/ml) 5,38 + 0,71 6,57 £ 1,21 0,395
FFS (mmol/l) 0,37 £0,02 0,57 +0,12 0,147
Glyzerol (mg/dl) 0,60 £ 0,10 0,56 £ 0,10 0,773
Leptin ( ng/ml) 9,44 + 3,11 8,21+ 2,89 0,787
Triglyzeride (mg/dl) | 92,6 + 9,6 135+43 0,321
Cholesterin (mg/dl) | 185+ 15 230+ 18 0,069
LDL (mg/dl) 118 + 14 150 + 13 0,119
HDL (mg/dl) 57,1+28 57,7+6,4 0,931

Tabelle 3-3: Anthropometrische und metabolische Daten der gepaarten

insulinsensiblen (IS) und —resistenten (IR) Subgruppen.

3.2 Ergebnisse des 3-Stufen-Glukose-Clamps — in Kombination

mit der Mikrodialyse

3.2.1 Metabolische Veranderungen in der Gesamtgruppe

3.2.1.1 Gewebedurchblutung

Die mit der Ethanol-Auswaschtechnik gemessene outflow/inflow Ratio ergab fur

das periumbilikale Fettgewebe 0,47 + 0,03. Im M. tibialis ant. lag die Ratio bei

0,24 + 0,03. Dieser Unterschied weist auf eine signifikant hdhere Durchblutung
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im Skelettmuskel hin (p<0,05), was auch bei anderen Arbeitsgruppen [83,88,92]
und durch invasivere Methoden bereits beschrieben wurde [105,106].

Wahrend der gesamten Untersuchung ergaben sich im Fettgewebe als auch im
Skelettmuskel keine signifikanten Veranderungen der outflow/inflow Ratio und
somit der Durchblutung. Die absoluten Werte der outflow/inflow Ratio blieben im

Fettgewebe doppelt so hoch wie im Skelettmuskel. (s. Abb. 3-1)
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Abbildung 3-1: outflow/inflow Ratio im 3-Stufen-Glukose-Clamp im Fettgewebe
(Kurve oben) und Muskelgewebe (Kurve unten)

3.2.1.2 Basalwerte der Glyzerolkonzentration aus dem Fett- und
Muskelgewebe

Die Glyzerolkonzentration aus dem Dialysat des Fettgewebes lag zu Beginn

(ntchtern) bei 1,97 £ 0,17mg/dl. In der Muskulatur wurden dagegen um den

Faktor 5 signifikant niedrigere Dialysat-Konzentrationen mit 0,39 + 0,05mg/dl

gemessen. (s. Tab. 3-4)

3.2.1.3 Glukose im Serum und Glukose-Infusions-Rate

Die Glukosespiegel im Blut wurden wahrend des gesamten Versuches auf dem
Ausgangsniveau gehalten.
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In der 1. Stufe des Glukose-Clamps blieb der Blutzucker ohne Glukose-Infusion
konstant. Dabei stiegen die Insulinwerte um 54% von 6,19 £+ 0,54pU/ml auf 9,54
+ 0,61pU/ml an. Ab der 2. Stufe des Clamps musste bei einem Insulinspiegel
von 19,3 + 2,8uU/ml Glukose infundiert werden, um die Serum-Glukose
konstant zu halten (GIR 2,0 = 0,2 mg/kg*min). Dies ist ein weiterer Anstieg der
Insulinkonzentration um 102%. Mit einer GIR von 7,9 + 0,5mg/kg*min war der
Blutzucker in der 3. Stufe stabil. Insulin erreichte hier Werte von 55,8 +

4,0pU/ml im Serum, was einer Erhdhung um 189% zur zweiten Stufe entspricht.
(s. Tab. 3-4)

Baseline [(GCI GCI GCIl
Glukose (mg/dl) 88 +2 86,1+15 |876+1,2 |[88,5+1,46
Serum Insulin (pU/ml) [6,19 £ 0,54 |9,54 + 0,61* |19,3 + 2,8* |55,8 +4,0*
GIR (mg/kg*min) 2,0+0,2* 7,9+0,5"
Serum FFS (mmol/l) 0,45+0,04 |0,30 £ 0,04* |0,10 £ 0,02* |0,03 £ 0,01*
Serum-Glyzerol (mg/dl) |0,50 + 0,03 |0,37 + 0,03* |0,27 + 0,02* |0,24 + 0,02*
Skelettmuskel-Glyzerol

0,39 +£0,05(0,28 +0,04* |0,21 £0,04* |0,21 +£ 0,04
(mg/dl)
Fettgewebe-Glyzerol

1,97 £+0,17 1,63+ 0,14 |1,18 +0,19* |0,54 +0,08*
(mg/dl)
Ethanol outflow/inflow-

0,24 +0,03|0,23+0,02 |0,22+0,03 (0,23+0,03
Ratio Skelettmuskel
Ethanol outflow/inflow

0,47 +0,03 /0,48 +0,03 |0,47 £0,03 (0,47 £0,03
—Ratio Fettgewebe

Tabelle 3-4: Metabolische Parameter im 3-Stufen Glukose-Clamp (GC I-ll) in
der Gesamtgruppe. GIR: Glukose Infusions Rate, FFS: Freie Fettsduren. Alle
Werte sind Mittelwerte der letzten 40 Minuten jeder Stufe. * p < 0,05 bedeutet
ein signifikanter Unterschied zur vorherigen Stufe.
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3.2.1.4 Veranderungen in Serum

Die Serumwerte fur Insulin stiegen vom Ausgangsniveau vor dem Clamp in
jeder Stufe nach einem schnellen und steilen Anstieg auf ein gleichmassiges
Plateau.

Die Glyzerolkonzentration nahm mit steigender Insulininfusion in jeder Clamp-
Stufe signifikant ab. In der ersten beiden Stufen war diese Reduktion 26% und
20%. In der dritten Stufe wurde das Serumglyzerol um weitere 6% gesenkt.
Auch die Freien Fettsduren wurden signifikant supprimiert, wobei die
prozentuale Abnahme in jeder neuen Stufen mit 33%, 39% und 15%
angegeben werden kann. (s. Tab. 3-4)

3.2.1.5 Veranderungen im Fettgewebe

Die Dialysatkonzentrationen fur Glyzerol waren direkt vor dem Clamp etwa 5
mal hoher als in der Muskulatur. In jeder Clamp-Stufe fiel die
Glyzerolkonzentration signifikant ab, wobei der Abfall in der letzten Stufe am
grossten war. Im einzelnen wurden die Konzentrationen fur Glyzerol in der
ersten Clamp-Stufe um 17% gesenkt. In der zweiten Stufe war die Reduktion
23% zur vorherigen Stufe und in der letzten Stufe konnte eine weitere Abnahme
um 33% gemessen werden. (s. Tab. 3-4)

3.2.1.6 Veranderungen im Skelettmuskel

Bei gegenuber dem Fettgewebe geringeren Glyzerolkonzentrationen im
Dialysat des Muskels wurde ein Abfall des Glyzerols in der Muskulatur
gemessen. Die Abnahme der Glyzerolkonzentration lag in der ersten Stufe bei
28% im Vergleich zum Ausgangswert. In der zweiten Stufe wurde das Glyzerol
um weitere 18% reduziert. Diese beiden Abnahmen der jeweiligen Clamp-Stufe
waren signifikant. Eine Erhohung der Insulininfusion in der letzten und dritten
Stufe des Glukose-Clamps ergab keine weitere Veranderung der

Glyzerolkonzentration. (s. Tab. 3-4)
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3.2.2 Metabolische Veranderungen bei den gepaarten Subgruppen

Wie in 2.7.3 und 3.1.3 beschrieben, werden hier die gepaarten Subgruppen
miteinander verglichen. Die Einteilung erfolgt in eine insulinresistente - und in

eine insulinsensible Gruppe.

3.2.2.1 Veranderungen im Serum

3.2.2.1.1 Insulin

Die Insulinkonzentrationen zeigten im 3-Stufen-Clamp zwischen der insulin-
resistenten - und der insulinsensiblen Gruppe keine signifikanten Unterschiede.
Der Kurvenverlauf beider Gruppen war annahernd identisch (s. Abb. 3-2).
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Abbildung 3-2: Insulinkonzentrationen im Serum im 3-Stufen Glukose-Clamp
in den gepaarten Gruppen

3.2.2.1.2 Glyzerol

Die Glyzerolkonzentration fiel in beiden gepaarten Gruppen Uber den gesamten
Clamp kontinuierlich ab. Es bestand zwischen den Gruppen zu keiner Zeit ein
signifikanter Unterschied (s. Abb. 3-3). Dabei lagen die Werte fur Glyzerol im
Serum in den ersten beiden Clamp-Stufen in der Resistenten Gruppe leicht

oberhalb den Werten der Insulinsensiblen.
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Abbildung 3-3: Glyzerolkonzentration im Serum im 3-Stufen Glukose-Clamp in

den gepaarten Gruppen

3.2.2.1.3 Freien Fettsauren

Die Freien Fettsauren waren in der Gruppe mit Insulinresistenz vor dem

Glukose-Clamp hoher als in der insulinsensiblen Gruppe (p1=0,136).
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Abbildung 3-4: Freie Fettsduren (FFS) im Serum im 3-Stufen Glukose-Clamp
in den gepaarten Gruppen

Bei jeder Insulinerhdhung am Anfang einer Clamp-Stufe fielen die Kurven
steiler ab als wahrend der einzelnen Stufe. Zu jedem Zeitpunkt lagen die Werte
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fur Freie Fettsauren im Serum der resistenten Gruppe hoher als in der
Vergleichsgruppe. Am Ende der einzelnen Glukose-Clamp-Stufen im Steady
State wurde der Unterschied der Konzentration an Freien Fettsauren zwischen
den Subgruppen signifikant (GC I: p1=0,05; GC Il: p1=0,04 und GC lll: p1=0,02).
(siehe Abbildung 3-4).

3.2.2.2 Veranderungen im Fettgewebe

Sowohl nudchtern, als auch unter den verschiedenen Glukose-Clamp-Stufen
liessen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen
nachweisen. Die Suppression der interstitiellen Glyzerolkonzentration im
Fettgewebe war in beiden Gruppen im Glukose-Clamp gleich, erscheint jedoch
in der zweiten Stufe in der insulinsensiblen Vergleichsgruppe etwas schneller
und ausgepragter zu sein (s. Abb. 3-5).
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Abbildung 3-5: Glyzerol aus dem Dialysat des Fettgewebes im 3-Stufen
Glukose-Clamp in den gepaarten Gruppen

3.2.2.3 Veranderungen im Skelettmuskel

Personen mit Insulinresistenz zeigten zu jedem Zeitpunkt im M. tibialis ant. eine
hohere Konzentration an Glyzerol im Dialysat (keine Signifikanz der Basalwerte
mit p1=0.083). In allen drei Clamp-Stufen war ein statistisch signifikanter
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Unterschied der Dialysatkonzentration fur Glyzerol am Ende jeder Stufe
zwischen den Gruppen gegeben (GC I: p4=0,03; GC Il: p4=0,01 und GC IlI:
p1=0,02), (s. Abb. 3-6).

Eine besondere Auffalligkeit zeigt sich in der Stufe mit der geringsten
Insulininfusion. Wahrend die Glyzerolkonzentration bei den Insulinsensiblen um
38% abfiel, veranderten sich die Glyzerolwerte im Dialysat in der resistenten
Gruppe nur unwesentlich (-2,6%) (p12 =0,03 am Ende der 1. Stufe). Zwischen
der 120. und der 240. Minute verliefen die Kurven der Glyzerolwerte annahernd

parallel, d. h. mit gleichem Abfall.
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Abbildung 3-6: Glyzerol aus dem Dialysat des Skelettmuskels im 3-Stufen

Glukose-Clamp in den gepaarten Gruppen

Wahrend in der letzten Stufe die Glyzerolspiegel der insulinsensiblen Personen
nicht weiter supprimierbar waren, sank die Glyzerolkonzentration bei den

Personen mit Resistenz weiterhin (p12=0,066 am Ende der 3. Clamp-Stufe).
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3.3 Post-Clamp-Phase - Effekte einer akuten Reduktion der

Hyperinsulinamie

3.3.1 Metabolische Veranderungen in der Gesamtgruppe

In der letzten Stunde des Clamps lagen die Insulinkonzentrationen im Serum in
der Gesamtgruppe bei 55,8 + 4,0uU/ml. Mit dem Abschalten der Insulininfusion
und dem Beginn der Post-Clamp-Phase sanken die Insulinspiegel innerhalb von
40 Minuten um 60% auf 22,2 + 3,1pl/ml ab (p>=0,0005). (s. Tab. 3-5)

Die Glukosespiegel wurden weiterhin mit einer Glukoseinfusion bei ca. 84mg/dl

konstant gehalten.

Ende Glukose-Clamp [40. Minute |P;
Insulin (uU/mI) 55,8 +4,0 22,2 +3,1 |0,0005
FFS Serum (mmol/l) 0,03 + 0,01 0,22 + 0,04 |{0,0005
Glyzerol Serum (mg/dl) 0,24 +0,02 0,48 + 0,06 |0,0005
Glyzerol Fettgewebe (mg/dl) |0 54 + 0,08 1,34 + 0,14 |0,0005
Glyzerol Skelettmuskel (mg/dl) | g 21 + 0,04 0,33+ 0,07 | 0,051

Tabelle 3-5: Metabolische Verénderungen der Gesamtgruppe in der Post-

Clamp-Phase

Die Konzentration der Freien Fettsauren stieg um Uber das 7-fache vom Ende
des Glukose-Clamps bis zum Ende der Post-Clamp-Phase (p2=0,0005).

Das Glyzerol im Serum verdoppelte sich in der Post-Clamp-Phase bis zur 40.
Minute (p2=0,0005).

Im Fettgewebe erhohte sich die Glyzerolkonzentration um das 2 ’4-fache
innerhalb der 40 Minuten nach dem Glukose-Clamp (p2=0,0005).
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Die Glyzerolkonzentration aus dem Dialysat des Muskel stieg in der Post-
Clamp-Phase um 57% an (p2=0,051).

3.3.1.1 Durchblutung in den Geweben

Auch in diesem Versuch ergaben sich im Fettgewebe als auch im
Skelettmuskel keine signifikanten Veranderungen der outflow/inflow Ratio und
somit der Durchblutung. Wie im 3-Stufen-Glukose-Clamp waren die absoluten
Werte der outflow/inflow Ratio im Fettgewebe doppelt so hoch als in dem
Skelettmuskel (s. Abb. 3-1).

3.3.2 Metabolische Veranderungen bei den gepaarten Gruppen

3.3.2.1 Veranderungen im Serum

3.3.2.1.1 Insulin

Die Insulinspiegel zeigten zwischen den gepaarten Gruppen keinen
Unterschied. Die Konzentrationen fielen innerhalb der ersten 20 Minuten am
starksten ab (s.Abb. 3-7).
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Abbildung 3-7: Insulin im Serum in der Post-Clamp-Phase bei insulinsensiblen
und —resistenten Personen
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3.3.2.1.2 Glyzerol

Am Ende des 3-Stufen-Glukose-Clamps waren die Glyzerolkonzentrationen bei
den Insulinsensiblen leicht hoher als bei den Insulinresistenten. Zu den
einzelnen Zeitpunkten in der Post-Clamp-Phase liessen sich zwischen den
Subgruppen keine signifikanten Unterschied berechnen. Dagegen stieg das
Glyzerol in der insulinresistenten Gruppe signifikant steiler an (Unterschied
Steigung p12=0,04) und erreichte in der 40. Minute deutlich héhere Spiegel als
in der Gruppe der Insulinsensiblen (s. Abb. 3-8).
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Abbildung 3-8: Glyzerol im Serum in der Post-Clamp-Phase bei

insulinsensiblen und —resistenten Personen
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Abbildung 3-9: Freien Fettsduren (FFS) im Serum in der Post-Clamp-Phase

bei insulinsensiblen und —resistenten Personen
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3.3.2.1.3 Freien Fettsauren

Auch der Anstieg der Freien Fettsauren war, bei fast identischen Basalwerten,
in der Gruppe mit Insulinresistenz steiler (Unterschied Steigung p12=0,007). Am
Ende der Post-Clamp-Phase waren die Konzentrationen an Freien Fettsauren
bei insulinresistenten Personen signifikant hoher als in der insulinsensiblen
Vergleichsgruppe (p1=0,05) (s. Abb. 3-9).

3.3.2.2 Veranderungen im Fettgewebe

Das Glyzerol im Dialysat des Fettgewebes am Ende des Glukose-Clamps war
zwischen den zwei Gruppen vergleichbar (s. Abb. 3-10). Nach dem Abschalten
der Insulininfusion stieg das Glyzerol in den nachsten 40 Minuten bei den
Insulinresistenten signifikant steiler an als bei den Insulinsensiblen (Unterschied
der Steigung p12=0,002). In der 40. Minute war der Unterschied zwischen den
Gruppen mit p1=0,05 signifikant.
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Abbildung 3-10: Glyzerol im Fettgewebe in der Post-Clamp-Phase bei

insulinsensiblen und —resistenten Personen

3.3.2.3 Veranderungen im Skelettmuskel

Vergleicht man die Gruppen miteinander, so lagen zu jedem Zeitpunkt des
Versuches die Glyzerolkonzentrationen aus dem Dialysat des Muskels bei
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identischen Insulinspiegeln in der Gruppe mit Insulinresistenz signifikant hoher
als in der insulinsensiblen Gruppe (p1=0,02).

Bis zu 20 Minuten nach Abschalten der Insulininfusion blieben die
Konzentrationen konstant. Am Ende der Post-Clamp-Phase war der Anstieg
des Glyzerols bei den Personen mit Insulinresistenz starker als bei den
insulinsensiblen Personen ausgepragt, es wird aber keine statistische
Signifikanz erzielt (s. Abb. 3-11).
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Abbildung 3-11: Glyzerol im Skelettmuskel in der Post-Clamp-Phase bei

insulinsensiblen und —resistenten Personen
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues, ein drittes Kompartiment der
Fettverteilung beschrieben, welches eine wesentliche Bedeutung fur die
Pathogenese der Insulinresistenz und des Typ 2 Diabetes zu haben scheint. Es
wurde untersucht, ob das muskulare Fett durch Insulin kontrolliert wird. Weiter
war von Interesse, ob regionale Unterschiede zwischen dem Fettgewebe und
dem Skelettmuskel bestehen und ob sich Unterschiede zwischen
insulinresistenten und insulinsensiblen Personen zeigen lassen.

Dazu wurde die Technik der Mikrodialyse eingesetzt, bei der das Glyzerol im
Dialysat der interstitiellen Flussigkeit als Marker fur die Lipolyse im Gewebe
benutzt wurde. Kombiniert wurde diese Technik mit einem 3-Stufen
isoglykamischen Glukose-Clamp.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die bisherigen Beobachtungen, dass im
Skelettmuskel eine Lipolyse nachweisbar ist und dass diese hormonell durch
Insulin reguliert wird.

Erstmalig wird in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die lokale Lipolyse durch
kleinste Mengen an Insulin sowohl im Fettgewebe als auch im Skelettmuskel
kontrolliert wird.

Weiterhin neu ist die Beobachtung, dass bei nicht-diabetischen,
normalgewichtigen Personen mit Insulinresistenz die Regulation der Lipolyse im
Skelettmuskel, wie auch die Lipolyse im Fettgewebe gestort ist.

Dieses Ergebnis deutet auf eine besondere Rolle des muskularen
Fettkompartiments in der Pathogenese der Lipolyse bei der Entstehung der

Insulinresistenz hin.

4.1 Die Lipolyse wird sowohl im Fettgewebe als auch im

Skelettmuskel hormonell fein requliert

Die vorliegenden Untersuchungen mit der Kombination von einem
euglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-Clamp mit der Mikrodialyse-
Technik konnten zeigen, dass nicht nur im Fettgewebe, sondern auch im
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Skelettmuskel eine Lipolyse stattfindet. Ahnliche Beobachtungen kénnen von
anderen Arbeitsgemeinschaften, wo auch mit Hilfe der Mikrodialyse
Glyzerolfreisetzungen im Fettgewebe und in der Muskulatur gezeigt werden
konnten [83,92,93], bestatigt werden.

Diese Dbisherigen Studien wurden jedoch mit supraphysiologischen
Insulinkonzentrationen im euglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-
Clamp durchgefuhrt. Hier induzierte die Hyperinsulinamie Uber zwei Stunden
eine ca. 45-50% Reduktion der Lipolyse im Skelettmuskel, gemessen an der
Glyzerolkonzentration im Dialysat.

Ein  Nachteil dieses konventionellen  Glukose-Clamps sind die
supraphysiologischen Insulinspiegel, welche im normalen Alltag nicht erreicht
werden. Die Lipolyse kann dabei nur eingeschrankt beurteilt werden, da diese
schon bei viel niedrigeren Insulinspiegeln supprimiert wird. Ein weiterer Nachteil
besteht in der groben Betrachtung der Antilipolyse und der Glukoseverwertung
im Gesamtkorper; es kdnnen keine Aussagen uUber lokale Prozesse gemacht
werden.

Der in dieser Arbeit eingesetzte 3-Stufen-Glukose-Clamp erlaubt es, die
Insulinsensitivitat der Antilipolyse etwas genauer zu analysieren, indem weitere
deutlich geringere Insulinspiegel eingesetzt wurden. Man geht davon aus, dass
bei diesen Konzentrationen an Insulin die Glukoseaufnahme noch nicht oder
nur unwesentlich stimuliert ist, daher die Plasma-Glukose-Konzentration nicht
abfallt und deshalb keine Glukose infundiert werden muss [31].

In den ersten beiden Clamp-Stufen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Insulin die Lipolyse im Fettgewebe und im
Skelettmuskel schon durch geringste physiologische Mengen an Insulin hemmt
(s. Tab. 3-4). Es scheint, dass die Lipolyse im Skelettmuskel empfindlicher auf
Insulin reagiert als im Fettgewebe [94]. Daten von Moberg et al. [95] konnten
die antilipolytische Wirkung von kleinsten Mengen an Insulin im Fettgewebe und
im Skelettmuskel mittlerweile bestatigen.

Die Serumkonzentrationen fur Glyzerol und Freie Fettsauren nahmen in den
ersten beiden Stufen des Glukose-Clamps um ca. 1/4 und ca. 1/3 am starksten
ab. In der dritten Stufe war dieser Effekt nicht mehr ganz so stark ausgepragt.
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Wahrend im Fettgewebe die Glyzerolkonzentration in jeder Clamp-Stufe starker
abfiel, war in der Muskulatur die Abnahme des Glyzerols aus dem Dialysat in
der ersten Stufe am starksten ausgepragt. Die Glyzerolwerte im Skelettmuskel
konnten in der dritten Stufe mit den hochsten Plasmaspiegel an Insulin nicht
weiter gesenkt werden.

Diese Beobachtung wird von anderen Arbeitsgruppen bestatigt [83,92,93,95].

Die Bedeutung der fehlenden Supprimierung der Glyzerolspiegel im Muskel in
der dritten Stufe ist derzeit noch unklar: Eine Mdglichkeit wird in einer trotz
Hyperinsulinamie weiterbestehenden Lipolyse gesehen. Eine andere Erklarung
konnte eine Freisetzung von Glyzerol aus der Glykolyse sein.

FUr die unterschiedliche Auspragung der Insulinwirkung im Skelettmuskel und
im Fettgewebe kommen verschiedene Phosphodiesterase-Subtypen (PDEs)
[92] in Betracht. Die Antilipolyse wird durch Insulin unter anderem tUber cAMP-
Phosphodiesterasen aktiviert. Enoksson et al. [92] konnte zeigen, dass im
Skelettmuskel Insulin nicht Uber die PDE 3, -4 und -5 wirkt; im Fettgewebe aber

die Antilipolyse uber diese PDEs zum grossten Teil getriggert werden.

Die Dialysatkonzentrationen fur Glyzerol waren direkt vor dem Glukose-Clamp
im Fettgewebe etwa 5 mal hoher als in der Skelettmuskulatur. Dadurch
erscheinen die Werte fur Glyzerol im Skelettmuskel relativ gering.
Berucksichtigt man die deutlich hohere Durchblutung (Ethanol outflow/inflow
Ratio von 0,23 vs. 0,47) und die geringere Recovery von Glyzerol im
Skelettmuskel (60% vs. 96%) [96], dann wird die muskulare Lipolyse durch die
relativ niedrigen Glyzerolwerte im Dialysat unterschatzt.

Zieht man weiterhin in Betracht, dass der gemischte M. tibialis ant., wie
Kernspinuntersuchungen zeigen konnten [97], im Gegensatz zum roten M.
soleus nur ein Drittel des Gehaltes an intramyozellularem Fett aufweist und
rechnet man die Absolutmenge der Muskelmasse im Korper mit ein, so kann
man von einem relevanten Beitrag zur Gesamtkorper-Lipid-Oxidation der im

Muskel stattfindenden Lipolyse ausgehen.
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4.2 Insulinresistenz der Glukoseaufnahme ist assoziiert mit

einer Insulinresistenz der Antilipolyse

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig, dass gesunde Personen, bei welchen
eine Insulinresistenz der Glukoseaufnahme vorliegt, ebenso eine Stérung der
insulinvermittelten Antilipolyse im Skelettmuskel aufweisen. Im Fettgewebe ist
diese Storung weniger und nicht signifikant ausgepragt (s. Abb. 3-5 und 3-6).

Diese Beobachtung deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen der
Insulinsensitivitat der Glukoseaufnahme und der Insulinsensitivitat der
Antilipolyse, — besonders im Skelettmuskel hin.

Uber die Insulinsensitivitat der Antilipolyse des Skelettmuskels, insbesondere
im Vergleich Insulinresistenz versus Insulinsensitivitat, liegen in der bisherigen
Literatur noch keine vergleichbaren Daten vor.

Eriksson et al. [98] untersuchte in einem 2-Stufen-Glukose-Clamp die
antilipolytische Wirkung von Insulin im Fettgewebe bei nicht-diabetischen
Verwandten Ersten Grades von Patienten mit Typ 2 Diabetes und bei Personen
ohne familiare Vorbelastung. Die Lipolyse in der Muskulatur wurde dabei nicht
untersucht. Die Ergebnisse von Eriksson und seinen Kollegen zeigen eine
verminderte insulinvermittelte Reduktion der Glyzerolkonzentration im
Fettgewebe bei den insulinresistenten Nachkommen von Typ 2 Diabetikern,

verglichen mit der Kontrollgruppe ohne familiare Vorbelastung.

Bei den Untersuchungen dieser Arbeit konnte eine verminderte
insulinvermittelte Reduktion der Glyzerolkonzentration im Fettgewebe bei
Personen mit Insulinresistenz der Glukoseaufnahme gefunden werden, wobei in
unserer Studie keine Signifikanz erzielt wurde (s. Abb. 3-5). Die
Versuchsbedingungen waren bei uns jedoch unterschiedlich (Ausdehnung des
Glukose-Clamps auf 3 Stufen mit unterschiedlichen Insulindosierungen).

Neu in der vorliegenden Arbeit sind die Untersuchungen der antilipolytischen
Wirkung von Insulin in der Skelettmuskulatur, hier in dem M. tibialis ant. mit
gemischtem Fasertyp bei insulinresistenten und —sensiblen Personen. In der
Gruppe mit Insulinresistenz  der  Glukoseaufnahme  waren  die

Glyzerolkonzentrationen im Muskel zu jedem Zeitpunkt auf einem signifikant
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hoéherem Niveau und liessen sich durch Insulin schlechter supprimieren. Dabei
erscheint die Dosis-Wirkungskurve nach rechts verschoben (s. Abb. 3-6).

Das ist besonders relevant, da bei einer Insulinresistenz auch haufig eine
Erhohung des muskularen Fettgehalts vorliegt [97,99].

So ist denkbar, dass diese intramyozellularen Fettsauren durch Substrat-
Kompetition (Randle) und durch direkte Mechanismen [54-57,59,100-102] die
insulin-stimulierte Glukoseaufnahme reduzieren.

Neuesten Studien zufolge muss angenommen werden, dass eine erhohte
Verfugbarkeit von FFS im Zytosol des Skelettmuskels neben der direkten
Substrat-Kompetition Uber eine Stérung der Insulin-Signal-Transduktion die
Insulinresistenz induziert. Man findet eine Reduktion der IRS-1 assoziierten PI3-
Kinase-Aktivitat sowie eine Stimulation der PKC nach Infusion von Intralipid und
Heparin [100,101]. Eine erhdhte PKC-Aktivitat wird auch bei chronisch fettreich
ernahrten Ratten, einem Tiermodell fir die induzierte Insulinresistenz,
beschrieben [103].

4.3 Aktivierung der Lipolyse durch sinkende Insulinspiegel

nach einer Hyperinsulinamie — Post-Clamp-Phase

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Lipolyse durch Wegfall der
antilipolytischen Wirkung von Insulin sehr schnell wieder ansteigt und dass
klare Unterschiede zwischen insulinresistenten und insulinsensiblen Personen
nach einer Hyperinsulinamie vorhanden sind.

Nach akutem Abfall der zirkulierenden, hochphysiologischen Insulinspiegel am
Ende des Glukose-Clamps auf Ausgangsniveau, steigt die Lipolyse wieder an
(s. Tab. 3-5). Diese schnelle Dis-Inhibition der Lipolyse weist auf eine strenge
Kontrolle durch Insulin hin.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen starkeren Anstieg von Freien
Fettsauren im Serum bei Personen mit Insulinresistenz der Glukoseaufnahme
bei vergleichbarem Insulinabfall in beiden Gruppen (s. Abb. 3-7 und Abb. 3-9).
Auch im Fettgewebe konnte ein steilerer Anstieg der interstitiellen
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Glyzerolkonzentration bei insulinresistenten Probanden gemessen werden (s.
Abb. 3-10).

Im Skelettmuskel gab es zwar zwischen beiden Gruppen keinen Unterschied im
relativen Verlauf der Glyzerolwerte aber dafur waren die Absolutwerte fur
Glyzerol in der Gruppe mit Insulinresistenz, bei vergleichbaren Insulinspiegeln,
signifikant hoher als in der insulinsensiblen Kontrolle (s. Abb. 3-11).
Vergleichbare Daten Uber den Skelettmuskel kann man in der bisherigen
Literatur noch nicht finden. Den Wiederanstieg der Lipolyse nach einem
hypoglykamischen hyperinsulinamischen Glukose-Clamp beschrieb 1997
Hagstrom-Toft et al. [83] mit einer Aktivierung der Lipolyse im Fettgewebe, in
der Muskulatur und im systemischen Kreislauf. In dieser Studie wurde durch
eine Insulininfusion eine Hypoglykamie induziert. Der Effekt der Aktivierung der
Lipolyse lasst sich aber nicht nur auf die absinkenden Insulinspiegel nach dem
Clamp zuruckfuhren, sondern wird durch die Hypoglykamie und damit einer
induzierten Stressreaktion und Katecholaminausschuttung mit beeinflusst. Ein
direkter Vergleich dieser Daten mit unseren Ergebnissen, bei denen der
Blutzucker konstant gehalten wurde und damit keine Aktivierung des
sympathischen Nervensystems stattfand, ist deshalb nur sehr beschrankt
moglich.

In der vorliegenden Studie haben wir daher ausdrucklich die Glukose-Spiegel
weiterhin konstant gehalten ("geclampt"), um eine Hypoglykamie und somit eine
Stressreaktion zu vermeiden. In den beiden Gruppen sind auch die
Insulinspiegel vergleichbar; demnach ist zu vermuten, dass die Gruppe mit der
Insulinresistenz der Glukoseaufnahme auch eine erhohte Sensitivitat der
Stimulation der Lipolyse aufweist.

Die Konzentration von Glyzerol steigt bei unseren Untersuchungen im
Fettgewebe starker an als im Skelettmuskel. Ein Grund hierfur kdnnten zum
Beispiel selektive Phosphodiesterasen mit unterschiedlicher Aktivitat der
hormon-sensitiven Lipase oder andere unbekannte Rezeptor-Unterschiede

sein.
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Durch eine hohere Durchblutung in der Skelettmuskulatur (s. Ethanol
outflow/inflow ratio) konnte die Dialysatkonzentration von Glyzerol unterschatzt
werden, bei eigentlich deutlich hoherer Lipolyseaktivitat. So lassen sich die

gemessenen Glyzerolwerte zwischen den Geweben nicht vergleichen.

4.4 Limitierung der Studie

In der Skelettmuskulatur wurden in der vorliegenden Studie die
Dialysatkonzentrationen von Glyzerol gemessen, welche der Konzentration in
der interstitiellen Flussigkeit entsprechen. Das Fett im Skelettmuskel setzt sich
aber aus extra- und intramyozellularen Lipiden zusammen. Somit konnte der
genaue Ort der Glyzerolproduktion und somit der Lipolyse nicht eindeutig
bestimmt werden. Die fur die Insulinresistenz mit verantwortlichen
intramyozellularen Lipide wurden nicht separat erfasst. Es wird lediglich die
Lipolyse im Muskelkompartiment wiedergegeben.

4.5 Klinische Relevanz der Lipolyse im Skelettmuskel

Eine vermehrte Lipidakkumulation in der Muskulatur, primar unabhangig von
der intra- oder extramyozellularen Lage, konnte eine wichtige Bedeutung fur die
Pathogenese der Insulinresistenz haben, da das muskulare Fett aufgrund der
raumlichen Nahe sofort verfugbar ist, und so - beim Vorliegen einer
Regulationsstorung der Lipolyse — die Entwicklung einer Insulinresistenz
begunstigt. (S. Abb. 4-1)

Neuere Daten zeigen eine klare negative Korrelation zwischen dem
muskularem Fettgehalt und der Insulinsensitivitat [75,76,97,99]. Jacob et al. und
Krssak et al. beschreiben mit Hilfe der Magnet-Resonanz-Spektroskopie die
Unterscheidung zwischen extra- und intramyozellular gelegenen Lipiden
[97,99], wobei gerade das intramyozellulare Fett mit der Insulinsensitivitat
negativ korreliert. Dies ist besonders klar bei schlanken Personen nachweisbar,

wo diese Beziehung unabhangig von die Insulinsensitivitat beeinflussenden
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Faktoren, wie Body Mass Index, Waist to Hip Ratio oder korperlicher Fitness ist
[97,104].

Insulinresistenz Antilipolyse/

/ Erhohte Lipolyse-Sensitivitat

Fettgewebe:
Lipolyse T

v

FFS im Serum T

FFS im Skelettmuskel T T

Substratkompetition/
Hemmung des Glukosetransports

Skelettmuskel:
Lipolyse T 7T

Insulin-stimulierte
Glukoseaufnahme

v

Insulinresistenz der
Glukose-Aufnahme

Abbildung 4-1: Effekte einer Stérung der Regulation der Lipolyse im
Skelettmuskel. (FFS: Freien Fetts&duren).

Trotz der viel geringeren Konzentration an Glyzerol im Dialysat des M. tibialis

ant. als im Fettgewebe, welche durch eine hohere Durchblutung in der
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Muskulatur zu erklaren ist, lasst die grosse Muskelmasse und der gleiche Ort
von Produktion und Wirkung der Lipide den Schluss zu, dass besonders das
muskulare — und vielleicht das intramyozellulare Fett an der Entstehung der

Insulinresistenz beteiligt ist.

Die schnelle und unterschiedliche ,Dis-Inhibition der Lipolyse“ nach Absinken
der zirkulierenden Insulinspiegel durfte im Alltag gerade fur die spaten
postprandialen Phasen, in denen die Insulinspiegel wieder abfallen, von
Bedeutung sein. Nach unseren Daten ist zu erwarten, dass die Lipolyse in den
beiden Kompartimenten Fettgewebe und Skelettmuskel bei insulinresistenten
Personen, welche auch eine hohere Konzentration an intramyozellularen

Lipiden aufweisen, starker ansteigen wird.



Zusammenfassung Seite 58

5 Zusammenfassung

In der Pathogenese des Typ 2 Diabetes spielen einerseits eine reduzierte
Insulinsekretion des Pankreas und andererseits eine gestorte insulinabhangige
Glukoseverwertung der Skelettmuskulatur eine wichtige Rolle. Man nimmt an,
dass bei der Entwicklung der Insulinresistenz eine Dysregulation des
Lipidstoffwechsels von besonderer Bedeutung ist. Diese Stérung im
Lipidstoffwechsel kann das Resultat einer vermehrten Lipolyse und/oder einer
verminderten Insulin-vermittelten Antilipolyse sein.

Im Skelettmuskel lassen sich Lipidakkumulationen nachweisen. Somit konnte
die Skelettmuskulatur als ein drittes Kompartiment der Fettverteilung neben

dem viszeralen und subkutanen Fettgewebe angesehen werden.

Ziel dieser Arbeit war es zu uberprifen, ob das muskulare Fett metabolisch
aktiv ist, wie diese Lipide durch Insulin hormonell reguliert werden und ob
Unterschiede zu dem subkutanen Fettgewebe existieren. Dabei war zusatzlich
von besonderem Interesse, ob Unterschiede in der Regulation der Lipolyse bei
Personen mit Insulinresistenz im Vergleich zu insulinsensiblen Personen

vorhanden sind.

Um die Regulation und die Aktivitat der Lipolyse bestimmen zu konnen, wurde
die Methodik der Mikrodialyse-Technik eingesetzt und aus dem gewonnenen
Dialysat Glyzerol unter standardisierten Bedingungen (vor, wahrend und nach
einem 3-Stufen-Glukose-Clamp) sowohl im Fettgewebe als auch in der

Skelettmuskulatur bestimmt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Lipolyse sowohl im Fettgewebe als auch im
Skelettmuskel hormonell reguliert wird. Insulin hemmt die Lipolyse bei sehr
niedrigen physiologischen Konzentrationen.

Weiterhin fuhrt eine akute Reduktion der Insulinspiegel zu einer wieder schnell

ansteigenden Lipolyse.
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Bei Personen mit einer Insulinresistenz der Glukoseaufnahme wird eine
verminderte Insulin-vermittelte Reduktion der Glyzerolkonzentration im
Fettgewebe und im Skelettmuskel gefunden. Diese ist in der Skelettmuskulatur
verstarkt ausgepragt, in der die Dosis-Wirkungskurve fur die Insulin-vermittelte
Antilipolyse nach rechts verschoben ist.

Die vorliegenden Daten beschreiben die Skelettmuskulatur als ein weiteres
Kompartiment der Fettverteilung, welches sich am Lipidstoffwechsel
metabolisch aktiv beteiligt und durch Insulin streng hormonell kontrolliert wird.
Bei Personen mit Insulinresistenz der Glukoseaufnahme lasst sich eine gestorte
hormonelle Regulation des muskularen Fettes, im Sinne einer Insulinresistenz
der Antilipolyse nachweisen.

Eine metabolische Stérung der muskularen Lipolyse, welche mit der
Insulinresistenz der Glukoseaufnahme assoziiert ist — und eine negative
Korrelation zwischen intramuskularem Fettgehalt und Insulinresistenz heben
den hohen Stellenwert dieses neuen Fett-Kompartiments in Bezug auf die

Pathogenese der gestorten Glukoseverwertung, wie der Insulinresistenz hervor.
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