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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

Diabetes mellitus ist eine der wichtigsten und haufigsten internistischen
Erkrankungen weltweit und die Anzahl der Betroffenen nimmt standig zu. Im
Jahr 2000 waren bereits 171 Millionen Menschen betroffen und fir 2030
werden die Zahlen auf 366 Millionen geschétzt [59]. Allein in Deutschland leben

fast 6 Millionen Diabetiker.

Die American Diabetes Association teilt den Diabetes mellitus anhand
verschiedener Pathogenesen in 4 Hauptgruppen ein [2]:
l. Diabetes mellitus Typ 1 mit Beta-Zellzerstorung des Pankreas mit
absolutem Insulinmangel
. Diabetes mellitus Typ 2 mit Insulinresistenz und/oder Defekt der
Beta-Zellsekretion
1. Andere Formen des Diabetes mellitus

IV.  Schwangerschaftsdiabetes mellitus

Die haufigsten Krankheitsformen sind der Typ-1-Diabetes mellitus und Typ-2-

Diabetes mellitus, der bei 95% aller Diabetiker vorliegt.

Bei Diabetes mellitus Typ 2 handelt es sich um eine chronische Storung des
Glukosestoffwechsels, bei der es aufgrund einer eingeschrankten Wirksamkeit
des Insulins am Gewebe, der so genannten Insulinresistenz, und einer
gestorten Beta-Zellfunktion zu einem Ungleichgewicht zwischen Insulinangebot

und Insulinwirkung kommt.

Haufig tritt der Diabetes mellitus Typ 2 im Rahmen des sogenannten
.Metabolischen Syndroms* auf. Unter diesem Krankheitsbild sind verschiedene
Erkrankungen zusammengefasst [64]. Dazu gehdren Bluthochdruck,
Adipositas, Dyslipoproteindmie, Mikroalbuminurie, Insulinresistenz und ein
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gestorter Glukosestoffwechsel [41]. Patienten, die nach dem Body-Mass-Index
nicht unter Adipositas leiden, zeigen oft einen erh6hten Anteil an abdominellem
Fett. Sehr selten tritt bei dieser Form des Diabetes auch eine Ketoazidose meist

im Zusammenhang mit leichten Infektionen auf [2].

Der Typ-2-Diabetes an sich kann viele Jahre asymptomatisch verlaufen, da sich
die Hyperglykdmie allmahlich entwickelt und in frihen Stadien oft nicht schwer
genug ist, um vom Patienten mit den klassischen Symptomen wahrgenommen
zu werden. Zu den Symptomen des Diabetes mellitus z&hlen unter anderem
Mudigkeit, Leistungsschwéache, Gewichtsabnahme, Polyurie, Polydipsie,
Pruritus und Zeichen der Abwehrschwache. Bei Diagnosestellung sind deshalb
bereits oft schon Folgeschdden wie Mikroangiopathien (Retinopathie,
Nephropathie, Neuropathien) und Makroangiopathien (kardiovaskulare
Erkrankungen, arterielle Verschlusskrankheit, zerebrovaskuléare Erkrankungen)
vorhanden [5, 64]. Als haufigste Todesursache von Typ-2-Diabetikern ist die
koronare Herzkrankheit zu nennen [20, 40, 44].

Um das Auftreten des Diabetes selbst und seiner Folgesché&den zu verringern
oder gar zu verhindern, ist es wichtig, die Ausléser zu kennen, die schlief3lich

zum Diabetes mellitus Typ 2 fuhren.

Es konnte gezeigt werden, dass es fur den Diabetes mellitus Typ 2 nicht nur
einen Ausldser gibt, sondern dass der Erkrankung eine multifaktorielle Genese
zugrunde liegt. Sowohl genetische Faktoren als auch &uf3ere Einflisse und
Umweltfaktoren spielen bei der Entstehung der Erkrankung eine Rolle [2, 19,
52].

Auf biochemischer Ebene wird als Ursache des Typ-2-Diabetes sowohl eine
Stérung der Insulinsekretion der Beta-Zelle des Pankreas als auch eine
periphere Resistenz gegenuiber Insulin zugrunde gelegt. Es kommt zu einem
Ungleichgewicht zwischen Glukoseangebot und —abbau und somit zu einem
dauerhaften Anstieg des Blutzuckerspiegels [15, 30, 39, 46, 52].
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1.2 Insulin: Struktur, Synthese, Sekretion und Wirk  ung

Insulin ist ein Proteohormon, das aus zwei Peptidketten besteht, welche durch
zwei Disulfidbriicken miteinander verknulpft sind und Uber eine dritte stabilisiert
werden. Die Synthese und Sekretion erfolgt im endokrinen Anteil des Pankreas,
in den Beta-Zellen der Langerhans schen Inseln. Wie bei allen sekretorischen
Peptiden erfolgt die Biosynthese des Insulins Uber ein Vorlauferpeptid: Préa-
Proinsulin gelangt in das raue Endoplasmatische Retikulum der Beta-Zelle.
Nach proteolytischer Abspaltung des Signalpeptids entsteht Proinsulin. Dies
unterscheidet sich vom fertigen Insulin nur noch durch die C-Sequenz. Insulin
wird im Golgi-Apparat durch Entfernung des C-Peptids gebildet. Die
Insulinmolekile verbinden sich mit Zink-lonen und werden nun als stark
kondensierte  Zinkkomplexe in den Granula der Beta-Zellen der

Langerhans’schen Inseln bis zu ihrem Gebrauch gespeichert [26, 30].

Die Insulinsekretion hangt von der extrazellularen Glukosekonzentration ab.
Unter normalen Bedingungen folgt jeder Erhdhung der Blutglukose-
konzentration ein Anstieg der Insulinkonzentration im peripheren Blut. Die Beta-
Zellen nehmen Glukose entsprechend der Blutkonzentration dber das
insulinunabhéngige Glukosetransportprotein 2 (GLUT-2) auf. Jede Steigerung
des Glukoseumsatzes in der Beta-Zelle resultiert aufgrund von
Abbauprozessen in einem Anstieg des ATP-Spiegels. Dies fuhrt zur Hemmung
eines ATP-empfindlichen K'-Kanals in der Plasmamembran der Beta-Zellen,
was eine Depolarisation ausldst. Daraufhin 6ffnet sich ein spannungsregulierter
Ca?*-Kanal und Kalzium strémt in die Zelle hinein, was zu einer Ausschiittung
der Insulin-Vesikel fuhrt. Somit stellt nicht das Glukosemolekil selbst, sondern
die bei seinem Abbau entstehenden Stoffwechselprodukte das Signal fur die

Depolarisation und die folgende Insulinfreisetzung dar [26, 30].

Das aus den Beta-Zellen freigesetzte Insulin wirkt nicht auf alle Zellen in
gleichem MalRe und seine Wirkungen sind unterschiedlich. Die wichtigste

Wirkung ist jedoch die Aufnahme der Glukose in die Zelle und der daraus
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resultierende Blutglukoseabfall. In der Muskel- und Fettzelle ist der
insulinabhangige Glukosetransporter 4 (GLUT-4) daran beteiligt, welcher die
Glukoseaufnahme durch erleichterte Diffusion katalysiert. In der Leber wird der
Glukosetransport Uber GLUT-2 insulinunabhéngig Uuber die Glukose-
konzentration gewabhrleistet. Die gesteigerte Glukoseaufnahme fihrt in Leber
und Skelettmuskulatur zur Aktivierung der Glykogen-Biosynthese, parallel
werden Glykogen-Abbau und Glukoneogenese gehemmt. Im Fettgewebe sinkt
die Lipolyse, die Liponeogenese steigt hingegen. Insulin ist somit das einzige
Hormon, welches unser Fett in den Depots hélt. Desweiteren férdert Insulin die
Aufnahme verschiedener Aminosauren in Geweben und damit die

Proteinbiosynthese.

1.3 Genetische Ursachen des Diabetes mellitus Typ 2

Wie Dbereits erwahnt, handelt es sich beim Diabetes mellitus um eine
multifaktorielle Erkrankung, die sowohl von Umweltfaktoren als auch von
genetischen Faktoren bestimmt wird. Dass die genetischen Faktoren eine
wichtige Rolle spielen, konnte anhand von Zwillingsstudien gezeigt werden: Bei
eineiigen Zwillingen trat der Diabetes mellitus in 50-95 % der Falle bei beiden
auf, bei zweieiigen betrug die Ubereinstimmung nur noch 10-15%. Einen
weiteren Anhalt fur die genetische Komponente des Diabetes mellitus liefert
auch das gehéaufte Auftreten der Erkrankung innerhalb einer Familie. Bei einem
betroffenen Elternteil liegt das Risiko einen Diabetes mellitus zu entwickeln bei
40 %, sind beide Elternteile betroffen erhéht sich das Risiko auf 70%. Die hohe
Pravalenz in bestimmten ethnischen Gruppen spricht ebenfalls flr eine

genetische Ursache.

Die Formen des Diabetes mellitus Typ 2 kann man in zwei Gruppen einteilen:
monogen und polygen. Monogene Formen sind die Konsequenz seltener
Mutationen innerhalb eines einzigen Gens, zeigen eine starke phanotypische

Penetranz und werden meist im frihen Lebensalter diagnostiziert. Zu den
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monogenen Formen zéhlt unter anderem MODY (maturity-onset diabetes of
youth), der autosomal-dominant vererbt wird. Bis jetzt konnten sechs
verantwortliche Gene als Ausloser der Erkrankung gefunden werden, anhand
derer man die Unterformen MODY 1-5 voneinander unterscheiden kann.
Allesamt beeintrachtigen die regulare Beta-Zell-Sekretion. Weitere monogene
Formen des Diabetes sind MIDD (maternal inherited diabetes with deafness),
der auf Mutationen in der Mitochondrien-DNA beruht, und Syndrome der
Insulinresistenz, die Mutationen im Insulinrezeptor zeigen. Die monogenen
Formen machen allerdings nur etwa 5-10% aller Diabetes mellitus Typ 2 Falle

aus.

Die polygenen Formen des Diabetes konnten noch nicht genau entschlisselt
werden. Unterschiedliche Kombinationen von verschiedenen Genen
interagieren mit verschiedenen Umweltfaktoren und die Aufschlisselung der
einzelnen Gene ist schwierig. Die genetische Heterogenitat mit
unterschiedlichen Genen, die in unterschiedlichen Populationen zu Diabetes
mellitusTyp 2 fuhren und das Vorhandensein verschiedener Subtypen des
Diabetes mellitus machen die Suche nach verantwortlichen Genen zu einer
grof3en Herausforderung. Mutationen in Genen, die bisher mit Diabetes mellitus
Typ 2 assoziiert wurden, sind unter anderem bei Calpain-10, einer Cystein-
Protease, Kir6.2, einer Untereinheit eines ATP-abhangigen K'-Kanal und bei
PPARYy, einem Transkriptionsfaktor gefunden worden. Bei den Veranderungen
von Calpain-10 handelt es sich um die Polymorphismen SNP41 und SNP43, bei
Kir6.2 wurden Polymorphismen bei Glu23Lys gefunden und bei PPARy handelt
es sich um den Polymorphismus von Prol2Ala. [3, 4, 28, 31, 46, 51, 55 ]
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1.4 Polymorphismen

Unter einem genetischen Polymorphismus versteht man einen durch Mutation
entstandenen Unterschied in der Nukleotidsequenz homologer DNA-Bereiche.
Hierbei kommt es zu verschiedenen Allelen, von denen das seltenere Allel mit
einer Haufigkeit von Uber 1% vorkommen muss, damit man von einem
Polymorphismus sprechen kann. Der Nachweis der Polymorphismen erfolgt
meist auf biochemischem Wege, vorwiegend durch Elektrophorese oder mit
molekularbiologischen Methoden. Mit Hilfe der Polymorphismen kdnnen tber
den Einsatz von DNA-Markern in Kopplungsanalysen monogene Erkrankungen
erkannt werden. In der Populationsgenetik dienen mitochondriale
Polymorphismen als diagnostisches Mittel und der Analyse des menschlichen
Genoms, so dass Polymorphismen auch bei der Entschlisselung von genetisch

bedingten Krankheiten eine entscheidende Rolle spielen [53].

1.5 Transkriptionsfaktoren

Die Regulation der Genexpression ist ein entscheidender Schritt in der
Aufrecherhaltung des zellularen Gleichgewichts. Die Mehrheit der regulierenden
Ereignisse findet wahrend der Transkription, dem ,Abschreiben“ der DNA in
MRNA, statt. Um mit der Transkription beginnen zu kénnen, bendtigt die RNA-
Polymerase |l sogenannte Transkriptionsfaktoren. Sie binden an mehreren
kurzen Sequenzelementen in der direkten Néhe eines Gens, den sogenannten
Promotoren, an die DNA und weisen so der Polymerase den Weg. Eine immer
langer werdende Liste von Krankheiten resultiert anhand genetischer Defekte in
den Transkriptionsfaktoren. In den meisten Fallen handelt es sich dabei um
Mutationen, die anschlieend zu Vvielerlei Effekten fuhren, da die

Transkriptionsfaktoren die Expression mehrerer Gene kontrollieren [43, 54, 57].
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1.5.1 Der Transkriptionsfaktor 7-like-2 (TCF7L2)

Auf der Suche nach genetischen Komponenten fir ein erhohtes Risiko fir
Diabetes mellitus Typ 2 stellten Grant et al. 2006 eine Verbindung zu
Chromosom 10 in der Bevolkerung Islands fest [18]. Bei einer Analyse mit
Mikrosatelliten-Markern identifizierten sie einen Zusammenhang zwischen
DG10S478 und Diabetes mellitus Typ 2. Bei DG10S478 handelte es sich um
eine Gen-Region des Polymorphismus in Form eines Tetranucleotid-Repeats
mit 6 Allelen, von denen die Allele 0, 8 und 12 insgesamt 98% der
Chromosomen in den Bevélkerungskontrollen ausmachten. Allel O zeigte eine
protektive Verbindung zu Diabetes und alle Allele aul3er O wurden als Allel X
definiert. Es zeigte sich ein erhthtes relatives Risiko von 1,5 fur Diabetes bei
Tragern von Allel X im Vergleich zu Nicht-Tragern des Allels. DG10S478
befindet sich im Intron 3 des TCF7L2-Gens auf Chromosom 10g25.2. Bei
weiteren Untersuchungen fand man verschiedene SNPs (single nucleotide
polymorphism), von denen die folgenden finf die starkste Korrelation zu
DG10S478 zeigten: rs12255372, rs7903146, rs7901695, rs11196205 und
rs7895340. Diese funf SNPs zeigten alle eine Assoziation zu Diabetes mellitus
Typ 2, wobei die T-Allele von rs12255372 und rs7903146 eine vergleichbar
starke und rs7903146 insgesamt die starkste Verbindung zeigten [18].

Nachfolgend konnte in vielen Studien weltweit der Zusammenhang zwischen
TCF7L2 und Diabetes mellitus Typ 2 bestatigt werden. Trager von
Polymorphismen im TCF7L2 Gen zeigten auch eine deutlich verminderte
Insulinsekretion, wobei die gréfdte Bedeutung den Polymorphismen rs12255372
und rs7903146 zugeschrieben wird [6, 9, 10, 29, 47, 48, 62, 63].Welche
Mechanismen dahinter stecken konnten, untersuchten wir im Folgenden

anhand der GLP-1-induzierten Insulinsekretion.
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1.6 Inkretine

1.6.1 Geschichte des Inkretinkonzeptes

Bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts entdeckten Bayliss und Starling,
dass saure Extrakte der Darmschleimhaut einen Faktor enthalten, der in der
Lage ist, die Pankreassekretion zu stimulieren. Diesen Faktor nannten sie
Sekretin [36]. 1906 postulierten Moore, Edie und Abram, dass Extrakte des
Duodenum in der Lage seien, die Insulinsekretion zu stimulieren [35]. 20 Jahre
spater zeigten La Barre und seine Kollegen, dass die Gabe von Sekretin eine
Hypoglykdmie durch die Stimulation des Pankreas hervorruft. Sie kamen zu
dem Schluss, dass Sekretin zwei aktive Prinzipien enthalt: Zum einen ,Inkretin®,
das die endokrine Sekretion des Pankreas stimuliert und zum anderen
~Exkretin“, welches das exokrine Pankreas anregt [7]. Zur selben Zeit arbeiteten
Heller et al. mit einem Extrakt aus dem Duodenum, das den Blutzucker bei
intravenodser und oraler Gabe im Zustand der Hyperglykdmie senkte. Dieses
nannte er spater ,Duodenin®. In den darauf folgenden 30 Jahren blieb die
Inkretinfrage unbeobachtet und erst mit der Etablierung des Radio-
immunoassays fur Insulin kam es in den 60er Jahren zu einer erneuten bis
heute anhaltenden Beschaftigung mit dem Inkretinkonzept. Es gelang der
radioimmunologische Nachweis, dass die orale Gabe von Glukose zu héheren
Insulinspiegeln im Plasma fuhrte als die intravendse Gabe, selbst wenn die
Blutglukosespiegel den gleichen Wert erreichten. Dieses Phanomen wird als
Inkretineffekt bezeichnet und wurde 1964 von Elrick et al. und Mcintyre durch
unabhangige Versuche bestatigt [13, 33]. 1967 wurde von Perley und Kipnis
errechnet, dass die Halfte des Insulins, das nach einer oralen Glukosegabe

sezerniert wird, mit Hilfe gastrointestinaler Faktoren freigesetzt wird [42].

Samtliche Verbindungen zwischen Dunndarm und endokrinem Pankreas
wurden 1969 von Unger und Eisentraut unter dem Begriff der ,entero-insularen
Achse" zusammengefasst; hierzu gehoren die gastrointestinalen Inkretine,

direkte oder Uber das ZNS geschaltete neurale Verbindungen und die
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Insulinsekretion-steigernden  Substrate wie z.B. Glukose und einige

Aminosauren [56].

1.6.2 Definition der Inkretine

Man hat mittlerweile viele gastrointestinale Hormone und Neuropeptide
entdeckt, die in der Lage sind, unter bestimmten Bedingungen, die
Insulinsekretion zu steigern. Um jedoch von einem Inkretin im engeren Sinne
sprechen zu kénnen, stellte Creutzfeldt 1979 folgende Anforderungen an das

Hormon:

1. es wird nach Nahrungsmittelaufnahme, vor allem nach oraler Aufnahme von

Kohlenhydraten freigesetzt

2. es stimuliert die Insulinsekretion in Anwesenheit von Glukose, mit betonter
Steigerung der Insulinsekretion bei Blutglukosewerten innerhalb des

postprandialen Bereichs [7, 36].

1.6.3 Inkretin-Hormone

Bisher erfullen nur zwei der vielen gastrointestinalen Hormone all diese
Anforderungen beim Menschen: GIP (Gastric Inhibitory Peptide, auch Glucose-
dependent-insulinotropic Peptide) und GLP-1 (Glukagon like Peptide -1) [12].

GIP

GIP wurde als eines der ersten Inkretinhormone 1973 entdeckt [11]. Es ist ein
Peptid aus 42 Aminosauren, das aus einem Vorlauferpeptid mit 153
Aminosauren entsteht und gehort zu der Glukagon-Sekretin-Familie. GIP wird
von speziellen endokrinen Zellen, den sogenannten K-Zellen sezerniert, die

hauptsachlich im Duodenum vorkommen, aber auch im oberen Jejunum zu
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finden sind. Hauptsekretionsreize sind Glukose, einige andere Mono- und
Disaccharide sowie Triglyzeride. Aus diesem Grund gilt die Nahrungsaufnahme
als starkster Reiz und ein Anstieg der Plasmakonzentration erfolgt bereits nach
15 Minuten mit einem Maximum nach 1-3 Stunden. GIP wird jedoch nur dann
sezerniert, wenn die Nahrung auch resorbiert wird. Eine alleinige Anwesenheit

der Nahrstoffe im Darmlumen reicht nicht aus.

Die wesentliche Wirkung von GIP, die Insulinsekretionssteigerung, wird Uber
den GIP-Rezeptor vermittelt, der sich in den Beta-Zellen der Langerhans’schen
Inseln, aber auch im Magen, im Fettgewebe, am Herzen und in verschiedenen
Regionen des Gehirns befindet. Die Wirkung von GIP ist stark glukose-
abhangig. So wird bei normalen Nichtern-Glukosewerten, also im
euglykdmischen Stadium, die Insulinsekretion nur wenig stimuliert, mit
steigender Hyperglykdmie steigt sie jedoch deutlich an. Verabreicht man GIP
intravends bis zu Plasmakonzentrationen, die denen nach einer Mabhlzeit
entsprechen, so ist die Insulinsekretionsantwort vergleichbar mit einer, die nach

oraler Glukosebelastung gefunden wird [7, 12, 23, 25, 36].

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ist die insulinotrope Wirkung von GIP
stark vermindert. Zun&chst vermutete man, dass bei den Betroffenen der GIP-
Rezeptor vermindert exprimiert wirde. Es konnte aber auch gezeigt werden,
dass bei einer Bolusinjektion von GIP die insulinotrope Wirkung nicht wesentlich
geringer ausfallt als bei Stoffwechselgesunden, bei einer Dauerinfusion mit sehr
hohen Dosen jedoch keine Reaktion der Langerhans’schen Inseln mehr erfolgt.
Dies spricht eher fur eine Abschwéchung der Rezeptoren als fur eine
Abwesenheit. Bei einigen Untersuchungen konnte eine gesteigerte GIP-
Sekretion gefunden werden, was auf Dauer vielleicht die Abschwachung der
Rezeptoren erklaren kdnnte [24, 27, 36, 37, 38, 58].

10
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GLP-1

GLP-1 ist ein Peptid aus 30 Aminosauren und ein Produkt des Glukagon-Gens.
Das primare Translationsprodukt, Proglukagon, besteht aus 160 Aminoséauren
und beinhaltet auRer der Glukagonsequenz zwei weitere Glukagon-ahnliche
(Glukagon-like) Sequenzen: GLP-1 und GLP-2. Sie sind Glukagon-ahnlich, da
sie zu 50% homolog zu Glukagon sind. Wahrend des Processings des
Prohormons im Pankreas wird die Glukagon-Sequenz abgespalten und der Tell,
der die GLPs beinhaltet, wird als einzelnes grof3es Peptid sezerniert. Im Magen
verbleibt die Glukagon-Sequenz in Form eines inaktiven, grél3eren Peptids
namens Glicentin und die zwei Glukagon-like-Peptide werden geteilt und
einzeln parallel mit Glicentin sezerniert. Glicentin kann weiter zu Oxyntomodulin
umgewandelt werden, das einige biologische Fahigkeiten von Glukagon
beinhaltet, aber weniger potent ist und in zu geringen Konzentrationen

vorkommt, um wirken zu kénnen.

GLP-1 wird ebenfalls von speziellen endokrinen Zellen sezerniert und zwar von
den sogenannten L-Zellen, die sich hauptsachlich im unteren Dinndarm und
Dickdarm befinden und auf Kohlenhydrate und Fett mit Sekretion von GLP-1
reagieren. Bereits 5-30 Minuten nach Nahrungsaufnahme erfolgt die Antwort
der L-Zellen, was aufgrund der distalen Lage im unteren Darmbereich zu
Spekulationen fuhrte, ob nicht noch andere Mechanismen eine Rolle bei der
GLP-1-Sekretion spielen. Es werden heute ein direkter Mechanismus uber
einzelne L-Zellen im oberen Magen-Darm-Trakt und ein indirekter
Mechanismus Uber Hormone aus dem oberen Dunndarm oder Uber das
enterale Nervensystem diskutiert. GLP-1 nimmt ebenfalls wie GIP Einfluss auf
die Insulinsekretion. Sein Wirkmechanismus ist an einen speziellen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor aus der Glukagon-Familie gebunden, der auch in den
Beta-Zellen des Pankreas zu finden ist. Uber eine Aktivierung der Adenylat-
Cyclase steigt der cAMP-Spiegel, K'-Kanale schlieRen sich, Ca2" stromt

aufgrund der Depolarisation in die Zelle ein und Insulin-Vesikel entleeren sich.
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1 Einleitung

GLP-1 potenziert die Wirkung von Glukose auf die Insulinsekretion. GLP-1
stimuliert jedoch nicht nur die Insulinsekretion, es nimmt auch einen Einfluss auf
die Insulin-Synthese, die Neubildung von Beta-Zellen, die Regeneration von
Langerhans’schen Zellen und ist somit ein wichtiger Faktor in der Regulation
der Beta-Zell-Masse. Eine weitere Wirkung von GLP-1 ist der Einfluss auf die
Glukagon-Sekretion. Im Zustand einer Hyperglykamie wird die Glukagon-
Sekretion deutlich gehemmt. Somit hat GLP-1 eine doppelte Wirkung auf die
Langerhans’schen Inseln: Stimulation der Insulinsekretion und Hemmung der
Glukagon-Sekretion. Eine dritte Wirkung von GLP-1 ist die Verzbégerung der
Magenentleerung, die auch bei normalen Glukosekonzentrationen zu finden ist.
Und schlieBlich fuhrt GLP-1 auch zu einer Verminderung des Appetits und
Verstarkung des  Sattigungsgefuhls, was zu einer verminderten
Kalorienaufnahme fihrt. In dieser Wirkungsweise unterscheidet sich GLP-1
ganz deutlich von GIP, da dieses hierbei keinerlei Einfluss nimmt [1, 11, 14, 22,
23, 25, 36].

Der Inkretineffekt ist bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 abgeschwécht,
was in einer niedrigen Insulinsekretion im Anschluss an eine Mahlzeit resultiert.
Neuere Studien haben gezeigt, dass auch die GLP-1-Sekretion vermindert ist
und es so zu einem abgeschwachten Inkretineffekt kommen kénnte. In Studien
konnten bei intravenoser Gabe von GLP-1 die Blutzuckerwerte in
Normalbereiche gebracht werden und bei dauerhafter subkutaner Gabe von
GLP-1 (Uber 6 Wochen verbesserten sich die durchschnittlichen
Plasmaglukosekonzentrationen, der HbAlc, die Anzahl der freien Fettsduren
und die Probanden zeigten eine deutliche Gewichtsabnahme und eine
Steigerung der Insulinsekretion. Es zeigte sich jedoch auch, dass einzelne
subkutane Gaben von GLP-1 nur sehr kurz wirksam sind und nach 60 Minuten
keinerlei Wirkung mehr zeigen. Das liegt an der schnellen Inaktivierung durch
die ubiquitar vorkommende Dipeptidyl-Peptidase 1V, die das N-terminale Ende
von GLP-1 abspaltet und es so in einen Antagonisten des GLP-1-Rezeptors
umwandelt. Bei méglichen Behandlungsansatzen des Diabetes mellitus Typ 2
mit GLP-1 muss dieses Problem beachtet werden [14, 17, 22, 25, 61].
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1.7 Fragestellung und Hypothese

Welcher pathogenetische Mechanismus der verminderten Insulinsekretion bei
Tragern von Polymorphismen im TCF7L2-Gen genau zugrunde liegt, ist bisher

noch nicht klar.

TCF7L2 ist eine essentielle Komponente des sogenannten ,wingless-type
MMTYV integration site family member 1 (WNT)“-Signalweges, welcher fur die
GLP-1- Expression und GLP-1-Sekretion durch die endokrinen L-Zellen
mitverantwortlich ist [50]. Ein Polymorphismus im TCF7L2-Gen kdnnte somit zu
einer Veranderung im WNT-Signalweg fihren und eine veranderte GLP-1-
Sekretion oder GLP-1-Wirkung zur Folge haben. Dies wirde dann in einer

veranderten Insulin-Sekretion resultieren.

Um diese Hypothese zu untersuchen, analysierten wir bei Tragern des
Polymorphismus rs7903146, welcher am starksten mit Diabetes mellitus Typ 2
assoziiert ist [18], verschiedene Aspekte der Insulinsekretion bei Probanden mit

erhohtem Diabetesrisiko.

Wir untersuchten die Effekte des Polymorphismus rs7903146 im TCF7L2 Gen
auf den Blutzucker und die Insulinsekretion wahrend eines oralen Glukose-
Toleranztestes (OGTT). Ferner wurde die GLP-1-Sekretion wahrend des
OGTTs untersucht. Aul3erdem untersuchten wir den Einfluss des
Polymorphismus rs7903146 auf die Insulinsekretion wahrend eines
intraventsen  Glukose-Toleranztestes (IVGTT) und wéahrend eines
hyperglykdmischen Clamps. Zudem untersuchten wir die Auswirkungen des
Polymorphismus auf die GLP-1-induzierte Insulin-Sekretion mittels eines

erweiterten hyperglykamischen Clamps mit zusatzlicher GLP-1-Infusion.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Untersuchungen fanden im Rahmen der TULIP-Studie (Tubinger Lebensstil
Interventions Programm) statt. Seit mehreren Jahren besteht an der Universitat
Tldbingen eine Studie, in der Daten zu Risikoprofilen von Menschen mit
erhohtem Krankheitsrisiko fir den Typ-2-Diabetes erhoben werden (TUF=
Tldbinger Familien Studie). Im Rahmen dieser Studie wird in der TULIP-Studie
Menschen mit einem erhdhten Risiko, eines Tages an Diabetes mellitus Typ 2
zu erkranken, die kostenlose Teilnahme an einem mehrjahrigen
Praventionsprogramm angeboten, das zu Beginn und im Laufe der Jahre
spezielle Untersuchungen beinhaltet. Ziel der Studie ist es, Langzeitpradiktoren
zu entwickeln, aus denen man ablesen kann, wer trotz Lebensstilanderung
spater einmal einen Diabetes mellitus bekommen wird, wer nicht und aus
welchen Griinden nicht. Ziel der Studie ist es auf3erdem, herauszufinden, wer
von verschiedenen MalRnahmen wie Sport oder Didten besonders profitiert und

wer flr eine mogliche frihe medikamenttse Therapie in Frage kommt.

Die Probanden wurden im Voraus mundlich und schriftlich Gber die jeweiligen
Untersuchungen, deren Durchfiihrung, Ziele und mogliche Risiken aufgeklart
und gaben ihre schriftliche Einverstandniserklarung. Uber genetische Analysen
wurde zusatzlich aufgeklart. Die Teilnehmer hatten die Mdglichkeit, jederzeit
ihre Einwilligung zurickzunehmen und aus der Studie auszusteigen. Das
Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat

der Universitat Tubingen gepruft.
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2.2 Probanden
2.2.1 Teilnahmevoraussetzungen

Als Teilnehmer suchten wir Personen mit einem erhodhten Risiko fiir Diabetes
mellitus Typ 2. Dieses ist bei Verwandten ersten Grades von Diabetes-Typ-2-
Patienten stark erhdht und somit stellen sie das ideale Teilnehmerfeld dar.

Als Einschlusskriterien dienten:

Verwandte ersten Grades von Typ-2-Diabetikern

ein friherer Schwangerschaftsdiabetes

= eine eingeschrankte Insulintoleranz

Ubergewicht mit einem BMI von >27kg/m?.
Die allgemeinen Ausschlusskriterien waren:

= ein bereits diagnostizierter Diabetes mellitus Typ 2

= Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes, die Einfluss auf die Resorption
nehmen und somit die Aussagekraft des oralen Glukosetoleranztestes

verfalschen kdnnten

= Einnahme von Medikamenten, die einen Einfluss auf Glukosetoleranz,

Insulinsensitivitat oder Insulinsekretion haben
» Schwangerschaft

= Entbindung vor weniger als 3 Monaten und/oder Stillperiode
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2.2.2 Teilnehmer

Es wurden insgesamt 1110 Probanden im Hinblick auf die funf SNPs, die im
Zusammenhang mit Diabetes mellitus Typ 2 stehen, untersucht. Wir
beschreiben im Folgenden Ubersichtshalber nur einen der beiden wichtigsten

SNPs: rs7903146.

Alle 1110 Probanden nahmen an einem oralen Glukosetoleranztest (OGTT) teil.

Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt die jeweiligen Probandencharakteristika:

Tabelle 1 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, OG TT

Genotyp C/IC CIT TIT P ANOVA*
Anzahl 546 474 90

NGT/IGT** 461/85 386/88 63/27 0.007
Geschlecht (w/m) 346/200 315/159 50/40 0.13

Alter (Jahre) 39+1 40+1 41+1 0.39

BMI (kg/m?) 29.5+0.4 |28.9+0.4 28.2+1.0 0.51

*ANOVA: Analysis of Variance,

** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:
Impaired Glucose Tolerance)

Bei 155 dieser Probanden wurde zuséatzlich die GLP-1-Sekretion bestimmt. Die
Charakteristika dieser Probanden sind der nachfolgenden Tabelle 2 zu

entnehmen:

Tabelle 2 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, GL  P-1-Sekretion

Genotyp C/C C/T T/T P ANOVA*
Anzahl 73 67 15

NGT/IGT** 64/9 48/19 10/5 0.03
Geschlecht (w/m) 50/23 42125 8/7 0.50

Alter (Jahre) 46+1 47+1 4743 0.99

BMI (kg/m?) 29.8+0.7 |30.340.7 27.1+1.1 0.15

*ANOVA: Analysis of Variance,

** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:
Impaired Glucose Tolerance)
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210 Probanden nahm an einem intravendsen
(IVGTT)
hyperinsulindmischen Clamp teil. Die Charakteristika dieser Probanden zeigt

die Tabelle 3:

Eine Gruppe von

Glukosetoleranztest kombiniert mit einem euglykamischem

Tabelle 3 : Teilnehmercharakteristika rs7903146,

IVGTT kombiniert mit euglykdmischem hyperinsulindmi schem Clamp

Genotyp C/C XIT P: CC vs XT
Anzahl 97 113

NGT/IGT** 80/17 81/32 0.06
Geschlecht (w/m) |59/38 64/49 0.58

Alter (Jahre) 44+1 45+1 0.29

BMI (kg/m2) 29.0£0.5 28.840.5 0.82

** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:

Impaired Glucose Tolerance)

Bei einer weiteren Untergruppe von 73 Probanden wurde ein modifizierter
hyperglykdmischer Clamp mit einer zuséatzlichen GLP-1-Infusion und einem
Arginin-Bolus durchgefuhrt. Die Probandencharakteristika sind in der folgenden
Tabelle 4 zu sehen:

Tabelle 4 : Teilnehmercharakteristika rs7903146,

modifizierter hyperglykdmischer Clamp

Genotyp C/C XIT P: CC vs XT
Anzahl 35 38

NGT/IGT** 30/5 27/11 0.13
Geschlecht (w/m) | 15/20 24114 0.08

Alter (Jahre) 38+2 4042 0.66

BMI (kg/m?) 26.1+0.9 25.1+0.6 0.41

** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:

Impaired Glucose Tolerance)
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2.3 Versuchsablauf
2.3.1 Oraler Glukosetoleranztest: OGTT

Alle Probanden nahmen an einem oralen Glukosetoleranztest teil. In den Tagen
zuvor sollten sie ihre tblichen Erndhrungsgewohnheiten beibehalten und zwolf

Stunden vor der Untersuchung keine Nahrung mehr zu sich nehmen.

Der Test begann morgens um 8.00 Uhr. Zunachst erfolgte eine basale vendse
Blutentnahme zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Glukose, Insulin
und C-Peptid. AufRerdem wurden Blutbild, Elektrolyte, Blutfette und
Leberenzyme bestimmt. Danach erfolgte die orale Gabe einer Losung aus 75 g
Glukose in 300 ml Wasser. Nach 30, 60, 90 und 120 Minuten wurden erneut die
Konzentrationen von Glukose, Insulin und C-Peptid bestimmit.

Bei einer Subpopulation von 155 Probanden bestimmten wir zu den Zeitpunkten
0, 30 und 120 Minuten zusatzlich die GLP-1-Konzentrationen.

Wahrend der Untersuchung waren Nahrungsaufnahme, korperliche

Anstrengung und Rauchen verboten.

2.3.2 Kombinierter intraventser Glukosetoleranztest (IVGTT) und

euglykamischer hyperinsulindmischer Clamp

Nach 12-stundiger Nahrungskarenz begann der Test morgens um 8.00 Uhr.
Jeder Teilnehmer erhielt zwei periphere Venenzugénge: einen zur
Blutentnahme am Handrlicken, an dem mit Erwarmung durch ein Heizkissen
eine Erweiterung der arterio-ventsen Shunts und dadurch eine Arterialisierung
der enthommenen Blutprobe erreicht wurde; einen zweiten zur Gabe von

Infusionslésungen am gegenuberliegenden Arm.

Um die basale Glukosekonzentration zu bestimmen, erfolgte eine Mittelung der

gemessenen Blutzuckerwerte von den Zeitpunkten -10 min, -5 min, O min.
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Beim IVGTT wurden 0,3g/kg Kérpergewicht einer 20%igen Glukose-LAsung als
Bolus innerhalb von 45 Sekunden intravends verabreicht. Im Anschluss wurden
nach 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten die Konzentrationen von

Plasmaglukose, Seruminsulin und C-Peptid bestimmt.

Im anschlieRenden Clamp war das Ziel, den Plasmaglukosespiegel auf dem im
Vorfeld errechneten Nuchternblutzuckerwert zu halten (engl.: to clamp =
klammern, befestigen). Durch konstante Insulininfusion von 1muU/min/kg
Kdrpergewicht wurde ein hyperinsulinamischer Zustand erreicht. Durch eine
gleichzeitige, variabel angepasste Infusion 20%iger Glukose wurde versucht,
die Plasmaglukose-Konzentration konstant zu halten. Zur Uberprifung des
gewlnschten Plasmaglukosespiegels wurde alle funf Minuten Blut
abgenommen und je nach Ergebnis die Glukoseinfusionsrate (GIR) angepasst.
Mit Hilfe der Durchschnitts-GIR ist spater eine Aussage Uber die

Insulinsensitivitat moglich.

Zu den Zeitpunkten 120 min, 160 min, 170 min und 180 min wurden weitere
Blutproben zur Bestimmung der Glukose- und Insulin- und C-Peptid-

konzentrationen entnommen.

Nach zwei Stunden beendeten wir den Clamp. Die Insulininfusion wurde
abgeschaltet und die Glukosegabe schrittweise reduziert. Die Probanden
erhielten eine Mahlzeit und es erfolgte eine regelmaRige Kontrolle des
Blutzuckerspiegels, um einer moéglichen Hypoglykdmie durch Nachwirkungen

des Insulins vorzubeugen.
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2.3.4 Hyperglykdmischer Clamp mit zusétzlicher GLP-  1-Infusion und
Arginin-Bolus-Gabe

Beim hyperglykdmischen Clamp wird der Blutglukosespiegel auf 10mmol/l
angehoben und in dieser Hohe mit Hilfe einer 20%igen Glukoseinfusion
gehalten. Fur jeden Probanden wurde in Abh&ngigkeit des Korpergewichtes ein
individueller Glukosebolus errechnet (Bolusdosis = Kodrpergewicht (kg) x
gewinschter Anstieg der Glukosekonzentration x 1,5) und innerhalb von einer
Minute verabreicht. Im Anschluss startete die Glukoseinfusion. Zur Kontrolle
des Plasmaglukosespiegels wurde alle fanf Minuten Blut aus dem
gegeniberliegenden Zugang entnommen und die Glukoseinfusionsrate

entsprechend angepasst.

Nach 120 Minuten erfolgte die Gabe eines GLP-1-Bolus (Bolusdosis= 0,6
pmol/kg), gefolgt von einer kontinuierlichen GLP-1-Infusion (1,5 pmol x kg™ x
min™) fir die nachsten 60 Minuten. Bei Minute 180 wurde zusatzlich 5 g
Arginin-Hydrochlorid innerhalb von 45 Sekunden infundiert.

Mit Hilfe dieses Clamps konnen die erste und zweite Phase der Glukose-
induzierten Insulinsekretion, die GLP-1-induzierte Insulinsekretion und die
Arginin-induzierte Insulinsekretion gemessen werden.

Nach Abschluss der Untersuchung erhielten die Probanden ebenfalls eine
Mahlzeit und die Blutzuckerspiegel wurden tberwacht, um auch hier mdgliche
Hypoglyk&mien zu vermeiden.
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2.4 Verwendete Medikamente
2.4.1 Oraler Glukosetoleranztest: OGTT

e Glukosel6osung: Dextro® O.G-T.

Hersteller: F. Hoffmann-La Roche AG,

Mannheim, Deutschland

» Kochsalzlésung: NacCl 0,9%

Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,

Bad Homburg, Deutschland

2.4.2 Euglykamischer hyperinsulindmischer Clamp

Glukosel6ésung: Glucosteril 20%

Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg, Deutschland

Kochsalzl6sung: NacCl 0,9%

Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg, Deutschland

Spullésung: Jonosteril

Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,

Bad Homburg, Deutschland

Insulin: Insuman Rapid

Hersteller:  Aventis Pharma Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland
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2.4.3 Hyperglykamischer Clamp mit GLP-1-Infusion un d Arginin-

Bolus
e Glukoselosung: Glucosteril 20%
Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg, Deutschland
e Kochsalzlésung: NacCl 0,9%
Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg, Deutschland
e Spullésung: Jonosteril
Hersteller:  Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg, Deutschland
e GLP-1: Human GLP-1(7-36)Amid
Hersteller:  PolyPeptide Laboratories GmbH
Wolfenbuttel, Deutschland
e Arginin-Bolus: Arginin-Hydrochlorid

Hersteller:  Pharmacia & Upjohn GmbH

Erlangen, Deutschland
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2.5 Analytik

2.5.1 Blutglukose

Die Blutglukose wurde jeweils direkt nach der Blutentnahme bestimmt und mit

zwei Geraten gemessen:

* HemoCue Blutglukose-Photometer
Hersteller: HemoCue AB, Schweden

Verfahren: Photometrie

* YSI 2300 STAT plus
Hersteller:  Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, USA
Verfahren: Glukose-Oxidase-Methode

2.5.2 Insulin, C-Peptid und Proinsulin

e Insulin: Microparticle Enzyme Immunoassay

Hersteller:  Abott Laboratories, Tokio, Japan

e C-Peptid: Radioimmunoassay

Hersteller:  Byk-Sangtec, Dietzenbach, Deutschland

e Proinsulin: Enzyme Immunoassay

Hersteller:  IBL, Hamburg, Deutschland
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2.5.3 GLP-1

GLP-1 wurde wéhrend des OGTTs zu den Zeitpunkten 0, 30 und 120 Minuten
bestimmt. Die GLP-1-Immunreaktivitat wurde uUber ein Radioimmunassay
bestimmt, welcher spezifisch den C-Terminus des Peptids erkennt. Die Proben
wurden bei -80C aufbewahrt. Die Analyse misst die Summe aus intaktem
Peptid und dem ersten Metabolit, GLP-1-(9-36)-Amid, indem es das Antiserum
89390 und das synthetische GLP-1-(7-36)-Amid als Standard verwendet.

2.5.4 Genotypisierung

 TagMan Assay

Hersteller:  Applied Biosytems Foster City, CA, USA
Verfahren: TCF7L2 polymorphisms detection

* GeneAmp PCR system 7000
Hersteller:  Applied Biosytems Foster City, CA, US
Verfahren: Polymerase-Chain-Reaction

* ABI PRISM 7000
Hersteller:  Applied Biosytems Foster City, CA, USA
Verfahren: Fluorescence sequence detector
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2.6 Berechnungen
2.6.1 Body-Mass-Index (BMI)

_ Korpergewicht (kg)

BMI
(KérpergroRe (m))?

2.6.20GTT

= |psulinsekretion

Festgelegt durch die Berechnung der Flache unter der Kurve (,Area under the
curve®) von C-Peptid (AUCcp) geteilt durch die Area under the curve von
Glukose (AUCgc). Die AUCs wurden nach der Trapez-Methode bestimmit.

Insulinsekretion = AUCcp/ AUCg|c

= |nsulinsensitivitat

Geschatzt nach dem von Matsuda und DeFronzo vorgeschlagenen Index [Sleg:
[32].

10000
\/ BZ(basal) x Ins(basal) x BZ(mean) x Ins(mean)

ISlest =

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

BZ(mean) = Mittelwert des Plasmaglukosespiegels liber den gesamten

Untersuchungszeitraum

Ins(mean) = Mittelwert der Insulinkonzentration tber den gesamten

Untersuchungszeitraum
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2.6.3IVGTT

= |nsulinsekretion

Summe des C-Peptids wahrend der ersten zehn Minuten nach Glukose-Gabe.

= |psulinsensitivitat

Durchschnitt der Glukose-Infusions-Rate (GIR) wahrend der letzten 40 Minuten
des Clamps geteilt durch die durchschnittliche Plasmainsulinkonzentration im

selben Zeitraum.

mittlere Glukoseinfusionsrate
mittlere Plasmainsulinkonzentration

Insulinsensitivitat =

2.6.4 Hyperglyk&mischer Clamp

= 1. Phase der Insulinsekretion:

Mittlere Plasmainsulinkonzentration der Zeitpunkte 2.5, 5, 7.5 und 10 Minuten.

= 2. Phase der Insulinsekretion:

Mittlere Plasmainsulinkonzentration im Zeitintervall von Minute 80-120.

= 1. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion:

Mittlere Plasmainsulinkonzentration im Zeitintervall von Minute 125-130.

= 2. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion (Plateau):

Mittlere Plasmainsulinkonzentration im Zeitintervall von Minute 160-180.
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=  Maximale Insulinsekretion nach Arginin-Bolusgabe:

Mittlere Plasmainsulinkonzentration der Zeitpunkte 182.5 Minuten und 185

Minuten minus der Plasmainsulinkonzentration zum Zeitpunkt Minute 180.

= |psulinsensitivitat:

Durchschnitt der Glukose-Infusions-Rate (GIR) wahrend der letzten 40 Minuten
des Clamps (80. -120. Minute) geteilt durch die durchschnittliche Plasma-

Insulinkonzentration im selben Zeitraum.

mittlere Glukoseinfusionsrate
mittlere Plasmainsulinkonzentration

Insulinsensitivitat =

2.7 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Daten wurde das Softwarepaket JMP (SAS Institute Inc,
Cary, NC, USA) verwendet.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts dargestellt.
Um einen statistischen Vergleich zu ermdglichen, wurden die Parameter, die
aulBerhalb der angenommenen Normalverteilung lagen, logarithmiert. Die
Unterschiede in den anthropometrischen und metabolischen Eigenschaften der
einzelnen Genotyp-Gruppen wurden mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA =

Analysis of Variance) untersucht.

Es wurden multivariate Regressionsanalysen durchgefuhrt. Bei der Analyse der
Insulinsekretion war die Insulinsekretion die abhangige Variable. Alter,

Geschlecht, Insulinsensitivitat und Genotyp die unabhangigen Variablen.
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Aufgrund der relativ geringen Anzahl an homozygoten Tragern der seltenen
Allele bei dem hyperglykdmischem Clamp wurde ein dominantes Modell

verwendet.

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

3 Ergebnisse

3.1 Genetische Varianten im TCF7L2-Gen

Der in dieser Arbeit untersuchte SNP rs7903146 im TCF7L2 Gen hatte in

unserer

Kohorte eine Allelfrequenz des Minor-Allels von 30%.

Polymorphismus befand sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

3.2 Oraler Glukosetoleranztest OGTT

Dieser

Anhand dieses Tests wird die sogenannte Glukosetoleranz bestimmt. Nach den

Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft liegt eine gestorte oder

verminderte Glukosetoleranz (engl.: IGT=impaired glucose tolerance) vor, wenn

der 2-Stunden-Plasmaglukosewert des OGTT mehr als 140mg/dl (7,8 mmol/l)

betragt.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse des Oralen Glukosetoleranztests
fur die Trager des Polymorphismus rs7903146 (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1 : Ergebnisse des OGTT fiir rs7903146

Genotyp C/C CIT TIT P ANOVA* | P: CCvsXT
NGT/IGT**** 461/85 386/88 63/27 0.007 0.03
Geschlecht (w/m) 346/200 315/159 50/40 0.13 0.64

Alter (Jahre) 3941 40+1 41+1 0.39 0.67

BMI (kg/m?) 29.5+0.4 28.9+0.4 28.2+1.0 0.51 0.24

Glukose basal(mmol/l) |5.1+0.02 5.1+0.02 5.2+0.07 0.25 0.39

Glukose 2h (mmol/l) 6.1+0.07 6.2+0.07 6.7+0.2 0.06 0.17

AUC GIk**(pmol/l x min) | 866+8 867+9 907+23 0.26 0.52

Insulin basal (pmol/l) 62.0+2.1 53.4+1.7 49.8+£3.1 0.004 0.001

Insulin 2h (pmol/l) 442+19 356+17 372134 0.12 0.04

AUC Ins**(pmol/l x min) | 5397441815 | 46248+1695 |46633+3012 | 0.005 0.001
Insulinsensitivitat

(arbitrary units) 16.8+0.5 18.2+0.5 17.8+1.2 0.02/0.02*** | 0.005/0.006***
Insulinsekretion

(pmol/mmol) 31945 30145 292+10 0.003/0.04*** | 0.0009/0.02***
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3 Ergebnisse

* ANOVA= Analysis of Variance
** AUC = Area under the curve; Glk= Glukose; Ins= Insulin
*** fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert

**x* NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.: Impaired
Glucose Tolerance)

Glukosetoleranz:

Es zeigte sich, dass die Anzahl der Personen mit verminderter Glukosetoleranz
bei Tragern des Risikoallels T signifikant erhdht war: Bei rs7903146 ergab
Panova = 0.007. Abbildung 1.1 zeigt die Verteilung der Personen mit normaler
und gestorter Glukosetoleranz.
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Abbildung 1.1 : Glukosetoleranz, OGTT
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Plasmaglukose:

Im OGTT bestand bei den basalen Glukosewerten kein Unterschied zwischen

den einzelnen Genotypen.

Nach zwei Stunden lagen die Blutzuckerwerte bei Tragern des Risikoallels T
jedoch jeweils hoher als bei Personen ohne Risikoallel. Personen mit dem
Polymorphismus  rs7903146  zeigten eine Tendenz zu hdheren
Plasmaglukosespiegeln, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte
(Panova =0.06).

Abbildung 1.2 zeigt die basale Plasmaglukosekonzentration und die 2-Stunden-
Werte. Die senkrechten Balken stellen wie in allen folgenden Abbildungen die

Standardabweichung dar.
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Abbildung 1.2 : Plasmaglukose, OGTT
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Plasmainsulin:

In Abbildung 1.3 sind die Plasmainsulinwerte wahrend des OGTTs dargestellt.
Bei Tragern des Polymorphismus rs7903146 fanden wir bei homozygoten und
heterozygoten Tragern des Risikoallels eine signifikante Reduktion des basalen
Insulinspiegels (Panova = 0.004). Zusatzlich ergab sich ein signifikanter
Unterschied nach zwei Stunden zwischen homozygoten Tréagern ohne
Risikoallel (CC) und Probanden mit dem Risikoallel T (Pccvs.xt= 0.04).
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Abbildung 1.3 : Plasmainsulin, OGTT
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Insulinsekretion:

Die Insulinsekretion, gemessen als AUCcp/ AUCg|c, war bei homozygoten (CC)
und heterozygoten (CT) Tragern des Risikoallels signifikant erniedrigt, sowohl
vor als auch nach Adjustierung an die Kovariaten Alter, Geschlecht, BMI und
Insulinsensitivitat.

Fur den Polymorphismus rs7903146 betrug Panova = 0.003 vor Adjustierung
und 0.04 danach.

Abbildung 1.4 spiegelt die Insulinsekretion fir die einzelnen Genotypen des
Polymorphismus wider. Es ist deutlich zu sehen, dass die Insulinsekretion bei
Tragern des Risikoallels erniedrigt ist und bei homozygoten Tréagern die tiefsten
Werte erreicht.
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Abbildung 1.4 : Insulinsekretion, OGTT
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Insulinsensitivitat:

Geschatzt nach dem Index von Matsuda und DeFronzo ISles: [32], fanden wir
bei Personen mit dem Polymorphismus rs7903146 bei homozygoten Tragern
des Risikoallels eine gesteigerte Insulinsensitivitdt im Vergleich zu Nicht-

Tragern.

Heterozygote Tradger des Risikoallels (C/T) zeigten eine erhohte
Insulinsensitivitat und nach Adjustierung an die Kovariaten Alter, Geschlecht
und BMI zeigte sich eine statistische Signifikanz. Die Panova-Werte flr

rs7903146 lagen sowohl vor als auch nach Adjustierung bei 0.02.

Die nachfolgende Abbildung 1.5 zeigt die Insulinsensitivitat fur die Genotypen
des Polymorphismus.
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Abbildung 1.5 : Insulinsensitivitat, OGTT
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GLP-1-Konzentrationen:

Bei einer Subpopulation von 155 Probanden der insgesamt 1110 Teilnehmer
bestimmten wir die GLP-1-Konzentrationen wahrend des OGTTs zu den
Zeitpunkten 0, 30 und 120 Minuten. Wir konnten zeigen, dass sich zu keinem
Zeitpunkt des OGTTs die GLP-1-Plasmaspiegel der einzelnen Genotypen in

signifikanter Weise voneinander unterschieden.

Die die GLP-1-Plasmakonzentrationen dieser

Subpopulation fir den Polymorphismus rs7903146 (Tab. 5.2). Es ist zu

folgende Tabelle zeigt

erkennen, dass die Subgruppe der Probanden mit GLP-1-Bestimmung sich in

wesentlichen Eigenschaften (reduzierte Insulinsekretion bei T-Alleltragern des

rs7903146 SNP) nicht von der Gesamtpopulation unterscheidet.

Tabelle 5.2. : Ergebnisse des OGTT mit zuséatzlicher

GLP-1-Messung fiir rs7903146

Genotyp C/C CIT T/T P ANOVA* | P: CCvsXT
NGT/IGT**** 64/9 48/19 10/5 0.03 0.009
Geschlecht (w/m) 50/23 42125 8/7 0.50 0.33

Alter (Jahre) 46+1 47+1 47+3 0.99 0.96

BMI (kg/m?) 29.840.7 30.3+0.7 27.1+1.1 0.15 0.88
Glukose basal(mmol/l) 5.2+0.05 5.3+£0.07 5.6+0.2 0.17 0.21
Glukose t=2h (mmol/l) 6.5+0.1 7.0+0.2 7.2+0.5 0.22 0.10

AUC Glc(pmol/l x min) 930+17 696122 104560 0.09 0.09

AUC Ins(pmol/l x min) 5983543959 |58170+5053 | 48423+6661 | 0.35 0.23
Insulinsensitivitat

(arbitrary units) 12.8+0.7 13.6+1.0 15.7+2.6 0.74/0.92** 10.78/0.75**
Insulinsekretion

(pmol/mmol) 304+12 287413 235+19 0.01/0.02*** | 0.02/0.01***
AUC GLP-1 35871184 2890+293 |2846+301 |0.60 0.45

Fold increase 2.5+0.2 2.7+0.3 2.4+0.4 0.77 0.84

* ANOVA= Analysis of Variance

** fir Geschlecht, Alter und BMI adjustiert

*** fir Geschlecht, Alter, BMI und Insulinsensitivitat adjustiert

*#** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.: Impaired

Glucose Tolerance)
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In Abbildung 1.6 sind die GLP-1-Konzentrationen der verschiedenen Genotypen

zu den Abnahmezeitpunkten 0, 30 und 120 Minuten nochmals graphisch

dargestellt.
50 O O0min
O 30min
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GLP-1-Konzentration (pmol/l)

c/iC CIT TIT
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Abbildung 1.6 : GLP-1-Konzentration, OGTT
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3.3 Kombinierter intravendser Glukosetoleranztest ( IVGTT) und

euglykadmischer hyperinsulinamischer Clamp

Mit Hilfe des IVGTTs und des anschlieBenden euglykdmischen
hyperinsulindmischen Clamps bestimmten wir bei einer Subpopulation von 210
Probanden die Insulinsekretion anhand der C-Peptid-Konzentration und die
Insulinsensitivat aus dem Durchschnitt der Glukose-Infusions-Rate (GIR)
wahrend der letzten 40 Minuten des Clamps geteilt durch die durchschnittliche

Plasmainsulinkonzentration im selben Zeitraum.

Die nachfolgende Tabelle 6 zeigt die Insulinsensitivitat und die
unterschiedlichen Insulinsekretionsraten dieser Subpopulation fir den

Polymorphismus rs7903146. Die signifikanten Werte sind hervorgehoben.

Tabelle 6. : Ergebnisse des IVGTT und euglykdmische  n hyperinsulinamischen Clamps,

rs7903146
Genotyp C/C XIT P: CCvsXT
NGT/IGT*** 80/17 81/32 0.06
Geschlecht (w/m) 59/38 64/49 0.58
Alter (Jahre) 44+1 45+1 0.29
BMI (kg/m?) 29.040.5 |28.8+0.5 0.82
Insulinsensitivitat* 0.07+0.01 |0.07+0.01 |0.77
IVGTT C-Peptid-Sekretion (pmol/l)** 79044306 | 7679+323 | 0.40
IVGTT Insulinsekretion (pmol/1)** 2059+131 | 1924+129 |0.25
OGTT Insulinsekretion (pmol/mmol) 31448 292+8 0.04

*Insulinsensitivitat in umol x kg™ x min™ x pmol x I
** flir Alter, Geschlecht, BMI und Insulinsensitivitat adjustiert

*** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:

Impaired Glucose Tolerance)
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Insulinsekretion:

Bei der Berechnung der Insulinsekretion anhand der C-Peptid-Konzentration
wahrend der ersten 10 Minuten des IVGTT zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den einzelnen Genotypen.

Als wir jedoch die Insulinsekretion dieser Subpopulation im OGTT (siehe Kapitel
2.6.2) bestimmten, stellten wir eine signifikant verminderte Insulinsekretion bei
Tragern des T-Allels in rs7903146 fest (p=0.04).

Insulinsensitivitat:

Im Bezug auf die Insulinsensitivitdt zwischen den einzelnen Genotypen fanden

wir wahrend des kombinierten Clamps keinerlei signifikante Unterschiede.

3.4 Hyperglykamischer Clamp

Mit Hilfe dieser Clampuntersuchung bestimmten wir die erste und zweite Phase
der Glukose-induzierten Insulinsekretion, die GLP-1-induzierte Insulinsekretion
und die Arginin-induzierte Insulinsekretion bei einer Subpopulation von 73
Personen. Die metabolischen Charakteristika sowie die Ergebnisse der Clamps

dieser Personen sind in der nachfolgenden Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7 : Ergebnisse des hyperglykamischen Clamps fur rs7903146

Genotyp CIC XIT P: CCvsXT
NGT / IGT*** 30/5 27/11 0.13
Geschlecht (weiblich/mé&nnlich) 15/20 24/14 0.08
Alter (Jahre) 38+2 4042 0.66
BMI (kg/m?) 26.1+0.9 |25.1+0.6 0.41
Insulinsensitivitat* 0.15+0.02 | 0.15+0.01 |0.90
1.Phase (pmol/l) der Insulinsekretion** 10674158 | 815+105 0.18
2.Phase (pmol/l) der Insulinsekretion** 308+47 291+41 0.80
1.Phase GLP-1 (pmol/min)** 2049+258 | 1466+175 |0.03
2.Phase GLP-1 (pmol/min)** 45674568 | 2881+341 | 0.006
Arginin (pmol/min) 2680+226 | 2252+181 | 0.40
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*Insulinsensitivitat in umol x kg™ x min™ x pmol x I
** flir Alter, Geschlecht, BMI und Insulinsensitivitat adjustiert

*** NGT: Normale Glukose Toleranz; IGT: Verminderte Glukose Toleranz, engl.:
Impaired Glucose Tolerance)

Glukosekonzentration:

Beim hyperglykdmischen Clamp wird der Blutglukosespiegel auf 10mmol/l
angehoben und in dieser Hohe mit Hilfe einer 20%igen Glukoseinfusion
gehalten. Die folgende Abbildung soll dazu dienen, dies graphisch darzustellen.
Sie zeigt die Blutglukosekonzentrationen in Abhangigkeit zur Zeit wéahrend
eines hyperglykamischen Clamps im Vergleich zwischen Personen mit (XT) und
ohne Risikoallel (CC) im Polymorphismus rs7903146.

Insulinsekretion:

Wir untersuchten wahrend des hyperglykamischen Clamps die erste und zweite
Phase der Insulinsekretion und fanden keinen signifikanten Unterschied in der
Insulinsekretion: Der p-Wert betrug im Vergleich zwischen Tragern des
Risikoallels (XT) und Personen ohne Risikoallel in der ersten Phase der
Insulinsekretion 0.18 wund erreichte auch in der zweiten Phase der

Insulinsekretion mit einem p-Wert von 0.80 keine Signifikanz.

Die folgende Abbildung 2.1 zeigt die Insulinsekretion wahrend des gesamten
hyperglykdmischen Clamps. Anhand des Beispiels des Polymorphismus
rs7903146 sind die Unterschiede in der Insulinsekretion zwischen Risikoallel-
Tragern (XT) und Personen ohne Risikoallel (CC) dargestellt. Es ist zu sehen,

dass Personen mit Risikoallel eine verminderte Insulinsekretion aufweisen:
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Abbildung 2.1. Insulinsekretion und Glukosekonzentr ation, Hyperglykamischer Clamp,
rs7903146

1. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion:

Die erste Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion findet im Anschluss an
die Gabe des GLP-1-Bolus in der 120. Minute statt. Wir konnten zeigen, dass
sich die 1. Phase der GLP-l-induzierten Insulinsekretion bei Tragern des
Risikoallels (XT) verandert. Der p-Wert fur rs7903146 betrug 0.03.
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2. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion:

Fur die 2. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion betrachteten wir den
Zeitraum zwischen der 160. und 180. Minute des hyperglykamischen Clamps.
Ebenso wie in der 1. Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion zeigte sich
auch hier bei Polymorphismustrdgern eine schwachere Insulinsekretion. Die
Signifikanz war mit einem p-Wert von p=0.006 noch deutlicher als in der 1.

Phase.

Die nachfolgenden Abbildungen sollen dazu dienen, sich die Insulinsekretion im
Verlauf des gesamten hyperglykdmischen Clamps einmal vor Augen zu halten.
Sie zeigen die Insulinsekretion fur den Polymorphismus rs7903146 in
Abhangigkeit zu der Zeit. Die zwei Kurven stellen den Unterschied zwischen

Risikoalleltragern (XT) und Personen ohne Risikoallel (CC) dar.

Insulinsekretion wahrend der reinen Glukoseinfusion bis zur 120. Minute:
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r T T T T T T T 1

-40 -20 0 20 40 60 80 100 120
Zeit (Minuten)

Abbildung 2.2 : Insulinsekretion; -15. — 120. Minut e, Hyperglykdmischer Clamp,
rs7903146
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Insulinsekretion wéhrend der GLP-1-Infusion ab der 120. Minute:
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Abbildung 2.3 : Insulinsekretion; 120. - 200. Minut e, Hyperglykdmischer Clamp,
rs7903146

Arginin-induzierte Insulinsekretion:

In der 180. Minute des hyperglykdmischen Clamps erhielten die Probanden
zusatzlich einen Arginin-Bolus. Arginin ist in der Lage, die Beta-Zellen auf
maximale Weise zu stimulieren und zur Sekretion anzuregen. Auf diese Weise
wollten wir die maximale sekretorische Fahigkeit der Beta-Zellen Uberprifen
und herausfinden, ob die Polymorphismen auch hierauf einen Einfluss nehmen.
Es zeigte sich, dass im Gegensatz zu der GLP-1-induzierten Insulinsekretion,
keiner der Polymorphismen einen signifikanten Einfluss auf die Arginin-
induzierte Insulinsekretion nimmt. AB war zwischen den homozygoten und

heterozygoten Polymorphismustrdgern nahezu deckungsgleich.
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Insulinsensitivitat:

Anhand der Glukoseinfusionsrate wahrend der letzten 40 Minuten des
hyperglykdmischen Clamps und der Plasmainsulinsekretion im selben Zeitraum
bestimmten wir auch wahrend dieses Versuchs die Insulinsensitivitat, um einen
maoglichen Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen darstellen zu
konnen. Mit einem p-Wert von 0.9 fur Trager des Risikoallels im Vergleich zu
Personen ohne Risikoallel beim Polymorphisums rs7903146, konnten wir
zeigen, dass, wie  Dbereits beim IVGTT und euglykdmischen
hyperinsulindmischen Clamp, auch hier keiner der Genotypen in signifikanter

Weise Einfluss auf die Insulinsensitivitat nimmt.
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4 Diskussion

4.1 Polymorphismen im TCF7L2-Gen

Auf der Suche nach genetischen Komponenten fir ein erhohtes Risiko fir
Diabetes mellitus Typ 2 konnte zunachst gezeigt werden, dass zwischen einer
Region auf dem Chromosom 10 und Diabetes mellitus eine Verbindung besteht.
Grant et al.[18, 45] fanden bei weiteren Untersuchungen Veranderungen in der
Gen-Region DG10S478, welche sich im Intron 3 des TCF7L2-Gens auf
Chromosom 10g25.2 befindet. Im Anschluss konnten finf verschiedene
Polymorphismen identifiziert werden, die alle eine Verbindung zu Diabetes

mellitus zeigen.

In vielen Studien weltweit konnte dann in verschiedensten Populationen der
Zusammenhang zwischen genetischer Variation im TCF7L2-Gen und Diabetes
mellitus Typ 2 bestétigt werden [6, 9, 29, 47, 48, 62, 63].

Es stellt sich nun die Frage, durch welche Pathomechanismen die genetische
Variation im TCF7L2-Gen zu Diabetes mellitus Typ 2 fihrt. Hierfur kommen
neben der Stérung der Insulinsensitivitat vor allem Stérungen der

Insulinsekretion in Frage.

Wir untersuchten daher 1110 kaukasische Personen mit einem erhdhten Risiko,
spater einmal selbst an Diabetes zu erkranken. Wir fihrten bei allen Probanden
einen OGTT durch und machten bei einzelnen Untergruppen unseres Kollektivs
weitere Untersuchungen, um den Einfluss und die Auswirkungen der

Polymorphismen auf die Insulinsekretion besser analysieren zu kdnnen.

In unserer Population zeigte sich eine &hnliche Verteilung der SNPs wie in der
von Grant beschriebenen Population. Desweiteren zeigte sich  bei dem

Polymorphismus rs7903146 die starkste Verbindung zu einem erhéhten
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Diabetesrisiko. Aus Griinden der Ubersicht wurden in dieser Arbeit deswegen

nur die Ergebnisse des Polymorphismus rs7903146 dargestellt.

Interessanterweise zeigte sich bei der intravendsen Verabreichung der Glukose
sowohl beim IVGTT als auch beim hyperglykamischen Clamp kein Unterschied
in der Insulinsekretion bei Tragern des Riskoallels (T) und homozygotenTragern
des Wildtypallels (C).

Im Gegensatz dazu sahen wir wahrend des OGTTs deutliche Unterschiede in
der Insulinsekretion zwischen Tragern des Risikoallels und Tragern des
Wildtypallels. Bei Tragern des Risikoallels war die Insulinsekretion deutlich
erniedrigt und bei homozygoten Tragern des Risikoallels wurden die tiefsten
Werte Uberhaupt erreicht.

Dieser Unterschied in der Insulinsekretion zwischen oraler und intravendser
Gabe von Glukose lie3 uns zu der Hypothese kommen, dass die
Polymorphismen im TCF7L2-Gen einen Einfluss auf die Inkretin-induzierte

Insulinsekretion nehmen mussen.

4.2 TCF7L2-Polymorphismus im OGTT

Mit Hilfe des OGTTs konnten wir die bereits in anderen Studien beschriebene
[9, 47, 48] verminderte Insulinsekretion in unserer Population bestatigen. Bei
der zusatzlichen Bestimmung der GLP-1-Konzentrationen konnten wir keinerlei
signifikante  Unterschiede zwischen Tragern und Nichttragern des
Polymorphismus feststellen. Bei unseren Versuchen hat die genetische
Variation im TCF7L2 Gen keinen Einfluss auf die basale und Glukose-
stimulierte GLP-1-Sekretion wahrend des OGTT genommen. Dies lasst den
Schluss zu, dass eine verminderte GLP-1-Sekretion fir die verminderte
Insulinsekretion bei Tragern der Polymorphismen nicht verantwortlich sein

kann. Einen Einfluss der SNPs auf die GLP-1-Konzentrationen kénnen wir
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jedoch nicht ganz sicher ausschlie3en: Zum einen spiegeln die systemischen
GLP-1-Werte nicht die genaue Menge des in der Darmwand aktiven Hormons
wider [21] und zum anderen konnte eine verminderte TCF7L2-Aktivitat
gewebespezifisch die GLP-1-Level im Gehirn verringern, die fur die

Insulinsekretion ebenfalls von Wichtigkeit zu sein scheinen [8].

Die Insulinsensitivitat, die wir nach dem von Matsuda und DeFronzo
vorgeschlagenen Index ISles; [32] berechneten, war bei Tragern des
Diabetesrisikoallels im TCF7L2 Gen nach Adjustierung an die Kovariaten Alter,
Geschlecht und BMI signifikant erhoht. Zu diesem Ergebnis waren Florez et al.
[16] 2006 auch gekommen und hatten es als Artefakt interpretiert. Jedoch
spricht die Tatsache, dass wir in unserer Kohorte ebenfalls zu diesem Ergebnis
gekommen sind, gegen einen zufalligen Befund. Die erhdhte Insulinsensitivitét
konnte ein Ausdruck eines Kompensationsmechanismus fiur die verminderte

Insulinsekretion sein.

4.3 TCF7L2-Polymorphismus im IVGTT

Eine Subpopulation von 210 Personen nahm an einer Kombination aus einem
intravendsen Glukosetoleranztest und euglykdmischen hyperinsulinamischen

Clamp teil.

Bei der Bestimmung der Insulinsekretion fanden wir jedoch im Gegensatz zum
OGTT keine signifikanten Unterschiede in der Insulinsekretion zwischen den
einzelnen Genotypen. Somit hatten wir einen deutlichen Unterschied in der
Insulinantwort auf orale, nicht jedoch auf die intraventse Verabreichung von
Glukose gefunden. Die verminderte Insulinsekretion bei Antwort auf die orale
Glukosebelastung lie3 uns zu der Uberlegung kommen, dass ein Mechanismus
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in der Regulation zwischen oraler Glukoseaufnahme und anschliel3ender

Insulinsekretion hierbei eine Rolle spielen muss.

Eine gro3e Rolle bei dieser Regulation spielen die Inkretine und der
Inkretineffekt, bei dem es in Anwesenheit von Glukose zu einer Steigerung der
Insulinsekretion kommt, und so kamen wir zu der Uberlegung, dass
Polymorphismen im TCF7L2-Gen einen Einfluss auf die Inkretin-vermittelte

Insulinsekretion nehmen mussen.

4.4 TCF7L2-Polymorphismus im hyperglykamischen Clam p

Wahrend des hyperglykdmischen Clamps mit intravenoser Glukosegabe fanden
wir ahnlich wie beim IVGTT keinen Unterschied in der Insulinsekretion zwischen
Tragern und Nicht-Tragern des Risikoallels im Polymorphismus rs7903146.
Dies bestatigte die Ergebnisse aus dem IVGTT und bestarkte uns in unserer
Vermutung des Einflusses des Polymorphismus auf die Inkretinwirkung, da
auch hier die Insulinsekretion nach intravendser Glukosegabe bestimmt worden

war und sich eben gerade kein Unterschied gezeigt hatte.

Um unserer Uberlegung nachzugehen, analysierten wir zusétzlich zur Glukose-
induzierten Insulinsekretion die Insulinsekretion im Anschluss an einen GLP-1-
Bolus mit anschlieRender GLP-1-Infusion, die wir an den klassischen

hyperglykédmischen Clamp anschlossen.

Nach dem GLP-1-Bolus zeigte sich sowohl die 1. Phase, als auch die
verlangerte, sogenannte 2. Phase der GLP-1l-induzierten Insulinsekretion bei

Tragern des Risikoallels im Polymorphismus rs7903146 signifikant erniedrigt.

Somit zeigt sich, dass die genetische Variation im TCF7L2 Gen nicht die
GLP-1-Sekretion, aber die GLP-1-Wirkstarke beeinflusst. Es ist also zu

vermuten, dass die Insulinsekretion bei den Polymorphismustradgern aufgrund
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einer GLP-1-Wirkschwédche auftritt. Diese Wirkschwache kann als

JInkretinresistenz* bezeichnet werden.

Im Anschluss an die Stimulation mit GLP-1 infundierten wir den Probanden
zusatzlich einen Arginin-Bolus. Arginin stellt eine maximale Herausforderung an
die Beta-Zellen und ihre Insulinsekretion dar und dient somit als
Surrogatparameter flr die Beta-Zellmasse. Hierbei kam es zu keinen
Unterschieden in der Insulinantwort zwischen Tragern und Nicht-Tragern des
Risikoallels im Polymorphismus rs7903146. Aus diesem Grund gehen wir
davon aus, dass die genetische Variation im TCF7L2-Gen keinen Einfluss auf
die maximale sekretorische Kapazitat der Beta-Zelle und somit der Beta-Zell-
Masse ausubt.

4.5 Grunde flr eine gestorte GLP-1-induzierte Insul  insekretion

Betrachteten wir die Insulinsekretion, die im Anschluss an die GLP-1-Infusion
stattfindet, so fanden wir eine Verringerung der Insulinsekretion bei Tragern des
Polymorphismus. Somit muss eine Stérung vorliegen, welche die Wirkung von
GLP-1 verringert, was in einer geringeren Insulinsekretion resultiert.
Moglicherweise fuhren die Polymorphismen im TCF7L2-Gen zu Veranderungen
in der GLP-1-Signalkette, sodass eine adaquate Insulinsekretion nicht mehr

stattfinden kann.

Die Storung konnte hierbei im TCF7L2-Rezeptor selbst liegen. Er spielt eine
entscheidende Rolle im entsprechenden WNT-Signalweg. WNT-Signalwege
findet man bei den verschiedensten Prozessen im menschlichen Korper. Die
WNT-Liganden umfassen eine grof3e Familie von sezernierten, hydrophoben
Glykoproteinen, die eine Vielzahl von Entwicklungsprozessen und Vorgangen
bei ausgereiften Zellen steuern. Indem die WNTs an verschiedene Rezeptoren
einzelner Zellen binden, starten sie intrazellulare Signalkaskaden, die wiederum

zu Veranderungen in der Transkription von Genen fihren [34].
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Diesen Signalweg benottigt man auch fur eine normale Entwicklung des
Pankreas und der Inselzellen und er ist aul3erdem entscheidend an der
Regulation der GLP-1-Expression und -Sekretion in den intestinalen L-Zellen

beteiligt.

Erst kirzlich wurde das TCF7L2-Gen im menschlichen Pankreas gefunden [49]
und somit konnten auch hier Veradnderungen im Transkriptionsfaktor die
Transkription der Gene, die an der Signalkette der Inkretine beteiligt sind,
spezifisch beeinflussen und zum Beispiel dazu flhren, dass es zu einer

Resistenz der pankreatischen Beta-Zellen auf GLP-1 kommt.

Da der WNT-Signalweg auch bei der GLP-1-Sekretion eine Rolle spielt, kbnnte
die Insulinsekretion ebenfalls Uber die enteroinsulédre Achse beeinflusst werden:
Die postprandiale Insulinsekretion wirde Uber eine Stérung in der

Signalkaskade beeinflusst werden.

Des Weiteren nimmt GLP-1 auch Anteil bei der Stimulation des Beta-Zell-
Wachstums und der Beta-Zell-Differenzierung. Shu et al [49] konnten 2008 in
einer Studie (ber TCF7L2 und die Regulation und das Uberleben der Beta-
Zellen zeigen, dass GLP-1 die Glukose-stimulierte Insulinsekretion bei Kontroll-
Zellen des Pankreas im Vergleich zu Zellen ohne TCF7L2 in weit hoherem
Malie ansteigen lasst. Dies unterstutzt unsere Hypothese, dass Veranderungen
im TCF7L2-Gen zu einem funktionellen Defekt des GLP-1-Signalweges in den
Beta-Zellen fuhrt.
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4.6 Schlussfolgerung

In unserer Studie mit einer siddeutschen Kohorte von 1110 Probanden konnten
wir den von Grant et al. beschriebenen Zusammenhang zwischen
Polymorphismen im TCF7L2-Gen und einer verminderten Insulinsekretion

bestatigen.

Bei den Polymorphismustragern fanden wir deutliche Unterschiede in der
GLP-1-induzierten Insulinsekretion. Die Daten sprechen fur eine reduzierte
Wirksamkeit von GLP-1 im Hinblick auf die Stimulation der Insulinsekretion in
den Beta-Zellen. Aus diesem Grund konnten Veranderungen im GLP-1-
Signalweg innerhalb der Beta-Zellen hierbei ebenfalls eine Rolle spielen und
der Zusammenhang zwischen Polymorphismen im TCF7L2-Gen und Diabetes
mellitus wird in den nachsten Jahren sicherlich noch genauer entschlisselt

werden.
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5 Zusammenfassung

Diabetes mellitus ist heutzutage eine Volkskrankheit und eine der wichtigsten
internistischen Erkrankungen tberhaupt. Weltweit wird nach den genetischen
Ursachen des Diabetes mellitus gesucht und in jingsten Studien konnte ein
Zusammenhang zwischen dem TCF7L2-Gen und Diabetes mellitus Typ 2
bestéatigt werden. Trager von Polymorphismen im TCF7L2-Gen zeigen eine
deutlich verminderte Insulinsekretion, wobei die gro3te Bedeutung dem

Polymorphismus rs7903146 zugeschrieben wird.

Wir untersuchten im Rahmen der TULIP-Studie (Tubinger Lebensstil
Interventions Programm) die Auswirkungen des Polymorphismus rs7903146 im
TCF7L2-Gen auf den Glukosestoffwechsel. Ein Kollektiv von 1110 Probanden
wurde genotypisiert, und wir bestimmten im Anschluss bei allen Teilnehmern
mit  Hilfe eines oralen Glukosetoleranztestes die Plasmaglukose,
Insulinsensitivitat und Insulinsekretion. Zusatzlich bestimmten wir bei 155
Personen der Gesamtkohorte die GLP-1-Sekretion. 210 Personen nahmen an
einem intravendsen Glukosetoleranztest (IVGTT) kombiniert mit einem
euglykédmischem hyperinsulinamischen Clamp und weitere 73 Personen an
einem modifizierten hyperglykdmischen Clamp mit einer zusatzlichen GLP-1-

Infusion und einem Arginin-Bolus teil.

In unseren Kohorten fanden wir die von anderen Studien beschriebenen Tréager
der Polymorphismen im TCF7L2-Gen in ungefahr gleicher Verteilung vor und

konnten den starken Einfluss auf die Insulinsekretion von rs7903146 bestatigen.

Im OGTT zeigte sich bei Tragern des Risikoallels eine verminderte
Glukosetoleranz sowie eine signifikante Reduktion des basalen Insulinspiegels.
Die Insulinsekretion gemessen als AUCcp/ AUCg, war bei homozygoten und

heterozygoten Tragern des Risikolallels (XT) signifikant erniedrigt.
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Bei Tragern des Risikoallels war die Insulinsensitivitat erhoht. Die GLP-1-
Konzentrationen zwischen den Tragern der einzelnen Genotypen unterschieden

sich wahrend des OGTT nicht signifikant voneinander.

Wahrend des IVGTT zeigte sich, dass die Glukose-induzierte Insulinsekretion
zwischen Risiko- und Nichtriskoalleltragern gleich war. Die Insulinsensitivitat
war ebenfalls gleich. Wahrend des hyperglykdmischen Clamps untersuchten wir
zunachst ebenfalls die erste und zweite Phase der Glukose-induzierten
Insulinsekretion. Auch hier fanden wir keinen signifikanten Unterschied in der
Insulinsekretion zwischen den Genotypen. Wir konnten jedoch zeigen, dass die
erste und zweite Phase der GLP-1-induzierten Insulinsekretion bei Tragern des
Risikoallels (XT) weniger stark ausgepragt ist. Wir fanden zudem, dass der
Polymorphismus rs7903146 keinen signifikanten Einfluss auf die Arginin-

induzierte maximale Insulinsekretion nimmt.

Wir konnten somit in unserer Studie zeigen, dass bei Tragern des Risikoallels
im Polymorphismus rs7903146 des TCF7L2-Gens nach oraler Gabe von
Glukose eine reduzierte, nach intravendser Gabe von Glukose aber keine
reduzierte Insulinsekretion besteht. Hingegen vermittelt die genetische Variation
im TCF7L2-Gen eine reduzierte GLP-1-induzierte Insulinsekretion und somit
eine GLP-1-Resistenz. Dies scheint eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der reduzierten Insulinsekretion und des Diabetes mellitus Typ 2

zu spielen.

Die weitere Erforschung dieses Gens wird in der Zukunft einen Teil dazu
beitragen, Diabetes mellitus Typ 2 mdglicherweise friher zu erkennen und

besser therapieren zu kdnnen.
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6.1 Abkurzungsverzeichnis

ANOVA Analysis of Variance

ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the curve

BMI Body-Mass-Index

BZ Blutzucker

ca* Kalzium-lonen

CAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat
CP C-Peptid

C-Peptid Connecting-Peptide

DNA Desoxyribonucleidacid
DPPIV Dipeptidylpeptidase-IV

et al. lateinisch: und andere

GIP Gastric Inhibitory Peptide
GIR Glukose-Infusions-Rate

Glk Glukose

GLP-1 Glukagon-like-Peptide 1
GLUT Glukose-Transport-Protein
IGT Impaired Glucose Tolerance
Ins Insulin
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ISI
1Slest
IVGTT
K+
KIR6.2
MIDD

MODY

MRNA

NaCl

NGT
OGTT
p
PCR
PPARY

SEM

SNP

TCF7L2

TULIP

TUF

Insulinsensitivitatsindex
Insulinsensitivitdt aus OGTT geschéatzt nach Matsuda

Intravenoser Glukosetoleranztest

Kalium-lonen

einwartsgleichrichtender Kaliumkanal 6.2

Maternal Inherited Diabetes with Deafness
Maturity Onset Diabetes of the Young

messenger-Ribonucleidacid
Natrium-Chlorid

Normal Glucose Tolerance

Oraler Glukosetoleranztest

p-Wert

Polymerase Chain Reaction

Peroxisomen Proliferator aktivierter Rezeptor Gamma

Standard Error of the Mean

Single Nucleotid Polymorphism

Transkriptionsfaktor-7-like-2
TUbinger Lebensstil Interventions Programm

Tubinger Familien Studie
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6.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, OGTT

Tabelle 2 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, GLP-1-Sekretion

Tabelle 3 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, IVGTT kombiniert mit
euglykédmischem hyperinsulinamischem Clamp

Tabelle 4 : Teilnehmercharakteristika rs7903146, modifizierter
hyperglyk&dmischer Clamp

Tabelle 5.1 : Ergebnisse des OGTT fir rs7903146

Tabelle 5.2 : Ergebnisse des OGTT mit zusatzlicher GLP-1 Messung fir
rs7903146

Tabelle 6 : Ergebnisse des IVGTT und euglykdmischen hyperinsulindmischen
Clamps fr rs7903146

Tabelle 7 : Ergebnisse des hyperglykdmischen Clamps fir rs7903146
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6.3 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1 : Glukosetoleranz, OGTT
Abbildung 1.2 : Plasmaglukose, OGTT
Abbildung 1.3 : Plasmainsulin, OGTT
Abbildung 1.4 : Insulinsekretion, OGTT
Abbildung 1.5 : Insulinsensitivitat, OGTT

Abbildung 1.6 : GLP-1-Konzentration, OGTT

Abbildung 2.1 : Insulinsekretion und Glukosekonzentration,
Hyperglykamischer Clamp, rs7903146

Abbildung 2.2 : Insulinsekretion 15. — 120. Minute, Hyperglykamischer Clamp,
rs7903146

Abbildung 2.3 : Insulinsekretion 120. - 200. Minute, Hyperglykéamischer Clamp,
rs7903146
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