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1) Einleitung

Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) ist eine Erkrankung mit weltweit wachsender Bedeutung. Schon
heute sind ca. 255 Millionen Menschen weltweit an Typ 2 Diabetes erkrankt, und man rechnet mit
einem weiteren Anstieg auf 439 Millionen im Jahr 2030 (1). Dies wiirde bedeuten, dass 7,7% der 20-
79jdhrigen an T2DM erkrankt wéren. Dieser Anstieg ist begriindet durch eine generell hohere
Lebenserwartung und Urbanisierung der Gesellschaft mit entsprechenden Verdnderungen des
Lebensstils (2).

Hinsichtlich der Genese des T2DM sind hierfir neben genetisch determinierten Faktoren v. a.
Lebensstilverdnderungen und im Besonderen die weltweite Zunahme der Adipositas als Ursache
anzusehen. Dabei gilt insbesondere die Adipositas als wesentlicher Risikofaktor des Typ 2 Diabetes.
Interessanterweise entwickelt allerdings ein groRer Anteil der Ubergewichtigen Menschen keine
Folgeerkrankungen. Vor diesem Hintergrund ist es von zentraler Bedeutung, Patienten mit einem
hohen Erkrankungsrisiko frihzeitig erkennen zu kénnen. Von wesentlichem Interesse ist daher die
Identifizierung von Biomarkern, die einen pradiktiven Wert hinsichtlich der Genese des Typ 2

Diabetes oder der Entwicklung von kardiovaskularen Erkrankungen besitzen.

An erster Stelle stehen die Marker des Glucosestoffwechsels bzw. die Laborparameter, tber die der
Typ 2 Diabetes mellitus bzw. eine gestorte Glucosetoleranz definiert wird. Diagnostiziert wird der
Diabetes mellitus nach den aktuellen Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft 2010
laborchemisch durch Messung der Blutglucose oder des glykierten Hamoglobins (HbAlc). Als
Diagnosekriterien der DDG gelten ein HbAlc > 6,5 % (= 48 mmol/mol), ein Gelegenheits-
Plasmaglucosewert von > 200 mg/dl (= 11,1 mmol/ 1), eine Niichtern-Plasmaglucose von > 126 mg/dl
(> 7,0 mmol/l) oder ein oraler Glucosetoleranztest (OGTT)-2-h-Wert im vendsen Plasma > 200
mg/dl (>11,1 mmol/l). Als Vorstufe des Diabetes mellitus Typ 2 bzw. als Pre-Diabetes gelten eine
abnorme Nichternglucose IFG (impaired fasting glucose, ,,abnorme Nuchternglucose®) fir den
Bereich der Nuchternglucose von 100-125 mg/dl (5,6 mmol — 6,9 mmol/l) im vendsen Plasma und
eine gestorte Glucosetoleranz IGT (impaired glucose tolerance) fir eine 2-h-Plasmaglucose im OGTT
im Bereich 140-199 mg/dl (7,8-11,0 mmol/l) bei Nichtern-Glucosewerten < 126 mg/dl (<7,0
mmol/l). Hiervon geringfugig abweichend sind die Diagnosekriterien der Amerikanischen Diabetes
Gesellschaft ADA (3). Bis vor kurzem waren nur die Niichternglucose und der 2h Wert im OGTT als
Diagnosekriterien des T2DM zugelassen. Gegen den HbAlc als Marker sprachen u.a. die
ungeniigende Verfiigbarkeit, fehlende internationale Standardisierung und die Variabilitat durch Hb-
Anomalien und Erthyroztenkonzentrat-Transfusionen (4). Trotzdem ist die Assoziation des HbAlc mit
mikro- und makrovaskuldren Komplikationen des T2DM hoch und bietet zudem weitere praktische
Vorteile, wie z.B. das Verzichten auf eine Nuchternblutabnahme oder die fehlenden Schwankungen
durch Kkurzfristige Lebensstilverdanderungen. Durch eine bessere weltweite Verfiigbarkeit und

gleichzeitig durch die internationale Standardisierung der MelSmethode konnte der HbAlc-Wert als
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Diagnosekriterium etabliert werden (5). Es ist jedoch anzumerken, dass die Grenzwerte fir
Glucosewerte und den HbAlc einer andauernden Diskussion unterliegen, da ein linearer
Zusammenhang zwischen Verénderungen des Blutzuckers und dem kardiovaskuldren Risiko diskutiert
wird als Gegensatz zu einem definierten Grenzwert (6). Die eben beschriebenen Grenzwerte wurden
gewadhlt, um v.a. Personen mit einem hohen Risiko fur mikrovaskuldre Komplikationen wie
diabetische Retinopathie und Nephropathie zu identifizieren (7). Zudem zeigen Longitudinalstudien
mit Diabetespatienten und auch Personen ohne Typ 2 Diabetes, dass das kardiovaskulédre Risiko bzw.

das Risiko eines kardiovaskuldren Ereignisses mit ansteigenden Glucosewerten erhoht ist (8-10).

Neben diesen genannten etablierten Markern, die vor allem fir die Diagnostik und Therapie von
Diabetespatienten im klinischen Alltag wichtig sind, gibt es verschiedene Ansatze, zusatzliche
Biomarker zu identifizieren, die eine frihzeitige Risikoabschatzung des individuellen Patienten
ermoéglichen. Ein Biomarker ist ein ,,Charakteristikum, welches objektiv quantifiziert werden kann
und als ein Indikator dient fir einen normalen biologischen Prozess, einen pathophysiologischen
Prozess oder eine Antwort auf eine therapeutische Intervention.“ (National Institute of Health). Auf

Proteinebene stehen derzeit vor allem inflammatorische Marker und so genannte Adipokine im Focus.

Neben inflammatorischen Parametern wie Interleukinen oder C-reaktives Protein, scheinen Adipokine
bzw. Adipozytokine eine wesentliche Rolle bei der Genese und dem Verlauf des T2DM zu spielen
(11). Langst ist bekannt, dass Adipozyten nicht nur der Speicherung von Fett dienen, sondern
unterschiedliche Hormone synthetisieren, die wiederum vielféltige Wirkungen auf den Stoffwechsel
haben kdnnen. Diese werden als Adipozytokine bezeichnet und greifen nicht nur im Fettgewebe,
sondern im ganzen Organismus auf vielféltige Weise in den Stoffwechsel ein. Ein Adipozytokin mit
protektiven Eigenschaften hinsichtlich der Entstehung des T2DM oder auch der Adipositas und der
KHK ist Adiponectin (12-14). Adiponectin besteht aus einer globuldren Doméne am
carboxyterminalen und einer kollagendhnlichen Doméne am aminoterminalen Ende. Im Plasma liegt
es als Trimer, Hexamer oder als hochmolekulares Oligomer vor, wobei die einzelnen Multimere
unterschiedliche intrazellulare Signalwege aktivieren kdnnen und somit auch unterschiedliche Effekte

auf den Stoffwechsel austiben konnen.

Ein weiteres Adipozytokin, welches mit der Genese des T2DM assoziiert erscheint, ist das Retinol-
bindende Protein 4 (RBP4), welches ursprunglich bekannt wurde als verantwortlich fur den Transport
von Vitamin A im Plasma. Mit einem Molekulargewicht von 21 kD ist RBP4 ein kleines Protein, das
in einem Komplex mit Transthyretin vorliegt. Yang et al. beschrieben dann eine neue Funktion des
RBP4 als ein Protein mit Einfliissen auf den Glucosestoffwechsels sowie der Insulinsensitivitat bzw.
Insulinresistenz (15). Es zeigte sich, dass eine Erhdhung der RBP4 Spiegel eine systemische
Insulinresistenz auslost, wahrend eine Absenkung von RBP4 im Serum die Aktivitat von Insulin
erhoht. Bei Probanden mit Adipositas, gestorter Glucosetoleranz oder Typ-2-Diabetes als auch bei

nicht adipdsen Gesunden mit Typ-2-Diabetes in der Familienanamnese korrelieren die RBP4-
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Konzentrationen mit dem Ausmal der Insulinresistenz. Erhohte RBP4-Spiegel waren mit einem
erhéhten BMI und Taille/Hufte-Verhaltnis, einem héherem Blutdruck, erhdhten Triglyzeridwerten und

niedrigeren HDL-Spiegeln assoziiert(16).

Ein ebenfalls mit der Genese des T2DM und Veranderungen des Lipidstoffwechsels assoziiertes
Protein ist der erst seit kurzem bekannte Fibroblast Growth Faktor 21 (FGF-21) (17). FGF-21 wird in
der Leber, v.a. in Phasen des Fastens, synthetisiert und entfaltet seine Wirkung sowohl in der Leber als
auch im Fettgewebe (18). Dazu benétigt FGF-21 den FGF-Rezeptor sowie ein Adaptermolekil
namens B-Klotho (19). Die bisher vorliegenden Daten aus Tier-, Zellkulturexperimenten und humanen
Studien zu FGF-21 zeigen ein teilweise widerspriichliches Bild beziglich der Interaktion mit dem
Glucose- und Lipidstoffwechsel. Wahrend v.a. in Tierexperimenten FGF-21 eher antidiabetogene
Eigenschaften zugesprochen werden, erscheinen in humanen Studien erhdhte FGF-21Spiegel mit einer
erhdhten Insulinresistenz, einer gestorten Glucosetoleranz und einer Hypertriglyzeridamie
einherzugehen (17;20-22).

Bei der Identifizierung von Biomarkern spielt nicht nur deren Pradiktion des Glucosestoffwechsels
eine Rolle, sondern auch deren Bedeutung fir das kardiovaskulédre Risiko. Winschenswert sind hierzu
Endpunktstudien, die Mortalitat und kardiovaskuldre Ereignisse erfassen. Diese sind jedoch nur
mdoglich mit entsprechend grofien Studienpopulationen. Ein Ausweg stellt die Bestimmung der Intima
Media Dicke (IMT) als kardiovaskularem Surrogatparameter dar. In der ,,Kuopio Ischemic Heart
Disease” (KIHD) Studie wurde Uber einen Beobachtungszeitraum von 2,5 Jahren bei 1288 Méannern
beobachtet, dass eine IMT > 1 mm mit einem 2,2 fach erhéhtem Risiko bzgl. eines Myokardinfarktes
einhergeht (23). Ebenso konnte die ,,Atherosclerosis Risk in Communities Study” (ARIC) in 15792
Personen im Alter zwischen 45-65 Jahren (ber einen Beobachtungszeitraum von 4-7 Jahren zeigen,
dass pro 0,19 mm Unterschied in der IMT der Arteria carotis communis das Risiko einer Herz-
Kreislauferkrankung bei Méannern um 1,13 steigt (24). Lorenz et al. konnten in einem Review unter
der Bertcksichtigung von 8 Studien und 37197 Probanden zeigen, dass die Zunahme der IMT der
ACC um 0,1 mm das Risiko eines Myokardinfarktes um 10-15% und eines cerebralen Insultes um 13-
18% erhoht (25). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die IMT der Arteria carotis communis unter
Beruicksichtigung aller traditionellen Risikofaktoren den stérksten Pradiktor kardiovaskulérer
Ereignisse darstellt. Dieses gilt besonders auch bei Personen mit T2DM (26). Diese Ergebnisse
mussen jedoch zwei wesentliche Punkte berlcksichtigen: zum einen die allgemeine Schwéche von
Surrogatparametern und zum anderen die genaue Standardisierung der praktischen Durchfiihrung der
IMT Messungen (27-30).

Zusammenfassend ist die Bedeutung von Biomarkern hinsichtlich der Genese des T2DM und des
kardiovaskuldren Risikos ein wesentlicher Bestandteil der aktuellen Forschung und stellen einen
wesentlichen Schwerpunkt der hier préasentierten wissenschaftlichen Arbeit dar. In der hier

vorgestellten Auswahl an wissenschaftlichen Arbeiten werden diese Themen erarbeitet und diskutiert.
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Im Besonderen sollen u.a. die Fragen erdrtert werden, welcher Zusammenhang zwischen Adiponectin
Oligomeren und dem Glucose- und Fettstoffwechsel besteht. Beziiglich der Genese des T2DM und des
Metabolischen Syndroms wird die prospektive Bedeutung von FGF-21 untersucht. Weiterhin soll die
Beziehung zwischen Markern des Glucosestoffwechsels, RBP4 und dem kardiovaskuldren Risiko

dargestellt werden.



2) Eigene Arbeiten
a) Verénderungen von Adiponectin Oligomeren durch moderate Gewichtsreduktion

Adiponectin gehort zur Gruppe der Adipozytokine und ist sowohl an der Regulation sowohl des Lipid-
als auch des Glucosestoffwechsels beteiligt. Adiponectin zirkuliert im Serum in verschieden grofien
Oligomeren, einer niedrigmolekularen (LMW), mittelmolekularen (MMW) und einer
hochmolekularen Form (HMW). Diese Oligomere besitzen unterschiedliche biologische Funktionen
bzw. sind mit unterschiedlichen metabolischen Eigenschaften assoziiert. In dieser Arbeit wurde der
Einfluss einer Gewichtsreduktion auf die Verteilung der Adiponectin Oligomere und ihrer Funktionen

untersucht.

17 Ubergewichtige Probanden (15 Frauen und 2 Manner) nahmen an einem 6 monatigen
Gewichtsreduktionskurs teil. Die Teilnehmer wurden vor und nach der Intervention anthropometrisch
und laborparametrisch charakterisiert. Zur Bestimmung der Insulinsensititvitdt wurden
hyperinsulindmische euglyk&dmische Clamps durchgefiihrt. Gesamt-Adiponectin wurde per ELISA
bestimmt und die Adiponectin Oligomere durch einen nicht-denaturierenden Westernblot quantifiziert.
Somit ergab sich fir die Oligomere zunéchst eine relative Verteilung, die dann in absolute Werte
umgerechnet werden konnte. Die Probanden nahmen im beobachteten Zeitraum von 35,1+1,2 auf
32,8+1,1 kg/m? (p < 0,001) ab. Hinsichtlich Lipid- und Glucosestoffwechsel zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen. So zeigten sich zwar Verbesserungen der Cholesterinparameter und der
Insulinsensitivitit, jedoch verfehlten diese knapp das Signifikanzniveau von p=0,05. Gesamt-
Adiponectin stieg von 5,3+0,5 auf 6,1+0,6 pg/ml (p=0,076) an. Die hochmolekulare Form (HMW)
und die mittelmolekulare Form (MMW) stiegen signifikant an (HMW: 0,37+0,07 auf 0,440,08 pg/ml,
p = 0,042; MMW: 2,3+0,2 auf 2,9+0,3 pg/ml, p = 0,007), wéhrend die niedrigmolekulare Form sich
nicht signifikant verdnderte. Das Korpergewicht korrelierte invers mit HMW (r = -0,695, p = 0,002)
und positiv mit LMW (r = 0,579, p = 0,015). Interessanterweise Kkorrelierten HMW und HDL-
Cholesterin stark miteinander. HMW und freie Fettsduren vor der Gewichtsabnahme sagten ca. 60%

der HDL Veranderungen durch die Intervention voraus.

Zusammenfassend flihrt eine moderate Gewichtsreduktion zu einer relativen Zunahme der
HMW/MMW-Fraktion und zu einer Reduktion des LMW-Adiponectin. Zudem scheint sowohl das
Gesamt-Adiponectin als auch das HMW-Adiponectin mit dem zirkulierenden HDL-Cholesterin
assoziiert zu sein. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Adiponectin Oligomere unterschiedliche

biologische Funktionen besitzen und eher mit dem Lipid- als dem Glucosestoffwechsel assoziiert sind.

(Literatur: Changes of adiponectin oligomer composition by moderate weight reduction. Bobbert T,
Rochlitz H, Wegewitz U, Akpulat S, Mai K, Weickert MO, Mohlig M, Pfeiffer AF, Spranger J.
Diabetes. 2005 Sep;54(9):2712-9.)



b) Metabolische Einflussfaktoren des zirkulierenden Gesamt-Adiponectin und der Adiponectin

Oligomere

Ubergewicht und Insulinresistenz sind assoziiert mit niedrigen Adiponectinspiegeln. Dabei wird
Adiponectin nahezu exklusiv im weilRen Fettgewebe exprimiert. Die Mechanismen dieses Paradoxon
sind nicht eindeutig geklart. AuRerdem ist Ubergewicht mit einer Hyperlipidamie assoziiert und die
Effekte von freien Fettsauren (FFA) und Triglyzeriden (TG) auf die Adiponectinspiegel sind bisher

nicht untersucht.

In dieser Arbeit wurde der Effekt einer euglykdamischen Hyperinsulindmie auf Adiponcetin Oligomere
bei 23 gesunden Probanden untersucht. In einer Subgruppe von 11 Méannern wurden zudem FFA und
TG durch eine Lipidinfusion (+ Heparin) tiber 120 min erhéht. Gesamt-Adiponectin wurde per ELISA

bestimmt und die Adiponectin Oligomere durch einen nicht-denaturierenden Westernblot.

Eine akute Hyperinsulindmie resultierte in einer signifikanten Reduktion des Gesamt-Adiponectins
von 8,74+1,01 auf 7,74 +0,98 pg/ml (p = 0,004). Hochmolekulares (HMW) Adiponectin verdnderte
sich nicht (0,80+0,12 auf 0,81+0,14 pg/ml; p = 0,887), jedoch nahmen die mittelmolekularen
Adiponctinoligomere (MMW) von 4,30+0,51 auf 3,78+0,48 pg/ml (p = 0,003) und die
niedermolekularen Adiponctinoligomere (LMW) von 3,63+0,42 auf 3,15+0,46 pg/ml (p = 0,04) ab.
Interessanterweise reduzierte eine Lipid-/Heparininfusion auch die Gesamt-Adiponectinspiegel (p =
0,001), wobei dies vor allem ein Resultat der reduzierten MMW Adiponectinspiegel (p < 0,001) war
und die HMW und LMW Oligomere sich nicht signifikant verénderten.

Diese Daten weisen darauf hin, dass sowohl eine akute Hyperinsulindmie als auch eine
Hyperlipiddmie zu einer Reduzierung der Adiponectinspiegel fihren, wobei hierbei vor allem MMW
und LMW bzw. nur MMW reduziert werden. Dieses Ergebnis zeigt zum einen erneut die differentielle
Regulation der Adiponectin Oligomere und zum anderen eine mdgliche pathophysiologische
Erklarung der erniedrigten Adiponectinspiegel im Rahmen von Ubergewicht bzw. Adipositas.

(Literatur: Acute hyperinsulinaemia and hyperlipidaemia modify circulating adiponectin and its
oligomers.Bobbert T, Weicht J, Mai K, Maéhlig M, Pfeiffer AF, Spranger J. Clin Endocrinol (Oxf).
2009 Oct;71(4):507-11.)



c) Glykiertes Hamoglobin ist assoziiert mit der Intima Media Dicke in Personen mit normaler

Glucosetoleranz

Der orale Glucosetoleranztest (OGTT) stellte lange Zeit das wesentliche Diagnosekriterium fiir den
Diabetes mellitus Typ 2 dar. Im Besonderen wurden der Nuchternglucosewert und der 2h Wert hierzu
verwendet. Jedoch auch der 1h Wert wird als diagnostisches Kriterium diskutiert. In dieser Arbeit
werden verschieden Werte des OGTT und der HbAlc mit der Intima Media Dicke (IMT) der Arteria

carotis communis, die ein Ausdruck des kardiovaskularen Risikos darstellt, assoziiert.

In diese Studie wurden 1219 nichtdiabetischen Probanden (851 Frauen, 368 Manner; 558 Personen mit
normalen Glucosestoffwechsel und 661 Personen mit gestorter Nichternglucose oder gestorter
Glucosetoleranz) eingeschlossen. Die IMT wurde beidseits an 3 Stellen der posterioren Arterienwand
der A. carotis Communis (IMT acc) und im Bulbus (IMTgypus) bestimmt. Parameter des OGTT und der
HbAlc wurden mit der IMT in Beziehung gesetzt unter Beriicksichtigung weiterer kardiovaskularer
Risikofaktoren  (Alter, Geschlecht, Bauchumfang, Rauchen, systolischer Blutdruck und
HDL/Gesamtcholesterin Verhéltnis).

Der 1h Wert im OGTT und der HbAlc korrelieren mit der IMT in Personen ohne Typ 2 Diabetes,
nicht jedoch die Nichternglucose und der 2h Wert. Wird jedoch fiir weitere kardiovaskulére
Risikofaktoren adjustiert (Alter, Geschlecht, Bauchumfang, Rauchen, systolischer Blutdruck und
HDL/Gesamtcholesterin Verhaltnis), ist nur noch der HbAlc mit der IMT signifikant assoziiert und
erklart ca. 4,4% der IMT Variabilitit. VVergleichbare Resultate finden sich bei Personen mit gestorter

Nichternglucose bzw. gestorter Glucosetoleranz.

HbALc besitzt im Vergleich zu anderen Parametern des Glucosestoffwechsels die starkste Assoziation
zur IMT bei Personen ohne Typ 2 Diabetes mellitus. Dies unterstutzt die These, dass eine
blutzuckersenkende Therapie auch im nichtdiabetischen Bereich eine positive Wirkung auf das

kardiovaskulare Risiko besitzt.

(Literatur: A1C is associated with intima-media thickness in individuals with normal glucose
tolerance. Bobbert T, Mai K, Fischer-Rosinsky A, Pfeiffer AF, Spranger J. Diabetes Care. 2010
Jan;33(1):203-4.)



d) Beziehung zwischen Retinol, Retinol-binding Protein 4, Transthyretin und der Intima media Dicke

Retinol (Vitamin A) wird im humanen Serum in einem Komplex aus Retinol-binding Protein 4
(RBP4) und Transthyretin (TTR) transportiert. Retinol und RBP4 sind mit verschiedenen
kardiovaskuldren Risikofaktoren, wie z.B. Insulinresistenz, assoziiert, wobei bisher nicht die

komplexe Verbindung der einzelnen Komponenten bericksichtigt wurde.

In 96 Probanden wurde neben anthropometrischen Parametern und Laborparametern auch Retinol,
RBP4 und TTR bestimmt. RBP4 und TTR wurden mit einem nichtkommerziellen ELISA und Retinol
mittels rpHPLC (reverse phase high performance liquid chromatography) bestimmt. Die IMT wurde

beidseits an 3 Stellen der posterioren Arterienwand der A. carotis communis (IMT) bestimmt.

Die IMT korrelierte mit RBP4 (r = 0,335, p < 0,001), Retinol (r = -0,241, p = 0,043), RBP4/TTR
Verhdltnis (r = 0,254, p = 0,025) und Retinol/RBP4 Verhdltnis (r = -0,549, p < 0,001). Die
Adjustierung fur Alter, Geschlecht, BMI, Blutdruck, HDL/Gesamt Cholesterin Verhaltnis,
Triglyceride, Diabetes mellitus und Rauchen zeigte, dass nur das Retinol/RBP4 Verhaltnis signifikant
unabhéngig mit der IMT assoziiert ist.

Diese Daten unterstiitzen die These, dass der Transportkomplex des Vitamin A mit der IMT assoziiert
ist. Veranderungen der RBP4 Sattigung mit Retinol konnten daher das Bindeglied zwischen

Nierendysfunktion oder Insulinresistenz und Arteriosklerose darstellen.

(Literatur: Relation between retinol, retinol-binding protein 4, transthyretin and carotid intima media
thickness. Bobbert T, Raila J, Schwarz F, Mai K, Henze A, Pfeiffer AF, Schweigert FJ, Spranger J
Atherosclerosis. 2010 Dec;213(2):549-51.)



e) FGF-21 und Pradiktion von Typ 2 Diabetes mellitus und Metabolischem Syndrom

FGF-21 ist ein Hepatokin, welches multiple Effekte auf den Glucose- und Fettstoffwechsel besitzt.
Das Ziel der Studie ist es, den pradiktiven Wert von FGF-21 auf die Inzidenz des T2DM und des

Metabolischen Syndroms zu bestimmen.

Hierzu wurde eine Follow-up Untersuchung der Studie: ,,Metabolisches-Syndrom-Berlin-Potsdam*
(MesyBepo) mit aktuell ca. 2000 Teilnehmern initiiert. 440 Teilnehmer der MeSyBepo-Studie, deren
Studienteilnahme mindestens 3 Jahre zurlicklag, wurden in der Follow-up Untersuchung erneut
untersucht.  Ein  wesentliches  Ausschlusskriterium  bestand in  der Teilnahme an
Gewichtsreduktionskursen, da diese den Gewichtsverlauf bzw. auch Therapieverlauf wesentlich
beeinflussen kdnnen. Das Untersuchungsprogramm in der Follow-up Untersuchung war identisch zu
dem der Baseline-Untersuchung und umfasste u.a. neben einer Phéanotypisierung einen oralen
Glucosetoleranztest. FGF-21 wurde in der Nichternblutabnahme der Baseline Untersuchung mit
einem kommerziell erhdltlichen ELISA (R&D Systems, Minneapolis, US) bestimmt. Es erfolgte eine
prospektive Auswertung dieser Probanden hinsichtlich der Inzidenz eines T2DM, eines metabolischen
Syndroms nach WHO-Kriterien und eines gestdrten Glucosestoffwechsels (IFG: gestorte

Nichternglucose, IGT: gestorte Glucosetoleranz und T2DM)

Die mittlere Follow-up Zeit betrug 5,30 £ 0,1 Jahre. 54 Personen entwickelten ein Metabolisches
Syndrom, 35 Personen entwickelten einen T2DM und 69 Teilnehmer mit initial unauffélligem
Glucosestoffwechsel entwickelten einen gestorten Glucosestoffwechsel (IFG, IGT oder T2DM). FGF-
21 hatte einen pradiktiven Einfluss auf die Inzidenz des metabolischen Syndroms (InFGF-21 OR 2,6
95 % CI 1,5 - 4,5; p = 0,001), T2DM (InFGF-21 OR 2,4 95 % CI 1,2 — 4,7; p = 0,01) und die
Progression zum gestorten Glucosestoffwechsel (INFGF-21 OR 2,2 95 % CI 1,3 — 3,6; p = 0,002)
nach der Adjustierung fir Alter, Geschlecht, BMI und Follow-up Zeit. Eine zusétzliche Adjustierung
fir WHR, systolischen Blutdruck, HDL Cholesterin, Triglyzeride und Nuchternglucose fiihrte zu

keinen essentiellen Verdanderungen an dem pradiktiven Einfluss von FGF-21.

FGF-21 ist somit ein unabhangiger Risikofaktor fir das metabolische Syndrom und des T2DM. Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten darauf hinweisen, dass eine FGF-21 Resistenz der Entstehung des

metabolischen Syndroms und des T2DM vorausgehen.

(Literatur: Fibroblast growth factor 21 predicts the metabolic syndrome and type 2 diabetes in
Caucasians. Bobbert T, Schwarz F, Fischer-Rosinsky A, Pfeiffer AF, Mohlig M, Mai K, Spranger J.
Diabetes Care. 2013 Jan;36(1):145-9.)



3) Diskussion

Die Verbesserungen in der Pradiktion des Typ 2 Diabetes (T2DM) und kardiovaskularer
Erkrankungen stellen einen wesentlichen Punkt in der Identifizierung von Hochrisikopatienten dar, um
rechtzeitig praventive therapeutische MalBnahmen ergreifen zu konnen. Beide Erkrankungen
iiberschneiden sich beziglich ihrer Atiologie und ihres Pathomechanismus. Wesentlich Prédiktoren
beider Erkrankungen sind Alter, Geschlecht, anthropometrische und metabolische Variablen, sowie

soziodkonomischen Faktoren und der recht weit fassbare Begriff des Lebensstils.

Ein wesentlicher Pradiktor fur die Genese des T2DM und auch von kardiovaskuldren Erkrankungen
bzw. von Arteriosklerose sind Glucosewerte (31-34). Hierbei haben sich vor allem die Werte der
Nichternglucose und der zwei Stunden Wert im OGTT durchgesetzt und diese dienen auch zur
Definition des T2DM (3). Ein weiterer Pradiktor, der ebenfalls den Glucosestoffwechsel représentiert,
ist der HbAlc, der lange nur als Verlaufsparameter diente und erst seit kurzem als Diagnosekriterium
etabliert wurde (35;36). Die Grenzwerte der jeweiligen Parameter unterliegen einer standigen
Veranderung, die durch aktuelle Studien getragen wird, da physiologische und pathologische Werten
oftmals flieBend und nicht scharf voneinander abzugrenzen sind und nicht selten ein linearer
Zusammenhang zwischen den Parametern und dem kardiovaskuldarem Risiko besteht (37-39). So
induziert Glucose selbst einen atherogenen ProzeR , z.B. durch erhdhten oxidativen Stress,
nichtenzymatischer Glykierung von LDL, anderen Apolipoporteinen oder anderen Faktoren, die die
GefalBwand beeintrachtigen (40-42). Zudem haben gering erhéhte Glucosewerte eine positive
pradiktive Aussagekraft ber den zukinftigen Anstieg dieser Werte und/oder der Entwicklung einer
gestorten Glucosetoleranz oder eines Diabetes mellitus. AuBerdem kodnnen leicht erhohte
Glucosewerte mit anderen pathologischen Konditionen wie einer Hyperinsulinamie, Bluthochdruck,
Hypertriglyceridamie oder viszeraler Adipositas assoziiert sein, die ebenfalls kardiovaskulare
Risikofaktoren darstellen. Davon abgesehen sind die Ursachen fir erhohte Glucosewerte und
kardiovaskulére Erkrankungen haufig die gleichen, wie z.B. genetische Faktoren, niedriges
Geburtsgewicht und multiple Umweltfaktoren. Somit besteht ein enger Zusammenhang in der Genese

bzw. im Verlauf von kardiovaskuldren Erkrankungen und dem T2DM.

Wir konnten zeigen, dass auch bei Personen ohne T2DM der 1h Wert im OGTT und der HbAlc am
besten mit der IMT der Arteria carotis communis, als Ausdruck des kardiovaskularen Risikos,
korrelieren (43). Dies zeigte sich sowohl fir Personen ohne als auch solchen mit gestorter
Glucosetoleranz und legte die Vermutung nahe, dass ein linearer Zusammenhang zwischen
Parametern des Glucosestoffwechsels und des kardiovaskularen Risikos besteht und ein Grenzwert zur
Definition des T2DM in dieser Hinsicht nur einen beschreibenden Charakter besitzt. Zudem konnten
wir zeigen, dass bezuglich der géngigen Parameter der HbAlc die starkste Assoziation mit dem
kardiovaskularen Risiko besitzt, wenn fiir weitere géngige kardiovaskuldre Risikofaktoren adjustiert

wird und somit eine Kontrolle des Glucosestoffwechsels wohl auch im definierten gesunden Bereich
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einen Einfluss auf die IMT bzw. das kardiovaskulare Risiko besitzt. Dies ist ein weiterer Hinweis
dafiir, dass konkrete Grenzwerte fir die Diagnostik des T2DM zwar eine Vereinfachung, aber nicht
unbedingt die pathophysiologische Realitdt und das damit verbundene kardiovaskuldre Risiko

darstellen.

Einen kurzlich entdeckten kardiovaskuldren Risikofaktor stellt das Retinol bindende Protein 4 (RBP4)
dar, da Studien einen Zusammenhang zwischen RBP4, Insulinresistenz, T2DM und Arteriosklerose
zeigen konnten (15;16). Das RBP4 ist ein viszerales Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 21
kDa und wird vornehmlich in der Leber und in Adipozyten synthetisiert. Die Datenlage beziglich
RBP4 und IMT als Marker kardiovaskuldrem Risikos ist dagegen uneinheitlich (44;45). Diese Studien
beriicksichtigen nicht die komplexe Interaktion des Vitamin A (Retinol) Transportes im humanen
Kreislauf. In den Leberzellen gespeichertes Retinol gelangt dann in das Endoplasmatische Retikulum
der Hepatocyten und bildet dort einen Komplex mit RBP4, wodurch anschlieBend der Transport des
hydrophoben Retinols im wassrigen Milieu des Blutes ermdglicht wird. An diesen Komplex bindet
noch das Transthyretin (TTR), was zu einer Erhéhung des Molekulargewichtes des Retinol-RBP4-
TTR Komplexes fihrt, so dass eine friihzeitige renale Eliminierung des RBP4 und des Retinols
verhindert wird (46). Dieser Komplex wird tber den Golgi-Apparat in das Blut ausgeschleust und
gelangt tber die Zirkulation zu den Zielzellen des Retinols. Dort wird Retinol aufgenommen und der
verbliebene Komplex aus RBP4 und TTR 16st sich aufgrund der nun nicht mehr vorhandenen Affinitat
von RBP4 und TTR auf. Wahrend TTR im Blut verbleibt und fiir weitere Transportvorgénge zur
Verfligung steht, wird das freie RBP4 durch sein geringes Molekulargewicht in den Glomeruli der
Nieren filtriert. In den proximalen Tubuli wird RBP4 Uber Megalin-vermittelte Endocytose in die

proximalen Nierenzellen aufgenommen und weiter abgebaut.

In unserer Arbeit konnten wir einen inversen Zusammenhang zwischen Retinol und der IMT zeigen,
der den Zusammenhang zwischen Vitamin A und Arteriosklerose bestatigt (47). Zudem konnten wir
zeigen, dass vor allem das Verhdltnis von Retinol/RBP4 mit IMT assoziiert war, auch nach der
Adjustierung fur weitere kardiovaskuldre Risikofaktoren. Dies konnte darauf hindeuten, dass das
retinolfreie RBP4 (apo-RBP4) einen wesentlichen Einfluss auf die Genese der Arteriosklerose besitzt.

Fir ein erst kirzlich entdecktes Hepatokin, der Fibroblast Growth Factor — 21 (FGF-21), konnte in
Querschnittsstudien ein positiver linearer Zusammenhang zu Ubergewicht, T2DM und dem
Metabolischen Syndrom gezeigt werden (22;48). Trotz dieser epidemiologischen Korrelation sind die
pathophysiologischen Effekte von FGF-21 auf den Glucose- und Fettstoffwechsel nicht gut
verstanden. Im Besonderen konnte zunéchst in Tier- und Zellexperimenten ein Glucose senkender
Effekt bzw. eine Verbesserung des Fettstoffwechsels beobachtet werden. In Mausexperimenten konnte
die FGF-21 Expression in der Leber durch den Transkriptionsfaktor Peroxisome Proliferator-activated
Receptor o (PPARa) kontrolliert werden, welcher u.a. durch Fasten aktiviert wird (18;49).

Interessanterweise kann die FGF-21 Expression in 3T3-L1 Zellen durch die Aktivierung von PPARy
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induziert werden und somit wie Rosiglitazone zu einer vermehrten GLUT1 Expression fuhren (17;50).
FGF-21 mRNA Expression in der Leber und im Fettgewebe kann allerdings auch durch eine Fettdiat
bzw. in Mausen mit genetisch induziertem Ubergewicht gesteigert werden. Stimulation von 3T3-L1
Zellen mit FGF-21 fuhrt zu erhéhten Glycerinspiegeln als Marker einer gesteigerten Lipolyse, wobei
in kultivierten humanen Fettzellen FGF-21 einen inhibitorischen Effekt auf die Lipolyse zeigt (18;51).
Positive metabolische Effekte auf den Glucose- und Fettstoffwechsel wurden in diabetischen
Rhesusaffen gefunden, die 6 Wochen mit FGF-21 behandelt wurden. Neben Glucosespiegeln und
Triglyzeriden wurde auch das LDL-Cholesterin gesenkt und das HDL-Cholesterin gesteigert (52).

Diese unterschiedlichen Daten aus Tier- und Zellkulturexperimenten bzw. aus humanen Studien
fiihren zu einer komplexen Sicht auf den FGF-21 Stoffwechsel. In unserer Arbeit konnten wir in einer
prospektiven Studie zeigen, dass FGF-21 einen pradiktiven Wert fir die Entstehung des metabolischen
Syndroms, des T2DM bzw. der Entwicklung eines gestorten Glucosestoffwechsels besitzt (Bobbert et
al, Diabetes Care, 2012, in press). Hohe FGF-21 Werte scheinen somit mit einem erhéhten Risiko der
Entwicklung eines metabolischen Syndroms oder eines T2DM einherzugehen bzw. diesen
Erkrankungen vorauszugehen. Vergleichbar zu einer Insulinresistenz kénnten dabei die erhdhten FGF-
21 Werte Ausdruck einer ,,FGF-21 Resistenz* sein.

Vor dem Hintergrund der dringenden Notwendigkeit, Biomarker fur die Entwicklung des T2DM zu
finden, sind die Daten zu FGF-21 von hohem Interesse. Der klinische Nutzen dieser Daten muss
jedoch griindlich abgewogen werden. Obwohl wir in unserer Arbeit FGF-21 als unabhéangigen
Risikofaktor identifizieren konnten, war der additive Nutzen zu bekannten und etablierten

Risikofaktoren (wie z.B. Alter, Geschlecht, Zeitverlauf) nur von geringer Bedeutung.

Ein weiterer Préadiktor des T2DM ist das Adipozytokin Adiponectin. Dieses unterscheidet sich von
anderen Adipozytokinen in zwei wesentlichen Punkten. Zum einen ist es ein protektiver Faktor bzgl.
des T2DM und zum anderen ist der Adiponectinspiegel einer Person umso hdher, je weniger
Fettmasse vorhanden ist (53). Dabei ist zu berticksichtigen, dass Adiponectin im Plasma sowohl als
Trimer, als Hexamer oder als hochmolekulares Multimer vorliegen kann, und diese verschiedenen
Multimere unterschiedliche Funktionen besitzen. So kénnen z.B. LMW Oligomere in Monozyten und
Makrophagen eine lipopolysachharid-vermittelte IL-6 Freisetzung inhibieren und eine Sekretion des
antiinflammatorischen IL-10 Zytokins bewirken, wahrend HMW-Adiponectin eine IL-6 Sekretion in
Monozyten selbst auslésen kann (54). In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, dass v. a. das
hochmolekulare Multimer mit den protektiven Eigenschaften des Adiponectin bei Insulinresistenz
assoziiert ist. Fur Adiponectin konnte sowohl in Tierexperimenten als auch in humanen Studien
gezeigt werden, dass es ein Zytokin mit insulinsensitivierenden Eigenschaften ist, welches dazu wohl
antiinflammatorische, antiapoptotische und proangiogene Eigentschaften besitzt, wobei die
Wirkmechanismen hierzu noch weitestgehend unbekannt sind. Eine Hypoadiponectindmie kann in

vielen metabolischen Erkrankungen trotz Adjustierung fir den BMI gefunden werden wie, z.B. beim
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T2DM, einer Lipodystrophie, der nichtalkoholischen Steatosis hepatis oder beim arteriellen
Bluthochdruck (55;56). Personen mit genetisch induzierter Hypoadiponectindmie besitzen zudem ein
weit hohere Wahrscheinlichkeit, an den Komponenten des metabolischen Syndroms zu erkranken
(57).

Eine wesentliche Fragestellung ist, inwieweit niedrige Adiponectinspiegel Ursache oder Resultat von
Ubergewicht und Insulinresistenz sind. Tierexperimente legen die Vermutung nahe, dass niedrige
Adiponectinspiegel durch Ubergewicht und Insulinresistenz des Fettgewebes induziert werden, aber
dass Adiponectin ein Mediator des Ubergewichtes und der Insulinresistenz in anderen Geweben, wie
z.B. Muskel oder Leber, darstellt (58;59). Humane Beobachtungsstudien unterstiitzen diese These.
Genetische Varianten des Adiponectingens sind durchaus mit Ubergewicht und Insulinresistenz
assoziiert, jedoch nur schwach und z.B. weit weniger ausgepragt als dies z.B. fiir Leptin gezeigt
werden konnte (60;61). So konnte u.a. auch noch keine Mutation des Adiponectingens mit morbider
Adipositas in Verbindung gebracht werden. Weiterhin konnte in einer prospektiven Studie kein
Zusammenhang zwischen einer Hypoadiponectinamie und der Entwicklung von Ubergewicht
nachgewiesen werden (62). Jedoch konnte gezeigt werden, dass Adiponectin einen Préadiktor des
T2DM darstellt, und wir konnten zudem nachweisen, dass eine Gewichtsreduktion zu einer
Verbesserung der Insulinresistenz und Erhohung der Adiponectinspiegel flhren kann. Diese Daten
legen nahe, dass die niedrigen Adiponectinspiegel durch Ubergewicht und Insulinresistenz induziert
werden und auch hier Adiponectin eher ein Mediator dieser Effekte fir periphere Gewebe darstellt
(14;63).

Eine wesentliche Bedeutung in der Vermittlung der Wirkung von Adiponectin kommt dabei den
unterschiedlichen Adiponectin Multimeren zu (53). In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, dass vor
allem die hochmolekularen Multimere mit den positiven metabolischen Effekten assoziiert sind. So ist
das HMW-Adiponectin sowohl mit der Verbesserung der Insulinsensitivitdt als auch mit dem Anstieg
des HDL-Cholesterin assoziiert. Es zeigte sich, dass es sowohl bei moderatem Gewichtsverlust im
Rahmen einer Lifestylemodifikation als auch bei massivem Gewichtsverlust im Rahmen der
bariatrischen Chirurgie zu einer Verschiebung der Multimere kommt (64;65). Inwieweit diese
Veranderungen funktionelle Relevanz haben, muss noch in tierexperimentellen Studien geklart
werden. Dass eine Verbesserung der Insulinsensitivitat nicht generell durch Adiponectin vermittelt
wird, konnten wir zeigen, indem wir eine Verbesserung der Insulinsensitivitat durch akute korperliche
Aktivitat und durch regelméRiges Training induzierten (66). Dabei zeigte sich keine signifikanten
Veranderung des Gesamt-Adiponectins bzw. der Adiponectin Oligomere. Dies zeigte sich in
Ubereinstimmung mit anderen Studien, wobei eine Veranderung der Gesamt-Adiponcetinspiegel bei

extrem hohen kdrperlichen Belastungen scheinbar durchaus induziert werden kann (67).

Eine direkte Regulation der Adiponectin Komposition durch Insulin konnten wir in einer weiteren

Studie zeigen, bei der die Verdnderungen im Rahmen eines hyperinsulindmischen euglyk@mischen
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Clamp untersucht wurden. Unter kontinuierlicher Insulininfusion kommt es zu einer Abnahme des
Gesamt-Adiponectins, welcher vor allem durch eine Abnahme der MMW und LMW Oligomere
verursacht wird. Interessanterweise konnte dies ebenfalls durch eine Erhéhung der freien Fettsuren
und der Triglyceride erreicht werden, wobei es hier vor allem zu einer Erniedrigung der MMW

Oligomere kommt (68).

Wir konnten ebenso wie andere Arbeitsgruppen zeigen, dass HDL-Cholesterin unabhéngig von der
Insulinsensitivitdt mit Adiponectin-Spiegeln, insbesondere mit hochmolekularen Adiponectin
Oligomeren, assoziiert ist (66). HDL-Cholesterin wird im Allgemeinen aus lipidfreiem Apolipoprotein
A-l oder lipidarmen pre-betal-HDL Vorldufern generiert. Diese Vorlaufer werden teilweise in der
Leber produziert und kénnten somit durch Adiponectin Oligomere beeinflusst werden (69). Auf
molekularer Ebene vermittelt Adiponectin seine Effekte Uber die Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2.
Diese Rezeptoren gehdren zur Klasse | der PAQR (Progestin und AdipoQ Rezeptor) Familie, die sich
durch homologe invariante intrazellulare Aminosduren auszeichnet. Die Aktivierung beider
Rezeptoren fihrt zu dhnlichen Effekten, die Gber ERK 1/2 vermittelt werden. Trotzdem besitzen beide
Rezeptoren auch unabhédngige Kaskaden. So wird Gber AdpoR1 vor allem die AMP-Kinase aktiviert,
wahrend AdipoR2 vor allem zu der Aktivierung von PPAR a flhrt (70).

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit verschiedene neue Biomarker (FGF-21, Adiponectin)
bezuglich des Glucose- und Lipidstoffwechsels evaluiert. Zudem sind etablierte Parameter des
Glucosestoffwechsels (HbAlc, Glucosewerte im oralen Glucosetoleranztest) als auch RBP4 beziiglich
des kardiovaskularen Risikos validiert worden. Diese Resultate kdnnen Ansétze bieten, um in Zukunft
eine bessere Prognose und friihzeitigere Identifizierung von Patienten mit hohem Risiko, an einem

T2DM zu erkranken, bzw. mit hohem kardiovaskuldrem Risiko zu ermdéglichen.
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4) Zusammenfassung

Die Inzidenz des Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) ist weltweit steigend und eine wesentlicher
Risikofaktor fir die Entstehung von kardiovaskuldren Folgeerkrankungen. Die multifaktorielle Genese
des Typ 2 Diabetes mellitus fuhrt zu der Schwierigkeit einer frihzeitigen Identifizierung von Personen
mit einem hohen Erkrankungsrisiko. Somit sind Biomarker in der préventiven Diagnostik des T2DM
als auch von kardiovaskuldren Erkrankungen von wesentlicher Bedeutung. Im Vordergrund stehen
dabei natiirlich bekannte Parameter wie Niichternglucose, Parameter des oralen Glucosetoleranztestes
oder der HbAlc.

In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, dass sowohl der 1h Wert im OGTT als auch der HbAlc mit
dem kardiovaskuldren Risiko, hier in der Bestimmung der Intima Media Dicke (IMT) ausgedriickt,
korrelieren. Jedoch korreliert nur der HbAlc Wert weiterhin signifikant mit der IMT nach der
Adjustierung fur weitere bekannte kardiovaskuldre Risikofaktoren. Neben diesen etablierten
Parametern besitzen jedoch auch priméar nicht mit dem Glucosestoffwechsel assoziierte Metabolite
einen Einfluss auf das kardiovaskulédre Risiko. So konnten wir auch den unterschiedlichen Einfluss
von Retinol, Retinol bindendem Protein 4 (RBP4) und Transthyretin auf die Intima Media Dicke
darstellen. Dabei ist interessanterweise festzustellen, dass v.a. das Verhéltnis von Retinol/RBP4 mit
der IMT korreliert, selbst nach der Adjustierung fiir gangige kardiovaskulére Risikofaktoren.
Bezuglich der Genese des Typ 2 Diabetes mellitus konnten wir durch eine Follow-up Untersuchung
der Studie: ,,Metabolisches Syndrom Berlin Potsdam* zudem erste prospektive Aussagen treffen. So
zeigte es sich, dass das Hepatokin FGF-21 (Fibroblast Growth Faktor 21) einen signifikanten Einfluss
auf die Inzidenz des T2DM und des Metabolischen Syndroms besitzt, auch wenn dieser relativ gering
gegenuber etablierten Risikofaktoren erscheint. Interessanterweise scheinen erhéhte FGF-21 Spiegel
dabei mit einer erhohten Inzidenz des T2DM und des Metabolischen Syndroms einherzugehen, da aus
experimentellen Untersuchungen eher ein glucosesenkender Effekt von FGF-21 erwartet wurde.
Ahnlich dem Modell der Insulinresistenz kénnte somit auch eine FGF-21 Resistenz ein friihes
Anzeichen fir die Entwicklung einer Stérung im Glucose- und Lipidstoffwechsel darstellen.

Ein bereits bekannter Risikofaktor des T2DM ist das Kdorpergewicht, wobei die Interaktion von
Gewicht bzw. Fettgewebe und Glucose- und Lipidstoffwechsel Gegenstand aktueller Forschung ist. In
unseren Arbeiten konnten wir den Einfluss einer Gewichtsreduktion Adiponectin und seiner Isoformen
zeigen. Dabei kam es bei einem Gewichtsverlust zu einem Anstieg des Adiponectins, welches v.a.
durch die hochmolekularen Adiponectin Oligomere bedingt war. Diese Beobachtung fiigte sich gut in
das Bild, welches wir in weiteren Untersuchungen zum Zusammenhang von Adiponectin Oligomeren
und dem Glucose- und Lipidstoffwechsel feststellten. So kam es sowohl durch Insulin- als auch durch
Lipdigabe zu einem Abfall der Adiponectinspiegel , wobei dafiir anscheinend der Abfall der eher
hoéhermolekularen Isoformen des Adiponectins verantwortlich war. Somit stiitzen unsere Daten die
These, dass am ehesten die hochmolekularen Isoformen des Adiponectins fur die Vermittlung der

positiven bzw. protektiven Eigenschaften des Adiponectins verantwortlich sind.
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