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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

Die Stoffwechselkrankheit Diabetes mellitus Typ 2 stellt weltweit eine wachsende
Belastung fur die Gesellschaft dar und hat sich in den letzten Jahrzehnten zur
Volkskrankheit entwickelt. Sie ist fur Uber 90% der Diabetesfalle weltweit
verantwortlich (1).

Seit 1980 hat die altersstandardisierte Diabetespravalenz fortwahrend
zugenommen, sodass sich die Zahl der an Diabetes erkrankten Personen bis
zum Jahr 2014 beinahe vervierfacht hat und fur das Jahr 2035 auf
schatzungsweise circa 591 Millionen Menschen weltweit zunehmen wird.

Vor allem in Landern mit niedrigem Einkommen ist vor dem Hintergrund
steigender Lebenserwartung und vermehrter Urbanisierung ein erheblicher
Anstieg der Komplikationen und Todesfalle durch Diabetes mellitus zu erwarten
(2)(3). Und nicht nur die Anzahl der an Diabetes erkrankten Personen steigt, auch
das Erkrankungsalter sinkt, sodass bereits Jugendliche an einem Diabetes
mellitus Typ 2 erkranken (1).

Diabetes mellitus Typ 2 ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei deren Entstehung
sowohl eine genetische Pradisposition, als auch Umweltfaktoren eine Rolle
spielen (4). Haufig ist sie mit einem metabolischen Syndrom vergesellschaftet,
welches einen Hypertonus, eine stammbetonte Adipositas, eine gestorte
Insulinsekretion oder Glukosetoleranz, eine Lipidstoffwechselstérung und eine
Mikroalbuminurie umfasst (1).

Als wichtige Risikofaktoren bei der Entstehung sind Ubergewicht und sportliche
Inaktivitat zu nennen(5)(6).

Pathophysiologisch entwickelt sich ein Diabetes mellitus Typ 2 durch eine
gestorte Insulinsensitivitat der peripheren Gewebe, sowie eine gestorte
Insulinsekretion der Betazellen des Pankreas (7). Die insulinsensitiven Gewebe,
Muskeln, Fettgewebe und Leber, sprechen nicht mehr adaquat auf Insulin an und

es mussen immer groRere Mengen produziert werden, um den gewulnschten



Effekt, die Glukoseaufnahme in die Zellen, zu erreichen. Die Glukosehomoostase
ist somit gestort und die insulinsensitiven Gewebe konnen die im Blut
zirkulierende Glukose nicht suffizient aufnehmen. Zusatzlich wird die hepatische
Glukoneogenese nicht ausreichend supprimiert (8)(9)(10). Dieser Zustand wird
zum einen der hepatischen Insulinresistenz, zum anderen einer Hypersensibilitat
gegenuber Glukagon zugeschrieben und fuhrt zu einer gesteigerten endogenen
Glukoseproduktion.

Dieser Prozess ist schleichend und entwickelt sich meist Uber viele Jahre bevor
er klinisch durch erhéhte Blutzuckerwerte auffallt. Dieser Ubergangszustand wird
Pradiabetes genannt und als reversibel betrachtet, bietet also die Mdoglichkeit
durch Gewichtsverlust und eine Lebensstilmodifikation, mit mehr Bewegung und
gestinderer Ernahrung, den Ubergang in einen manifesten Diabetes mellitus zu
verhindern (11).

Der schleichende Charakter der Erkrankungsentstehung macht die klinisch
eindeutige Diagnosedefinition schwierig. Dies wird auch deutlich, wenn man die
Diagnosekriterien fur einen Pradiabetes der American Diabetes Association
(ADA) und der World Health Organisation betrachtet (11)(12). Die ADA spricht
bereits bei Blutzuckerwerten von 5,6 bis 6,9 mmol/L von einer gestorten
Nuchternglukose, die unter anderem einen Pradiabetes definiert. Die WHO
hingegen betrachtet erst Glukosewerte von 6,1 bis 6,9 mmol/L als beeintrachtigte
Nuchternglukose und somit als Pradiabetes. Die weiteren diagnostischen
Kriterien eines Pradiabetes und manifesten Diabetes mellitus Typ 2 werden in
der folgenden Tabelle (Tabelle 1) dargestellt und sind einheitlich.

Bei Vorliegen eines HbA1c-Wertes Uber 6,5%, einer Nuchternglukose uber
7 mmol/L, einem 2h-oGTT-Wert uber 11,1 mmol/L oder Hyperglykdmiezeichen,
wie Polydypsie und Polyurie oder gar einer Ketoazidose, bei einem beliebigen
Glukosewert uber 11,1 mmol/L wird die Diagnose eines Diabetes mellitus gestellt
(11).

Im Fokus der Diabetesentstehung stand lange Zeit das Hormon Insulin, da man
frih den Zusammenhang zwischen Insulinkonzentration und

Glukosekonzentration im Blut herstellte. Die jungere Forschung hingegen zeigt,
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dass neben einer gestorten Betazellfunktion und der Insulinresistenz des
Muskel-, Leber- und Fettgewebes, auch der Darm, die Niere, das Gehirn und die
glukagonproduzierenden Alphazellen Einfluss auf die Pathogenese des Diabetes
mellitus Typ 2 haben. Im Darm tragt ein Inkretinmangel (vor allem GLP-1,
moglicherweise auch GIP) beziehungsweise eine in den Zielorganen der
Inkretine herrschende Inkretinresistenz zur Entstehung einer Hyperglykamie bei.
In der Niere sorgt die gesteigerte Reabsorption von Glukose fur den gleichen
Effekt. Und auch im Gehirn kommt es zu einer Insulinresistenz, welche zu einer
unzureichenden Appetithemmung fuhrt (4).

Die Erkrankung verlauft interindividuell sehr unterschiedlich, wobei mikro- und
makroangiopathische Folgeschaden im Vordergrund stehen, die zu einer
enormen Morbiditat und Mortalitat der Patienten fuhren und die Gesellschaft
weltweit durch die anfallenden Behandlungskosten vor eine grolde
Herausforderung stellen (1).

American World Health
Diabetes Organisation
Association

(ADA) (WHO)

Impaired fasting glucose
(IFG)

Pradiabetes Impaired glucose
tolerance (IGT)

5,6-6,9 mmol/L 6,1- 6,9 mmol/L

27,8 und <11,1 mmol/L

HbA1c 5,7-6,4%
Nuchternglukose =7,0 mmol/L
2-h-oGTT-Wert =11,1 mmol/L
Diabetes
mellitus HbA1c >6,5%
mit

Hyperglykémiezeichen Beliebiger Wert 211,1 mmol/L

Tabelle 1: Definition Pradiabetes und Diabetes mellitus nach ADA und WHO.
Glukosekonzentration bestimmt aus ven6sem Plasma

11



1.2 Das Hormon Glukagon

1.2.1 Grundlagen

Die Strukturaufklarung von Glukagon im Jahr 1957 ergab, dass es sich bei
Glukagon um ein einkettiges Peptidhormon aus 29 Aminosauren mit einer
Molekulmasse von 3483 Dalton handelt. Glukagon entsteht bei der Spaltung des
Vorlauferpeptids Proglukagon, das durch das Proglukagongen in den Alpha-
zellen des Pankreas, den neuroendokrinen L-Zellen des Darmes und Neuronen
des Hirnstammes und des Hypothalamus exprimiert wird. Durch die Prohormon-
convertase 2 (PC2) wird Proglukagon zu Glukagon prozessiert und in Granula
der o-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas gespeichert und auf
entsprechende Stimuli hin sezerniert (13). Neuere Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass auch L-Zellen des Darmes Glukagon sekretieren (14)(15).
Proglukagon kann durch die Prohormonconvertase 1 (PC1) auch zu GLP-1,
GLP-2, Oxyntomodulin oder Glycentin prozessiert werden. Diese Prozessierung
findet vor allem im Gehirn und im Darm statt (16).

Die Plasmakonzentration von Glukagon in gesunden Individuen betragt im
Nuchternzustand ca. 6-12 pmol/L (20-40 pg/mL) und postprandial 3-5 pmol/L (10-
17 pg/mL) (17).

Nach der Sekretion bindet Glukagon an den Glukagonrezeptor (GCGR), einen
G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der in Leber, Gehirn, Herz, Niere,
Gastrointestinaltrakt und Fettgewebe exprimiert wird und steigert Uber das
Adenylatzyklasesystem die intrazellulare = cAMP-Konzentration. cAMP
phosphoryliert nukleare und ribosomale Enzyme des Intermediarstoffwechsels
und macht so eine Neusynthese von Glukose in der Leber moglich.

Glukagon kann auch therapeutisch eingesetzt werden. Bei schweren
Hypoglykamien wird 1mg Glukagon intramuskular oder subkutan verabreicht, um
eine Steigerung der endogenen Glukoseproduktion zu erreichen (13).
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1.2.2 Regulation der Glukagonsekretion

Fir die Regulation der Glukagonsekretion ist ein komplexes Netzwerk aus
parakrinen, endokrinen und neuronalen Mechanismen verantwortlich (18)(17).
Die bekanntesten Regulatoren der Glukagonsekretion sind fallende Insulin-
konzentrationen bei niedrigen Blutzuckerwerten und steigende Aminosaure- und
Fettsaurekonzentrationen. Dabei scheint nicht ein an sich niedriger
Insulinspiegel, sondern ein starker Abfall der Insulinsekretion der entscheidende
Impuls zur Glukagonausschuttung zu sein. Studien konnten zeigen, dass die
Alphazellen des Pankreas nicht direkt auf die fallende Glukosekonzentration des
Blutes mit einer Glukagonsekretion reagierten, sondern indirekt Uber
Anderungen der Insulinkonzentration. Man nennt dies die ,switch off-Hypothese
(19)(20).

Auch das Metallion Zink, welches gemeinsam mit Insulin aus den Insulingranula
der Betazelle freigesetzt wird, wird als potenzieller, potenter Regulator der
Glukagonsekretion diskutiert.

Die Alphazellen zeigen somit eine hohe Sensibilitat auf Stoffwechselprodukte der
Betazelle (19)(18).

Auf neuronaler Ebene sind glukosesensible Neurone im ventromedialen Hypo-
thalamus fur die Aktivierung des Sympathikus sowie des Parasympathikus
verantwortlich. Beide sorgen bei einer Stimulation fur eine gesteigerte Glukagon-
sekretion (18)(17).

Aber auch die glukoseunabhangige Sekretion auf einen Stressstimulus,
vermittelt Uber eine Katecholaminsekretion der Nebenniere oder direkt Uber
Neurone des Hypothalamus, ist beschrieben (21)(22)(23).

1.2.3 Effekte des Hormons Glukagon

Glukagon kann seine Wirkung dort entfalten, wo entsprechende Rezeptoren
exprimiert werden. Glukagonrezeptoren konnten in vielen verschiedenen
Geweben nachgewiesen werden. Leber und Niere (24) besitzen besonders viele
Rezeptoren, aber auch in Herz, Fettgewebe (25), Nebennieren und Gehirn
konnte der Glukagonrezeptor identifiziert werden (26)(27)(28).

13



Die Vielzahl an Wirkorten erklart auch die Vielzahl an Wirkungen, die das Hormon
Glukagon besitzt. Im Folgenden werden die weithin bekannten glukose-
relevanten Effekte und die pleiotropen Effekte von Glukagon, welche erst in letz-
ter Zeit in den Fokus wissenschaftlicher Forschung gerlckt sind, genauer
beleuchtet.

1.2.3.1 Glukoserelevante Effekte des Hormons Glukagon

Fir die GlukosehomoOostase scheint der Insulin-Glukagon-Antagonismus
wesentlich, was erklart, warum Glukagon meist als der Insulinantagonist bekannt
ist. Eine sinkende Insulinsekretion bei sinkenden Blutglukosekonzentrationen gilt
als wichtiger Stimulus fur die Glukagonsekretion (18).

Glukagon stimuliert die Glykogenolyse und die Glukoneogenese in der Leber und
hemmt die Glykogensynthese und Glykolyse (29)(30)(31).

Schon im Jahr 1921 veroffentlichten die Forscher Banting und Best Daten, die
den Insulin-Glukagon-Antagonismus zeigten (32). Doch erst mit der Entwicklung
der Somatostatin-Infusionstechnik und neuen Radioimmunoassays wurde es
moglich, verlassliche Daten in Bezug auf den Glukosestoffwechsel zu gewinnen
(33). Nun ruckte auch die Rolle des Hormons Glukagon bei der
Diabetesentstehung verstarkt in den Fokus der Wissenschaft. Seit 1970
existieren Erkenntnisse, die darauf hindeuten, dass auch das Hormon Glukagon
einen Einfluss auf die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 haben konnte
(34)(4)(35)(36).

Im Jahr 2012 postulierten Unger et al. die sogenannte glukagonozentrische
Hypothese (,glucagonocentric hypothesis®) (29), nach der Insulin nicht allein fur
die Diabetes mellitus Entstehung verantwortlich ist, sondern Glukagon eine
wesentliche Rolle in der Pathophysiologie der Erkrankung einnimmt. Bei
Diabetespatienten wurden trotz erhohter Blutglukosespiegel und einer Hyper-
insulinamie, physiologisch beides Suppressoren der Glukagonsekretion, eine
Hyperglukagonamie nachgewiesen, die in engem Zusammenhang mit einer

gesteigerten hepatischen Glukoneogenese stand (35). Auch die hepatische
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Insulinresistenz war deutlich ausgepragter in Anwesenheit von hohen Glukagon-
konzentrationen als unter isolierter Glukagonsuppression (35)(37).

Zusatzlich zeigte sich eine Hyperplasie der Alphazellen des Pankreas (38).
Konstatiert wurde, dass die Leber eines Diabetikers empfindlicher auf das Hor-
mon Glukagon reagiere und auf diese Weise die gesteigerte Glukoneogenese
erklart werden konne.

Gegen Ungers glukagonozentrische Hypothese sprechen Daten einer Studie, die
bei Gesunden, Diabetikern und Ubergewichtigen kinstlich eine Hyper-
glukagonamie durch peripher zugefuhrtes Glukagon erzeugten. Die induzierte
Hyperglukagonamie hatte erst bei Diabetespatienten im Insulinentzug einen blut-
glukosesteigernden Effekt. In den anderen Studiengruppen konnte keine
Auswirkung auf die Glukosehomobostase festgestellt werden. Die orale
Glukosetoleranz  gesunder Probanden blieb ohne kompensatorische
Hyperinsulinamie vollig unbeeinflusst durch die induzierte Hyperglukagonamie
(39). Die Hyperglukagonamie fuhrte bei Gesunden lediglich zu einer transienten
hepatischen Glukoseproduktion (40), bei Diabetikern allerdings zu einer
dauerhaft gesteigerten hepatischen Glukoneogenese (41)(42).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Glukagon allein nicht diabetogen wirkt
und erst in Kombination mit einem Insulinmangel seine pathologische Wirkung
entfaltet (39).

Interessante Ergebnisse liefern auch Studien mit dualen GLP-1- und Glukagon-
rezeptor-Agonisten oder dreifach Agonisten (GLP1/GIP/Glukagon), die
zusatzlich noch am GIP-Rezeptor wirken. Praklinischen Studien an Mausen und
Ratten mit diesen Substanzen zeigten eine Verbesserung der Glukosetoleranz
und Reduktion der Fettleibigkeit der behandelten Tiere. Erste Studien am Men-
schen bestatigen die verbesserte Betazellfunktion sowie ihr Potential zur
Gewichtsreduktion (43)(44). Diese Daten sprechen ebenfalls gegen die von
Unger aufgestellte glukagonozentrische Hypothese der Diabetes mellitus
Entstehung (45)(46)(47). Sie legen sogar eine eher protektive Wirkung von
Glukagon nahe, die von therapeutischem Nutzen sein kdnnte.
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1.2.3.2 Pleiotrope Effekte des Hormons Glukagon

In den letzten Jahren wuchs die Erkenntnis, dass die Effekte des Hormons
Glukagon nicht auf die Glukosehomoostase beschrankt sind. Diese Erkenntnisse
werden untermauert durch Fallstudien des seltenen Glukagonoms und Patienten
mit funktionsunfahigen Glukagonrezeptoren (48)(24), die nicht an einem
entgleisten Blutzuckerspiegel leiden, sondern durch ein nekrotisierendes

Erythem auffallen.

1.2.3.2.1 Wirkung auf den Aminosaurestoffwechsel

Glukagon ist bekannt dafur, die Aminosaurekonzentration im Blut zu regulieren.
Studien zeigen, dass Glukagon die Aminosaurekonzentration im Blut senkt und
umgekehrt erhohte Aminosaurekonzentrationen zu einer gesteigerten Glukagon-
sekretion, einem gesteigerten Aminosauredurchsatz und vermehrter Harn-
stoffsynthese sowie einer Alphazellhyperplasie fuhren. Diese Beziehung wird
haufig als Leber-Alphazell-Achse (liver-alpha-cell-axis) bezeichnet. Sie be-
schreibt einen wichtigen Regelkreis zwischen Leber und Pankreas zur
Regulation der Aminosaurekonzentration im Blut, wobei bestimmte Aminosauren
(z.B. Alanin) als Regulatormolekul der Glukagonsekretion fungieren (49)(24)(14).
Die Existenz dieses Regelkreislaufs wird untermauert durch Beobachtungen an
Patienten mit einem glukagonproduzierenden Tumor (50)(51). Diese Patienten
weisen sehr niedrige Aminosaurekonzentrationen im Blut auf, die mit einem
Muskelabbau und einem nekrotisierenden Erythem assoziiert sind. Beide
Symptome bessern sich nach Aminosauregabe.

Ein weiterer Beleg fur die Interaktion zwischen Leber und Pankreas sind
Erkenntnisse aus Studien mit funktionslosem Glukagonrezeptor, der in der Leber
in hohem Male exprimiert wird. Der Funktionsverlust des Rezeptors, der den
Regelkreis zwischen Leber und Pankreas stort, fUhrt zu hohen Aminosaure-
spiegeln, die als eine Art Wachstumsfaktor fur die Alphazellen des Pankreas
fungieren. Es kommt zur Alphazellhyperplasie und Hyperglukagonamie,

allerdings nicht zu einer gestorten Glukosehomoostase (52)(53).
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Einige Forscher bringen die Storung der Leber-Alphazell-Achse in Zusammen-
hang mit der Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2. Wewer et al. untersuchte
Probanden mit einer nicht alkoholischen Fettleber und beobachtete eine gestei-
gerte hepatische Insulin- und Glukagonresistenz, die zu einem gestorten Amino-
saurestoffwechsel fuhrte. Die hohen Aminosaurekonzentrationen bedingten eine
gesteigerte Glukagonsekretion, welche dann wiederum Einfluss auf den
Glukosestoffwechsel haben konnte, indem die hepatische Glukoneogenese in-
duziert wird und eine Hyperglykamie resultiert (24)(49).

Eine Interaktion zwischen der Glukagon- und Aminosaurekonzentration im Blut
wird somit in allen Studien bestatigt. Ob und welchen Einfluss eine Storung der
Leber-Alpha-Zell-Achse auf die Entstehung eines Diabetes mellitus hat, kann
nicht abschlieRend geklart werden.

1.2.3.2.2 Wirkung auf den Lipidstoffwechsel

Es existieren Daten, die darauf hindeuten, dass Glukagon in der Lage ist die
Konzentration von Triglyceriden und Cholesterin im Plasma zu senken
(54)(55)(56) und auf vielfaltige Weise den Lipidkatabolismus zu beeinflussen.
Weitere Studien zeigen, dass eine Fettleber zur Glukagonresistenz fuhren und
auf diese Weise beim Menschen zur Entwicklung einer Hyperlipidamie beitragen
kann (57)(58).

Auch die Betaoxidation und die Ketogenese werden durch Glukagon beeinflusst.
Eine Steigerung der Glukagonsekretion sorgt fur eine Stimulation der Lipolyse
weillen Fettgewebes und stellt auf diese Weise Substrate fur die Ketogenese
bereit. Wahrend langer Fastenperioden wird diese ebenfalls durch hohe
Glukagonkonzentrationen induziert und ist in der Lage bis zu Zweidrittel der
zerebralen Energieversorgung zu ubernehmen (54)(59)(60)(61).

1.2.3.2.3 Wirkung im Gehirn

Neuere Forschung beschaftigt sich mit der Wirkung des Hormons Glukagon im
Gehirn. Bewiesen ist, dass Glukagon die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (26)
und sich seine Wirkung besonders im Hypothalamus und im Hirnstamm, beides
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Regionen zur Regulation des Metabolismus, widerspiegelt (27). In diesen beiden
Hirnregionen konnten aul3erdem die Expression des Glukagon Gens uber mRNA
nachgewiesen werden, was eine zentrale Synthese des Hormons nahelegt (62).
Bei verschiedenen Tierarten konnte belegt werden, dass intraventrikular
injiziertes Glukagon einen Einfluss auf die Glukosekonzentration im Blut hat. Bei
Huhnern, Mausen und Ratten wurde nach intraventrikularer Injektion eine Hyper-
glykamie beobachtet (63)(64)(65). Neuere Daten beim Hund legen einen noch
differenzierteren Regulationsmechanismus nahe. Im Gegensatz zu seiner
peripheren Wirkung hemmte intrazerebrales Glukagon nach einer transient
gesteigerten hepatischen Glukoseproduktion die hepatische Glukoneogenese
und die Nahrungsaufnahme (42)(27). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass eine zentrale Glukagonrezeptorblockade die Wirkung von peripherem
Glukagon steigerte und zu hoheren Glukosekonzentrationen im Blut fuhrte. Die
Forscher postulierten, dass eine hypothalamische Glukagonresistenz, die zum
Beispiel durch eine fettreiche Ernahrung induziert wird, zu gesteigerten
Blutglukosewerten flhrt und ein wichtiger Mechanismus in der Diabetes mellitus
Entstehung sein konnte (66).

Vergleichbare Daten beim Menschen existieren noch nicht.

1.2.3.2.4 Wirkung am Herzen

Am Herzen 16st Glukagon die typische Fight-or-flight-Reaktion aus und wirkt
positiv inotrop und chronotrop. Aufgrund dieser Wirkung nutzt man Glukagon
beispielsweise in der Notfallmedizin zur  Antagonisierung einer
Betablockeruberdosierung (21).

AuRerdem verbessert das Hormon die Glukoseaufnahme in die Myozyten und
beeinflusst somit die Regulation der kardialen Funktion (67).

1.2.3.2.5 Wirkung auf Grundumsatz und Nahrungsaufnahme

Die anorektische Wirkung von Glukagon beobachtete man schon friuh in Studien,
bei denen durch hohe Dosen Glukagon ein Sattigungsgefuhl erreicht wurde
(68)(69). Unklar bleibt auf welche Weise die Appetitregulation stattfindet.
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Vorhandene Daten legen eine verlangsamte Magenentleerung als Ursache nahe
(70). Andere Studien, die Glukagon intraventrikular verabreichten, erzielten eine
starkere Appetithemmung als bei peripherer Gabe, was eher fur eine
neurohumorale Regulation der Appetithemmung durch Glukagon spricht (71).

Auch zur Grundumsatzsteigerung, die nach Glukagongabe beschrieben wird,
existieren verschiedene Hypothesen. Als Ursachen diskutiert werden die
Thermogenese von braunem Fettgewebe, ein gesteigerter Blutfluss sowie
erhohter  Sauerstoffverbrauch  der Gewebe, induziert durch einen
Glukagonanstieg (72)(73)(74)(75). Weiterhin zieht man die Steigerung von
Substratzyklen in Betracht, deren Nutzen nicht sofort offenbar wird.
Substratzyklen setzen sich meist aus einer anabolen und einer katabolen
Stoffwechselreaktion zusammen, deren primare Aufgabe es ist, unter ATP-
Verbrauch Warmeenergie zu generieren. Im Englischen wird dies haufig als

nutzloser Substratzyklus (futile substrate cycle) bezeichnet (21)(76)(77).

1.2.3.2.6 Wirkung auf den Magen-Darm-Trakt

Bereits in den 1950er Jahren wurde ein Effekt von Glukagon auf die Magen-
Darm-Beweglichkeit beschrieben. Forscher konnten zeigen, dass sowohl die
Magen-, als auch die Dunn- und Dickdarmmotilitdt durch exogene
Glukagonzufuhr inhibiert wird (78)(68)(79)(80). Klinisch macht man sich diese
Erkenntnis bei Untersuchungen des Darmes zunutze, um ungewunschte Kon-
traktionen und Spasmen zu unterdricken (81). Diskutierte Effekte der
gehemmten Magen-Darm-Peristaltik sind eine verlangerte Passagezeit des
Nahrungsbreis sowie die Verminderung des Hungergefuhls (78)(70).

Auf welche Art und Weise Glukagon auf den Gastrointestinaltrakt wirkt ist noch
nicht restlos geklart. Allerdings scheint eine indirekte Hemmung der Motilitat
wahrscheinlich, da die intestinalen Kontraktionen erst zeitlich verzogert zur
Applikation von Glukagon eintreten. Die gesteigerte Glukagonkonzentration fuhrt
zu einer Katecholaminsekretion in den Nebennieren, die wiederum die Magen-
und Darmkontraktionen hemmen (79). In einer weiterfuhrenden Studie konnte
gezeigt werden, dass der Effekt auf den Darm bei vagotomierten Hunden
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wesentlich geringer ausfallt und Glukagon direkt Uber vagale Neurone zu einer
Motilitatsminderung fuhrt (82).

Steigerung Lipolyse und Hemmung der Magen- Steigerung kardialer
Ketogenese Darm-Motilitat Funktionen
Hemmung Triglycerid- Erh6éhung
und <+ Lipidstoffwechsel Glukoseaufnahme in
Cholesterinsynthese Myozyten
Steigerung der e~ Yﬁ Positiv inotrope und
Thermogenese und des =S S chronotrope
«— TN /7" — !
Grundumsatzes e Wirkung
BN
( )/ N T
Steigerung des
G'UkaQP”' Sattigungsgefiihls
Steigerung der sekretion
Glukoneogenese und
Glykogenolyse \ / L \ / Transiente Steigerung
) der hepatischen
( \: X Glukoseproduktion
Steigerung des \
Aminosadure- l \
metabolismus Hemmung der
L L Nahrungsaufnahme
Steigerung der Hemmung Hemmung
Harnstoffsynthese Insulinsekretion Glukoneogenese

Abbildung 1: Zusammenfassung der Wirkungen von Glukagon auf periphere Organe

1.3 Hintergrund der Studie

Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte bei Datenauswertungen von 4194
Probanden, welche in Zusammenarbeit mit der Tubinger TUEF und TULIP-
Studie, der finnischen PPP-BOTNIA-Studie und der schwedischen MDC-Studie
im Hinblick auf ihre Glukagonwerte nach oralem Glukosetoleranztest untersucht
wurden, bei 20-30% der Probanden einen Anstieg der Glukagonkonzentration
nach Glukosebelastung von Minute O (nuchtern) auf Minute 120 (fold-change-
glucagon 1200 = 1) feststellen. Anders als initial vermutet, waren die erhohten
Glukagonwerte nicht mit einer gestorten Glukosetoleranz der Probanden

verknupft. In allen drei untersuchten Kohorten prasentierten sich die Probanden
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schlanker, mit einer besseren Insulinsensitivitat und weniger Leberfett. Eine
gestorte Glukosetoleranz (IGT) in der Gruppe mit Glukagonanstieg nach
Glukosebelastung wurde seltener nachgewiesen (83).

Eine zentralnervose und detaillierte metabolische Analyse dieses scheinbar
paradoxen Glukagonanstiegs steht noch aus. Ebenso die Untersuchung der
Frage, ob ein artifizieller Glukagonanstieg nach Glukosebelastung ahnliche

positive Auswirkungen mit sich bringt.

1.4 Fragestellung

Wir haben diese Studie entworfen, um die akuten Effekte eines Glukagon-
anstiegs wahrend einer Glukosebelastung zu untersuchen. Spezifisch wollten wir
die Effekte des Hormons Glukagon auf das Gehirn, die Appetitregulation, die
Insulin- und Blutzuckerwerte wahrend der Glukosebelastung, den basalen
Energieumsatz sowie die Aminosaurekonzentrationen studieren.

Der primare Endpunkt unserer Studie war der Unterschied der zerebralen
Aktivitat in der Verarbeitung von Nahrungsreizen zwischen Probanden mit
abfallendem und ansteigendem Glukagon wahrend eines oralen
Glukosetoleranztests. In der Gruppe der Probanden mit abfallendem Glukagon
wurde der physiologische Glukagonanstieg nachgeahmt und intraindividuelle
Unterschiede der zerebralen Aktivitdt nach Kochsalz- (Placebo-) und
Glukagoninfusion untersucht.

Sekundare Endpunkte waren Unterschiede der beiden Phanotypen bei der
Insulinsensitivitat, der Glukosetoleranz, des Grundumsatzes, der Aminosaure-
konzentrationen und der Hungerbewertung auf einer visuellen Analogskala.
Auch fur die sekundaren Endpunkte wurden intraindividuelle Unterschiede in der
Probandengruppe mit abfallendem Glukagon nach Placebo- und

Glukagoninfusion untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Studie wurde von der Ethikkommission (Projekt-Nummer:529/2016BO1) der
Eberhard Karls Universitat Tubingen genehmigt und auf der Plattform
ClinicalTrials.gov registriert. Diese US-amerikanische Plattform erfullt den
Zweck, Daten und Ergebnisse von wissenschaftlichen Studien fur Probanden,
Kliniker, Ethikkommissionen und Nutzer medizinischer Literatur transparent und
nachvollziehbar zu gestalten. Die Probanden wurden sowohl mundlich als auch
schriftlich Uber den Ablauf, die moglichen Risiken und die Ziele der Studie
aufgeklart und haben sich mit ihrer Unterschrift zur Teilnahme bereit erklart. Die
Zustimmung zur Teilnahme konnte jederzeit durch die Probanden widerrufen
werden.

Die Studie wurde einfach verblindet und placebokontrolliert in der Medizinischen
Klinik IV des Universitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt.

Bei der Studie handelt es sich um eine Interventionsstudie mit dem Hormon
Glukagon.

Im Zuge meiner Doktorarbeit lege ich besonderes Augenmerk auf die
Auswertung metabolischer Endpunkte der Studie bei den Probanden, die sowonhl
eine Kochsalz- (Placebo-) als auch Glukagoninfusion erhielten und ermittele,
inwiefern sich metabolische Unterschiede zwischen den Gruppen ergeben.

2.2 Probanden

2.2.1 Rekrutierung

Die Rekrutierung erfolgte zum einen aus der Probandendatenbank des Instituts
fur Diabetesforschung und Metabolische Erkrankungen und zum anderen durch
Emailaufrufe und Zeitungsinserate. Dementsprechend war bei einem Teil der

Probanden ein friherer Glukagonwert bekannt, bei einem anderen Teil nicht.
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2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen in die Studie wurden stoffwechselgesunde Frauen und Manner
im Alter zwischen 18 und 70 Jahren und einem Body-Mass-Index (BMI) zwischen
18,5 und 29,9 kg/m?. Kriterien fiir einen Ausschluss von der Studie waren:
Aktuell:

. fieberhafter Infekt mit Temperaturen > 38,5°C in den letzten 14 Tagen

. Blutspende in den letzten 12 Wochen vor Studieneinschluss

Chronische Erkrankungen:

- Diabetes mellitus

. bekannte Lebererkrankungen (Hamochromatose, NASH, Hepatitis B und C)

« chronisch entzundliche Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn,
Colitis ulzerosa)

« chronische Nierenerkrankung

. bekannte maligne Erkrankung

« psychiatrische Diagnosen (Agoraphobie, Psychose, Depression, bipolare
Storung)

Stattgehabte Erkrankungen:

« Z.n. Thrombose oder Lungenarterienembolie
« Z.n. Implantation von MRT-untauglichen Gegenstanden (z.B. Clips, MRT-
untaugliche unfallchirurgische Implantate)

In der korperlichen Untersuchung:

. RR>160/100 mmHg

. Herzgerausch lauter als 2/6

In der Blutuntersuchung:

« Nuchternglukose 27,0 mmol/L oder HbA1c > 6,5%
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« AST oder ALT > 2,5-fache der oberen Grenze des Referenzbereichs
(> 125 U/L)

« Hb <12 g/dI

« CRP > 5 mg/dl oder

« Leukozyten > 15000/uL

2.2.3 Teilnehmer

Nach Friston et al. (84) ist bei MRT-Studien eine Mindestprobandenzahl von 8
notig, um bei Anwendung des ,Random Effect Modells® gewonnene Erkenntnisse
von der Studienpopulation auf die Allgemeinheit Ubertragen zu konnen. Aus
diesem Grund wurde eine ausreichend gro3e Probandengruppe gebildet, die
anschliefend in eine Gruppe mit physiologischem Glukagonanstieg und eine
Gruppe mit physiologischem Glukagonabfall eingeteilt wurde.
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Abbildung 2: Probandenrekrutierung, Anzahl Probanden (n), Anzahl Messungen (m)

25




2.3 Versuchsprotokoll

Die Studie erforderte je nach Glukagondynamik von jedem Probanden 2 oder 3
Anwesenheitstermine. In einem ersten Termin unterzog sich jeder Proband einer
Voruntersuchung, die die Eignung zur Teilnahme feststellte.

Geeignete Probanden wurden dann zur Hauptuntersuchung eingeladen. Bei
fallender Glukagondynamik fanden zwei Hauptuntersuchungen in gleicher
Weise, bei steigender Glukagondynamik eine Hauptuntersuchung statt. Zu
Beginn der Studie wurde eine Messung mit einem Probanden pro Tag
durchgefuhrt. Spater fanden Messungen mit zwei Probanden pro Tag parallel

statt. Insgesamt wurden 43 Messungen ausgewertet.

2.3.1 Voruntersuchung

Bei der Voruntersuchung fuhrte ein Studienarzt eine korperliche Untersuchung
durch, um Grunderkrankungen auszuschlie3en. Weiterhin wurde gepruft, ob bei
den Probanden Kontraindikationen fur eine MRT-Untersuchung vorlagen.

Es wurde ein EKG angefertigt, GroRe, Gewicht, Huft- und Taillenumfang
dokumentiert, Blutdruck und Puls gemessen, eine Bioimpedanz-Analyse zur
Bestimmung des Korperfettanteils und ein Routinelabor angefertigt.

Im Routinelabor enthalten waren folgende Parameter:

. Differentialblutbild

- Elektrolyte

« Nierenfunktionsparameter

« Gerinnungsparameter

« Entzindungsparameter

. Transaminasen

« Nuchternglukose und HbA1c
. NEFAs
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2.3.2 Hauptuntersuchung

Anschliel3end erschienen die Probanden nuchtern zu ihrer Hauptuntersuchung.
Fir Probanden mit physiologischem Glukagonanstieg nach oraler
Glukosebelastung erfolgte diese einmalig. Bei Probanden mit physiologischem
Glukagonabfall wurde die Hauptuntersuchung einmal mit Infusion einer
Kochsalzlosung und einmal mit einer Glukagonlosung durchgefuhrt. Die
Kochsalzlésung wird im Folgenden als Placebo bezeichnet.

Es erfolgte an jedem Untersuchungstag die erneute Bestimmung des Gewichts,
eine Urinprobe wurde abgegeben und zwei periphere vendse Zugange gelegt.
Einer diente zur Entnahme der Blutproben, der andere zum Infundieren entweder
der Glukagon- bzw. Placebolosung.

Danach startete die erste circa 30-minutige funktionelle MRT-Messung (pra-
fMRT).

Direkt im Anschluss an die Messung wurde die basale Blutentnahme
durchgefuhrt und der orale Glukosetoleranztest mit der standardisierten 75g
Glukoselésung (Accu Check Dextrose, Roche) gestartet. Es folgten
Blutentnahmen bei Minute 15, 30, 60, 90, 120 und 150. Die folgenden

Laborparameter wurden zu allen Blutentnahmezeitpunkten ermittelt:

« Glukagonkonzentration

« Blutglukosekonzentration
« Insulinkonzentration

« C-Peptid-Konzentration

« Aminosaurekonzentration
. NEFAs

 Triglyceride

« Inkretine

Die basale Blutentnahme diente einer ausfuhrlichen Labordiagnostik, die
zusatzlich folgende Werte beinhaltete:

. Differentialblutbild
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« Entzindungsparameter

. Elektrolyte

. HbA1c

« Nierenretentionsparameter
. Transaminasen

« Schilddrisenhormone

Nach 30 und 120 Minuten wurde jeweils eine weitere circa 30-minutige fMRT-
Messung durchgefuhrt (post_30-fMRT; post_120-fMRT).

Bei der letzten Messung forderten wir die Probanden dazu auf, sich Bilder mit
wechselnden Motiven (Mahlzeit, Punkt, Kreuz) anzuschauen und bei Erscheinen
eines Kreuzes einen bestimmten Knopf auf einem Taster zu bedienen, der ein
Signal in den MRT-Schaltraum Ubermittelte.

AnschlieRend erfolgten in Kooperation mit der Metabolic Neuroimaging Group
des Helmholtz Zentrums Munchens kognitive Tests. Den Probanden wurden im
Anschluss an die letzte funktionelle MRT-Messung ein weiteres Mal Bilder von
Mahlzeiten vorgefuhrt. Sie wurden aufgefordert, diejenigen Bilder zu
identifizieren, die bereits wahrend der fMRT-Messung zu sehen waren.
Anschliel3end fuhrten wir Tests durch, die das Gedachtnis und die Konzentration
der Probanden mafien. Dabei mussten beispielsweise Worte aus verschiedenen
Wortgruppen erinnert und wiedergegeben werden oder unter Zeitdruck Zahlen in
aufsteigender Reihenfolge sortiert und auf dem Papier verbunden werden.

Zum Abschluss jeder Visite fand die Grundumsatzmessung mit dem indirekten
Kalorimeter Vyntus CPX (CareFusion, Hoechberg, Germany) statt. Dabei waren
die Probanden angehalten, moglichst bewegungslos fur circa 15 Minuten unter

einer durchsichtigen Plastikhaube zu liegen und ruhig zu atmen.
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Abbildung 3: Versuchsprotokoll Hauptuntersuchung, Zeit in Minuten, Blutentnahmen (BE)

2.3.3 Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

Der orale Glukosetoleranztest ist ein viel erprobter Test zur Feststellung einer
gestorten Glukosetoleranz und wird auch in der Diagnostik des Diabetes mellitus
verwendet (12)(85). Der Test ermoglicht die Messung der Glukosehomdostase
und Betazellfunktion und wurde in unserer Studie als reproduzierbare Glukose-
belastung eingesetzt (4).

Die verwendete standardisierte Glukoselosung (Accu Check Dextrose, Roche)
enthalt 75g wasserfreie Glukose.

Nach einer basalen Blutentnahme durch eine periphere Venenverweilkanule
(Abbocath 20G) wurde die Glukoselosung nach mindestens 8-stundigem Fasten
innerhalb von 3-5 Minuten getrunken. Es erfolgten Blutentnahmen nach 15, 30,
60, 90, 120 und 150 Minuten. Die Blutproben wurden sofort auf Eis gelagert und
in das Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen geschick.

Die Probanden wurden dazu aufgefordert mindestens 3 Tage vor Durchfuhrung
des Tests keine Diat zu halten und ihre normalen Alltagsaktivitaten
beizubehalten.

2.3.4 Funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT)

Die funktionelle Magnetresonanztomographie ermoglicht die Darstellung
neuronaler Aktivitat durch die Messung metabolischer Veranderungen im Gehirn
auf der Grundlage des blood oxygen level dependent (BOLD) effect. Dieser
Effekt beruht auf dem unterschiedlichen Verhalten von Hamoglobin in einem

Magnetfeld abhangig von seinem Oxygenierungszustand.
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Man unterscheidet zwischen diamagnetischem und paramagnetischem
Verhalten. Oxygeniertes Hamoglobin ist ein Diamagnet und richtet sich in einem
Magnetfeld entgegen der Feldrichtung aus.

Desoxyhamoglobin ist ein Paramagnet, der sich entlang eines Magnetfeldes
magnetisiert und damit die Feldstarke des Magneten in sich selbst verstarkt.
AulRerhalb eines Magneten besteht keine magnetische Ordnung,
Desoxyhamoglobin ist also kein Spontanmagnet.

Die Eigenschaft ein Magnetfeld in sich selbst zu verstarken, bewirkt im Falle des
Desoxyhamoglobins in den Gefalen, dass das Protonensignal von
Wassermolekulen im gefaBumgebenden Gewebe verandert wird. Dies fuhrt zu
einem messbaren Kontrast im MRT im Vergleich zu oxygeniertem Hamoglobin.
Die Anwesenheit von paramagnetischen Molekulen verandert die magnetische
Leitfahigkeit zwischen Blutgefald und umgebendem Gewebe, was zu einer
Erhohung der Spinzahl der Molekule fuhrt. Dies wiederum verursacht eine Zer-
streuung der Wasserprotonensignale und ist im MRT-Bild als eine
Kontrastabschwachung zu sehen, stellt sich also dunkel dar. Daraus kann
gefolgert werden, dass eine erhohte Signalintensitat eine erhohte
Blutoxygenierung anzeigt. Der Kontrast wird also durch die Blutoxygenierung
festgelegt und ist bestimmt durch Angebot, in Form von gesteigertem oder
vermindertem Blutfluss und Verbrauch (Metabolismus), in Form von gesteigerter
oder verminderter Sauerstoffextraktion (O2-Extraktion) (86).

Ein gesteigerter Sauerstoffbedarf wird somit mit einem gesteigerten
Metabolismus der Neuronen verknupft und zeigt eine neuronale Aktivitat in
diesen Arealen an.

In frheren Studien konnte durch Vorfuhren essensrelevanter und nicht-essens-
relevanter Bilder gezeigt werden, dass die Sauerstoffkonzentration in den Hirn-
arealen, welche essensrelevante Stimuli prozessieren, bei einem essens-
relevanten Impuls im Vergleich zu einem nicht-essensrelevanten anstieg
(8)(87)(88). Diese Tatsache machten wir uns in der vorliegenden Arbeit zu Nutze.
Es wurden Messungen wahrend einer Ruhephase zur Ermittlung des absoluten

zerebralen Blutflusses und fMRT-BOLD-Sequenzen durchgefuhrt. Aul3erdem
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fanden anatomische Messungen statt, die es ermdglichten entsprechend
stimulierte Hirnareale zu lokalisieren.

Verwendet wurde ein 3-Tesla MRT der Firma Siemens (Siemens Trio, Erlangen,
Germany) mit einer 12-Kanal Kopfspule. Um Kopfbewegungen zu minimieren,
wurde die Spule seitlich mit Schaumstoffpolstern ausgestattet. Die Essensbilder

wurden Uber eine Beamer-Spiegelkonstruktion in das MRT projiziert.

2.3.5 Verabreichung von Glukagon

Das Glukagoninfusat wurde Uber einen Perfusor, der auflerhalb des MRT
positioniert war, und einen 2,5 m langen Infusionsschlauch kontinuierlich
infundiert. Die Infusionslésung wurde mit 2 mL Eigenblut angereichert, um ein
Anhaften des Glukagons an der Kunststoffoberflache der verwendeten Infusions-

materialien zu vermeiden.

2.3.6 Kalorimetrie

Die indirekte Kalorimetrie ist eine Untersuchungsmethode, die es erlaubt durch
die Menge der Atemgase eine Aussage uber den Energieumsatz eines
Probanden zu machen. Moglich ist diese Methode, da die eingeatmete
Sauerstoffmenge proportional ist zum Energieumsatz (89).

Uber die Differenzen von Kohlenstoffdioxid (CO-) und Sauerstoff (O) in der Ein-
und Ausatemluft wird der O2-Verbrauch und die COz -Produktion berechnet. Der
Energieumsatz wird dann mithilfe der vereinfachten Weir-Formel aus der
Sauerstoffaufnahme (V,,,) und der Kohlendioxidabgabe (V¢,,) ermittelt.
Ruheenergieumsatz (resting energy expenditure; REE) nach der vereinfachten
Weir-Formel (90):

kcal
REE (T) = (1.106 X Vo, +3.941 x V) X 1.44

Die Methode erlaubt Ruckschlusse auf die Effizienz der Energieverwertung in

Ruhe oder nach Nahrungsaufnahme. AuRerdem konnen Aussagen uber die
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bevorzugt genutzten Hauptnahrstoffe fur die Energiegewinnung gemacht
werden. Hierzu wird der respiratorische Quotient (RQ) verwendet, der sich wie
folgt berechnet:

VCO
RQ = —°2
Q v

2

Um mogliche Limitationen der indirekten Kalorimetrie, die durch die Anwendung
unterschiedlicher technischer Gerate und Auswertungsprogramme entstehen, zu
vermeiden, verwendeten wir die postkalorische individual calibration control
evaluation (ICckE) -Methode. Diese postkalorische Kalibration wurde von
Schadewaldt et al. entwickelt, um Ungenauigkeiten durch Gerateunterschiede
bei der indirekten Kalorimetrie zu minimieren (91).

Die indirekte Kalorimetrie sollte im Ruhezustand bei liegender Kérperhaltung und
bei Raumtemperatur stattfinden. In dieser Studie kam die Dilutionsmethode unter

Verwendung einer Atemhaube zum Einsatz.

2.4 Materialien

GlucaGen 1mg/mL; Pulver und Losungsmittel zur

el Herstellung einer Injektionslosung; Novo Nordisk
Natriumchloridlosung NaCl 0,9%, B.Braun Melsungen AG

Glukoselosung Accu Check Dextrose O.G-T.; 300mL; Roche

2.5 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten bei der Voruntersuchung durch eine
Venenpunktionskanule und wahrend des oralen Glukosetoleranztests durch eine
periphere Verweilkanule in der Ellenbeuge oder am Unterarm.

Durch Spulen mit 2 mL NaCl 0,9% nach jeder Blutentnahme wurde die Nutzung

der Verweilkanule zur Blutentnahme sichergestellt und ein Verschluss durch
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koaguliertes Blut vermieden. Vor jeder Blutentnahme wurden 2 mL des Blutes
gesondert abgenommen, um eine Verfalschung der Werte zu verhindern.
Die Blutproben wurden unverzuglich auf Eis gelagert und im Zentrallabor des

Universitatsklinikums weiterverarbeitet.

2.6 Messungen

2.6.1 Blutglukosespiegel und HbA1c

Die Messungen der Blutglukosespiegel und des HbA1c-Wertes wurden im
Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen durchgeflhrt.

Glukose wurde mit der Hexokinase-Methode bestimmt. Der HbA1c-Gehalt wurde
mithilfe einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) aus EDTA-Blut

ermittelt.

2.6.2 Laborparameter

Die Analyse der Blutproben erfolgte im Zentrallabor des Universitatsklinikums
Tdbingen. Insulin- und C-Peptidkonzentrationen wurden mittels Chemi-
lumineszenz-Immunoassay (CLIA; Centaur; Siemens) aus dem Serum bestimmit.
Die freien Fettsauren (NEFAs) und Triglyceride wurden mithilfe eines
enzymatischen Farbtest aus dem Plasma ermittelt. Ebenfalls enzymatisch wurde
Kreatinin bestimmt. CRP wurde anhand der Immunturbidimetrie aus dem Plasma
quantifiziert. TSH, fT3 und fT4 wurden ebenso wie Insulin und C-Peptid mit der
CLIA-Methode (Centaur;Siemens) ermittelt. Die Transaminasen AST und ALT
wurden photometrisch bestimmt. Die Durchflusszytometrie lieferte das
Differentialblutbild. Die Elektrolyte Natrium und Kalium wurden aus dem Plasma
mit der ISE-Methode (ionenselektive Elektrode) gemessen.

2.6.3 Glukagon

Glukagon wurde in einem EDTA-Rohrchen mit Aprotininzusatz abgenommen
und sofort auf Eis gelagert.
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Die Glukagonkonzentrationen wurden mit einem kommerziell erwerblichen
Glucagon Radioimmunoassay (RIA) Kit (Millipore, Linco Research, St. Charles,
MO) bestimmt.

Dieser Radioimmunoassay schnitt als bester von zehn getesteten Assays zur
Bestimmung von Glukagon ab. Er zeichnet sich durch sehr geringe Kreuz-
reaktionen mit andere Peptidhormonen aus, insbesondere Oxyntomodulin, sowie
einer Sensitivitat von 20 pg/mL bei einem Probevolumen von 100 pL (92)(93). Zu
beachten sind schlechtere Sensitivitaten bei sehr geringen Glukagon-
konzentrationen.

Als Glukagonanstieg wird gewertet, wenn der Quotient aus Glukagonwert bei
Minute 120 und Minute O des oralen Glukosetoleranztests grof3er oder gleich 1
ist (fold-chain-glucagon 120/0 2 1).

2.7 Berechnungen

2.7.1 Dosierung von Glukagon

Die Dosierung von Glukagon fur diese Studie wurde auf der Grundlage der Arbeit
,coinfusion of GLP-1 and Glukagon in Man Results in a Reduction in Food
Intake® von Jaimini Cegla et al. im Jahr 2014 (10) kalkuliert. Die Forscher um
Cegla infundierten ihren Probanden Glukagon in einer Konzentration von 2,8
pmol/kg/min und erreichten damit einen Plasmaglukagonanstieg von ca. 150
pmol/L. Der in der Studie von Wagner et al. beobachtete physiologische
Glukagonanstieg nach Glukosebelastung, der in unserer Studie imitiert werden
sollte, war nur etwa ein Drittel so grof3, sodass wir schatzten, dass eine um circa
dreifach niedrigere Glukagonkonzentration von 1 pmol/kg/min ausreichen wurde,
um diesen Anstieg bei der Gruppe mit Glukagonabfall nach Glukosebelastung
nachzuahmen (83). Im Rahmen einer Probemessung erzielten wir bei
Glukagonkonzentrationen von 1 pmol/kg/min bereits einen Glukagonanstieg
deutlich Uber dem physiologischen Mal}, sodass wir zur Durchfuhrung der Studie
eine Glukagonkonzentration von 0,5 pmol/kg/min festlegten.
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Bei einem Probanden von 100 kg Korpergewicht werden so Uber die Dauer des
oGTT von 120 Minuten und der letzten etwa 30-minutigen MRT-Messung
insgesamt 7500 pmol (7,5 nmol) infundiert. Die Konzentration wurde durch
entsprechende Verdinnung individuell fur jeden Probanden bereitgestellt.
Hierflr wurde eine Glukagonstammlosung mit einer Glukagonkonzentration von
0,001 mg/mL hergestellt. Ein Milliliter dieser Losung enthielt 290 pmol Glukagon.
Aus diesen Angaben wurde die Infusionslaufrate tber 2,5h in mL/h errechnet.
Fur einen 100 kg schweren Probanden betrug die Laufrate 10,4 mL/h.

2.7.2 Insulinsensitivitat

Die Insulinsensitivitat beschreibt, wie sensibel periphere Gewebe auf Insulin mit
der Aufnahme von Glukose in die Zelle reagieren. Eine normale Insulinsensitivitat
liegt dann vor, wenn bei normal hohen Insulinkonzentrationen ausreichend
Glukose aus dem Blut in das Zielgewebe aufgenommen werden kann. Reichen
normale Insulinkonzentrationen nicht mehr aus, um Glukose hinreichend in die
Zielgewebe zu transportieren, resultiert eine Hyperglykdmie mit reflektorischer
Hyperinsulinamie. Diesen Zustand nennt man Insulinresistenz (7). Goldstandard
der Insulinsensitivitatsmessung ist der Hyperinsulinamische-Euglykamische
Clamp (94). Dieser war wahrend unserer Studie, die wiederholte fMRT-
Messungen verlangte, nicht durchfuhrbar. Es gibt allerdings viele indirekte
Methoden zur Messung der Insulinsensitivitat. Zwei davon wurden fur diese

Studie ausgefuhrt.

2.7.2.1 Formel von Matsuda und DeFronzo

Die Insulinsensitivitat wird einmal nach der Formel von Matsuda und DeFronzo
berechnet (95). Bendtigt werden die Nuchternkonzentrationen von Glukose und
Insulin (fasting glucose and insulin), sowie die Mittelwerte von Glukose und
Insulin (mean glucose and insulin) wahrend des oGTTs (Minute 0,30,60,90,120).
Die Forscher entwickelten eine Formel fur die Insulinsensitivitat, die auf der

Grundlage der Werte eines oralen Glukosetoleranztests vergleichbare Werte wie
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im euglykamischen Insulinclamp, dem Goldstandard der Insulinsensitivitats-
messung, lieferten. Je kleiner der Zahlenwert des Matsuda-Index, desto geringer

ist die Insulinsensitivitat.

10000
IS =

(fasting glucose X fasting insulin) X
(mean glucose X mean insulin during OGTT)

2.7.2.2 NEFA-Index

Der in unserer Arbeitsgruppe durch Modellierung der Gold-Standard-Messungen
entwickelte NEFA-Index ermoglicht eine Berechnung der Insulinsensitivitat
unabhangig der Glukosekonzentration im Blut. Stattdessen basiert er auf BMI,
Insulinkonzentrationen bei Minute 0, 60 und 120 und den NEFAs zu Minute 120
(96). Dieser Index zeigt sich robuster gegenuber veranderten metabolischen
Bedingungen z.B. wahrend einer Schwangerschaft oder in verschiedenen
Stadien des Pradiabetes. Auch hier gilt je kleiner der Zahlenwert, desto geringer

ist die Insulinsensitivitat.

(3,853—0,9%xIn BMI—-0,205xIn insuling—
NEFA — 1510,60,120 = 60 X e9128xIninsuling,—0,256xIninsulin,,o—0,138XInNEFA13)

2.7.3 Hepatische Insulinclearance

Die hepatische Insulinclearance (CLR) ist ein Mal} fur die Insulinextraktion beim
First pass von Insulin in der Leber und kann angenahert werden durch den
Quotienten aus der Flache unter der Kurve (AUC) der C-Peptidkonzentration und
der Flache unter der Kurve (AUC) der Insulinkonzentration
(97)(98)(99)(100)(101).

CLR — AUC(C — Peptidkonzentrationi, o—120 )

AUC (Insulinkonzentrationy, o—120)
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2.7.4 Body-Mass-Index (BMI)

Der BMI beschreibt den Quotienten aus Korpergewicht in Kilogramm und dem
Quadrat der Korpergrolie in Metern.

Korpergewicht (k
gy = Korperg (kg)

Korpergrofie?(m?)

Zur Ermittlung des Gewichts wurde bei allen Messungen dieselbe Waage
verwendet. Vom Gewicht des angekleideten Probanden wurde 1 kg abgezogen.
Der BMI ist ein weit verbreitetes MaR zur Bestimmung von Ubergewicht und der
Einschatzung des damit einhergehenden Risikos zur Entwicklung von
Folgeerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskularen
Erkrankungen (102).

Zur Beurteilung des BMI wurden die Grenzwerte der WHO herangezogen (103).

Erndhrungszustand BMI
Untergewicht < 18,5 kg/m?
Normalgewicht 18,5 — 24,9 kg/m?
Praadipositas 25,0 — 29,9 kg/m?
Adipositas Grad | 30,0 — 34,9 kg/m?
Adipositas Grad Il 35,0 — 39,9 kg/m?
Adipositas Grad lll > 40 kg/m?

Tabelle 2: BMI-Grenzwerte nach WHO-Richtlinien

2.7.5 Taille-Hufte-Verhaltnis (WTH-Ratio)

Das Taille-Hufte-Verhaltnis beschreibt den Quotienten aus Taillenumfang und
Huftumfang.

Taillenumfang (cm)

WTH — Ratio =
atto Hiiftumfang (cm)
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Die Male wurden am nuchternen, aufrechtstehenden Probanden mit
entspannter Bauchdecke genommen.

Gemessen wurde der Huftumfang gemaf der WHO-Empfehlung Uber der Klei-
dung an der breitesten Stelle des Gesaldes mit zum Boden parallelem MalRband.
Der Taillenumfang wurde mittig zwischen unterer Grenze des Rippenbogens und
oberem Rand des Beckenkamms gemessen. Kleidungssticke, die Uber die
Dicke eines T-Shirts hinausgingen, wurden ausgezogen. Verwendet wurde ein
nicht elastisches MalRband, welches eng anliegend, aber nicht einschniurend
angelegt wurde. (104)

Vermehrtes viszerales Fettgewebe ist assoziiert mit einer grofieren Morbiditat
und Mortalitat, besonders mit metabolischen Risikofaktoren wie verminderte
Glukosetoleranz, gesteigerte Insulinresistenz und Fettstoffwechselstorungen,
welche im besonderen Male zur Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 und
kardiovaskularen Erkrankungen beitragen (102)(105).

Zur Auswertung wurden die Grenzwerte der WHO fur eine kaukasische
Probandenpopulation genutzt. Bei Mannern liegt der Grenzwert des Taille-Hufte-
Verhaltnisses bei 20,9, bei Frauen bei =0,85. Da bei der Auswertung unserer
Daten keine Unterscheidung zwischen den Geschlechtern gemacht wurde,
wurde der Wert der Frauen als Grenzwert angenommen. Bei Werten oberhalb
dieser Grenzwerte liegt ein deutlich erhohtes Risiko fur die Entwicklung
metabolischer Komplikationen vor (104).

2.8 Statistische Auswertung

FUr die gesamte statistische Auswertung wurde ein Signifikanzniveau von p=0,05
festgelegt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS 27.0 (IBM).
Die Ergebnisse werden, falls nicht anders angegeben, als Mittelwerte +*
Standardabweichung angegeben. Die statistische Analyse zwischen den beiden
Gruppen Placeboinfusion vs. Glukagoninfusion erfolgte durch gepaarte t-Tests.
Bei Variablen mit Messwiederholungen wurden initial die Flachen unter den
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Kurven (AUC) berechnet und anschliel3end im gepaarten t-Test analysiert. Die
AUC wurde mithilfe der Trapezoidformel berechnet.

Auf Normalverteiltheit wurde mittels Shapiro-Wilk-Test gepruft. Bei nicht
normalverteilten Parametern wurde auf Varianzgleichheit (Homoskedastizitat)
mit dem Levene-Test getestet. Bei Varianzhomogenitat wurde auf eine
Transformation der Parameter zur Erreichung der Normalverteiltheit verzichtet
und die Rohdaten verwendet.

Zur Ermittlung von Korrelationen erfolgte bei normalverteilten Parametern eine
Korrelationsanalyse nach Pearson. Bei nicht normalverteilten Parametern wurde
eine Spearman’sche Korrelationsanalyse durchgefuhrt. Der Korrelations-

koeffizient wird mit r angegeben.

3 Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristika

Zu Versuchsbeginn wurden wichtige Probandencharakteristika ermittelt. In
Tabelle 3 sind die Charakteristika der Probanden mit gepaarter Messung bei ihrer
jeweils ersten Messung dargestellt. Insgesamt erhielten 13 Probanden jeweils
eine Messung mit einer Placeboldsung und einer Glukagonldsung in zeitlichem
Abstand von einigen Monaten.

Normalverteilte Parameter werden als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Nicht normalverteilte Parameter werden als Median und

Interquartilsbereich angegeben.
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Probandencharakteristika - erste Visite

n 13

Geschlecht w [%] 7 53,8
Geschlecht m [%] 6 46,2

Alter [Jahren] 52 [34-59]
GrolRe [cm] 172,5 +6
Gewicht [kg] 66,4 [69,7-87,4]
BMI [kg/m2] 24 4 +45
Taillenumfang [cm] 77,3 [72,5-97,9]
Huftumfang [cm] 95,8 6,5
Taillen-Huft-Ratio 0,83 [0,77-0,99]
Nuchternglukose [mmol/L] 4,94 [4,70-5,25]
HbA1c [%] 5,6 +0,4

Tabelle 3: Probandencharakteristika bei der jeweils ersten Visite. Analysiert wurden die Daten
der Probanden mit gepaarter Messung. Das Geschlecht w=weiblich und m=mannlich ist in
absoluten und relativen Haufigkeiten angegeben, normalverteilte Parameter sind als Mittelwert +
Standardabweichung, nicht normalverteilte Parameter als Median [Interquartilbereich]
angegeben. Zur Auswertung des Taillen- und Hiftumfangs sowie der Taillen-Hift-Ratio lagen nur
Werte von 12 Probanden vor.

Das Geschlechterverhaltnis ist mit 7 Frauen und 6 Mannern nahezu
ausgeglichen.

Der Median des Alters liegt bei 52 Jahren mit einem Interquartilbereich von 34
bis 59 Jahren. Damit sind 50% der Probanden unter 52 Jahre und 50% der
Probanden zwischen 34 und 59 Jahre alt.

Der mittlere BMI mit 24,4 kg/m? liegt im Bereich der Normalgewichtigen nach
WHO Definition.

50% der Probanden hatten ein niedrigeres Taille-Hufte-Verhaltnis als 0,83, womit
sie unterhalb des Grenzwertes der WHO fur Frauen von 0,85 lagen. Der
Interquartilsbereich betrug 0,77 bis 0,99.
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Der Median der Nuchternglukose lag bei 4,94 mmol/L. 75% der Probanden
hatten eine niedrigere Nuchternglukose als 5,25 mmol/L. Bei einem
Studienteilnehmer wurde eine gestorte Nuchternglukose von 6,33 mmol/L
gemessen. In der durchgefuhrten Spearman’schen Korrelationsanalyse
korrelierte die Nuchternglukose linear mit dem BMI der Probanden (p= 0,003;
r=0,76). Eine Korrelation der Nuchternglukose mit dem Alter konnte nicht
nachgewiesen werden (p= 0,47; r= 0,468).

Der mittlere HbA1c-Wert mit 5,6 + 0,4% war hochnormal. Der gemessene
Maximalwert des HbA1c lag bei 6,1% und damit im Bereich einer pradiabetischen
Stoffwechsellage. In der Analyse wie viele Probanden einen HbA1c oberhalb von
5,7% und damit einen Pradiabetes nach ADA-Definition (12)(106) hatten, wurden
bei 46,2% der Probanden Werte grof3er oder gleich 5,7% gemessen. Der HbA1c
korrelierte dabei weder signifikant mit dem BMI (p= 0,31; r= -0,3) noch mit dem
Alter (p= 0,2; r= 0,38) der Probanden. Es besteht bei keinem Studienteilnehmer
Anhalt fur eine Stoffwechselstorung in Form eines manifesten Diabetes mellitus.

Da wahrend der ersten und der zweiten Messung der Probanden einige Monate
lagen, wurden in Bezug auf die metabolische Situation wichtige Parameter
sowohl vor Placebo- als auch Glukagoninfusion erhoben und durch einen t-Test
bei verbundenen Stichproben analysiert und deren statistische Signifikanz
untersucht (p< 0,05).

Sowohl die Nuchternglukosekonzentration (p= 0,55) als auch der HbA1c
(p= 0,07) unterschieden sich nicht signifikant vor Placebo- und Glukagoninfusion.
Das Gewicht (p= 0,93) und der BMI (p= 0,91) der Probanden waren vor den
verschiedenen Messungen kaum voneinander verschieden, sodass ein Einfluss

dieser Werte auf die untersuchten Parameter unwahrscheinlich ist.
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Probandencharakteristika — jeweils vor Intervention

Placebo Glukagon p
n 13 13
Fﬁ;’:ﬁﬁ"g'”k“e 4,94 [4,70-525] 500 [4,62-514] 055
HbA1c [%] 557  +0,36 547 +0,28 0,07
Gewicht [kg] 664  [59,7-849] 684 [59,3-87,1] 0,93
BMI [kg/m2] 243  +44 242 +42 0,91

Tabelle 4: Veranderbare metabolische Probandencharakteristika jeweils vor Intervention.
Angegeben sind bei normalverteilten Merkmalen der Mittelwert + Standardabweichung. Bei nicht
normalverteilten Parametern wird der Median [Interquartilbereich] angegeben. Das
Signifikanzniveau ist mit p < 0,05 angegeben. Es wurde ein gepaarter t-Test zum Vergleich der
Gruppen Placebo- vs. Glukagoninfusion durchgefiihrt. Bei nicht normalverteilten Parametern
wurde zuvor auf Varianzhomogenitdat getestet und bei nicht signifikantem Ergebnis auf
Normalisierung verzichtet und die Rohdaten verwendet.

3.2 Dynamik metabolischer Parameter nach Glukosebelastung

3.2.1 Vergleich Placebo- vs. Glukagoninfusion

Verglichen werden die Probanden wahrend Placebo- oder Glukagoninfusion im
Hinblick auf ihre Dynamik von Glukose-, Glukagon-, Insulin-, C-Peptid- und
Triglyceridkonzentration im Blut nach einer standardisierten Glukosebelastung
im Rahmen eines oralen Glukosetoleranztests. Graphisch dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung zu den Messpunkten 0, 30, 60, 90 und 120
Minuten. Bei abhangiger Stichprobe und Messwiederholungen werden durch
einen gepaarten t-Test die Flachen unter der Kurve (AUC) von Minute O bis
Minute 120 nach Beginn des oralen Glukosetoleranztests zwischen den Gruppen
Placebo- vs. Glukagoninfusion verglichen.
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3.2.1.1 Glukosekonzentration
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Abbildung  4: Dynamik der Glukosekonzentration Gber 120 Minuten. Minute 0 markiert den
Beginn des oralen Glukosetoleranztests sowie der Placebo- bzw. Glukagoninfusion. Verglichen
werden die Gruppen Placebo- (blau) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests der Flachen unter der
Kurve (AUC) der Glukosekonzentration ermittelt.

Die Graphik zeigt den Verlauf der Glukosekonzentration in den Gruppen
Placeboinfusion und Glukagoninfusion. Minute O markiert den Beginn des oralen
Glukosetoleranztests sowie der jeweiligen Infusion. Die Nuchternglukose der
beiden Gruppen war mit 5,03 £ 0,47 mmol/L in der Placebogruppe und 4,97 +
0,40 mmol/L in der Glukagongruppe auf einem vergleichbaren Ausgangsniveau.
Im Verlauf der Glukosebelastung stieg der mittlere Glukosespiegel in beiden
Gruppen an und erreichte zu Minute 30 sein Maximum mit 7,87 £ 1,01 mmol/L in
der Placebogruppe und 7,89 £ 1,37 mmol/L in der Glukagongruppe. Deskriptiv
zeigte sich ab Minute 60 ein starkerer Abfall der Glukosekonzentration in der
Placebogruppe im Vergleich zur Glukagongruppe. Nach 120 Minuten betrug die
mittlere Glukosekonzentration der Placebogruppe 5,27 £ 1,52 mmol/L und in der
Glukagongruppe 5,69 + 1,24 mmol/L. Die Unterschiede in der
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Glukosekonzentration zwischen den Gruppen waren allerdings nicht signifikant
(pauc= 0,45).

3.2.1.2 Glukagonkonzentration
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Abbildung 5: Dynamik der Glukagonkonzentration tber 120 Minuten. Minute 0 markiert den
Beginn des oralen Glukosetoleranztests sowie der Placebo- bzw. Glukagoninfusion. Die
Glukagonkonzentration der Infusionsldsung betrug 0,5 pmol/kg/min. Die Laufrate wurde
gewichtsadaptiert fir jeden Probanden einzeln berechnet. Verglichen werden die Gruppen
Placebo- (blau) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte =+

Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests der Flachen unter der
Kurve (AUC) der Glukagonkonzentration ermittelt.

Abbildung 5 zeigt die Glukagonkonzentration der verschiedenen Gruppen uber
120 Minuten. Zu Minute 0 begann nach erster Blutentnahme die Placebo- bzw.
Glukagoninfusion sowie die standardisierte  Glukosebelastung. Die
Glukagonkonzentration der Glukagoninfusionslosung betrug 0,5 pmol/kg/min.
Die Laufrate wurde gewichtsadaptiert fur jeden Probanden einzeln berechnet.
Die Nuchternglukagonkonzentration der Placebogruppe lag bei 22,41 + 15,53
pmol/L, die der Glukagongruppe bei 19,38 + 11,69 pmol/L und damit leicht
niedriger als in der Vergleichsgruppe. In der Placebogruppe sank die Glukagon-
konzentration anschlieend auf einen 30-Minuten-Wert von 17,44 £+ 6,39 pmol/L
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und schwankte im Verlauf bis zu Minute 120 zwischen 18,21 + 9,39 pmol/L und
18,52 + 10,17 pmol/L.

Unter kontinuierlicher Glukagoninfusion stieg die Glukagonkonzentration bis zu
Minute 90 stetig an und erreichte zu diesem Zeitpunkt ein Maximum von 51,03 £
20,28 pmol/L. In Minute 120 wurden mittlere Glukagonkonzentrationen in der
Glukagongruppe von 49,17 + 16,81 pmol/L gemessen.

Im Vergleich war die Glukagonkonzentration unter Glukagoninfusion uber die Zeit
signifikant hoher als unter Placeboinfusion (pauc< 0,001).

3.2.1.3 Insulinkonzentration
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Abbildung 6: Dynamik der Insulinkonzentration Uber 120 Minuten. Minute O markiert den Beginn
des oralen Glukosetoleranztests sowie der Placebo- bzw. Glukagoninfusion. Verglichen werden
die Gruppen Placebo- (blau) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests der Flachen unter der
Kurve (AUC) der logarithmierten Insulinkonzentration ermittelt.

Die Nuchterninsulinkonzentration in der Placebogruppe lag bei 62,15 + 39,83
pmol/L, in der Glukagongruppe ahnlich bei 57,92 + 36,90 pmol/L. Nach Glukose-
belastung stieg die mittlere Insulinkonzentration in beiden Gruppen bis zu Minute
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90 an. Zu diesem Zeitpunkt wurde in beiden Gruppen der Maximalwert der
Insulinkonzentration innerhalb von 120 Minuten gemessen. In der
Placebogruppe lag dieser bei 682,69 + 537,96 pmol/L, in der Glukagongruppe
bei 837,08 + 537,65 pmol/L. Anschlieend fielen die Insulinkonzentrationen
wieder leicht ab, blieben aber weiterhin mit 547,08 + 511,24 pmol/L in der
Placebogruppe und 646,25 £ 330,29 pmol/L in der Glukagongruppe deutlich Uber
den gemessenen Nuchterninsulinkonzentrationen. Deskriptiv zeigte sich in der
Glukagongruppe ein steilerer Anstieg der mittleren Insulinkonzentration nach
Glukosebelastung mit kontinuierlich hdheren Konzentrationen Uber die gesamte
Zeitspanne von 120 Minuten. Dieser deskriptive Unterschied ist im Vergleich der
beiden Gruppen nicht signifikant (pauc= 0,07).

Ab  Minute 30 fallen groRe Standardabweichungen der mittleren

Insulinkonzentration auf.

3.2.1.4 C-Peptidkonzentration
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Abbildung  7: Dynamik der C-Peptidkonzentration Gber 120 Minuten. Minute 0 markiert den
Beginn des oralen Glukosetoleranztests sowie der Placebo- bzw. Glukagoninfusion. Verglichen
werden die Gruppen Placebo- (blau) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests der Flachen unter der
Kurve (AUC) der C-Peptidkonzentration ermittelt.
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Die C-Peptidkonzentration im Nuchternzustand bei Minute 0 lag in der
Placebogruppe bei 485,69 + 233,77 pmol/L und in der Glukagongruppe bei
426,15 + 163,20 pmol/L. Nach Beginn des oralen Glukosetoleranztests stieg die
C-Peptidkonzentration analog zur Insulinkonzentration deutlich an. Maximal-
werte wurden ebenfalls in Minute 90 nach Glukosebelastung gemessen. Diese
lagen in der Placebogruppe bei 2609,54 + 926,19 pmol/L und in der Glukagon-
gruppe bei 2630,69 + 997,33 pmol/L. Auch die mittlere C-Peptidkonzentration fiel
in Minute 120 wieder leicht ab, blieb aber ebenfalls Uber den gemessenen
Nuchternkonzentrationen mit 2278,77 £ 979,06 pmol/L in der Placebogruppe und
2297,08 + 980 pmol/L in der Glukagongruppe. Deskriptiv liegen die
Konzentrationskurven der mittleren C-Peptikonzentrationen der beiden Gruppen
auf gleichem Niveau und verlaufen nahezu kongruent. Die Analyse der Flache
unter der Kurve der mittleren C-Peptidkonzentrationen ergab keine Signifikanz
(pauc= 0,24).
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3.2.1.5 Triglyceridkonzentration
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Abbildung 8: Dynamik der Triglyceridkonzentration tber 120 Minuten. Minute 0 markiert den
Beginn des oralen Glukosetoleranztests sowie der Placebo- bzw. Glukagoninfusion. Verglichen
werden die Gruppen Placebo- (blau) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests der Flachen unter der
Kurve (AUC) der Triglyceridkonzentration ermittelt. Die AUC der Triglyceridkonzentration war im
Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Im Levene-Test auf Varianzhomogenitat wurde keine
Signifikanz ermittelt, weshalb auf Normalisierung verzichtet wurde und zur Analyse die Rohdaten
verwendet wurden.

Die Nuchternkonzentration der Triglyceride zum Zeitpunkt O lag in der
Placebogruppe bei 119,92 + 65,76 mg/dL und in der Glukagongruppe bei 111,00
+ 70,69 mg/dL. Im Verlauf der Glukosebelastung anderte sich die mittlere
Triglyceridkonzentration nur geringfugig. Maximalwerte wurden in beiden
Gruppen zu Minute 60 mit 126,69 + 69,63 mg/dL in der Placebogruppe und
113,92 + 65,70 mg/dL in der Glukagongruppe gemessen. Die mittleren
Triglyceridkonzentrationen lagen deskriptiv in der Placebogruppe wahrend der
gesamten Zeit von 120 Minuten oberhalb der mittleren Konzentrationen der
Glukagongruppe. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren allerdings
nicht signifikant (pauc= 0,42).
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3.3 Hepatische Insulinclearance

Hepatische Insulinclearance

Placebo Glukagon p

n 13 13
Insulinclearance (CLR) 4,19 + 1,68 3,70 +1,35 0,22

Tabelle 5: Hepatische Insulinclearance. Verglichen werden jeweils die Gruppen Placebo- vs.
Glukagoninfusion anhand des Quotienten der AUC der C-Peptidkonzentration und der AUC der
Insulinkonzentration jeweils von Minute O bis 120. Angegeben sind die Mittelwerte *
Standardabweichung. Das Signifikanzniveau ist mit p < 0,05 angegeben. Es wurde ein gepaarter
t-Test durchgefihrt.

Die hepatische Insulinclearance wurde mithilfe der Ratio der Flache unter der
Kurve (AUC) der C-Peptidkonzentration und der AUC der Insulinkonzentration
angenahert. Betrachtet wurden die jeweiligen Konzentrationen von Minute 0 bis
Minute 120. Die mittlere Clearance der Placebogruppe betrug 4,19 + 1,68. Der
Mittelwert der Clearance in der Glukagongruppe lag mit 3,70 + 1,35 niedriger als
in der Vergleichsgruppe. Der im gepaarten T-Test ermittelte p-Wert war mit 0,22

nicht signifikant.
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3.4 Insulinsensitivitat
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Abbildung 9: Insulinsensitivitat nach Matsuda und DeFronzo. Verglichen werden die Gruppen
Placebo- (schwarz) vs. Glukagoninfusion (grin). Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests ermittelt.

Berechnet wurde die Insulinsensitivitdt zunachst nach der Formel von Matsuda
und DeFronzo. In der Placebogruppe lag die mittlere Insulinsensitivitat bei 14,2
+ 8,53. In der Glukagongruppe betrug der Insulinsensitivitatsindex im Mittel 12,77
+ 6,81. Der durch einen t-Test bei abhangigen Stichproben ermittelte p-Wert lag
bei 0,36. Damit lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Insulinsensitivitaten der beiden Gruppen feststellen. Die Insulinsensitivitat nach
Matsuda und DeFronzo korrelierte nicht signifikant mit dem Alter (p= 0,58;
r=0,17) und dem BMI (p= 0,23; r=-0,36) der Probanden.
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Abbildung 10: Insulinsensitivitdit anhand des NEFA-Index. Verglichen werden die Gruppen
Placebo- (schwarz) vs. Glukagoninfusion (grin). Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests ermittelt.

Die anhand des NEFA-Index errechnete Insulinsensitivitat lag in der
Placebogruppe bei 4,47 + 2,01. In der Glukagongruppe betrug die
Insulinsensitivitat 4,34 + 2,27. Der anhand eines gepaarten t-Tests ermittelte p-
Wert betrug 0,62. Ein Unterschied der Insulinsensitivitaten zwischen den
Gruppen Placebo- vs. Glukagoninfusion lag nicht vor. Auch fur den NEFA-Index
konnte keine Korrelation mit dem Alter (p= 0,97; r= -0,1) und dem BMI (p= 0,11;

r=-4,9) festgestellt werden.
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Insulinsensitivitatsindizes

Placebo Glukagon p
n 13 13
ISI Mats 14,20 + 8,53 12,77 + 6,81 0,36
ISI NEFA 4,47 + 2,01 4,34 +227 0,62

Tabelle 6: Insulinsensitivitdt nach Matsuda/ DeFronzo sowie anhand des NEFA-Index. Verglichen
werden jeweils die Gruppen Placebo- vs. Glukagoninfusion anhand der Formel nach Matsuda/
DeFronzo (ISI Mats) sowie des NEFA-Index (ISI NEFA). Je niedriger der Zahlenwert, desto
niedriger die Insulinsensitivitdt in beiden Fallen. Angegeben sind die Mittelwerte =+
Standardabweichung. Das Signifikanzniveau ist mit p < 0,05 angegeben. Es wurde ein gepaarter
t-Test durchgefihrt.

3.5 Grundumsatz
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Abbildung 11: Grundumsatz nach standardisierter oraler Glukosebelastung. Verglichen werden
die Gruppen Placebo- (schwarz) vs. Glukagoninfusion (griin). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung in kcal. Der p-Wert wurde mithilfe eines gepaarten t-Tests ermittelt. Es
wurden 11 gepaarte Messungen analysiert. Die Messungen zweier Probanden wurden aufgrund
eines Geratedefekts an jeweils einem der beiden Versuchstage ausgeschlossen.
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Ermittelt wurde der Grundumsatz mithilfe der indirekten Kalorimetrie. Gemessen
wurde jeweils nach oralem Glukosetoleranztest und Placebo- oder
Glukagoninfusion. Insgesamt wurden 11 gepaarte Messungen ausgewertet, da
bei zwei Probanden aufgrund eines Geratedefekts an jeweils einem Versuchstag
keine Messung durchgefuhrt werden konnte und diese deshalb vollstandig von

der Auswertung ausgenommen wurden.

Grundumsatz

Placebo Glukagon p

n 11 11
Grundumsatz [kcal] 1685 + 317 1713 + 317 0,6

Tabelle 7: Grundumsatz nach standardisierter oraler Glukosebelastung. Verglichen werden die
Gruppen Placebo- vs. Glukagoninfusion. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung
in kcal. Das Signifikanzniveau ist mit p < 0,05 angegeben. Es wurde ein gepaarter t-Test
durchgefihrt.

Der mittlere Grundumsatz in der Placebogruppe war mit 1685 + 317 kcal minimal
niedriger als in der Glukagongruppe mit 1713 + 317 kcal. Im t-Test fur abhangige
Stichproben konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden
(p=0.6).

4 Diskussion

Die vorgelegte Arbeit untersuchte an gesunden Probanden akute metabolische
Effekte einer Glukagonsteigerung nach Glukosebelastung und erbrachte als
zentrales Ergebnis Hinweise darauf, dass eine Steigerung der Glukagonkon-
zentration eine Hyperinsulinamie ohne Steigerung der Insulinsekretion
verursacht. Ursachlich fur die Hyperinsulindmie scheint am ehesten eine
Steigerung der Insulinclearance. Vor dem Hintergrund bestehender Literatur
werden im Folgenden die Ergebnisse der Studie diskutiert
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4.1 Probandencharakteristika

Unser Ziel war es, die akuten Effekte eines Glukagonanstiegs wahrend einer
Glukosebelastung zu untersuchen. Um zu verhindern, dass die Ergebnisse durch
Vorerkrankungen der Probanden beeinflusst werden, wurden Probanden mit be-
kannten chronischen Erkrankungen ausgeschlossen. Zur Studie waren
Probanden zwischen 18 und 70 Jahren zugelassen, was eine grol3e
Altersspanne darstellt. Der jungste Proband war 23 Jahre, der alteste 60 Jahre
alt. Der Altersmedian von 52 Jahren mit einem Interquartilbereich von 34 bis 59
Jahren spiegelt eine ausgewogene Altersverteilung in der untersuchten Kohorte
wider. Auch das Geschlechterverhaltnis war mit 7 Frauen und 6 Mannern nahezu
ausgeglichen, sodass Unterschiede zwischen den Geschlechtern in gleichem
Verhaltnis in die Analyse mit einflossen.

Essenziell war weiterhin, einen noch nicht diagnostizierten gestorten Glukose-
stoffwechsel der Probanden zu erkennen, da ein Diabetes mellitus haufig mit
einer veranderten Insulin- (107)(1)(7)(108)(109) und Glukagonsekretion (35)(39)
einhergeht und die Analyse der Daten verfalscht hatte. In der Auswertung der
Daten zur Nuchternglukose fiel ein Maximalwert von 6,33 mmol/L und damit ein
Wert im Bereich der gestorten Nuchternglukose auf. Bei Betrachtung des
zugehorigen 2-h-oGTT-Glukosewertes konnte eine gestorte Glukosetoleranz
allerdings ausgeschlossen werden. Die ubrigen Nuchternglukosewerte lagen im
Normbereich.

Die Auswertung der HbA1c-Werte lieferte einen mittleren HbA1c von 5,6 £ 0,4%
und lag somit im hochnormalen Bereich nach Definition der WHO und der
American Diabetes Association (12)(106). Bei detaillierter Analyse der einzelnen
Probanden wurde bei 46,2% ein HbA1c-Wert =2 5,7% gemessen, der nach ADA-
und WHO-Definition (12)(106) in den pradiabetischen Bereich fallt. Im Hinblick
auf den HbA1c-Wert zur Diagnose eines Pradiabetes und Diabetes mellitus ist
bekannt, dass der glykolysierte Hamoglobingehalt auch bei metabolisch
gesunden Probanden mit dem Alter ansteigt (110)(111)(112)(113)(114). In zwei
Studien von Roth et al. (110) und Masuch et al. (111) an groRen deutschen

Kohorten wurden altersadaptierte Referenzbereiche implementiert, welche auch
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in die Praxisempfehlung der Deutschen Diabetesgesellschaft zur Diagnostik
eines Diabetes mellitus (115) aufgenommen wurden. Wendet man diese auf die
Probanden unserer Kohorte an, liegen alle HbA1c-Werte der Probanden im
Referenzbereich ihrer Alterskohorte. Dass die Anwendung altersadaptierter
Referenzwerte sinnvoll ist, zeigt auch die Tatsache, dass bei Analyse der
zugehdrigen 2-h-oGTT-Glukosewerte der Probanden mit einem HbA1c = 5,7%
kein Hinweis auf eine gestorte Glukosetoleranz bestand.

Zu Uberdenken ware vor diesem Hintergrund zudem, ob anstelle von
altersadaptierten Referenzbereichen eine generelle Anhebung des HbA1c-
Wertes zur Diagnose eines Diabetes mellitus und dementsprechend eines Pra-
diabetes in Betracht gezogen werden sollte. Dafur sprachen die Daten der
Framingham Offspring Study (FOS) und NHANES 2001-2004 (112) sowie der
NHANES Il Kohorte (116), ausgewertet im Hinblick auf die Altersabhangigkeit
des HDbA1c-Wertes. Letztere zeigte =zusatzlich eine ethnienspezifische
Abhangigkeit des HbA1c mit hoheren Werten in beispielsweise der schwarzen
Bevdlkerung bei vergleichbaren Glukosekonzentrationen (116). Weiterhin liegen
Daten vor, die eine Abnahme der Spezifitat des HbA1c zur Diagnose eines
Diabetes mellitus und insbesondere eines Pradiabetes mit zunehmenden Alter
nahelegen (117). Vor dem Hintergrund des fortschreitenden demographischen
Wandels und einer zunehmend diversen Gesellschaft und der damit
einhergehenden Gefahr einer Uberdiagnostik in diesen Bevodlkerungsgruppen
sowie dem Wissen, dass klinisch relevante mikrovaskulare Schadigungen selten
bei HbA1c-Werten < 7% auftreten (118)(119)(120)(121)(122), konnte eine
Anhebung des HbA1c gemal} des Vorschlags von Davidson et al. (116) zur
Diagnose eines Pradiabetes auf 6,1-6,9% sowie zur Diagnose eines Diabetes
mellitus auf 7% sinnvoll sein.

Zur Untersuchung der Abhangigkeit des HbA1c vom Alter der Probanden in
unserer Kohorte erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Spearman, welche keine
signifikante Korrelation erbrachte (r=0,38; p=0,2). Dass eine statistisch
signifikante Korrelation in dieser Kohorte nicht nachgewiesen werden konnte,

liegt moglicherweise an der kleinen Stichprobe von 13 Probanden, da bei kleinen
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Stichproben sehr starke Korrelationen vorliegen muissen, um signifikant zu
werden.

Abschliel3end Iasst sich feststellen, dass in der untersuchten Kohorte kein Anhalt
fur eine gestorte Glukosetoleranz oder einen manifesten Diabetes mellitus
besteht.

Da Ubergewicht und insbesondere (ibermaRiges viszerales Fettgewebe ein
Risikofaktor fur die Entstehung eines Diabetes mellitus beziehungsweise einer
gestdrten Glukosetoleranz sind (1)(5)(6)(123)(124)(125)(126), wurden BMI und
das Taille-Hufte-Verhaltnis ebenfalls vor Versuchsbeginn analysiert. Der mittlere
BMI lag nach WHO-Kriterien (103) im Bereich der Normalgewichtigen, sodass
ein Einfluss auf die erhobenen metabolischen Parameter unwahrscheinlich ist.
Wie zu erwarten, korrelierte der BMI  signifikant —mit der
Nuchternglukosekonzentration der Probanden (p= 0,003; r= 0,76).

Bei der Analyse des Taille-Hufte-Verhaltnis (WHR) wurde der Grenzwert der
WHO fur Frauen herangezogen (104), da dieser mit 0,85 niedriger liegt als der
Grenzwert fur Manner mit 0,9. Mit 0,83 [0,77-0,99] lag das Verhaltnis im oberen
Normalbereich.

Um zu verhindern, dass es zu signifikanten Abweichungen der Nuchternglukose-
konzentration, des HbA1c, des Gewichts und BMI zwischen den zum Teil Monate
auseinanderliegenden Versuchstagen kam, wurden diese mittels gepaartem t-
Test verglichen.

Die Kohorten waren in ihren Eigenschaften weitestgehend homogen, sodass

Vergleiche zwischen den Gruppen madglich sind.

4.2 Dynamik metabolischer Parameter nach Glukosebelastung

4.2.1 Glukagon-, Glukose-, Insulin-, C-Peptidkonzentration, Clearance

Die erhobenen Nuchternglukagonkonzentrationen der verschiedenen Gruppen
(GlukOpiac=22,41+£15,53 pmol/L; GlukOgciuw=19,38 + 11,69 pmol/L) sind in ihrer
Hohe vergleichbar mit Nuchternglukagonkonzentrationen in der Literatur, welche
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im Bereich zwischen 14-36 pmol/L liegen und ebenfalls mittels
Radioimmunoassay bestimmt wurden (127)(83)(128)(129).

Es wurde durch kontinuierliche Infusion von Glukagon in einer Konzentration von
0,5 pmol/kg/min das Ziel erreicht einen signifikanten Glukagonanstieg
(pauc<0,001) im Vergleich zur Placebogruppe zu erzeugen. Die maximale Héhe
des Anstiegs (Gluk90gw= 51,03 + 20,28 pmol/L) lag im Bereich der
Glukagonkonzentration, die auch durch Aufnahme einer Proteinmahlzeit erzielt
(129)(130) sowie im Insulinentzug bei Typ 1 Diabetikern gemessen werden kann
(131)(60). Sie lag gleichsam niedriger als im Zustand einer diabetischen
Ketoazidose (132) und leicht hoher als bei andauerndem Fasten (128).

Es wurden allerdings auch hohere Konzentrationen erreicht, als zuvor auf Basis
der Arbeit von Cegla et al. (127) berechnet. Kalkuliert war ein Anstieg auf etwa
30 pmol/L, was in etwa einem Sechstel des Glukagonanstiegs der Cegla-Studie
entspricht.

Dieser Anstieg war auf Grundlage der Arbeit von Wagner et al. (83) als in etwa
vergleichbar  mit  einem physiologischen Glukagonanstieg nach
Glukosebelastung ermittelt worden. Hier waren zu Minute 120 nach oraler
Glukosebelastung bei circa 20-30% der Probanden die
Glukagonkonzentrationen um circa 20% zur Nuchternglukagonkonzentration
angestiegen. Die in unserer Arbeit erreichten Glukagonkonzentrationen in Minute
120 (Gluk120ciuk= 49,17 £ 16,81 pmol/L) lagen damit etwas hdher, als bei einem
physiologischen Glukagonanstieg nach Glukosebelastung erwartet.

Hier zeigt sich, dass trotz ausfuhrlicher Planung und vorheriger Berechnung
physiologische Glukagonkonzentrationen schwer zu generieren sind, da
Glukagon in sehr geringen Mengen im Blut vorliegt und diese artifiziell schwer
nachahmbar sind.

Wir hatten uns durch die hoheren Glukagonkonzentrationen in den untersuchten
metabolischen Parametern versprochen, deutlichere Unterschiede beobachten
zu konnen.

Die beobachtete Glukosekonzentrationskurve wahrend des oGTT in beiden

Gruppen ist monophasisch mit Maximalwerten bei Minute 30 und entspricht damit
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dem Glukosekonzentrationsverlauf eines Grofteils der nicht diabetischen
Individuen wahrend eines oralen Glukosetoleranztests (133)(134)(135)(136).

Da die Reproduzierbarkeit des Glukosetoleranztest in der Vergangenheit haufig
in der Kritik stand (137)(138)(139)(140)(141)(142)(143), wurde zum Erreichen
grotmoglicher Vergleichbarkeit auf strikte Einhaltung des WHO Durchflihrungs-
protokolls (144) und auf sorgsame Verarbeitung der Proben direkt nach
Abnahme sowie im Labor geachtet (145).

Bei Betrachtung der Glukosekonzentrationskurven der beiden Kohorten zeigte
sich ein nahezu kongruenter Verlauf. Die durchgeflihrten oralen
Glukosetoleranztests waren bei allen Probanden reproduzierbar. Als
reproduzierbar wird gewertet, wenn der Glukosetoleranztest wiederholt nach
Definition der WHO (144) und wie in Studien zur Reproduzierbarkeit des oGTT
angewandt (137) das gleiche Ergebnis liefert, also entweder eine normale
Glukosetoleranz, gestorte Glukosetoleranz oder ein Diabetes mellitus
diagnostiziert wird.

Bei Vergleich der AUCs der Glukosekonzentration Uber 120 Minuten liel3 sich
kein signifikanter Unterschied der Konzentrationen Uber die Zeit in den Gruppen
Placeboinfusion und Glukagoninfusion feststellen (pauc= 0,45). Dieses Ergebnis
war unter Berlcksichtigung der physiologischen Wirkungen von Glukagon in die-
ser Weise nicht zu erwarten, da Glukagon bekannt fur seine Funktion der
Glykogenolyse- und Glukoneogenesestimulation ist (146)(147). Somit ware in
der Gruppe mit Glukagoninfusion eine gesteigerte hepatische Glukoseproduktion
mit  einhergehender  Steigerung der Blutglukosekonzentration nach
Glukagongabe zu vermuten gewesen. Sowohl im Tiermodell als auch in Studien
mit gesunden Individuen konnte eine Steigerung der Glukosekonzentration im
Blut unter exogener Glukagonzufuhr nachgewiesen werden. Diese Steigerung
der Glukosekonzentration war zwar nur vorubergehend, aber dennoch messbar
(40)(41)(148). Unter exogener Glukagonzufuhr wurden in diesen Studien hohere
Glukagonkonzentrationen erreicht als in der hier diskutierten Studie (62-172

pmol/L vs. 51,03 £ 20,28 pmol/L), sodass nicht ausgeschlossen werden kann,
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dass die hier verabreichte Glukagonmenge zu niedrig war, um einen Einfluss auf
die Glukosekonzentration auszuuben.

Bomboy et al. und Felig et al. (41)(40), welche einen transienten Glukoseanstieg
wahrend kontinuierlicher Glukagoninfusion zeigten, postulierten, dass der Abfall
nach initialem Anstieg der Glukosekonzentration nicht durch einen Anstieg der
Insulinsekretion zu erklaren sei. Insbesondere in der Studie von Bomboy et al.
wird dies durch einen gleichartigen transienten Glukoseanstieg wahrend
Glukagoninfusion bei insulinabhangigen Diabetikern erklart, die nicht durch
gesteigerte Insulinsekretion auf den Stimulus Glukagon reagieren konnten (41).
Ein wesentlicher Unterschied im Design dieser Studien zu der hier diskutierten
ist, dass alle Parameter entweder im Nuchternzustand nach nachtlichem Fasten
oder nach 45-minutiger kontinuierlicher Glukoseadministration mit einer Laufrate
von 2 mg/kg/min und nicht wie in der vorgelegten Arbeit nach standardisierter
Glukosebelastung gemessen wurden.

Der hier verwendete Ansatz simuliert die kompensatorischen metabolischen
Mechanismen nach einer kohlenhydratreichen Mahlzeit im Alltag, wohingegen
die Arbeiten von Bomboy et al. und Felig et al. insbesondere zur isolierten
Betrachtung der hepatischen Glukoseproduktion geeignet sind.

In einer Arbeit von Sherwin et al. (39) wurde nach 3-stundiger kontinuierlicher
Glukagoninfusion ein oraler Glukosetoleranztest an gesunden Probanden mit
fortgesetzter exogener Glukagonzufuhr durchgefuhrt. Hier zeigte sich, wie auch
in der vorliegenden Arbeit, kein Unterschied in der Glukosekonzentration im
Vergleich zur Placebogruppe, bei vergleichbar hohen Glukagonkonzentrationen
wie in den Studien von Bomboy et al. (41) und Felig et al (40). Damit kann eine
zu niedrige Glukagondosis als Erklarung der ausbleibenden Glukose-
konzentrationssteigerung ausgeschlossen werden.

Moglicherweise hat die bolusartige Glukoseingestion im Rahmen des oGTT
einen Einfluss auf die Glukosehomoostase unter Glukagoninfusion. Bei enteraler
Glukoseaufnahme ist ein Einfluss der Inkretine, insbesondere GLP-1, auf die
Glukosekonzentration denkbar. GLP-1, ein im Darm gebildetes Peptidhormon,

steigert unter anderem glukoseabhangig die Insulinsekretion und verbessert die
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Insulinsensitivitat der Gewebe (149)(150)(151)(152)(153). Im Rahmen unseres
Versuchs konnte die Sekretion von GLP-1 nach enteraler Glukosebelastung den
glukosekonzentrationssteigernden Effekten von Glukagon entgegenwirken und
so die ausbleibende Glukosesteigerung nach Glukagongabe erklaren, die
Bomboy et al. Und Felig et al. in ihren Studien mit intravenoser Glukosegabe
nachweisen konnten. Eine weitere zu diskutierende Madoglichkeit, die den
fehlenden Glukoseanstieg nach Glukagoninfusion erklaren konnte, ist die
sogenannte ,Glucose Effectivness’. Glucose effectivness beschreibt die
Fahigkeit von Glukose an sich die Glukoseverwertung zu steigern und die
hepatische Glukoseproduktion zu drosseln und damit grof3e Glukoseexkursionen
nach Glukosebelastung abzumildern, ohne dass sich die Insulinkonzentration
andert (154)(155)(156)(157)(158)(159). In der vorliegenden Arbeit konnte diese
Glukoseeffektivitat erklaren, warum die Glukosekonzentration stabil bleibt,
obwohl Glukagon infundiert wird. Die Glukoseeffektivitat ist allerdings eine
umstrittene GroRe, da einerseits die Mechanismen zur Glukoseregulation auf
molekularer Ebene nicht intensiv erforscht und definiert sind (160) und
andererseits die Messung der ,Glucose Effectiveness’ schwierig ist. Eine haufig
verwendete Methode ist die Minimal Model Methode, die 1979 von Richard
Bergmann und Claudio Cobelli entwickelt wurde (161). Die Bestimmung beruht
auf einem mathematischen Model, welches auf Grundlage eines intravendsen
Glukosetoleranztests die Insulinsensitivitat und Glukoseeffektivitat abschatzt. Es
existieren allerdings Studien, die zeigen, dass die ,Glucose Effectiveness’ auf
diese Weise uberschatzt wird und nicht vollstandig unabhangig von der
Insulinkonzentration betrachtet werden kann (162)(163)(164).

Ebenfalls als Regulationsmechanismus denkbar ware eine kompensatorische
Hyperinsulinamie zur Erhaltung der Glukosetoleranz. Eine solche konnten die
Forscher um Sherwin (39) nicht nachweisen.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit legen allerdings einen Einfluss einer
gesteigerten Insulinkonzentration in der Glukagongruppe zur Erhaltung der
Glukosehomoostase nahe.
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Die Insulinkonzentration Uber die Zeit war in den Gruppen Placebo- und
Glukagoninfusion zwar nicht signifikant voneinander verschieden, ein Trend war
jedoch bei einem p-Wert von 0,07 erkennbar. Betrachtet man die Konzentrations-
Zeit-Kurven in den verschiedenen Gruppen fallt Gber die Zeit, nach anfanglich
vergleichbaren Nuchterninsulinkonzentrationen, deskriptiv in der
Glukagongruppe eine durchgehend hohere Insulinkonzentration auf als in der
Placebogruppe. Anfanglich lag die Insulinkonzentration in der Placebogruppe bei
62,15 £ 39,83 pmol/L und damit nur ganz leicht Uber den 57,92 + 36,90 pmol/L
in der Glukagongruppe. Bereits in Minute 30 war ein deutlicher Unterschied
messbar mit 520,25 + 277,18 pmol/L in der Placebogruppe und 646,50 + 430,47
pmol/L in der Glukagongruppe. Die Differenz zeigte sich in Minute 60 mit 652,77
+341,25 pmol/L (Placebo) in und 787,46 + 655,05 pmol/L (Glukagon) noch grofder
und erreichte in Minute 90 mit 682,69 + 537,96 pmol/L (Placebo) und 837,08 +
537,65 pmol/lL (Glukagon) ihr Maximum. In Minute 120 lag die
Insulinkonzentration mit 547,08 + 511,24 pmol/L in der Placebogruppe weiterhin
unter der Konzentration in der Glukagongruppe (646,25 + 330,29 pmol/L). Da
die Insulinkonzentration venos bestimmt wurde, kann durch isolierte Betrachtung
der Insulinkonzentration nicht eruiert werden, ob es sich um eine Steigerung der
Insulinsekretion im Pankreas oder eine Drosselung der Insulinclearance in der
Leber handelt.

C-Peptid ist als guter Marker zur Evaluation der endogenen Insulinsekretion
bekannt. Es entsteht in aquimolarer Menge zu Insulin aus Proinsulin und wird
gleichzeitig mit Insulin aus den Betazellen des Pankreas sezerniert. Dabei
unterliegt es einem vernachlassigbarem First-Pass durch die Leber mit gleich-
zeitig konstantem peripheren Abbau (165)(166)(167)(168)(169)(170)(171)(172).
Vorsicht ist bei Nierenfunktionsstorungen geboten, da C-Peptid in diesen Fallen
in falsch erhohten Konzentrationen vorliegt (173). Probanden mit chronischen
Nierenfunktionsstérungen wurden zu dieser Studie nicht zugelassen, sodass von
einer Beeintrachtigung der Werte nicht auszugehen ist.

Betrachtet man nun die Konzentrationen von C-Peptid im Serum uUber die Zeit,

fallt auf, dass sich die bei der Insulinkonzentration beobachteten Unterschiede in
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den Konzentrations-Zeit-Kurven nicht finden. Diese Beobachtung legt nahe, dass
sich der Unterschied in der Insulinkonzentration in den verschiedenen Gruppen
nicht durch eine Steigerung der Insulinsekretion im Pankreas erklaren lasst, da
in diesem Falle auch die C-Peptidkonzentration in der Gruppe mit
Glukagoninfusion erhoht sein musste.

An dieser Stelle ruckt nun die Insulinclearance in der Leber in den Fokus. Die
hepatische Insulinclearance ist ein wichtiges Werkzeug des Korpers zur
Regulation der Insulinkonzentration. Beim First-Pass durch die Leber werden un-
gefahr 50% des sezernierten Insulins bereits metabolisiert und stehen dem
Korper nicht mehr zur Steuerung der Glukosehomobostase zur Verfugung
(168)(169). Eine mogliche Erklarung fur die verschiedenen Insulin-
konzentrationen in den beiden Gruppen ware bei unveranderter Insulinsekretion
im Pankreas eine Drosselung der hepatischen Insulinclearance in der Gruppe mit
Glukagoninfusion. In der vorgelegten Arbeit wurde die hepatische
Insulinclearance durch den Quotienten der AUC der C-Peptidkonzentration und
der AUC der Insulinkonzentration uber 120 Minuten angenahert und
anschliel3end durch einen gepaarten T-Test verglichen. Die Clearance betrug in
der Placebogruppe 4,19 + 1,68 und in der Glukagongruppe 3,70 + 1,35.
Deskriptiv zeigt sich in der Glukagongruppe also eine niedrigere Clearance als in
der Vergleichsgruppe. Im gepaarten T- Test ist dieser Unterschied allerdings
nicht signifikant (pauc= 0,22). Es ist zu beachten, dass die auf diese Weise
ermittelte Insulinclearance nur eine Annaherung an die tatsachliche hepatische
Insulinclearance darstellt (98)(97). In Folgestudien sollten modellbasierte
Messungen zur exakteren Bestimmung der hepatischen Insulinclearance
angewandt werden. Da bei Betrachtung der Insulinkonzentrationen ein deutlicher
Trend zur Hyperinsulinamie in der Glukagongruppe erkennbar ist und bei
Vergleich der Clearance in dieser Studie nur eine Annaherung an die tatsachliche
Clearance der Leber verwendet wurde, sollte in Folgestudien die Hypothese,
dass die durch Clearancesteigerung erreichte Hyperinsulinamie die durch
Glukagon stimulierte hepatische Glukoneogenese mit einhergehend steigenden
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Glukosekonzentrationen kompensiert und SO die stabilen

Glukosekonzentrationen erklart, erneut gepruft werden.

4.2.2 Triglyceridkonzentration

Zur Beeinflussung der Triglyceridkonzentration durch Glukagon liegen bereits
einige Studien vor, die eine Senkung der Triglyceridkonzentration nach
Glukagongabe zeigen. Viele dieser Studien sind im Tiermodell an Ratten
durchgefuhrt worden (55)(56)(174). Diese erhielten Uber 3 Wochen 20ug
Glukagon subkutan appliziert, was zu einer 40%igen Reduktion der Triglyceride
fuhrte. Diese Glukagonkonzentrationen liegen weit Uber dem physiologischen
Glukagonanstieg nach Glukosebelastung beim Menschen.

Es existieren nur wenige Daten mit kleinen Kohorten zur Beeinflussung der
Triglyceridkonzentration durch Glukagon beim Menschen(175)(176)(54). In den
an gesunden Probanden durchgefuhrten Studien wurden ebenfalls deutlich
hohere Glukagonkonzentrationen als in der vorliegenden Arbeit (1 mg Glukagon
i.v. (175); 0,1-2,0 yg/kg (176)) im Bolus appliziert, welche dann Veranderungen
der Triglyceridkonzentration hervorriefen. Interessant ist weiterhin, dass in der
Arbeit von Schaded et al. (176) Konzentrationen von 0,1ug/kg einen transienten
Triglyceridanstieg erzeugten und erst in hoheren Dosierungen der zuvor am
Tiermodell beschriebene Triglyceridabfall zu beobachten war. Die Frage blieb,
ob sehr geringe Glukagonanstiege, wie beim paradoxen Glukagonanstieg nach
Glukosebelastung, einen Effekt auf die Triglyceridkonzentration haben und ob es
sich dabei um einen Anstieg oder Abfall der Triglyceride handelt. Wir
untersuchten die Triglyceridkonzentration im 30- minutigen Abstand im Rahmen
des oralen Glukosetoleranztest mit kontinuierlicher Glukagon- oder
Placeboinfusion. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ergab sich
nicht (pauc= 0,42). Dabei bleibt aufgrund des Versuchsaufbaus unklar, ob sich
eine Veranderung der Triglyceridkonzentration in den ersten Minuten nach
Beginn der Glukagongabe messen lieRe, vergleichbar mit der zuvor
beschriebenen Studie von Schaded et al., in der sich alle zu messenden
Unterschiede zwischen Minute 2-10 nach Applikation des Glukagon ergaben.
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Eine anhaltende Veranderung der Triglyceridkonzentration konnte in der hier
diskutierten Studie bei Infusion von 0,5 pmol/kg/min Glukagon nicht
nachgewiesen werden. In weiterfUhrenden Studien musste untersucht werden,
ob eine chronische Applikation von niedrigen Glukagondosen einen signifikanten
Einfluss auf den Triglyceridkatabolismus hat.

Eine weitere Moglichkeit, weshalb die Triglyceridkonzentration nach
Glukagoninfusion nicht sinkt, ware die durch Glukagoninfusion ausgeloste
Hyperinsulinamie. Bekannt ist, dass bei vielen Diabetikern, auch bei nicht
adiposen, eine Hyperinsulinamie mit einer Hypertriglyceridamie vergesellschaftet
ist (177)(178)(179). Denkbar ware, dass die durch die Glukagoninfusion
ausgeloste Hyperinsulinamie zu einer Steigerung der Triglyceridkonzentration
fuhrt und so die Triglyceridsenkung durch die Glukagongabe ausgleicht, weshalb
keine messbaren Unterschiede in beiden Gruppen zu finden sind.

Dagegen spricht allerdings, dass die beschriebene Hypertriglyceridamie bei
Hyperinsulinamie nur bei chronisch erhohten Insulinkonzentrationen gemessen
werden konnte und bei akuter Hyperinsulinamie die Triglyceridkonzentration
sogar sank (177)(180). Da in der vorliegenden Studie eine akute Hyperinsuliamie
durch Glukagongabe provoziert wurde, ist davon auszugehen, dass diese eher
zu einem weiteren Absinken der Triglyceridkonzentration beigetragen hatte.
Allerdings ist auch dies nicht messbar.

4.3 Insulinsensitivitat

Die Insulinsensitivitat gibt an wie sensitiv periphere Gewebe, also Muskeln, Fett-
gewebe, Leber etc. gegenuber Insulin sind und damit wie effizient die im Blut
befindliche Glukose in die Zielgewebe aufgenommen wird. Eine niedrige Insulin-
sensitivitat ist mit einer gestorten Glukosetoleranz und einem erhohten Risiko an
Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken verbunden (7)(181). In der medizinischen
Forschung hat sich die Messung der Insulinsensitivitat als Anhaltspunkt der
aktuellen metabolischen Situation der Probanden etabliert und es wurden viele
verschiedene Methoden entwickelt diese zu bestimmen. Goldstandard ist
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weiterhin der hyperinsulinamisch-euglykamische Clamp, der immer als
Vergleichsmedium fur indirekt ermittelte Insulinsensitivitaten dient.

Die verschiedenen indirekten Insulinsensitivitatsindizes haben unterschiedliche
Starken. Nuchtern ermittelte Indizes bertcksichtigen vermehrt die hepatische
Insulinsensitivitat, oGTT-basierte Indizes berucksichtigen sowohl die hepatische
als auch die periphere Insulinsensitivitat. Die Korrelation zum
hyperinsulinamisch-euglykamischen Clamp ist allerdings in allen von Otten et al.
in einer Metaanalyse untersuchten Indizes moderat (182)(183). In der von uns
durchgefuhrten Studie konnte ein hyperinsulinamischer-euglykamischer Clamp
nicht in Kombination mit regelmalligen fMRT-Messungen durchgefuhrt werden,
sodass wir zwei indirekte Insulinsensitivitatsindizes auswahlten, welche flur das
vorliegende Studiendesign die validesten Ergebnisse versprachen.

Um sowohl hepatische als auch periphere Insulinsensitivitat abzubilden, ent-
schieden wir uns einmal fur einen oGTT-basierten Insulinsensitivitatsindex, den
ISImats nach Matsuda und DeFronzo, welcher bereits viel erprobt ist (95).

Als zweiter Index wurde der Nefa-Index gewahlt. Dieser im Jahr 2016 von
Wagner et al. entwickelte Index zeigt sich in der Analyse robuster als
herkdbmmlich  verwendete Insulinsensitivitatsindizes.  Auch  in  der
Schwangerschaft, einem Zustand der physiologischen Insulinresistenz, liefert er
belastbare  Ergebnisse, wohingegen die meisten anderen Insulin-
sensitivitatsindizes nur fur gesunde Probanden erprobt sind (96).

In der zuvor genannten Arbeit von Wagner et al, in welcher eine
Probandenpopulation identifiziert werden konnte, die physiologisch mit der
Glukagonkonzentration = nach  Glukosebelastung  anstieg, war die
Insulinsensitivitat  signifikant hoher als in der Vergleichsgruppe mit
Glukagonabfall nach Glukosebelastung (83). Die Insulinsensitivitat war ebenfalls
nach der Methode von Matsuda und DeFronzo berechnet worden, sodass wir
uns die grolRtmogliche Vergleichbarkeit der Daten versprachen.

In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings der signifikante Unterschied der
Insulinsensitivitaten durch den artifiziell hergestellten Glukagonanstieg nach
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Glukosebelastung im Vergleich zur Placeboinfusion nicht nachgewiesen werden
(pisimats= 0,36; pisi-nera= 0,62).

Es handelte sich in unserem Fall um eine akut induzierte Steigerung der
Glukagonkonzentration nach Glukosebelastung und nicht wie im oben
beschriebenen Setting um einen physiologischen wiederkehrenden
Glukagonanstieg nach Nahrungsaufnahme. Dies konnte erklaren, warum kein
signifikanter Unterschied der Insulinsensitivitat nachgewiesen werden konnte. In
darauffolgenden Studien musste die Wirkung auf eine chronische oder
intermittierend nach Nahrungsaufnahme induzierte Glukagonsteigerung weiter
untersucht werden, um herauszufinden, ob dies zu einer verbesserten
Insulinsensitivitat der Probanden fuhren wurde. Die Durchfuhrung eines
hyperinsulindmisch-euglykdmischen Clamps ist zur Uberpriifung der Hypothese,
ob eine niedrig dosierte Glukagoninfusion nach oraler Glukosebelastung die
Insulinsensitivitat verandert, mit dem aktuellem Versuchsaufbau nicht
durchfuhrbar, sodass das Zurlckgreifen auf indirekte Indizes notwendig ist.

Da das Alter und der BMI die Insulinsensitivitat beeinflussen - diese sinkt namlich
auch bei gesunden Individuen mit steigendem Alter und BMI (184)(185) - wurden
fur unsere Kohorte Abhangigkeiten von Alter und BMI auf die Insulinsensitivitat
uberpruft. Es lie® sich fur die untersuchte Kohorte keine signifikante Korrelation
zwischen Insulinsensitivitat und Alter (p= 0,58; r=0,17) sowie BMI (p= 0,23; r= -
0,36) feststellen. Auch hier ist zu beachten, dass es sich bei einer Kohorte von
13 Probanden um eine sehr kleine Stichprobe handelt und Korrelationen sehr

ausgepragt sein mussten, um signifikant zu werden.

4.4 Grundumsatz

Die erwartete Steigerung des Grundumsatzes nach Glukagoninfusion im Ver-
gleich zur Placeboinfusion nach oraler Glukosebelastung konnte in dieser Studie
nicht nachgewiesen werden (pauc=0,6).

Die Literatur zur Evaluation des Grundumsatzes nach Glukagongabe liefert viele
Daten aus dem Tiermodell, aber nur wenige am Menschen (186)(187).
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Schon in den 50er Jahren konnte an Ratten ein erhdohter Sauerstoffverbrauch
nach intravendser Gabe von 1 mg Glukagon im Vergleich zur Placebogabe nach-
gewiesen werden, was als Zeichen eines gesteigerten Energieumsatzes
gewertet wurde (188).

Im Jahr 1984 stellte auch die Arbeitsgruppe um Chan et al. die Hypothese auf,
dass die chronische Gabe von Glukagon zur Steigerung des Energieumsatzes
fuhre. Dies postulierten die Forscher auf Grundlage der Beobachtung, dass in
Zucker Ratten, bei welchen eine genetische Form des Ubergewichts vorliegt,
nach Gabe von Glukagon (0,33 mg/kg; 2xtgl. s.c.) Uber 14 Monate im Vergleich
zur Placebogruppe eine Gewichtsabnahme nachzuweisen war, obwohl die Tiere
sich in der aufgenommenen Nahrungsmenge nicht unterschieden (189). Neben
der Tatsache, dass diese Daten im Tiermodell ermittelt wurden und die
Intervention Uber einen wesentlich langeren Zeitraum erfolgte, ist zu beachten,
dass deutlich hohere Glukagondosen als in der vorliegenden Arbeit verwendet
wurden, um den beobachteten Effekt zu erzeugen.

Wesentlich niedrigere Konzentrationen eines eigens fur das Studium Glukagon
vermittelter Wirkungen entwickelten Glukagonagonisten (10 nmol/kg/d)
verwendete die Arbeitsgruppe um Habegger et al. im Mausmodell an FGF21-
Knock-out-Mausen bzw. FXR-Knock-out-Mausen. Auch hier konnten die
Forscher einen signifikant gesteigerten Grundumsatz nach 17-tagiger
subkutaner Glukagongabe in Wildtypmausen nachweisen (190)(191). Aber auch
diese niedrigeren Dosierungen liegen noch deutlich Uber den physiologisch ge-
messenen Glukagonkonzentrationen im Menschen und den in dieser Arbeit
verabreichten Glukagondosen zur Simulation eines physiologischen Anstiegs
nach Glukosebelastung.

Die erste Studie am Menschen zu diesem Thema fuhrte Nair et al. 1987 durch.
Die Arbeitsgruppe konnte an gesunden mannlichen und weiblichen Probanden
durch die indirekte Kalorimetrie zeigen, dass der Grundumsatz durch Glukagon-
gabe Uber 210 Minuten gesteigert wurde. Dazu wurde die endogene Insulin- und
Glukagonsekretion durch Somatostatin gehemmt und anschlielend exogen

Glukagon mit einer Konzentration von 0,2ug/kg/h fur 210 Minuten infundiert. Es
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wurden maximale Glukagonkonzentrationen von 161 pmol/L erreicht, welche
circa dreimal so hoch waren wie in unserer Studie (Glukagonmax= 51,03 + 20,28
pmol/L) (192).

Es ist also mdglich, dass die in der vorliegenden Arbeit erzielten maximalen
Glukagonkonzentrationen nicht ausreichen, um zu einer signifikanten Steigerung
des Grundumsatzes zu fuhren.

Einen weiteren Einflussfaktor auf die Grundumsatzsteigerung nach
Glukagonapplikation beschrieben 1994 Calles-Escandon et al.. Deren Arbeit
zeigte, dass es nur unter insulininsuffizienter Hyperglukagonamie zu einer
Steigerung des Grundumsatzes kam. Die Forscher unterdruckten die endogene
Insulin- und Glukagonproduktion durch Somatostatingabe und mafen in
verschiedenen Testsettings durch indirekte Kalorimetrie den Grundumsatz der
Probanden. Im Setting mit isolierter Hyperglukagonamie (6ng/kg/min) stieg der
Grundumsatz der Probanden um 7,1+2,3%. Diese Steigerung war zwar nicht
signifikant, aber ein Trend war erkennbar. Im Setting mit kombinierter
Hyperinsulinamie und Hyperglukagonamie war dieser Trend nicht mehr
nachweisbar.

Die wahrend der kombinierten Hyperinsulinamie-Hyperglukagonamie erzeugten
maximalen Insulinkonzentrationen lagen bei 778125 pmol/L (193). Auch in der
hier vorliegenden Arbeit wurde durch den oralen Glukosetoleranztest eine
Hyperinsulinamie verursacht. Die maximalen Insulinkonzentrationen (Insulinmax=
837,08 £ 537,65 pmol/L) waren in etwa vergleichbar mit denen bei Calles-
Escandon.

Moglicherweise erklart also auch die im oralen Glukosetoleranztest induzierte
Hyperinsulinamie das Ausbleiben eines erhohten Grundumsatzes in der Kohorte
mit Glukagoninfusion.

Die von Calles-Escandon et al. maximal erreichten Glukagonkonzentrationen
lagen bei circa 140 pmol/L und somit fast dreimal hoher als in der vorliegenden
Arbeit.

In der Studie von Cegla et al. hingegen, welche zur Berechnung der

Glukagoninfusionsrate fur diese Studie herangezogen worden war, zeigte sich
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eine Steigerung des Grundumsatzes nach Glukagoninfusion, obwohl Insulin
nicht zuvor durch Somatostatingabe supprimiert wurde. Allerdings erfolgte die
indirekte Kalorimetrie als Baselinemessung und nach Hormoninfusion jeweils im
Nuchternzustand. Die Insulinkonzentration nach Glukagongabe stieg maximal
auf circa 30 mU/L (208 pmol/L) an und war somit in etwa ein Viertel so hoch wie
in der vorliegenden Arbeit (127). Diese Beobachtung unterstiutzt die Hypothese,
dass aufgrund der niedrigen Glukagonkonzentration und der vorliegenden
Hyperinsulinamie keine Steigerung des Grundumsatzes messbar war.

Zu spekulieren bleibt aktuell, ob Glukagon als Therapeutikum besonders vor
langen Fastenperioden (nachts) effektiv eingesetzt werden kann und, ob eine
proteinreiche Mahlzeit kombiniert mit Glukagongabe auch im niedrigen
Dosisbereich, die gewunschte Grundumsatzsteigerung bringt.

4.5 Limitationen

In unserer Studie wurden insbesondere die akuten Effekte einer
Glukagonsteigerung nach oraler Glukosebelastung getestet.

Langzeitwirkungen erhohter Glukagonwerte werden erst in Zukunft mit der
EinfGhrung von Glukagonrezeptoragonisten auswertbar sein. Dann kdnnen auch
valide Aussagen UuUber den Langzeitverlauf von Insulinsensitivitat und
Grundumsatz und damit Korpergewicht getroffen werden.

Erste Daten fur unimolekulare duale GLP-1-Rezeptor/Glukagonrezeptor-
Agonisten bestatigen bereits die verbesserte Beta-Zellfunktion und
Insulinsensitivitat bei Typ 2 Diabetikern (43)(194)(44)(195). Die Erkenntnisse
beruhen allesamt auf einem dualen Rezeptoragonismus, da als nachteiliger
Effekt einer Glukagonwirkung der gesteigerte Glukosespiegel angefuhrt wird. In
Dosierungen, wie sie in dieser Studie vorliegen, ist ein Effekt auf die periphere
Glukosekonzentration nicht beobachtbar. Interessant ware deshalb auch die
Wirkung einer Monotherapie mit einem niedrig dosierten Glukagonagonisten,
insbesondere bei adipdsen Patienten zu untersuchen.

Eine weitere Limitation der Studie ist die Tatsache, dass die Glukagon-

konzentrationen eines physiologischen Glukagonanstiegs uberschritten wurden
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und somit nicht exakt die gleichen Bedingungen zum Vergleich der
metabolischen Parameter vorlagen. Allerdings liellen sich die positiven
metabolischen Eigenschaften, die bei einem physiologischen Glukagonanstieg
vorlagen, schon bei den hier erzielten hoheren Konzentrationen nicht
reproduzieren.

Ebenfalls zu erwahnen ist, dass bei Konzeption der Studie zur Berechnung der
Clearance eine Formel ausgewahlt wurde, die lediglich eine Annaherung an die
tatsachliche hepatische Clearance liefert. Eine exaktere modellbasierte Methode
sollte in Folgestudien verwendet werden, um die hier vorgebrachte Hypothese zu
Uberprifen.

Da aus anderen Studien unseres Institutes nicht ausreichend viele Probanden
mit bekannter Glukagondynamik zu rekrutieren waren, erfolgte in den meisten

Fallen zuerst die Intervention mit Placebo zur Ermittlung der Glukagondynamik.

5 Zusammenfassung

Allgemein gilt Glukagon als Gegenspieler von Insulin, weshalb nach einer
Glukoseingestion von einer abfallenden Glukagonkonzentration ausgegangen
wird.

Allerdings existieren Daten aus verschiedenen europaischen Landern an
gesunden Probanden, die einen paradoxen Glukagonanstieg nach oraler
Glukosebelastung bei circa 20-30% der untersuchten Probanden feststellen und
diesen mit einem geringeren Risiko zur Entwicklung einer gestorten
Glukosetoleranz, einer hoheren Insulinsensitivitat und schlankerem Korperbau
assoziieren. Genaue metabolische Profile und Wirkungen im Gehirn wurden
bisher noch nicht untersucht.

Diese Studie hatte zum Ziel, eine dezidierte zentralnervose und metabolische
Charakterisierung eines Glukagonanstiegs, physiologisch und pharmakologisch
induziert, zu liefern. Diese Arbeit konzentriert sich auf die Untersuchung und den
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Vergleich  wichtiger metabolischer Parameter nach Placebo- oder
Glukagoninfusion.

Es wurde ein oraler Glukosetoleranztest durchgefuhrt und an unterschiedlichen
Versuchstagen entweder Glukagon mit einer Laufrate von 0,5 pmol/kg/min oder
Natriumchlorid infundiert. Wahrend des oGTT fanden regelmalige
Blutentnahmen und fMRT-Messungen statt. Nach Beendigung des oGTT wurde
zur Bestimmung des Grundumsatzes eine indirekte Kalorimetrie durchgefinhrt.

In der Glukagongruppe zeigte sich eine hohere Insulinkonzentration als in der
Placebogruppe, bei nicht verschiedener C-Peptidkonzentration als Marker der
Insulinsekretion. Dieser Unterschied war nicht signifikant (pauc= 0,07), ein Trend
jedoch erkennbar, was fur eine Beeinflussung der hepatischen Insulinclearance
durch Glukagoninfusion nach Glukosebelastung spricht. Eine Annaherung der
Clearance erbrachte keinen signifikanten Unterschied (pauc= 0,22). In einem
nachsten Schritt sollten deshalb mit exakteren Methoden diese neuen
Erkenntnisse wichtiger metabolischer Regulationsmechanismen genauer
untersucht werden.

In beiden Gruppen zeigte sich kein Einfluss auf Insulinsensitivitat (pisimats=0,36;
Pisinefa=0,62), Grundumsatz (p=0,6) und Triglyceridkonzentration (pauc=0,42)
durch Glukagoninfusion im Vergleich zu Placeboinfusion. Insgesamt wurden die
akuten Effekte einer Glukagonsteigerung nach Glukosebelastung untersucht,
wobei wichtige Erkenntnisse Uber Regulationsmechanismen des Stoffwechsels
bei  Glukagonanstieg nach  Glukosebelastung gewonnen  wurden.
Langzeitwirkungen eines niedrig dosierten Glukagonanstiegs konnen mit dieser
Studie nicht abgeschatzt werden und sollten im Folgenden untersucht werden.
Ebenso sollte die Hypothese der gesteigerten hepatischen Insulinclearance mit
konsekutiver Hyperinsulinamie bei Glukagonanstieg nach Glukosebelastung in

weiteren Studien mit geeigneten Methoden Uberprift werden.
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