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1  Einleitung

1.1 Diabetes mellitus Typ 2

In den letzten Jahren und Jahrzehnten nahmen die Inzidenz und die Privalenz des
Diabetes mellitus Typ 2 (non-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM) stéindig zu.
Allein in Deutschland leben heute schitzungsweise vier Millionen an Diabetes mellitus
Typ 2 erkrankte Personen. Von zentraler Bedeutung fiir den Pathomechanismus sind
eine insuffiziente Insulinsekretion und eine periphere Insulinresistenz. Allerdings sind
bis heute noch viele Einzelheiten im Wissen um die Entstehung der Erkrankung
unbekannt. Direkte oder indirekte Folgen der Erkrankung sind fiir die betroffenen
Personen oftmals sehr schwerwiegend und fiir das Gesundheitswesen zunehmend

kostenintensiv.

Bereits seit ldngerer Zeit wird eine multifaktorielle Genese des Diabetes mellitus Typ 2
vermutet [45]. So scheinen sowohl Umwelteinfliisse, wie z.B.
Erndhrungsgewohnheiten, als auch genetische Faktoren im Sinne einer Polygenie von
erheblicher dtiologischer Bedeutung zu sein [31; 50]. Bis heute sind jedoch nur wenige,
detaillierte Kenntnisse {iber eine genetisch determinierte Dysregulation des
Glukosestoffwechsels bekannt. Primidre Bedeutung besitzen in diesem Zusammenhang
diejenigen Gene, die Proteine mit wichtigen Schliisselfunktionen in der Regulation des
Glukosestoffwechsels kodieren. Bei einem dieser Kandidatengene handelt es sich um

das KIR6.2-Gen.
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1.2  Insulin - Synthese, Regulation und Wirkung

Insulin wird als Proteohormon von der B-Zelle des Pankreas synthetisiert und ist das
wichtigste anabole Hormon des menschlichen Korpers [36]. Uber insulinabhingige
Glukosetransporter Glut4 ermoglicht es die Glukoseaufnahme in Zellen, v.a. des
Muskel- und Fettgewebes, und senkt somit den Plasmaglukosespiegel. Neben weiteren
Wirkungsweisen fiihrt Insulin auch zu einer Steigerung der hepatischen und muskulidren

Glykogensynthese bzw. zu einer Hemmung der Lipolyse in den Fettzellen [36].

Nach Transkription und Translation des Insulingens entsteht zunédchst Priproinsulin, das
nach einer enzymatischen Abspaltung eines Signalpeptids im Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums in Proinsulin iiberfiihrt wird. Konvertasen spalten
anschliefend im Golgi-Apparat eine Teilsequenz (C-Peptid) ab, und so entsteht das
wirksame Peptidhormon Insulin. Nach seiner Proteinbiosynthese und anschlielender
posttranslationaler Modifikation wird Insulin zusammen mit dem C-Peptid in

dquimolaren Mengen intrazelluldr in Sekretgranula der -Zellen gespeichert [36].

Wichtigster Reiz fiir die Expression des Insulingens bzw. die Insulinsekretion ist der
Plasmaglukosespiegel [36; 46]. Pankreatische B-Zellen verfiigen in ihrer Zellmembran
iiber nicht-insulinabhingige Glukosetransporter vom Typ Glut2 mit einer hohen
Michaelis-Menten-Konstante fiir Glukose, die eine hohe Glukosekonzentration zur
Halbsittigung dieser Glut2-Transporter erforderlich macht. Bei physiologischen
Bedingungen bleibt somit gewihrleistet, da} die Aufnahme von Glukose in die B-Zellen
in Abhingigkeit von der Plasmaglukosekonzentration erfolgt und nicht durch die

Enzymkinetik limitiert wird [36].

Bei der anschlieBenden Glykolyse entsteht ATP in Abhéngigkeit zur Hohe des
Plasmaglukosespiegels. ATP-sensitive Kaliumkanile (Karp-Kanile) der B-Zelle, die aus
jeweils 4 Untereinheiten von KIR6.2 und des Sulfonylharnstoff-Rezeptors 1 (SUR1)

bestehen [29], schlieBen sich bei ansteigender intrazelluldrer ATP-Konzentration und
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depolarisieren die Zellmembran [3]. Darauthin 6ffnen sich zellmembranstidndige,
spannungsabhiingige Kalziumkanile bei einem Anstieg des Zellmembranpotentials und
fiihren somit zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels und damit zur

Exozytose der mit Insulin und C-Peptid gefiillten Speichergranula [4].

1.3  Glukagon und GLP-1

Das Peptidhormon Glukagon verhilt sich durch seine Féahigkeit zur Steigerung v.a. der
hepatischen Glukoneogenese und Glykogenolyse weitestgehend reziprok zu Insulin. Es
ist Teil eines Priprohormons, welches neben dem Glukagon Aminosiuresequenzen fiir
zwei weitere Hormone enthilt, die in ihrer Struktur dem Glukagon homolog sind und
als GLP-1 (glucagon-like-peptide) und GLP-2 bezeichnet werden. Nach proteolytischer
Spaltung dieses Priprohormons entsteht in den a-Zellen des Pankreas Glukagon [36]. In
dhnlicher Weise synthetisieren L-Zellen der intestinalen Mukosa aus diesem
gemeinsamen Ausgangsmolekiil das Inkretin GLP-1. Dieses bewirkt nach seiner
Sekretion infolge einer Nahrungsaufnahme eine Steigerung der glukoseabhidngigen

Insulinsekretion der B-Zelle des Pankreas [32; 36].

Wichtigster Stimulus fiir die Glukagonsekretion der o-Zellen ist ein Abfall der
Plasmaglukosekonzentration  [36]. Uber die Regulationsmechanismen  der
Glukagonsekretion der a-Zellen ist bis heute weit weniger bekannt als z.B. iiber jene der
Insulinsekretion der B-Zellen. Bisher wurde fiir a-Zellen von Ratten die Expression des
Enzyms Glukokinase [26] und die Existenz von Kjarp-Kanidlen beschrieben [11].
Denkbar wire somit, daf} ein hyperglykdmieinduzierter intrazelluldrer Anstieg der ATP-
Konzentration ebenfalls fiir die Basisregulation der Glukagonsekretion der a-Zellen eine
Rolle spielt. Diese These zur Regulation der Glukagonsekretion wird allerdings nicht in
allen Publikationen der letzten Jahre bestdtigt [11]. Nach jlingeren Erkenntnissen

scheinen a-Zellen Aktionspotentiale auch nur in einem bestimmten Aktivititsbereich
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threr Karp-Kanile erzeugen zu konnen [23]. Die fehlende Koexpression von Glut2-
Transportern neben der Expression der Glukokinase ist vermutlich fiir das "glucose-

sensing" der a-Zellen von untergeordneter Bedeutung [26].

1.4 ATP-sensitive Kaliumkanile

ATP-sensitive Kaliumkanile werden in der - [7; 13] und der a-Zelle [11] des Pankreas,
aber auch in Skelett- [60] oder glatten Muskelzellen [61], Herzmuskelzellen [47], dem
Gehirn [35] und der Hypophyse [10], sowie der Niere [28] exprimiert. Sie bilden ein
Kopplungsglied zwischen metabolischen und elektrophysiologischen
Steuerungsprozessen der Zellen und tragen damit zur Regulation verschiedener
Zellfunktionen wie Hormonsekretion, Erregbarkeit von Neuronen oder Muskelzellen
oder einer Zytoprotektion wihrend einer Ischiamie bei [41]. Klassische ATP-sensitive
Kaliumkanéle sind Heterooktamere und bestehen aus jeweils vier homologen
Untereinheiten eines Rezeptors fiir Sulfonylharnstoffe (SUR1, SUR2A oder SUR2B)
[2] und vier zentral gelegenen KIR6.2-Untereinheiten, welche eine selektive Pore fiir
das Elektrolyt Kalium bilden [40]. Fiir die Funktion des Kaliumkanals scheint diese

stochiometrische Anordnung von essentieller Bedeutung zu sein [42].

Abb. 1.1: Schematische  Darstellung eines  ATP-sensitiven  Kaliumkanals
(SUR/KIRG6.2)4
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1.5 E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen

Genlokus des KIR6.2-Gens ist das menschliche Chromosom 11p15.1 [29]. Das kodierte
Protein, die KIR6.2-Untereinheit eines ATP-sensitiven Kaliumkanals, besteht aus 390
Aminosduren mit zwei Transmembrandoménen [40]. Im KIR6.2-Gen sind bis dato 3
Punktmutationen (E23K, L270V, 1337V) beschrieben worden, denen ein potentieller
Einfluf} auf die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 zugeschrieben wird [24; 53].
L270V und 1337V scheinen jedoch nach einer neueren Studie keine Auswirkungen auf

die Eigenschaften von Karp-Kanéle zu besitzen [54].

Beim E23K-Polymorphismus handelt es sich um eine Substitution der Base Guanin
durch die Base Adenin im Codon 23 mit der Folge, da3 bei der Proteinbiosynthese die
saure Aminosdure Glutamat (E) durch die basische Aminosdure Lysin (K) in der Nihe
der ATP-Bindungsstelle [67] im zytoplasmatischen NH,-Ende der Tertidrstruktur des
KIR6.2-Proteins ersetzt wird (Lys™*¢ fiir Glu™#*¢) [30].

Aufgrund seiner hohen Allelfrequenz von ca. 34 % bei Kaukasiern [56] besitzt der
E23K-Polymorphismus eine potentielle Bedeutung fiir die Pathogenese des Diabetes
mellitus Typ 2. Allerdings wurde ein tatsdchlicher Einflul von E23K auf die
Glukosehomoostase in der Literatur bisher kontrovers diskutiert. In einigen
Veroffentlichungen [25; 30; 53] wurde eine Verbindung des Lysin-Allels im Codon 23
des KIR6.2-Gens mit einem erhohten Diabetesrisiko verneint. Eine Metaanalyse [24]
dieser zuvor erwihnten 3 Studien, eine Teilstudie der UKPDS [21], eine vor kurzem
erschienene Studie [22] und eine zusammenfassende Metaanalyse [22] aller oben
erwihnten Studien konnten dagegen eine deutlich erhdhte Frequenz des homozygoten
E23K-Polymorphismus in Zusammenhang mit einem Diabetes mellitus Typ 2 zeigen
und lassen somit eine Verbindung von E23K mit der Pathogenese dieser

Stoffwechselerkrankung vermuten.
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Abb. 1.2: Assoziation des E23K-Polymorphismus mit Diabetes mellitus Typ 2

anhand der odds ratios der einzelnen Fall-Kontroll-Studien [22]
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1.6  Problemstellung und Studienplanung

Bereits frithere Studien lassen eine Assoziation des E23K-Polymorphismus im KIR6.2-
Gen mit der Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 vermuten. Mit der
vorliegenden Studie soll ein moglicher EinfluB dieses Polymorphismus auf die
Glukosehomoostase bei Personen untersucht werden, welche nicht an einem Diabetes
mellitus Typ 2 erkrankt sind. Genetisch determinierte Stoffwechselverinderungen im
Stadium vor der Manifestation einer Erkrankung sind hiufig nur geringgradig und somit
sehr schwierig nachzuweisen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Studie eine
groe Anzahl an Probanden mit einem oGTT bzw. hyperglykdmischen Clamp
untersucht, um mogliche Dysfunktionen als Folgen des E23K-Polymorphismus mit
Einfluf} auf die Glukosetoleranz, die Insulinsensitivitit, die Regulation der Insulin- und /
oder Glukagonsekretion nachweisen zu konnen und damit Hinweise auf die beteiligten
Pathomechanismen zu erhalten, die eventuell zur Manifestation eines Diabetes mellitus

Typ 2 beitragen.



2 Material und Methoden

2.1 Rahmenbedingungen

Die Versuche fanden im Rahmen des Projektes “Tiibinger Familienstudie fiir Diabetes
mellitus Typ 27 statt. Ein Votum der Ethikkommission der medizinischen Fakultiit der
Universitdt Tiibingen lag vor. Alle Probanden wurden iiber die jeweiligen
Untersuchungen, deren mogliche Risiken, ihre Durchfiihrung sowie ihr Ziel miindlich
und schriftlich im Vorfeld unterrichtet. Uber genetische Untersuchungen wurde
gesondert schriftlich wie miindlich aufgekliart. Die Teilnehmer hatten zu jedem
Zeitpunkt die Moglichkeit, ihr schriftlich erteiltes Einverstidndnis vollstindig oder

teilweise zuriickzuziehen und die Untersuchung abzubrechen.

2.2 Probanden

2.2.1 Teilnahmevoraussetzung

Zur Teilnahme an einem oralen Glucosetoleranztest (0GTT) wurden Probanden gesucht,
welche selbst nicht an einem Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt waren. Eine
diesbeziiglich positive Familienanamnese bei ihnen war erwiinscht, stellte jedoch kein
obligates Einschlusskriterium dar. Als allgemeine Ausschlusskriterien wurden

formuliert:

e diagnostizierter Diabetes mellitus Typ 2 (NIDDM)

e positive GAD-Antikdrperbestimmung

e Einnahme von Medikamenten, welche bekanntermaflen einen Einflufl auf die
Blutzuckerregulation haben

e Erkrankungen des GI-Traktes, welche eine Malabsorption zur Folge hitten

e Schwangerschaft
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e weniger als 3 Monate zuriickliegende Entbindung und / oder Stillperiode

2.2.2 Teilnehmer

Die folgenden beiden Tabellen zeigen die Daten der Teilnehmer entsprechend ihres
Genotyps im Codon 23 des KIR6.2-Gens. Sie sind als Mittelwerte und Standardfehler
des Mittelwertes (M + SEM) angegeben.

Tab. 2.1: Daten der Teilnehmer am oralen Glukosetoleranztest (0GTT) nach ihrem
Genotyp im Codon 23 des KIR6.2-Gens
Genotyp Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys p* p**
Anzahl (m/w) 111 (37/74) 151 (52/99) 36 (10/26) 1.00  0.68
IGT / NGT (n) 16/95 19/132 7129 1.00 0.44
Alter (Jahre) 30+1 38+1 37+2 0.24 0.37
BMI (kg/m?) 28.0+0.7 26.8 0.5 27.0+ 1.1 0.16  0.52
WHR" 0.87+0.01 0.87+0.01 0.85+£0.01 056 024
Plasmaglukose (mM)
basal 5.1+£0.1 5.1 £0.04 5.1+£0.1 0.50  0.78
t =120 min 59+0.1 6.1 £0.1 6.3+03 0.23 0.23
Plasmainsulin (pM)
basal 605 60 + 4 54+9 0.83 0.57
t =120 min 354 +£30 362 +£23 357 £55 0.85 0.96
Plasmaglukagon (ng/l)
basal 63+2 67+2 66 + 0.23 0.57
t = 120 min 51+ 54 + 55+ 0.08 0.14

* waist-to-hip ratio = Taillen-Hiiftumfang-Quotient

p* Glu/Glu vs. X/Lys (t-Test), p** Glu/Glu vs. Lys/Lys (t-Test)
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Tab. 2.2: Daten der Teilnehmer am hyperglykdmischen Clamp nach ihrem
Genotyp im Codon 23 des KIR6.2-Gens

Genotyp Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys p* p**
Anzahl (m/w) 31(12/19) 31 (17/14) 13 (7/6) 0.18 0.36
IGT /NGT (n) 7124 5726 479 0.83 0.57
Alter (Jahre) 38+3 39+£2 41+3 0.59 0.48
BMI (kg/m?) 25.1+1.0 26.1 £0.7 24.8+0.8 0.56 0.84
WHR" 0.84 +0.01 086+0.01 086+0.02 0.16 0.33
Plasmaglukose# (mM) 5.1+£0.1 48 +£0.1 5.1+£0.2 0.21 0.88
Plasmainsulin” (pM) 52+£8 44 + 4 38+5 0.19 0.26
Plasmaglukagon” (ng/1) 68 +£3 68 +£4 60 +4 0.58 0.13

" waist-to-hip ratio = Taillen-Hiiftumfang-Quotient
* angegeben sind die jeweiligen basalen Konzentrationen

p* Glu/Glu vs. X/Lys (t-Test), p** Glu/Glu vs. Lys/Lys (t-Test)

2.3  Versuchsablauf

2.3.1 Oraler Glucosetoleranztest (0GTT)

Alle Teilnehmer hatten vor Beginn des oGTT eine Nahrungskarenz von mindestens 10
Stunden eingehalten. In den Tagen zuvor waren sie aufgefordert, sich entsprechend
ihren iiblichen Gewohnheiten zu erndhren. Der Test fand jeweils morgens im Zeitraum
von 8.30 Uhr bis 12.00 Uhr statt. Rauchen, Nahrungsaufnahme und korperliche

Anstrengungen wurden von den Probanden in diesem Zeitraum vermieden.

Zu Beginn erfolgte eine Blutentnahme zur Bestimmung der basalen

Plasmakonzentrationen von Glukose, Insulin, C-Peptid und Glukagon. Nach oraler
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Gabe von 75 g Glucose in 300 ml Wasser, erfolgten im Abstand von jeweils 30 Minuten
bis zu einer Gesamtdauer von 120 Minuten weitere Blutentnahmen zur Bestimmung der

oben genannten Parameter.

2.3.2 Hyperglykimischer Clamp

Dieser Test wurde ebenfalls an einem Vormittag durchgefiihrt. Die Probanden waren
aufgefordert, ihre iiblichen Essgewohnheiten im Vorfeld nicht zu verdndern und 12
Stunden  vor  Testbeginn  eine  Nahrungskarenz  einzuhalten. = Rauchen,
Nahrungsaufnahme und  korperliche  Anstrengungen waren  wihrend  der

Testdurchfithrung nicht gestattet.

Jeder Proband erhielt zwei periphere Venenverweilkatheter. Zur Blutabnahme wurde
eine Vene am Handriicken punktiert. Eine Arterialisierung des vendsen Blutes wurde
mit der “heated-hand”-Technik erreicht, fiir welche zwei Heizkissen verwendet wurden
[39]. Fiir die im folgenden aufgefiihrten Infusionen wurde eine Vene des kontralateralen

Armes punktiert.

Um zu Beginn den Plasmaglukosespiegel auf 10 mmol/l anzuheben, wurde eine 20%-
ige Glukoselosung als Bolus (Glukosebolus (mg) = Korpergewicht (kg) - gewiinschtem
Anstieg der Blutglukosekonzentration (mg/dl) - 1.5) tiber 1 Minute injiziert. Fiir die
Dauer der Untersuchung wurde der Plasmaglukosespiegel durch Anpassung einer
kontinuierlichen intravendsen Glukoseinfusion bei 10 mmol/I fixiert (engl.: to clamp =
(ein)spannen, (fest)klemmen). Zur Kontrolle erfolgte alle 5 Minuten die Bestimmung

des Plasmaglukosespiegels.
Nach 120 Minuten erfolgte die intravendse Gabe des Inkretins GLP-1 (glucagon-like-

peptide) zunichst als Bolus (Bolus = 0.6 pmol/kg KG) und anschlieBend als intravendse

Erhaltungsdosis (Infusionsrate = 1.5 pmol - kg™ - min™) fiir die Dauer weiterer 80

10
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Minuten. Zum Zeitpunkt 180 Minuten wurde zusitzlich ein intravendser Bolus von 5g

der Aminosdure Arginin iiber 45 Sekunden appliziert.

Blutentnahmen zur Bestimmung der Insulin-, C-Peptid-, Glukagon- und
Glukosekonzentrationen im Plasma erfolgten nach -30, -15, -5, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 40,
60, 80, 100, 120, 125, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 182.5, 185, 187.5, 190 und 200
Minuten. Mittelwerte der Konzentrationen zu den Zeitpunkten t = -30 min, t = -15 min

und t = -5 min wurden als basale Konzentrationen definiert.

Abb. 2.1: Versuchsautbau des hyperglykidmischen Clamps

Arginin

|

GLP-1

Hyperglykamie 180 mg/dl (10 mmol/l)

- r—rr—r 1 rTr 17 1t 1 Tt
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Versuchsdauer (min)

2.4 Verwendete Medikamente

2.4.1 Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

Glukoselésung: Name: Dextro® O.G-T.
Hersteller: F. Hoffmann-LLa Roche AG, Mannheim

11
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2.4.2 Hyperglykimischer Clamp

Kochsalzlosung: Name: NaCl-Losung 0,9%
Hersteller: Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg
Verwendung:  Trigermedium fiir GLP-1
Losung
Glukoselosung: Name: Glucosteril® 20%
Hersteller: Fresenius Kabi GmbH,
Bad Homburg
Glukagon-like-Peptide-1 (7-36 Amid):  Hersteller: Polypeptide Laboratories

GmbH, Wolfenbiittel
Trockensubstanz wurde fiir Infusionszwecke in physiologischer Kochsalzlosung

aufgelost.

1 M-L-Argininhydrochlorid-Losung: ~ Hersteller: Pharmacia & Upjohn GmbH,

Erlangen

2.5 Analytik

2.5.1 Aufbereitung der Blutentnahmen

Die Bestimmung der Plasmaglukose erfolgte jeweils sofort nach der Blutentnahme. Fiir
die Bestimmung von Insulin, Glukagon und C-Peptid wurde EDTA-Blut abgenommen.
Den Proben fir die Plasmaglukagonbestimmung wurde zusitzlich der

Proteaseninhibitor Trasylol® (Bayer Vital GmbH, Leverkusen) zugefiigt. Alle Proben

12
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wurden sofort auf Eis gelagert und nach Testende bei 4°C und 4000 upm 7 Minuten

zentrifugiert. Das Plasma wurde bis zur jeweiligen Bestimmung bei -20°C eingefroren.

2.5.2 Verfahren zur Bestimmung der einzelnen Blutparameter

Die Bestimmung der folgenden Parameter im Plasma erfolgte bei oGTT und

hyperglykdmischen Clamp unter Verwendung der aufgefiihrten Testverfahren:

Glukose: Gerdit: YSI 2300 STAT plus
Hersteller: Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, USA

Testprinzip: ~ Enzymatisches Testverfahren (Glukose-Oxidase)

Insulin: Hersteller: Abbott Laboratories, Tokio, Japan

Testprinzip: ~ Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA)

Glukagon: Hersteller: Linco Research, St. Charles, USA
Testprinzip: ~ Radioimmunoassay (RIA)

C-Peptid: Hersteller: Byk-Sangtec, Dietzenbach

Testprinzip: ~ Radioimmunoassay (RIA)

2.5.3 Genotypisierung

Nach Amplifikation von DNA-Fragmenten im Bereich des KIR6.2-Gens mit
spezifischen Primern durch PCR, wurde das Vorliegen des Polymorphismus mittels

bidirektionaler Sequenzierung untersucht.

Sequenzierung: Testname: ABI PRISM 310
Hersteller: Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Testprinzip: Dye terminator cycle sequencing ready kit
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2 MATERIAL UND METHODEN

Primer: Kodierender Strang: 5’-GAA TAC GTG CTG ACA CGC CT-3’
Komplementirstrang: 5’-CAG CTG CAC AGG AAG AAG GAC AT-¥

2.6 Berechnungen

2.6.1 Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

Insulinsensitivitdit: wurde nach dem von Matsuda vorgeschlagenen Index

geschitzt [38]:

) e 10000
Insulinsensitivitit =
\/(szasal ° Insbasal ) ¢ (Mean BZ ® Mean Ins )
BZsa=  Plasmaglukosekonzentration basal (mmol/l)
Inspasai=  Plasmainsulinkonzentration basal (pmol/l)

Meangz = mittlere Plasmaglukosekonzentration (mmol/l)

Meany, = mittlere Plasmainsulinkonzentration (pmol/I)

Glukagonsuppression ( A Gluk,): AGluk = Gluk,, —Gluk

Fiir die Plasmaglukose (BZ)-, Plasmainsulin (Ins)- und Plasmaglukagonverldufe (Gluk)
wurden teilweise die AUCx und AUC;,. x berechnet. AUC beschreibt die Fliche unter
der jeweiligen oGTT-Verlaufskurve, welche durch Addition einzelner, trapezformiger

Teilflachen ermittelt wurde. Die inkrementale Flache wurde als AUC;,._x bezeichnet.
1 1
AUCx =30- EXO X0 Ko - Xogg 'EXno

AUC, ., =AUC, -4-30-X,

inc_x
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.6.2 Hyperglykimischer Clamp

Die Insulin (Insy)-, C-Peptid- (CPy) und Glukagonkonzentrationen (Gluky) wurden in
die in Tabelle 2.3 aufgefiihrten Phasen gegliedert und als Mittelwerte der jeweiligen

Plasmakonzentrationen fiir das entsprechende Zeitintervall angegeben [20]:

Tab. 2.3: Gliederung der  Insulin- (Insy), C-Peptid- (CPy)- und
Glukagonkonzentrationen(Gluky) in verschiedene Phasen wéhrend des

hyperglykdmischen Clamps

Phase Zeitintervall

1. Phase (Xphai): 2.5 bis 10 Minuten

2. Phase (Xppa): 80 bis 120 Minuten
GLP-1 1. Phase (Xgrp p1): 125 bis 130 Minuten
GLP-1 2. Phase (XgLp p2): 160 bis 180 Minuten
Maximale Insulinsekretionsphase (Xins_max ): 182.5 bis 190 Minuten

Insulinsekretionsrate (ISR): wurde mittels Dekonvolution aus Plasma-C-Peptid-
Konzentrationen und  standardisierten  kinetischen

Parametern errechnet [15; 69].

Insulinsensitivitdt: wurde als Insulinsensitivititsindex (ISI) fiir das

Zeitintervall 80 bis 120 Minuten bestimmt [20]:

1S] = mittlere Glukoseinfusionsrate (umol - kg ' - min ")

Plasmaglukosekonzentration (mmol/l)
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2 MATERIAL UND METHODEN

Glukagonsuppression _ Gluk,,,,
Gluk

basal

Glukpysa = Plasmaglukagonspiegel basal (ng/l)

2.7  Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software JMP (SAS Institute, Inc.,
Cary, NC, USA). Soweit nicht anders angegeben, werden die Daten als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (M + SEM) dargestellt. Um eine Normalverteilung fiir
statistische Analysen zu erzielen, wurden nicht normalverteilte Parameter logarithmiert.
Heterozygote (Glu/Lys) und homozygote (Lys/Lys) Triger des E23K-Polymorphismus
wurden zu einer Gruppe (X/Lys) zusammengefallt. Statistische Vergleiche zwischen
Wildtyp (Glu/Glu) und X/Lys bzw. Wildtyp und homozygotem Polymorphismus
(Lys/Lys) erfolgten, sofern nicht anders angegeben, mit Hilfe des t-Tests fiir

unverbundene Stichproben nach Student. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch

signifikant bewertet.
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3  Ergebnisse

3.1 Oraler Glukosetoleranztest (0GTT)

3.1.1 Plasmaglukose

Die basalen Plasmaglukosekonzentrationen zeigen keinen signifikanten Unterschied

(p = 0.50) zwischen den beiden Gruppen Glu/Glu und X/Lys (s. Tab 5.1).

Nach Glukosebelastung steigen die Plasmaglukosespiegel bei beiden Gruppen zunéchst
auf ein Maximum bei t = 30 min (8.2 £ 0.2 mmol/l in Glu/Glu vs. 8.1 £ 0.1 mmol/l in
X/Lys, p = 0.93) und fallen anschlieBend kontinuierlich auf Werte kleiner 7 mmol/I
nach t = 120 min (p = 0.23) ab (s. Tab. 5.1).

Abb. 3.1: Plasmaglukosekonzentrationen im oGTT
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3 ERGEBNISSE

Dabei 1Bt sich  jedoch  ein signifikant ~ groBerer  Anstieg  der
Plasmaglukosekonzentration, berechnet als inkrementale Fliche unter der
Plasmaglukosekurve (AUCj,c Bz), nach Korrektur fiir die Kovariaten Alter, BMI und
WHR bei Trigern des Lys-Allels im Codon 23 des KIR6.2-Gen im Vergleich zur
Glu/Glu-Gruppe (221 + 14 mmol * I - h™" in Glu/Glu vs. 240 + 11 mmol - 1" - h in
X/Lys, p = 0.034) feststellen. Dieser Unterschied zeigt sich insbesondere auch bei der
Untergruppe jener Teilnehmer, welche am oGTT und am hyperglykdmischen Clamp
teilnahmen (196 + 32 mmol * 1" - h™ in Glu/Glu vs. 298 + 26 mmol - I"' - h™" in X/Lys,
p=0.016).

3.1.2 Plasmainsulin

Die Plasmainsulinkonzentrationen unterscheiden sich signifikant weder zu Beginn in
den basalen (p = 0.83) noch in den maximalen Konzentrationen bei t = 60 min (546 +
38 pmol/l in Glu/Glu vs. 532 + 32 pmol/l in X/Lys, p = 0.65) zwischen Trigern des
E23K-Polymorphismus und der Kontrollgruppe. Im weiteren Verlauf lassen sich

ebenfalls keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen feststellen (s. Tab. 5.2).

Gleiches gilt fiir die Fliche unter der Plasmainsulinkurve (AUCy,,) als Ausdruck des
Anstiegs der Plasmainsulinkonzentration. Sie unterscheidet sich ebenfalls nicht
signifikant nach Korrektur fiir die Kovariate BMI zwischen Trigern des
Polymorphismus und homozygoten Wildtyp-Alleltrigern (48.1 = 3.2 nmol/l - I'' - h' in
X/Lys vs. 47.2 + 2.4 nmol/l - 1" - h' in Glu/Glu, p = 0.45).
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3 ERGEBNISSE

Abb. 3.2: Plasmainsulinkonzentrationen im oGTT

600 -

500 ~

400 -

300 ~

200 -

Plasmainsulin (pmol/l)

100 ~

0 30 60 90 120
Zeit (min)

3.1.3 Insulinsensitivitiit

Die Insulinsensitivitit wurde wie beschrieben mit der Formel nach Matsuda aus den
Plasmaglukose- und Plasmainsulinwerten des oGTT berechnet. Nach Korrektur fiir die
Kovariaten Alter, BMI und WHR zeigen sich dabei keine signifikanten Unterschiede
zwischen Trédgern des E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen und der Glu/Glu-Gruppe
(179 £ 1.0 U in Glu/Glu vs. 17.3 £ 0.8 U in X/Lys, p = 0.52).

3.1.4 Plasmaglukagon

Ebenfalls die basalen Glukagonwerte lassen bei Trigern des Polymorphismus sowie der
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (p = 0.23) erkennen. Im weiteren
Verlauf sinken die Glukagonwerte bei beiden Gruppen zunidchst ohne statistisch
signifikanten Unterschied kontinuierlich ab. Nach t = 60 min 148t sich ein kleiner

Unterschied zwischen Glu/Glu und X/Lys (53 + 2 ng/l in Glu/Glu vs. 58 +£2 ng/l in
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3 ERGEBNISSE

X/Lys, p = 0.044) ermitteln, welcher jedoch im weiteren Verlauf nach t = 90 min
(p=0.09) und t = 120 min (p = 0.08) nicht mehr signifikant ist (s. Tab. 5.3).

Allerdings zeigt sich bei Tridgern des Polymorphismus im KIR6.2-Gen nach Korrektur
fiir die Kovariaten Alter, BMI und WHR eine signifikant vergrolerte AUCguk (6631 +
214 ng - I'' - b in Glu/Glu vs. 7070 + 165 ng - 1" - h" in X/Lys, p = 0.023) im
Vergleich zum homozygoten Wildtyp.

Abb. 3.3:  Plasmaglukagonkonzentrationen im oGTT
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3 ERGEBNISSE

3.2  Hyperglykimischer Clamp

3.2.1 Plasmaglukose

Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, wurde der Plasmaglukosespiegel wihrend des
hyperglykdmischen Clamp auf den Zielwert 10 mmol/I eingestellt (10.14 + 0.04 mmol/l
in Glu/Glu vs. 10.09 £ 0.03 mmol/l in X/Lys, p = 0.37).

Abb. 3.4: Plasmaglukosekonzentrationen im hyperglykidmischen Clamp
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3.2.2 Plasmainsulin und Plasma-C-Peptid

Weder bei den basalen Konzentrationen (Inspasar p = 0.19, CPpasar p = 0.58) noch in der
ersten (Inspp,; p = 0.76, CPpha; p = 0.98) und zweiten Phase (Insphay p = 0.89, CPppa
p = 0.97), als Folge der andauernden Hyperglykdmie, konnen signifikante Unterschiede
der Insulinantwort zwischen Trdagern des E23K-Polymorphismus und Wildtyp-
Alleltragern festgestellt werden (s. Tab. 5.4 und Tab. 5.6).
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3 ERGEBNISSE

Nach Kombinationsstimulation der Insulinsekretion durch Hyperglykidmie, GLP-1 und
Arginin lassen sich fiir die resultierenden, maximalen Plasmainsulinkonzentrationen
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Insps max p = 0.84, CPrs max p = 0.91)
zwischen den beiden Gruppen Glu/Glu und X/Lys erkennen.

Abb. 3.5: Plasmainsulinkonzentrationen im hyperglykdmischen Clamp
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3 ERGEBNISSE

Abb. 3.6: Plasma-C-Peptidkonzentrationen im hyperglykdmischen Clamp
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3.2.3 Insulinsekretion

Die Insulinsekretionsraten (ISR) zeigen jeweils zu Beginn der einzelnen
Stimulationsstufen einen peak. Weder fiir ISRpha; (p = 0.85), ISRgLp p1 (p = 0.38) noch
fir die maximale Insulinsekretionsrate (ISR max, p = 0.38) lassen sich jedoch
signifikante Unterschiede zwischen Trigern des E23K-Polymorphismus im KIR6.2-
Gen und der Kontrollgruppe mit homozygotem Wildtypallel nachweisen (s. Tab. 5.5).
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3 ERGEBNISSE

Abb. 3.7: Insulinsekretionsraten (ISR) im hyperglykdmischen Clamp
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3.2.4 Insulinsensitivitit

Auch der Insulinsensitivitidtsindex (ISI) I14B3t nach Korrektur fiir die Kovariate BMI
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen Glu/Glu und X/Lys (0.15 +
0.02 umol * kg' * min" - mmol” - 1 in Glu/Glu vs. 0.16 + 0.02 pmol * kg * min™ -
mmol - 1in X/Lys, p = 0.51) erkennen.

3.2.5 Plasmaglukagon

Die basalen Plasmaglukagonkonzentrationen zeigen keinen Unterschied zwischen
Triagern des Lys-Allels und homozygoten Wildtyp-Alleltrigern im KIR6.2-Gen (68 + 3
ng/l in Glu/Glu vs. 68 + 4 ng/l in X/Lys, p = 0.58).

Allerdings 146t sich in Phase 1, als Folge der Hyperglykédmie, eine statistisch signifikant

verminderte Glukagonsuppression bei homozygoten Trigern des E23K-
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3 ERGEBNISSE

Polymorphismus im KIR6.2-Gen gegeniiber dem Wildtyp (20 = 2 % in Glu/Glu,
18 +£2 % in Glu/Lys, 10 £ 3 % in Lys/Lys, p = 0.01 ANOVA) nachweisen (s. Tab. 5.8).

Abb. 3.8: Plasmaglukagonkonzentrationen in Relation zu Gluky,s, in Phase 1
1,1 -
< —&— Glu/Glu
© -- - Glu/Lys
,g — 4 — Lys/Lys
O

Zeit (min)

In den anschlieBenden vier Phasen fallen die Plasmaglukagonkonzentrationen bei
Tragern des Lys-Allels im KIR6.2-Gen und der Kontrollgruppe infolge der anhaltenden
Hyperglykdmie und Stimulation durch GLP-1 weiter ab, wihrend die maximale
Plasmaglukagonkonzentration aus der zusitzlichen Applikation von Arginin resultiert.
Dabei zeigt sich in keiner dieser Phasen ein weiterer statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen Glu/Glu und X/Lys (Glukpp,, p = 0.84,
Glukgrp p1 p = 0.95, Glukgrp p2 p = 0.54, Glukins max p = 0.66) (s. Tab. 5.7).
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3 ERGEBNISSE

Abb. 3.9: Plasmaglukagonkonzentrationen im hyperglykdmischen Clamp
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4 Diskussion

4.1 Plasmaglukose

Die primire Fragestellung bei der Suche nach einer moglichen étiologischen Bedeutung
einer Variablen fiir die Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 richtet sich zunéchst
auf einen eventuellen Nachweis einer reduzierten Glukosetoleranz in Abhéngigkeit zu
der zu untersuchenden Veridnderung. Bei Trigern des E23K-Polymorphismus im
KIR6.2-Gen lassen sich in dieser Studie erwartungsgemil im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe keine quantitativ unterschiedlichen absoluten
Plasmaglukosekonzentrationen wéhrend des oGTT nachweisen, da ein manifester
Diabetes mellitus Typ 2 als Ausschlusskriterium galt. Insbesondere liegen die
Plasmaglukosekonzentrationen fiir die Zeitpunkte t = 0 min und t = 120 min im Bereich

der Norm.

Allerdings zeigt sich auch in dieser Studie an nicht an Diabetes mellitus Typ 2
erkrankten Personen eine deutlich erhohte inkrementale AUC (AUC;,. sz) als Hinweis
auf eine eingeschrinkte Glukosetoleranz bei Trigern des Lys-Allels im Codon 23 des
KIR6.2-Gens im Vergleich zum homozygoten Wildtyp. Damit steht dieses Ergebnis im
Einklang mit fritheren Studien [21; 24] bzw. einer Metaanalyse [22], die eine
Verbindung des homozygoten E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen zur

Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 zeigen konnten.

Herauszufinden sind nun die moglichen Pathomechanismen als Folge von E23K, die zu
dieser eingeschréinkten Glukosetoleranz fithren. Das theoretisch erwédgbare Spektrum an
Mechanismen ist groB3, da Karp-Kanile auf unterschiedlichen Ebenen in zahlreiche

Regulationen der Glukosehomdostase eingebunden sind.



4 DISKUSSION

4.2 Insulinsekretion

Wie bereits erwihnt wurde, nehmen ATP-sensitive Kaliumkanéle eine zentrale Stellung
in der Kaskade fiir die Regulation der Insulinsekretion ein [8; 42]. Bei einem in der
Theorie naheliegenden Pathomechanismus des E23K-Polymorphismus konnte es sich

somit um eine insuffiziente Insulinsekretion der f-Zellen des Pankreas handeln.

Im Tierversuch wird diese Vermutung gestiitzt durch zwei Studien [43; 44] an KIR6.2
knock-out Mdusen bzw. an Médusen, die eine dominant-negative Mutation im KIR6.2-
Gen der Kaliumkanéle der Inselzellen des Pankreas exprimieren. Beide Gruppen zeigten
im Vergleich zu einer Kontrollpopulation mit homozygotem Wildtypallel im KIR6.2-
Gen einen mit dem Lebensalter der Tiere zunehmend erhohten Blutglukosespiegel.
Moglicherweise ist diese Entwicklung die Folge der ebenfalls in diesen Studien
beobachteten verminderten Insulinsekretion in beiden Populationen der gentechnisch

veranderten Tiere.

Man muB sich jedoch fragen, in wie weit diese Ergebnisse aus Tierversuchen auch fiir
den Menschen zutreffen. Um eine maximale Insulinsekretion der B-Zellen zu erreichen,
wurde fiir die vorliegende Studie ein hyperglykdmischer Clamp durch die parenterale
Applikation des Inkretins GLP-1 und der Aminosdure Arginin erweitert. Diese
kombinierte Stimulation der Insulinsekretion ist nahezu identisch mit einer in vivo

Bestimmung der totalen funktionellen Insulinkapazitit pankreatischer B-Zellen [20].

Im Gegensatz zum Tierversuch zeigen sich im Rahmen dieses modifizierten
hyperglykdmischen Clamps jedoch keine Unterschiede in der Insulin- sowie C-
Peptidsekretion zwischen Trigern des E23K-Polymorphismus und der Kontrollgruppe.
Dies gilt insbesondere fiir die Phase der zu erwartenden maximalen Sekretion von
Insulin und C-Peptid infolge der erwihnten dreifach kombinierten Stimulation. Somit

erscheint es nach den Resultaten dieser Studie unwahrscheinlich, da das Lys-Allel im
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4 DISKUSSION

KIR6.2-Gen durch eine insuffiziente glukoseinduzierte Insulinsekretion der B-Zellen im
normoinsulindmischen Bereich sowie unter Bedingungen eines deutlich gesteigerten
Insulinbedarfes, z.B. bei peripherer Insulinresistenz, beim Menschen zu einer gestorten
Glukosetoleranz fiihrt oder zumindest beitrdgt. Zu einem dhnlichen Ergebnis kommt
ebenfalls eine in den letzten Jahren erschienene niederldndische Studie, die auch keine
Assoziation des E23K-Polymorphismus zu einer insuffizienten glukosestimulierten

Insulinsekretion sah [64].

4.3  Periphere Insulinwirkung

Vorausgesetzt die Insulinsekretion der [-Zellen bleibt zunédchst phénotypisch
unbetroffen von den Auswirkungen des E23K-Polymorphismus, so stellt sich als
nichstes die Frage nach der peripheren Wirkung des Insulins. Dabei ist von Bedeutung,
daB} die Gesamtheit der Skelettmuskelzellen den quantitativ grof3ten Glukosebedarf des
Korpers haben [59]. ATP-sensitive Kaliumkandle scheinen ebenfalls fiir die

insulinabhédngige Glukoseaufnahme in diese Zellen eine Rolle zu spielen [51; 70].

Interessanterweise konnte eine frithere Studie am Menschen sogar einen erhohten
Insulinsensitivitdtsindex bei homozygotem Lys-Allel im Codon 23 des KIR6.2-Gens
nachweisen [25]. Ahnliches zeigte sich im Tierversuch bei einer Studie an KIR6.2
knock-out Miusen, die einen gesteigerten plasmaglukosesenkenden Effekt des Insulins

im Vergleich zu einer Kontrollpopulation belegen konnte [43].

Allerdings lassen sich die Resultate dieser beiden Veroffentlichungen in der
vorliegenden Studie nicht replizieren. Die periphere Insulinwirkung zeigt weder in den
einzelnen Phasen des modifizierten hyperglykdmischen Clamps noch im oGTT
Unterschiede zwischen Trigern des E23K-Polymorphismus und einer Kontrollgruppe.
Demnach scheint das Lys-Allel in Position 23 des KIR6.2-Gens nach den Ergebnissen

dieser Studie nicht zu elektrophysiologischen Dysfunktionen am Sarkolemm zu fiihren.
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Eine verminderte periphere Insulinwirkung als Pathomechanismus von E23K ist somit

eher auszuschlieBen.

4.4 Plasmaglukagon

Weiter ist bekannt, dall eine insuffiziente hyperglykdmische Suppression der ao-
zelluldren Glukagonsekretion ebenfalls zu einer gestorten Glukosetoleranz beitrdgt [34;
58]. Unter den Bedingungen des modifizierten hyperglykdmischen Clamps lat sich
interessanterweise eine derartig reduzierte Suppression der Glukagonsekretion bei
homozygotem E23K-Polymorphismus in Phase 1 nachweisen. Somit erinnert dieses
Resultat an bereits erwidhnte Studien [21; 22; 24], die eine Assoziation des

homozygoten E23K-Polymorphismus zum Diabetes mellitus Typ 2 zeigen konnten.

Entsprechend scheint sich diese Verdnderung ebenfalls in den Ergebnissen des oGTT
widerzuspiegeln. Als moglicher Ausdruck einer reduzierten Glukagonsuppression la3t
sich hier eine statistisch signifikant vergroBerte AUCgux bei Trigern des
Polymorphismus im Vergleich zur Kontrollgruppe mit homozygotem Wildtypallel im
KIR6.2-Gen nachweisen. Jedoch ist dieses Ergebnis des oGTT in Bezug auf die
Glukagonsuppression kritisch zu bewerten, da die Plasmaglukosespiegel wihrend des
oGTT, im Gegensatz zum hyperglykdmischen Clamp, unterschiedlich zwischen den

einzelnen Genotypen sind.
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4.5 EinfluB des homozygoten E23K-Polymorphismus auf die Funktion

ATP-sensitiver Kaliumkanaile

4.5.1 Integration verinderter KIR6.2-Untereinheiten in K,rp-Kanile

Karp-Kanile besitzen vier - entsprechend der Anzahl ihrer KIR6.2-Untereinheiten -
identische und nicht-kooperative Bindungsstellen fiir ATP. Dabei scheint die Besetzung
einer einzigen ATP-Bindungsstelle fiir die Funktion des Kaliumkanals vollig
auszureichen. Eine gleichzeitige Aktivierung mehrerer Untereinheiten durch ATP tragt
scheinbar nicht zu einer weiteren Stabilisierung des geschlossenen Zustandes der

Kanile bei [37].

Der E23K-Polymorphismus ist in der Nihe der ATP-Bindungsstelle der KIR6.2-
Untereinheit lokalisiert [67] und fithrt zu einer verminderten Sensitivitit der
Rezeptorstelle gegeniiber ATP [54]. Aus einer heterozygoten Mutation resultieren damit
50 % zumindest in ihrer Funktion eingeschrinkte KIR6.2-Untereinheiten (KIR6.2yys).
Die zufillige Zusammensetzung von KIR6.2- und SUR-Untereinheiten zur
Quartirstruktur der Karp-Kanile fiihrt somit, vorausgesetzt Veridnderungen an der SUR-
Untereinheit spielen in diesem Zusammenhang keine Rolle, zu insgesamt 16
verschiedenen Kanilen, die man in fiinf verschiedene Untergruppen einordnen kann (s.
Tab. 4.1). Bei heterozygotem E23K-Polymorphismus ist damit statistisch die Funktion
von 20 % aller Katp-Kanile betroffen. Auswirkungen auf den Stoffwechsel sind in
diesem Fall nur geringgradig zu erwarten und statistisch moglicherweise nur bei sehr

grofen Fallzahlen nachzuweisen.

Im Gegensatz dazu betrifft das homozygote Lys-Allel 100 % aller Katp-Kandle. Nach
den Ergebnissen dieser Studie scheint sich im Rahmen des Intermediérstoffwechsels

gerade der homozygote E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen auf eine reduzierte
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hyperglykdmische Suppression der Glukagonsekretion der a-Zellen des Pankreas und
eine daraus resultierende eingeschrinkte Glukosetoleranz auszuwirken. Bemerkenswert
ist, da} aufgrund der hohen Allelfrequenz von E23K dieser zu vermutende Risikofaktor
fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 nach Hardy-Weinberg etwa 15 %
aller Kaukasier betrifft [56].

Karp-Kanile werden jedoch in zahlreichen Geweben exprimiert. Damit bleibt ungeklart,
auf welcher Ebene, zentral oder peripher, eine KIR6.2-Mutation die Regulation der

glukoseinduzierten Glukagonsuppression beeinfluen konnte.

Tab. 4.1: Untergruppen verschiedener Karp-Kanile bei heterozygotem E23K-
Polymorphismus [37]

Untergruppe Anzahl der Untereinheiten Funktion als Karp-Kanal
KIR6.261 KIR6.2y s

L. 4 0 ja

II. 3 1 ja

1. 2 2 ja

Iv. 1 3 ja

V. 0 4 eingeschrinkt

4.5.2 Nukleotidsensitivitit ATP-sensitiver Kaliumkanile

Adenosintriphosphat (ATP) fiihrt durch Bindung an die KIR6.2-Untereinheit der
Kaliumkanile zur Hemmung des fiir das Ruhepotential notwendigen Kaliumausstroms
aus der Zelle [1; 3; 42]. Die Bindungsfihigkeit des Nukleotids wird dabei durch

verschiedene Substrate im Zytosol, u.a. die Nukleotiddiphosphate Adenosindiphosphat
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(ADP) und Guanosindiphosphat (GDP), moduliert. Die in diesem Zusammenhang
funktionell grote Bedeutung scheint ADP zu besitzen [6]. Seine Wirkung entfaltet es
iber drei verschiedene Wege [55]. Freies ADP” im Zytosol scheint, analog zu ATP, die
Aktivitdt der Karp-Kanile zu inhibieren. Im Gegensatz hierzu resultiert aus der Bindung
des Mg2+—K0mplexes des ADP an die SURI-Untereinheit eine Aktivierung der Katp-
Kanile mit erleichtertem Kaliumflow. Und schlieBlich als dritte Wirkungsmoglichkeit
fiihrt die Bindung des gesamten MgADP-Komplexes an die KIR6.2-Untereinheit zu
einer deutlichen Abnahme der Sensitivitit der Kaliumkanile fiir inhibitorische
Nukleotide und somit ebenfalls zur Aktivierung der Kanile. Damit entspricht die
Bedeutung des MgADP-Komplex der eines regulatorischen Gegenspielers zum ATP fiir

die Modulation der Funktion von Kstp-Kanilen.

4.5.3 EinfluB3 des E23K-Polymorphismus auf die Nukleotidsensitivitit

In einer jiingeren Studie wurde eine erhohte spontane Offenwahrscheinlichkeit und eine
reduzierte ATP-Sensitivitdt von Karp-Kanélen in vitro in Verbindung zum Lys-Allel im
Codon 23 des KIR6.2-Gen beschrieben [54]. Weiter diskutiert sie die Moglichkeit, daf3
aus diesen Veridnderungen eine Erhohung der (inhibitorischen) Schwellenkonzentration
fiir ATP resultieren konnte, die zu einer Depolarisation der Zellmembran und damit z.B.
zur Insulinsekretion der B-Zellen fithren wiirde [54]. Fiir diese Dysfunktion sind

vermutlich verschiedene Mechanismen auf molekulargenetischer Ebene verantwortlich.

Eine aktivierende nukleosiddiphosphatinduzierte Konformationsdnderung, welche in
physiologischen ATP-sensitiven Kaliumkanidlen durch die Interaktion der beiden
Untereinheiten SUR und KIR reguliert wird, scheint als Folge des E23K-
Polymorphismus erleichtert zu sein [55]. Auch andere Studien konnten zeigen, daf} als
Folge dieses Polymorphismus eine Verkiirzung des ,,lange geschlossenen Zustandes"
der Kanile (Refraktérzeit) resultiert. Unter physiologischen Bedingungen bindet ATP
wihrend dieser Refraktdrzeit an das KIR6.2-Molekiill und fithrt so zu einer

Verldangerung dieser Zyklusperiode und damit zur Abnahme des Kaliumflows iiber
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Karp-Kanile [17; 18]. Demnach scheint es sich beim Pathomechanismus des E23K-
Polymorphismus im KIR6.2-Gen zum einen um eine erhohte Sensibilitit der Karp-
Kanile fiir aktivierende Nukleosiddiphosphate und zum anderen um eine verminderte
Sensibilitét fiir das inhibitorische ATP zu handeln [55]. Die beobachtete Erhéhung der
Schwellenkonzentration fiir ATP resultiert wahrscheinlich aus der Addition beider

Mechanismen.

Beim Menschen sind bereits heute einige Dysfunktionen der beschriebenen
Modulationen der Funktion von Ksrp-Kanilen bekannt, denen eine pathophysiologische
Auswirkung zugeschrieben wird. So gelten z.B. bestimmte Mutationen in einer der
beiden Untereinheiten, SUR oder KIR, mit resultierendem Verlust der
Bindungsfihigkeit des aktivierenden Mg”*-Komplexes an die SUR1-Untereinheit der
Kaliumkanéle, als Ursache des PHHI-Syndroms (persistent hyperinsulinemic
hypoglycemia of infancy) mit mangelnder metabolischer Regulation, chronischer
Depolarisation und unkontrollierter Insulinsekretion der B-Zellen [14]. Moglicherweise
tragen ebenfalls dhnliche Pathomechanismen in hypothalamischen Neuronen bzw. o-
Zellen des Pankreas zu einer reduzierten Glukosesensitivitit dieser Zellen und damit zu
einer verminderten Glukagonsuppression bei, dhnlich den Ergebnissen dieser Studie (s.

Kap. 4.4).

In diesem Sinne ist noch zu iiberpriifen, ob eine verzogerte Insulinsekretion der [-
Zellen, in Relation zur hoheren Plasmaglukosekonzentration, aus einer erhohten ATP-
Schwellenkonzentration und damit einer verzogerten Inhibition der ATP-sensitiven
Kaliumkanéle resultiert. Ein solcher Pathomechanismus erscheint nach den Ergebnissen
dieser (s. Kap. 3.2.3) sowie einer fritheren Studie [64] jedoch eher unwahrscheinlich.
Dabei ist allerdings nicht auszuschlieBen, daf die in dieser Studie phénotypisch
addquate Insulinsekretion der B-Zellen kompensatorisch iiber alternative Wege der

intrazelluldren Signaltransduktion und nicht tiber Karp-Kanile vermittelt wird.
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4.6 Auswirkungen verinderter KIR-Untereinheiten auf die Regulation

der Glukagonsekretion im Pankreas und ZNS

4.6.1 Histologische Verinderungen im Pankreas

Neben den z.T. bereits erwidhnten funktionellen Verinderungen lieen sich in weiteren
Tierversuchen ebenfalls histologische Umgestaltungen der Inselarchitektur des Pankreas
feststellen [40; 43; 44]. Bei Studien an Miusen, die eine dominant-negative Mutation
im KIR6.2-Gen exprimierten, zeigte sich, dal mit zunehmendem Lebensalter der Tiere
die Insulinsekretion deutlich reduziert wurde und gleichzeitig eine zunehmende
Reduktion der pankreatischen B-Zellen stattfand. In dhnlicher Weise lief sich dies,
wenn auch weniger deutlich ausgeprégt, bei KIR6.2 knock-out Miusen im Vergleich zu
einer Kontrollpopulation nachweisen. Damit scheinen diese Ergebnisse frithere Studien

zu bestitigen, die Karp-Kanilen einen zytoprotektiven Schutz zuschrieben [5; 66].

Die Reduktion der Anzahl der B-Zellen bei diesen beiden Tiermodellen basierte
wahrscheinlich auf einer deutlich erhohten Apoptoserate [44; 57]. Allerdings versteht
man die genauen Hintergriinde, die zu dieser erhohten Apoptoserate fiihren, bis heute
noch nicht vollstindig. Elektrophysiologisch konnte fiir die B-Zellen von Tieren, die
eine dominant-negative Mutation im KIR6.2-Gen exprimieren, ein kontinuierlich
erhohtes Ruhepotential sowie eine stindig erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration
nachgewiesen werden [44]. Eine solche chronische Zellmembrandepolarisation wurde
bereits in fritheren Studien an Méusen mit einer “weaver’-Mutation im KIR6.2-Gen
beschrieben. Diese fiihrte bei diesen Tieren zu einem Verlust der Kaliumselektivitét der
ATP-sensitiven Kaliumkanile und damit ebenfalls zu einer kontinuierlichen
Depolarisation, die als Ursache fiir einen Zelltod im Zerebellum angesehen wurde [27].
Analog hierzu kam eine weitere Studie zu dem Schluf}, daf} eine erhohte intrazellulére

Kalziumkonzentration eine Apoptose der -Zellen induziert [16]. ATP-sensitive

35



4 DISKUSSION

Kaliumkanédle scheinen durch Regulation des Zellmembranpotentials und der
intrazelluldren Kalziumkonzentration eine bedeutende Rolle fiir das Uberleben der p-
Zellen des Pankreas zu spielen. So ist es wahrscheinlich, da3 der Funktionsausfall der
Karp-Kanile bei diesen gentechnisch verdnderten Tieren iiber eine kontinuierliche
Zellmembrandepolarisation und eine erhohte basale intrazelluldre Kalziumkonzentration

zu einem Zelltod der B-Zellen beitrug [40].

Es bleibt jedoch auch hier fraglich, in wie weit diese Ergebnisse aus Tierversuchen auf
den Menschen iibertragbar sind. In der vorliegenden Studie zeigen sich bei gesunden
Probanden in keiner Phase der stimulierten Insulinsekretion Unterschiede zwischen
Trigern des Polymorphismus und einer Kontrollgruppe. Somit ist es eher
unwahrscheinlich, dal E23K in diesem frithen Stadium {iiber eine erhohte Apoptoserate
der B-Zellen zu einer reduzierten Glukosetoleranz fiihrt. In einem solchen Fall wire,
dhnlich zu den Tierversuchen [43; 44], eine durch eine verminderte Zellzahl bedingte
reduzierte Synthese und Sekretion des Insulins bzw. C-Peptids zu erwarten. Allerdings
kann weiterhin nicht ausgeschlossen werden, dal in einem spiteren Stadium eine
erhohte Apoptoserate der B-Zellen des Pankreas zu einer Manifestation des Diabetes

mellitus Typ 2 beim Menschen zumindest beitrigt.

Auswirkungen von Veridnderungen im KIR6.2-Gen bleiben im Tierversuch jedoch nicht
nur auf B-Zellen des Pankreas beschrinkt. Im Gegensatz zur normalen Inselarchitektur
lieBen sich glukagonsynthetisierende a-Zellen bei KIR6.2 knock-out Miusen bzw. bei
Tieren mit einer dominant-negativen Mutation des KIR6.2-Gens nicht nur in den
peripheren Inselregionen, sondern ebenfalls in zentralen Bereichen nachweisen [40; 43;
44]. In der physiologischen Mikrozirkulation der Langerhans“schen Inseln ist jedoch der
a-zellreiche Rand dem [-zellreichen Zentrum nachgeschaltet [12], wodurch die
randstidndigen o-Zellen der hochsten Insulinkonzentration im Organismus exponiert
werden. Weiter ist ebenfalls bekannt, dall die Glukagonsekretion parakrin durch Insulin

iber Insulinrezeptoren der a-Zellen inhibiert werden kann [19; 33]. Dies legt den
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Schlufl nahe, dall eine verdnderte Inselarchitektur zu einer reduzierten relativen
Insulinkonzentration an den a-Zellen fithren und daraus eine verminderte parakrine
Suppression der Glukagonsekretion durch Insulin resultieren konnte. Dazu palit, dal
sich nach einer Applikation von Insulin bei einer Hyperglukagonidmie, die trotz einer
Hyperglykdmie besteht, die Plasmaglukagonspiegel normalisieren [68]. Additiv konnte
sich auswirken, daf} die absolute Anzahl der a-Zellen, im Gegensatz zu den -Zellen, im
Pankreas von Tieren mit einer dominant-negativen Mutation im KIR6.2-Gen leicht, bei

KIR6.2 knock-out Miusen deutlich zunimmt [40].

Besteht jedoch keine Hyperglykdmie, so scheinen o-Zellen des Pankreas, nach
Ergebnissen aus Tierversuchen an Hunden, auch bei fehlendem Kontakt zu B-Zellen
und absolutem Insulinmangel addquat mit einer Suppression der Glukagonsekretion auf
einen kleinen Glukosereiz zu reagieren. Dies 148t vermuten, dal a-Zellen auch iiber ein
von B-Zellen und Insulin unabhingiges “glucose-sensing”-System verfiigen [62]. Im
Rahmen einer, moglicherweise aus der verdnderten Morphologie und Interaktion
resultierenden, absoluten oder relativen hyperglykdmischen Stoffwechsellage in der
unmittelbaren Umgebung der a-Zellen sprechen diese offensichtlich weniger ausgeprégt
auf Verinderungen des Plasmaglukosespiegels an. Moglicherweise fithrt der erhohte
Plasmaglukosespiegel in der Umgebung der a-Zellen zu einer Herunterregulation des
im Detail noch nicht verstandenen “MeBsystems” dieser Zellen fiir Glukose und damit
zur Hemmung der negativen Riickkopplung der plasmaglukoseinduzierten

Glukagonsekretion mit relativ erhohtem Plasmaglukagonspiegel als Folge.

Direkte interzelluldre Kontakte oder bis dato noch unbekannte parakrine Signale
zwischen o- und B-Zellen scheinen somit fiir die Ausbildung einer physiologischen
Inselarchitektur und Interaktion zwischen den einzelnen Inselzellen notwendig zu sein.
Neben den bereits beschriebenen Funktionen kommt ATP-sensitiven Kaliumkanilen
dabei offensichtlich auch in der Entwicklung dieser Zelllinien eine wichtige Bedeutung
fiir die korrekte Differenzierung des endokrinen Pankreas zu [40; 43; 44]. Es bleibt

jedoch auch hier die Frage, in wie fern zelluldre, histologische und physiologische
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Veridnderungen, wie sie im Tierversuch aus dem E23K-Polymorphismus im KIR6.2-

Gen resultieren, auf den Menschen iibertragbar sind.

Eine Verdnderung der Anzahl an somatostatinsezernierenden o-Zellen der
Langerhans’schen Inseln infolge einer Verdnderung im KIR6.2-Gen konnte im

Tierversuch nicht nachgewiesen werden [40].

4.6.2 ZNS-Regulation der Glukagonsekretion

Eine heterogene Gruppe von Karp-Kanilen 148t sich ebenfalls im ZNS nachweisen. So
findet sich eine Expression des KIR-Gens z.B. in der Substantia nigra [52], im
Neokortex [48], in der Hypophyse [10], im Hippokampus [71] oder im Hypothalamus
[9], schwerpunktmiBig jedoch in GR (glucose-responsive) -Neuronen-reichen Regionen

[35].

Bereits seit lingerem ist die Existenz spezieller GR-Neurone im ZNS bekannt, die
regulatorisch auf eine Veridnderung des Glukoseangebots reagieren [49]. So 146t sich im
ventromedialen Hypothalamus (VMH) eine Subpopulation von Neuronen nachweisen,
die Glukose nicht nur als Nihrstoff niitzt, sondern ebenfalls in Abhingigkeit des
Glukoseangebotes die Feuerungsrate ihrer generierten Aktionspotentiale durch
Anderung der Aktivitit von Katp-Kanilen, die aus den Untereinheiten KIR6.2 und
SURT bestehen [41], reguliert [35; 49]. Weiterhin ist bekannt, dal der Hypothalamus
als lbergeordnetes Zentrum des vegetativen Nervensystems (VNS) eine zentrale
Stellung fiir die Regulation der Glukosehomdoostase besitzt [35]. Dabei scheint die
Steuerung einer sympathikoadrenergen Gegenregulation bzw. die Regulation der
Sekretion verschiedener plasmaglukosesteigernder Hormone wie Katecholamine,
Kortikosteroide, Wachstumshormone oder Glukagon mit der Funktion von Karp-
Kanilen verbunden zu sein [35; 63; 65]. Die zu beobachtende insuffiziente

hyperglykdmische Suppression der Glukagonsekretion in Verbindung zum
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homozygoten E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen ist somit moglicherweise nicht

auf eine periphere, sondern auf eine zentrale Dysregulation zuriickzufiihren.

Hinweise fiir eine solche These zeigten sich in Tierversuchen an KIR6.2 knock-out
Mausen [41]. Zum einen konnte in vivo bei diesen Tieren keine Glukagonsekretion als
Antwort auf eine iatrogene Neuroglykopenie nachgewiesen werden. Zum anderen fiihrte
eine systemische Hypoglykédmie in vivo bei KIR6.2 knock-out Mausen ebenfalls nur zu
einer insuffizienten Glukagonsekretion der a-Zellen, obwohl sich in vitro bei isolierten
Pankreasinseln dieser Tiere eine adiquate Glukagonsekretion als Reaktion auf eine
geringe Glukosekonzentration nachweisen lief3. Histologisch ging der totale Verlust der
Anpassungsfihigkeit der Aktionspotentialraten an Anderungen des Glukosespiegels von
Neuronen des VMH mit einem Mangel an funktionsfihigen Karp-Kandlen in der
Plasmamembran dieser Zellen bei KIR6.2 knock-out Miusen einher. ATP-sensitive
Kaliumkanile besitzen anscheinend eine wesentliche Bedeutung fiir die Kopplung der
metabolischen Detektion des Plasmaglukosespiegels zur elektrophysiologischen
Aktivitdat dieser Neurone und damit fiir metabolische Regulationen des VNS [41].
Moglicherweise fiihrt der Verlust der Expression des KIR6.2-Gens nicht nur im Falle
einer Hypoglykimie sondern ebenfalls bei hyperglykdmischer Stoffwechsellage zu einer
insuffizienten Transduktion zwischen metabolischen und elektrophysiologischen
Zellfunktionen. In diesem Fall wire eine verminderte Glukagonsuppression bei
erhohtem Plasmaglukosespiegel durchaus zu erwarten - dhnlich zu den Ergebnissen des

modifizierten hyperglykdmischen Clamps.

4.7  SchluBifolgerung

Entsprechend mehreren vorangegangenen Publikationen, die bereits eine Verbindung
des homozygoten E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen zum Diabetes mellitus Typ 2
zeigten, ist auch in dieser Studie bei nicht an Diabetes mellitus Typ 2 erkrankten

Probanden eine eingeschrinkte Glukosetoleranz mit einer erhdhten Frequenz des
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homozygoten Lys-Allels in Codon 23 verbunden. Allerdings lassen die Resultate des
modifizierten hyperglykdmischen Clamps vermuten, dal es sich bei dem
zugrundeliegenden Pathomechanismus von E23K weder bei physiologischem noch bei
deutlich gesteigertem Insulinbedarf, z.B. im Rahmen einer peripheren Insulinresistenz,

um eine Dysfunktion der B-Zellen handelt.

Vielmehr legen die Daten dieser Studie nahe, daf} die eingeschrinkte Glukosetoleranz
die Folge einer verminderten hyperglykdmischen Suppression der Glukagonsekretion
der a-Zellen des Pankreas sein konnte. Die Eigenschaft der Kaliumkanile, dall die
Besetzung einer von vier ATP-Bindungsstellen fiir die Inhibition des Kanals
ausreichend ist, scheint zu erkldren, weshalb diese Dysregulation der Glukagonsekretion

v.a. bei heterozygotem E23K-Polymorphismus nachzuweisen ist.

Karp-Kanile werden in zahlreichen Geweben exprimiert. Moglicherweise spielen nicht
nur zelluldre, histologische und physiologische Verdnderungen in peripheren Organen,
z.B. im Pankreas, sondern auch Dysfunktionen von GR-Neuronen des ZNS eine
entscheidende Rolle. Ein wesentliches Merkmal des E23K-Polymorphismus auf
molekularer Ebene scheint der EinfluB auf die Nukleotidsensitivitit der KIR-

Untereinheit und damit auf die Modulation der Funktion von Ksrp-Kanilen zu sein.
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5 Tabellen

5.1 Ergebnisse des oralen Glukosetoleranztests (0GTT)

Tab. 5.1: Plasmaglukosekonzentrationen
Zeit (min) Plasmaglukose (mmol/l) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys

0 5.1+0.1 5.1+0.04 5.1+0.1 0.50 0.78

30 82+0.2 8.1+0.1 8.6+0.3 0.93 0.23

60 7.7+£0.2 7.9+£0.2 8.1+04 0.42 0.49

90 6.5+0.2 6.5+0.2 6.8+0.3 0.63 0.37

120 59+0.2 6.1 0.1 6.3+0.3 0.23 0.23

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys

Tab. 5.2: Plasmainsulinkonzentrationen
Zeit (min) Plasmainsulin (pmol/l) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys

0 60 +5 604 54+£9 0.83 0.57

30 422 + 28 418 £24 394 + 50 0.82 0.60

60 546 + 38 532+32 491 £ 67 0.65 0.47

90 428 £ 36 433 + 31 401 £ 64 0.98 0.70

120 354 + 30 362 +23 357 55 0.85 0.96

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
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Tab. 5.3: Plasmaglukagonkonzentrationen
Zeit (min) Plasmaglukagon (ng/l) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys

0 63+2 67+2 66 +4 0.23 0.57

30 60 +2 62+2 62+4 0.41 0.59

60 532 58+2 59+3 0.044 0.12

90 51+£2 54+£2 56+3 0.09 0.14

120 51+£2 54+£2 55+£3 0.08 0.14

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys

5.2  Ergebnisse des Hyperglykimischen Clamps

Tab. 5.4: Plasmainsulinkonzentrationen
Zeit (min) Plasmainsulin (pmol/I) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys

basal 52+£8 44 + 4 38+5 0.19 0.26

1. Phase 241 £41 216 +23 253+ 73 0.76 0.89
2. Phase 302 +£49 283 +£36 319 £ 104 0.89 0.87
GLP_P1 1652 + 238 1752 £ 222 1814 + 448 0.70 0.73
GLP_P2 3700 + 490 3689 + 528 3452 £ 873 0.90 0.79
Ins_max 5879 + 644 5867 =742 5294 £ 1177 0.84 0.64

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
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Tab 5.5: Insulinsekretionsraten (ISR)#
Zeit (min) Insulinsekretionsrate (pmol/min) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys
basal 152+ 15 157 £ 19 147 £ 23 0.95 0.84
1. Phase 648 + 85 654 + 48 700 £ 167 0.85 0.76
2. Phase 662 + 50 674 + 53 689 + 134 0.83 0.81
GLP_P1 2291 £ 251 3381 +£316 3221 £ 569 0.38 0.67
GLP_P2 2262 £ 171 2468 + 305 2322 +£320 0.60 0.86
Ins_max 3562 +£294 3208 + 328 3207 £ 454 0.38 0.52
p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
* Werte sind an Alter, BMI und WHR angepaft
Tab 5.6: Plasma-C-Peptidkonzentrationen
Zeit (min) Plasma-C-Peptid (pmol/l) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys
basal 621 + 50 611 +54 521 £ 67 0.58 0.26
1. Phase 1311+ 114 1314 + 83 1295 + 215 0.98 0.94
2. Phase 2463 £ 135 2473 £ 158 2471 £395 0.97 0.98
GLP_P1 5493 + 302 5885 +£431 5889 + 932 0.47 0.60
GLP_P2 8590 + 449 9063 + 852 8473 £ 1098 0.74 0.91
Ins_max 11022 £ 617 11063 £1041 10478 +1323 0.91 0.67

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
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Tab. 5.7: Plasmaglukagonkonzentrationen
Zeit (min) Plasmaglukagon (ng/l) p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys
basal 68 +£3 68 +£4 60 +4 0.58 0.13
1. Phase 54+3 56+3 53+£3 0.81 0.81
2. Phase 37+£2 38+3 38+4 0.84 0.93
GLP_P1 34+£2 34+3 35+£3 0.95 0.83
GLP_P2 32+£2 30£3 30+£3 0.54 0.61
Ins_max 72 +4 T6+5 72 +4 0.66 0.94
p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
Tab. 5.8: Plasmaglukagonkonzentration in Relation zu Glukpga
Phase Gluk,/Glukpasal p* p**
Glu/Glu Glu/Lys Lys/Lys
1. Phase 0.80 £0.02 0.82 £0.02 0.90 +£0.03 0.06 0.004
2. Phase 0.55+0.03 0.56 +0.03 0.63 +0.04 0.41 0.13
GLP_P1 0.51+£0.02 0.49 £0.03 0.59 £0.05 0.65 0.08
GLP_P2 0.48 £0.03 0.44 +0.03 0.50 £ 0.04 0.60 0.63
Max 1.10 £ 0.07 1.15+0.06 1.25 +0.08 0.32 0.19

p* Glu/Glu vs. X/Lys, p** Glu/Glu vs. Lys/Lys
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6  Zusammenfassung

ATP-sensitive Kaliumkanéle konnen u.a. in a- und B-Zellen des Pankreas, GR (glucose-
responsive) -Neuronen des ventromedialen Hypothalamus, Skelettmuskelzellen sowie
verschiedenen anderen fiir die Glukosehomdostase bedeutenden Zelllinien
nachgewiesen werden. Als Kopplungsglieder zwischen metabolischen und
elektrophysiologischen Steuerungsprozessen sind sie in zahlreiche periphere wie
zentrale Regulationsmechanismen des Glukosestoffwechsels eingebunden. Thr Aufbau
als Heterooktamer besteht aus jeweils vier homologen Untereinheiten eines
Sulfonylharnstoff-Rezeptors (SUR) und vier zentral gelegenen homologen KIR-

Untereinheiten.

Im Gen der KIR6.2-Untereinheit von ATP-sensitiven Kaliumkanilen sind drei
verschiedene Punktmutationen (E23K, L270V, 1337V ) bekannt. Allerdings konnte
bisher nur fiir den homozygoten E23K-Polymorphismus, der bei der Proteinbiosynthese
einen Austausch der Aminosdure Glutamat durch die Aminosédure Lysin in der Néhe der
ATP-Bindungsstelle verursacht, eine Verbindung zur Manifestation des Diabetes
mellitus Typ 2 nachgewiesen werden. Um einen EinfluB von E23K auf die
Glukosetoleranz, die Insulinsekretion und Insulinwirkung sowie die Glukagonsekretion
bei Probanden, welche selbst nicht an einem Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt sind, zu
priifen, wurden in dieser Studie insgesamt 298 Personen mit einem oralen
Glukosetoleranztest (oGTT) wund 75 Personen mit einem modifizierten
hyperglykdmischen Clamp untersucht, um eine maximale Insulinsekretion zu

stimulieren.

Ahnlich zu friiheren Verdffentlichungen zeigt sich als Hinweis auf eine eingeschriinkte
Glukosetoleranz ebenfalls in den Ergebnissen dieser Studie im oGTT eine vergroferte

inkrementale AUC;, gz fiir das Lys-Allel im Codon 23 des KIR6.2-Gens (221 + 14



6 ZUSAMMENFASSUNG

mmol - 1" - h™" in Glu/Glu vs. 240 + 11 mmol - I" - h™" in X/Lys, p = 0.034). Bei der
Suche nach moglichen Erkldrungen fiir diese Dysregulation des Glukosestoffwechsels
konnte allerdings weder im oGTT (p = 0.45 fiir AUCy,s Glu/Glu vs. X/Lys) noch bei
maximaler Stimulation der Insulinsekretion im modifizierten hyperglykdmischen Clamp
(p = 0.38 fiir ISRms max Glu/Glu vs. X/Lys) eine unterschiedliche Insulinsekretion
zwischen Trigern von E23K und einer Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Ahnliches gilt ebenfalls fiir die periphere Insulinwirkung. Auch hier lassen sich in
dieser Studie bei beiden Untersuchungsmethoden keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (oGTT: p = 0.52 Glu/Glu vs. X/Lys; hyperglykdmischer Clamp:
p =0.51 Glu/Glu vs. X/Lys) in Bezug auf die periphere Insulinsensitivitit feststellen.

Anders ist dies jedoch bei der Betrachtung der Plasmaglukagonsekretion der a-Zellen.
Interessanterweise zeigen homozygote Triger des E23K-Polymorphismus in der
1. Phase des hyperglykdmischen Clamps eine verminderte hyperglykdmische
Suppression der Glukagonsekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe (20 = 2 % in
Glu/Glu, 18 £ 2 % in Glu/Lys, 10 = 3 % in Lys/Lys, p = 0.01 ANOVA). Unter
Beriicksichtigung methodischer Nachteile des oGTT 4Bt sich jedoch auch bei dieser
Untersuchung eine vergroBerte AUCG (6631 214 ng - 1" - h™! in Glu/Glu vs. 7070 +
165 ng - I'" - b in X/Lys, p = 0.023) fiir das Lys-Allel im Codon 23 des KIR6.2-Gens

nachweisen.

Bereits bei Probanden, welche nicht an einem Diabetes mellitus Typ 2 erkrankt sind,
lassen sich somit Auswirkungen des E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen als
eingeschrinkte Glukosetoleranz nachweisen. Dabei scheint es sich beim
Pathomechanismus weder im normoinsulindmischen Bereich noch bei gesteigertem
Insulinbedarf um eine verminderte Insulinsekretion bzw. eine reduzierte periphere
Insulinwirkung zu handeln. Vielmehr handelt es sich wahrscheinlich, nach den
Ergebnissen dieser Studie, beim homozygoten E23K-Polymorphismus um eine

verminderte hyperglykdmische Suppression der Glukagonsekretion der a-Zellen. Die
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Eigenschaft der Kaliumkanéle, dal3 allein die Besetzung einer ATP-Bindungsstelle fiir
die Inhibition des Kanals ausreichend ist, scheint zu erkldren, weshalb diese
Dysregulation der Glukosehomdostase v.a. bei homozygotem Polymorphismus
nachzuweisen ist. ATP-sensitive Kaliumkanile werden jedoch in zahlreichen Geweben
exprimiert. Insofern bleibt zu kldren, ob Verdnderungen an peripheren Organen bzw. an
GR-Neuronen des ZNS als Folge des E23K-Polymorphismus wesentliche Bedeutung
fiir die Pathogenese besitzen. Auf molekularer Ebene scheint das Lys-Allel im Codon
23 FEinfluB auf die Nukleotidsensitivitit der KIR-Untereinheit und damit auf die

Modulation der Funktion der Karp-Kanile zu besitzen.
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7  Anhang

7.1  Abkiirzungsverzeichnis

ADP
ATP
AUC
AUCijc
BMI
cAMP
C-Peptid
E23K
GDP

Glu
GR-Neurone
HbA .
IGT

ISI

ISR
Karp-Kanile
KIR6.2
KIR6.261,
KIR6.2p g
Lys

M

NGT
NIDDM
oGTT
PHHI

Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

area under the curve

incremental area under the curve
Body-Mass-Index
cyclo-Adenosinmonophosphat
connecting peptide
E23K-Polymorphismus im KIR6.2-Gen
Guanosindiphosphat

Glutamat

glucose-responsive neurons [49]
glykosilierte Himoglobin-A-Kette
impaired glucose tolerance
Insulinsensitivitdtsindex
Insulinsekretionsrate

ATP-sensitive Kaliumkanile
einwirtsgleichrichtender Kaliumkanal 6.2
KIR6.2-Untereinheiten mit Glu-Allel in Position 23
KIR6.2-Untereinheiten mit E23K-Polymorphismus
Lysin

Mittelwert

normal glucose tolerance
non-insulin-dependent diabetes mellitus
oraler Glukosetoleranztest

persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy
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SEM Standardfehler der Mittelwerte

UKPDS United Kingdom Prospective Diabetes Study
VMH ventromedialer Hypothalamus

VNS vegetatives Nervensystem

WHR waist-to-hip ratio

ZNS zentrales Nervensystem

7.2  Berechnungsformeln

7.2.1 Body-Mass-Index (BMI)

KG

L2

body - mass -index (BMI) =

KG = Korpergewicht in [kg], KL = Korpergrofie in [m]
7.2.2 waist-to-hip ratio (WHR)
BU

waist - to - hip - ratio (WHR) = —
HU

BU = Bauchumfang in [cm], HU = Hiiftumfang in [cm]
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