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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pathogenese des Typ 2 Diabetes

Die chronische Glukose-Stoffwechselstérung des Diabetes mellitus Typ 2 ist mit
einer heute weltweiten Pravalenz von 125 Millionen Erkrankten, die Prognosen
zufolge in den nachsten 10 Jahren noch einmal um 50% anwachsen wird, von
enormer Bedeutung fir unsere Gesellschaft. Entscheidend hierbei: neben einer
gesicherten genetischen Disposition [96] bei polygenetischem Erbgang sind es
vor allen Dingen sekundar erworbene und damit beeinflussbare
Umweltfaktoren, die bei der Entwicklung dieser multifaktoriellen Erkrankung die
entscheidende Rolle spielen. Adipositas, Bewegungsmangel, fettreiche
Erndhrung, Rauchen und niedriges Geburtsgewicht seien als wichtigste
pathogenetische Umwelteinflisse genannt. Die groBe Bedeutung der
Adipozyten als Ort endokriner Stoffwechselaktivitdit mit Einfluss auf die
Diabetesentstehung steht auBer Frage. In 80% der Krankheitsfalle ist der
Diabetes mellitus Typ 2 mit Adipositas, in 60-70% mit Dyslipidamie und mit
etwas gleicher Haufigkeit mit arterieller Hypertonie assoziiert [52].

Die eher schleichend verlaufende klinische Manifestation der Erkrankung
resultiert aus der Trias von hepatischer Insulinresistenz, peripherer
Insulinresistenz und gestorter Insulinsekretion der auch quantitativ reduzierten
pankreatischen B-Zellen [21]. Der manifeste Diabetes mellitus Typ 2 mit
Nuchtern-Hyperglykdmie (BZ > 126 mg/dl) ist somit gemeinsamer Endpunkt der
Dysbalance einer nicht mehr ausreichenden Suppression der hepatischen
Glukoneogenese durch Insulin, einer inadaquat niedrigen Antwort der
peripheren Zielgewebe Fett und Skelettmuskulatur auf Insulin und einer
Dysfunktion der B-Zellen des Pankreas [21], das heiB3t einer inadaquat

niedrigen Insulinsekretion auf einen Glukosereiz hin.
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Die zeitliche Abfolge der gestérten Stoffwechselvorgdnge bis hin zur
Manifestation des Typ 2 Diabetes wird auf der Grundlage von Studien mit
Personengruppen, die eine erhdhte Erkrankungswahrscheinlichkeit aufweisen
[22, 39, 96, 97], wie folgt angenommen: Schon Jahrzehnte vor dem klinischen
Auftreten der Glukosestoffwechselstérung besteht haufig eine Insulinresistenz,
also eine verminderte Empfindlichkeit des Kérpergewebes gegenlber der
Insulinwirkung. Diese wird initial jedoch durch pankreatische Hypersekretion
von Insulin kompensiert. Nachster Schritt bei Pra-Diabetikern ist eine
zunehmende Insulinresistenz mit der Konsequenz  postprandialer
Hyperglykdmien bei zundchst noch erhdhten Insulinspiegeln. Normale
Nuchtern-Blutzuckerwerte kdnnen nur so lange gewahrleistet werden, bis die
Fahigkeit der B-Zellen zur Hypersekretion verloren geht; sobald dies geschieht
wird der Diabetes mellitus Typ 2 manifest [61].

Sowohl primére genetische als auch die im vorangehenden Textabschnitt
erlauterten sekundaren Resistenzmechanismen sind fir die Insulinresistenz
verantwortlich. Auch wenn bisher noch keine praxisrelevanten genetischen
Marker fir die erbliche Belastung gefunden wurden, konnte in Familienstudien
eine genetische Komponente des Diabetes mellitus Typ 2 aufgezeigt werden
[13, 57]. Die Konkordanzrate eineiiger Zwillinge liegt bei nahezu 100 % [21].
Von besonderer Bedeutung ist weiterhin, dass Typ 2 Diabetes und die
Insulinresistenz stark mit den Komponenten des metabolischen Syndroms und
mit Atherosklerose assoziiert sind [42, 44].

1.2 Einfluss der Lipolyse auf die Insulinsensitivitat

1.2.1 Lipolyse im Fettgewebe

Der Abbau von Triglyceriden und die anschlieBende Freisetzung von Glycerin
und unveresterten Fettsauren (FS) aus dem Fettgewebe ist von groBer
Bedeutung fir die Regulation der Homobostase des menschlichen

Energiehaushalts [25]. Fettsduren fungieren als Energiesubstrate und
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erflllen andere wichtige Aufgaben [4, 24, 92]. So werden sie albumingebunden
zu anderen Organen transportiert, beeinflussen dort die Insulinwirkung und den
Glukosestoffwechsel von Leber und Muskel, verandern als
Transkriptionsfaktoren Genfunktionen in verschiedensten Geweben, werden zur
Apolipoproteinsynthese  der Leber verwendet und regulieren die
Insulinproduktion des Pankreas.

Der stufenweise Triglyceridabbau Gber Diglyceride und Monoglyceride zu
Glycerin und FS wird von mindestens 3 fettgewebsspezifischen Enzymen
katalysiert. Davon stellt die Hormonsensitive Lipase (HSL), welche die
Hydrolyse von Triglyceriden zu Diglyceriden und weiter zu Monoglyceriden
katalysiert und als einziges Enzym in diesem Prozess hormonreguliert ist, das
wichtigste, Rate-Limitierende Enzym dar [32].

1.2.2 Regulation der Lipolyse

Die Lipolyse unterliegt strengen Regulationsmechanismen, was sich unter
anderem an den starken tageszeitlichen Schwankungen der Spiegel an freien
Fettsduren (FFS) und Glycerin im Blut erkennen lasst [16, 25, 41, 43, 45, 95].
Bedeutsame unmittelbare Effekte auf die Lipolyse haben im menschlichen
Organismus vor allem Katecholamine, Insulin und natriuretische Peptide. Durch
von den Adipozyten oder dem Fettgewebsstroma selbst produzierte
Substanzen wie Prostaglandine, Adenosin und Zytokine (Adipokine),
insbesondere  TNF-a und Adiponektin, kommt es zudem zu autokriner
Lipolyseregulation. Des Weiteren beeinflussen wichtige Faktoren wie Alter,
Geschlecht, koérperliche Aktivitat, Erndhrung, Fettgewebslokalisation und -

verteilung sowie genetische Unterschiede die Regulation der Lipolyse.



Einleitung

1.2.3 Lipolyse bei metabolischen Veranderungen

Bei Insulinresistenz ist das AusmafB des Ansprechens koérpereigener Gewebe
auf die Insulinwirkung herabgesetzt. Dies hat eine verminderte
Glukoseaufnahme insulinabhéngiger Gewebe sowie eine nicht mehr
ausreichende Hemmung der Enzyme der Glukoneogenese und Glykogenolyse
mit der Konsequenz von Hyperglykdmien zur Folge. AuBerdem kommt es zur
Verminderung des antilipolytischen Insulineffektes und damit zu erhéhten
Plasmaspiegeln an FFS [30, 48].

Adipositas kann beim Menschen zu einer, relativ zum Bedarf gesehen
exzessiven Lipolyse mit vermehrter Freisetzung von FFS flhren. Als
zugrundeliegende Mechanismen gelten hierbei eine verminderte Insulinwirkung
auf die Antilipolyse und eine vermehrte katecholaminduzierte Lipolyse durch
Uberaktivitdt des sympathischen Nervensystems [12]. Die vermehrte
Freisetzung von Fettsduren (FS) wirkt sich wiederum negativ auf sowohl die

Insulinsensitivitat und —sekretion aus.

1.2.4 Insulinresistenz durch vermehrte Lipolyse

FFS induzieren Insulinresistenz in der Leber [66] und im Skelettmuskel [37]
derart, dass sie durch Hemmung der Insulinwirkung in diesen Geweben zu
reduzierter muskularer Glukoseaufnahme und gesteigerter hepatischer
Glukoneogenese fliihren. Dies scheint durch eine FFS-vermittelte gesteigerte
Acetyl-CoA Produktion sowie Hemmung der Glukoseoxidation [12] bedingt.
Neuere Daten zeigen, dass FFS auch Uber Rezeptoren wie den toll-like
Rezeptor 4 (TLR4) auf die Myozyten und Hepatozyten wirken und somit

Insulinresistenz hervorrufen [38].
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Es besteht eine kdrperregionenbezogene Heterogenitat des Fettgewebes im
Hinblick auf Lipolyseaktivitat und resultierende Verfligbarkeit von FFS [82]. Man
unterscheidet viszerales von subkutanem Fett und differenziert des Weiteren
am Stamm gelegenes Fettgewebe und Fett an Extremitaten. Besonders das
viszerale Fett steht im Verdacht, zur Entwicklung von Insulinresistenz zu fihren
[11, 47]. Allerdings wei3 man heute, dass die subkutan im Kdrperstamm
lokalisierten Fettdepots den gréBten Anteil an FFS (75%) zum systemischen
Kreislauf sowohl im Nichtern- als auch im postprandialen Zustand liefern [6, 7,
28, 55, 56, 67, 70]. Im Ruhezustand lauft Lipolyse vermehrt im subkutan
gelegenen Fett ab, unter Stimulation (Nahrung/ nerval) hingegen vor allem im
viszeralen Fett [90]. Sicher ist, dass eine inadaquate Suppression der Lipolyse
in allen Fettgewebsuntergruppen mit konsekutiver exzessiver Verflgbarkeit von
FFS, zur Pathogenese von verminderter Glukoseaufnahme und verminderter
Antilipolyse, im Sinne einer Insulinresistenz, fihrt. Ein Circulus vitiosus nimmt

seinen Lauf.

1.3 Einfluss des Leberfetts auf die Insulinsensitivitat

1.3.1 Bedeutung der Leber im Glukose- und Lipidmetabolismus

Die Leber stellt ein bedeutsames Organ im Glukose- und Lipidstoffwechsel dar.
In der Leber, dem bedeutenden Wirk- und Abbauort von Insulin, finden
Glukoneogenese und Glykogenolyse, Glykolyse, Glykogensynthese ebenso wie

Triglyceridsynthese statt.
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1.3.2 Folgen der Insulinresistenz fiir die Leber

Als eines der wichtigsten Zielgewebe der Insulinwirkung kann die Leber in

hohem MaBe von einer Insulinresistenz und deren Folgen betroffen sein.

Es kommt zur verminderten Unterdrickung der intrahepatischen
Glukoneogenese und Glykogenolyse und zum vermehrten Anfluten von FFS
aus dem viszeralen Fettgewebe Uber die Pfortader. Zu den Konsequenzen
gehdren eine gesteigerte endogene Herstellung von Glukose sowie eine
vermehrte Triglycerideinlagerung in die Hepatozyten. Letztere wiederum bewirkt
durch eine Verminderung der glukoneogenesehemmenden Insulinwirkung noch
eine weitere Steigerung der vermehrten Glukoseproduktion.

1.3.3 Leberfettgehalt und Insulinresistenz

Untersuchungen am Menschen haben gezeigt, dass die Zunahme
intrazellularer  Triglycerid-Depots in  den nicht flar Lipidspeicherung
vorgesehenen Geweben Muskel, Leber und Pankreas mit einem durch die
Beeinflussung der Insulinsignaltransduktion und —sekretion gestorten
Glukosestoffwechsel in Zusammenhang steht. Ebenso ist die beschriebene
Triglyceriddepotzunahme mit den Folgen dieses gestérten
Glukosemetabolismus in Form von Insulinresistenz und gestérter B-Zellfunktion
assoziiert [23]. Darlber hinaus wurde festgestellt, dass auch andere zum
Metabolischen Syndrom gehdérige Lipidstoffwechselabnormitaten wie Adipositas
und erhéhte FFS-Spiegel mit Insulinresistenz einhergehen [31].

Die Ergebnisse einer Studie von 2004 legen nahe, dass das Leberfett beim
Gesunden einen wichtigen auf die systemische Insulinsensitivitdt Einfluss

nehmenden Faktor darstellt. Das Leberfett korrelierte unabhangig vom
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Kérperfettgehalt mit der Insulinsensitivitat [83]. Weiterhin wurde kirzlich Fetuin-
A, und damit ein Protein identifiziert, welches bei Verfettung der Leber vermehrt
produziert wird und die Insulinwirkung in Leber und Muskel hemmt [75].
Bei Ubergewicht findet sich eine Erhdéhung des intrahepatischen Fettgehalts.
Diese Assoziation ist bei androider Fettverteilung mit stammbetont vermehrter
viszeraler Fettmasse verstarkt ausgepragt [1]. Die Bildgebung mittels
Magnetresonanzspekiroskopie ermdglicht eine exakte Quantifizierung der
Fettverteilung und des Leberfetts ist [49, 76, 80, 84].
Besonders das Krankheitsbild der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung
(NAFLD) geht mit vermehrtem Leberfettgehalt durch Triglyceridakkumulation
einher [1]. Die NAFLD wird als Leberkomponente des Metabolischen Syndroms
betrachtet [23] und kommt derzeit bei einem Drittel der Normalbevélkerung und
der Mehrzahl der Patienten mit Ubergewicht und Diabetes vor [1].
Pathologisches Korrelat der NAFLD ist eine der alkoholischen
Leberfetterkrankung &hnliche Hepatose, die das komplette Spektrum von einer
einfachen Steatose Uber eine Steatohepatitis bis hin zu Fibrose und Zirrhose
mit Leberzellinsuffizienz abdecken kann [15, 35, 94]. Bei Vorliegen von NAFLD
kann jedoch kein zugrunde liegender chronischer Alkoholmissbrauch
diagnostiziert werden.
Als Risikofaktoren fiir die Entstehung der NAFLD gelten Ubergewicht
(viszerales Fett), Typ 2 Diabetes, ausgedehntes Fasten, schneller
Kérpergewichtsverlust und Hypertriglyceriddmie. Bei diesen Risikofaktoren
mobilisierte, in der Leber anflutende FFS scheinen mit auslésend fir den
Krankheitsprozess zu sein. Bei zu groBem Angebot an FFS kommt es zur
intrazellularen  Anhaufung von Triglyceriden. Hinzu kommt vermehrt
auftretender oxidativer Stress durch die hohe Aktivitat des Fettstoffwechsels.
Dieser fuhrt unter anderem zur Expression multipler Zytokine wie
beispielsweise TNF-a und TNF-B. Es kommt =zur Verstdrkung der
Lebersensitivitat gegentber TNF-a mit der Folge einer erhdhten
Insulinresistenz. Die Entstehung der Fettlebererkrankung sowie jegliche andere
11
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Erhdhung des Leberfettgehalts an sich scheint signifikant mit einer

beginnenden hepatischen Insulinresistenz einherzugehen [50].

1.4 Genetische Determinanten der Lipolyse und des Leberfetts

1.4.1 Genetische Determinanten der Lipolyse

Die Lipolyse in Adipozyten unterliegt, wie schon unter 1.2.2 erldutert, multiplen
Regulationsmechanismen. Neben den dort angefihrten endokrinen, parakrinen
und autokrinen Einflissen sowie weiteren wichtigen Faktoren wie Alter,
Geschlecht, kérperliche Aktivitat, Erndhrung, Fettgewebslokalisation und —
verteilung, spielen Gene bei der Regulation der Lipolyse eine entscheidende
Rolle.

Mehrere genetische Faktoren scheinen die Regulation der Lipolyse in
Adipozyten zu beeinflussen [3]. Es wurden strukturelle Variationen in
lipolyseregulierenden Genen beschrieben, die mit einer veranderten
lipolytischen  Funktion  einhergehen. Diese  Polymorphismen  sind
interessanterweise mit Ubergewicht assoziiert. Als genetische Determinanten
der Lipolyse gelten heute vor allem ADRB1, 2 und 3, HSL, ACC, PPARYysy,
Calpain 10, GPR74 und Adiponutrin.

Auf Ebene der Katecholamine sind die Gene der B-adrenergen Rezeptoren
(ADRB) 1, 2 und 3 von Bedeutung. Variationen der Aminosauresequenz und
des Promotors im B, -—adrenergen Rezeptor (ADRB2) flhren zu
unterschiedlichen Variationen in der Expression und Signaltransduktion des B»-
Rezeptors und somit in Abhangigkeit von der Art der genetischen Variation zu
erhdhter beziehungsweise verminderter lipolytischer Funktion des Rezeptors.
Aminosaureveranderungen im Bz-adrenergen Rezeptor vermindern die
Signaltransduktion durch den Rezeptor und haben die Herabsetzung dessen

lipolytischer Funktion zur Folge. Ferner sind strukturelle Variationen in den
12
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Introns des Gens der hormonsensitiven Lipase, der HSL, des Rate-
Limitierenden Enzyms der Lipolyse, stark mit einem verminderten
katecholamin-induzierten Lipolyse assoziiert [5]. Studien konnten zeigen, dass
Variationen im Acetyl-CoA-Carboxylase(ACC)-Gen die Lipolyse beeinflussen
[58]. ACC katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Malonyl-CoA aus
Acetyl-CoA und stellt eines der wesentlichen Regulationsenzyme fir den
Fettsdurestoffwechsel dar. Des Weiteren zahlt heute PPARy, (Peroxisomen
Proliferator-aktivierter =~ Rezeptor) zu den  gesicherten  genetischen
Determinanten der Lipolyse. Eine veradnderte Transkriptionsaktivitdt des
PPARYy: bei Tragern des Pro12Ala-Polymorphismus, der mit einer erhéhten in
vivo Insulinsensitivitat im Menschen verbunden ist, fuhrt zu einer effizienteren
Lipolysesuppression im Fettgewebe [78].

In Studien erwiesen sich nicht-kodierende Variationen unbekannter Funktion im
Calpain 10 Gen als funktionell relevant fir die Lipolyse. Sie gingen mit einer
verminderten Bz-adrenergen Rezeptorfunktion des ADRB3 einher [5]. Der
hauptsachlich in Gehirn, Herz und Fettgewebe exprimierte G-Protein
gekoppelte Rezeptor GPR74 stellt einen neuen Kandidaten bezlglich der
Regulation des Korpergewichts im Menschen dar. Eine aktuell publizierte
Studie zeigte eine starke Assoziation des ATAG Haplotypen im GRP74 Gen mit
vermutlich katecholamin-vermittelter gesteigerter Lipolyse in vitro und in vivo
[19]. Der Adipozytenlipase Adiponutrin wird eine Rolle in der Lipogenese
zugeschrieben. Eine Arbeitsgruppe aus Malmé konnte zeigen, dass zwei
Polymorphismen im Adiponutrin (ADPN) -Gen mit Adipositas assoziiert sind.
Trager der Adipositas-assoziierten Varianten wiesen eine gesteigerte basale
Lipolyse auf [36].
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1.4.2 Genetische Determinanten des Leberfetts

Die Untersuchung eineiiger, im Hinblick auf Adipositas diskordanter Zwillinge
konnte zeigen, dass erworbene Adipositas unabhangig vom genetischen
Hintergrund zu einer Erhéhung des Leberfettgehalts fihrt [62]. Diese
Beobachtung schlieBt eine Bedeutung genetischer Faktoren fir den
intrahepatischen Fettgehalt keineswegs aus, jedoch sind derzeit nur wenige
Daten dazu verflgbar. Bekannte genetische Determinanten des Leberfetts sind,
Adiponektin Rezeptor 1, Hepatische Lipase und TNF-a.

Polymorphismen der Promotor-Region des Adiponektin Rezeptor 1 (ADIPOR1)
fur das insulin-senisitivierende, anti-inflammatorische und anti-atherogene
Adipokin Adiponektin legten in unseren Untersuchungen einen Zusammenhang
mit Variationen im Fettgehalt der Leber nahe [77].

Die hepatische Lipase ist ein leberspezifisches Enzym mit regulatorischer
Wirkung im hepatischen Lipoproteinstoffwechsel [9, 27, 71]. In Tubingen
konnte man in vorangehenden Studien zeigen, dass auch Polymorphismen im
Gen der Hepatischen Lipase mit erhéhtem Leberfettgehalt assoziiert sind [74].
In einer Kohorte von 66 japanischen Patienten mit NASH (nicht-alkoholischer
Steatohepatitis) fand sich eine positive Korrelation von Polymorphismen im
TNF-a Promotor mit NASH [86].

1.5 USF - Transkriptionsfaktoren

1.5.1 Die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die in Kérperzellen eine zentrale Rolle bei
der Transkription als Teilschritt der Genexpression spielen. Bei funktionellen
Veranderungen mit Auswirkung auf die Expression von Genen kdnnen sie

daher von entscheidender klinischer Bedeutung sein.
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Sie tragen dazu bei, die RNA-Polymerase am Promotor in die richtige Position
zu bringen und bei der Trennung der beiden DNA-Strange zu helfen, so dass
die Transkription starten kann. Sie kénnen an die DNA oder an DNA-Bindende
Proteine binden und den Promoter aktivieren oder reprimieren. Es werden
allgemeine (basale) und Gewebe- beziehungsweise zell-spezifische
Transkriptionsfaktoren unterschieden [91]. Allgemeine Transkriptionsfaktoren
sind fUr jede Transkription notwendig, sie Ubernehmen verschiedene Aufgaben
und binden dabei entweder direkt an die DNA oder an Proteine des
Initiationskomplexes. Durch das Binden an die DNA stellen diese ,basalen®
Transkriptionsfaktoren eine Art "Plattform" flr die RNA-Polymerase her, nach
deren Bindung die Transkription initiiert wird. Derartige Transkriptionsfaktoren
sind in ihrer Struktur divers und haben unterschiedliche Aufgaben. Sie sind
ubiquitér, d. h. in allen Zellen eines Organismus gleichmaBig vorhanden, und
haben an der spezifischen Genregulation meist keinen Anteil [53].

Spezifische Transkriptionsfaktoren hingegen vermitteln der Polymerase,
welches Gen aktiviert werden soll. Sie sind daher nur in den Zellen vorhanden,
in denen das Gen, das sie regulieren, aktiviert (oder reprimiert) werden soll. Die
DNA-Bereiche, an die sie binden, haben eine spezifische Sequenz, die von
dem Transkriptionsfaktor erkannt und gebunden wird. Eine komplexe
regulierende Funktion kommt durch das netzwerkartige Zusammenspiel der
vielen verschiedenen Transkriptionsfaktoren zustande. Die Aktivitat der
Transkriptionsfaktoren selbst wird durch deren Regulation beispielsweise durch
Bindung von Liganden, Phosphorylierungen, DNA-Bindung, Bindung von Co-
Faktoren oder Blockade der DNA-Bindungsstelle bestimmt. Funktionelle
Veranderungen der Transkriptionsfaktoren verhindern einen regularen Ablauf
des Transkriptionsprozesses [53].
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1.5.2 USF-1 und USF-2

USF-1 and -2 gehdren zu einer evolutiondr hoch konservierten Familie an
aktivierenden Transkriptionsfaktoren (basic-Helix-Loop-Helix-Leucine Zipper-
Familie). Die ubiquitar im menschlichen Kérper exprimierten Proteine USF-1
und USF-2 von ungefahr 43 und 44 kDa GrbéBe zeigen eine hohe Affinitat zu
regulatorischen im Genom vorkommenden, E-Box-Elementen (CANNTG,
CACGTG)[17, 69]. Bei den USF- Transkriptionsfaktoren handelt es sich um

Schlisselelemente bei der Regulation der Transkription, die die Rekrutierung

Chromatin remodellierender Enzyme bewerkstelligen und mit Koaktivatoren und
Bestandteilen des Préinitiationskomplexes (PIC) interagieren. Darlber hinaus
kébnnen  DNA-Aktivitat und DNA-Bindung durch  USF-Proteine  auf
verschiedenste Art und Weise moduliert werden. Unter anderem durch
Phosphorylierung mittels spezifische Kinasen (p38, Proteinkinase A, cdk1 und
PI3Kinase) und durch DNA-Veranderung des E-Box-bindenden Motivs
(Methylierung, Single nucleotide polymorphism (SNP)). Die Vielzahl der durch
die USF-Transkriptoren beeinflussten Parameter erschwert das Verstandnis der
USF-abhéangigen Regulierung der Genexpression. Sicher ist, dass USF-
Transkriptionsfaktoren eine Schllisselrolle als Regulatoren einer groBen Anzahl
von fir Stoffwechsel, Stress, Immunantwort, Zellzyklus und Proliferation
bedeutsamen Genen spielen.

1.5.3 USF-1 und USF-2 — Rolle im Lipid- und Glukosemetabolismus

Bei den Transkriptionsfaktoren USF-1 und USF-2 handelt es sich um
flachendeckend im menschlichen Kérper exprimierte Transkriptionsfaktoren,
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von denen man weiB, dass sie eine wichtige Rolle bei der Regulation und
Expression einer Reihe von am Lipid- und Glukosestoffwechsels beteiligten
Genen spielen [89]. In den Adipozyten im Fettgewebe regulieren die USFs die
Expression der Hormonsensitiven Lipase (HSL) und vermitteln die
insulinvermittelte Expression der Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) [87]. HSL ist
bestimmend fir die maximale Umsatzrate des enzymatischen
Lipolyseprozesses [73] und die Acetyl-CoA Carboxylase bewerkstelligt
Teilschritte der Fettsdurensynthese. Diese Beobachtungen weisen auf eine
entscheidende Rolle des USF-1 bei der Koordination der Reaktionen des

Fettstoffwechsels auf Veranderungen von Glukose- und Insulinspiegel hin.

Jedoch gibt es bisher nur wenige Erkenntnisse zur genauen Wirkung und
Wirkweise von USFs im menschlichen Kérper. Zwei kurzlich veréffentlichte
Studien zeigten einen starken Zusammenhang der Familidren Kombinierten
Hyperlipidamie (FCH) mit den Polymorphismen (SNPs, Single nucleotide
polymorphisms) usfis1 (rs3737787) und usf1s2 (rs2073658) im USF-1-Gen
[18, 59]. In diesen Studien erwies sich der SNP usf1s2 als funktionell relevant
[54]. In einer weiteren Studie wurden 3 weitere SNPs, von denen mindestens
zwei in komplettem Kopplungsungleichgewicht zueinander standen, das heiBt
bei denen keine Uberzuféllig haufige Verbindung des einen Allels mit dem
anderen Allel bestand, untersucht. Dabei stellte man fest, dass signifikante
Assoziationen von Haplotyp und maximalen Spiegeln an Glukose nach einem
OGTT bestanden. Ferner wurden Wechselwirkungen dieser USF-1 SNPs mit
einem bedeutenden Polymorphismus der Hormonsensitiven Lipase, dem HSL -
60C>G SNP gefunden [65]. Die Gruppe um Hoffstedt et al. stellte in einer
Studie fest, dass die SNPs usfis1 and usfis2 mit einer erhdhten in vitro
katecholamin-induzierten Lipolyse in subkutan gelegenen Adipozyten in einer
Population Ubergewichtiger Frauen einhergehen [29]. Erst kirzlich wurde von
einer anderen Arbeitsgruppe eine Assoziation der SNPs in USF1 mit der

kardiovaskularen Erkrankung bei Frauen beobachtet [40]. Wie oben erwahnt,
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handelt es sich hierbei um ein leberspezifisches Enzym, das den
Lipoproteinstoffwechsel der Leber kontrolliert [9, 26, 71]. Es steht mit der
intrahepatischen Akkumulation von Fett in Zusammenhang. Der SNP -514C>T
des Gens der hepatischen Lipase (LIPC) ist bekannterweise mit einer
verminderten Aktivitdt der Hepatischen Lipase im Plasma verbunden und hat
Einfluss auf die Konzentrationen an Gesamt- und HDL-Cholesterin [2, 20, 81].
In einer bekannten Finnischen Diabetes Praventionsstudie [72, 85] war die -
250G>A Substitution im Promotor des Hepatischen Lipase Gens LIPC mit
erhéhter Insulinresistenz [63], verminderter Glukosetoleranz [34] und Ubergang

in Typ Il Diabetes verbunden. Die Variante -250G>A stand dabei in fast

vollstandigem Kopplungsungleichgewicht zur genetischen -514C>T Variante.
Untersuchungen unsererseits konnten eine Assoziation des -514C>T SNP von
LIPC mit einem hohen Fettgehalt der Leber und einer niedrigen

Insulinsensitivitat zeigen [74].
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1.6 Fragestellung

Studien zur Rolle von USF-1 lassen eine groBe Bedeutung dieses
Transkriptionsfaktors im Lipid- und Glukosemetabolismus des Menschen mit
entscheidendem Einfluss auf die Insulinresistenz vermuten. Bei dem USF-1-
Gen handelt es sich um eines der wichtigsten derzeit bekannten Gene fir die
Familiare Hypercholesterinamie (FHCL) [54,59,87]. USF-1 ist darlber hinaus
stark mit Atherosklerose vergesellschaftet. Sowohl die FHCL als auch die
Atherosklerose korrelieren ihrerseits stark mit Lipolyse und Leberfett. In der
vorliegenden Arbeit wurden Mechanismen untersucht, Uber die USF-1 zur
Dyslipidamie und zur Atherosklerose beitragt. Im Speziellen wurden folgende

Fragen bearbeitet.

Erstens: Da die usfis1 (rs3737787) C>T und usfis2 (rs2073658) G>A
Polymorphismen des USF-1 Gens mit einer erhdhten in vitro katecholamin-
induzierten Lipolyse in Adipozyten assoziiert sind, wurde untersucht, ob diese
Polymorphismen auch einen Effekt auf die in vivo antilipolytische Wirkung des
Insulins beim Menschen haben. Dazu bestimmte man die Abnahme der
Konzentrationen  an  freien Fettsduren  wahrend  eines  oralen
Glukosetoleranztests in einer groBen Kohorte von Testpersonen ohne Diabetes
mellitus. Um die antilipolytische Wirkung des Insulin direkt zu erfassen,
bestimmte man  zusétzlich im Rahmen eines euglykdmischen,
hyperinsulindmischen Clamps den Zusammenhang der Polymorphismen mit
der Gesamtkérperinsulinsensitivitdat. Da USF-1 und USF-2 regulatorisch auf die
Genexpression der Hormonsensitiven Lipase in Adipozyten wirken [64],
untersuchte man deren SNPs auf eine Wechselwirkung mit dem -60C>G SNP
des Gens der Hormonsensitiven Lipase in Hinblick auf die Lipolyse im
Fettgewebe.
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Zweitens: Da USF-Transkriptionsfaktoren die Expression des Hepatischen
Lipase-Gens LIPC in der Leber kontrollieren und da der SNP -514C>T des
Gens der Hepatischen Lipase (LIPC) bekannterweise mit der Akkumulation von
Fett in der Leber assoziiert ist, untersuchte man die Polymorphismen usfis1
und usf1s2 und deren Interaktionen mit dem -514 C>T Polymorphismus des
LIPC-Genes auf ihren Einfluss auf Leberfettgehalt und Insulinsensitivitat.
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2. Probanden, Studienaufbau, Materialien und Methoden

2.1 Probanden

2.1.1 Probandenkollektiv

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten stammen von insgesamt 407
Probanden aus der Tibinger Familienstudie fiir Diabetes mellitus Typ 2 (TUF-
Studie) und dem Tubinger Lebensstilinterventionsprogramm (TULIP). In der
TUF-Studie nehmen seit mehr als 10 Jahren Menschen mit einem erhéhten
Diabetesrisiko an Untersuchungen zur Aufklarung der Pathogenese des Typ 2
Diabetes teil. Bei der TULIP-Studie handelt es sich um ein Programm, bei dem
mittels Langsschnittuntersuchungen bei Lebensstilintervention  die
Beeinflussbarkeit der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes bei Risikopersonen vor
allem in den Bereichen Erndhrung und kdérperliche Aktivitat erforscht wird.

Alle Probanden unterzogen sich einem oralen Glukosetoleranztest. Bei 54
Probanden wurde zusatzlich ein hyperinsulindmischer, euglykédmischer Clamp
mit direkter Messung der antilipolytischen Insulinsensitivitat durchgefihrt [74,
78]. AuBerdem wurde bei 114 der Probanden der intrahepatische Fettanteil
mithilfe der Magnetresonanzspektroskopie bestimmt.

2.1.2 Teilnahmevoraussetzungen

Es wurden Probanden in die Studie aufgenommen, die eines oder mehrere der

im Folgenden genannten Kriterien erflllten:

. positive Familienanamnese fur Diabetes mellitus Typ 2
. ein Gestationsdiabetes in der persdnlichen Vorgeschichte
. eine eingeschrankte Glukosetoleranz

. ein Body—Mass—Index (BMI) von Uber 27 kg/m?
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2.1.3 Ausschlusskriterien

Ein diagnostizierter Diabetes mellitus Typ 2, eine Schwangerschaft, Stillzeit,
akute Entzindungen sowie psychiatrische Erkrankungen schlossen von der
Teilnahme an der Studie aus. Instabile Angina pectoris oder manifeste arterielle
Hypertonie stellten weitere Ausschlusskriterien dar. Auch ausgeschlossen
wurden Probanden, die Medikamente mit bekanntem Einfluss auf die
Insulinsensitivitdat, die Insulinsekretion oder den Glukosestoffwechsel

einnahmen.

2.2 Studienaufbau

Alle an den beiden Studien teilnehmenden Probanden wurden im Vorfeld
schriftich sowie mulndlich UOber die jeweilige Untersuchung, deren
Durchfihrung, Ziele und mégliche Risiken aufgeklart und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis. Sie hatten jederzeit die Méglichkeit, diese
Einverstéandniserklarung zuriickzunehmen und die Studie ohne das Nennen von
Grinden abzubrechen. Studienaufbau und —verlauf wurden von der
Ethikkomission der Eberhard- Karls Universitat Tulbingen geprift und
genehmigt. Bei allen Probanden wurde ein oraler Glukosetoleranztest
durchgefiihrt. AuBerdem wurden KorpergréBe, Koérpergewicht, Taillenumfang
und Korperfettgehalt bestimmt. Mit Einwilligung der Probanden wurde zusétzlich
ein  Nachweis verschiedener DNA- Polymorphismen durchgefihrt. Alle
Testpersonen wurden mittels Spiroergometrie auf Parameter der kdrperlichen
Fitness untersucht. Der Taillenumfang wurde gemessen und der
Kérperfettgehalt  mittels  Impedanzmessung festgestellt.  Mithilfe  der
Magnetresonanztomographie wurde bei den Probanden der intrahepatische
Fettgehalt bestimmt. Des Weiteren wurde bei einem Teil der Probanden
zusatzlich ein euglykamischer, hyperinsulinamischer Clamp durchgefihrt. Alle

Untersuchungen wurden nach einer nachtlichen Nahrungskarenz und
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Zigarettenabstinenz von jeweils 10h durchgeflhrt.

2.3 Methoden und Material

2.3.1 Oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

Bei allen Probanden wurde ein morgendlicher oraler Glukosetoleranztest
durchgefihrt. Eine zehnstindige Nahrungskarenz ging der Untersuchung
voraus, auBerdem sollten die Probanden in den vorangehenden Wochen ihre
dblichen Erndhrungsgewohnheiten und ihren koérperlichen Aktivitdtsgrad nicht
verandern. Uber eine periphere Venenverweilkaniile in der Ellenbeuge des
Probanden wurde um 8 Uhr zunachst eine basale Blutentnahme  zur
Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Glukose, Insulin dem Gehalt an
freien Fettsduren, Triglyceriden, Totalcholesterin sowie LDL- und HDL-
Cholesterin vorgenommen. AnschlieBend wurde eine Glukoselésung von 75 g
Glukose in 300 ml (Dextro O.G.T. ®, Hoffmann- La Roche AG) oral verabreicht.
Es folgten zu den Zeiten t= 30, 60, 90 und 120 Minuten (min) weitere
Blutentnahmen zur Bestimmung von Plasmaglukose und Plasmasinsulin. Die
freien Fettsduren wurden ein zweites Mal bei t=120 Minuten bestimmt.
Waéhrend des Versuchs waren den Probanden Rauchen, Nahrungsaufnahme
sowie korperliche Anstrengung untersagt. Die Insulinsensitivitdt wurde nach
Matsuda und DeFronzo [51] aus den Plasmaglukose- und Insulinwerten
wahrend des OGTTs abschatzend berechnet. Die antilipolytische
Insulinsensitivtat wurde aus der Suppression der freien Fettsduren im Serum
zwischen t= 0 und t= 120 Minuten wahrend des OGTTs abgeschéatzt [46, 79].
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2.3.2 Dreistufen- und Standard-euglykdmischer hyperinsulindmischer
Clamp

Der euglykédmische Clamp dient in der Regel der Bestimmung der
Insulinwirkung (Insulinsensitivitat). Im Rahmen unserer Clamp-Untersuchung
wurde darlber hinaus ein Index der systemischen antilipolytischen
Insulinsensitivitat (ECso (in pmol/L)) als Funktion derjenigen
Seruminsulinkonzentration, welche die Plasmaglycerolrate um 50% der
maximalen Suppression unterdrickt, bestimmt. Dieser ECsq stellt ein MaB far
die Empfindlichkeit des Koérpers gegenlber der antilipolytischen Insulinwirkung
dar.

Auch die Clamp-Untersuchungen wurden morgens um 8 Uhr am nlchternen
Probanden durchgefiihrt. Erneut waren den Probanden Nahrungsaufnahme,
Rauchen und korperliche Anstrengung wahrend der Untersuchung untersagt.
Jeder Teilnehmer erhielt 2 periphere Venenzugadnge. Dabei wurde zur
Blutentnahme eine Vene am Handricken punktiert. Durch die Erwdrmung der
Hand wurde eine Erweiterung der arterio-vendsen Shunts und dadurch eine
Arterialisierung der enthnommenen Blutprobe erreicht. Die Infusionslésungen
wurden Uber eine zweite Venenverweilkanlle in der Ellenbeuge des
kontralateralen Arms appliziert.

Die Bestimmung der basalen Plasmaglukosekonzentration erfolgte durch
Mittelung der zu den Zeitpunkten t= -20, -10 und 0 Minuten gemessenen Werte
an Plasmaglukose. Der Plasmaglukosespiegel des Probanden sollte im
Versuch auf diesen Nuchternblutzuckerwert fixiert (engl.: to clamp =
(ein)spannen) werden.

Auf diese Weise wurde in den letzten 60 Minuten der zweistiindigen
Untersuchung ein  Gleichgewichtszustand  erreicht, in dem die
Glukoseinfusionsrate der vom Kérpergewebe aufgenommenen Menge an
Glukose entsprach. Die mittlere Glukoseinfusionsrate dient in diesem "steady-

state" als MaB fir die Insulinsensitivitat des Kérpers. Wir wandten bei unserem
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Probandenkollektiv zwei verschiedene etablierte Clamp-Verfahren, den
standardisierten hyperinsulindmischen euglykdmischen und den dreistufigen

hyperinsulindmischen euglykdmischen Clamp, an.

Standard hyperinsulindmischer euglykamischer Clamp

Durch eine standardisierte Insulininfusion (Infusionsrate 1,0 mU - kg ' - min ")
wurde der Plasmainsulinspiegel des Probanden auf ein hyperinsulindmisches
Niveau gebracht. Dabei ermdglichte die gleichzeitige, variabel angepasste
Infusion 20%iger Glukose die Aufrechterhaltung der zuvor ermittelten basalen
Plasmaglukosekonzentration.

Blutentnahmen alle 5 bis 10 Minuten zur Uberprifung der jeweils aktuellen
Plasmaglukosekonzentration ermdglichten eine eventuell erforderliche
Anpassung der Glukoseinfusionsrate. Zu den Zeitpunkten t= 30, 60, 90, 100,
110 und 120 Minuten erfolgten weitere Blutentnahmen zur Bestimmung der
Glycerol-Anreicherung im Plasma und der FFS im Serum sowie zur

Bestimmung des Seruminsulins.

Dreistufiger hyperinsulindmischer euglykdmischer Clamp

Die Probanden erhielten sequentielle Insulininfusionen mit den Infusionsraten
0.1, 0.25 und 1.0 mU/kg/min fir 2 Stunden pro Infusionsrate. Arterialisiertes
Blut wurde alle 5-10 Minuten zur Blutglukosebestimmung entnommen und eine
Glukoseinfusion in ihrer Rate mit dem Ziel der Aufrechterhaltung der
Nuchternglukosespiegel angepasst. Freie Fettsduren und Insulin im Serum, die
Glycerol-Anreicherung und Glycerolkonzentration im Plasma wurden zusatzlich
zu den Minuten 100, 110 und 120 jeder zweistiindigen Insulininfusion bestimmt.

Nach Ende der Untersuchung und Abschluss der Insulininfusion wurde bei
beiden Clamp-Methoden die Rate an vends infundierter Glukose schrittweise
reduziert, sowie den Probanden eine Mahlzeit bereitgestellt. Durch diese
MaBnahmen und die wiederholte regelméaBige Blutglukosekontrolle sollte eine
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Hypoglykdmieinduktion durch Insulinnachwirkung vermieden werden. Die
Berechnung der Insulinsensitivitat erfolgte Gber den Insulinsensitivitatsindex ISI.
Dieser ist ein MaB fir die Empfindlichkeit des Gewebes auf Insulin und die
dadurch vermittelte systemische Glukoseaufnahme des Koérpers. ISI berechnet
sich als Quotient aus der mittleren Glukoseinfusionsrate GIRmite Wwahrend der
letzten 60 min des Clamp und der konstanten Insulinkonzentration im
Gleichgewichtszustand Insulinkonzentrationgieichgewicht: IMm Folgenden werden
der bei der Clamp-Untersuchung ermittelte Insulinsensitiviatsindex als ISl
(Clamp) und der ebenfalls ermittelte antilipolytische Insulinsensitivitatsindex als
ECso bezeichnet.

Als Index der systemischen antilipolytischen Insulinsensitivitat (ECsg (in pmol/L))
diente diejenige Insulinkonzentration im Serum, durch welche die
Erscheinungsrate an Glycerol im Plasma effektiv um 50% der maximalen
Suppression unterdriickt wurde. Dieser Index ist ein MaB fir die Empfindlichkeit
des Korpers gegentber der in unserer Studie im Mittelpunkt des Interesses
stehenden lipolyse-unterdriickenden Wirkung des Insulins.

2.3.3 Bestimmung des Korperfettgehaltes

Der Kérperfettgehalt der Probanden wurde mittels bioelektrischer tetrapolarer
Impedanzmessung bestimmt. Mit dem Gerat BIA- 101 wurde Uber zwei
Elekiroden, jeweils am Arm und Bein einer Koérperseite des Probanden
angebracht, je ein Resistance- Wert und Reactance Wert gemessen. Aus
diesen beiden Werten wurde, bezogen auf Alter, Geschlecht, Gr6Be und
Gewicht der relative Kérperfettgehalt in Prozent, der Kérperwassergehalt sowie
die fettfreie Kdrpermasse (= Lean- Body- Mass) bestimmt. Der Normwert flr
den Korperfettgehalt zeigt eine Abhangigkeit sowohl vom Alter als auch vom
Geschlecht.

26



Probanden, Studienaufbau, Materialien und Methoden

Tabelle 1: Normwerte des  prozentualen Koérperfettgehalts  in
Abhangigkeit von Alter und Geschlecht

Alter Manner Frauen

30- 50 Jahre 13-15% 19-21%
< 30 Jahre 8-15% 11-21%
> 50 Jahre 15-18 % 21-25%

2.3.4 Bestimmung von BMI und Kérperfettverteilung

Der Body Mass Index (BMI) aller Probanden wurde bestimmt. Er wurde wie
folgt aus Gewicht (kg) und KoérpergréBe (m) berechnet:

Koérpergewicht]kg]

BMI =
(KérpergréBe ) |m?]

Tabelle 2: Norm- und Grenzwerte BMI nach WHO [10]

Klassifikation BMI
Untergewicht <18.50
Normalgewicht 18.50 - 24.99
Ubergewicht >25.00
Adipositas =30.00
Adipositas Grad | 30.00 - 34-99
Adipositas Grad Il 35.00 - 39.99
Adipositas Grad Il =40.00

Der Taillenumfang wurde gemessen und als Parameter far die

Kérperfettverteilung herangezogen.
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2.3.5 'H-Magnetresonanzspektroskopie ('H-MRS) zur Bestimmung
hepatischer Lipide

Die Mbglichkeit, die Lipidanteile des Lebergewebes mittels 'H-MRS zu
bestimmen, wurde unter anderem von unserer Arbeitsgruppe beschrieben und
die Methode etabliert [74] Diese Methode der volumenselektiven Protonen-
Magnetresonanz-Spektroskopie ~ ermdéglicht es, gering  konzentrierte
Stoffwechselmetabolite von nur wenigen Volumenprozent aus ausgewahlten
Gebieten geringen Volumens (wenige cm?®) sensitiv zu bestimmen. Mit
bildgebenden MR-Verfahren sind diese Signale nur sehr limitiert
beziehungsweise gar nicht darstellbar.

Zur Bestimmung der hepatischen Lipidanteile wurden die Integrale der
Lipidsignale (Methylen) und des Wassersignals (Referenz) gemessen. Der
Gehalt an hepatischen Lipiden wird folglich als prozentualer Anteil des

Methylensignals zum Wassersignal angegeben und in % ausgedrickt.

Die Abbildung 1 zeigt ein typisches Spekitrum aus der Leber eines

insulinresistenten Probanden.

H,O

ppm

Abbildung 1: Volumenselektives Spektrum aus der Leber. Die
Voxelposition ist im T1-gewichteten Turbo-Spin-Echo
Tomogramm (links) eingezeichnet.
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2.4 Analytik

Sowohl bei den Clamp-Untersuchungen als auch beim OGTT wurde die
Blutglukosekonzentration unmittelbar im Anschluss an die jeweiligen
Blutentnahmen gemessen. Fir die Insulinbestimmung wurden die Proben bei 4
Grad zentrifugiert. Die Werte wurden aus dem abpipettierten Plasma nach
KlUhlung auf Eis noch am selben Tag bestimmt.

2.4.1 Bestimmung der Plasmaglukose

Die Plasmaglukosemessung wurde mit dem Gerat YSI 2300 STAT plus
durchgeflhrt. Hersteller dieses Gerates ist Yellow Springs Instruments, Yellow
Spring, CO, USA. Als Grundlage der Messung dient die Glukose- Oxidase
Methode.

2.4.2 Bestimmung des Plasmainsulins

Gemessen wurde das Plasmainsulin mithilfe des Microparticle Enzyme
Immunoassay Verfahrens vom Hersteller Abbott Laboratories, Tokio, Japan.

2.4.3 Bestimmung des Serumspiegels der freien Fettsauren

Die freien Fettsauren (FFS) wurden nach einer enzymatischen Methode von
WAKO chemicals, Neuss, Germany bestimmt.

2.4.4 Bestimmung des Serumspiegels der Lipoproteine

Die Konzentration an Lipoproteinen wurde mit dem Roche/Hitachi analyzer des
Herstellers Roche Diagnostics, Mannheim, Germany, bestimmt.
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Dieses Geréat arbeitet auf der Basis einer kalorimetrischen Standardmethode.

2.4.5 Genotypisierung

Die genomische DNA wurde mittels eines kommerziellen DNA Isolations- Kits
(NucleoSpin; Macherey-Nagel, Diren, Germany) isoliert. Zur Genotypisierung
der untersuchten Polymorphismen (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) in
usfi1s1 (rs 3737787), usf1s2(rs 2073658) und -60C>G in HSL fand der TagMan
assay des Herstellers Applied Biosystems Verwendung. Die Amplifizierung der
TagMan Genotypisierungsreaktion wurde mit dem GeneAmp PCR system 7000
(95°C fir 10 min, dann 38 Zyklen bei 95°C fir je 15 s, 62°C fir je 1 min)
durchgefihrt. Fur die Fluoreszenzdetektierung fand der ABI Prism 7000
sequence detector von Applied Biosystems Verwendung. Auch der -514C>T
SNP in LIPC wurde wie schon beschrieben typisiert [74].

2.4.6 Korperfett

Das Gerat BIA-101A des Herstellers RJL Systems, Detroit, USA zur
elektrischen Impedanzmessung fand zur Bestimmung des Korperfettgehalts
Verwendung. Die Bestimmung des Koérperfettanteils aus den gemessenen
Resistance- und Reactance-Werten erfolgte durch das Programm Software
Body Composition through Impedance Technology, Beta Test Version 0,9,
Copyright RJL Systems 1989 von RJL Systems 9930 Whithier, Detroit M/
48224, USA.
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2.5 Berechnungen

2.5.1 Insulinsensitivitatsindex ISI
Der ISI stellt ein MaB fur die insulinabhangige systemische Glukoseaufnahme

des Kdrpergewebes dar.
Er wird wie folgt berechnet:

|S| _ Gl Rmittel
| nsun I I r]Gleichgew'cht

GIRmitel steht hierbei fir die konstante Glukoseinfusion in den letzten 60 min
des Clamps und Insulingeichgewicht fUr die konstante Insulinkonzentration im

Gleichgewichtszustand der letzten 60 min des Clamp-Versuchs.

2.5.2 Matsuda Index

Der Matsuda Index diente zur Abschatzung der Insulinsensitivitat (ISles) aus
den OGTT Daten:

10000

ISI ., =
\/(NUG : NUI)(mGIC ’ mlns)

est

wobei NUG fiir den Niichternglukosewert, NUI fiir den Niichterninsulinwert, mgc
fir die mittlere OGTT- Glukose- Konzentration und my,s flr die mittlere OGTT-
Insulin- Konzentration steht.

Maic= Mittelwert (BZ min 0, BZ min 30, BZ min 60, BZ min 90, BZ min 120)

mins= Mittelwert (Ins min 0, Ins min 30, Ins min 60, Ins min 90, Ins min 120)
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2.5.3 Anderung der Freien Fettsauren - A FFS
A FFS gibt den prozentualen Abfall der freien Fettsduren (FFS) bei Minute 120
im Vergleich zu Minute 0 an und berechnet sich wie folgt:

AFFS =FFS, o ~FFS 12

min0

2.5.4 ECs

Der ECs diente als Index der systemischen antilipolytischen Insulinsensitivitat.
Es handelt sich dabei um diejenige Seruminsulinkonzentration (pmol/L) welche
mit 50 % der maximalen Suppression des Auftretens von Glycerol im Serum
(mol-kg™*min™ einhergeht.

2.5.5 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert (M) +/- Standardfehler des
Mittelwertes (SFM). Die Parameter wurden mittels y*- Test auf Hardy-Weinberg-
Normalverteilung getestet. Nicht normalverteilte Parameter wurden flir die
statistischen Analysen logarithmisch transformiert, um so anndhernd eine
Normalverteilung zu erreichen. Multivariate lineare Regressionsanalysen
wurden durchgefihrt, um Unterschiede zwischen Genotypen beziglich
anthropometrischer und metabolischer Eigenschaften auszugleichen. Bei
diesen Analysen fungierte das phanotypische Merkmal als abhangige Variable,
wohingegen Parameter wie Alter, Geschlecht und Genotyp unabhangige
Variablen darstellten. Die verschiedenen Genotypen wurden unter Einbezug
sowohl der Genotypen an sich als auch ihres "Interaktionsterms" in den
vorangegangen Test-Modellen auf Interaktionen getestet. Im Falle einer
statistischen Signifikanz dieses "Interaktionsterms" wurden Genotypgruppen

gebildet, um diese dann weiter auf Unterschiede zwischen den einzelnen
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Varianten zu untersuchen. Aufgrund der relativ kleinen Anzahl an Probanden,
die eine Homozygotie hinsichtlich der rezessiven Allele aufwiesen, wurde neben
dem additiven Modell noch ein dominantes Modell verwendet, welches die
heterozygoten Trager fUr das rezessive Allel und die homozygoten Trager des
selteneren Alles zusammenfasst. Hierbei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch
signifikant angesehen. Das Vorhandensein eines pair-wise linkage
disequilibrium (D)  far  die USF Gene (eines  paarweisen
Kopplungsungleichgewichtes) wurde mithilfe des Programms THESIAS
detektiert [88].
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3. Ergebnisse

3.1 Assoziation des USF1 SNP mit den anthropometrischen Daten

sowie Kohlenhydratstoffwechseldaten in der Gesamtpopulation

3.1.1 Probanden

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten stammen aus einem Probandenkollektiv
von 407 Personen. Dabei handelt es sich um 218 weibliche und 189 mannliche
Probanden. Das durchschnittliche Alter lag bei 38 Jahren.

3.1.2 Kohlenhydratstoffwechsel

Es wurden nur Probanden in die Studie aufgenommen, deren Glukosewerte
unterhalb der von der WHO vorgegebenen Grenzen zur Diagnose eines
Diabetes mellitus lagen.

3.1.2.1  Nuchternglukose

In der untersuchten Population lag der mittlere Wert flr die Plasmaglukose im
Nuchternzustand bei 4,96 mmol/l (3,00-6,50).

3.1.2.2 Nichterninsulin

Es fand sich in der Gesamtpopulation ein Nuichterninsulinwert von
durchschnittlich 51,9 pmol/L (11,0-313,0) im Plasma.
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3.1.2.3 Freie Fettsauren im Nichternzustand

Die freien Fettsduren im Serum lagen nach Nahrungskarenz bei den
untersuchten Probanden im Mittel bei 533 pmol/l (74-1452)

3.1.3 Lipoproteine, Triglyceride und Cholesterin

Bei der Erfassung der Konzentration an Lipoproteinen im Serum wurden im
Einzelnen Triglyceride, Gesamtcholesterin, HDL und LDL bestimmt. Der
Mittelwert fir die Triglyceride lag in der Gesamtpopulation bei 116 mg/dl (15-
857). Es fand sich ein mittleres Gesamtcholesterin von 190 mg/dl (67-350). Das
HDL im Serum lag bei den Probanden im Mittel bei 56 mg/dl (27-138), flr das
Serum-LDL ergab sich ein Mittelwert von 118 mg/dl (17-222).

3.1.4 Parameter der Insulinsensitivitat

Der ISI als MaRB fir die insulinabhdngige systemische Glukoseaufnahme des
Kdrpergewebes wurde in der Gesamtpopulation in Form des Matsuda Index zur
Abschatzung der Insulinsensitivitdt (ISlest) aus den OGTT Daten bestimmt.
Dabei ergab sich ein mittlerer Matsuda Index von 19,3 (2,8-69,7 Willkirliche
Einheiten).

3.1.5 Korperfett und Fettverteilung

3.1.5.1 BMI

Der mittlere BMI lag bei den untersuchten Probanden bei 27,2 kg/m? Die
weiblichen Probanden wiesen einen mittleren BMI von 27,5 + 0,4 kg/m? auf. Bei
den mannlichen Probanden fand sich ein mittlerer BMI von 26,8 + 0,4 kg/m?.
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3.1.5.2 Taillenumfang

Der Taillenumfang in cm, der einen Parameter fir die Koérperfettverteilung
darstellt, lag in der Gesamtpopulation im Mittel bei 92,6 cm (56,0 — 171,0 cm).
Der mittlere Taillenumfang war mit 89,5 + 1,0 cm niedriger als bei den Mannern
mit 96,2 £ 1,2 cm.

3.1.53 Korperfettgehalt

Eine gute Quantifizierung des Korperfettes ist mit Hilfe der Messung des
prozentualen Koérperfettgehaltes per Impedanz mdglich. Der mittlere
prozentuale Kérperfettanteil der untersuchten Probanden lag bei 28,0 % (7,0-
58,3 %).

3.1.6 Ubersicht

Die anthropometrischen Daten und Stoffwechseldaten der Probanden der

Gesamtpopulation sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Ubersicht i{iber die Parameter der Probanden der
Gesamtpopulation

MiSEM Streuung (min-max)
Anzahl 407
Geschlecht (F/M) 218/189
BMI (kg/m?) 27,2+0,3 17,4 - 63,7
Taillenumfang (cm) 92,6 +0,8 56,0-171,0
Alter (Jahre) 38 +1 17 -69
Kérperfettanteil (%) 28,0+£0,5 7,0 -58,3
Nichterninsulin (pmol/L) 51,9 +1,7 11,0-313,0
2h Insulin (pmol/L) 350,9 £ 16,7 22,0 - 2132,0
Nuchternglukose(mmol/l) 4,96 £ 0,03 3,00 - 6,50
2h Blutglukose (mmol/l) 5,9+0,1 2,8-10,7
Nichtern FFS (umol/l) 533 £ 11 74 - 1452
2h FFS (umol/l) 72+2 8 - 364
Triglyceride (mg/dl) 116 £5 15 - 857
Gesamtcholesterin (mg/dl) 190 £ 2 67 - 350
HDL-Cholesterin (mg/dl) 56 + 1 27 -138
LDL-Cholesterin (mg/dl) 118+ 2 17 - 222
:ESirlw(]l\éIieti;L;da) (willkdirliche 193406 2.8-69.7

Legende: Die Daten reprasentieren Mittelwerte (M) = Standardabweichungen
vom Mittelwert (SEM).

Die SNPs wusfist C>T wund wusfis2 G>A standen in komplettem
Kopplungsungleichgewicht zueinander (D’=1.0). Alle Probanden, die sich
homozygot fur das h&ufigere Allel von usfis1 (C/C) zeigten, waren gleichzeitig
auch homozygote Trager des haufigeren Allels des SNPs usf1s2 (G/G). Dies
traf ebenso flr die homozygoten Trager des selteneren Allels zu. Daher
beschréanken wir uns im Folgenden auf die Darstellung der
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Abhandlung nur eines der untersuchten Polymorphismen, ndmlich der fir
usf1s2 G>A. Die Haufigkeit des Allels G fur den usf1s2 SNP betrug 0.704. Bei
der Genotypisierung fand sich eine Verteilung der Alleltrager gemaB dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p=0.58).

Die Genotypen unterschieden sich nicht signifikant in Hinblick auf Geschlecht,
Alter und prozentualem Korperfettanteil, Nuchternglukose, Nuchterninsulin,
Freie Fettsauren im NUchternzustand, Lipoproteine und Insulinsensitivitat.
Ebenso wenig fanden sich nach Anpassung fur Geschlecht, Alter und
prozentualen Korperfettanteil signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypgruppen in Bezug auf Nichternplasmaglukose, Nichterninsulinspiegel,
Spiegel an freien Fettsauren im Nlchternzustand, Lipoproteinspiegel und auf
die aus dem OGTT abgeschatzt Insulinsensitivitat (1Sles).

3.1.7 Genetischer Effekt des usf1s2 SNP auf Plasmaglukose und —insulin

Nach multivariater Regressionsanalyse fand sich im OGTT im dominanten
Modell (X/A) ein geringgradiger, jedoch statistisch signifikanter Effekt des
Genotyps auf die 2h Werte fur Plasmaglukose und -insulin. Trager des A Allels
des usf1s2 SNP zeigten nach 2 Stunden im Vergleich zu homozygoten Tragern
des G Allels niedrigere Plasmaglukosespiegel (p=0,046) und Insulinspiegel
(p=0,047).

3.2 Genetischer Effekt des usf1s2 SNP auf die Lipolyse in der
Gesamtpopluation

3.2.1 Freie Fettsauren

Eine gréBere Auswirkung des Genotyps zeigte sich hingegen auf die

Serumspiegel an FFS nach 2 Stunden in der Gesamtpopulation. Trager des
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selteneren A Allels wiesen sowohl im additiven als auch im dominanten Modell
nach 2 Stunden niedrigere Konzentrationen an FFS im Serum auf als die
homozygoten Trager des haufigeren G Allels des usf1s2 SNP (p= 0,01).
Darlber hinaus nahmen die Konzentrationen an Freien Fettsduren bei Tragern
des A Allels im zeitlichen Verlauf des OGTT starker ab als bei den
homozygoten Tragern des G Allels (p=0.045 im additiven Modell und p=0.02 im
dominanten Modell; nach Adjustierung fir Geschlecht, Alter und prozentualen
Korperfettanteil, 2 Stunden Insulinwert und Nichternspiegel an FFS. Diese
Ergebnisse sprechen fir eine effektivere Unterdriickung der Lipolyse bei
Tragern des selteneren A Allels.

3.3 Genetischer Effekt des usfis1 Polymorphismus auf die Lipolyse im
Antilipolyse-Clamp

Insgesamt hatten 54 Probanden Daten zur antilipolytischen Insulinsensitivitat
aus einem euglykdmischen, hyperinsulindmischen Clamp. Es handelte sich um
25 Frauen und 29 Manner.

3.3.1 Alter und Geschlecht

Die Population war im Mittel 29 + 1 Jahre alt.

3.3.2 BMI und Korperfett

Der mittlere BMI lag bei 23,1 + 0,5 kg/m?. Bei den weiblichen Probanden betrug
er 23,8 + 0,8 und bei den Mannern 22,5 + 0,4 kg/m? Der mit Hilfe der
Impedanzmessung ermittelte  mittlere  prozentuale Korperfettanteil der
untersuchten Probanden lag bei 21,2 + 1,2 %. Bei den Frauen betrug er 27,4 +
1,5% und bei den Mannern 15,9 £ 1,0 %..
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Eine Ubersicht Giber die Daten der Probanden aus diesem euglykamischen

hyperinsulindmischen Clamp findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4: Ubersicht Probandendaten ECs,

Legende: Die Daten reprasentieren Mittelwerte M + Standardabweichungen
vom Mittelwert (SEM).

MiSEM Streuung (min - max)
Anzahl 54
Geschlecht (F/M) 25/29
BMI (kg/m?) 23,1+0,5 17,4 - 36,3
Alter (Jahre) 29 + 1 19 -49
Kérperfettanteil (%) 21,2+1,2 5,0-47,0
ECso (pmol/L) 52,0+ 1,5 28,7 - 80,0

Bei 48 dieser Probanden wurden auBerdem zusatzlich Messungen der Spiegel
an FFS zu Beginn des OGTT sowie nach 2 Stunden durchgefihrt. Aufgrund der
geringen Anzahl an homozygoten Tragern fur das seltene A Allel (n=3) wurde
hierzu lediglich das dominante Modell (G/G vs. X/A) angewandt.

Die einzelnen Genotypgruppen unterschieden sich nicht signifikant in Hinblick
auf Geschlecht (G/G: 9 Frauen, 14 Manner; X/A: 16 Frauen, 15 Manner,
p=0.33), Alter (29.1 + 1.7 vs. 29.2 £ 1.3 Jahre, p=0.96), BMI (23.1 £ 0.5 vs. 23.2
+ 0.7 kg/m?, p=0.95) und prozentualen Kérperfettanteil (19.7 + 1.5 vs. 22.4 +
1.7%, p=0.73).

3.3.3 ECs

Eine Differenz zwischen den Genotypen zeigte sich hingegen in Bezug auf den

errechneten Insulinsensitivitatsindex ECso. Der Wert fir ECso war bei Tragern
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des A Allels des usfis2 Polymorphismus niedriger als bei den Individuen, die
homozygote Trager des G Allels des usfis2 SNP waren (p=0.03 nach
Anpassung fir Geschlecht, Alter, und Koérperfett in Prozent). Diese Daten
sprechen daflrr, dass bei Tragern des A Allels weniger Insulin erforderlich war,
um die Lipolyse zu unterdriicken. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2
~ p=0.03 —
60 -
.
g
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22 40
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25 30-
Suw
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2’?, 20
[e]
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2= 10 1
0
G/G X/A
n=23 n=31
Abbildung 2 Assoziationen der Genotypen des usf1s2 (rs2073658) G>A

Polymorphismus im USF-1 Gen mit ECs, (diejenige
Insulinkonzentration, die eine halomaximale Unterdriickung
der Glycerolrate im Blut bewirkt) im dominanten Modell
nach Adjustierung far Geschlecht, Alter und prozentualen
Korperfettanteil
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3.4 Effekt des SNP -60C>G der Hormon Sensitiven Lipase (HSL) auf die
antilipolytische Insulinsensitivitat und Interaktionen dieses
Polymorphismus mit dem usf1s2 SNP

Aufgrund der Tatsache, dass in friiheren Studien eine Interaktion zwischen dem
SNP -60C>G der Hormon Sensitiven Lipase (HSL) und dem USF SNP bei der
Determinierung der Triglyceridspiegel nach Fettzufuhr festgestellt werden
konnte [65], haben wir weiter untersucht, ob eine Assoziation des genannten
HSL Polymorphismus mit der antilipolytischen Insulinsensitivitat besteht und ob
es eine Wechselwirkung zwischen HSL SNP und usfis2 SNP im Hinblick auf
die antilipolytische Insulinsensitivitat gibt.

Die Insulinsensitivitdt wurde in der Clamp-Untersuchung erfasst (ISI) und aus
dem OGTT abgeschétzt (ISlesi). Die antilipolytische Insulinsensitivitat wurde als
ECso im Clamp erfasst. Es wurden keine Assoziationen des HSL SNP mit der
antilipolytischen Insulinsensitivitdt gefunden. Auch zeigten sich keine
Wechselwirkungen des HSL Polymorphismus mit dem SNP usf1s2 in Bezug auf
die antilipolytische Insulinsensitivitat (alle p>0,23; Daten nicht dargestellt).

3.5 Effekt des usf1s2 SNP und des -514 C>T LIPC SNP auf den
Leberfettgehalt und die Insulinsensitivitat

Bei 114 Probanden wurde der Leberfettgehalt bestimmt.

3.5.1 Parameter der Insulinsensitivitat

Als MaB fir die insulinabhdngige systemische Glukoseaufnahme des
Kdrpergewebes wurde in dieser Population der Matsuda Index (ISlest) aus den
OGTT Daten bestimmt. Dabei ergab sich ein mittlerer Matsuda Index von 12,9

0,6 (willktrliche Einheiten).
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3.5.2 Korperfett und Fettverteilung
3.5.2.1 BMI

Der mittlere BMI lag bei den Probanden bei 29,2 + 0,5 kg/m®. Die weiblichen
Probanden wiesen einen mittleren BMI von 29,01 + 0,7 kg/m? auf. Bei den
maénnlichen Probanden fand sich ein mittlerer BMI von 29,5 + 0,6 kg/m?.

3.5.2.2 Korperfettgehalt

Der mittlere prozentuale Kérperfettanteil der untersuchten Probanden lag bei
31,1% Die Frauen hatten mit 358 + 1,0 % einen hdéheren mittleren
Korperfettanteil als die Manner mit 25,9 + 0,7%.

3.5.2.3 FFS im Niichternzustand

Die FFS im Serum lagen nach Nahrungskarenz bei den untersuchten
Probanden im Mittel bei 586 + 21 pumol/I.

Eine Ubersicht tiber die Daten aus dieser Population findet sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: Probandendaten Leberfettpopulation

Mi+SEM Streuung (min-max)
Anzahl 114
Geschlecht (F/M) 59/55
BMI (kg/m?) 29,2+0,5 19,2- 47,0
Alter (Jahre) 43 + 1 20 - 69
Kérperfettanteil (%) 31,1+£0,8 14,0 - 60,0
Nichterninsulin (pmol/L) 59,9 + 3,1 19,0 - 180,0
2h Insulin (pmol/L) 522,6 + 37,9 67,0 - 2132,0
Nuchternglukose (mmol/l) 51+£0,4 42-6,5
2h Glukose (mmol/l) 6,8 £+ 0,1 3,8-10,6
Nichtern FFS (umol/l) 586 + 21 148 — 1315
2h FFS (umol/l) 85+8 17 -775
Triglyceride (mg/dl) 127 +9 41 - 857
Gesamtcholesterin (mg/dl) 188 £3 96 — 341
HDL-Cholesterin (mg/dl) 51 1 27 — 94
LDL-Cholesterin (mg/dl) 118 £ 3 37 —223
ISI (Matsuda) (willklrliche Einheiten) 12,9+0,6 2,9 - 32,1
Intrahepatisches Fett (%) 7,0+0,7 0,2 -41,1

In dieser kleineren Gruppe unterschieden sich die Genotypgruppen in Hinblick
auf die Nlchternspiegel an Freien Fettsauren. Bei Tragern des selteneren A
Allels des usfis2 SNP zeigten sich niedrigere Nichternspiegel an FFS
(p=0,04). Fir alle anderen in der Tabelle dargestellten Parameter fanden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen. Die
festgestellte Differenz zwischen den Genotypen bezliglich der FFS-Spiegel im
NUchternzustand, die sich in der kleineren Leberfettgruppe, nicht jedoch in der
Gesamtpopulation fand, kénnte Folge eines Zufalls sein. Dieser Fehler kénnte
in der geringen GruppengréBe und der relativ hohen Variabilitat bei der
Messung von Freien Fettsduren im Serum begriindet sein.
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3.5.24 1H-Magnetresonanzspektroskopie (1H-MRS) zur Bestimmung
des Leberfettgehalts

3.5.24.1 Leberfett und Insulinsensitivitat

Im Gegensatz zur FFS-Messung im Serum handelt es sich bei der Bestimmung
der Lipidanteile des Lebergewebes mittels volumenselektiven Protonen-
Magnetresonanz-Spektroskopie (1H-MRS) jedoch um eine etablierte Methode,
die in héchstem MaBe reproduzierbar ist [32].

Wie erwartet fanden wir einen starken Zusammenhang zwischen Leberfett und

Insulinsensitivitat. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3 dargestellt.

Abbildung 3

Insulinsensitivitat (OGTT)

Leberfettgehalt (%)

Abbildung 3 Assoziationen von Leberfett und Insulinsensitivitat in der
Leberfettpopulation nach Adjustierung fir Geschlecht, Alter
und prozentualen Kérperfettanteil
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3.5.24.2 Polymorphismen und Leberfett

Der usfis2 G>A SNP zeigte nach Adjustierung fir Alter, Geschlecht und
prozentualem Korperfettanteil keine Assoziation mit dem Leberfett (G/G, n=59,
7.73 £ 1.02 % und X/A, n=55, 6.25 £ 1.05 %, p=0.35). Wie schon im
Vorangegangenen berichtet, bestand dagegen ein deutlicher Zusammenhang
zwischen der Tragerschaft flr das seltenere Allel T des -514 C>T LIPC SNP
und dem Vorliegen von héheren Leberfettwerten (C/C, n=74, 5.67 + 0.76 % und
X/T, n=40, 9.48 + 1.47 %, p=0.01).

3.5.2.5 Interaktion usfis2 und LIPC SNP

3.5.2.5.1 Leberfett

Bei der Untersuchung dieses Ergebnisses in Zusammenhang mit dem usf1s2
SNP war die Beobachtung jedoch eine andere (p=0,01 fir die Interaktion).

Der Leberfettgehalt war lediglich bei denjenigen Probanden erhdht, die
gleichzeitig homozygote Trager des haufigeren Allels G des usfis2 SNP und
Trager des selteneren T Allels des -514 C>T LIPC SNP waren. Diese
Beobachtung ist in Abbildung 4 dargestellt.

Trager des T-Allels des -514 C>T SNP im LIPC-Gen hatten nur dann héhere
Leberfettwerte wenn sie gleichzeitig homozygote Trager des G-Allels des
usfis2 G>A SNP waren. Es ergaben sich ein p=0,01 flr die Unterschiede
zwischen den Gruppen (Bestimmung mittels ANOVA) sowie ein p=0,00007 flr
den Unterschied zwischen den Probanden des Genotyps X/T fir den LIPC SNP
und G/G fir den usf1s2 SNP und denjenigen des Genotyps C/C fiir den LIPC
SNP und G/G flr den usfis2 SNP. p=0,021 nach Korrektur flir multiples Testen
(dreifaches Testen).
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Abbildung 4
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Abbildung 4 Assoziationen des -514 C>T SNP im LIPC-Gen mit dem
Leberfett nach Anpassung fir Alter, Geschlecht und
prozentualen Kérperfettanteil vor dem Hintergrund des
usf1s2 (rs2073658) G>A Polymorphismus im USF-1 Gen.
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3.5.2.5.2 Insulinsensitivitat

Dariber hinaus untersuchten wir den usf1s2 Polymorphismus auf eine mdgliche
Interaktion mit dem -514 C>T LIPC SNP bezlglich des Effekts auf die

Insulinsensitivitat.

Auch hier wurden als Parameter fur die Insulinsensitivitat sowohl der Matsuda-
Index aus dem OGTT als aus der aus dem Clamp errechnete ISI
herangezogen. Ahnlich den Ergebnissen der Untersuchung beziiglich der
intrahepatischen Lipide war auch hier die Insulinsensitivitat insbesondere bei
den Probanden niedriger, die gleichzeitig homozygote Trager des haufigeren
Allels des usfis2 SNP und Trager des T Allels des -514 C>T LIPC SNP waren.
Dieser Unterschied war jedoch im Falle der Insulinsensitivitat nicht von
statistischer Signifikanz. (p = 0.06 fir die Interaktion im OGTT und p = 0.08 im
Clamp, Daten nicht dargestellt.
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4, Diskussion

4.1 USF-1 — Kandidatengen fiir Insulinresistenz und Diabetes Typ 2,
Dyslipidamie und Atherosklerose

Vorangegangene Untersuchungen zur Bedeutung von USF-1 lassen eine
wichtige Rolle dieses flachendeckend im menschlichen Kdérper exprimierten
Transkriptionsfaktors  fir den Lipid- und Glukosemetabolismus  mit
entscheidendem Einfluss auf die Insulinresistenz vermuten. USF-1 ist eines der
wichtigsten derzeit bekannten Gene fir die Familidre Hypercholesterinamie
(FHCL) [54,59,87]. AuBerdem ist USF-1 stark mit Atherosklerose
vergesellschaftet. Diese Beobachtungen konnten wiederholt in multiplen
Kohorten mit FHCL [29, 54, 65] und anderen Dyslipidamien gemacht werden
[17, 40, 69]. Sowohl die FHCL als auch die Atherosklerose ihrerseits korrelieren
stark mit Lipolyse und Leberfett. USF-1 reguliert im Fettgewebe die Expression
von Lipolyseenzymen, vor allem die der Hormonsensitiven Lipase (HSL). In den
Hepatozyten reguliert USF-1 die Expression des Gens der hepatischen Lipase
(LIPC), das mit der Akkumulation von Fett in der Leber in Zusammenhang
stent. Die wusfis1t (rs3737787) C>T wund usfis2 (rs2073658) G>A
Polymorphismen des USF-1 Genes sind mit einer erhéhten in vitro
katecholamin-induzierten Lipolyse in Adipozyten assoziiert  [29].
Zusammengenommen weisen diese Beobachtungen auf eine entscheidende
Rolle von USF-1 bei der Koordination von Fettstoffwechselreaktionen auf
Veranderungen von Glukose- und Insulinspiegel hin. Bisher gibt es jedoch
kaum Erkenntnisse zur genauen Wirkung und
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Wirkweise von USFs im menschlichen Koérper. In dieser Arbeit wurde
untersucht Uber welche Mechanismen USF-1 zur Dyslipidamie und zur
Atherosklerose beitragt. Dazu wurden unter Anderem genaue Messmethoden
fir Lipolyse und Leberfett angewandt. Es stellte sich heraus, dass Trager des
T-Allels des usfis1 SNP und des A-Allels des usfis2 SNP im Vergleich zu
homozygoten Tragern des C-Allels des usfis1 und des G-Allels des usfis2
SNP empfindlicher gegenlber dem lipolyse-unterdriickenden Effekt von Insulin
waren. Die Daten zum Intrahepatischen Fettgehalt aus einer volumenselektiven
Protonen-Magnetresonanz-Spektroskopie (1H-MRS) deuten weiterhin auf eine
Interaktion der Polymorphismen mit dem -514 C>T SNP im LIPC-Gen der
hepatischen Lipase in Bezug auf das Leberfett hin.

4.2 USF-1 Polymorphismen usfis1, usfis2 und antilipolytische

Insulinsensitivitat

In der vorliegenden Studie wurde weiterhin die Auswirkung genetischer
Variationen im USF1-Gen, im Speziellen die der SNPs usf1s1 (rs3737787) C>T
und usfis2 (rs2073658) G>A, auf die antilipolytische Insulinsensitivitat
untersucht. Es zeigte sich, dass Trager des T Allels des usfis1 SNP und des A
Allels des usf1s2 SNP im Vergleich zu homozygoten Tragern des C Allels des
usfis1 und des G-Allels des usfis2 SNP eine hohere antilipolytische
Insulinsensitivitat aufwiesen. Die genannten Probanden wiesen im OGTT nach
2h niedrigere Spiegel an Freien Fettsduren auf als die Trager der haufigeren
Allele der USF-1 Polymorphismen. AuBerdem zeigten das T Allel des usfis1
SNP und das A Allel des usfis2 SNP eine Assoziation mit einem starkeren
Abfall der FFS wahrend des OGTT. Die héhere antilipolytische
Insulinsensitivitat ging in unserer Untersuchung mit einer geringradig besseren
Glukosetoleranz der Probanden einher. Es fanden sich bei Tragern des T Allels
des usfis1 SNP und des A Allels des usf1s2 SNP im
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Vergleich zu homozygoten Tragern des C Allels des usfis1 und des G Allels
des usf1s2 SNP nach 2h niedrigere Insulin- sowie Plasmaglukosespiegel.

Dies ist die erste Untersuchung, die einen Einfluss der genetischen Variationen
im USF-1 Gen auf die Lipolyse in vivo zeigt. Wie schon beschrieben, haben
Hoffstedt et al [29] beobachtet, dass das T Allel des usfis1 SNP und das A Allel
des usf1s2 SNP mit einer erhéhten in vitro katecholamin-induzierten Lipolyse in
den subkutanen Adipozyten Ubergewichtiger Frauen einhergehen. Die aktuellen
Studien von Pajukanta et al [59] und Coon et al [18], die einen engen
statistischen Zusammenhang der selben SNP mit der Familidren
Hypertriglyceridamie (FCHL) zeigen konnten (es zeigte sich ein protektiver
Effekt des T Allels von usf1s1 und des A Allels von usf1s2), lieferten somit eine
zusatzliche indirekte Bestatigung der Vermutung, dass diese SNP eine wichtige
Rolle bei der Lipolyse spielen. Diese Annahme wird des Weiteren durch Daten
unterstitzt, die eine Beeintrachtigung der katecholamin-induzierten Lipolyse bei

Vorliegen der FCHL aufzeigen konnten [68].

4.3 USF-1 Polymorphismen usfisi, usfis2, Lipidprofil und basale
Lipolyse

Die oben genannten Untersuchungen der Arbeitsgruppen um Pajukanta und
Coon [18, 59] zeigten auBerdem eine Vergesellschaftung der Polymorphismen
mit hohen Serum-Triglyceridwerten und hohen LDL-Cholesterinspiegeln sowie
einer geringen LDL-PartikelgrdBe. Drei weitere SNPs im USF-1 Gen waren bei
der Untersuchung junger gesunder Manner mit positiver Familienanamnese flr
frihzeitige koronare Herzerkrankungen weder mit den Lipidspiegeln im
Nuchternzustand noch postprandial assoziiert [65].

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich, den Erkenntnissen dieser Studie
und derer von Hoffstedt et al [29] entsprechend, in unserer Untersuchung
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keinen Zusammenhang der usfis1/usfis2 SNPs mit dem Lipidprofil der
Probanden. Die Tragerschaft fur die selteneren Allele des Polymorphismus
zeigte keinen Effekt auf das Nichternlipidprofil in Form von veranderten Serum-
Triglyceridwerten oder Cholesterinspiegeln im Nichternzustand. Eine mdgliche
Erklarung liegt jedoch in der Tatsache, dass es sich bei dem von uns
untersuchtem Probandenkollektiv nicht um eine mit der FHCL-Population
vergleichbare Population handelt. Die Probanden in der vorliegenden Arbeit
wiesen im Mittel nicht stark erhéhte Serumspiegel an Triglyceriden und
Cholesterin (siehe Tabelle 3.1) auf. Die geringe Streuung der Triglycerid- und
Cholesterinwerte  verringert die  Wabhrscheinlichkeit, eine genetische
Determinante des Lipidprofils Gber deren Auswirkungen auf die Blutfettwerte zu
detektieren, entscheidend. Deshalb kénnen entsprechende Effekte vermutlich

nicht detektiert werden.

Der Mechanismus einer erhdhten antilipolytischen Insulinsensitivitat bei Tragern
des T-Allels des usfis1 SNP und des A-Allels des usfis2 SNP ist bisher nicht
bekannt. Eine mogliche Erklarung kénnte die verminderte Aktivitat der HSL
(Hormonsensitiven Lipase), des Rate-Limitierenden Enzyms der Lipolyse, sein.
Der Promotor des HSL-Gens enthalt eine USF-bindende E-Box und die
Konzentrationen an HSL-mRNA sind im Fettgewebe von Mausen ohne USF-1
und UFS-2 vermindert [73]. Putt et al berichteten von einer Interaktion der SNPs
im USF-Gen mit dem -60C>G Polymorphismus im HSL-Gen in Bezug auf
Triglyceridkonzentrationen nach Zufuhr von Fett, nicht jedoch nach
Glukosezufuhr [65]. Hoffstedt et al fanden heraus, dass die Effekte des T-Allels
des usfis1 SNP und des A Allels des usfis2 SNP bei maximaler lipolytischer
Aktion der Katecholamine eingeschrankt waren [29]. Dies legt nahe, dass die
Effekte auf einer anderen Ebene der Lipolyse zustande kommen. Vermutlich
auf der Post-Rezeptor Ebene, auf der HSL ebenfalls aktiv ist.
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Hoffstedt et al fanden keine Auswirkung der Polymorphismen auf die basale
Lipolyse. Dieser Beobachtung entsprechend, konnten auch wir keinen Effekt
von usfis1 und usfis2 auf die Nichternspiegel an FFS nachweisen. Des
Weiteren wurde keine Interaktion von usfis1 SNP und -60C>G SNP im HSL-
Gen im Hinblick auf die Triglyceridkonzentrationen nach Glukoseaufnahme
gefunden. Die Serum-Triglyceridspiegel nach Zufuhr von Glukose waren
unauffallig. Auch fanden wir keine Assoziation des -60C>G SNP im HSL-Gen
an sich mit der antilipolytischen Insulinsensitivitat. Weiterhin zeigte sich keine
Interaktion von usfis1 SNP und -60C>G SNP im HSL-Gen bezlglich der im
Clamp gemessenen und aus dem OGTT abgeschéatzten antilipolytischen
Insulinsensititvitat.

FFS scheinen fir die Interaktion der beiden Gene entscheidend zu sein. In
einer Untersuchung von Putt et al [65] zeigte sich eine Interaktion der beiden
SNPs auf die Trigylceridkonzentrationen nach Fettzufuhr, jedoch nicht nach
Zufuhr von Glukose. In unserer Studie gingen verminderte Konzentrationen an
FFS mit einer geringfiigig besseren Glukosetoleranz einher. Es ist plausibel,
dass die verminderte Freisetzung von FFS bei Tragern des T-Allels des usf1s1
SNP eine effizientere Unterdriickung der hepatische Glukoseproduktion unter
insulinstimulierten Bedingungen erlaubt. Dies wirde eine hdhere hepatische
Insulinempfindlichkeit dieser Probanden implizieren. Daten, die eine Beteiligung
der USF-Proteine an der Regulation der Expression von am Lipidstoffwechsel
beteiligten Genen zeigen [17, 33, 60, 69, 89, 93], unterstiitzen diese Hypothese.
Daher kénnten die Polymorphismen usfis1 und usf1s2 neben ihrem Einfluss
auf die Lipolyse einen deutlicheren Effekt auf die Leber als auf das
Muskelgewebe haben. Beide sind fir die systemische Insulinsensitivitat
ausschlaggebend. Da die hepatische Insulinsensitivitat jedoch nicht explizit
gemessen wurde, kann Uber diesen Zusammenhang lediglich spekuliert
werden. Dennoch kénnte es sich, ware eine hdhere Insulinsensitivitat der
Trager der selteneren Allele wirklich der Fall, dabei um eine mdgliche Erklarung
fir unsere Daten handeln. Denn das Fehlen eines Effekts der untersuchten
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Polymorphismen auf die Gesamtkdrper-Insulinsensitivitdt bei gleichzeitig
vorhandenem Einfluss auf die Glukosetoleranz und die Insulinspiegel nach 2 h,
die beide erwiesenermaBen stark von der hepatischen Insulinsensitivitat
mitbestimmt werden [8] lieBe sich so dadurch erklaren.

4.4 USF-1 Polymorphismen usfis1 und usf1s2 und Leberfett

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass USF-1 in den Hepatozyten die
Expression des Gens der hepatischen Lipase (LIPC) reguliert [14]. Dieses Gen
steht mit der Akkumulation von Fett in der Leber in Zusammenhang [29]. Daher
haben wir den Einfluss von genetischer Variabilitat in USF-1 auf den Fettgehalt
der Leber untersucht.

In der aktuellen Untersuchung zum intrahepatischen Fettgehalt zeigte sich eine
Interaktion der Polymorphismen (SNPs) usfis1 (rs3737787) C>T und usfi1s2
(rs2073658) G>A mit dem -514 C>T SNP im LIPC-Gen der hepatischen Lipase
auf das Leberfett.

Der prozentuale Leberfettanteil war bei denjenigen Probanden erhéht, die
gleichzeitig homozygote Trager fur das haufigere Allel G des usf1s2 SNP und
homozygote Trager fir das Allel T des -514C>T SNP in LIPC waren. Der SNP
USF-1 an sich hatte keinen Effekt auf den mittels {H-MRS bestimmten
intrahepatischen Fettgehalt. Eine vergleichbare Interaktion von usf1s2 und LIPC
zeigte sich auch auf die aus dem OGTT und dem Clamp geschéatzte
systemische Insulinsensitivitat. Homozygote Trager fir das Allel G des usf1s2
SNP und das Allel T des LIPC SNP wiesen niedrigere Werte fiir ISlgst auf.

Eine modgliche Erklarung daflr, dass sich ein erhbéhter prozentualer
Leberfettanteil zwar bei denjenigen Probanden findet, die gleichzeitig
homozygote Trager fir das Allel G des usf1s2 SNP und das Allel T des
-514C>T SNP in LIPC waren, nicht jedoch bei alleinigem Vorliegen des USF-1
SNP, liegt darin, dass es sich bei USF-1 um ein Gen mit zentraler Bedeutung
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im Energiestoffwechsel handelt. USF-1 spielt durch die Regulation der
Expression zahlreicher Gene des Lipidmetabolismus eine auBerordentlich
groBe Rolle im menschlichen Organismus [89]. Die Auswirkungen von zentralen
Mutationen in solchen Genen sind in der Regel nicht mit dem Leben vereinbar.
Daher sind in Genen wie USF-1 zentrale Defekte selten zu finden. Man findet
jedoch haufig, dass Polymorphismen in solchen Genen Effekte anderer Gene

regulieren.

4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Untersuchung nahe, dass
Trager des T-Allels fur usfis1 und Trager des A-Allels fur usf1s2 des USF-1
Gens empfindlicher fir die antilipolytische Wirkung von Insulin sind als die
Trager der haufigeren Allele C und G dieser Polymorphismen. Die Daten
deuten auBerdem auf eine Interaktion der Polymorphismen mit dem -514 C>T
SNP im LIPC-Gen der hepatischen Lipase in Bezug auf das Leberfett hin.

Die genauen Mechanismen sowie die Auswirkungen der Mutation bleiben nach
wie vor unklar. Das USF-1 Gen mit seinen usfis1 (rs3737787) C>T und usf1s2
(rs2073658) G>A Polymorphismen stellt damit ein wichtiges Gen dar, welches
seinen Einfluss auf die Insulinsensitivitat und den Typ 2 Diabetes Uber die
Modulation von am Lipidmetabolismus beteiligten Genen auslbt und die
Insulinresistenz Uber die Regulation der Lipolyse oder die ektopische
Anhaufung von Fett in der Leber beeinflusst. Nun ist es daran, die aktuellen

Ergebnisse in gréBeren epidemiologischen Studien zu replizieren.
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5. Zusammenfassung

Vorangegangene Studien zur Rolle von USF-1 lassen eine groBe Bedeutung
dieses Transkriptionsfaktors im Lipid- und Glukosemetabolismus des Menschen
mit entscheidendem Einfluss auf die Insulinresistenz vermuten. Bei dem USF-1-
Gen handelt es sich um eines der wichtigsten derzeit bekannten Gene fir die
Familiare Hypercholesterinamie (FHCL) [54,59,87]. AuBerdem ist USF-1 stark
mit Atherosklerose vergesellschaftet. Diese Beobachtungen konnten wiederholt
in zahlreichen Kohorten mit FHCL [29, 54, 65] und anderen Dyslipidamien
gemacht werden [17, 40, 69]. Sowohl die FHCL als auch die Atherosklerose

korrelieren ihrerseits stark mit Lipolyse und Leberfett.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mechanismen untersucht, Uber die USF-1
zur Dyslipiddmie und zur Atherosklerose beitragt. Im Speziellen haben wir

folgende Fragen bearbeitet.

Erstens: Da die usfis1 (rs3737787) C>T und usfis2 (rs2073658) G>A
Polymorphismen des USF-1 Gens mit einer erhéhten in vitro katecholamin-
induzierten Lipolyse in Adipozyten assoziiert sind, wurde untersucht, ob diese
Polymorphismen auch einen Effekt auf die in vivo antilipolytische Wirkung des
Insulins beim Menschen haben. Dazu bestimmte man die Abnahme der
Konzentrationen an  freien Fettsduren  wahrend eines  oralen
Glukosetoleranztests in einer groBen Kohorte von Testpersonen ohne Diabetes
mellitus. Um die antilipolytische Wirkung des Insulin direkt zu erfassen,
bestimmte man bei einem Teil der Probanden zusatzlich im Rahmen eines
euglykamischen, hyperinsulinamischen Clamps den Zusammenhang der
Polymorphismen mit der Gesamtkdrperinsulinsensitivitdt. Da USF-1 und USF-2
regulatorisch auf die Genexpression der Hormonsensitiven Lipase in
Adipozyten wirken [64], untersuchte man deren SNPs auf eine Wechselwirkung
mit dem -60C>G SNP des Gens der Hormonsensitiven Lipase in Hinblick auf

die Lipolyse im Fettgewebe.

56



Zusammenfassung

Zweitens: Da USF-Transkriptionsfaktoren die Expression des Hepatischen
Lipase-Gens LIPC in der Leber kontrollieren und da der SNP -514C>T des
Gens der Hepatischen Lipase (LIPC) bekannterweise mit der Akkumulation von
Fett in der Leber assoziiert ist, untersuchte man die Polymorphismen usfis1
und usf1s2 und deren Interaktionen mit dem -514 C>T Polymorphismus des
LIPC-Genes auf ihren Einfluss auf Leberfettgehalt und Insulinsensitivitat.

Es stellte sich heraus, dass Trager des T-Allels fir usfis1 und Trager des A-
Allels fur usf1s2 des USF-1 Gens empfindlicher fir die antilipolytische Wirkung
von Insulin sind als die Trager der haufigeren Allele C und G dieser
Polymorphismen. Die Daten zum intrahepatischen Fettgehalt aus einer
volumenselektiven Protonen-Magnetresonanz-Spektroskopie (1H-MRS) deuten
auBerdem auf eine Interaktion der Polymorphismen mit dem -514 C>T SNP im

LIPC-Gen der hepatischen Lipase bezliglich des intrahepatischen Fetts hin.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse somit nahe, dass das USF-1 Gen mit
seinen usf1s1 (rs3737787) C>T und usf1s2 (rs2073658) G>A Polymorphismen
ein wichtiges Gen darstellt, welches seinen Einfluss auf die Insulinsensitivitat
und den Typ 2 Diabetes Uber die Modulation von am Lipidmetabolismus
beteiligten Genen auslbt und die Insulinresistenz Uber die Regulation der
Lipolyse oder die ektopische Anhaufung von Fett in der Leber beeinflusst. Nun
ist es daran, die von uns erhobenen Ergebnisse in groBeren epidemiologischen

Studien zu replizieren.
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6. Anhang

6.1  Abkilirzungsverzeichnis

ACC
ADIPOR1
ADPN
ARDB
AU

BMI

DNA
ECso

FFS
FHCL
FS
GIR
GPR74
'H MRS
HDL
HSL

IL

ISI

LDL
LIPC
M
mGic
mins
MR
NAFLD

Acetyl-CoA-Carboxylase

Adiponektin Rezeptor 1

Adiponutrin

B-adrenerger Rezeptor

arbitrary units

body mass index
Desoxyribonukleinsaure

Index der systemischen antilipolytischen
Insulinsensitivitat

Freie Fettsauren

Familiare Hypercholesterinamie
Fettsauren

Glukoseinfusionsrate

G-Protein gekoppelter Rezeptor 74
Protonen Magnetresonanz-Spektroskopie
high density lipoprotein
Hormon-sensitive Lipase

Interleukin

Insulinsensitivitatsindex

low densitv lipoprotein

Hepatische Lipase Gen

Mittelwert

mittlere Glukosekonzentration im OGTT
mittlerer Insulinkonzentration im OGTT
Magnetresonanz

non-alcoholic fatty liver disease
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NASH
OGTT
PCR
PIC
PPAR-y
RNA
SEM
SFM
SNP
TLR4
TNF- B
TNF- a
TULIP
USF-1
USF-2
WHO
YSI

nicht-alkoholische Steatohepatitis

oraler Glukosetoleranztest

polymerase chain reaction
Prainitiationskomplex

peroxisome proliferator activated receptor- y
Ribonukleinsaure

Standardabweichung vom Mittelwert
Standardfehler des Mittelwertes

Single nucleotide polymorphism

toll-like receptor 4

tumor necrosis factor- B

tumor necrosis factor- a

Tubinger Lebensstil Interventionsprogramm
Upstream-transcription factor 1
Upstream-transcription factor 2

world health organisation

yellow spring instruments
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