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1. Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Diabetes mellitus: Definition

Bei Diabetes mellitus handelt es sich um eine Gruppe verschiedener Stoffwechselerkrankun-

gen, deren gemeinsames Merkmal ein chronisch erhdhter Blutzuckerspiegel ist, wobei ursach-

lich entweder eine Stérung der Insulinsekretion oder der Insulinwirkung bzw. eine Kombination

beider Mechanismen zugrunde liegt (Bundesministerium fir Gesundheit, 2020; Mdller-Wie-

land, Nauck, Petersmann et al., 2019).

Weit etabliert in der Einteilung der Erkrankungen ist die Klassifikation nach ihrer Atiologie.

Dabei kénnen vier Gruppen gebildet werden:

Typ-1-Diabetes: Fur die chronische Hyperglykdmie beim Typ-1-Diabetes verantwort-
lich ist eine Zerstorung der Beta-Zellen des Pankreas, die zum absoluten Insulinman-
gel fuhrt. Die genauen Ursachen sind noch nicht bekannt, die Zerstérung der Beta-
Zellen des Pankreas werden jedoch sowohl von genetischen, als auch von Umweltbe-
dingungen beeinflusst. Haufiger erkranken junge Erwachsene an Diabetes mellitus Typ
1 (International Diabetes Federation, 2020). Des Weiteren wird auch der LADA (latent
autoimmune diabetes in adults) dem Diabetes Typ 1 zugerechnet (Diabetesinformati-
onsdienst Minchen, 2018).

. Typ-2-Diabetes: Typ-2-Diabetes ist die haufigste Art von Diabetes und macht etwa

90% aller Diabetesfalle aus. Typ-2-Diabetes ist im Allgemeinen durch eine Insulinre-
sistenz gekennzeichnet. Da Insulin nicht richtig wirken kann, steigt der Blutzuckerspie-
gel weiter an und setzt mehr Insulin frei. Die Hyperglykamie induziert eine gesteigerte
Produktion von Insulin in der Bauchspeicheldrise. Dies kann schlieRlich zur Erschop-
fung der Insulin-Produktion fiihren, wodurch ein noch héherer Blutzuckerspiegel (Hy-

perglykamie) entsteht (International Diabetes Federation, 2020).

Die dritte Gruppe wird unter dem Begriff ,andere Diabetesformen® zusammengefasst.
Hierunter fallen als Ursache der Hyperglykamien beispielsweise genetische Defekte
der Beta-Zellfunktion und der Insulinwirkung, Pankreaserkrankungen, Endokrinopa-
thien, Infektionen und durch Medikamente hervorgerufene Veranderungen des Glu-
cosehaushaltes (Feingold, 2019; Scherbaum, 2019; Zaharia, 2019)



IV. Die letzte Gruppe umfasst den Gestationsdiabetes. Er bezeichnet alle Diabetesformen,
bei denen eine Glucoseverwertungsstérung erstmals wahrend der Schwangerschaft

auftrat bzw. diagnostiziert wurde (Zaharia, 2019).

1.1.2 Diagnosekriterien

Um die Diagnose Diabetes stellen zu kénnen, bedarf es gemal den aktuellen Leitlinien der
,Deutschen Diabetes Gesellschaft* (DDG) einem der folgenden Kriterien symptomatischer
Patienten (Schleicher et al., 2021).

Gelegenheits-Plasmaglucosewert von = 200mg/dl (= 11,1 mmol/l)
Nuchtern-Plasmaglucosewert von = 126mg/dl (= 7,0 mmol/I)
oGTT-2-h-Wert im vendsen Plasma = 200mg/ dI (= 11,1 mmol/l)
HbA1c = 6,5 (= 48mmol/mmol Hb)

N~

Ein Pradiabetes liegt demnach bei Nuchtern-Plasmaglucosewerten zwischen 100 bis 125
mg/dl (5,5 bis 6,9mmol/l), einem oGTT-2-h-Wert zwischen 140 bis 199 mg/dI (7,8 bis 11mmol/l)

oder einem HbA . zwischen 5,7 bis < 6,5 % (39 bis < 48 mmol/mol) vor.

1.1.3 Pathophysiologie und Klinik

Das von der Bauchspeicheldrise sezernierte Insulin bindet an Insulinrezeptoren, welche
ubiquitar auf verschiedenen Zellen des Kérpers exprimiert werden. Insulinrezeptoren gehéren
zur Gruppe der Transmembranproteine vom Tyrosinkinase-Typ. Nach Bindung des Insulins
an den Insulinrezeptor kommt es durch Autophosphorylierung zur Konformationsénderung in-
nerhalb des Rezeptors, wodurch verschiedene Signalwege (1PLC/IPs-Weg, MAP-Kinase-
Weg, PI:K-Weg) aktiviert werden, die u.a. zur Glucoseaufnahme in die Zelle fihren (Schatz &
Pfeiffer, 2014). Die meisten Insulinrezeptoren befinden sich auf den Leberzellen und den Zel-
len der quergestreiften Muskulatur. Die mit der Nahrung aufgenommene Glucose dient dem
Energiestoffwechsel. Dieser beinhaltet vor allem in der Muskulatur auch anaerobe Glykolyse,
bei der Glucose im Muskel u.a. zu Laktat gespalten wird. Das Laktat wird selbst wieder in den
Blutkreislauf sezerniert und erreicht tber diesen die Leber. Dort wird aus den Laktatmolekulen
erneut Glucose gebildet (= Gluconeogenese) und dem Korper wieder zur Verfligung gestellt
(Cori-Zyklus). Dieser Kreislauf von Gluconeogenese in der Leber und Glykolyse im Skelett-
muskel ist in Abbildung 1 dargestellt. Zudem findet Gluconeogenese nicht nur in der Leber,
sondern auch in der Niere — jedoch zu einem geringeren Anteil — statt (Gerich, Meyer, Woerle,
Stummvoll, 2001).
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Abbildung 1: Cori-Zyklus: Kreislauf von Gluconeogenese in der Leber und Glykolyse im Skelettmuskel,

Quelle: In Anlehnung an Hinghofer-Szalkay

Bei Diabetikern ist dieser Kreislauf jedoch gestort: Durch verschiedene Mechanismen, wie zum
Beispiel abnehmende Sekretion von Insulin durch die Bauchspeicheldriise oder verringertes
Ansprechen der Muskelzellen auf Insulin, kann die mit der Nahrung zugefiihrte Glucose nicht
mehr vollstandig von den Zellen aufgenommen werden (= Insulinresistenz). Der chronisch er-
hdhte Blutzuckerspiegel kann Uber eine chronischen Entziindungsreaktion von Intima und Me-
dia (Libby, 2002) zu arteriosklerotischen Plaques mit Verengungen (Stenosierungen) und Ver-
schliussen (Okklusionen) der Gefale fihren (Neufang-Sahr, Scherbaum, Deutsches Diabetes-
Forschungsinstitut Disseldorf, 2003). Diabetiker weisen ein deutlich erhéhtes Risiko fiir die
Entstehung dieser sogenannten Angiopathien auf (Beck, 2015). Wahrend es beim Typ-1-Dia-
betes vor allem zu einer Schadigung der kleinen Gefalte von Retina, Niere, oder Nerven und
somit zu einer Ausbildung von Mikroangiopathien bzw. Neuroangiopathien kommt, sind bei
Typ-2-Diabetikern oftmals auch die gréReren Gefalle von Gehirn, Herz und Beinen geschadigt
(Makroangiopathie) (Renz-Polster & Krautzig, 2013). Prinzipiell kann jedes Gefal} des Korpers
betroffen sein. Tabelle 1 zeigt exemplarisch mikrovaskulare (linke Spalte), sowie makrovasku-
lare (rechte Spalte) Veranderungen, in Folge der chronischen Hyperglykéamie.



Tabelle 1: Mogliche Folgen einer Diabetes-Erkrankung, Quelle: In Anlehnung an Liebi et al.

Mikrovaskular Makrovaskular

Gehirn: Demenz, Wesensver- | Schlaganfall: alle 12 Minuten
anderung, Gedachtnisleis- ein Schlaganfall (44.000 pro
tungsstorung Jahr)

Diabetische Netzhauterkran- | Herz-Erkrankungen: alle 90 Mi-
kung: alle 90 Minuten Erblin- | nuten ein Herzinfarkt (27.000 pro
dung (6.000/ Jahr) Jahr)

Nierenerkrankung: alle 60 Mi- | Periphere Durchblutungssto-
nuten eine neue Dialyse-Pflicht | rung: Starke Beschwerden beim
(8000/Jahr) Gehen (Schaufensterkrankheit)

Diabetische Nervenstorung:
alle 19 Minuten eine Amputa-
tion (28000/Jahr)

Zusatzlich kann es zu einer Stérung weiterer Organsysteme kommen: Beispielsweise weisen
bis zu 80 % aller Diabetiker Hautveranderungen auf. Zu diesen zahlen nicht nur Pigmentsto-
rungen wie die Acanthosis nigricans (= flachige Hyperpigmentierung und Hyperkeratose der
Epidermis) (Abbildung 2) oder die Necrobiosis lipoidica (= granulomatése Entziindung der
Dermis mit Anreicherung von Lipiden) (Abbildung 3), sondern auch eine vermehrte Anfalligkeit
gegenuber bakteriellen (Erysipel, Erythrasma) oder mykotischen (Onychomykose, Tinea) In-
fektionen, sekundar entstanden durch Stérungen der Durchblutung und eines Verlustes der
Barrierefunktion der Haut (Diabetesinformationsdienst-Munchen, 2017).
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3

Abbildung 3: Necrobiosis lipoidica der Unterschenkel, Quelle: Peckruhn, M et al.



Oft werden die Folgen des Diabetes fiir die Z&hne unterschatzt: So leiden Diabetiker haufiger
an Parodontitis — einer dauerhaften Entziindung des Zahnhalteapparates —, Zahnfleischent-

ziindungen oder Karies (Diabetesinformationsdienst-Minchen, 2017).

1.2 Diabetes mellitus — Epidemiologie

1.2.1 Pravalenz und Inzidenz

Schon um 1500 vor Christus wurde Diabetes von den alten Agyptern als seltene Erkrankung
beschrieben (Polonsky, 2012). Noch Mitte des 20. Jahrhunderts lagen die Diabetespravalen-
zen weltweit deutlich unter heutigen Vergleichswerten. Daten des ehemaligen DDR-Diabetes-
Registers aus dem Jahre 1960 geben auf Basis arztlicher Diagnosen Pravalenzen von deutlich
unter einem Prozent an. In den folgenden 30 Jahren konnte allerdings schon ein starker Pra-
valenzanstieg — sowohl in der Bundesrepublik Deutschland als auch in der DDR - auf 4,1 %
verzeichnet werden (Michaelis & Jutzi, 1991). Nach einer Zeit ohne wesentlichen Pravalenz-
anstieg (1990 bis 2005) (Meisinger, Heier, Doering, Thorand, Loewel, 2004; Thefeld, 1999;
Heidemann, Kroll, Icks, Scheidt-Nave, Lampert, 2009) nahm die Anzahl an Diabetikern in
Deutschland erneut stetig zu. Aktuelle Schatzungen gehen mittlerweile von Pravalenzen zwi-
schen 7,2 % (aus Untersuchungssurveys des Robert Koch-Instituts) und 9,9 % (auf Basis von
Daten gesetzlich Krankenversicherter) aus. In Abbildung 4 wird die bis 2030 steigende Zahl
der an Diabetes mellitus Erkrankten (in der Altersgruppe der 55 bis 74-Jahrigen) — geschatzt

durch das Deutsche Diabetes-Zentrum — dargestellit.
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Abbildung 4: Personen mit Diabetes (55 — 74 Jahre): Nach Schatzungen des Deutschen Diabetes-Zentrums

werden 2030 3,9 Millionen Personen in der Altersgruppe der 55 bis 74-Jahrigen an Typ-2-Diabetes erkrankt
sein (Manner: 2,3 Mio., Frauen: 1,6 Mio.). Quelle: diabetesinformationsdienst.de

Zudem ist die Pravalenz des Typ-2-Diabetes mellitus in Deutschland stark altersabhangig,

wobei Manner und Personen mit niedrigem Sozialstatus haufiger erkranken als gleichaltrige



Frauen und Menschen aus hdéheren sozialen Schichten (RKI, 2018). Abbildung 5 zeigt die
Zunahme der Pravalenz in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und Sozialstatus. Demnach
tragen Frauen und Manner in der Altersklasse der 70 bis 79-Jahrigen, sowie Menschen mit
niedrigem Sozialstatus das hochste Risiko, an Diabetes zu erkranken.
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Abbildung 5: Verbreitung von diagnostiziertem Diabetes mellitus — Anteile an der gleichaltrigen Bevolke-
rung, aufgeschliisselt nach Altersgruppen sowie nach Sozialstatus, Quelle: © Robert Koch-Institut

Die deutliche Inzidenzzunahme des Diabetes kann auch in anderen Nationen verzeichnet wer-
den. 2014 waren laut Weltgesundheitsorganisation circa 422 Millionen Menschen an Diabetes
erkrankt, im Vergleich dazu waren es 1980 108 Millionen. Damit hatte sich 2014 schon die
globale Pravalenz von 4,7 % auf 8,5 % nahezu verdoppelt (World-Health-Organization, 2016).
In einigen Staaten verzeichnet die International Diabetes Federation (IDF) 2021 Pravalenzen
uber 10 % (IDF, 2021). Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 6 dargestellt: Zu den Hoch-
Risiko-Regionen beziehungsweise Hoch-Risiko-Nationen gehdren insbesondere die USA,
Mexiko, Sudafrika und die Turkei.

W %
B 4<%
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EN

Abbildung 6: Estimated age-adjusted comparative prevalence of diabetes in adults aged 20-79 years in
2021, Quelle: IDF Diabetes Atlas 2021 — 10th edition



Schon 2016 stellte die WHO in ihrem ,Global report on diabetes” die ebenso deutliche Pra-
valenzzunahme der beiden Hauptrisikofaktoren fiir Diabetes — Ubergewicht und Fettleibigkeit
— fest (World-Health-Organization, 2016), weshalb auch deren Bekampfung einen immer wich-

tigeren Stellenwert in den internationalen Therapieleitlinien erhielt.

1.2.2 Prognose und Mortalitat

Die Datenlage in Deutschland bezuglich der Mortalitat von Diabetes-Patienten ist sparlich. Es
existierten bisher nur einige wenige Studien des RKI, die Schatzungen aus Surveys und regi-
onalen Kohortenstudien als Datengrundlage annahmen. Demnach betragt die Exzess-Morta-
litat (= Ubersterblichkeit, d.h. erhéhte Sterberate der an Typ-2-Diabetes mellitus Erkrankten
verglichen mit nicht an Diabetes Erkrankten) max. 2,6 % (Heidemann & Scheidt-Nave, 2017).
Eine wissenschaftliche Arbeit (Dezember 2017) aus Danemark, welches ein vergleichbares
Gesundheitssystem mit Deutschland hat, lasst Ruckschlisse auf die durch Diabetes bedingte
tatsachliche Mortalitét zu: Sie zeigt, dass 21 % aller Todesfélle in Deutschland auf Diabetes
zurlickzufihren sein kdnnten, 16 % davon auf Diabetes mellitus Typ 2. Dies entspricht 175.000
bzw. 137.000 Menschen (Frati, Iniestra, Ariza, 1996). Damit liegen die Zahlen vermutlich weit-
aus hoéher als bisher angenommen. Insgesamt zeigen alle Studien jedoch tendenziell eine
Abnahme der Mortalitat. Als Griinde werden hierbei nicht nur die bessere Versorgung der Pa-
tienten, sondern auch eine bessere Pravention und Therapie diabetesbedingter Komplikatio-
nen angefuhrt (Heidemann & Scheidt-Nave, 2017; Jacobs, 2017).

1.2.3 Soziobkonomische Folgen

Seit Jahren sind die enormen finanziellen Belastungen fur Deutschland bekannt. Die durch
Diabetes verursachten Gesamtausgaben — basierend auf Angaben der Deutschen Diabetes
Gesellschaft und der Deutschen Diabetes-Hilfe — lagen 2017 schon bei 35 Milliarden Euro
(Gallwitz & Kriiger, 2017). Dabei publizierten Forscher in der englischsprachigen Fachzeit-
schrift ,Diabetes Care“ Zahlen, denen zufolge 42 % der Kosten auf die Krankenhausbehand-
lung, 27 % auf die Medikamente und 20 % auf die ambulante Versorgung entfallen. Dabei ist
zu bericksichtigen, dass der grofRte Anteil der Kosten nicht durch Diabetes selbst, sondern
durch seine Folgeerkrankungen verursacht wird. Des Weiteren gaben die Forscher an, dass
die Gesamtjahresausgaben pro Patienten von 4.688 € im Jahr 2013 auf 4.949 € im Jahr 2015

angestiegen sind. Dies entspricht einer Zunahme von 5,6 % (Kahm et al., 2018).

1.3 Therapieaspekte

Monitoring



Als Parameter zum Therapiemonitoring dient die Bestimmung des HbA1¢, welches durch Glu-
coseanlagerung an das Hamoglobin der Erythrozyten wahrend ihrer gesamten Lebensdauer
entsteht (= glykosyliertes Hamoglobin). Es handelt sich um eine stabile Unterfraktion (=
HbA1c) dieser glykosylierten Hamoglobine, die gemessen werden kann. Die Konzentration
des HbA1c im Blut (im Verhaltnis zu der gesamten Hamoglobinkonzentration) spiegelt die
Blutzuckerwerte der vergangenen sechs bis acht Wochen wider. Dieser Zeitraum entspricht in
etwa der mittleren Uberlebenszeit der Erythrozyten. Allerdings sind die Messungen stark me-
thoden- und laborabhangig und nicht immer gut reproduzierbar (Schleicher et al., 2021). Der
HbA1c-Wert unterliegt auch zahlreichen EinflussgréfRen, wie beispielsweise Ethnizitat und Al-
ter der Patienten, die allerdings in den aktuellen Therapieleitlinien keine Beruicksichtigung fin-
den (Schleicher et al., 2021). Unter der Therapie sollte die Hba1c-Konzentration in jeder Stufe
zwischen 6,5 % und 7,5 % liegen (= Ziel-Wert) (Karow, 2020).

Therapie

Die orale Therapie des Typ-2-Diabetes erfolgt nach einem Stufenplan. Dieser Algorithmus zur
glukosesenkenden Therapie bei Diabetes mellitus Typ 2 wird in Abbildung 7 dargestellt: Am
Anfang steht vor allem die Lebensstilanderung mit Erhéhung der kérperlichen Aktivitat und
Ernahrungsumstellung im Mittelpunkt der Behandlung. Auch eine Therapie der Komorbiditaten
(Hyperlipidamie, arterielle Hypertonie, Adipositas, Rauchen) sollte erfolgen. Bei unzureichen-
der Therapieeffektivitat oder bei mangelnder Compliance wird nach Einschatzung des Risikos
fur diabetesassoziierte kardiovaskulare und/oder renale Ereignisse eine Monotherapie mit ei-
nem oralen Antidiabetikum oder aber eine orale Pharma-Zweifachkombination empfohlen. Der
Therapie-Erfolg wird nach drei bis sechs Monaten evaluiert und das Therapiekonzept entspre-

chend erweitert ggf. auch nun mit Insulin-Therapie.
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Metformin als Basistherapie (wenn keine Kontraindikationen)

Kardiovaskulre Erkrankung im Vordergrund Herzinsuffizienz oder chronische
Niereninsuffizienz im Vordergrund

Minimierung des Risikos fiir Hypoglykdmien

GLP -1 Analogon mit SGLT2- Hemmer mit SGLT2-Hemmer mit Evidenz zur

kardiovaskulédrem Benefit kardiovaskulérem Benefit Reduktion von Herzinsuffizienz
und/oder Progression einer chronischen
Niereninsuffizienz

DPP-4 Hemmer GLP1- SGLT2 - Pioglitazon
Analoga Hemmer

HbA1c iiber dem Zielbereich
HbA1c iber dem Zielbereich

HbAlc iiber dem Zielbereich

SGLT2-H SGLT2-H GLP-1RA SGLT2-H
Medikament mit dokumentierter kardiovaskulérer Sicherheit Medikament mit dokumentierter oder oder oder oder
kardiovaskuldrer Sicherheit Pioglitazon Pioglitazon DPP-4 Hemmer DPP-4 Hemmer
GLP-1 Analogon, SGLT-2 Hemmer oder oder
DPP-4 Hemmer falls kein GLP-1 Analogon GLP-1 Analogon Pioglitazon GLP-1RA
Basalinsulin DPP-4 Hemmer (nicht Saxagliptin) falls
Pioglitazon kein GLP-1 Analogon HbALc iiber dem Zielbereich
Sulfonylharnstoff Basalinsulin
Sulfonylharnstoff
T i ion mit einem wei Wir ismus
GLP-1 Analoga Evidenz: Liraglutid > S id > Exenatid 1 x wéchentlich HbA1c Giber dem Zielbereich
SGLT2-Hemmer Evidenz: liflozin > Canagliflozin > D; liflozi

_ N

Abbildung 7: Blutzuckersenkende Therapie bei Diabetes mellitus Typ 2, Quelle: Wiener Wochenschrift
(2019)

Es stehen verschiedene Klassen oraler Antidiabetika zur Verfliigung, die jeweils an unter-
schiedlichen Stellen des Kdrpers wirken (Abbildung 8). Es lassen sich insulinotrope von nicht
insulinotropen oralen Antidiabetika unterscheiden: Die insulinotropen Wirkstoffe fliihren entwe-
der unabhangig von der Glucosekonzentration (Sulfonylharnstoffe, Glinide) oder abhangig von
der Glucosekonzentration (DDP-4-Hemmer, GLP-1-Analoga) zu einer vermehrten Insulinsek-
retion durch die Betazellen des Pankreas. Die nicht insulinotropen Substanzklassen wirken
entweder durch Inhibition der Synthese von Glucose, Lipiden und Triglyceriden in der Leber
(Biguanide), durch eine Verbesserung der Insulinwirkung in Fett-, Leber- und Muskelgewebe
(Glitazone), durch eine gesteigerte renale Glucoseausscheidung (SGLT-2-Hemmer) oder
durch eine verminderte enterale Glucoseresorption (alpha-Glucosidase-Hemmer).
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Abbildung 8: Wirkmechanismus der oralen Antidiabetika, Quelle: Karow T

Die medikamentdse Therapie des Typ1 Diabetes erfolgt durch eine lebenslange Insulin-The-
rapie. Der individuelle Insulinbedarf bei Menschen mit Typ-1-Diabetes wird durch die physio-
logische Insulin-Sekretion bestimmt. Diese erfolgt sowohl ohne Nahrungszufuhr (= basaler In-
sulinbedarf), als auch nach Nahrungszufuhr (= prandialer Insulinbedarf). Fir die Therapie des
Typ-1-Diabetes sind in Deutschland zwei unterschiedliche Insulinarten zugelassen: Zur
Gruppe der Humaninsuline zahlen die sogenannten Normalinsuline und Humaninsuline mit
Verzogerungsprinzip. Sie werden durch gentechnisch veranderte Mikroorganismen hergestellt
und entsprechen menschlichem Insulin. Die Gruppe der Insulinanaloga umfasst dem mensch-
lichen Insulin sehr &hnliche Substanzen, jedoch wurden einzelne Aminosauresequenzen mo-
difiziert, um Wirkungseintritt- und Verlauf im menschlichen Koérper zu verandern. Durch die
Kombination der einzelnen Praparate mit unterschiedlicher Kinetik stehen diverse Therapie-
konzepte zur Verfugung (Konventionelle Therapie mit verbindlicher Vorgabe von Insulindosis
und Gréle und Abfolge der Mahlzeiten, Intensivierte Therapie mit mindestens drei Insulinin-
jektionen am Tag unter genauerer Berlcksichtigung des basalen und prandialen Insulinbe-
darfs) (Mdller-Wieland, 2018).

1.4 Verfahren zur Charakterisierung des Glucosemetabolismus
1.4.1 Statische Methoden

Eine einfache, oft in der klinischen Praxis angewandte Methodik ist die Bestimmung der Niich-

tern-Plasmaglucose bzw. Gelegenheits-Plasmaglucose aus vendésem bzw. kapillarem Blut.
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Wahrend zur Diagnosesicherung des Diabetes nur die Bestimmung der Glucose aus venésem

Plasma (und nicht aus Kapillarblut) sinnvoll ist, wird die Messung der Plasmaglucose aus ka-

pillarem Blut vor allem zur Selbstkontrolle fiir Diabetespatienten verwendet, da sie innerhalb

kurzer Zeit (5 bis 30 Sekunden) die Blutzuckerkonzentration des Patienten messen kann
(Gressner & Torsten, 2019; Lichtinghagen, 2013/2014; Neumaier, 2015). Die Blutzuckerbe-

stimmung erfolgt dabei entweder im Labor durch Nasschemie oder mittels POCT-Testung (=

Point-of-Care-Testing). Nasschemische Methoden sind genauer und daher bei der Diagnose-

sicherung des Diabetes mellitus zu verwenden, POCT-Testung dagegen wird Uberwiegend im

Rahmen des Therapiemonitorings eingesetzt (Schleicher et al., 2021). Beide Messmethoden

beruhen auf drei unterschiedlichen enzymatischen Reaktionen:

Bei der Hexokinasemethode werden zu dem Blut ATP und das Enzym Hexokinase im
Uberschuss dazugegeben. Es entsteht ADP + Glucose-6-phosphat, welches in einer
zweiten Reaktion bei Zugabe von NADP und Glucose-6-phosphatdehydrogenase
(ebenfalls im Uberschuss) umgesetzt wird. Dabei wird Gluconolacon-6-phosphat und
NADPH™* + H* gebildet. Letzteres kann photometrisch gemessen werden und gilt als
MalR fir die Glucosekonzentration in der Probe. Wahrend die Phosphorylierung der
Glucose unspezifisch ist, da die Hexokinase auch andere Zuckermolekile phosphory-
lieren kann, ist die Bildung des Gluconolacton-6-phosphates spezifisch; deshalb wird
die Methode auch als Referenzmethode zur Glucosebestimmung verwendet. (Gress-
ner & Torsten, 2019).

. Bei der Glucose-Dehydrogenase-Methode wird die Glucose bei Zugabe von Glucose-

Dehydrogenase und NAD+ (jeweils im Uberschuss) zu Gluconolacton oxidiert. Dabei
entsteht NADH + H*, welches ebenfalls photometrisch gemessen werden kann
(Lichtinghagen, 2013/2014).

In der Glucose-Oxidase-Peroxidase-Reaktion oxidiert die Glucoseoxidase zunachst
die Glucose zu Gluconolacton. Zusatzlich entsteht Wasserstoffperoxid, welches in ei-
ner zweiten Reaktion durch die Oxidation eines reduzierten Farbstoffes entsteht. Alter-
nativ kann der Elektronenfluss gemessen werden, der durch die angelegte Spannung
am Blutzuckermessgerat entsteht, wenn das gebildete H.O2 wieder riickreduziert wird.
Dieser gemessene Elektronenfluss ist proportional zur Glucosekonzentration und kann
von einem Messgerat dargestellt werden (Lichtinghagen, 2013/2014). Abbildung 9

stellt die Reaktionsgleichung auf molekularer Ebene dar.
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Abbildung 9: Glucose-Peroxidase-Reaktion, Quelle: Siegrist J.

Wahrend die Bestimmung der Plasma-Glucosekonzentration zur Diagnosesicherung im Labor
uberwiegend durch die Hexokinasemethode erfolgt, wird die Glucose-Peroxidase-Reaktion
vor allem zum Therapiemonitoring verwendet. Die Konzentrationsbestimmung mittels Blutzu-
ckermessgerat erfolgt dabei nicht photometrisch, sondern durch Messung des entstehenden
Elektronenflusses am Gerat (Gressner & Torsten, 2019; Lichtinghagen, 2013/2014; Nauck et
al., 2017). Abbildung 10 zeigt das in der Studie verwendete Blutzuckeressgerat. Es verwendet

die Glucose-Peroxidase-Reaktion.

o

R A '
Diamond Mini: Das in der Studie verwendete Blutzuckermessgerat (FORA Diamond

Abbildung 10: FORA
Mini) verwendet die Glucose-Peroxidase-Reaktion zur Messung der Blutglucosekonzentration, Quelle:
Gdanietz | et al.

Neben dem Hamoglobin unterliegen auch andere Proteine der nicht-enzymatischen Glykie-
rung, so zum Beispiel auch Albumin, die Immunglobuline und Fructosamin. Letzteres kann
insbesondere aufgrund seiner kiirzeren Halbwertszeit als Hamoglobin Auskunft Gber die Blut-
zuckerwerte der letzten zwei bis drei Wochen geben (Methodenplattform Justus-Liebig-Uni-
versitat-Giel3en, 2019).

Bei Blutzuckerwerten ab 240 mg/dl bzw. bei entsprechenden Symptomen einer Ketoazidose

kann insbesondere bei Typ-1-Diabetikern die Bestimmung der Ketonkdérper im Urin erfolgen.
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Auch bei Typ-2-Diabetikern nach Nahrungsumstellung mit Kohlenhydratrestriktion gibt die Ke-
tonkdrperbestimmung im Harn Auskunft (ber einen bereits ketoazidotisch entgleisten Stoff-
wechsel (Chain, 1999).

Des Weiteren kann die Bestimmung der Harnglucose als Mal} fir die Glucosebelastung des

Korpers dienen: Liegen die Blutzuckerwerte des Patienten unterhalb der sogenannten Nieren-
schwelle, kann die aufgenommene Glucose vom Koérper vollstandig riickresorbiert werden. Bei
den allermeisten Menschen liegt diese zwischen 160 und 180 mg/dl. Erscheint Glucose bereits
bei Werten unter 160 mg/dl im Harn, kann von einem Diabetes renalis gesprochen werden.
Da diese Methode jedoch nur die Glucosebelastung des Korpers seit der letzten Harnentlee-
rung widerspiegelt, wurde sie in der Diagnostik und Therapie des Diabetes weitgehend ver-
nachlassigt (Hien & Bo6hm, 2013).

1.4.2 Dynamische Methoden

Der orale Glucosetoleranztest (= oGTT) misst, wie der Kérper aufgenommene Glucose verar-
beiten kann. Er wird primar zur Friherkennung des Diabetes mellitus eingesetzt. Zudem kann
durch ihn eine Aussage Uber den postprandialen Glucosestoffwechsel getroffen und die Ma-
nifestation eines Diabetes mellitus frihzeitiger erkannt werden als durch die alleinige Messung
der Nlchtern-Plasmaglucose oder des Hba1c (Bartoli, Frau, Carnevale, 2011). Da es beim
oGTT zu einer Belastung des Korpers mit einer groRen Menge Glucose kommt, ist er bei Pa-
tienten mit manifestem Diabetes kontraindiziert. Durchgefiihrt wird er vor allem bei unklaren

Fallen und bei Schwangeren. Man unterscheidet zwei Formen:

I. Beim 75 g oGTT wird dem Patienten die Nichtern-Plasmaglucose aus venésem Blut
gemessen. Diese sollte bei gesunden Personen weniger als 100 mg/dl betragen. Dann
trinkt der Patient eine 75 g-haltige Glucoselésung. Nun steigen die Blutzuckerwerte
sowohl bei Diabetikern als auch bei Nicht-Diabetikern an, bis die Bauchspeicheldriise
normalerweise Insulin freisetzt und die Glucose schliel3lich in die Zellen aufgenommen
werden kann. Nach zwei Stunden wird der Blutzucker erneut gemessen. Dieser Wert
sollte weniger als 140 mmol/dl betragen. Bei Patienten mit gestorter Glucosetoleranz
und bei Diabetikern liegt dieser Wert folglich hoher (Gutthoff, 2007). Abbildung 11 zeigt
die Blutglucose-Konzentration eines Diabetikers im Vergleich zur Blutglucose-Kon-
zentration eines Gesunden wahrend des oGTT: Diabetiker weisen auch nach 2 Stun-

den Blutglucose-Konzentrationen tber 140 mg/dl auf.
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Abbildung 11: Blutzuckerspiegel bei Blutzucker-Belastungs-Probe. Im Vergleich zum Gesunden findet man

beim Diabetiker: einen hoheren Ausgangswert, einen hoheren Anstieg, einen langsameren Abfall, Quelle:

Hiibl W

Der Test kann auch mit vendsem und kapillarem Vollblut bzw. kapillarer Plasmaglu-
cose durchgefiihrt werden, wobei jedoch andere Messwertgrenzen zu berucksichtigen
sind (Schéffler, 2018). Des Weiteren kann er auch unter zusatzlicher Messung von
Insulin und C-Peptid erfolgen. Das C-Peptid ist Teil des Proinsulins und entsteht bei
der Freisetzung von Insulin. Es besitzt im Gegensatz zu Insulin (t, = 20 Minuten) eine
langere Halbwertszeit (= t,) und kann insbesondere zur Beurteilung der Beta-Zellfunk-

tionsreserve herangezogen werden.

Il. Die zweite Form ist der 50 g oGTT. Er wird als Suchtest zum Diabetesscreening in der
Schwangerschaft eingesetzt. Hierbei wird der nicht niichternen Patientin unabhangig
von der Tageszeit 50 g Glucose verabreicht. Liegt die Plasmaglucose nach einer
Stunde bei mehr als 200 mg/dl, liegt ein Diabetes vor. Liegt sie zwischen 135 und 200
mg/dl, muss ein 75 g oGTT zur Diagnosestellung durchgefihrt werden (Lithgens,
2019).

Insulin wird oszillierend (pulsatil) freigesetzt. Angeregt wird die Insulinfreisetzung durch den
Anstieg des Blutzuckerspiegels, durch den Anstieg der Konzentration einiger Aminosauren
(insbesondere Arginin und Leuzin) und Fettsduren und durch freigesetztes Insulin selbst
(autokrines positives Feedback). Wahrend Insulin innerhalb kurzer Zeit (Sekunden bis
Minuten) Wirkung auf den transmembranalen Glukose- und lonentransport, sowie
Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von Enzymen zeigt, braucht es Minuten bis

Stunden fur die volle Auswirkung auf die Gentranskription und die Proteinbiosynthese, fur die
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auf Proliferation/Differenzierung (Zellen und Glucosetransporter) mehrere Tage (Hinghofer,
2020). Daher sollte sich der Patient an den vorherigen drei Tagen kohlenhydratreich (= 150 g
KH/d) ernahrt haben und eine Nahrungs- und Alkoholkarenz von 10 bis 12 Stunden (Alkohol
hemmt Glucoseaufnahme in die Zellen, sowie Gluconeogenese) eingehalten haben. Falsch
positive Werte kdnnen bei der Einnahme von Medikamenten, beispielsweise bei Einnahme
von Glukokortikoiden oder Nikotinsaurederivaten, entstehen. Auch entziindliche
Erkrankungen oder Magen- und Darmoperationen kdnnen die Kinetik der Nahrungsaufnahme

und Insulinsekretion verandern (Schaffler, 2018).

Eine weitere, angewandte dynamische, jedoch nicht routinemafig durchgefihrte, Methodik
zur Charakterisierung des Glucosemetabolismus besteht in der Verwendung verschiedener

Clamp-Techniken. Dabei stehen bisher zwei verschiedene Verfahren zur Verfugung:

I. Bei der euglykdmischen Insulinclamp-Technik wird durch Infusion einer definierten
Menge Insulin (ca. 100 yE/ml) der Insulinspiegel angehoben. Nun wird durch Infusion
von Glucose versucht, die Plasmaglucose auf einem normoglykdmen Niveau zu halten.
Die infundierte Glucosemenge plus der Menge der endogenen Glucoseproduktion ist
ein Mal fir die Glucoseverwertung des Patienten und entspricht der Glucoseutilisation.
Nach einem gewissen Zeitraum hemmt die exogene Insulinzufuhr die endogene Glu-
cosefreisetzung jedoch derart, dass nun lediglich die exogene Glucosezufuhr als ver-
wertbare Glucose zur Verfiigung steht. Infolgedessen gilt diese exogene, den Blutzu-
ckerspiegel auf einem normoglykdmen Niveau haltende, Glucosezufuhr als limitieren-
der Faktor; d.h., dass hohe Glucose-Infusionsraten fir eine gute Sensibilitdt der Mus-
kelzellen sprechen. Die Glucose-Infusionsrate zu Beginn des Versuchs kann dabei je-
doch nicht indirekt als Mal3 fiir die Gluconeogenese gesehen werden, da die endogene
Glucoseproduktion sich zu Beginn aus einer Vielzahl an Stoffwechselvorgangen zu-

sammensetzt (insbesondere Gluconeogenese, Glykogenolyse).

II. Bei der hyperglykdmischen Insulinclamp-Technik wird so viel Glucose infundiert, bis
die Plasmaglucose-Konzentration ca. 125 mg/dl iber dem Nuichternblutzucker liegt.
Auch hier wird Glucose nun variabel infundiert. Dabei soll jedoch stets der Zustand der
Hyperglykamie beibehalten werden. Die Glucose-Infusionsrate wird hier ebenfalls als
Indikator der Insulinsensitivitdt gesehen. Dabei spricht eine hohe Glucose-Infusions-
rate fur eine gute Sensibilitdt der Muskelzellen gegenlber Glucose. Zusatzlich kann
jedoch noch die Plasmainsulinkonzentration gemessen werden, woraus sich spater die
Insulinsekretion des Korpers (eine konstante hepatische Insulinextraktion vorausge-

setzt) errechnen lasst.
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Der grof3e Nachteil beider Methoden besteht in deren Aufwand, da die Patienten nicht nur zwei
periphere Venenzugange erhalten missen, sondern auch Uber einen langeren Zeitraum so-
wohl wahrend als auch nach der Untersuchung von medizinisch-arztlichem Personal tber-
wacht werden sollten, da Insulin zwar eine Plasmahalbwertszeit von circa zehn Minuten hat,
jedoch die Wirkdauer des bereits an den Insulinrezeptor gebundenen Insulins mit vierzig Mi-
nuten deutlich erhéht ist und somit auch noch nach Beendigung der Untersuchung eine deut-
liche Hypoglykamiegefahr besteht (Karger, 1984; Schaffler, 2018; Chain, 1999). Die Clamp-
Techniken sind daher in der Routine nicht durchfihrbar. Sowohl in der Diagnostik als auch in
der Therapie des Diabetes gibt es demzufolge bisher nur wenige Indikatoren, die zum einen
das Risiko fir die Entwicklung eines Diabetes widerspiegeln oder zum anderen zum dynami-

schen Monitoring der Diabetestherapie herangezogen werden konnen.
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2. Hypothese/Zielsetzung

Ziel dieser Studie ist es, zu untersuchen, ob durch die orale Gabe von nicht radioaktiv mar-
kierter Glucose (Isotopolog [U'C®]) und der konsekutiven seriellen Messung von Metaboliten
im Blut durch Massenspektroskopie die Ermittlung des Flusses der Glucose bzw. der Metabo-
liten erfassbar ist, und durch Modellierung mittels mathematischer Differenzialgleichung die

Gluconeogenese der Probanden damit nichtinvasiv ermittelbar ist.

Die Methode zielt ferner darauf ab, den Glucosestoffwechsel von Patienten dynamisch, unter
Bericksichtigung klinischer und molekularer Parameter, in einem moglichst einfach durchzu-

fuhrenden ambulanten Setting zu erfassen.

Des Weiteren sollten die erhobenen Daten in einem standardisierten und zertifizierten Daten-
erfassungsprogramm gespeichert werden, um die Untersuchung der Unterschiede im Gluco-
sestoffwechsel zwischen Diabetikern und Nicht-Diabetikern, aber auch zwischen einzelnen

Untergruppen an Diabetes mellitus Typ 2 erkrankten Patienten herausarbeiten zu kénnen.
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3. Material und Methodik

Das Studienprotokoll kann in drei Abschnitte gegliedert werden: 1. Probengewinnung und Er-
fassung klinischer Parameter der Probanden, 2. Probenextraktion, Messung mittels GC-MS
und Errechnung der Flisse, 3. Interpretation der Ergebnisse und Auswirkung klinisch erfasster

Parameter auf die Messergebnisse.

Das Studiendesign entsprach einer nicht randomisierten kontrollierten, prospektiven Fallkon-
trollstudie. Die Durchfilhrung wurde sowohl durch die Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes (Kennnummer 68/14) als auch durch die Ethikkommission der Universitat Luxem-
bourg genehmigt (ERP-4-11). Sowohl vor Beginn der Studie als auch vor Beginn der klinischen
Datenerhebung wurde jeder Patient tUiber die Speicherung und Verwendung seiner erhobenen
Werte und Versuchsergebnisse, aber auch tber Risiken und Nebenwirkungen der Studie (bei-
spielsweise Uber ein (geringes) Infektionsrisiko oder eine mdgliche Hypoglykamie) aufgeklart.
Die jeweilige Einwilligung wurde durch eine Einverstandniserklarung, welche in Franzosisch

und Deutsch zur Verfigung stand, festgehalten.

Um die Patienten zu pseudo-anonymisieren, wurde jedem Patienten vor Versuchsbeginn eine
automatisch generierte Identifikationsnummer zugeteilt. Eine entsprechende Liste mit Namen

der Patienten und jeweils zugeteilter Nummer wurde beim Studienleiter hinterlegt.

3.1 Charakterisierung der Kohorte

Als Versuchspersonen wurden Typ-1-Diabetiker und vor allem Typ-2-Diabetiker, sowie nicht
an Diabetes erkrankte Kontrollpersonen herangezogen. Die Rekrutierung erfolgte auf freiwilli-
ger Basis, ohne finanzielle Vergltung, Uber niedergelassene Diabetologen im Saarland (Dr.
Schrfeld, Saarlouis; Dr. V. Wenzl-Bauer, Dr. J. Wenzl, Siersburg), Uber einen Zahnarzt (Dr.
med. dent. Bruno Sahner, Bous), eine Selbsthilfegruppe fiir Diabetiker (Selbsthilfegruppe flr
Diabetiker Homburg Saar) sowie tberwiegend durch Kliniken im Saarland und Luxembourg
(Universitatsklinikum des Saarlandes, Diabetologie; Fliedner Krankenhaus, Neunkirchen;
Centre Hospitalier Emile Mayrisch, Luxembourg). Die Studie umfasste 59 Probanden, davon
einen mannlichen, 68-jahrigen Typ-1-Diabetiker, 42 Typ-2-Diabetiker und 16 nicht an Diabetes
erkrankte Kontrollpersonen. In die Studie aufgenommen werden konnten von den 59 Proban-
den lediglich 57. Grund hierfiir waren unter anderem eine Nicht-NUchternheit und ein vorzeiti-

ger Abbruch der Studie aus privaten Griinden.
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Von jedem Patienten wurde die gesamte Medikation, sowie wichtige anthropometrische Daten
erhoben: der Diabetes-Typ, die Erkrankungsdauer, bekannte Komorbiditaten, das Alter zum
Untersuchungszeitpunkt, das Geburtsdatum, das Geschlecht, die GréRRe, das Gewicht, der
daraus resultierende BMI, der Hiift- und Taillenumfang und das sich daraus bestimmende Tail-
len-Huft-Verhaltnis (= Waist-to-Hip Ratio; WHR) (World-Health-Organization, 2008). In Tabelle
zwei ist die Aufteilung der Kohorte nach Diabetes-Typ, Alter und Geschlecht dargestellt. Der

Altersdurchschnitt der gesamten Kohorte lag bei 59 Jahren.

Tabelle 2: Aufteilung der Kohorte nach Diabetes-Typ, Alter und Geschlecht

Gruppe Geschlecht Anzahl  Jingster  Altester  Altersdurch- Standartab-
Patient Patient schnitt weichung
Typ-1-Diabetiker mannlich 1 68 68 68 -
Typ-2-Diabetiker mannlich 25 38 79 62,64 9,77
weiblich 17 31 82 54,88 12,29
Gesunde mannlich 4 51 79 67,75 13,74
weiblich 12 23 76 53,92 14,23
Gesamt 59 23 82 59,07 12,33

Auch eine kurze Befragung zur subjektiven Einschatzung der Lebensfuhrung erfolgte anam-
nestisch: Die Patienten wurden nach ihrem Alkohol- und Zigarettenkonsum, ihrer sportlichen

Aktivitat sowie ihrem beruflichen und sozialen Stress befragt.

Um die Gluconeogeneserate von Diabetikern und Nicht-Diabetikern — im Hinblick auf individu-
ell verschiedene Parameter — vergleichen zu kdnnen, wurde von jedem Patienten, insoweit es
uns klinisch moéglich war, ein umfangreiches Labor (31 Parameter) aus der Akte erhoben. Die-
ses durfte nicht alter als sechs Wochen sein. Die erhobenen Laborwerte vor Studienteilnahme

sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Erhobene Laborwerte vor Studienteilnahme

Kleines Blutbild Hamatokrit (= Hkt)

Erythrozyten

Leukozyten

Thrombozyten

Hamoglobin (= Hb)

mittleres korpusukulare Hamoglobin

mittleres Erythrozytenvolumen

mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentration
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Erythrozytenverteilungsbreite (= RDW)

Differentialblutbild

Monozyten

Lymphozyten

Erythrozyten

Basophile

Eosinophile

Neutrophile

Hormone

Thyreoidea-stimulierendes Hormon (= TSH)

Vitamin D

Blutfette

Triglyceride

Low Density Lipoprotein (= LDL)

High Density Lipoprotein (= HDL)

Cholesterin

Leberwerte

Alanin-Aminotransferase (= GPT)

Aspartat-Aminotransferase (= GOT)

y-Glutamyltransferase (= GGT)

Nierenwerte

Kreatinin

Glomerulare Filtrationsrate (= GFR)

Parameter des Glucosestoffwechsels

Nuchtern-Plasmaglucose

C-Peptid

HbA1c

Verdauungsenzyme

Amylase

Lipase

3.2 Ambulante Methodik: Ausstattung und klinische Durchfiihrung

Fir die Untersuchung wurden die Untersuchungssets (,Kits“) schon praklinisch vorbereitet:

Jedes Untersuchungsset bestand aus nachfolgend aufgeflihrten Materialien:

> neun spezielle Aluminiumbeutel zum Lagern der Trockenblutkarten nach dem Versuch
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> neun Trockenblutkarten (903 Protein Lochkarte (Whatman 903TM, 10531018 Rev.AB,
LIMS5344))

v

neun mit Silica-Gel befiillite Beutel.

v

der mit dem Glucose-Isotopolog U'C° befiillte, ca. 200 ml fassende luftdicht verschlos-

sene Glasbehalter (bezogen von: Cambridge Isotope Laboratories, USA)
100 ml stilles Wasser, abgefullt in transparente Kunststoffflaschen

neun Lanzetten mit der Stichtiefe 2 mm (bezogen von: BD Microtainer®)
18 sterile Tupfer

Ethanol

ein Tablet mit der passenden DBS-Software

ein Glucosemessgerat mit Bluetooth-Anschluss (Fora Diamond Mini)

v V. vV vV vV VvV YV

zu dem Glucosemessgerat passende Messstreifen (Fora Diamond)

Vor Studienbeginn wurde die Riickseite von acht Filterkarten mit speziellen Etiketten (Abbil-
dung 14) versehen, diese waren bedruckt mit der Patienten-ID, einer Ziffer von jeweils eins bis
acht und einem spezifischen Barcode. Die neunte Filterkarte wurde handschriftlich mit der
Patienten-ID und zusatzlich der Kennung , TO" versehen. Auch die Aluminiumpackchen wur-
den vor Versuchsbeginn von Hand mit der Patienten-ID sowie dem aktuellen Datum beschrif-
tet. Mittels Tablets (Abbildung 12) wurden die Patienten durch die Untersuchung gefiihrt. Das
Blutzuckermessgerat Ubertrug automatisch den Zeitpunkt der Messung und die dabei erfasste
Blutglucosekonzentration auf das Tablet, wodurch beides liickenlos dokumentiert wurde. Ver-
wendet wurde das Glucosemessgerat Fora Diamond Mini, welches zuvor nach den Richtlinien
der Internationalen Organisation fur Normung (Abweichung von 95 % der mittels Glucometer
gemessenen Konzentration um weniger als 15 mg/dl von dem tatsachlichen Wert) jeweils bei
Glucosekonzentrationen < 100 mg/dl, bei Glucosekonzentrationen > 100 mg/dl und im Bereich

zwischen 35 mg/dl und 489 mg/dI fir jeweils drei Messwerte getestet wurde.
Tablet und Glucometer wurden in der Nacht zuvor aufgeladen. Neben den obligaten Materia-

lien wurden noch einige weitere Filterkarten, Lanzetten, Tupfer und Messstreifen fur das Glu-

cometer sowie Ladestationen fur die Gerate als Ersatz mitgeflhrt.
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Abbildung 12: Tablet und passendes Glucometer Abbildung 13: Filterkarten mit Aluminiumbeutel, Si-
lica-Gel, Glucose, Lanzetten, Wasserflaschen und
Tupfer

s EEdE
L 52

LCSB DBS 2016092003/1

Abbildung 14: Etikett fiir die Trockenblutkarte: Es
handelt sich um ein Etikett fiir die erste Blutentnahme
nach Versuchsbeginn (T1) des Patienten mit der Pati-
enten-ID 2016092003

Am Tag der Untersuchung wurde den niichternen Probanden (d.h. mindestens acht Stunden
Nahrungskarenz) aus der Fingerbeere Blut entnommen: Nach Desinfektion mit einem in Etha-
nol getrankten Tupfer wurde den Patienten mit einer Einmallanzette in die Fingerbeere gesto-
chen. Der erste Bluttropfen wurde jeweils verworfen. Anschliefend wurde mit dem Glucometer
der Glucosespiegel gemessen, unter dem Messwert , TO“ notiert und die am Tag zuvor hand-
schriftlich ausgeflllte Filterkarte mit der Kennung ,, TO* mit Blut betraufelt. Besonders wichtig
war es dabei, die einzelnen Kreise (jeweils fiinf) vollstandig zu fillen und dabei von links nach
rechts vorzugehen. Dann wurde die App gestartet. Nach Eingabe des Geschlechts, Alters und
Gewichts wurde die Glucoseldsung vorbereitet, indem die Glucose (Isotopolog U'C?) in 100
ml stillem Wasser gelost wurde. Diese Isotope kommen in der Natur vor und ca. 1% des Koh-
lenstoffes in unserer Nahrung und unserem Korper beinhalten bereits dieses stabile Isotop.
Nun begann die eigentliche Untersuchung: Nach dem Trinken der Losung und der Bestatigung
der auf dem Tablet eingegebenen Daten startete das Protokoll. Finf Minuten vor der erneuten
Blutentnahme wurde man durch ein akustisches Signal dazu aufgefordert, den Barcode der
nachsten Filterkarte (,T1“) zu scannen und schlie8lich 30 Sekunden vor Ablauf der Zeit dazu,
sich auf die bevorstehende Blutentnahme vorzubereiten. Nun erfolgte die Blutentnahme aus
der Fingerbeere nach Lanzettenstich wie bei der ersten Karte (,T0%). Zusatzlich war ab dieser
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Karte jedoch darauf zu achten, parallel die finf Punkte einer virtuell auf dem Tablet angelegten
Filterkarte zu driicken, um auf diese Weise eine genaue zeitliche Zuordnung der Blutproben
vornehmen zu kénnen. Eine Blutentnahme nach Versuchsstart erfolgte zu acht unterschiedli-
chen Zeitpunkten T1 bis T8 (= nach 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 Minuten), welche jeweils
durch das Tablet vorgegeben wurden. Den Patienten war es gestattet, wahrend der Untersu-
chung stilles Wasser zu trinken und sich zu unterhalten oder zu lesen. Jede Form korperlicher
Ertichtigung beziehungsweise samtliche Formen der Kalorienaufnahme (auer der markier-
ten Glucose) fanden wahrend der Untersuchung nicht statt. Die Trockenblutkarten wurden
mindestens drei Stunden lang an der Luft getrocknet und kamen anschlieRend in speziellen

Aluminiumtaschen mit Silica-Beuteln bei 4 °C fiir die Lagerung bis zur Extraktion.

Die Extraktion und Messung der Proben orientierten sich an einer publizierten Methode (Rin-
con, Krook, Galuska, Wallberg-Henriksson, & Zierath), nach welcher die Proben zunachst ex-
trahiert, anschlieRend mit einem Gaschromatographen aufgetrennt und schlieRlich mit einem
Massenspektrometer identifiziert und quantifiziert wurden. Bendtigte Materialen und Reagen-

zien zur Weiterverarbeitung der Proben sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4: Benotigte Materialen und Reagenzien zur Weiterverarbeitung der Proben

Materialien Reagenzien

1,5 ml-Reaktionsgefalie (Eppendorf) Methanol (ROTISOLV® = 99,95%, LC-MS grade,
Carl Roth, AE71.1)

saubere Papierblatter (zur Reinigung des Micro- 70 % Ethanol zum Spulen
Punchs)

Eppendorf ThermoMixer Comfort (bei 4 °C) D-(+) Glucose (= 99,95%, Sigma Aldrich, G8270-
100 g, LIMS2894)

Vortexer L-Alanine (Fluka, 05130-25G, LIMS550)

gekuhlte Eppendorf-Zentrifuge 6424 R (bei 4 °C) Sodium L-Lactate (Sigma Aldrich, L7022-5G,
LIMS1666)

Gaschromatographie-Flaschchen mit Mikroein-  [UL-3Cs] Ribitol (Omicron Biochemicals: ALD-

satzen (gasdicht, 062, LIMS2894)

5...250 p) und Magnetkappen (PTFESIl) Glutarsaure (C/D/N Isotopes Inc.: D-5277,
LIMS8104)

SpeedVac (4 °C) Steriles MilliQ-Wasser (18.2 MQ-cm, < 5ppb
TOC)

Harris Micro-Punch 3.00mm
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903 Protein Lochkarte (Whatman 903TM,
10531018 Rev.AB, LIMS5344)

Gaschromatograph (Agilent 7890A GC System)

Trennsaule (Agilent J&W DB-35MS,
30m x 0.25 mm x 0.25 yum (L x I.D. x filmthick-

ness)) +Kapillare (5 m Duraguard)
Autosampler (Gerstel Multi Purpose Sampler)

Massenspektrometer (5975C inert XL Mass Se-

lective Detector)

Um die Proben zu extrahieren, wurden zunachst zwei Stammldsungen — bestehend aus Ri-
bitol, Glutarsdure und MilliQ-Wasser (= ,Reinstwasser) — angesetzt. Ribitol und Glutarsaure

dienten hierbei als interne Standards.

Die erste Stammlésung 1S1 bestand aus [UL-"*Cs] Ribitol, geldst in MilliQ-Wasser mit der da-
raus resultierenden Konzentration von ¢ = 4,50 mg/ml. Die zweite Stammldsung setzte sich
aus Glutarsaure und MilliQ-Wasser, ebenfalls in der Endkonzentration ¢ = 4,50 mg/ml, zusam-

men. Im nachsten Schritt erfolgte eine Verdinnung dieser beiden Stamml&ésungen:

Erste Verdinnung IS1 - 1:10 (v/v): 100 pl Stammldésung IS1 + 900 ul MilliQ-Wasser > ¢ =450

pg/ml
Erste Verdinnung IS2 - 1:10 (v/v): 100 pl Stammldsung IS2 + 900 ul MilliQ-Wasser > ¢ =450

pg/ml

Aus diesen beiden verdinnten Lésungen der Konzentrationen ¢ = 450 ug/ml wurde nun eine

weitere Losung hergestellt:

Verdinnung Nr. 2 1IS1 & IS2 - 1:50 (v/v): 20 ul der ersten Verdiinnung 1S1 + 20 pl der ersten
Verdinnung I1S2 + 960 pl MilliQ-Wasser - ¢ =9 ug/mi

Die Extraktionslésung (bei -20 °C) wurde im Anschluss aus dieser L6sung und Methanol her-
gestellt. Mit Methanol sollten eine Fluoreszenzldschung und eine Ausfallung aller in der Probe

enthaltenen Proteine erreicht werden:

1 ml der zweiten Verdinnung I1S1 & IS2 (c = 9 pg/ml) + 8 ml Methanol-Wassergemisch (Me-
thanol: 8:1(MEOH:H,0,v/v))
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Die eigentliche Messung der Proben erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden von
allen Trockenblutkarten mithilfe des Harris MICRO-PUNCH 3.00 mm von jedem Kreis jeweils
zwei Stanzen genommen, sodass man von jeder Karte insgesamt zehn Stanzen erhielt. Diese
zwei Proben eines jeden Kreises wurden anschlieend in die 1,5 ml-Reaktionsgefalte (Eppen-
dorf) gegeben. Wichtig hierbei war vor allem, genau zu notieren, von welchem Kreis auf wel-
cher Karte welche Probe stammte und zudem zwischen jedem Kreis die Spitze des Kolbens
mit 70%igem EtOH zu reinigen, um so eine Verunreinigung zu vermeiden. Zusatzlich wurde

nach jeder flnften Karte die Schneidematte mit 70%igen EtOH abgewischt.

Im zweiten Schritt erfolgte die eigentliche Metaboliten-Extraktion. Zu jedem 1,5 ml-Reaktions-
gefald wurden 80 ug der Extraktionsflissigkeit gegeben. Im Anschluss wurden flir zehn Minu-
ten bei 4°C die Proben mit mdglichst maximaler Geschwindigkeit gevortext (Eppendorf Ther-
moMixer) und bei 16.000xg fur etwa zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Nun wurden 60 pl
des Uberstandes in die Gaschromatograph-Flaschchen befiillt, ohne dabei die ausgestanzten
Filterkarten zu berihren. Die Proben wurden bei -4 °C fir drei Stunden verdampft (Labonco
CentriVap) und anschlieRend 25 Minuten auf 23 °C erwarmt, um Kondensation zu verhindern.
Um eine Einordnung der analysierten Stoffe vornehmen zu kénnen, wurden nun Kalibrierungs-
kurven erstellt. Neben den bereits aufgeflihrten internen Standards Ribitol und Glutarsaure
wurden Glucose, Alanin und Milchsaure als externe Standards verwendet. Hierzu wurden zu-
nachst drei Stammlésungen angesetzt, von denen jeweils die spezifische Konzentration be-

kannt war.

- Stammlésung Glucose:

1 ml D-(+)-Glucose (c = 120 mmol/l) > 21,62 mg Glucose geldst in 1 ml MilliQ-Wasser

- Stammlésung Alanin (¢ = 60 mmol/l) > 5.35 mg geldst in 1 ml MilliQ-Wasser

- Verdunnung 1:10: 100 yl L-Alanin-Stammlésung (c = 60 mmol/l) + 900 ul MilliQ-Wasser
- Stammlésung Milchsdure - 1 ml Natrium L-Laktat (c = 60 mmol/l)

- 6,72 mg geldst in 1ml MilliQ-Wasser

Aus diesen Ldsungen sowie weiterem MilliQ-Wasser wurde die Lésung ,Mix 1 hergestellt,
wodurch die Stammldsungen jeweils im Verhaltnis 1:3 verdinnt wurden. In sieben weiteren
Schritten erfolgten weitere Verdiinnungen auf jeweils auf 75 % (Mix 1, Mix 2, Mix 3, Mix 4, Mix
5, Mix 6, Mix 7, Mix 8). Die Konzentrationen der einzelnen Verdiinnungen sind Tabelle finf zu

entnehmen.

Tabelle 5: Vorbereitung der Kalibrierungskurven:

Glucose Alanin Milchsaure MilliQ-
(mmol/l) (mmol/l) (mmolll) Wasser
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Mix 1 40 2 20 500 pl Stammlésung Glucose (c
=120 mmol/l)
500 pl Stammldésung Alanin
(c =6 mmol/L)
500 pl Stammlésung Milchsaure
(c =60 mmol/L)

Mix 2 30 1.5 15 750 pl Mix 1 250 pl
Mix 3 22.5 1.13 11.25 750 pl Mix 2 250 pl
Mix 4 16.88 0.84 8.44 750 pl Mix 3 250 pl
Mix 5 12.66 0.63 6.33 750 pl Mix 4 250 pl
Mix 6 9.49 0.47 4.75 750 pl Mix 5 250 pl
Mix 7 712 0.36 3.56 750 pl Mix 6 250 pl
Mix 8 0 0 0 0 pl 1000 pl

Im nachsten Schritt wurde von jeder Lésung (Mix 1 bis 8) 25 pl auf jeden einzelnen Punkt einer
einzelnen Trockenblutkarte (ebenfalls 903 Protein Saver Card) pipettiert, um acht Filterkarten
fur zehn vollstandige Kalibrierungskurven zu erhalten. Die Trockenblutkarten wurden fir eine

Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und wie die Blutproben extrahiert (siehe oben).

Die Proben wurden sowohl quantitativ als auch qualitativ mittels Gaschromatographie mit Mas-
senspektroskopie-Kopplung erfasst (GS/MS). Hierunter versteht man die Kopplung eines Gas-
chromatographen, durch den das Stoffgemisch in seine Einzelsubstanzen aufgetrennt wird,
mit einem Massenspektrometer, mit dem die einzelnen Substanzen identifiziert und quantifi-

ziert werden kénnen (k-labor, 2020; Justus-Liebig-Universitat, 2021).

Da im Gaschromatographen nur verdampfbare Substanzen gemessen werden kénnen, war
eine Derivatisierung der Verbindungen erforderlich, wodurch zum einen ihre Polaritat herab-
gesetzt und ihre Fluchtigkeit infolgedessen erhdht, zum anderen aber auch die thermische
Zersetzung durch Erhéhung der thermischen Stabilitdt herabgesetzt wurde. Zur Derivatisie-
rung wurden die Proben (durch einen Autosampler) in 15 ml Pyridin gelést, welches Me-
thoxyaminhydrochlorid (c = 20 mg/ml) enthielt und bei 45 °C unter Schitteln inkubiert. Nach
90 Minuten wurden 20 pl N-Methyl-N-tri-methylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) zugeflgt. Die Re-
aktionstemperatur lag bei 45 °C und es wurde ebenfalls unter Schatteln fir 30 Minuten inku-
biert. Die eigentliche Derivatisierung fand in zwei Schritten statt: Zunachst reagierte Me-
thoxyaminhydrochlorid mit den Carbonylgruppen eines Stoffgemischs und es entstanden
Oxim-Derivate (funktionelle Gruppe = C=N-OH). Dies fuhrte zur Stabilisierung der Stoffe,
wodurch die Bildung multipler Keto-Enol-Tautomere sowie die Bildung zahlreicher Acetal- oder

Ketalstrukturen verhindert wurde (beispielsweise bei Pyruvat). Die Methoxyaminierung half
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also, die Anzahl der reduzierenden Zuckerderivate zu reduzieren, indem nur jeweils zwei ver-

schiedene Derivate (E- und Z-Form) einer Verbindung entstanden.

Y y— R =
Hy 0 NH, N HyC =0 N

methoxyamine MR

¢ H I )
4 — Yol
—_——  HyC— '—-'N«{ OH TN |y () m—N]

'III ]lvl
PR, O \ /
- N = + N==X

-H,0

E-derivative * |rme—o’ ® Z-derivative

Abbildung 15: Stabilisierung der Derivate nach Methoxyaminierung in E- und Z-Form, Quelle: MISB Analy-
tics Tutorial

Durch die Zugabe von MSTFA konnte eine Verschiebung aktiver Wasserstoffatome in den
Verbindungen in -H, -COOH, -POsH2, -NH und -H Gruppen erreicht werden, wodurch Silyl-
Derivate (N-Methyl-N(-Trimethylsilyl)-trifluoroacetamide = TMS) entstanden, die ebenfalls eine

verringerte Polaritat und eine erhohte Flichtigkeit aufwiesen (Urbach, 2012).

i r. F
MSTFA CH, CH, MTFA
F Sli/CH3 + R-OH » R sl‘/CH:; + F
O NA-ON
(o} h|1 CH, (o} CH,4 o) TH
CH,3 CH;

Abbildung 16: Beispielhafte Reaktion von MSTFA mit einem Alkohol unter Bildung von TMS, Quelle: Urbach
D

Nach diesen einzelnen Extraktionsschritten konnten die Proben — ebenfalls unter standardi-
sierten Bedingungen — im Gaschromatographen aufgetrennt und anschlieRend im Massen-

spektrometer identifiziert und quantifiziert werden.

Wir verwendeten den Agilent 7890A Gaschromatographen der Firma Agilent Technologies.
Dieser besteht wie alle tblichen Gaschromatographen aus drei wesentlichen Bauteilen: Injek-

tor, Trennsaule im GC-Ofen und Detektor.
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Abbildung 17 a und b: Aufbau eines Gaschromatographen mit Einlass, Ofen und Detektor (a) und Autoin-
jektor (b), Quelle: Agilent Technologies

Am Einlass des Injektors wurden die Proben mithilfe eines automatischen Fllssigprobenge-
bers (Automatic Liquid Sampler, ALS) in den Gaschromatographen eingespritzt und beheizt.
Auf diese Weise sollte eine vollstandige und moglichst schnelle Verdampfung der Probe ge-
wahrleistet werden (siehe oben). Durch ein Tragergas (Helium) wurden die nun gasférmigen
Verbindungen in die Trennsaule (= Kapillare) transportiert und in ihre Einzelsubstanzen auf-
getrennt. Nach Durchlaufen der Kapillare wurden die Substanzen anschlieRend mittels Mas-
senspektrometer identifiziert und vor allem quantifiziert. Wir verwendeten das Agilent 5975C
MSD Massenspektrometer, ebenfalls von der Firma Agilent Technologies, welches aus lonen-
quelle, Analysator und Detektor bestand. Als lonenquelle diente eine Gliihkathode. Durch die
relativ hohe Energie des von der Kathode ausgehenden Elektronenstrahls (70 eV) wurden die
Molekiile zudem ionisiert und — bevorzugt an den niederenergetischen Verbindungen — auf-
gespalten. Die ionisierten und aufgespaltenen Molekile sowie deren Fragmente wurden an-
schlieend in einem elektrischen Feld beschleunigt und in dem Analysator, der die einzelnen
lonen gemaf ihrem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis m/z sowie ihrem Fragmentationsmuster sor-
tierte, analysiert. Mittels der Ermittlung des Masse-zu-Ladung-Verhaltnisses m/z sowie der
stoffspezifischen Fragmentierung der Molekile war eine Identifizierung der Substanzen im

Detektor moglich.

Da in der Studie Substanzen (Ribitol, Alanin, Milchsdure, Glucose-Isotopolog U'C?, Glucose-
Isotopolog U'C®) gesucht wurden, deren Fragmentationsmuster sowie deren m/z-Verhaltnis
bekannt waren und deren Werte aus Datenbanken gewonnen werden konnten, verzichteten
wir auf eine vollstandige Aufzeichnung des Massenscans und flhrten die Messungen im SIM-
Mode (single ion monitoring) durch. Hierbei wurden nur die fiir die gesuchten Substanzen spe-
zifischen lonen gemessen, wodurch eine deutlich héhere Sensitivitat der Messung und damit

die Moglichkeit der Quantifizierung erreicht wurden (Rudloff, 2019).
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Das Massenerhaltungsgesetz besagt, dass in chemischen Reaktionen die Masse der Edukte
(= Ausgangsstoffe), der Masse der Produkte (= Reaktionsprodukte) entspricht (Whitaker,
1975). Die C"™-Isotope der initial aufgenommenen markierten Glucose-Isotopologe bleiben
demnach bei Glykolyse erhalten und sind zu einem gewissen Prozentsatz im Blut nachweis-
bar. Mittels Differenzierung und Wahrscheinlichkeitsrechnung wird der Fluss der aufgenom-
menen Glucose erfassbar. Die Glucose durchlauft den Cori-Zyklus (Abschnitt 1.1.3). Das ge-
bildete Laktat aus der aufgenommenen Glucose enthalt nun zu 50% ein C'-Isotop. Der im
GC-MS gemessene Anteil der unmarkierten Laktatmolekile (L3), sowie der markierten Laktat-
molekule (C3) und markierten Glucosemolekile (C6) kann nun in einem Zeit-Konzentrations-
diagramm dargestellt werden (Abbildung 19 b). Mittels Differenzierung kann dadurch der Fluss
der aufgenommenen markierten Glucose mathematisch erfasst werden (Abbildung 19 a): Ab
einem bestimmten Zeitpunkt werden im GC-MS nicht nur Laktatmolekiile aus C'? Isotopen
erfasst, sondern auch Laktatmolekiile mit einem C'-Isotop (Prozess der Glykolyse). Mit zu-
nehmender Dauer der Nahrungskarenz wird der Kérper jedoch bestrebt sein, das Energiede-
fizit durch moglichst schnell verfigbare Energiereserven zu gewinnen. Die in der Glykolyse
entstandenen, im Blut zirkulierenden Laktatmolekile werden nun erneut zur Glucosebildung
genutzt (Gluconeogenese). Diese neue gebildete Glucose enthélt ebenfalls zu einem gewis-
sen Prozentsatz C"*-Isotope, die im GC-MS gemessen werden kénnen. Auf diese Weise wird

der Fluss der Glucose erfassbar.

3.3 Chemische Analytik: Messen der Metaboliten im Blut durch Gaschromatographie mit

Massenspektroskopie-Kopplung (GS-MS)

Die vorliegende Arbeit untersucht verschiedene niedermolekulare Stoffwechselvorgange (=
Stoffwechselvorgange, deren Substrate und Produkte eine molekulare Masse von 800
g-mol-1 nicht Gberschreiten), insbesondere des Glucosehaushaltes und die Erfassung der
daraus resultierenden Metaboliten (Metabolomics = Gesamtheit der Stoffwechselvorgange ei-

ner Zelle).

Nach einer publizierten Methode (Kramer, Jager, Trezzi, Jacobs, Hiller, 2018; Trezzi et al.,
2017) kdnnen alle Parameter des Glucosestoffwechsels aufgrund ihres Massenunterschiedes
mittels Massenspektrometrie mit Gaschromatographie-Kopplung erfasst werden und dadurch
Rickschlisse auf den Glucoseverbrauch, aber insbesondere auch auf die endogene Gluco-

sebildung eines jeden Patienten, gezogen werden.

31



Um den Glucosestoffwechsel in vivo untersuchen zu kdnnen, werden zwei Gramm einer nicht
radioaktiv markierten Glucose (Isotopolog [U'C?]) verabreicht. Diese enthalt zu 99 % '*C Iso-
tope (= Nuklide = Atomsorten eines Elements mit gleicher Kernladungszahl, aber mit unter-
schiedlicher Massenzahl, entstanden durch eine unterschiedliche Anzahl an neutralen Ladun-
gen (= Neutronen)) (Vogel, Internetseite Chemie.de, 2019). Mit ihrem Molekulargewicht von
186,11 g/mol unterscheidet sie sich um 5.954 g/mol (Kramer, Jager, Trezzi, Jacobs, Hiller,
2018). Dieses Glucose-Isotopolog durchlauft im menschlichen Kérper ebenfalls den Cori-Zyk-
lus (Abbildung 18). Seine Metaboliten enthalten nun ebenfalls die ,markierten“ Kohlenstoff-
atome. Des Weiteren entstehen nun in der Gluconeogenese neue Zuckermolekile: Dabei gibt
es unterschiedliche Moglichkeiten, aus welchen Kohlenstoffatomen die neue Glucose gebildet
wird: Zum einen kann ein neuer C®-Zucker aus zwei nicht markierten Laktatmolekiilen gebildet
werden. Diese Konstellation wird ein Grof3teil der neu gebildeten Glucose ausmachen, da es
im menschlichen Kérper einen Grof3teil an Reserven gibt, aus denen nicht markiertes Substrat
(beispielsweise Glykogen) fir die Gluconeogenese bereitgestellt werden kann. Zum anderen
werden Glucosemolekiile gebildet, die sowohl einen markierten C*- als auch einen nicht mar-
kierten C*-Anteil aufweisen und zu einem sehr kleinen Anteil auch Glucosemolekiile, die voll-

standig aus markierten Kohlenstoffatomen bestehen, auch wenn deren Anteil sehr gering ist.

Blut

J/ seeeee [UC%] Glucose

Muskel seeeee 9 Leber

vy
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Abbildung 18: Cori-Zyklus-Fliisse. Nach der oralen Aufnahme der markierten Glucose besteht der ,,Glucos-
epool“ im Blut aus nicht markierten und markierten (nicht radioaktiven, in der Natur vorkommenden) Glu-
cose-lsotopologen. Durch Glykolyse in Organen (z. B. Muskeln) wird die Glucose in zwei markierte Laktat-
molekiile umgewandelt. Diese gelangen wieder zuriick in den Blutkreislauf dienen der Leber wieder als
Substrat fiir neue Glucosemolekiile

Die Grundlage der zu ermitteinden dynamischen Parameter des Glucosemetabolismus bildet

dabei der in Abbildung 18 dargestellte Fluss der aufgenommenen Glucose durch Glykolyse,
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Gluconeogenese und Glykogenolyse (Cori-Zyklus), sowie die entsprechende Isotopenmarkie-
rung der aufgenommenen Glucose (siehe Abschnitt 3). Dieser wird in unserer Studie durch
eine Modellierung unter Zuhilfenahme von Differentialgleichungssystemen annahrend erfasst
(Abbildung 19 a). Durch Nahrungskarenz und Absenken der Nichtern-Plasmaglucose wird
durch Glykogenolyse und Gluconeogenese (= Glucoseproduktion) erneut Glucose gebildet.
Diese neue Glucose besteht nicht nur aus markierten "*C Isotopologen, sondern enthalt auch

unmarkierte '“C-Isotopologe (= Hauptanteil).

In der Annahme, dass die aufgenommene Glucose vollstandig verstoffwechselt wird (keine
Glucosurie), lasst sich der individuelle Fluss der Glucose durch mathematische Differenzie-

rung ermitteln (Abbildung 19 a).

Als Parameter des Glucosestoffwechsels wurden zu Beginn der Studie vier GréRen definiert,
welche zunachst bei jeder Untersuchung mittels GC-MS gemessen und mittels mathemati-
scher Differenzierung berechnet wurden. Bei den ersten beiden Parametern handelt es sich
um die mittlere Glucoseproduktion und die mittlere Glucosekonzentration: Die mittlere Glu-
cosekonzentration gibt die durchschnittliche Glucosekonzentration auf jeweils einer zu einem
bestimmten Zeitpunkt TO bis T8 gemessenen Filterkarte (Abbildung 19 b) an. Unter der mitt-
leren Glucoseproduktion dagegen versteht man die wahrend der Untersuchung pro Minute
und Kilogramm entstandene Glucose aus diversen Stoffwechselvorgangen (Glykogenolyse,
Gluconeogenese). Sie erfasst die sowohl aus der Glykogenolyse entstandenen (unmarkierten)
Glucosemolekiile, als auch die aus der Gluconeogenese hervorgegangene teils mit "*C-Isoto-
pologen markierten Glucosemolekiile. Der dritte zu messende/errechnende Parameter ist die
mittlere Laktatproduktion. Sie beschreibt das wahrend der Untersuchung pro Minute und Kilo-
gramm entstandene Laktat aus Glykogenolyse und Glykolyse. Fir die Bildung eines einzelnen
Glucosemolekiils in einer bestimmten Zusammensetzung (G6 = Glucose aus sechs "*C-Isoto-
pologen, G3 = Glucose aus drei '*C-Isotoplogen, GO = Glucose aus sechs '’C-Isotopologen
beziehungsweise aus null *C-Isotopologen) besteht eine bestimmte Wahrscheinlichkeit P%.
Mit dieser Wahrscheinlichkeit, sowie mit den oben dargestellten Messgrofien (Glucoseproduk-
tion, Glucosekonzentration, Laktatproduktion) kann nach Trezzi et al. die Gluconeogeneserate
ermittelt werden Methode (Kramer, Jager, Trezzi, Jacobs, Hiller, 2018; Trezzi et al., 2017)
(Abbildung 19 a, b).
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Abbildung 19: Differenzialgleichungssystem zur Differenzierung des Cori-Zyklus (a) und Verlauf der Laktat-
konzentration (L3, blaue Linie), sowie der markierten Laktatmolekiile (C3, griine Linie) und markierten Glu-
cosemolekiile (C6, rote Linie) liber die Zeit (b). Aus diesen Daten kann die Gluconeogenese berechnet wer-

den, Quelle: Trezzi J

In Abbildung 19 ist der Fluss der markierten Glucose im Blut nach Aufnahme schematisch (a)
und dynamisch (b) dargestellt. Mittels Gaschromatographie mit Massenspektroskopie-Kopp-
lung (GS-MS) lasst sich der Anteil der unmarkierten Laktatmolekiile (L3), sowie der markierten
Laktatmolekile (C3) und markierten Glucosemolekile (C6) zu dem jeweiligen Messzeitpunkt
berechnen und Uber die Zeit darstellen (Abbildung 19 b). Dieser so entstandene “Glucose-

Fluss“ kann nach Trezzi et al. mittels Differentialgleichungssystem erfasst werden.

3.4 Erfassung und Auswertung der Patientendaten und Messergebnisse mittels REDCap®

Um die individuellen Patientendaten sowie die einzelnen Messungen jederzeit abrufbar und
vergleichbar zu machen, wurden sie digitalisiert. Wir verwendeten hierzu die sichere Weban-
wendung REDCap® (= Research Electronic Data Capture), welche speziell auf den Aufbau
und die Verwaltung von Online-Umfragen und Datenbanken spezialisiert ist, um die Online-
oder Offline-Datenerfassung fur Forschungsstudien und Operationen zu unterstitzen. Das
REDCap®-Konsortium besteht aus Tausenden von aktiven institutionellen Partnern in Uber
hundert Landern (REDCap®, 2019; Harris et al., 2009). REDCap® wurde von der Clinical Data
Interchange Standards Consortium zugelassen (RISC, 2020).

REDCap® wurde 2004 durch die Vanderbilt-Universitat in Nashville im US-Bundestaat Ten-
nessee entwickelt. Die Idee war es, ein anwenderfreundliches Datenerfassungsprogramm zu
entwickeln, welches den Forschern ermoglicht, ohne spezielles Hintergrundwissen oder tech-
nische Erfahrung eine Plattform bedienen zu kénnen, auf welcher sie ihre Daten benutzerau-

thentifiziert und rollenbasiert sichern und speichern kénnen und mit welcher der Austausch
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und Export in andere Datenverarbeitungssysteme durchfihrbar sind. Anfangs stand die Soft-
ware nur den Wissenschaftlern der Vanderbilt-Universitat zur Verfugung, bis schlie3lich 2006
das REDCap®-Konsortium entstand, dem sich immer mehr internationale Organisationen an-
schlossen. Die Vanderbilt-Universitat hat jedoch bis heute die Lizenzrechte inne (REDCap®,
2019; Harris et al., 2009).

In REDCap®, welches in englischer Sprache zu verwenden ist, haben die Forscher die Mog-
lichkeit, Uber einen Nutzerzugang mehrere Projekte zu bearbeiten: Nach Anmeldung auf der
Website kann man direkt das Projekt wahlen, an dem man gerade arbeiten mochte. Zudem
kann man uber finf weitere Spalten direkt die Anzahl der Studienteilnehmer (= Record), die
Anzahl aller erfassten Merkmale pro Aufzeichnung (= Field), die Anzahl der Klassen, in welche
die Merkmale eingruppiert wurden (= Instrument), sowie die Darstellungsart (= Type) und den
Bearbeitungsstatus (= Status) erkennen. Unsere Studie erhielt den Projektnamen ,DBSGLUC
Production®. Es nahmen 59 Personen teil, von denen — soweit es uns moglich war — 220 Merk-
male, eingeteilt in sechs Klassen (anthropometrische Daten, Lifestyle/Lebensfiihrung, Medi-
kation, Blutzuckerwerte wahrend der Untersuchung, Laborparameter, Glucosemessungen im

Labor), untersucht wurden.

Nach der Auswahl des Projektes 6ffnet sich ein ,Arbeitsplatz”. Von hier aus erhalt man nicht
nur einen Uberblick tiber andere zugangsberechtigte Nutzer, sondern es kann auch eine An-
wahl der verschiedenen Funktionen der Software erfolgen: die Datensammlung (= Data Coll-
ection), deren Verwendung bzw. Anwendung (= Application) sowie die einzelnen Auswertun-

gen aus den entsprechenden Funktionen (= Reports):

1. Data Collection

Die Gruppe der Datensammlungsfunktionen besteht aus drei verschiedenen Tools. Neben der
Méglichkeit einer Zeitplanerstellung (= Feld ,Scheduling®) und der Mdglichkeit, neue Patien-
ten hinzuzufligen bzw. eingetragene Merkmale schon vorhandener Patienten zu bearbeiten
(= Feld ,Add/Edit Records*), gibt es hier noch die Mdglichkeit, eine Ubersicht tiber alle einge-
tragenen Patienten, anhand derer man direkt die Vollstandigkeit erhobener klinischer Parame-
ter einzelner Klassen eines jeden Patienten erkennen kann, zu erhalten (= ,Record Status
Dashboard®).

Die einzelnen ,Instruments® — vor Beginn des Projekts von uns definiert — enthielten sowohl

die klinisch gesammelten Daten als auch die Blutzuckermessungen wahrend der Untersu-

chung und die Auswertungen aus den Labormessungen.
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Auf diese Weise erhielten wir eine Ubersichtliche Datensammlung unserer Patientendaten, die
jederzeit um Patienten, aber auch um zusatzliche Werkzeuge (= Instruments), erweitert wer-

den konnte.

2. Application

Die Anwendungsmdglichkeiten der Software werden in flinf separaten Tools dargestellt: Wah-
rend uns das Werkzeug ,Field Comment Log“ eine Ansicht und Bearbeitung aller kommentier-
ten Merkmale erméglicht, erlaubt es uns die Funktion ,Data quality“, ebenfalls eine Uberprii-
fung unserer Daten auf Vollstandigkeit vorzunehmen. Auf diese Weise lassen sich jedoch im
Gegensatz zum ,Record Status Dashboard® auch fehlende Merkmale einzelner Klassen direkt
aufzeigen. Es lasst sich hier also genau definieren, nach welchem fehlenden Merkmal gesucht
werden soll, beispielsweise, wenn Patienten gefiltert werden sollen, bei denen der erste Blut-
zuckerwert der Untersuchung (und nicht ein anderer) fehlt. Des Weiteren gibt es bei RedCap®
auch die Moglichkeit, Daten zu importieren (,Data Import Tool“) und zu vergleichen (,Data
Comparison Tool“). Wichtig bei Letzterem ist jedoch zu erwahnen, dass wir nur jeweils maxi-
mal zwei Patienten mit der Software direkt vergleichen kdnnen. Da sich die Arbeit jedoch vor
allem auf die Unterscheidung in der Gluconeogeneserate bezlglich verschiedener Merkmale
(beispielsweise Medikation, BMI, Alter, Geschlecht) konzentrierte, waren fur uns eine Bildung
einzelner Gruppen und deren direkter Vergleich notwendig. Zentraler Baustein unseres Pro-
jektes war deshalb vor allem das Werkzeug zur Erstellung von Berichten, Statistiken sowie
deren Export (,Data Exports, Reports, and Stats®). Insgesamt lasst sich die Kohorte nach 220
Merkmalen einzeln und in Kombination in Gruppen einteilen, die dann exportiert und extern

verglichen werden kénnen. Wir verwendeten in der Auswertung stets SPSS und Excel.

3. Reports

Die dritte Gruppe in der Liste der REDCap®-Funktionen umfasst samtliche zuvor von den
Forschern erstellten Berichte, die auf diese Art und Weise schnell und einfach abgerufen wer-
den kdnnen. Nach der Auswahl des Berichts kann dieser tabellarisch oder unter der Anwen-
dung ,Application® in Diagrammform dargestellt, gedruckt, bearbeitet und in oben bereits er-

wahnte Statistikprogramme exportiert werden.

3.5 Statistische Auswertung

Nach Export des erstellten ,Reports® aus REDCap® in dem Statistikprogramm SPSS (IBM,
Version 25) wurden die Datensatze der so erstellten Gruppen im Hinblick auf Unterschiede

der auf mathematischen Differenzierung nach Hiller et al. beruhenden und mittels Massen-

spektrometrie errechneten Werte zur Bestimmung der mittleren Laktatproduktion, der mittleren
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Glucosekonzentration und Glucoseproduktion sowie der Gluconeogeneserate verglichen (Ab-
schnitt 4.3), Die Analyse wurde immer sowohl in der gesamten Kohorte als auch in den ein-
zelnen Gruppen der Typ-2-Diabetiker und Kontrollpersonen geschlechtsspezifisch durchge-
fuhrt, um ggf. klinisch erhobene Einflussfaktoren auf den Glucosemetabolismus zu finden, wel-

che mittels GC-MS erfasst werden konnen.

Eventuell auftretende Unterschiede in den einzelnen Gruppen wurden auf Signifikanz tber-
pruft. FUr normalverteilte Merkmale mit Varianzhomogenitat verwendeten wir den T-Test flir
unverbundene Stichproben und nahmen ein Signifikanzniveau von p = 5 % an. Zur Uberprii-
fung auf Varianzhomogenitat verwendeten wir den Levene-Test, auch mit einem Signifikanz-
niveau von 5 %, und zur Uberpriifung auf Normalverteilung den Shapiro-Wilk-Test mit einem
Signifikanzniveau ebenfalls von 5 %. Nicht normalverteilte Merkmale untersuchten wir mit dem
Mann-Whitney-Test. Bei nicht gruppierbaren, metrischen Variablen wie beispielsweise BMI,

Erkrankungsdauer oder Alter fihrten wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt.

Neben der Untersuchung nach Unterschieden in den mittels Massenspektrometrie gemesse-
nen und mittels mathematischer Differenzierung errechneten Werte wurde auch nach signifi-
kanten Unterschieden zwischen Diabetikern und Kontrollpersonen beziiglich der klinisch ge-

sammelten — in REDCap® erfassten — Merkmale gesucht (Abschnitt 4.4).

Um einen Vergleich der beiden Messmethoden (Glucosemessgerat vs. Messung mittels GC-
MS) vornehmen zu kénnen, wurde der Mittelwert der mittels GC-MS gemessenen mittleren
Glucosekonzentrationen tUber die gesamte Untersuchungsdauer, sowie der Mittelwert der mit-
tels Glucometer gemessenen mittleren Glucosekonzentrationen Uber die gesamte Untersu-
chungsdauer gebildet. Des Weiteren erfolgte eine direkte Gegentiberstellung der Blutglucose-
konzentration zu den einzelnen Zeitpunkten (jeweils gemessen mittels Glucometer bzw. mit-
tels GC-MS). Hierzu konnten wir weitere elf Patienten rekrutieren, welche bereit waren, ledig-

lich zum Zwecke dieses Datenvergleichs an der Studie teilzunehmen (Abschnitt 4.2).

Von einer Vielzahl der gemessenen (mittlere Glucoseproduktion, mittlere Laktatproduktion und
mittlere Glucosekonzentration) und errechneten (mittlere Gluconeogeneserate) kann ange-
nommen werden, dass sie untereinander korrelieren und daher einen ahnlichen Einfluss auf
den Glucosemetabolismus haben. Hierdurch entsteht nach Leyer et al. sehr viel redundante
Information (Leyer |, Wesche K, 2007), zu deren Verarbeitung eine Hauptkomponentenana-
lyse durchgefihrt wurde. Die Hauptkomponentenanalyse (eng. principal component(s) analy-

sis) ist eine Methode zur linearen Transformation der Variablen, sodass méglichst wenig neue

37



Variablen die relevante Information beschreiben und die neuen Variablen orthogonal und da-
mit unkorreliert sind. Es dient der explorativen Datenanalyse zur Entdeckung von Zusammen-
hangen in 2D-oder 3D-Plots. Dadurch werden irrelevante Information wie Rauschen oder die
Gefahr von Artefakten (beispielsweise Ausreifer) minimiert (Badertscher M, 2020). Auch die
Clusteranalyse (als Sonderform der Hauptkomponentenanalyse) dient als exploratives Ver-
fahren dazu, Datensétze hinsichtlich inrer Ahnlichkeit in Gruppen einzuteilen. Sie basiert auf
der Berechnung eines AhnlichkeitsmaRes: Durch die fiir jedes zu vergleichende Merkmal und
alle Daten errechnete Ahnlichkeit, kann eine Aussage dariiber getroffen werden, welche Daten
sich innerhalb der Datenmenge am meisten dhneln und welche sich am meisten unterschei-
den (Wuttke L, 2020). Auf diese Weise kdnnen Gruppen (= Cluster) gebildet werden. Die Mit-
glieder eines einzelnen Clusters ahneln sich hinsichtlich bestimmter Eigenschaften ihres Glu-
cose-Flussprofils untereinander, unterscheiden sich aber in ihrer Merkmalsauspragung von
einem weiteren Cluster. Unter der Annahme, dass der Glucosemetabolismus durch die ge-
messene mittlere Gluconeogeneserate beziehungsweise mittlere Glucoseproduktion erfasst

wird, fUhrten wir abschlie3end ein Clustering durch.
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4. Ergebnisse
4.1 Diagnostik der Glucosetoleranz mittels Hauptkomponentenanalyse der mittels Point-of-

Care-Testung gewonnen Flusse der Glucose

Im Resultat konnte ein Verfahren entwickelt werden, das zunachst mittels Point-of-Care-Diag-
nostik und anschlieRender mathematischer Differenzierung den Fluss der aufgenommenen

Glucose bzw. ihrer Metaboliten erfassen kann.

Um in der Vielzahl der massenspektrometrisch erfassten Datenmesspunkte ein Muster ahnli-
cher Verlaufe beziehungsweise Ballung von Messpunkten unter bestimmten Bedingungen ex-
plorativ zu entdecken, wurde eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Hierbei dienten die angenom-
mene errechnete mittlere Gluconeogeneserate und die gemessene mittlere Glucoseproduk-
tion als Clustervariablen. Unter der Annahme, dass der Glucosemetabolismus durch die mitt-
lere Gluconeogeneserate und die Glucoseproduktion relativ prazise erfasst wurden, konnten
im Resultat zwei Cluster identifiziert werden (Abbildung 20): In Cluster eins (rot dargestellt)
zeigten die Patienten héhere Glucosekonzentrationen und Glucoseproduktion als in Cluster
zwei (grun dargestellt). Korrespondierend dazu bestand Cluster eins fast vollstandig aus Dia-
betikern, Cluster zwei aus Nicht-Diabetikern. Lediglich ein mannlicher Nicht-Diabetiker (KIT-
ID: 2017022213) zeigte ebenfalls eine erhdhte Glucoseproduktion und wurde Cluster eins zu-
geordnet. Dieser entwickelte doch zwei Jahre nach Versuchsdurchfiihrung einen gestorten

Glucosemetabolismus (= Pradiabetes).

Dementsprechend ist es gelungen, durch die Ermittlung der nach Aufnahme der markierten
Glucose modellierten Metabolitenflisse Patienten mit beziehungsweise ohne Diabetes melli-
tus anhand der ermittelten Flisse der Glucose zu differenzieren. Die mittlere Glucoseproduk-
tion erfasst dabei die wahrend der Untersuchung pro Minute und Kilogramm entstandene Glu-
cose u.a. aus Glykogenolyse und auch Gluconeogenese. Sie erfasst die sowohl aus der Gly-
kogenolyse entstandenen (unmarkierten) Glucosemolekiile als auch die aus der Gluconeoge-
nese hervorgegangene teils mit "*C Isotopologen markierten Glucosemolekiile (siehe Ab-
schnitt 3.3). Die mittlere Gluconeogeneserate dagegen erfasst nur die aus der Gluconeoge-
nese entstandenen (unmarkierten) Glucosemolekiile und die aus der Gluconeogenese her-
vorgegangene teils mit "*C Isotopologen markierten Glucosemolekiile und nicht die aus ande-

ren Stoffwechselvorgangen hervorgegangen Glucosemolekiile.
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Abbildung 20: Clustering der Patienten je nach Gluconeogeneserate bzw. Glucoseproduktion. Alle Patien-
tin aus Cluster eins (griin) waren Kontrollpersonen. In Cluster zwei (rot) sind nur Typ-2-Diabetiker dargestellt. Als
Clustervariablen wurden die mittlere Glucoseproduktion (GP) und die mittlere Gluconeogeneserate (GNG) ver-
wendet. Unter der mittleren Glucoseproduktion dagegen versteht man die wahrend der Untersuchung pro Minute
und Kilogramm entstandene Glucose aus diversen Stoffwechselvorgangen (Glycogenolyse, Gluconeogenese).
Sie erfasst, die sowohl aus der Glykogenolyse entstandenen (unmarkierten) Glucosemolekiile, als auch die aus
der Gluconeogenese hervorgegangene teils mit 13C Isotopologen markierten Glucosemolekiile (siehe Material
und Methodik, 3.3)
Auch wenn wir aufgrund fehlender Validierungsoptionen nicht sicher beweisen kénnen, dass
wir tatsachlich die Gluconeogenese erfasst haben, zeigt die Korrelation beider Messmethoden
(siehe Abschnitt 4.2) an, dass die Glucosemessungen mittels GC-MS den Messungen mittels
Glucometer in etwa entsprechen. Somit kann angenommen werden, dass die Ausgangsvari-
ablen der vorgestellten Flussanalysen den mit Glucometer gemessenen Glucosewerten na-
hekommen. Unter dieser Annahme wurden die Probanden zusatzlich (neben der Clusterana-
lyse) nach Unterschieden in der mittels GC-MS ermittelten mittleren Gluconeogeneserate,
Laktatproduktion, Glucoseproduktion und Glucosekonzentration der Probanden in Abhangig-

keit der in REDCap® erfassten Merkmale verglichen.

Demnach ist es aufgrund der Messungen zwar nicht mdglich, die Gluconeogenese exakt zu
determinieren, aber die Dynamik des Flussprofils, nicht die absolute Konzentration der Gluco-
semolekile zu den einzelnen Zeitpunkten, erlaubt es, in der vorliegenden Arbeit eine Differen-
zierung zwischen Diabetikern und Probanden vorzunehmen und eine gestorte Glucosetole-
ranz bei einem Patienten anhand der gewonnenen Daten frihzeitig (noch vor klinischer Mani-

festation) zu erkennen.
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Als Nachstes suchten wir nach Unterschieden in den unter 3.1 und 4.3 dargestellten klinischen
Parametern (Anthropometrische Daten, Medikation, subjektive Daten der Lebensflhrung,
wichtige Laborparameter) zwischen den beiden Clustern, aufgeteilt jeweils nach Geschlecht.
Es konnte jedoch kein zusatzlich signifikanter Unterschied in beiden Kohorten festgestellt wer-

den.

4.2 Vergleich der gemessenen mittleren Glucosekonzentrationen

Es erfolgte zudem eine Gegenuberstellung der mittels Glucometer gemessenen Glucosekon-
zentrationen zu den einzelnen Messwertpunkten TO bis T8 (siehe Material und Methodik, 3.3)
und der mittels Filterkarten erfassten und mittels GC-MS gemessenen Glucosekonzentratio-
nen. Dabei wurde fir jeden Zeitpunkt der Messung (TO bis T8), ein mit dem Glucometer
bestimmter Glucosewert mit zwei bis drei Glucosewerten, welche aus den jeweils entspre-
chenden funf “spots” einer Filterkarte gewonnen wurden, korreliert. Eine Gegenuberstellung
aller Messwertdaten zu den einzelnen Zeitpunkten zeigte insgesamt eine stark positive Korre-
lation der Messwerte zu den einzelnen Zeitpunkten (Korrelation nach Pearson = 0,52, R? =
0,271).

Neben dieser Gegenuberstellung der einzelnen Messwertdaten zu den einzelnen Zeitpunkten,
wurde auch jeweils der Mittelwert der Glucosekonzentrationen (jeweils mit GC-MS und Gluco-
meter bestimmt) Giber die gesamte Messdauer (TO bis T8) errechnet und verglichen: Hierzu
wurde aus den zuvor bestimmten Mittelwerten zu jedem Zeitpunkt der Messung TO bis T8 der
Mittelwert Uber die gesamte Messdauer bestimmt (entsprechend fiir die Messungen mittels
GC-MS: GC(MTO+MT1+MT2+...MT8):9; entsprechend fiir die Messungen mittels Glucometer:
GC(TO+T1+T2+...T3):9. Insgesamt stimmten die Messergebnisse beider Methoden sehr gut
uberein (Mittelwertabweichungen der Glucosekonzentrationen je nach Methodik um 0,49%,
R? Linear = 0,293). Zudem l&sst sich hier ebenso eine signifikante Korrelation (Korrelation
nach Pearson = 0,54) zwischen den Mittelwerten der Glucosekonzentrationen beider Mess-
methoden erkennen. Die zu den Messungen mittels GC-MS zusatzlich parallel durchgefuihrten
Messungen mittels Glucometer dienen daher als indirekter Hinweis auf die Richtigkeit unserer
Annahme. Die in Abbildung 21 dargestellte Korrelation zeigt an, dass die Glucosemessungen
mittels GC-MS den Messungen mittels Glucometer in etwa entsprechen. Somit kann ange-
nommen werden, dass die Ausgangsvariablen der vorgestellten Flussanalysen den realen

Glucosewerten nahekommen.
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Abbildung 21: Positive Korrelation zwischen den Mittelwerten der Glucosekonzentrationen beider Mess-
methoden liber die gesamte Messdauer in der gesamten Kohorte

4.3 Unterschiede in der mittels GC-MS ermittelten mittleren Gluconeogeneserate, Laktatpro-
duktion, Glucoseproduktion und Glucosekonzentration (siehe Material und Methodik, 3.3) der

Probanden in Abhangigkeit der in REDCap® erfassten Merkmale

Neben der Erfassung und Differenzierung des Flusses der Glucose wurde im Anschluss der
Einfluss der in REDCap® erfassten Merkmale auf die in der mittels GC-MS ermittelten mittle-
ren Gluconeogeneserate, Laktatproduktion, Glucoseproduktion und Glucosekonzentration
(siehe Material und Methodik, 3.3) untersucht. Die genaueren Zusammenhange werden im

Folgenden dargestellt.

Demnach wiesen die Kontrollpersonen eine mittlere Glucoseproduktion von 2,796
mg/(kg*min) (SD = 0,872) und eine mittlere Gluconeogeneserate von 0,732 mg/(kg*min) (SD
= 0,92) auf. Die Gruppe der Typ-2-Diabetiker hatte eine mittlere Glucoseproduktion von 2,829
mg/(kg*min) (SD = 1,301) und eine mittlere Gluconeogeneserate von 0,662 (SD = 0,382). Die
mittlere Glucoseproduktion des Typ-1-Diabetikers betrug 1,937 mg/(kg*min) und die Glucone-
ogeneserate betrug 0,536 mg/(kg*min). Abbildung 22 a zeigt Verteilung der Gluconeogenese-
rate der einzelnen Kohorten (Typ-1-Diabetiker, Typ-2-Diabetiker, Kontrollpersonen), Abbil-
dung 22 b zeigt die Verteilung der Glucoseproduktion der einzelnen Kohorten an. Daraus
ergibt sich: Die mittels GC-MS und mathematischer Differenzierung ermittelte mittlere Glu-
coneogeneserate, mittlere Laktatproduktion, mittlere Glucoseproduktion, sowie mittlere Glu-

cosekonzentration eines jeden Patienten (jeweils Gber die gesamte Dauer der Untersuchung
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von 180 Minuten ermittelt, gemessen und berechnet anhand der Messungen zu den Zeitpunk-

ten TO bis T8) unterschieden sich nicht signifikant zwischen Diabetikern und Kontrollpersonen.
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Abbildung 22 a und b: Mittlere Gluconeogeneserate (a) und mittlere Glucoseproduktion (b); aufgeteilt nach
untersuchter Patientengruppe (= Typ-1-Diabetiker, Typ-2-Diabetiker, Kontrollpersonen)

Frauen wiesen allerdings insgesamt mit durchschnittlich 0,774 mg/(kg*min) tendenziell eine
héhere mittlere Gluconeogeneserate als Manner, welche durchschnittlich eine mittlere Glu-
coneogeneserate von 0,5891 mg/(kg*min) erreichten, auf. Untersucht man die Kohorte jeweils
aufgeteilt nach Geschlecht und Vorhandensein eines Diabetes mellitus (Typ-2-Diabetes mel-
litus, Kontrollgruppe), so zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Gluconeogeneserate.
Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 23 dargestellt. Abbildung 23 a zeigt die mittlere Glu-

coneogeneserate beim weiblichen Geschlecht, Abbildung 23 b beim mannlichen Geschlecht.
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Abbildung 23 a und b: Kein signifikanter Unterschied in der mittleren Gluconeogeneserate, sowohl beim
weiblichen (a), als auch beim méannlichen (b) Geschlecht.

In der Gruppe der Typ-2-Diabetikerinnen zeigte sich tendenziell eine positive Korrelation zwi-
schen Erkrankungsdauer und mittlerer Gluconeogeneserate. Fir das mannliche Geschlecht

konnte dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Positive Korrelation zwischen Erkrankungsdauer und mittlerer Gluconeogeneserate unter

den Typ-2-Diabetikerinnen

Untersucht man den Einfluss des BMI und des WHR auf die mittlere Gluconeogeneserate,
Laktatproduktion, Glucoseproduktion und Glucosekonzentration, so lasst sich keine signifi-

kante Korrelation erkennen.

Die Raucher zeigten mit durchschnittlich 2,50 mg/(kg*min) (SD = 0,90) eine signifikant (p
0,039) erhdhte Laktatproduktion gegeniber Nicht-Rauchern mit 1,43 mg/(kg*min) (SD

1,073). Untersucht man die Kohorte separat (Kontrollgruppe/Diabetes), so zeigt sich mit durch-

schnittlich 2,98 mg/(kg*min) (SD = 1,19) zuséatzlich eine signifikant erhéhte Laktatproduktion
in der Gruppe der Typ-2-Diabetikerinnen mit Nikotinkonsum gegenlber Typ-2-Diabetikerinnen
ohne Nikotinkonsum auf einem Signifikanzniveau von p = 0,011. Fir das mannliche Ge-
schlecht konnte dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden. An dieser Stelle ist jedoch
auch zu erwahnen, dass lediglich ein mannlicher Typ-2-Diabetiker Nikotinkonsum angab und
23 Typ-2-Diabetiker Nicht-Raucher waren. Auch in der Kontrollgruppe war nur ein Mann Rau-
cher, drei Manner Nicht-Raucher. Eine statistisch valide Aussage anhand der Daten ist also

nur fur das weibliche Geschlecht méglich.
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Abbildung 25 a und b: Probanden, die einen regelmaBigen Nikotinkonsum angaben, zeigten eine signifikant
erhohte Laktatproduktion (a). Dieser Zusammenhang gilt insbesondere fiir die Gruppe der weiblichen Typ-
2-Diabetiker (b)
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Es konnte sowohl in der Gruppe der Diabetiker als auch in der Gruppe der Kontrollpersonen
kein signifikanter Einfluss der in Tabelle vier bis sieben (Anhang) gelisteten Parameter auf die
mittels Glucometer bzw. die mittels GC-MS gemessene mittlere Glucosekonzentration, mitt-
lere Laktatproduktion, mittlere Gluconeogeneserate und die mittlere Glucoseproduktion fest-

gestellt werden.

Unsere Probanden nahmen — je nach Komorbiditat — eine unterschiedliche Anzahl an Arznei-
mitteln ein. Um einen Einfluss einer bestimmten Wirkstoffklasse auf die jeweils von uns im GC-
MS gemessene mittlere Gluconeogeneserate, mittlere Glucoseproduktion, mittlere Laktatpro-
duktion und mittlere Glucosekonzentration zu Uberprifen, wurden die Wirkstoffe in einzelne
Gruppen (= Wirkstoffklassen) mittels SPSS eingeteilt. Dabei wurde ein Schwerpunkt vor allem
auf die zur Diabetestherapie eingesetzten Arzneimittel, aber auch auf die gangigen und von

unseren Patienten taglich eingenommenen antihypertensiven Substanzen gelegt.

Einfluss oraler Antidiabetika

Von den Studienteilnehmern nahmen 24 von 57 Patienten (- N = 24/57) regelmafig Bigua-
nide (Metformin) ein. Bei den weiblichen Typ-2-Diabetikern nahmen 10 von 16 Patientinnen
und bei den mannlichen Typ-2-Diabetikern nahmen 14 von 24 Patienten ein Biguanid-Praparat
(Metformin) ein. Es konnte kein signifikanter Einfluss dieser Wirkstoffklasse — auch im direkten
Vergleich mit Diabetikern ohne Biguanid-Therapie — auf die mittlere Gluconeogeneserate, mitt-
lere Glucoseproduktion, mittlere Laktatproduktion und mittlere Glucosekonzentration festge-

stellt werden.

Auch Sulfonylharnstoffe (Glibenclamid, Glimipirid, Gliclazid) wurden von den Diabetikern teil-
weise eingenommen (N = 4/57). Auch hier konnte kein Einfluss dieser Wirkstoffklasse — auch
im direkten Vergleich mit Diabetikern ohne Sulfonylharnstoff-Therapie — auf die oben genann-

ten Parameter festgestellt werden.

Nur eine Diabetikerin nahm ein Sulfonylharnstoff-Analogon (Repaglinid) ein. Es konnte kein
Einfluss dieser Wirkstoffklasse — auch im direkten Vergleich mit Diabetikern ohne einer GLP-

1-Agonisten-basierten Therapie — auf die oben genannten Parameter festgestellt werden.

Die oralen Antidiabetika wurden oftmals durch ein Inkretinmimetikum erganzt. Wir unterschie-
den hierbei zwischen einer GLP-1-Agonisten-basierten und einer DPP-4-inhibierten- basierten
Therapie. Drei Diabetiker (N = 3/57) nahmen regelmaflig einen GLP-1-Agonisten (Liraglutid)

ein. Es konnte kein Einfluss dieser Wirkstoffklasse — auch im direkten Vergleich mit Diabetikern
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ohne einer GLP-1-Agonisten-basierten Therapie — auf die oben genannten Parameter festge-
stellt werden. 13 Typ-2-Diabetiker (N = 13/57) nahmen regelmafig einen DPP-4-Inhibitor
(Vildagliptin, Siptagliptin) ein. Dabei wiesen wider Erwarten die mannlichen Typ-2-Diabetiker
mit DPP-4-Inhibitor-Therapie mit 2,3 mg/(kg*min) (SD = 1,7) eine signifikant (p = 0,027) héhere
mittlere Glucosekonzentrationen (= Durchschnittliche Glucosekonzentrationen auf jeweils ei-
ner zu einem bestimmten Zeitpunkt TO bis T8 gemessenen Filterkarte) auf, als die mannlichen
Typ-2-Diabetiker ohne DPP-4-Inhibitor-Therapie. Fur das weibliche Geschlecht konnte dieser
Zusammenhang allerdings nicht festgestellt werden. Die weiblichen Typ-2 Diabetikerinnen mit
DDP-4-Inhibitor-Therapie wiesen ebenso unerwartet mit 4,1mg/(kg*min) (SD = 1,9 eine signi-
fikant (p = 0,04) erhohte mittlere Glucoseproduktion gegentiber der weiblichen Kontrollgruppe
(= Typ-2-Diabetikerinnen ohne DDP-4-Inhibitor-Therapie) auf. Fir das mannliche Geschlecht

konnte dieser Zusammenhang nicht festgestellt werden.

Einfluss einer Insulin-Therapie

Sieben Diabetiker (N = 7/57) gaben an, regelmaldig ein Insulinpraparat zu verwenden. Wir
unterschieden nicht zwischen der Art des Insulins (d. h. lang oder kurz wirksame Formen).
Es konnte kein Einfluss dieser Wirkstoffklasse — auch im direkten Vergleich mit Patienten ohne

Insulin-Therapie — auf die oben genannten Parameter festgestellt werden.

Einfluss einer antihypertensiven Therapie

Als antihypertensive Medikation wurden von den Patienten Betablocker (Nebivolol, Bisoprolol,
Metoprolol, Carvedilol, Celiprolol), Diuretika (Hydrochlorothiazid, Torasemid, Triamteren, Fu-
rosemid), Calciumantagonisten, Angiotensinrezeptorblocker (= Sartane), der zentrale alpha-
Agonist Moxonidin und der Renininhibitor Alisikren eingenommen. Bei den mannlichen Typ-2-
Diabetikern nahmen 11 von 24 einen Betablocker ein, bei den Typ-2-Diabetikerinnen nahmen
3 von 16 Patientinnen einen Betablocker ein. In der Kontrollgruppe nahmen 2 von 4 méannli-
chen Patienten und 1 von 12 weiblichen Patienten einen Betablocker ein. Bei den mannlichen
Typ-2-Diabetikern nahmen 3 von 24 Patienten ein Diuretikum ein, bei den weiblichen Typ-2-
Diaebtikern nahmen 6 von 16 Patientinnen ein Diuretikum ein. In der Kontrollgruppe nahmen

0 von 4 mannlichen Patienten und 1 von 12 weiblichen Patienten ein Diuretikum ein.
Es konnte kein signifikanter Einfluss der Diuretika auf die mittlere Gluconeogeneserate, die

mittlere Glucoseproduktion, die mittlere Laktatproduktion sowie die mittlere Glucosekonzent-

ration — auch im Vergleich mit Patienten ohne Diuretika-Therapie — festgestellt werden.
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Dihydropyridine (Amlodipin, Lercanidipin, Felodipin, Nitrendipin) wurden von 15 Patienten (N
= 15/57) eingenommen. Ein Patient (N = 1/57) nahm einen Calciumantagonisten vom Ben-

zodiazepintyp (Diltiazem) ein.

Diejenigen Patienten, die Calciumantagonisten einnahmen, hatten mit durchschnittlich 1,72
mg/(kg*min) (SD = 1,81) eine signifikant (p = 0,049) héhere mittlere Glucosekonzentration
gegenlber Patienten ohne Calciumantagonisten-Einnahme (durchschnittliche mittlere Glu-

cosekonzentration = 1,05 mg/(kg*min), SD = 1,42).

33
o

Ja Nein

-
Mittlere Glucosekonzentration
[mg/(kg*min)]

——

Calciumantagonisten-Therapie

Abbildung 26: Probanden, die eine tagliche Calciumantagonisten-Einnahme angaben, zeigten eine signifi-
kant erhohte durchschnittliche mittlere Glucosekonzentration

Untersucht man nur die an Typ-2-Diabetes erkrankten Patienten (N = 40/57), so nahmen 13
von ihnen (N = 13/40) einen Calciumantagonisten ein. Mit durchschnittlich 2,08 mg/(kg*min)
(SD = 1,84) zeigten sie eine signifikant (p = 0,011) erhdhte mittlere Glucosekonzentration ge-
genuber Typ-2-Diabetikern ohne Calciumantagonisten-Einnahme (durchschnittliche mittlere
Glucosekonzentration = 0,81 mg/(kg*min), SD = 1,27 mg/(kg*min). Ein Einfluss auf die mittlere

Laktatproduktion konnte nicht festgestellt werden.

Mittlere Glucosekonzentration "GNG
[mg/(kg*min)]

Calci i i der Typ-2-Di

Abbildung 27 a und b: Typ-2-Diabetiker, die eine tégliche Calciumantagonisten-Einnahme angaben, zeigten
eine signifikant erhéhte durchschnittliche mittlere Glucosekonzentration

Untersuchte man die Kohorte jedoch nach Geschlecht, so konnte keine signifikante Korrelation

zwischen Calciumantagonisten-Einnahme und Glucosekonzentration festgestellt werden.
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Insgesamt 16 Patienten (N = 16/57) nahmen taglich einen AT-Rezeptorantagonisten (Olme-
sartan, Telmisartan, Irbesartan, Valsartan, Candesartan) ein. Bei den Typ-2-Diabetikern nah-
men 9 von 24, bei den Typ-2-Diaebtikerinnen nahmen 4 von 16 Patientinnen ein Sartan ein.
In der Kontrollgruppe nahmen 1 von 4 mannlichen Patienten und 2 von 12 weiblichen Patien-
ten ein Sartan ein. Die Gruppe der mannlichen Typ-2-Diabetiker mit Sartan-Therapie wiesen
mit 1,93 mg/(kg*min) (SD = 1,68) eine signifikant erhdhte mittlere Laktatproduktion gegeniber
der mannlichen Kontrollgruppe (1,05 mg/(kg*min), SD = 0,72) auf einem Signifikanzniveau von
p = 0,03 auf. Fur das weibliche Geschlecht konnte dieser Zusammenhang nicht festgestellt

werden.
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Abbildung 28: Signifikant erhohte mittlere Laktatproduktion unter Sartan-Einnahme in der Gruppe der
mannlichen Typ-2-Diabetiker

Ein zentraler Alpha-Agonist (Moxonidin) wurde nur von einem Studienteilnehmer eingenom-
men. Unter Beriicksichtigung der Patientenzahl konnte jedoch kein Einfluss einer der Wirk-

stoffe auf die im GC-MS von uns gemessenen oben genannten Werte erkannt werden.

Neben den oben genannten Substanzen nahmen die Studienteilnehmer auch andere Wirk-
stoffe ein, wie: L-Thyroxin (N = 10/57), Parasympatholytika (Trospiumchlorid (N =1 /57), I-
patropiumchlorid (N = 1/57), Tiotropiumbromid (N = 1/57)), Corticosteroide (Fluticason (N =
2/57), Budesonid (N = 3/57)), R>-Sympathomimetika (Salbutamol (N = 1/57), Fomoterol (N =
1/57), Fenoterol (N = 1/57), Salmeterol (N = 1/57)) oder diverse Psychopharmaka (SSRI: Ser-
tralin (N = 1/57), Citalopram (N = 1/57); NaSSA: Mirtazapin (N = 2/57); Benzodiazepine: Al-
prazolam (N = 1/57), Lorazepam N = 1/57); Trizyklische Antidepressiva: Doxepin (N = 1/57),
Amitriptilyn (N = 3/57), Trimipramin (N = 1/57); Hypnotika: Zopiclon (N = 1/57), Zolpidem (N =
2/57); Atypische Neuroleptika: Quetiapin (N = 1/57); Antikonvulsiva: Valproat (N = 1/57), Ga-
bapentin (N = 1/57), Lamotrigin (N = 2/57), Levetiracetam (N = 1/57), Pregabalin (N = 2/57).

Es konnte kein Einfluss einer dieser Wirkstoffklassen auf die im GC-MS von uns gemessenen
oben genannten Werte auch im direkten Vergleich von Diabetikern vs. Kontrollgruppe festge-

stellt werden.
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Ebenfalls suchten wir nach Unterschieden in den unter 3.1 dargestellten klinischen Parame-
tern zwischen den beiden Clustern, aufgeteilt jeweils nach Geschlecht. Hier konnte jedoch

kein zusatzlich signifikanter Unterschied in beiden Kohorten festgestellt werden

4 4 Klinische Unterschiede in den Kohorten

Nach Differenzierung und Clustering der Fliisse der Glucose und Untersuchung bestimmter
Risikofaktoren auf den Glucosemetabolismus erfolgte abschliefend eine Untersuchung der
einzelnen Kohorten nach klinischen Unterschieden unabhangig der mittels Point-of-Care-Di-

agnostik gewonnen Daten.

Die Gruppe der Diabetikerinnen wies mit 106, 07 cm (SD = 4,983 cm) einen signifikant erhoh-
ten Taillenumfang (p-Wert = 0,03) gegenuber weiblichen Kontrollpersonen, welche einen
durchschnittlichen Taillenumfang von 85,00 cm (SD = 8,978 cm) aufwiesen, auf (Abbildung 29
a). Der Zusammenhang konnte fiir das mannliche Geschlecht nicht festgestellt werden (p =
0,435). Auch wiesen die Typ-2-Diabetikerinnen (Tabelle 6) mit 115,88 cm (SD = 14,370 cm)
einen signifikant erhéhten Huftumfang (p-Wert = 0,05) gegenliber weiblichen Kontrollperso-
nen, welche einen durchschnittlichen Hiftumfang von 101,82 cm (SD = 7,574 cm) erreichten,
auf (Abbildung 29 b). Der Zusammenhang konnte fir das mannliche Geschlecht nicht festge-

stellt werden.

Das durchschnittliche WHR (= Waist-to-Hip-Ratio = Verhaltnis Taille zu Hifte) der Typ-2-Dia-
betikerinnen unterschied sich mit 0,9136 (SD = 0,07697) signifikant von dem der weiblichen
Kontrollpersonen, welche ein mittleres WHR von 0,83388 (SD = 0,462207) aufwiesen (p =
0,02). Der Zusammenhang konnte fir das mannliche Geschlecht nicht festgestellt werden (Ab-
bildung 29 c).

Insgesamt konnten wir also fur das weibliche Geschlecht einen erhdhten Taillenumfang, einen

erhoéhten Hiftumfang, als auch ein erhéhtes WHR als Risikofaktoren einer Diabetes-Erkran-

kung anhand der klinisch erhobenen Daten herausarbeiten.
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Abbildung 29 a bis c: Signifikant erhohter Taillen- und Hiiftumfang der Typ-2-Diabetikerinnen gegeniiber der weiblichen Kontrollgruppe (a und b), sowie signifikant

erhohtes Waist-to-Hip-Ratio der Typ-2-Diabetikerinnen gegeniiber der weiblichen Kontroligruppe
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5. Diskussion

Im Resultat konnte ein Verfahren entwickelt werden, das zunachst mittels Point-of-Care-Diag-
nostik und anschlieRender mathematischer Differenzierung den Fluss der aufgenommenen

Glucose beziehungsweise ihrer Metaboliten erfassen kann.

Insgesamt zeigte sich wahrend der Auswertung der Daten, dass durch die Vielzahl der vor-
handenen Flisse der Glucose sowie ihrer Metaboliten sehr viel redundante Information ent-
steht. Um in dieser Vielzahl der massenspektrometrisch erfassten Datenmesspunkte ein Mus-
ter ahnlicher Verlaufe beziehungsweise Ballung von Messpunkten unter bestimmten Bedin-
gungen zu explorieren, wurde initial eine Clusteranalyse durchgefuhrt. Im Resultat konnten
zwei Cluster identifiziert werden (Abbildung 20): In Cluster eins (rot dargestellt) zeigten die
Patienten héhere Glucosekonzentrationen und Glucoseproduktionen als in Cluster zwei (grin
dargestellt). Cluster eins bestand fast vollstandig aus Diabetikern; Cluster zwei aus Nicht-Dia-
betikern. Lediglich ein mannlicher Nicht-Diabetiker (KIT-ID: 2017022213) zeigte ebenfalls eine
erhohte Glucoseproduktion und wurde Cluster eins zugeordnet. Dieser entwickelte zwei Jahre
nach Versuchsdurchfilhrung einen gestérten Glucosemetabolismus (= Pradiabetes). Es
konnte also exemplarisch gezeigt werden, dass anhand des Clusterings, der in der Untersu-
chung aus Glucoseproduktion und Glucosekonzentration modellierten Flisse der Glucose,
eine gestorte Glucosetoleranz frihzeitig noch vor klinischer Manifestation erfasst werden
kann. Die in der vorliegenden Arbeit mittels mathematischer Differenzierung geschatzte Glu-

coneogeneserate ist ermittelt aus Glucoseproduktion und Glucosekonzentration.

In der vorliegenden Arbeit wiesen die Kontrollpersonen eine mittlere Gluconeogeneserate von
0,732 mg/(kg*min) (SD = 0,92) auf. Die Gruppe der Typ-2-Diabetiker hatte eine mittlere Glu-
coneogeneserate von 0,662 (SD = 0,382) (Abschnitt 4.3). Somit wiesen die Typ-2-Diabetiker
eine niedrigere errechnete mittlere Gluconeogeneserate als die Kontrollpersonen auf. An die-
ser Stelle ist sicherlich auch zu beachten, dass die an der Studie teilnehmenden Typ-2-Diabe-
tiker bei Versuchsdurchfiihrung bereits antidiabetisch vorbehandelt waren. Mittels Clusterana-
lyse konnte dennoch eine eindeutige Zuordnung der Probanden zu der Gruppe der Diabetiker
beziehungsweise der Kontrollpersonen unabhangig von etwaigen Einflussfaktoren erfolgen.
Dementsprechend erfolgte die Differenzierung der Probanden in der Clusteranalyse dyna-

misch, nicht statisch.

Die bisher im klinischen Alltag genutzten Verfahren zur Untersuchung des Glucosemetabolis-
mus (insbesondere HbA1c und oGTT) lassen nur indirekt eine Aussage Uber die einzelnen
Stoffwechselvorgange (Gluconeogenese, Glykogensynthese, Glykogenolyse, Insulinsekre-

tion, Insulinsensitivitat der Gewebe etc.) zu. Méchte man den Glucosemetabolismus jedoch

51



genauer untersuchen, werden Clamp-Techniken angewandt (Karger, 1984). Clamp-Techni-
ken, die dynamische Veranderungen des Glucosehaushaltes messen kdnnen, sind jedoch
teuer, zeitaufwandig und bendétigen oft sehr hohe personelle Ressourcen (Ayala, Bracy,
McGuinness & Wasserman, 2006, Patent.de, 2006, Neumaier, 2015). Im klinischen Alltag gibt
es daher derzeit kein gangiges Verfahren die Gluconeogenese zu erfassen. Das in der vorlie-
genden Arbeit verwendete, innovative Verfahren erlaubt es, mittels Point-of-Care-Diagnostik
nicht invasiv eine detailliertere Aussage Uber den Glucosehaushalt der Probanden zu erhalten.
Auch Hill et al. verwendeten bereits nicht radioaktiv markierte Glucose (Isotopolog [U'C®]) zur
Metaboliten-Analyse mittels dried-blood-spots-Analytik. Sie schatzten, dass durch die Entnah-
metechnik Zellen bereits in kurzer Zeit inaktiviert wirden, wahrend die in einem Sammelréhr-
chen aufbewahrten Vollblut-Zellen bis zu 24 Stunden nach der Entnahme weiterhin Glucose
aufnahmen und metabolisierten. Diese Fahigkeit, den Glucosestoffwechsel in kurzer Zeit zu
stoppen, sei insbesondere bei der genauen Erfassung des Glucosemetabolismus wichtig, da
die Glykolyse einer der aktivsten Stoffwechselwege in den Zellen sei. Darliber hinaus sei die
Blutentnahme mit der DBS-Technik im Vergleich zur herkémmlichen Blutentnahme ihrer Mei-
nung nach fur die Bevolkerungsgesundheit und Anwendungen der Prazisionsmedizin von ent-
scheidender Bedeutung, da sie ein informatives Auslesen des Metaboloms ermdgliche (Hill C
et al., 2017). Auch wenn wir denken, dass eine Analytik mittels Plasmaproben noch praziser
sein kdnnte, schatzten auch wir die Inaktivierung der enthommenen Zellen nach kurzer Zeit,
da eine Analytik der entnommenen Proben bei entsprechender Lagerung im spateren zeitli-
chen Verlauf erfolgen konnte. Trotz mangelnder personeller Ressourcen konnten die Proben
zunachst gewonnen und (nach entsprechender Personalisierung) spater analysiert werden.
Wir denken, dass gerade dieser Aspekt angesichts des haufigen Fachkrafte- und Personal-
mangels eine wichtige Voraussetzung zur Etablierung einer im Alltag durchfihrbaren Unter-
suchungsmethode ist. Um eine Validierung der gewonnenen Daten zu erhalten, ist jedoch eine
zweite parallele Versuchsreihe mittels Clamp-Technik sinnvoll. In der Doping-Diagnostik wird
die Point-of-Care Technologie bereits zum Nachweis illegaler leistungssteigender Substanzen
verwendet (Deulling &Ottleben, 2020). Auch das Zentrum fiir Praventive Dopingforschung
(ZePraDo) der Sporthochschule KdIn verwendet sie bereits zum Nachweis niedermolekularer
Peptidhormone und anderer Dopingmittel (DeuBling & Ottleben, 2020). Dies zeigt, dass die
Diagnostik tatsachlich im Alltag in einem ahnlichen Setting einfach durchzufiihren ist. Auch
unser Versuchsaufbau kénnte somit in Zukunft — nach Abwandlung einzelner Parameter
(siehe Abschnitt Limitationen) — in ahnlicher Art und Weise im klinischen Alltag routinemafig

durchfihrbar sein.
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Schilling et al. untersuchten bereits das Verhalten der freien Fettsduren unter intravendser
Glucosebelastung bei graviden und nicht graviden Patientinnen mit Symptomen eines poten-
tiellen Diabetes mellitus. Als ein Resultat der Studie konnte in der Gruppe der nicht schwan-
geren Diabetikerinnen in zwei der drei getesteten Gruppen ein statistisch signifikanter Unter-
schied im Anstieg der freien Fettsauren nach einem intravendsen Glucosetoleranztest im Ver-
gleich zu Kontrollen ohne Stoffwechselstérungen festgestellt werden. Dieses Ergebnis zeigte,
dass eine gestorte Glucosetoleranz auch mit einer Stérung der Lipogenese einhergehen kann
(Schilling, Herberg, Jahnke, Huter, 1969). Damit sind weitere Diagnostik- und Therapieoptio-

nen z.B. bei Adipositas oder beim Metabolischem Syndrom denkbar.

Die Zuordnung der Probanden zu einem Cluster anhand des gewonnenen Flussprofils kdnnte
eine zusatzliche Methode zur frihzeitigen Erkennung einer gestorten Glucosetoleranz unab-
hangig von Nuchtern-Plasma-Glucose- oder Langzeitblutzucker-Wertes werden. Diese Be-
obachtung konnte exemplarisch an einem Patienten mit gestorter Glucosetoleranz lange vor
klinischer Manifestation gemacht werden. Allerdings ist es nicht gelungen, aus der Glucose-
produktion die Gluconeogenese und Glykogenolyse einzeln zu differenzieren (Abschnitt 4.3).
Wir kdnnen also nicht sicher beweisen, dass wir die Gluconeogenese wirklich erfasst haben.
Die Korrelation der Glucosemessungen mittels GC-MS mit den Messungen mittels Glucometer
(Abschnitt 4.2) zeigt aber, dass die der Berechnung zugrundeliegenden Faktoren annahernd
korrekt sind. Die zu den Messungen mittels GC-MS zusatzlich parallel durchgefihrten Mes-
sungen mittels Glucometer dienen als indirekter Hinweis auf die Richtigkeit unserer Annah-
men. Daher nehmen wir an, dass die Ausgangsvariablen der vorgestellten Flussanalysen de-
nen der mit Glucometer gemessenen Glucosewerten nahe kommen. Wir folgern daraus, dass
das vorgestellte Verfahren in der Lage ist, hochsensitiv den Glucosemetabolismus dynamisch,
nicht statisch zu erfassen. Weitere Versuchsreihen mit parallel entnommen Plasmaglucose-

werten und groRerer Probandenzahl sind hier notwendig.

Nach Constam hangt die Prognose des Diabetes von diversen Faktoren ab: Hierzu zahlen
Alter, allgemeiner Gesundheitszustand und Tatigkeit des Patienten, sowie von Diabetes-Ty-
pus und Diabetes-Stadium, aber auch von der Dauer der Stoffwechselstérung, vom Vorliegen
von Komplikationen und von der Therapie, d.h. vom Zeitpunkt ihres Einsatzes und ihrer Qua-
litdt (Constam, 1977). Auch im Deutschen Gesundheitsbericht Diabetes 2021 wird die Prog-
nose der Erkrankung insbesondere in Abhangigkeit der kardiovaskularen, renalen und neuro-
nalen Folgeschaden dargestellt (Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG) & diabetes.de - Deut-
sche Diabetes Hilfe, 2021). Durch die Diagnostik mittels GC-MS kdnnte eine antidiabetische

Therapie (Erndhrung, Sport) evtl. frihzeitiger und simpel im ambulanten Setting begonnen
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werden und somit die Manifestation eines klinisch manifesten Diabetes und seiner Langzeit-
schaden gegebenenfalls verhindert werden. Die Sensitivitat der friihen Diabetes-Diagnostik
kénnte in Zukunft durch das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Verfahren zur Charakteri-

sierung des Glucosemetabolismus gesteigert werden.

Dartber hinaus wurde nach Unterschieden in den einzelnen Stoffwechselvorgangen des Glu-
cosemetabolismus der Probanden (Gluconeogenese, Glucoseproduktion, Laktatproduktion) in
Abhangigkeit klinisch erhobener und in REDCap erfasster Merkmale untersucht. Auch hier
konnten einzelne Einflussfaktoren herausgearbeitet werden, deren Bedeutsamkeit fir den
Glucosemetabolismus bis dato teilweise noch nicht in dieser Art und Weise gezeigt werden
konnte: Insgesamt wiesen Frauen in der Gruppe der Typ-2-Diabetiker tendenziell eine héhere
Gluconeogeneserate als Manner — unabhangig ihres Taillenumfangs, Hiftumfangs, WHRs o-
der BMIs — auf (siehe Abschnitt 4.4). Eine ahnliche Studie, welche die Gluconeogeneserate
der Probanden allerdings unter Fastenbedingungen mit sechs Mannern und zwolf Frauen un-
tersuchte, kam zu einem kontroversen Ergebnis: Sie konnte keine signifikanten Unterschiede
in der Glucoseproduktion wahrend einer Fastenperiode von weniger als 24 Stunden feststellen
(Corssmita, Sauerwein, Endert, Romijn, & Stouthard, 1994). Andere Studien zeigten dagegen
eine verringerte endogene Glucoseproduktion bei Frauen gegeniber Mannern, oder kamen
zu keinem eindeutigen, geschlechtsabhangigen Unterschied in dem Glucosemetabolismus
(Soeters, 2007). Diese kontroversen Ergebnisse bezlglich des Glucosemetabolismus beider
Geschlechter sind aus unserer Sicht durch eine Vielzahl diverser Einflussfaktoren (Alter, Zyk-
lusphase, Hormonstatus, Fettverteilung) begriindet. Auch Kautzky-Willer kam zu dem Ergeb-
nis, dass die geschlechtsabhangigen Unterschiede im Glucosemetabolismus multifaktoriell
beeinflusst werden (Kautzky-Willer, 2016). Da der Anteil der Gluconeogenese an der Glucose-
produktion mit Zunahme der Nahrungskarenz gréRer wird (Hartwig, Biesalski, Druml, Furst,
Weimann, 2004; Landau, 1996; Wajngot, 2001), ware jedenfalls eine erneute Versuchsreihe,
jedoch mit einer langeren Phase der Nahrungskarenz — beispielsweise 42 Stunden — sinnvoll.
Nach diesem Zeitraum der Nahrungskarenz wird publizierten Studien zur Folge die Gesamt-
heit der Glucoseproduktion fast vollstandig durch die Gluconeogenese getragen (Landau,
1996).

In der Gruppe der Typ-2-Diabetikerinnen konnten wir eine positive Korrelation zwischen Er-
krankungsdauer und Gluconeogeneserate feststellen (Abbildung 24). Rita Basu et al. vergli-
chen in ihrer Studie die Glykogenolyse und Gluconeogenese von Typ-2-Diabetikern insbeson-
dere mit nicht an Diabetes erkrankten normalgewichtigen und nicht an Diabetes erkrankten
ubergewichtigen Kontrollpersonen. Hier wiesen Typ-2-Diabetiker gegenuber gesunden Kon-
trollpersonen eine erhdhte Gluconeogenese auf (Basu, Dicke, Rizza, Landau, Chandramouli,

2005). Typ-2-Diabetiker wiesen hier zudem mit fortschreitender Erkrankungsdauer insgesamt
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einen héheren Anteil der Gluconeogenese an der Glucoseproduktion auf. Es kann also ange-
nommen werden, dass bei Typ-2-Diabetikern die Regulation der Gluconeogenese im Laufe
der Erkrankung zunehmend gestort ist. Die Abhangigkeit der Gluconeogeneserate von der
Erkrankungsdauer — und die mdglichst friihzeitige Therapie — lasst demnach die Notwendigkeit

einer Friherkennung einer gestérten Glucosetoleranz erkennen.

Typ-2-Diabetiker mit Calciumantagonisten-Einnahme wiesen im Resultat tendenziell héhere
Glucosekonzentrationen auf gegenuber Patienten ohne Calciumantagonisten-Einnahme. Da
Calciumionen fir die Insulinsekretion eine wichtige Rolle spielen (Calcium-abhangige Insulin-
sekretion aus den R-Zellen des Pankreas (Hinghofer, 2020), kdnnten Calciumantagonisten in
Einzelfallen bei Diabetes mellitus den Glucosemetabolismus negativ beeinflussen. Einer Pub-
likation zu Folge, welche die durch Glucagon stimulierte Gluconeogenese in Primarkulturen
von Rattenhepatozyten in Abhangigkeit diverser Calcium-Antagonisten untersuchte, konnten
Calcium-Antagonisten — insbesondere Nifedipine und Nicardipine — die intrazellularen cAMP-
Spiegel erhéhen und somit eine Glucagon stimulierte Gluconeogenese potenzieren (Oghihara
M, 1992). Zur Validierung waren weitere klinische Studien mit héherer Patientenzahl, einer
langeren Untersuchungsdauer, héheren Glucosekonzentrationen sowie parallel durchgefihr-

ten Clamp-Techniken zur Evaluierung des Verfahrens sinnvoll.

Laktat dient als Substrat der Gluconeogenese in Gluconeogenese betreibenden Organen (Ab-
schnitt 3.3). Bei Glucosemangel wird aus den Laktatmolekilen erneut Glucose gebildet und
dem Korper wieder zur Verfligung gestellt (Cori-Zyklus, siehe oben). Kommt es zu Stérungen
des aeroben Glucoseabbaus, beispielsweise bei Sepsis, Schock, Gewebshypoxien sowie
Nekrosen, akkumuliert das Laktat und es kommt zur Laktatazidose (English P & Williams G,
2004). Die Hohe des Laktatspiegels kann also auch indirekt auf einen gestérten Glucoseme-
tabolismus hindeuten. Die Point-of-Care Technologie kdnnte also auch zukinftig ggf. neben
der Charakterisierung des Glucosestoffwechsels bei Diabetikern oder aber zur Friherkennung
eines Pradiabetes auch in vielen anderen Bereichen eingesetzt werden. Bisher etablierte Ver-
fahren wie invasives Monitoring oder die Blutgasanalyse kdnnten so zukiinftig zur Erfassung
dynamischer Stoffwechselprozesse sinnvoll erganzt werden. Daher wurden die Probanden
auch im Hinblick auf Unterschiede in der Laktatproduktion — also das wahrend der Untersu-
chung pro Minute und Kilogramm entstandene Laktat aus Glykogenolyse und Glykolyse — un-
tersucht (Abschnitt 4.2). Die Gruppe der mannlichen Typ-2-Diabetiker mit Sartan-Therapie
wiesen eine signifikant erhdhte mittlere Laktatproduktion gegenuber der mannlichen Kontroll-
gruppe auf. Steckelings untersuchte bereits den AT,-Rezeptor in Bezug auf Expression, phy-
siologische Wirkungen und zum therapeutischen Potential einer pharmakologischen Stimula-

tion. Sie kam zu dem Schluss, dass bei vielen experimentell gefundenen Wirkungen tber den
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AT-Rezeptoren noch nicht geklart ist, in welchem Umfang sie bei der Entstehung von Krank-
heiten und deren Pravention eine Rolle spielen (Steckelings, 2011). Die erhdhte Laktatproduk-
tion unter Sartan-Therapie konnte ggf. als Reaktion auf die Blockierung des RAAS-Systems
und daher einhergehendem vermehrten Stress fir den Organismus erklart werden (Stahl &
Wolf, 1996).

Auch zeigten Raucher gegeniiber Nichtrauchern eine signifikant erhdhte Laktatproduktion.
Dieser Effekt zeigte sich insbesondere fir Typ-2-Diabetikerinnen. Als Erklarungsansatze fir
diesen Zusammenhang kann eine Beeintrachtigung der Insulinsensitivitat bei Rauchern ge-
genulber Nichtrauchern (Frati, Iniestra, Ariza, 1996), ein gestorter Glucosetransport im Skelett-
muskel bei Rauchern (Rincon, Krook, Galuska, Wallberg-Henriksson, Zierath, 1999) oder aber
eine bei Rauchern erhéhte Anzahl freier Radikale herangezogen werden (Burke & Fitzgerald,
2003). Es ist bekannt, dass bei Rauchern aufgrund reaktiver Sauerstoffspezies der oxidative
Stress erhoht ist (Stojkovikj et al., 2016). Es entstehen Schaden wie Lipidperoxidationen, Pro-
teinoxidationen und DNA-Veranderungen. Die Bauchspeicheldrise ist besonders anfallig fir
Schaden durch diese reaktive Sauerstoffspezies (= ROS). Sie induziert die Aktivierung von
Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP), die eine NAD-Depletion verursacht. Dies fuhrt zur
Apoptose von Insulin produzierenden Zellen und Laktatbildung (Bhattacharjee A, 2016). Dar-
Uber hinaus untersuchten Richter et al. die Glucose-Aufnahme in den Skelettmuskel unter Be-
lastung. Sie stellten eine verringerte Glucose-Aufnahme in den Skelettmuskel in Abhangigkeit
der gesamten beanspruchten Muskulatur fest. Dabei stiegen die Laktatkonzentrationen. Wir
nehmen daher an, dass insbesondere erhdhte Laktatspiegel einen gestérten Glucosetransport
bewirken (Richter E A, Kens B, Saltin B, Christensen N J, Savard G, 1988).

Die abschlief3end durchgefiihrte Untersuchung der einzelnen Kohorten nach klinischen Unter-
schieden unabhangig der mittels Point-of-Care-Diagnostik gewonnen Daten zeigte keine be-
sonderen Auffalligkeiten: Die Untersuchung zeigte im Wesentlichen, dass die untersuchte Ko-
horte den in der Literatur beschriebenen Merkmalen entspricht (Schmidt, 1992; Gokhale,
Jagdale, Batra, 2017). So wiesen die weiblichen Typ-2-Diabetikerinnen einen hdheren Taillen-

und Hiftumfang sowie ein hoheres WHR auf als die entsprechende Kontrollgruppe.

Auch wenn der Einfluss des Taillen- und Hiftumfangs auf das Diabetes-Risiko bekannt ist,
zeigt dieses Resultat, dass wir eine Kohorte rekrutierten, welche in Bezug auf die Kérperzu-

sammensetzung den realen Verhaltnissen entspricht.
Limitationen:

Im Resultat konnte ein Verfahren entwickelt werden, das zunachst mittels Point-of-Care-Diag-

nostik und anschlieRender mathematischer Differenzierung den Fluss der aufgenommenen
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Glucose bzw. ihrer Metaboliten erfassen kann. Eine Fortfihrung weiterer Versuchsreihen mit
hdherer Patientenanzahl aber auch jingerem Patientenkollektiv ist dennoch sicher sinnvoll,
um den Einfluss diverser Einflussfaktoren auf den Glucosehaushalt noch besser herausarbei-
ten zu kénnen. Eine Verlangerung der Untersuchungsdauer bzw. Phase der Nahrungskarenz
oder Modifikationen bei der Erndhrung kénnte dazu dienen, den Anteil der Gluconeogenese
an der Glucoseproduktion zu erhéhen und damit deutlicher herauszuarbeiten. Sicherlich ware
auch eine Versuchsreihe mit einer grofderen Menge Glucose sinnvoll, um eventuell auch die
Lipogenese zu erfassen (siehe oben). Auch bedarf es in weiteren klinischen Studien der Vali-
dierung einiger technischer Faktoren: In der Studie wurde nicht unterschieden, ob Patienten
stationar oder ambulant untersucht wurden. Demensprechend war auch nicht die Zeit der Nah-
rungskarenz bzw. die Zeit der Energiezufuhr der Tage zuvor sicher objektivierbar. Auch Sieg-
mund et al. untersuchten bereits die antihyperglykdmische Therapie bei stationaren Patienten.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass der Insulinbedarf bei stationaren Patienten haufiger niedri-
ger sei, als im ambulanten Bereich (Siegmund et al., 2009). Zudem konnten wir zuvor nicht
die Therapietreue der Patienten Uberprifen: Ein weit verbreitetes Problem im Praxisalltag stellt
beispielsweise die konsequente Medikamenteneinnahme dar: Eine Metaanalyse auf Basis kli-
nischer Studien zur Medikamenten-Compliance aus den Jahren 1989 bis 2006 zeigte bereits,
dass von den 4783 untersuchten Patienten, die taglich einmal ein Antihypertensivum einneh-
men sollten, bereits die Halfte dieses Praparat nach einem Jahr nicht mehr einnahmen. Auch
die Patienten, die sich Gberwiegend an das Einnahmeschema hielten, ,vergalen“ etwa zehn
Prozent der Pillen (Vrijens et al., 2008). Um die Anzahl dieser Storfaktoren zu reduzieren,
kénnte man in weiteren klinischen Studien beispielsweise nur Patienten aus stationaren Pfle-
geeinrichtungen als Patientenkollektiv wahlen. Auch die Messungen mit GC-MS kénnten in
einigen Variablen modifiziert werden. Klapa untersuchte bereits mogliche Variablen zu Stan-
dardisierung der GC-MS Methodik. Sie stellte fest, dass nicht nur der Einfluss des Derivatisie-
rungsmittels, der Derivatmenge, sondern auch der Derivatisierungszeit Einfluss auf die quan-
titative Bestimmung von Metaboliten haben kann (Klapa, 2008). Wir setzten bereits MSTFA
als Derivatisierungsmittel im Uberschuss hinzu, um eine vollstéandige Derivatisierung der Me-
taboliten zu ermoglichen. Auch wenn die vorgestellte Methodik den Fluss der aufgenommenen
Glucose beziehungsweise ihrer Metaboliten erfassen kann, missen wir einrdumen, dass zur
Extraktion und Quantifizierung anderer Metaboliten ggf. auch andere Versuchsprotokolle ent-
wickelt werden missten, wodurch erst einmal personelle, technische, aber auch finanzielle
Ressourcen bendtigt wirden. Auch die Kosten, welche insbesondere durch das verwendete
Glucose-Isotopolog U™C® aber auch durch die Extraktion und Messung mittels GC-MS entste-
hen, liegen deutlich Gber dem im klinischen Alltag gebrauchlichen Hba1c-Wert oder dem ora-
len Glucosetoleranztest und mussen vor jeglicher Versuchsdurchfiihrung berticksichtigt wer-

den. Der Vergleich mit den Kosten, welche fiir die Behandlung des Diabetes und seiner Folgen
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entstehen (4.949 € im Jahr 2015 pro Patient fir die Therapie des Diabetes und seiner Folge-
erkrankungen (Kdhm et al., 2018), zeigt, wie wichtig eine Friherkennung einesTyp-2-Diabetes

und dementsprechend eines frilhen Therapiebeginns ist.
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6. Zusammenfassung/Summary

Ein wichtiges Ziel in der Diabetesforschung besteht darin, Wege zu finden, den Glucosestoff-
wechsel von Patienten mdglichst nicht invasiv und ohne grofen Aufwand moglichst prazise
darstellen zu kénnen, um so eine drohende Stoffwechselentgleisung mdglichst frih zu erken-
nen, oder aber um gezielte Angriffspunkte fir die Therapie eines bereits manifesten Diabetes
zu erhalten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch orale Gabe von nicht radioaktiv mar-
kierter Glucose (Isotopolog [U'*C®]) und seriellen Messungen der Metaboliten mittels Massen-
spektroskopie die Ermittlung des Flusses der Glucose bzw. der Metaboliten mittels eines
,Point of Care (POC) Ansatzes erfassbar zu machen. Hierzu verwendeten wir ein standardi-
siertes Protokoll zur Extraktion und nachfolgenden massenspektrometrischen Analytik von
Isotopenverteilungsmustern der Ziel-Metaboliten Glucose und Laktat. Um aus den Isotopen-
verteilungsmustern quantitative Cori-Zyklus Flisse zu gewinnen, modellierten wir diesen Zyk-
lus mit Differentialgleichungssystemen und validierten ihn mittels Messungen lber acht Stun-
den nach Verabreichung von 2 g isotopenmarkierter Glukose an gesunden Probanden und
Patienten mit Diabetes mellitus. Im Resultat konnte ein Verfahren entwickelt werden, welches
den Fluss der aufgenommenen Glucose beziehungsweise ihrer Metaboliten erfassen kann.
Um in dieser Vielzahl der massenspektrometrisch erfassten Datenmesspunkte ein Muster
ahnlicher Verlaufe beziehungsweise Ballung von Messpunkten unter bestimmten Bedingun-
gen zu explorieren, wurde dariber hinaus eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Hierdurch konn-
ten zwei Cluster identifiziert werden: In Cluster eins zeigten die Patienten héhere Glucosekon-
zentrationen und Glucoseproduktionen als in Cluster zwei. Cluster eins bestand fast vollstan-
dig aus Diabetikern; Cluster zwei aus Nicht-Diabetikern. Lediglich ein mannlicher Nicht-Diabe-
tiker zeigte ebenfalls eine erhdhte Glucoseproduktion und wurde Cluster eins zugeordnet. Die-
ser entwickelte zwei Jahre nach Versuchsdurchflihrung einen gestoérten Glucosemetabolismus
(= Pradiabetes). Es konnte also exemplarisch anhand eines Patienten gezeigt werden, dass
anhand des Clusterings, der in der Untersuchung aus Glucoseproduktion und Glucosekon-
zentration modellierten Flisse der Glucose, eine gestorte Glucosetoleranz friihzeitig noch vor
klinischer Manifestation erfasst werden kann. Wir behaupten daher, dass die Sensitivitat der
frGhen Diabetes-Diagnostik in Zukunft durch die in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Metho-

dik gesteigert werden kénnte.

An important goal in diabetes research is finding ways to represent the glucose metabolism of
patients as non-invasively as possible and with low expenditure, recognizing an impending
metabolic imbalance easily or obtaining targeted points of attack for the therapy of an already
manifest diabetes. The work’s aim was to determine the flow of glucose or metabolites using

a point of care (POC) approach through oral administration of non-radioactively labeled
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glucose (Isotopolog [U13C6]) and serial measurements of the metabolites using mass
spectroscopy to make tangible. Therefore, we used a standardized protocol for the extraction
and mass spectrometric analysis of isotope distribution patterns of the target metabolites
glucose and lactate. In order to obtain quantitative Cori cycle flows from the isotope distribution
patterns, we modeled this cycle with systems of differential equations and validated it by
means of measurements over eight hours after administration of 2 g of isotope-labeled glucose
to individual patients and patients with diabetes mellitus. Consequently, a method could be
developed which can record the flow of glucose ingested or its metabolites. In order to expose
a pattern of similar courses or clustering of measuring points under certain conditions in this
recorded mass spectrometric data measuring point, a cluster analysis was implemented. As a
result, two clusters could be identified: Cluster one shows the patients with higher glucose
concentrations and glucose productions than in cluster two. Cluster one quickly consisted
entirely of diabetics; cluster two from non-diabetics. Only one male non-diabetic also showed
glucose production and cluster one was increased. Two years after the experiment, this patient
developed a disturbed glucose metabolism (= prediabetes). Using a patient could be
exemplified that a disturbed glucose tolerance can be detected early before clinical
manifestation by clustering modeled flows. Therefore, we claim that the sensitivity of early
diabetes diagnosis could be increased in the future by the method presented in the present

work.
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10. Anhang

Eine Ubersicht iber die klinischen Charakteristika der Kohorte findet sich in Tabelle 6-9. Alle

Parameter wurden in vier Klassen aufgeteilt (Anthropometrische Daten, Laborparameter, Le-

bensfihrung, Medikation).

Tabelle 6: Erhobene Anthropometrische Daten der Patienten.

Diabe- | Ge- Er- | BMI WHR |Ge- |Ge- |GroR |Bauc |Huft- | Alter
tes- schlech kran schle | wicht | e hum- | um- zum
Typ t kun cht fang |fang Unter-
gsd Su-
auer chung
szeit-
punkt
Typ-2- | Mann- gul- 25 |25 24 25 25 25 25 24 25
Diabe- | lich tig
tes
feh- | O 0 1 0 0 0 0 1 0
lend
Weib- gul- (17 |17 17 17 17 17 17 17 17
lich tig
feh- | O 0 0 0 0 0 0 0 0
lend
Kon- | Mann- gul- |3 4 4 3 4 4 3 3 4
troll- lich tig
ruppe
gripp feh- |1 0 0 1 0 0 1 1 0
lend
Weib- gul- |9 12 12 11 12 12 11 11 12
lich tig
feh- |3 0 0 1 0 0 1 1 0
lend
Tabelle 7 a-d: Erhobene Laborparameter der Patienten
Diabe- | Ge- HbA | TSH Trigly- |LDL |HDL |Y-YT |GPT |Lipase
tes-Typ | schlecht 1c ceride
Typ-2- | Mannlich gul- |23 10 19 18 17 20 15 9
Diabe- tig
tes
feh- | 21 15 6 7 8 5 10 16
lend
Weiblich gul- |16 8 13 11 11 14 10 8
tig
feh- |1 9 4 6 6 3 7 9
lend
Kon- Mannlich gul- |0 0 1 1 1 0 0 0
troll- tig
ruppe
gripp feh- |4 4 3 3 3 4 4 4
lend
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Weiblich gul- |4 5 8 5 5 6 6 2
tig
feh- |8 7 4 7 7 6 6 10
lend
Diabe- | Ge- Amyl | GOT Leuko- | Neutr- | Eryth- | Eo- Baso- | Baso-
tes-Typ | schlecht ase zyten ophile |rozy- |sino- | phile | phile
ten % | phile | %
Typ-2- | Mannlich gul- |9 13 16 7 7 7 7 7
Diabe- tig
tes
feh- | 16 12 9 18 18 18 18 18
lend
Weiblich gul- |7 9 14 6 6 6 6 6
tig
feh- |10 8 3 11 11 11 11 11
lend
Kon- Mannlich gul- |0 0 1 0 0 0 0 0
troll- tig
ruppe
gripp feh- |4 4 3 4 4 4 4 4
lend
Weiblich gul- |2 3 6 3 3 2 3 2
tig
feh- |10 9 6 9 9 10 9 10
lend
Diabe- | Ge- Neut | Lympho- | Lym- Mo- Hb MCV | Ha- RDW
tes-Typ | schlecht ro- zyten % | phozy- | nozy- mato-
phile ten ten krit
%
Typ-2- | Mannlich gul- |7 7 7 7 18 18 18 16
Diabe- tig
tes
feh- |18 18 18 18 7 7 7 9
lend
Weiblich gul- |6 6 6 6 15 15 15 15
tig
feh- | 11 11 11 11 2 2 2 2
lend
Kon- Mannlich gul- |0 0 0 0 1 1 1 0
troll- tig
ruppe
grtipp feh- |4 4 4 4 3 3 3 4
lend
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Weiblich gul- |2 3 2 2 7 9 8 4
tig
feh- |10 9 10 10 5 3 4 8
lend
Diabe- | Ge- MCH | Throm- | Vitamin | MCH | Mo- Eryth- | Cho- | GFR
tes-Typ | schlecht bozyten | D C nozy- |rozy- |leste-
ten % |ten rin
Total
Typ-2- | Mannlich gul- |17 18 3 18 7 16 18 20
Diabe- tig
tes
feh- |8 7 22 7 18 9 7 5
lend
Weiblich gul- |15 15 5 15 6 14 13 12
tig
feh- |2 2 12 2 11 3 4 5
lend
Kon- Mannlich gul- |1 1 0 1 0 1 1 1
troll- tig
ruppe
grtipp feh- |3 4 4 3 4 3 3 3
lend
Weiblich gul- |6 8 2 9 3 8 9 7
tig
feh- |6 4 10 3 9 4 3 5
lend
Diabe- | Ge- Krea- | C-Peptid | Niich-
tes-Typ | schlecht tinin tern-
Plas-
maglu-
cose
Typ-2- | Mannlich gultig | 21 8 12
Diabe-
tes feh- |4 17 13
lend
Weiblich gultig | 17 5 11
feh- |0 12 6
lend
Kontroll- | Mannlich gultig | 1 0 1
ruppe
gripp feh- |3 4 3
lend
Weiblich gultig | 9 2 8
feh- |3 10 4
lend
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Tabelle 8: Erhobene Daten zur Lebensfiihrung der Patienten

a

Diabe- | Ge- Alko- | Nikotin- | Diat Er- Ge- Beruf- | Sport | Privat
tes-Typ | schlecht hol- | konsum | seit Di- | ndh- | wichts | lich emp-
kon- agno- | rungs- | ver- emp- funde-
sum sestel- | um- lust funde- ner
lung stel- | seit ner Stress
lung |Diag- | Stress
nose-
stel-
lung
Typ-2- | Mannlich gul- |25 25 25 25 25 25 25 25
Diabe- tig
tes
feh- |0 0 0 0 0 0 0 0
lend
Weiblich gal- |17 17 17 17 17 17 17 17
tig
feh- |0 0 0 0 0 0 0 0
lend
Kon- Mannlich gul- |4 4 4 4 4 4 4 4
troll- tig
ruppe
gripp feh- |0 0 0 0 0 0 0 0
lend
Weiblich gul- |12 12 12 12 12 12 12 12
tig
feh- |0 0 0 0 0 0 0 0
lend
Tabelle 9 a-c: Erhobene Daten zur Medikation der Patienten.
Diabe- | Ge- Bi- Sulfonyl- | Sul- GLP- |DDP- |Insu- |Beta- |Diure-
tes-Typ | schlecht gua- | harn- fonyl- 1-A- | 4-Inhi- | lin blo- tika
nide | stoffe harn- gonis- | bito- cker
stoff- ten ren
Ana-
loga
Typ-2- | Mannlich Ja 10 3 0 3 7 3 11 3
Diabe- i
tes Nein | 14 21 24 21 17 20 13 21
Weiblich Ja 6 1 1 0 6 3 3 6
Nein | 16 16 16 16 10 13 13 10
Kon- Mannlich Ja 0 0 0 0 0 0 2 0
troll-
gruppe Nein |4 4 4 4 4 0 2 4
Weiblich Ja 0 0 0 0 0 0 1 1
Nein |12 12 12 12 12 0 11 11
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Diabe- Ge- Calci- | Sartane | Reninin- | Pa- | Zent- Corti- | R2- SSRI:
tes-Typ | schlecht umant hibitoren | rasy |rale Al- | coide | Sym-
ago- mpa- | pha-A- pa-
nisten tholy- | gonis- thomi-
tika |ten me-
tika
Typ-2- Mannlich Ja 11 9 1 2 1 2 2 0
Diabetes :
Nein |13 15 23 22 23 22 14 24
Weiblich Ja 2 4 0 0 9 2 1 0
Nein |14 12 16 16 7 14 13 16
Kontroll- | Mannlich Ja 1 1 0 0 0 0 0 1
ruppe
gripp Nein |3 3 4 4 4 4 4 3
Weiblich Ja 1 2 0 0 0 0 0 1
Nein |11 10 12 12 12 12 12 11
Diabe- | Ge- NAS |Ben- Trizykli- | Hypno- | Atypi- | An- L-
tes-Typ | schlecht SA zodia- | sche tika sche tikon- | Thy-
zipine | Antide- Neu- vul- roxin
prissiva rulep- | siva
tika
Typ-2- Mannlich Ja 2 0 3 0 0 3 3
Diabetes )
Nein |22 24 21 24 24 21 21
Weiblich Ja 0 2 0 3 1 3 4
Nein |16 14 16 13 15 13 12
Kontroll- | Mannlich Ja 0 0 0 0 0 0 0
ruppe
ortiep Nein |4 |4 4 4 4 4 |4
Weiblich Ja 1 0 2 0 0 0 3
Nein |12 12 10 12 12 12 9
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