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Zusammenfassung

Hintergrund: Laut Literatur beeinflusst der Gallensdure- (GS-) Metabolismus den
Glukose-Metabolismus und vice versa. Einerseits sollen hohe Glukosespiegel stimulierend
auf die GS-de-novo-Synthese wirken und somit die GS-Konzentration im Blut erhdhen.
Andererseits stimulieren hohe GS-Serum-Konzentrationen die Insulin-Sekretion aus den -
Zellen des Pankreas und sollen dadurch den Blutzuckerspiegel senken. Hohe Insulin-
Serum-Spiegel miissten folglich GS im Serum senken und niedrige Insulin-Werte miissten
den GS-Spiegel erhohen. Bisher nicht untersucht wurde der GS-Metabolismus bei
PatientInnen mit Diabetes mellitus Typ 1 (T1D), welche unbehandelt eine Hyperglykédmie
bei Insulinmangel aufzeigen und immer eine Insulin-Therapie benétigen. Ziel dieser Arbeit
ist es, Verdnderungen der GS-Konzentrationen bei T1D-Patientlnnen in Abhéngigkeit des
Alters und der Stoffwechselkontrolle, welche durch den Langzeitmarker HbAlc-Wert

beurteilt werden kann, darzustellen.

Methodik: 116 Kinder und Jugendliche mit T1D, im Alter von 3-20 Jahren, wurden in drei
Hauptgruppen eingeteilt: 3-5 Jahre, 6-11 Jahre und >11 Jahre. Je nach HbAlc-Werten
entstanden drei Untergruppen (I-III) pro Hauptgruppe, welche gegen eine Kontrollgruppe
(IV) verglichen wurden. Aus 10 pl Blutserum wurde bei allen Patientlnnen mittels High
performance liquid chromatography die Gesamt-GS-Serumkonzentrationen und das GS-
Profil (15 GS, bestehend aus unkonjugierten und Glycin- bzw. Taurin-konjugierten GS)
bestimmt. SchlieBlich wurden Unterschiede der GS-Werte zwischen den Gruppen

statistisch ausgewertet.

Ergebnisse: In der Altersgruppe 3-5 Jahren (n=27) zeigten vor allem die sehr gut (HbAlc
<59mmol/mol; Gruppe I) und méBig gut (HbAlc <75mmol/mol; Gruppe II) eingestellten
Patientlnnengruppen hohere Mittelwerte der Gesamt-GS (beide 6,4 pmol/l; Normwert 4,3—
6,4 umol/l) als die schlecht eingestellten PatientInnen (HbA1lc >75mmol/mol; Gesamt-GS
3,7umol/l). In der Altersgruppe 6-11 Jahren (n=70) hatten die sehr gut eingestellten
Patientlnnen geringere Werte als die méaBig gut Eingestellten (3,8 vs. 5,0 umol/l;
Normwert 3,6-5,1 upmol/l), schlecht eingestellte Patientlnnen fehlten. Signifikante
Ergebnisse (p<0,05) konnten in der Altersgruppe >11 Jahren (n=19) festgehalten werden.
Es zeigte sich, dass die Gesamt-GS in den Gruppen I (1,7umol/l) und II (1,4pmol/l)
niedriger als die Gesamt-GS der Kontrollgruppe (3,1-4,1umol/l) waren; wihrenddessen
die Gruppe III einen héheren Gesamt-GS-Wert (2,5umol/l) prasentierte.




Schlussfolgerung: Patientlnnen mit T1D zeigen Anderungen im GS-Metabolismus.
Signifikant erniedrigte GS-Werte fanden sich bei Jugendlichen mit sehr guten und méaBig
guten HbAlc-Werten. Daraus lésst sich erschlieBen, dass hohe Serum-Insulin-Spiegel zu
einer Hemmung der GS-de-novo-Synthese fiithren. Aufgrund von abweichenden, nicht
signifikanten, Werten bei anderen Altersgruppen muss diese Hypothese jedoch hinterfragt
werden. Diese Arbeit soll die Basis fiir zukiinftige prospektive Studien bilden, um andere

beeinflussende Faktoren fiir den GS-Stoffwechsel bei T1D zu finden.




Abstract

Objective: High levels of bile acids (BA) stimulate insulin release and therefore decrease
serum glucose levels; in contrast, high glucose levels can upregulate BA synthesis. Type 1
diabetes (T1D) leads to hyperglycemia due to lack of endogenous insulin. We
hypothesized that in children and adolescents with T1D BA levels vary coordinately with

HbAc, a longtime marker of glycemic control.

Design: HbAlc and BA (serum total BA, tBA, and BA profile) were measured in 116
fasted children and adolescents with T1D (age 3-20 years) under insulin therapy. Patients
were divided into three groups according to their age: 3-5years, 6-11 years and >11 years.
These groups were further subdivided according to the HbAlc-values (I-III). The tBA
values of the groups I-III were compared to a control-group (IV) with reference ranges.
Using 10 pl of serum we determined by high-performance liquid chromatography — high-
resolution mass spectrometry a BA profile including 15 unconjugated and taurine- or

glycine-conjugated BA; summed, the values for these analytes yield the tBA value.

Results: Patients 3-5 years (n=27) with very good (HbAlc <59mmol/mol; groupe I) and
good (HbA1lc <75mmol/mol; groupe II) HbAlc values showed elevated median tBA (both
6.4 umol/l; normal values 4.3-6.4) in contrast to patients with HbAlc >75mmol/mol
(3.7umol/l). Patients 6-11 years (n=70) with optimal HbAlc levels had lower levels than
patients with good HbAlc levels (3.8 vs. 5.0 umol/l; normal values 3.6-5.1). In the group
>11 years (n=19) significant (p<0.05) low tBa values (group 1: 1.7umol/l; group 2:
1.4umol/1) were reached compared to the control-group (3.1-4.1pmol/1)

Conclusion: This study shows that insulin therapy in T1D may influence the concentration
of serum tBA. Adequate insulin therapy, as judged by HbAlc values, is associated with
significant low tBA levels in adolescents. Due to inconsistent results in other age groups
the hypothesis has to be re-evaluated. The pathways leading to changes in BA metabolism

in T1D remain to be defined.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Das medizinische Interesse im Forschungsbereich der Gallensduren (GS) hat in den letzten
Jahrzenten zugenommen. Da GS wie Hormone im Serum agieren, beeinflussen sie
verschiedene physiologische Prozesse. Bei intestinalen und hepatologischen Erkrankungen
(z.B. chronisch entziindliche Darmerkrankungen, primir sklerosierende Cholangitis) kann
es zu einer Anderung in der Zusammensetzung kommen. AuBerdem interagieren GS mit

Glukose und Insulin.

Die Analyse und Profilerstellungen von GS sind schwierig, denn nur ein kleiner, in
mikromolar messbarer, Anteil der GS befindet sich im Blutserum. Diese geringen
Konzentrationen kdnnen nun sehr genau im klinischen Alltag mittels Massenspektrometrie
gemessen werden. Somit nimmt die Bedeutung von GS als Biomarker zu. Das Ziel dieser
Arbeit ist, die Anderungen des GS-Stoffwechsels im Rahmen des Insulin-abhingigen

Diabetes Typ 1 ndher zu untersuchen.
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1.2 Gallenséauren (GS)

GS stellen das Endprodukt des Cholesterinstoffwechsels dar und werden mit einer
durchschnittlichen Produktionsrate von 500-1000ml pro Tag in der groften menschlichen
Driise, der Leber, produziert [1]. Ein durch vier Ringen zusammengesetzter steroidhaltiger
Kern stellt das Grundgeriist der GS dar. An den jeweiligen C-Atomen fiigen sich OH-
(Hydroxyl-) Gruppen an, die aus dem urspriinglichen unloslichen und ungeladenen
Molekiil eine amphiphile, wasser- und membranldsiche, Struktur erzeugen. Die Anzahl der
Hydroxylgruppen entscheidet dariiber, ob es sich um eine hydrophile oder hydrophobe GS
handelt. Zusammen mit Phospholipiden, dem Gallenfarbstoff Bilirubin, Cholesterin,

Elektrolyte und Wasser bilden sie die Gallenfliissigkeit [2].

1.2.1 GS-Synthese

Im Zytosol der Hepatozyten werden die GS zum einen direkt vor Ort synthetisiert und zum
anderen via Endozytose aus dem Blutkreislauf in die Gallenkanalikuli abgesondert. Es
werden zwei Biosynthese-Wege beschrieben, die die Umwandlung des Cholesterins in die
primdren GS, Cholsdure (CL) und Chenodeoxycholsdure (CDC), vermitteln. Es wird
zwischen einem klassischen und einem alternativen Weg unterschieden. Der neutrale
(klassische) Weg beinhaltet die Hydroxylation des Cholesterins, welches von der CYP7A1
(Cholesterol 7a-Hydroxylase) katalysiert wird. Die Entstehung der CL erfolgt u.a. auch
iiber die CYP8BI1 (Sterol-12a-Hydroxylase). Der alternative Syntheseweg beschreibt die
Entstehung der priméren GS aus Cholesterin iiber die Oxidation mittels CYP27A1 (Sterol-
27-Hydroxylase) und CYP7B1 (25-Hydroxycholesterol-7a-Hydroxylase) [2-4].

1.2.2 Enterohepatischer Kreislauf

Der enterohepatische Kreislauf erstreckt sich iiber Leber, Gallengang, Darm und Portalblut
[1]. Angefangen bei den Hepatozyten, die fiir die Sezernierung der konjugierten GS
zustidndig sind, gelangen jene iber die Gallenkanalikuli in die Gallenblase, ihrem
Speicherort. Von dort aus werden die GS nach Erfordernis ins Duodenum und weiter zum
terminalen Ileum abgegeben. Hier konnen ca. 95% der GS durch die Enterozyten iiber

einen Na'-Co-Transporter sekundir-aktiv zur basolateralen Membran diffundieren und
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resorbiert werden. Mit Hilfe spezifischer Transportproteine werden die absorbierten GS
iiber die Pfortader zuriick zur Leber gefiihrt [5]. Es kristallisiert sich somit der
enterohepatische Kreislauf heraus, der eine Verbindung zwischen Leber und Darm
beschreibt (Abb. 1). Der Anteil an konjugierten GS, der nicht reabsorbiert wird, fiihrt
seinen Weg ins Kolon fort, wo die sekundédren GS entstehen (s. u.). Diese werden entweder

passiv aufgenommen oder {liber den Stuhl ausgeschieden [2, 6-11].

Urinary Excretion

(08 |.ngM)htlt-zns::-znleril:: &

arterial blood
flow to hepatocyte

Aclive biliary excretion
Cholangio-hepatic shunt
Portal venus return to g;f;:ﬁg:ég,
hepatocytes (95% of biliary

secretion) \ :s:s:;?m

' Postprandial secretion
into intestine

Biliary Secretion:
3 g in pool x 4-12 cycles/d

lleal active
transport

Fecal Excretion (0.2 to 0.6 g/d)
Abbildung 1: Enterohepatischer Kreislauf [3]

Der GS-Bestand betrdgt insgesamt 3g, wobei 0,2-0,6g an GS tdglich iliber den Faeces
ausgeschieden werden. Aquivalent dazu wird dieser GS-Anteil, die 0,2-0,6g, tiglich neu

synthetisiert. Der Recyclingsmechanismus wird 4-12x pro Tag durchlaufen.

15



1.2.3 Primare und sekundare GS

Prinzipiell werden die GS in zwei Gruppen unterteilt: primdre und sekundidre GS. Die
Unterscheidung beruht allein auf ihren Entstehungsort. Urspriinglich haben sie alle
gemeinsam, dass sie Syntheseendprodukte des Cholesterinstoffwechsels sind (Abb. 2). Die
primdren GS werden in den Hepatozyten synthetisiert. Hingegen entstehen die sekundiren

GS im distalen Diinndarmabschnitt durch Dehydroxylierung enteraler Bakterien.

Zu den primiren GS zdhlen u.a. die Cholsdure (CA, cholic acid) und die
Chenodeoxycholsdure (CDCA, chenodeoxycholic acid). Sekundidre GS sind bspw. die
Deoxycholsdure (DCA, deoxycholic acid) und die Ursodeoxycholsidure (UDCA,
ursodeoxycholic acid) beide entstanden aus CA. Die dritt genannte sekundire GS ist die

Lithocholsédure (LA, lithocholic acid), synthetisiert aus der CDCA [2].

CA Cholséure
CDCA Chenodeoxycholsédure

Tabelle 1: priméire GS

DCA Desoxycholsdure
LA Lithocholséure
UDCA Ursodeoxycholséure

Tabelle 2: sekundire GS
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Gallensdauren

e
ﬁ;: Iﬁ\j‘ 7 /dﬁ:mrr'w e

primire Gallensiuren, entstehen in der chcr

a
NH-CH, £on
Desowychotsiure Lithecholsiure

Glyco-Cholsaure

Imkundam Gallenshuren, entstehen durch Darmbaktenen I

Abbildung 2: GS-Entstehung

1.2.4 Konjugierte und unkonjugierte GS

Nach abgeschlossener Biosynthese des Cholesterins zu den GS, ist es moglich, an
verschiedenen C-Atomen Aminosduren anzulagern. Dadurch lassen sich die GS in

konjugierte und unkonjugierte GS klassifizieren.

Noch vor der Ausschleusung aus den Hepatozyten wird ein Grof3teil der GS an Taurin oder
Glycin gebunden (Abb. 3). Im erwachsenen menschlichen Organismus iiberwiegen die
Glycin-konjugierten GS (Tab. 4), wohingegen die Taurin-konjugierten GS (Tab. 3) nur
einen kleinen Teil der GS-Gesamtmenge ausmachen. Die Konjugation ist essentiell fiir die
Impermeabelitit gegeniiber Zellmembranen und ermdglicht eine Persistenz auch in hohen
Konzentrationen im Galle- und Darminhalt. Sie ist dementsprechend als Schutz anzusehen

und entstanden durch die Konversion einer schwachen Séure in eine starke Séaure [2].

TCA Taurocholsdure
TCDCA Taurochenodeoxycholsdure
TDCA Taurodeoxycholsaure
TLA Taurolithocholséure
TUDCA Tauroursodeoxycholsdure

Tabelle 3: Taurin-konjugierte GS

17



GCA Glycocholsdure
GCDCA Glycochenodeoxycholséure
GDCA Glycodeoxycholsaure
GLA Glycolithocholséure
GUDCA @ Glykoursodeoxycholsaure

Tabelle 4: Glycin-konjugierte GS

OH ]
I COOH
i
. R Chalic RAC-DI.I-CHZCOD‘
Primary HO OH H
(From >
Cholesterol) NH;*CH,CO00" Cholylglycine
+ Glycine Chenodeoxycholylglycine
COOH Deoxycholylglycine
Lithocholylglycine
. Ursodeoxycholylglycine
Chenodeoxycholic eIy
L_HO~ “OH Sulfolithocholylglycine <—
+SD4
[ OH Sulfolithocholyltauring <«—
! COOH >
NH3*(CH3),S0,0- Cholyltaurine
+ Taurine Chenodeoxycholyltaurine
Deoxychalic Deoxycholyltaurine
P Lithocholyltaurine
HO Ursadeoxycholyltaurine
i
R-C-N-(CH,),50,0-
Secondary COOH FI‘
(From
Primary f ;
Bile Acids) ) Lithocholic
HO
COOH
Ursodeoxycholic
L_HO~ OH ]

Abbildung 3: Chemische Verbindung der GS im menschlichen Organismus [2]
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1.2.5 Physikalische Eigenschaften

Die amphiphatische Struktur zdhlt zu den wichtigsten physiologischen Eigenschaften der
GS. Sie entsteht durch die Existenz einer hydrophilen Seite (alpha-face, konkav niedrige
Seite) und einer hydrophoben Seite (beta-face, konvex hohe Seite) (Abb. 4). Entlang der a-
Seite orientieren sich die Hydroxylgruppen, wohingegen die Carboxyl- und Methylgruppen
auf der B-Seite liegen. Diese Struktur ermdglicht eine grofe Oberflachenaktivitit und
befdhigt die GS in wéssriger Losung zur Mizellenausbildung, wodurch bspw. der

Lipidtransport und die Cholesterinausscheidung im Intestinaltrakt ermoglicht wird [1].

Lateral view

Tail view

C Hydrophebic face

Hydrophylic face

Abbildung 4: Stereostruktur der CL, A: 3D Modell; B: Darstellung des molekularen- lipophilen
Potentials. Die blaue Farbe zeigt die polare, rot die apolare Oberfliche; C: Schematische Darstellung
von CL[1]
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1.2.6 Physiologische Eigenschaften

GS spielen eine wesentliche Rolle in unterschiedlichen Stoffwechselprozessen im
menschlichen Korper. Im Lipidstoffwechsel sind sie essentiell fiir die Fettabsorption.
Aufgrund ihres amphiphatisches Verhalten vermogen es die GS, Nahrungsfette zu
emulgieren und fettlosliche Vitamine aus dem Gastrointestinaltrakt zu absorbieren [6].
Bilidre Phospholipide verbinden sich mit den GS und werden zu Mizellen, welche u.a.
Cholesterin und weitere lipophile Verbindungen der Galle solubilisieren. Ferner wird die
Kalziumabsorption aus dem Darm durch die GS begiinstigt. Eine antimikrobielle
Eigenschaft zeigt sich durch die Prévention eines iibersteigenden bakteriellen Wachstums

im Diinndarm [1, 2, 12].

1.2.7 GS- Transportsysteme

Um die Neusynthese der GS so gering wie moglich zu halten, wird ein Grofiteil der GS aus
dem terminalen Ileum reabsorbiert. Dafiir stehen dem menschlichen Organismus
verschiedene Transportmechanismen zur Verfiigung. Im Folgenden sollen nur die

wichtigsten Transportsysteme genannt werden.

Uber den apikalen Na'-abhingigen GS- Transporter ASBT (apical sodium dependent bile
salt transporter) werden die konjugierten GS in die Darmzellen eingeschleust. Der
intrazelluldre Transport durch die Enterozyten erfolgt tiber I-BABP (ileal bile acid binding
protein) zu der basolateralen Membran. Dort werden sie iiber das MRP3 (multidrug
resistance protein) in den Pfortaderkreislauf iibergefithrt. Die Na'-abhingigen GS-
Transporter sind ausschlieBlich im Ileum vorhanden, wohingegen MRP3 auch in geringem
MafBe im Colon zu finden ist. Im Duodenum ist das MRP3 jedoch kaum nachweisbar. Die
hohe Expressionrate der Transportproteine im terminalen Ileum ermdglicht das
Zustandekommen des enterohepatischen Kreislaufes und somit die Aufnahme der GS in

den Pfortaderkreislauf [4, 13].
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1.2.8 Kernrezeptoren

GS agieren als Liganden fiir bestimmte Kernrezeptoren, die in der Leber und im Darm
synthetisiert werden. Kernrezeptoren dienen als Transkriptionsfaktoren und vermdgen es,
bestimmte Genexpressionen zu aktivieren wie auch zu inhibieren. Eine wesentliche
Aufgabe ist es, die Expression von Membranproteinen durch Aktivierung der
Kernrezeptoren zu beeinflussen [4, 13]. Eine entscheidende regulierende Rolle fiir der GS-
Synthese und des GS-Transports nimmt der FXR (Farnesoid X Rezeptor) ein, welcher als
intrazelluldrer Transkriptionsfaktor fungiert [14, 15]. Dieser wird vor allem durch die
hydrophoben GS aktiviert, wie beispielsweise die CDC. Hydrophile GS, wie die UDCA
und Taurin-konjugierte GS, haben kaum einen Einfluss auf den FXR Liganden [10]. Vor
allem in der Leber, in Muskeln, im Fettgewebe und im Pankreas ist er nachweislich
vorhanden [15]. Expressionsorte sind hingegen Leber, Darm, Niere und Nebenniere;

weniger Fettgewebe, Herz und Pankreas [16].

Durch Aktivierung des Liganden wird die Expression des intrazelluliren Transporters I-
BABP begiinstigt und dementsprechend auch die GS-Aufnahme. Gleichzeitig vermindert
FXR die GS-Biosynthese, da dieser inhibierend auf das geschwindigkeitsbestimmende GS-
Synthese-Enzym CYP7A1 wirkt. Diese regulatorischen Aufgaben des FXR sind sehr
entscheidend fiir die GS-Homoostase. Letztendlich kontrollieren die GS selbst nach dem
Prinzip eines negativen Feedbackmechanismus ihre eigene Synthese. Ohne jegliche
Inhibitionsvorgénge der GS-Synthese wiirden sich die GS in der Zelle akkumulieren und
folglich kdme es zu Parenchymschédden, hepatischem Zelltod bis hin zu einer Cholestase
[3, 4, 13, 16-19]. Derzeitige Uberlegungen befassen sich damit, welchen Einfluss der FXR
in therapeutischer Hinsicht auf Stoffwechselerkrankungen, wie bspw. Diabetes mellitus
Typ I/II, nehmen kann. Der Zusammenhang zwischen GS und Diabetes wird im folgenden

erldutert: Kapitel 1.4 [20].

21



1.3 Diabetes mellitus Typ 1

1.3.1 Definition

Diabetes mellitus (DM) ist eine Stoffwechselerkrankung unterschiedlicher Atiologie,
charakterisiert durch die beiden Leitsymptome chronische Hyperglykédmie und Glukosurie.
Man unterscheidet vier Typen von DM. Beim Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) liegt eine
Storung der Insulinsekretion (absoluter Insulinmangel) vor, bei Diabetes mellitus Typ 2
eine Storung der Insulinwirkung (Insulinresistenz) und in weiterer Folge auch eine Stoérung
der Insulinsekretion (zuerst relativer, dann absoluter Insulinmangel; siche unten). 5% aller
Diabetiker leiden unter T1D, im Kinder- und Jugendalter liegt bei 95% ein T1D vor [22,
23].

Charakteristische Symptome, die fiir eine Erstmanifestation des T1D sprechen, sind:
Polyurie, Polydipsie, Enruresis und Gewichtsverlust, trotz  ausreichender
Nahrungsaufnahme und langanhaltendes Hungergefiihl. Miidigkeit, verminderte
Konzentrations- und Leistungsbereitschaft werden auch oft seitens der Patientlnnen
angegeben. Symptome wie Nausea, Ubelkeit und Azetongeruch aus dem Mund sprechen
fiir eine einsetzende Ketoazidose. Diese konnen sich als Bewusstseinstriibungen bis hin
zum Koma &uBlern. Unter Umstinden kann eine Ketoazidose als primires Symptom

auftreten [23, 24].
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1.3.2 Klassifikation nach Atiologie

Im Jahr 1999 verfasste die WHO eine Klassifikation, die nach den Leitlinien der ADA

(American Diabetes Association) folgende Kriterien mit einbezieht [21, 23]:

II.

I11.

Typ 1 Diabetes (T1D)
Zerstorung der B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas, die zu einem
absoluten Insulinmangel fiihrt. Hé&ufigste Diabetesform bei Kindern und

Jugendlichen [21, 23].

Typ-2-Diabetes mellitus (T2D)

Ist die haufigste Diabetesform im Erwachsenenalter und auch zunehmend bei
adiposen Kindern und Jugendlichen der westlichen Welt zu beobachten. Mit
unterschiedlichem Ausprigungsgrad ist dieser durch drei wesentliche Faktoren
gekennzeichnet: (1) Genetisch bedingte Insulinresistenz mit relativem
Insulinmangel bis zu einem absoluten Insulinmangel 1im  spiteren
Krankheitsverlauf, (2) sekretorischer Defekt der B-Zellen und (3) fortschreitende
Apoptose der B-Zellen. Assoziationen mit anderen Problemen des metabolischen

Syndroms sind héufig [21, 23].

Andere spezifische Diabetes-Typen

Erkrankungen des exokrinen Pankreas (z.B. zystische Fibrose, Pankreatitis,
Héamochromatose)

Endokrinopathien (z.B. Cushing-Syndrom, Akromegalie, Phdochromozytom)

Medikamentds-chemisch induziert (z.B. Glukokortikoide, Neuroleptika, Alpha-

Interferon, Pentamidin)

Genetische Defekte der B-Zell-Funktion (z.B. MODY-Formen 1-11)
Genetische Defekte der Insulinwirkung

Andere genetische Syndrome, die mit einem Diabetes assoziiert sein konnen

Seltene immunologisch bedingte Form
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IVv.

Gestationsdiabetes

Erstmals wihrend der Schwangerschaft auftretende oder diagnostizierte
Glukosetoleranzstorung. Dies schlief3t ein:

. Erstmanifestation eines T1D

. Erstmanifestation eines T2D

Erstmanifestation  anderer  spezifischer  Diabetes-Typen  Pridkonzeptionell
manifester, aber nicht diagnostizierter T2D), vor allem anzunehmen bei

Glukosetoleranzstdrung bereits im 1. Trimenon.

1.3.3 Diagnostik

Die klinischen Symptome veranlassen diagnostische Mafnahmen, um einen Diabetes

mellitus festzustellen. Folgende Werte und Symptome sprechen fiir eine Erkrankung [21,
23,25]:

I.

II.

Anamnese

Symptome, die seitens der PatientInnen angegeben werden: [21, 23, 25, 26]
Polyurie

Polydipsie

Enuresis

Gewichtsverlust

Miidigkeit, Abgeschlagenheit

Verminderte Leistungs- und Konzentrationsbereitschaft

Labordiagnostik

Bestimmung der Blutglukose

Das Kapillarblut gibt uns Auskunft {iber die Blutglukosewerte. Bei

Niichternblutglukosewerten von >110mg/dl bzw. >6,Immol/l spricht man bereits
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von Diabetes, da die Blutglukosewerte aus dem Kapillarblut ca. 10% niedriger sind

als im Plasma [21].

Auch tber die vendse Blutabnahme lassen sich die Blutglukosewerte bestimmen.
Niichternblutglukosewerte ab einem Wert von >126mg/dl bzw. >7mmol/l weisen

auf einen Diabetes hin (siche Tab. 5) [27].

e Oraler-Glukose-Toleranz-Test (OGTT)
Die Diagnosefeststellung des Diabetes richtet sich nach folgenden erhobenen

Richtwerten [21, 25]:

Stadium Niichtern-Plasma- Gelegenheitsblutzucker OGTT

Glukose (vends)

Diabetes >126mg/dl >200mg/dl 2h-Wert = >200mg/d1
(=7Tmmol/l) (>11,1mmol/mol) (>11,1mmol/mol)
+ Symptome
Gestorte 100-125mg/dl Gestorte
Glukosetoleranz (5,6-6,9mmol/1) Glukosetoleranz

2h-Wert= 140-199mg/dl
(7,8-11,1mmol/mol)

Normalbefund <100mg/dl 2h-Wert <140mg/dl
(<5,6mmol/mol) (<7,8mmol/1)

Tabelle 5: ADA-Kriterien zur Feststellung eines DM modifiziert nach [27]

e Bestimmung der Elektrolyte und des Saure-Basen-Haushaltes

e Bestimmung der Glukose im Harn (Wir sprechen von einer Glukosurie ab einer
Glukosemenge von 200-3000g/d im Harn [25])

e Bestimmung der Ketonkorper im Blut und im Harn (Bei einer diabetischen
Ketoazidose kdnnen Werte iiber >3,0mmol/mol - Hydroxybutyrat gemessen
werden [24] )

e Bestimmung der Autoantikorper
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Autoantikorper interagieren mit spezifischen Inselzellkdrpern. Mit Hilfe von sensitiven
Radioimmunoessays konnen diese ermittelt werden. Folgende Autoantikdrper konnen

nachgewiesen werden [23, 28, 29].

Inselzellantikorper (ICA)

Insulinautoantikrper (IAA)

Antikdrper gegen Glutamatdecarboxylase (GAD)
Antikorper gegen Tyrosinphosphatase (IA-2 und IA-2 B)
Zink Transporter 8 (ZNTS)

YV V V V V

III. HbAlc

Das glykolisierte Hamoglobin der Erythrozyten dient als wichtigstes Kriterium zur
Beurteilung der Blutzuckereinstellung der letzten zwei Monate. Die durchschnittliche
Uberlebensdauer der Erythrozyten belduft sich auf 110-120 Tage und kann aus diesem
Grund als Qualititsbewertung zu Rate gezogen werden. Das HbAlc beschreibt die
nichtenzymatische Bindung von Glukose an das N-terminale Valin der B-Kette des
Himoglobins. Diese Form der Glykolisierung ist irreversibel und kann somit bis zum
Zelluntergang des Erythrozyten bestimmt werden. Die HbAlc Analyse beruht auf
unterschiedliche Methoden, wobei vor allem immunologische Testverfahren eingesetzt
werden. Die DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) fiir T1D Patientlnnen und
die UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) fiir T2D PatientInnen kamen in
groflen klinischen Studium zu dem Ergebnis, dass das Erreichen normaler HbAlc-Werte
bei Diabetikern eine entscheidende Reduktion der diabetischer Folgeerkrankungen mit sich
fiihrt [27]. Tabelle 6 zeigt die diagnostischen Grenzwerte des zu bestimmenden HbAlc-
Wertes. Seit 2010 wurde die Einheit in % nach ,National Glycohemoglobin
Standardization Program® (NGSP) durch die Einheit mmol/mol nach ,International
Federation of Clinical Chemistry* (IFCC) abgeldst. Aus iibersichtlichen Griinden sind die
Grenzwerte beider Organisationen aufgefiihrt [30].

HbA1c (%) nach NGSP HbA1c (mmol/mol) nach IFCC
Diabetes mellitus >6,5 >48
Kein Diabetes mellitus <5,7 <39
Grenzbereich; OGTT 5,7-6,4 39-47

empfohlen

Tabelle 6: Diagnostische Grenzwerte fiir HbA1c modifiziert nach[30]
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1.3.4 Atiopathogenese des T1D

Die héaufigste Diabetesform bei Kindern und Jugendliche ist der TID. Aufgrund
autoimmunologischer Zerstorung der Insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas geht
der relative Insulinmangel dem absoluten Insulinmangel voraus. In 85- 90% konnten bei
den jungen Patientlnnen Autoimmunmarker nachgewiesen werden (siche oben: ICA, TAA,

GAD, [A2, ZNTS).

Wie es genau zu der autoimmunen B-Zellzerstorung kommt, konnte bislang &tiologisch
nicht vollstindig gekldrt werden. Genetische Pradispositionen und exogene Faktoren, wie
beispielsweise: Virusinfektionen, Umwelteinfliisse, Erndhrungsfaktoren aber auch
psychosoziale Begebenheiten scheinen die Krankheitsentstehung zu begiinstigen [22, 28,
31-35] (Abb. 5)

Matirliche Resistenz
des Immunsystems

'

Auslésung eines Autoimmunprozesses |

1 3

v A 3 =
poptose der s

] B-Zellen e |
ThE !nsuhtls -t—a- | Th1-Insulitis | §

¢

7 Herunterregulatlnn oder | | =—
Beschleunigung der
Autoimmunantwort

Vi
et | | Progressive Zerstérung der f-Zellen
Periinsulitis Typ-1-Diabetes

Abbildung 5: Interaktion verschiedener Faktoren in der Pathogenese des T1D ( modifiziert nach:[36] )
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Aktuelle Hypothesen zur T1D-Entstehung:

Eine groBe Bedeutung in der Entstehung der B-Zellzerstorung wird derzeit dem
Zusammenspiel genetischer Pradisposition (HLA-Genloci) und Umwelteinfliisse zu
gesprochen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass sowohl die HLA-Riskoallele als auch die

Umwelteinfliisse von ortlichen Regionen und Populationen variieren kénnen [31].

Thl-Hypothese: Thl-Zellen sezernieren inflammatorische Zytokine, die eine
Signalkaskade zur Apoptose der [-Zellen des Pankreas auslosen. Dazu gehoren
Interleukin-1B (IL-1), Interferon (IFN)- y und Tumornekorosefaktor (TNF)- o. Diese
konnen allein oder in Kombination eine Apoptose in priméren B-Zell-Kulturen bewirken.

Die derzeitigen Vorstellungen der Autoimmunpathogenese des T1D lauten wie folgt [33]:

e JL-1 und Zytokine fithren mit B-Lymphozyten, Makrophagen, NK-Zellen, K-
Zellen und Endothelzellen als Effektormolekiile zu einem Zelluntergang der (-
Zellen

e Zytotoxische T-Zellen und/oder autoantikdrperinduzierte Prozesse bewirken

Gewebsschidden in den Inseln des Pankreas

Untersuchungen ergaben, dass nicht jeder Entziindungsvorgang mit einer Zerstérung der f3-
Zellen einhergeht. Es wird zwischen einer benignen und destruktiven Insulitis
unterschieden, die auf unterschiedlicher Histologie und lokal-synthetisierte Zytokine
beruhen. Zu den benignen Zytokinen zdhlen Thl-Zytokine, zu den destruktiven Zytokinen
hingegen die Th2-Zytokine. Eine benigne Thl-Insulitis fiihrt nicht zu einer vollstdndigen
B-Zellzerstorung, weswegen keine therapeutische Insulinsubstitution erforderlich ist. Die

destruktive Th2-Insulitis jedoch manifestiert den T1D [22, 23, 28, 32].

1.3.5 Therapie

Das Ziel der Behandlung bei T1D Patientlnnen besteht in der Substitution von Insulin
unter Vermeidung von Hyperglykdmien und Hypoglykdmien. Aufgrund des
Insulinmangels muss eine Insulinsubstitution als Therapieform erfolgen. Im Jahre 1922
wurde das Insulin entdeckt. Seither ist die Forschung bestrebt, Therapieformen zu

verbessern und weiter zu entwickeln. (s. Abb. 6) [28].
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exubera

prolonged action bovine insulin approved
formulated

Abbildung 6: Zeitleiste: Insulin und seine Analoga modifiziert nach[37]

Insuline und Insulinanaloga gehdren zu den Standardpraparaten der T1D Therapie. Wir

unterscheiden grundséatzlich zwischen drei Behandlungsformen:

e Konventionelle Insulintherapie
e Intensivierte Basis-Bolus-Insulintherapie

e Therapie mit Insulinpumpen

Die konventionelle Insulintherapie wurde in der Diabetologie vor allem in den 1980er
Jahren angewendet. Der/die PatientIn injiziert zweimal téglich, vor dem Friihstiick und vor
dem Abendessen ein Verzdgerungsinsulin in Kombination mit oder ohne eines
Normalinsulins. Das  Verhiltnis  zwischen  morgendlicher und abendlicher
Insulinsubstitution liegt bei %3 zu 5. Es ist wichtig, dass der/die Patientln sich an einem
Insulinplan sowie an einem fest vorgegebenen Didtplan hélt, da diese Art der Therapie
nicht die physiologische Insulinsekretion der B-Zellen imitiert. Der Normalinsulinanteil
sollte an das aktuelle Ergebnis der Blutzuckermessung adaptiert sein, wahrend das

Verzogerungsinsulin konstant gehalten werden kann [38].

Die héufigste angewandte Therapieform ist die intensivierte Basis-Bolus-Therapie
(ICT= intensified conventional insulin therapy). In Form von Insulin-Pens oder
Einmalspritzen fligt der/die Patientln sich ein- oder mehrmals tdglich ein langwirksames
Insulinanalogon oder ein Verzdgerungsinsulin zu. Verzogerungsinsuline sind Insuline,
denen verschiedene Stoffe beigemischt werden, die die Aufnahme aus dem subkutanen
Fettgewebe oder den Insulinabbau im Blut verzogern. Sie erreichen dadurch eine
langanhaltende Wirkung von mehreren Stunden. Bei langwirkenden Insulinanaloga ist

zudem die molekulare Grundstruktur verdndert, die zu einem verzdgerten Abbau fiihrt.
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Insulinanaloga dhneln nur noch in gewissen Punkten dem richtigen Insulin und heiflen
deswegen Analoga [27].

Das Prinzip der Basis-Bolus-Therapie ist, dass im Serum eine konstante Basalrate vorliegt
(Flangwirksames Insulin) und zu den Mahlzeiten ein Bolus appliziert wird
(=kurzwirksames Insulin). Kurzwirkende Insuline bzw. Insulinanaloga werden vor allem
zu jeder Nahrungsaufnahme und Blutzuckerkorrektur eingesetzt. Sie wirken schneller,
dafiir aber auch nur eine kurze Zeitdauer. Aufgrund der molekularen Strukturdnderung
verzeichnen die kurzwirkenden Insulinanaloga einen schnelleren Wirkeintritt und eine
kiirzere Wirkdauer besonders im Vergleich zu den kurzwirkenden Humaninsulinen [27,

38].

Die Insulinpumpentherapie (CSII continous subcutaneus insulin infusion) ist die
physiologischste Form der Insulinsubstitution und wird vor allem in der Schwangerschaft
und bei Kindern, insbesondere Sduglinge und Kleinkindern, eingesetzt. Der Unterschied
besteht nur in der Verabreichungsart. Es werden ausschlieBlich kurzwirkende Insuline bzw.
kurzwirkende Insulinanaloga verwendet. Das Pumpensystem erleichtert dem/der Patientln
die Insulindosis dem Insulinbedarf anzupassen. Halb- bzw. stiindlich werden die vom Arzt
zuvor programmierten Dosierungen an Basalinsuline (Basalrate) mittels eines Katheters
iber eine Nadel ins Unterhautfettgewebe abgegeben. Zu jeder Mahlzeit und zur Korrektur
kann der/die PatientIn durch variable Bolusoptionen zusitzliche Insulingaben induzieren.
Alle 48-72 Stunden sollte ein Wechsel der Katheter erfolgen, solange kann die Nadel
jedoch in der Haut verbleiben. Es ist zu beachten, dass ein regelméBiger Wechsel der

Einstichsstelle erfolgt, um Lipohypertrophien zu vermeiden, [27, 38].
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1.4 Zusammenhang Glukose und GS

Die Leber, gleichzeitig auch der Produktionsort der GS, spielt eine entscheidende Rolle im
Glukosestoffwechsel, da dies das Hauptorgan fiir die Glukoneogenese und der
Glykogensynthese darstellt [20]. Der Zusammenhang zwischen Glukose und GS sieht wie
folgt aus:

Gemeinsam mit der Nahrungsaufnahme steigt der Glukosewert im Blut an. Uber
Rezeptoren, die die Blutglukosekonzentration messen, werden die B-Zellen des Pankreas
angeregt, Insulin zu sezernieren. Glukose stimuliert gleichzeitig die FXR-Expression und
wirkt somit als indirekter Aktivator der GS-Synthese. Insulin hingegen inhibiert die FXR-
Expression und folglich die GS-Synthese aus Cholesterin. Das CYP7A1-Enzym nimmt
einen wichtigen Platz in der GS-Synthese ein. Sowohl die PI3K (phosphoinositide-3-
kinase)/ AKT (protein kinase B) als auch der SHP-Transporter (Small heterodimer
partner- transporter) wirken inhibierend auf den FOXO1-Rezeptor (Forkhead box protein
O1), welcher hingegen aktivierend auf das CYP7A1-Enzym wirkt. Dies flihrt dazu, dass
die GS-de-novo-Synthese verhindert wird [15, 18, 19, 39, 40], (Abb. 7).

Ins:lin \

PI3K/AKT SHP
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FOXO1
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CYP7A1

N

Cholesterol Bile acids

Abbildung 7: Wirkmechanismus von Insulin auf die GS-Synthese [41]
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AuBerdem nimmt FXR eine aktivierende Wirkung auf das SHP-Enzym ein. Die
inhibierende Wirkung des SHP auf das GR (Glucocorticoid receptor) und die HNFa
(Hepatocyte nuclear factor 1 alpha) zieht eine aktivierende Wirkung auf die PEPCK
(Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) und eine damit verbundene Hemmung der

Glukoneogenese nach sich [20].

~ Circulation :

Pancreas
Skeletal muscle

TRENDS i Endocrinology & Melabolisrm

Abbildung 8: Vereinfachte schematische Darstellung des regulatorischen Reaktionsweges des FXR auf
den ganzen Organismus [20]

Schlussfolgernd bedeutet dies, dass bei einer hohen Hyperglykdmie die GS-de-novo-
Synthese iiber die Insulinsekretion gehemmt wird und sich somit der GS-Spiegel im Blut
erniedrigt. Gleichzeitig bewirkt die Insulinsekretion auch eine Hemmung der
Glukoneogenese. Aufgrund des hohen Insulinmangels bei nicht therapierten PatientInnen
mit T1D, kann die GS-Synthese iiber die genannten Pathways nicht gechemmt werden. Es
wére somit eine Erhohung des GS-Serumspiegels bei unzureichend behandeltem T1D zu

erwarten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientlnnen-Rekrutierung

Bei Kindern und Jugendlichen mit T1D wurden in der Ambulanz fiir Diabetes und
Endokrinologie der Universitétsklinik fiir Kinder- und Jugendheilkunde der Medizinischen
Universitit Graz regelméBige Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurden
serologische Parameter gemessen und dokumentiert. Die fiir diese Studie relevanten
Einschluss- und Ausschlusskriterien (s.u.) wurden iiberpriift, um weitere Untersuchungen
nach erfolgter Blutbildmessung durchzufiihren. Hierzu wurde das vorhandene EDTA-Blut
von Mitarbeiterlnnen des Klinischen Institutes fiir Medizinische und Chemische
Labordiagnostik (KIMCL) der Medizinischen Universitit Graz zentrifugiert, das EDTA-
Plasma gewonnen und im Anschluss tiefgefroren. Mittels des EDTA-Plasmas kann der
Gesamt-GS-Wert und das der einzelnen GS-Profile durch Massenspektrometrie (s.u.
Kapitel 2.3.1) gewonnen werden. Ein Ethikkommissionsbescheid lag vor (24-549 ex
11/12) . Die Datensammlung der Blutproben erfolgte im Zeitraum von November 2013 bis

Oktober 2014.

Einschlusskriterien:

e TID
» Erstmanifestation (EM)
» Insulinpflichtig

e Lebensalter: 3 - 20 Jahre

o Infektfrei

e Erfassung von PatientInnendaten (Alter, Geschlecht, EM etc.)
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Ausschlusskriterien

e T2D
e Insulinpflichtiger Diabestes im Rahmen einer anderen Grunderkrankung (z.B.
Zystische Fibrose)
Laborwerte
e HbAIc

e Gesamt-GS im Serum

e GS-Profil (Unkonjugierte und konjugierte GS mit Glycin und Taurin)

2.2 GS- Messungen

Das KIMCL ermoglichte die Analyse unserer Patientlnnenproben. Gesamt-GS-
Konzentrationen und das GS-Profil konnten aus dem EDTA Plasma der Proben ermittelt
werden. Unsere Messungen beschrinkten sich auf fiinf wesentliche GS, davon zéhlen zwei
zu den primdren und drei zu den sekundidren GS. Die GS wurden jeweils in der
Gruppierung Taurin-Konjugate und Glycin-Konjugate untersucht; somit wurden 10 GS

bestimmt (Tab. 5).

TUDC Tauroursodeoxycholsdure GUDC Glycoursodeoxycholsdure
TC Taurocholséure GC Glycocholséure

TCDC Taurochenodeoxycholsédure GCDC Glycochenodeoxycholsdure
TDC Taurodeoxycholsdure GDC Glycodeoxycholsdure

TLC Taurolithocholsédure GLC Glycolithocholsgure

Tabelle 7: Auflistung der 15 gemessenen GS (Summe entspricht der Gesamt-GS)

2.3 Methodik zur GS-Bestimmung im Serum

Die Komplexitéit der Molekiilstruktur der GS und niedrigen GS-Konzentrationen im Serum
verlangen eine aufwindige Analysetechnik. Das GS-Profil, welches sich aus den
Einzelkomponenten des GS-Spektrums zusammensetzt, wird ermittelt, in dem man jene
GS mit gleichem Molekulargewicht vor der Detektion chromatographisch mittels

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High performance liquid chromatography,
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HPLC) auftrennt. Frither hat u.a. auch die Gaschromatographie mit und ohne
Massenspektrometrie Anwendung erfahren. Eine hohe Sensitivitdt und Spezifitt erreicht
man zusétzlich durch Kombination der Chromatographie mit der Massenspektrometrie

[42-46].

2.3.1 Massenspektrometrie (MS)

Ziel der MS ist es, organische und anorganische Substanzen basierend auf ihrem Masse-
Ladungs-Verhéltnis quantitativ und qualitativ zu bestimmen. Das Massenspektrometer ist

von vier essentiellen Bauteilen geprégt: [47, 48] (s. Abb.: 9).

—

Probeneinlasssystem

2. Tonenquelle (Ionenentstehung)

3. Massenanalysator (Ionentrennung)
4

Ionendetektor

=

Datensystem ‘l ‘ | ‘ ‘ |
| -
l Y

Massenspektrum

L | |
 Proben- : lonen- Massen- Detektor
i einlass : quelle analysator
Atmosphare/

| Hochvakuum

FRRERILELEPEERRANL L VR

1000 mbar 10-% bis 10€ mbar  10%bis 102 mbar
Abbildung 9: Massenspektrometer [49]

Eine Substanz wird in eine lonisierungskammer eingefiihrt und unter Vakuum versetzt.
Durch Erwdrmung bzw. Erhitzen verdampft diese und wird ionisiert. Die lonisation kann
u.a. thermisch durch elektrische Felder als auch durch energiereichen Elektronenbeschuss
der Probe erfolgen. Statische oder dynamisch elektrische Felder sowie magnetische Felder
ermoglichen die Trennung der Ionen. Die gewonnenen lonen werden anschlieBend mittels
eines elektrischen Feldes beschleunigt und gelangen letztendlich in den Massenanalysator.

In diesem befindet sich ein magnetisches Feld, welches die lonen nach ihrer Masse ablenkt
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und detektiert. Das Datensystem erhdlt Informationen aus der Ionenquelle, dem

Massenanalysator und dem Detektor, um letztendlich das Massenspektrum auszuwerten.

2.3.2 Chromatographie

Die Chromatographie zdhlt zu den Analysemethoden, die Stoffgemische in ihre einzelnen
Bestandteile auftrennen. Die angewandte Technik beruht auf die unterschiedliche
Verteilung des Untersuchungsmaterials in zwei Phasen. Hierzu wird zunéchst die Substanz
in eine mobile Phase, gasformig oder fliissig, libergefiihrt. AnschlieBend wird die mobile
Phase iiber eine stationdre Phase, einer Fliissigkeit oder einem Feststoff, geleitet welche in
einer Sdule fixiert ist. Die einzelnen Bestandteile des Untersuchungsmaterials verlassen je
nach Intensitdt der Wechselwirkungen zwischen mobiler und stationdrer Phase und dem
Analyt zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Trennsdule und damit die urspriingliche
Probe. Es ergibt sich dadurch eine charakteristisch zeitliche Sequenz fiir jeden einzelnen
Stoff. Das Chromatogramm erfasst alle daraus resultierenden Detektionssignale. Ein
sauber getrennter Einzelstoff erscheint in Form eines Peaks, wodurch eine Identifikation

erstellt werden kann [50, 51].

2.3.3 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Fliissige Substanzen konnen mittels HPLC analysiert werden. Ein Laufmittel, die
sogenannte mobile Phase, wird mit der zu bestimmenden Substanz verbunden. Dieses
Konglomerat wird anschlieBend in einer Trennsdule gepresst, in der sich die stationére
Phase befindet. Wechselwirkungen der mobilen und der stationdren Phase bewirken eine
unterschiedliche Verweildauer in der Trennsdule. Der Detektor kann nun zwischen den
einzelnen Komponenten differenzieren. Der Schreiber nimmt hélt diese Verdnderung als

Peak auf einem Chromatogramm fest [52, 53].
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2.3.4 HPLC-MS/MS

Die komplexe Struktur der GS verlangt die Anwendung eines zusitzlichen
Trennverfahrens bevor die Analyse mit dem Massenspektrometer beginnen kann. Bei
unseren Analysen verwendeten wir die Verkniipfung zweier Verfahren - der Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) und der (Fliissigkeitschromatographie) HPLC. Die HPLC
unterstiitzt die Auftrennung der GS, wéhrend die MS die mathematische Berechnung
vollzieht. Das Zusammenspiel beider Analyseverfahren ermdglicht eine Verbesserung der
Spezifitit und der Sensitivitdt. Eine Optimierung der Selektivitit kann mittels der

Aneinanderreihung zweier Massenspektrometer erzielt werden [54-56].

2.4 Normwerte

In der Literatur sind bisher nur wenige Normwerte bzw. Referenzbereiche von GS im
Serum, die mit den oben genannten Verfahren ermittelt werden konnen, beschrieben
worden. Meine Studienkollegin B. Stering hat im Rahmen ihrer Diplomarbeit
»Bestimmung von Normwerten der Gallensduren im Serum bei Kindern und Jugendlichen*
an der Universitétsklinik fiir Kinder- und Jugendheilkunde Graz Referenzbereiche definiert
[57]. 194 infektfreie Kinder und Jugendliche ohne jegliche Grunderkrankungen konnten in
threr Arbeit mit einbezogen werden. Sie setzte GS-Werte in Bezug zu unterschiedlichen
Altersgruppen und stellte Differenzen heraus. Im Verlauf ihrer Analyse wurde ersichtlich,
dass die GS-Werte im Serum post partum kontinuierlich steigen und ihr Punktum
Maximum zwischen dem 6. und 24. Lebensmonat erreichen. Mit dem zweiten Lebensjahr
sind die Gesamt-GS-Werte riickldufig. Mit dem 11. Lebensjahr unterliegen sie keinen
Schwankungen mehr. Aufgrund dieser Ergebnisse konnten die GS-Werte der Kinder und
Jugendlichen in fiinf Altersgruppen unterschieden werden. Diese Ergebnisse verglichen
wir mit den Unsrigen, um Ubereinstimmungen, erniedrigte oder erhdhte Werte in Bezug
zum altersentsprechenden Vergleichskollektiv definieren zu konnen. Da fiir uns nur die
Altersgruppen 3-5 Jahren, 6-11 Jahren und >11 Jahren relevant sind, sind die dazu

gehorigen Normwerte in der folgenden Tabelle (Tab. 6) aufgelistet [57,58]:
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Alter Normwerte (umol/l)

3-5 Jahre 43-6,4
6-11 Jahre 3,6-5,1
> 11 Jahre 3,1-4,1

Tabelle 8: Normwerte der Gesamt-GS in unterschiedlichen Altersgruppen [57]

Um die einzelnen GS im Profil in der folgenden Datenauswertung néher zu betrachten,
sind die Normwerte und Referenzbereiche im Folgenden zu jeder einzelnen GS dargestellt

(Tab. 7 - 9) [57,58].

Altersgruppe TUDC TC TCDC TDC TLC

3-5J. 0,03-0,09 0,09-0,29 0,29-0,98 0,03-0,13 0,02-0,09
6-11J. 0,03-0,07 0,00-0,13 0,00-0,47 0,06-0,13 0,04-0,09
>11J. 0,02-0,05 0,01-0,10 0,01-0,34 0,03-0,08 0,02-0,06

Tabelle 9: Referenzbereich: Taurin-konjugierte GS in unterschiedlichen Altersgruppen; Einheit

pmol/l [57]
Altersgruppe GCDC GC GDC GUDC GLC
3-5J. 1,54-2,54 0,73-1,26 0,10-0,36 0,11-0,36 0,04-0,13
6-11J. 1,35-2,07 0,65-1,02 0,32-0,50 0,20-0,37 0,03-0,10
>11J. 0,99-1,46 0,42-0,67 0,26-0,38 0,19-0,31 0,07-0,11

Tabelle 10: Referenzbereich: Glycin-konjugierte GS in unterschiedlichen Altersgruppen; Einheit
pmol/l [57]
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2.5 Datenerhebung

Nachdem die PatientInnen den Ein- und Ausschlusskriterien zugeordnet wurden, konnten
Laborergebnisse (Gesamt-GS und GS im Profil) gesammelt werden. Zu jedem/r PatientIn
wurden die HbA 1c Werte hinzugefiigt, die zuvor aus dem Krankenhausinformationssystem
,Medocs“ entnommen wurden. Anhand dieser Daten lieen sich nun die Patientlnnen

grundsitzlich in folgende Gruppen zuordnen:

1. HbAlc <59 mmol/mol sehr gute Therapieeinstellung
2. HbAIc 59-75 mmol/mol maBig gute Therapieeinstellung
3. HbAIc >75 mmol/mol schlechte Therapieeinstellung

Aus einem Gesamtkollektiv von 116 Patientlnnen konnten alle in die weitere Auswertung
mit einbezogen werden. Es war entscheidend, die Patientlnnen nach erfolgter
Kategorisierung in die HbAlc-Gruppen in die entsprechenden Altersgruppen aufzuteilen,
da jede Altersgruppe unterschiedliche Normwerte, in Bezug auf die Gesamt-GS-Zahl und
GS-Profile, aufweist.

Der néchste Schritt bestand darin, die gesammelten PatientInnendaten in eine Excel-Datei
einzufiigen. So konnten wir in den darauffolgenden Schritten Beziige und Vergleiche
zwischen den HbAlc- und den Altersgruppen darstellen. Unberiicksichtigt und fiir unsere
Arbeit nicht relevant bleiben die unterschiedlichen Therapieformen jedes/jeder einzelnen/r

PatientIn.

2.6 Statistik

Mittelwerte wurden mittels Microsoft Office Excel 2007 errechnet. Mit Hilfe des
Statistikprogrammes "IBM SPSS Statistics 22" wurden Standardabweichungen ermittelt
und mittels Mann-Whitney U-Tests wurde die Signifikanz berechnet. Werte unter 0,05

wurden als signifikant definiert.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Patientinnencharakterisierung

In unsere Studie konnten insgesamt 116 Patientlnnen eingeschlossen werden. Die
Gliederung unserer Patientlnnen richtete sich nach den gemessenen HbAlc-Werten. Somit
konnten wir drei wesentliche Gruppen (I-III) mit unterscheiden: Die Gruppe IV ist die
Kontrollgruppe, die dadurch charakterisiert ist, dass diese die Normwerte der Gesamt-GS
und GS im Profil enthédlt. Eine jede Gruppe (I-IV) wurde anschliefend eine der drei
Altersgruppen zugeteilt: 3-5 Jahre, 6-11 Jahre und >11 Jahre, da jede Altersgruppe

unterschiedliche Normwerte vorgibt.

I.  HbAlc: <59 mmol/mol

II.  HbAlc: 59-75 mmol/mol
III.  HbAlc: >75 mmol/mol
IV.  Kontrollgruppe

Die Tabelle 11 zeigt die Verteilung der Patientlnnen in den zugehorigen Gruppen.
Insgesamt konnten 27 Patientlnnen in einer Altersverteilung von 4-20 Jahren der ersten
Gruppe (I) zugeordnet werden. Die zweite Gruppe (II) umfasst die grof3te Patientinnenzahl
mit 70. Auch in dieser Gruppe betrdgt die Altersverteilung 3-20 Jahren. Mit 19
Patientlnnen wird die dritte zu untersuchende Gruppe (III) beschrieben, mit einer
Altersverteilung von 3-20 Jahren. Die Kontrollgruppe (IV) wird aus 151 Patientlnnen
gebildet; auch hier findet sich die Altersverteilung von 3-20 Jahren.

I 1T 11 v
n 27 70 19 151
Alter 4-20 4-20 3-20 3-20

(Jahre)

Tabelle 11:PatientInnenverteilung der zugehérigen HbAlc-Gruppen
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In einem weiteren Analyseschritt wurde jede(r) Patientln der zu untersuchenden
Altersgruppe (3-5 Jahren, 6-11 Jahren und >11 Jahren) zugeordnet, um die Ergebnisse mit
den dazu gehorigen Referenzbereichen der GS im Serum vergleichen zu konnen. Die Tab.

12 zeigt die Altersverteilung der PatientInnen in den Gruppen:

3-5J. 6-11J. >11J. Gesamt

I 1 5 21 27
11 3 18 49 70
11I 3 - 16 19
IV 21 42 88 151

Tabelle 12: PatientInnenverteilung der entsprechenden Alters- und HbA1lc-Gruppen
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3.2 Verteilung der Gesamt-GS

Um die einzelnen Gesamt-GS eines/r jeden/r Patientln vergleichen zu konnen, werden die
Mittelwerte einer jeden Gruppe (I-IV) und der dazu gehorigen Altersgruppe aufgelistet.
Hierzu werden die Standardabweichungen und die Signifikanz berechnet. Der
Vollstindigkeit ergidnzend wurde zudem auch die Anzahl der Patientlnnen und das

95%ige-Konfidenzintervall angegeben.

3.2.1 Gesamt-GS-Verteilung: Altersgruppe 3-5 Jahren

Im Folgenden betrachten wir die Mittelwerte der Gesamt-GS in den dazu gehorigen
Altersgruppen. In der Altersgruppe 3-5 Jahren finden wir in der Gruppe I einen Mittelwert
von 6,36umol/l mit einer Signifikanz von p=0,58. Eine Standardabweichung konnte
aufgrund der zu geringen Patientlnnenzahl nicht angegeben werden. In der Gruppe II
haben wir den hochsten Mittelwert mit 6,37umol/l. Die Standardabweichung betréigt
3,59mg/l und die Signifikanz p=0,36. Die Gruppe III hilt einen Wert von 3,68mg/l mit
einer Standardabweichung von 1,26 inne. Die Signifikanz in dieser Gruppe betrdgt 0,36.
Zusammen konnten in dieser Altersgruppe nur 7 Patientlnnen charakterisiert werden. Die
zu vergleichende Kontrollgruppe beinhaltet 21 Patientlnnen. Der berechnete Mittelwert in

der Kontrollgruppe lautet 5,03pumol/l mit einer Standardabweichung von 2,27.

Mittelwert Standardabweichung N 95%iges Konfidenzintervall Signifikanz

pmol/l
| 6,36 - 1 -3,62 - 6,29 0,58
II 6,37 3,59 3 -1,65 - 4,33 0,36
111 3,68 1,26 3 -4,33 - 1,65 0,36
v 5,03 2,27 21 4,27 - 6,43

Tabelle 13: Gesamt-GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

Betrachten wir nun die Mittelwerte in Form einer Grafik, ist zu erkennen, dass die Gruppen

mit einem sehr guten und einem mifBig gut eingestellten HbAlc-Wert (= Gruppe I und 1)
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hohere Mittelwerte und damit hohere Gesamt-GS-Konzentrationen aufweisen, als die

schlecht eingestellten PatientInnen mit T1D. Der Mittelwert der Gruppe I1I ist niedriger als

der zu vergleichende Mittelwert an Gesamt-GS der Kontrollgruppe.

6,37

)}

6,36

vl

w

3,68

GS in pmol/1
N

N

—_

I II

M1 IV

Abbildung 10: Gesamt-GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

3.2.2 Gesamt-GS-Verteilung: Altersgruppe 6-11 Jahren

In der Altersgruppe 6-11 Jahren sind nur zwei Gruppen mit der Kontrollgruppe zu

vergleichen. In der ersten Gruppe, mit 5 Patientlnnen finden wir einen Mittelwert der

Gesamt-GS von 3,8umol/l. Die Standardaweichung betridgt 2,84 und die Signifikanz 0,58.

In der zweiten Gruppe konnten insgesamt 18 Patientlnnen eingeschlossen werden. Hier

lautet der Gesamt-GS-Mittelwert 5,08umol/l mit einer Standardabweichung von 4,4 und

einer Signifikanz von 0,36. Die Kontrollgruppe umfasst die grof3te PatientInnendichte mit

einer Anzahl von 42, einem Mittelwert der Gesamt-GS von 4,42umol/l und einer

Standardabweichung von 2,72.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung N
pmol/l

I 3,8 2,84 5

I 5,02 4,40 18

v 4,42 2,72 42

95%iges Konfidenzintervall Signifikanz
-3,62 - 6,29 0,58
-1,65 - 4,33 0,36

3,61- 5,14

Tabelle 14: Gesamt-GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren
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In der Altersgruppe 6-11 Jahren ist zu beriicksichtigen, dass keine Patientlnnen einer
schlechten Therapieeinstellung zuzuordnen sind. Die Mittelwerte der Gesamt-GS-
Konzentration der Gruppe I und II ordnen sich nahezu gleich um den Mittelwert der

dazugehorigen Vergleichsgruppe an.

5,02

4,42

3,8

GS in pmol/1

I 11 v

Abbildung 11: Gesamt-GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren

3.2.3 Gesamt-GS-Verteilung: Altersgruppe >11 Jahren

Die Altersgruppe >11 Jahren ist durch die hochste PatientInnenanzahl charakterisiert. In
der ersten Gruppe konnten 21 Patientlnnen eingeschlossen werden. Der Gesamt-GS-
Mittelwert betrdgt 1,68umol/l mit einer Standardabweichung von 1,78 und einer
Signifikanz von 0,04. Die Gruppe II umfasst insgesamt 49 PatientInnen und ist damit die
grofBte zu untersuchende Gruppe in dieser Altersgruppe. 1,36 pmol/l zahlt der Gesamt-GS-
Wert, die Standardabweichung 1,19 und die Signifikanz ist mit 0,00 zu beschreiben. Die
Gruppe III umfasst 16 Patientlnnen. Der Gesamt-GS-Mittelwert umfasst 2,53umol/l. Die
Standardabweichung wurde mit 3,45 und die Signifikanz mit 0,97 berechnet. 88
Patientlnnen konnten in der Kontrollgruppe mit einbezogen werden. Der

Durchschnittswert der Gesamt-GS betrdgt 3,66 pmol/l und die Signifikanz 1,87.
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Gruppe

I
I

10Y%

Mittelwert

pmol/l

1,68

1,36

2,53

3,66

Standardabweichung

1,78
1,19
3,45

1,87

N

21

49

16

88

95%iges Konfidenzintervall

-1,64 - (10,31
1,74 - (-) 0,56
-0,88-0,91

3,09-4,12

Tabelle 15: Gesamt-GS in der Altersgruppe >11 Jahren

Signifikanz

0,04
0,00

0,97

In der Altersgruppe >11 Jahren ist in der graphischen Darstellung ersichtlich, dass die

Kontrollgruppe mit Abstand den hochsten Mittelwert an Gesamt-GS-Konzentrationen

aufweist. Die sehr und miBig eingestellten Patientlnnen zeigen niedrige Gesamt-GS-

Konzentrationen im Gegensatz zu der Gruppe, der schlecht eingestellten Diabetes-

PatientInnen. Wobei dieser Mittelwert der schlecht eingestellten PatientInnen am néchsten

an der Kontrollgruppe liegt.

GS in pmol/1

3,5

2,5

1,5

0,5

3,66

2,53

1,68

1,36

I II

II IV

Abbildung 12: Gesamt-GS in der Altersgruppe >11 Jahren
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3.3 Verteilungsmuster der Gesamt-GS-Profile

Um die Zusammensetzung der Gesamt-GS darstellen zu koénnen, betrachten wir nun im
ndchsten Schritt die einzelnen Mittelwerte der Gesamt-GS-Komponenten: Glycin-
konjugierte GS und Taurin-konjugierte GS. Zunéchst erfolgt die Beschreibung der Glycin-
konjugierten GS.

3.3.1 Glycin-konjugierte GS: Altersgruppe 3-5 Jahren

In der Altersgruppe 3-5 Jahren finden wir einen Mittelwert in der Gruppe I von 4,56pumol/l
Die Signifikanz wurde mit 0,55 berechnet. Eine Standardabweichung konnte aufgrund der
niedrigen Patientlnnenanzahl nicht angegeben werden. In der Gruppe II liegt der
Mittelwert der Glycin-konjugierten GS bei 4,02umol/l mit einer Standardabweichung von
2,21 und einer Signifikanz von 0,6. Die Gruppe III weist den niedrigsten
Durchschnittswert mit 1,98umol/l auf. Die Standabweichung ist sehr gering 0,24, wie auch
die Signifikanz 0,23. Die Kontrollgruppe trigt als mittleren Wert 3,4pmol/l mit einer

Standardabweichung von 1,92.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung N 95%iges Konfidenzintervall Signifikanz

pmol/l
1 4,56 - 1 -2,78 - 5,1 0,55
1I 4,01 2,21 3 -1,77 - 2,98 0,60
I 1,98 0,24 3 -3,74 - 0,96 0,23
v 3.4 1,92 21

Tabelle 16: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

Die Mittelwerte der Glycin-konjugierten GS der gut eingestellten PatientInnen liegen tliber
dem Mittelwert der Kontrollgruppe. Die schlecht eingestellten Patientlnnen zeigen den

niedrigsten Wert im Vergleich zu allen zu beschreibenen Gruppen.
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Abbildung 13: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

3.3.2 Glycin-konjugierte GS: Altersgruppe 6-11 Jahren

In der Altersgruppe 6-11 Jahren liegen die Mittelwerte der Gruppe I und II nahe der zu
vergleichenden Kontrollgruppe. Bei der Gruppe I belduft sich der Mittelwert auf 2,7pmol/l
mit einer Standardabweichung von 1,97 und einer Signifikanz von 0,61. Mit 3,36umol/l
wird der Mittelwert der Glycin-konjugierten GS der Gruppe II Dbeziffert;
Standardabweichung 3,19 und Signifikanz 0,97. Die Kontrollgruppe hélt einen
Durchschnittswert der  Glycin-konjugierten GS  von  3,33umol/l und eine

Standardabweichung von 2,09 inne.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung N 95%iges Konfidenzintervall Signifikanz

pmol/l
I 2,7 1,97 5 -2,9 - 1,71 0,61
II 3,36 3,19 18 -1,35-1,4 0,97
v 3,33 2,09 42

Tabelle 17: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren

Die Mittelwerte der Gruppe I und II liegen nahe an der Kontrollgruppe; wobei die Gruppe
I den niedrigsten Mittelwert und die Gruppe II den hochsten Mittelwert aufweist.

47



3,5

2,5

GS in pmol/1

1,5

0,5

3,36

3,33

2,7

I

11 v

Abbildung 14: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren

3.3.3 Glycin-konjugierte GS: Altersgruppe >11 Jahren

In der Altersgruppe >11 Jahren sind niedrigere Werte zu beschreiben. Der Mittelwert in

der Gruppe I wurde mit 1,68 pmol/l, einer Standardabweichung von 1,78 und einer

Signifikanz von 0,42 beschrieben. Die Gruppe II trdgt den niedrigsten Wert mit

1,36umol/l, einer Standardabweichung von 1,19 und einer Signifikanz von 0,0. Die

Gruppe III hingegen beschreibt nahezu einen doppelt so groen Mittelwert mit 2,52umol/l,

einer Standardabweichung von 3,45 und einer Signifikanz von 0,97. Die Kontrollgruppe

weist einen sehr dhnlichen Mittelwert der Glycin-konjugierten GS auf. Dieser lautet

2,51umol/l mit einer Standardabweichung von 1,37.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung

pmol/l
| 1,68
II 1,36
11 2,52
v 2,51

1,78
1,19
3,45

1,37

N

21

49

16

88

95%iges Konfidenzintervall Signifikanz

-1,64 - (-)0,03 0,42
-1,74 - (-)0,56 0,00
-0,88-0,91 0,97

Tabelle 18: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe >11 Jahren
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In der Altersgruppe >11 Jahren weisen die Glycin-konjugierten GS bei den gut
eingestellten PatientInnen niedrige Werte auf, als die zu vergleichende Kontrollgruppe. Die
schlecht eingestellten Patientlnnen hingegen erreichen um eine hundertste Stelle den

gleichen Durchschnittswert wie die Kontrollgruppe.

2,52
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Abbildung 15: Glycin-konjugierte GS in der Altersgruppe >11 Jahren

3.3.4 Taurin-konjugierte GS: Altersgruppe 3-5 Jahren

Die Taurin-konjugierten GS zeigen im Allgemeinen niedrigere Konzentrationsverhiltnisse
und somit Mittelwerte im Vergleich zu den Glycin-konjugierten GS. In der Altersgruppe 3-
5 Jahren betrdgt der Mittelwert in der Gruppe I 0,61 umol/l und eine Signifikanz von 0,77.
Die Gruppe II beziffert einen nahe zu doppelt so groem Mittelwert, gemessen mit
1,12umol/l, einer Standardabweichung von 1,4 und einer Signifikanz von 0,58. Die
Gruppe I1II zeigt den niedrigsten Mittelwert an Taurin-konjugierten GS. 0,3 pmol/l werden
berechnet, eine Standardabweichung von 0,23 und eine Signifikanz von 0,3. Der
Mittelwert der Taurin-konjugierten GS bei der Kontrollgruppe befindet sich zwischen den

bereits angegebenen Werten mit 0,88umol/l und einer Standardabweichung von 0,85.
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Gruppe

1T
I

10Y%

Mittelwert Standardabweichung N
pmol/l

0,61 - 1
1,12 1,40 3
0,30 0,23 3
0,88 0,85 21

95%iges Konfidenzintervall

2,13-1,58
0,81 - 1,43

-1,69 - 0,54

Tabelle 19: Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

Signifikanz

0,77
0,58

0,3

Die graphische Darstellung der Altersgruppe 3-5 Jahren spiegelt fiir die Taurin-

konjugierten GS das bisher bunteste Bild wieder. Wéhrend die Gruppe I und Gruppe III

(sehr gut und schlecht eingestellte Patientlnnen) niedrigere Durchschnittswerte in Bezug

zur Kontrollgruppe aufweisen, zeigt die Gruppe Il (miBig gut eingestellt) einen hoheren

Wert.
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0,88

0,61
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o
(o)}

0,3
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Abbildung 16: Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe 3-5 Jahren

3.3.5 Taurin-konjugierte GS: Altersgruppe 6-11 Jahren

Die Mittelwerte der Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe 6-11Jahren liegen sehr

nahe beieinander. In der Gruppe I wird ein Mittelwert von 0,54pmol/l berechnet. Die
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Standardabweichung lautet 0,62 und die Signifikanz 0,89. In der Gruppe II findet sich ein

Wert von 0,49umol/l als Mittelwert mit einer Standardabweichung von 0,67 und einer

Signifikanz von 0,16umol/l. Die Kontrollgruppe halt einen Mittelwert von 0,5umol/l und

einer Standardabweichung von 0,53 inne.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung N
pmol/l

| 0,54 0,62 5

11 0,49 0,67 18

v 0,50 0,53 42

95%iges Konfidenzintervall Signifikanz
mg/dl
-0,51-0,58 0,89
-0,34 - 0,31 0,16

Tabelle 20: Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren

In der Altersgruppe 6-11 Jahren sind die Taurin-konjugierten GS-Durchschnittswerte nahe

zu gleich verteilt. Allein die sehr gut eingestellten PatientInnen zeigen hhere Werte.

0,55

0,54
0,54

0,53

0,52

0,51

0,5
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o
921

0,49

0,48
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0,46
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II
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Abbildung 17: Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe 6-11 Jahren

3.3.6 Taurin-konjugierte GS: Altersgruppe >11 Jahren

Die Altersgruppe >11 Jahren weist in der Gruppe I einen Mittelwert von 0,31pumol/l, mit

einer Standardabweichung von 0,45 und einer Signifikanz von 0,81 auf. Dieser berechnete
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Mittelwert liegt nahe bei der Kontrollgruppe (0,35umol/l mit einer Standardabweichung
von 0,4). Die Gruppe II hilt einen Mittelwert von 0,22pmol/l inne, einer Standabweichung
von 0,29 und einer Signifikanz von 0,34. Der Mittelwert der Gruppe III ist der hochste
dieser Altersgruppe und betrdgt 0,79umol/l, wie auch die Standardabweichung von 2,38.
Die Signifikanz dieses Mittelwertes liegt bei 0,44.

Gruppe Mittelwert Standardabweichung & N 95%iges Konfidenzintervall Signifikanz

pmol/l
| 0,31 0,45 21 -0,43 - 0,33 0,81
I 0,22 0,29 49 -0,41- 0,14 0,34
11 0,79 2,38 16 0,01 - 0,86 0,44
v 0,35 0,4 88

Tabelle 21: Taurin-konjugierte GS Altersgruppe >11 Jahren

Die miBig gut eingestellten Patientlnnen zeigen &dhnliche bzw. gleich hohe
Durchschnittswerte an Taurin-konjugierten GS. Wahrenddessen sticht die Gruppe III mit

einem sehr viel hoheren Wert als die Kontrollgruppe hervor.

0,9

0,8 0,79

0,7

0,6

0,5

pmol/1

£04

0,31 0,35

GS

03
0,2 0,22
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Abbildung 18: Taurin-konjugierte GS in der Altersgruppe >11 Jahren
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Verdnderungen der GS im Serum bei Kindern und Jugendlichen
mit T1D festzustellen. Insgesamt konnten wir GS-Werte von 116 PatientInnen analysieren.
Da die GS im Wachstum unterschiedliche Normwerte haben und erst ab dem 11.
Lebensjahr die Werte konstant bleiben, gliederten wir die Patientlnnen in drei
Altersgruppen. Aulerdem bildeten wir drei Untergruppe pro Altersgruppe, in welche wir
die Patientlnnen den zugehorigen HbAlc-Wert zuwiesen. Alle ausgewéhlten Gruppen
haben Unterschiede in der Gesamt-GS-Werteberechnung aufgewiesen. Diese berechneten
Durchschnittswerte befinden sich jedoch in einem moderaten Malle, sodass, wider
Erwarten, keine extrem hohe bzw. extrem niedrige Mittelwerte zu beschreiben sind. Nur in
der Altersgruppe >11 Jahren wurden in zwei Gruppen signifikante Ergebnissen
nachgewiesen. Jugendliche mit sehr guten und maiaBig guten HbAlc-Werten zeigten
signifikant p<0,05 erniedrigte GS-Werte. Somit kdnnten hohe Serum-Insulin-Spiegel zu

einer Hemmung der GS-de-novo-Synthese flihren.

Grundsatzlich ist in der Literatur wenig iiber den GS-Stoffwechsel in der Pédiatrie zu
finden. Publikationen, die die Zusammenhdnge zwischen des GS-Stoffwechsels und DM
beschreiben, sind derzeit nur fir T2D verfiigbar. Wewalka et al zeigte bei T2D
PatientInnen, dass Taurin-konjugierte GS-Werte hoher bei T2D Patientlnnen als in der
Vergleichskohorte sind [10]. Steiner et al beschrieb GS-Tagesschwankungen bei T2D
PatientInnen [11]. Die genaue Interaktion zwischen dem Glukose- und GS-Stoffwechsel ist
nicht bekannt. Die in der Einleitung dargestellten Regelkreisldufe, wonach hohe GS-Werte
den Glukose-Spiegel senken und hohe Insulinwerte die GS im Serum senken sollten, sind
kombinierte Hypothesen aus verschiedenen Studien, welche in erster Linien bei Tieren
erfolgte. Demnach besteht hier der dringende Bedarf, Zusammenhéinge bei Patientlnnen
mit DM zu erforschen. Bisher konzentrierten sich Wissenschaftler im Wesentlichen auf die
Zusammenhdnge zwischen T2D und dem GS-Stoffwechsel. T2D-PatientInnen weisen oft
Komorbidititen wie die Présens eines metabolischen Syndroms auf. Dyslipiddmie, als
eines der hiufigen Symptome, ldsst auf einen erhohten Cholesterin-Spiegel und somit auf
erhohte GS-Spiegel schliefen, da GS das Abbauprodukt des Cholesterins ist. Den GS-
Stoffwechsel bei T1D zu untersuchen ist insbesondere deswegen interessant, da man hier
den Einfluss von Insulin untersuchen kann. Interessant wire vor allem der GS-Spiegel im

Serum bei Patientlnnen mit Erstmanifestation von T1D, welche (fast) kein Insulin im
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Serum haben und hohe Glukosespiegel aufweisen. Leider hatten wir fiir diese Arbeit zu
wenige Patientlnnen mit T1D-Erstmanifestation ohne Insulintherapie, um die Werte

auszuwerten.

Insulin per se im Serum zu messen war bei unseren PatientInnen nicht moglich, weswegen
wir uns auf den HbAIc-Wert konzentrierten, der ein indirekter Marker fiir die
Stoffwechselkontrolle bei T1D ist. Wir teilten die Kinder- und Jugendlichen in drei
Gruppen ein (HbAlc-Werte <59; 59-75 und >75mmol/mol). Wenn man von der
Hypothese ausgeht, dass Insulin den GS-Spiegel bei T1D beeinflusst, dann ist der HbAlc-
Wert sicherlich nicht der optimale Parameter, um die Patientlnnen einzuteilen. Ein Patient
mit einem guten HbAlc-Wert kann einen unterschiedlichen Insulinbedarf haben. Daher
sollte bei weiteren Studien entweder Insulin im Serum oder das C-Peptid als Marker der

eigenen Insulinproduktion bestimmt werden.

Die Idee unserer Studie war es, Verdnderungen im GS-Haushalt bei PatientInnen mit T1D
finden zu kénnen. Wie in Kapitel 1.3. beschrieben wurde, wirkt Insulin hemmend auf die
GS-Synthese. Bei der Gruppe I erwarten wir uns unabhdngig von der Altersgruppe
niedrige Gesamt-GS-Werte, da aufgrund der niedrigen HbAlc-Werte auf eine hohe
tagliche Insulinzufuhr zu schlieBen ist. Niedrige HbA1l-Werte sind jedoch auch bei
PatientInnen zu finden, welche sich in der Remissionsphase befinden und eine, wenn auch
geringe Eigenproduktion von Insulin aufweisen. In jeder zu untersuchenden Altersgruppe
erwarten wir uns in der Gruppe III eine Erhohung der Gesamt-GS-Werte. Die hohen
HbAlc-Werte dieser Gruppe lassen auf niedrige Insulingaben schliefen; und somit
niedrige Insulinkonzentration generell im Blut. Die GS-Synthese wird bei

vorherrschendem Insulinmangel nicht inhibiert.

Die Ergebnisse unserer Studie waren nicht einheitlich. Auffédllig waren vor allem die
verschiedenen GS-Ergebnisse in den unterschiedlichen Altersgruppen. Die sehr und méBig
gut eingestellten Patientientlnnen hatten bei den 3-5jdhrigen hochnormale GS-Werte
(6,4mg/dl; Normwerte 4,3-6,4 umol/l) und bei den iiber 11-jdhrigen siginifikant erniedrigte
Werte (1,7 pmol/l und 1,4 pmol/l; Normwerte 3,1-4, umol/l). Diese Diskrepanz konnen
wir uns derzeit nicht erkldren. Eventuell spielen andere Faktoren wie Hormone eine
beeinflussende Rolle. Fiir uns auch nicht vollig verstindlich ist, warum die schlecht

eingestellten T1D PatientInnen nicht hohe GS-Werte aufweisen, sondern auch tendenziell
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erniedrigte Werte, wie bspw. in der Altersgruppe 3-5Jahren (3,7 umol/l; Normwerte 4,3-
6,4 umol/l). Dies ldsst ebenfalls auf weitere Faktoren schlieen, die den GS-Stoffwechsel
bei Kindern- und Jugendlichen beeinflussen. Unsere Hypothese lautete, je besser der
HbAlc-Wert eines/r PatientIn sei, umso niedriger sei die Gesamt-GS-Konzentration. Dies
ist bei den iiber 11-jahrigen mit eine signifikanten Ergebnis bestétigt worden. Aufgrund der

Ergebnisse der anderen Gruppen muss die Hypothese dennoch hinterfragt werden.

Die durchgefiihrte Studie ist als eine Pilotstudio zu charakterisieren, im Sinne einer ersten
Datenanalyse und soll einen ersten Eindruck und Uberblick in die Thematik GS und T1D
schaffen. Um ein breites Spektrum an ProbandInnen zu beschreiben, haben wir die
individuelle Therapie eines jeden Patientln in unserer Studie nicht miteinbezogen. Es wire
sicherlich interessant, verschiedene Insulin-Therapie-Formen (Insulinpumpe vs. Basis-
Bolus Therapie) zu vergleichen. Wir konnten auch nicht auf die einzelnen Produkte
eingehen, wobei wir denken, dass der GS-Stoffwechsel durch Insulin und Insulin-Analoga

gleichermallen beeinflussen werden.

Fiir eine weitere Verbesserung der Datenanalyse sollten die GS-Messungen von GS immer
zur gleichen Tageszeit erfolgen. GS unterliegen tageszeitlichen Schwankungen, welche
auch im direkten Bezug zu der Nahrungsaufnahme stehen. Zudem wirken vor allem
hydrophobe GS, aufgrund des Vermodgens FXR zu aktivieren, auf die GS-Synthese ein.
Konjugierte GS erreichen 1-2h postprandial ein Konzentrationsmaximum. Vor dem
Frithstiick wurden hohere Werte der konjugierten GS als in der Nacht gemessen.
Unkonjugierte GS steigen in der Nacht hingegen auf ihre Maximalwerte an. In unserer
Studie waren die Blutabnahmen zwischen 8 und 12 Uhr, ein einheitlicher Zeitpunkt war
aus organisatorischen Griinden nicht moglich. Wichtig ist es, dass die Patienten niichtern

waren.

Unsere Ergebnisse ergaben kein einheitliches Bild zur Beurteilung der GS-Veridnderungen
im Serum bei T1D erkrankten Kindern und Jugendlichen. In einigen Gruppen fanden wir
Korrelationen zu unseren Uberlegungen; vor allem in der Altersgruppe >11 Jahren, welche
durch ihre signifikanten Ergebnisse unsere Hypothese zusdtzlich unterstiitzen. Genauere
Betrachtungen ergaben jedoch, dass Verdnderungen des Gesamt-GS-Wertes keiner

bestimmten GS im Profil zugesprochen werden konnte.
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Inwieweit die Insulintherapie bei T1D PatientInnen Einfluss auf den GS-Haushalt nimmt,
kann im Rahmen dieser Arbeit nicht ausreichend interpretiert werden. Um weitere
Untersuchungen beziiglich GS-Verdnderungen bei T1D Patientlnnen zu tétigen, ist eine
Erhohung der Fallzahl essentiell. Nur so kann eine Vielzahl von Werten analysiert werden,
die letztendlich zu eindeutigeren Ergebnissen fiihren konnten. Erschwerend kommt hierbei
hinzu, ob bei den sehr jungen Patientlnnen immer eine Blutabnahme indiziert ist.
Zusitzlich sollten weitere Kriterien in Studien miteinbezogen werden, um Ergebnisse zu
analysieren. Zu welcher Tageszeit die Blutabnahme erfolgt, kann einen entscheidenden
Hinweis dartliber geben, weshalb welche GS im Profil einen erhohten oder erniedrigten
Wert aufweist. Gleichzeitig ist es von Bedeutung zu wissen, ob der/ die PatientIn wihrend
der Untersuchung niichtern war oder ob die Untersuchung postprandial und nach
Insulingabe erfolgte. Insgesamt ist die Durchfiihrung von Studien bei T1D PatientInnen

eine komplexe Angelegenheit, die in Zukunft prospektiv durchgefiihrt werden sollte.

Bisher befassten sich nur wenige Studien mit dem GS-Stoffwechsel und dem
Glukosemetabolismus. Es ist jedoch essentiell sich in Zukunft mit dieser Thematik néher
zu befassen, um Verdnderungen des GS-Haushaltes richtig analysieren zu konnen. Es muss
die Vielzahl von Faktoren beriicksichtigt werden, die in den GS-Metabolismus einwirken.
Dazu zédhlen: Dauer der Krankheitsanamnese, regelméflige Medikamenteneinnahme,
Compliance der PatientInnen und der Eltern, Alter. Es muss sich auch die Frage gestellt
werden, welche weiteren Punkte den GS-Stoffwechsel nachhaltig beeinflussen. In weiteren
Untersuchungsverfahren sei auch eine Erhebung der GS-Werte bei Kindern mit
Erstmanifestation von TI1D sehr interessant. Hierbei konnte die Frage nach den

Auswirkungen auf den GS-Metabolismus bei absolutem Insulinmangel untersucht werden.

Zusammenfassend konnen wir festhalten, dass wir uns im Rahmen dieser Arbeit einen
Uberblick verschaffen konnten, wie die Verteilung der GS-Werte bei T1D PatientInnen ist.
Dass der GS-Stoffwechsel durch den Glukosemetabolismus beeinflusst wird, ging bereits
aus anderen Studien hervor. Inwieweit und auf welchen Ursachen beruhend sollten in
zukiinftigen Studien erfolgen. Derzeit ldsst sich nicht abschitzen, welche Bedeutung der
GS im Rahmen diabetologischer Erkrankungen zugesprochen werden kann und ob GS als

Biomarker bei diesen Erkrankungen eingesetzt werden kénnen.
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6 Anhang - Projektplan

September 2013: Kontaktaufnahme mit Betreuer OA Dr. Jahnel (Medizinische Universitit
Graz fir Kinder und Jugendheilkunde)

Oktober 2013: Erstgesprich und Themenauswahl: Wochentliche Teamsitzung mit

Betreuer und weiteren DiplomandInnen

November 2013: Beginn mit Literatursuche ; Erstellung eines Studienprotokolls;
Planung und Organisation des zeitlichen Ablaufs ; Einschluss der ersten PatientInnen

(Ambulanz, Station) Erstellung einer Excel-Tabelle

Dezember 2013: Zusendung der ersten GS-Werte; Uberblick der ersten Daten gewinnen;

Trends erkennen
Januar 2014: Beginn mit der ,, Einleitung* der Diplomarbeit; Tabellenzeichnung

Februar - Mai 2014: Verfassung des Kapitels ,, Material und Methoden*; Erhalt weiterer

PatientInnendaten und weitere Ausfithrung der Tabellen; Beginn der Ergebnisdarstellung

Juni 2014: Préasentation der Diplomarbeit im Rahmen der ,,Mariatroster

Forschungsklausurtagung 2014 (15min 6ffentlicher Vortrag)

Juli - Oktober 2014: Sammlung weiterer Daten und Vervollstindigung der Tabellen,

statistische Auswertung und graphische Darstellung
Oktober - November 2014: Fertigstellung der restlichen Abschnitte der Diplomarbeit

Dezember 2014 - Juni 2015: Korrektur
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