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Zusammenfassung

Einleitung: Glukagon ist ein, von den Alpha-Zellen des Pankreas produziertes,
Hormon, das oftmals als Gegenspieler von Insulin bezeichnet wird, da es, im Ge-
gensatz zu Insulin, den Blutzuckerspiegel erhoht und damit einer Hypoglykamie
entgegenwirken kann. Da erst seit kurzem ein ausreichend spezifischer und sensi-
tiver Glukagon-ELISA vorhanden ist, werden mit diesem die Nichternglukagon-
werte von Patienten und Patientinnen mit Diabetes Mellitus Typ-1 und Typ-2, so-
wie gesunden Probanden und Probandinnen bestimmt und mit einem bisher Ub-
lichen RIA verglichen.

Methoden: Es wurden jeweils 20 Nuchternblutproben von gesunden Probanden
und Probandinnen, sowie Patienten und Patientinnen mit Typ-1 und Typ-2 Dia-
betes gesammelt. Aus diesen wurden Glukagon, Glukose und HbA1¢ bestimmt.
Fir die Glukagonbestimmung wurde ein ELISA der Firma Mercodia (10-1271-01)
und ein RIA der Firma MP Biomedicals (07-152101) verwendet.

Ergebnisse: Gesunde hatten im Mittel eine Nuchternglukagonkonzentration von
7,6 pmol/l (£ 2,5 pmol/l), Typ-1 Diabetikerlnnen im Mittel eine von 9,8 pmol/l

(x 8,3 pmol/l) und Typ-2 Diabetikerinnen im Mittel eine von 16,2 pmol/l

(x 11,9pmol/l). Die Typ-2 Diabetikerlnnen zeigten signifikant (p < 0,05) hdhere
Glukagonwerte als die gesunden Kontrollen. Die Messwerte des RIAs waren im
Mittel 77,7 pmol/l (£ 30,3 pmol/l) hdher als die des ELISAs.

Diskussion: Die Typ-2 Diabetikerlnnen zeigten im Mittel eine Nuchternhyperglu-
kagonamie, die Typ-1 Diabetikerlnnen hingegen hatten normale Nichterngluka-
gonwerte die vergleichbar mit denen von nichtdiabetischen Personen sind. Als Ur-
sachen fur die beobachtete Hyperglukagonamie der Typ-2 Diabetikerinnen kom-
men eine Insulinresistenz von Alpha-Zellen, eine extrapankreatische Glukagonse-
kretion oder eine Stérung der juxta- bzw. parakrinen Regulation in der Langer-
hans-Insel in Frage. Der verwendete RIA scheint flr die Bestimmung von physio-

logischen Glukagonwerten inakkurat zu sein.



Abstract

Introduction: Glucagon, a hormone produced by the alpha-cells of the pancreas,
is often called the antagonist of insulin because it elevates blood-sugar-levels and
therefore can avoid hypoglycemia, in contrast to insulin. Because a sufficiently
sensitive and specific glucagon-ELISA is available only recently, the fasting gluca-
gon levels of type-1 diabetics, type-2 diabetics and healthy subjects were deter-
mined with it and compared with a RIA.

Methods: 20 blood samples of each group were collected under fasting con-
ditions. Glucagon, glucose and HbA1c-levels were determined. Glucagon was
measured with an ELISA (10-1271-01) by the company Mercodia and a RIA by the
company MP Biomedicals (07-152101).

Results: Healthy subjects had average fasting-glucagon-levels of 7.6 pmol/l (+ 2.5
pmol/l), type-1 diabetics had levels of 9.8 pmol/l (+ 8.3 pmol/l) und type-2 diabetics
had levels of 16.2 pmol/l (£ 11.9pmol/l). Type-2 diabetics showed significantly

(p < 0.05) higher glucagon-levels than healthy subjects. Glucagon-levels meas-
ured by RIA were 77.7 pmol/l (£ 30.3 pmol/l) higher on average than measured by
ELISA.

Discussion: Type-2 diabetics showed hyperglucagonaemia, however type-1 dia-
betics presented with normal fasting-glucagon-levels. Reasons for the observed
hyperglucagonaemia in type-2 diabetics could be alpha-cell insulin-resistance, an
extrapancreatic source of glucagon, glucagon-producing beta cells or juxtakrine or
paracrine dysregulation in the islet of Langerhans. The used RIA has proven to be

inaccurate in the measurement of glucagon-levels in the physiological range.
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1 Einleitung

Glukagon ist ein, von den Alpha-Zellen des Pankreas produziertes Hormon, wel-
ches durch posttranslationale Modifikation aus der Peptidvorstufe Praproglukagon
entsteht. Es wird oftmals als Gegenspieler von Insulin bezeichnet, da es, im Ge-
gensatz zu Insulin, durch Aktivierung der hepatischen Glukoseproduktion den Blut-
zuckerspiegel erhdht, um so einer Hypoglykamie entgegenzuwirken (1). Dass Glu-
kagon bei der Entstehung von Diabetes eine wichtige Rolle spielt, ist mittlerweile
bekannt, weshalb Glukagon als wichtiges potentiell therapeutisches Target in Be-
tracht gezogen wird (2-5).

Dies setzt jedoch voraus, dass physiologische und molekularbiologische Grund-
lagen beziehungsweise Ablaufe bis in kleinste Detail verstanden werden. Aufgrund
unspezifischer und nicht ausreichend empfindlicher Methoden war es lange Zeit
nicht mdglich, Glukagon entsprechend sensitiv und zuverlassig aus dem Plasma
zu messen. Diese Problematik des Nichtvorhandenseins spezifischer Methoden
konnte erst vor kurzem gelost werden, weshalb bis zum jetzigen Zeitpunkt keine
zuverlassigen und glaubwirdigen Daten zu Glukagon-Plasmawerten in Patienten
und Patientinnen mit Typ-1 und Typ-2 Diabetes, sowie Stoffwechselgesunden vor-
liegen (6,7).

In dieser Arbeit werden daher mit Hilfe eines hoch-spezifischen und sensitiven
Glukagon Sandwich-ELISAs die Nuchternglukagonkonzentrationen von Typ-1 und
Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen, wie auch Gesunden bestimmt. Zusatzlich
soll ermittelt werden, ob es einen mdglichen Zusammenhang zwischen den ermit-
telten Glukagonwerten und weiteren diabetesrelevanten Parametern, wie Diabe-
tesdauer, Glukose- und HbA1c- Werten, gibt. Um zusatzlich die Auswirkung von
unterschiedlichen Analysemethoden auf die Messergebnisse zu demonstrieren,
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche Immunoassays

fur die Glukagonbestimmung miteinander verglichen.



1.1 Glukosehomoostase und Glukagon

Bei Gesunden betragt der Glukosespiegel wahrend eines Zeitraumes von 24 Stun-
den betragt durchschnittlich 90 mg/dl (5 mmol/l) und bleibt stets Gber 55 mg/dl

(3,0 mmol/l), nach beispielsweise Sport oder 60 Stunden ohne Nahrungsaufnah-
me. Nach Nahrungsaufnahme Ubersteigen die Glukosewerte normalerweise nicht
165 mg/dl (ca. 9,0 mmol/l) (1).

Glukose ist, neben Ketonkorpern bei langerer Zeit ohne Nahrungsaufnahme, die
Hauptenergiequelle des Gehirns. 45 - 60 % der im Koérper verbrauchten Glukose
wird vom Gehirn aufgenommen. Der Rest wird von Skelettmuskulatur, Nieren,
Blutzellen, Bauchorganen und Fettgewebe verbraucht (8). Das Gehirn kann keine
Glukose produzieren oder lagern und begegnet deshalb einer Abnahme der Glu-
kosekonzentration von 20 mg/dl (1 mmol/l) (von 70 mg/dl (4 mmol/l) auf 50 mg/dl
(3 mmol/l)) mit einer Gegenregulation. Es veranlasst die Sekretion von Hormonen,
die den Glukosespiegel erhohen, wie Glukagon, Katecholamine, Kortisol und
Wachstumshormone (1).

Ebenso wie eine Hypoglykdamie dem Gehirn schadet hat auch eine chronische Hy-
perglykamie negative Auswirkungen auf unterschiedliche Organe. Deshalb ist es
wichtig die Glukosekonzentration in einem engen Bereich zu halten. Insulin und
Glukagon sind zwei wichtige Regulatoren der Glukosekonzentration (1).

Insulin stimuliert die Glykogensynthese und fordert die Glukoseaufnahme in insu-
linabhangige Zellen. Es wird bei hohen Glukosewerten vermehrt sezerniert und bei
niedrigen Glukosewerten wird dessen Sekretion gehemmt (1).

Im Gegensatz dazu steht Glukagon, dessen Hauptaufgabe es ist einer Hypoglyka-
mie entgegenzuwirken, indem es den Abbau von Glykogen, die Glykogenolyse,
und die Glukoneogenese in der Leber steigert und somit den Blutzuckerspiegel er-
hoht. Es wird daher oftmals als Gegenspieler von Insulin bezeichnet (9).

Nach Injektion von Glukagon beispielsweise reagiert die Leber mit einer raschen
Stimulation der Glykogenolyse, die Glukoneogenese verandert sich nur unwesent-
lich. In einem Experiment an Hunden konnte gezeigt werden, dass die hepatische
Glukoseproduktion nach erfolgter Glukagoninjektion mehr als 3-mal so hoch ist
(10).

Glukagon ist fur ca. 40 bis 50 % der hepatischen Glukoseproduktion verantwortlich

und somit wichtig zur Aufrechterhaltung eines physiologischen Glukosespiegels



(11). Dies konnte durch Studien gezeigt werden in denen durch die Infusion von
Somatostatin die Glukagon- und Insulinsekretion gehemmt und Insulin ersetzt
wurde. Daraufhin nahm nach kurzer Zeit die hepatische Glukoseproduktion und
die Glukosekonzentration ab (12,13).

Glukagon reguliert nicht nur den Glukosespiegel im Blut, es wird von diesem auch
im Sinne einer negativen Ruckkopplung beeinflusst. Eine akute Hyperglykamie
beispielsweise verursacht eine Hemmung und eine akute Hypoglykamie eine Er-
héhung der Glukagonsekretion. Abbildung 1 veranschaulicht die Anderung des
Glukagonspiegels in Abhangigkeit vom Glukosespiegel. Die hellblaue Kurve zeigt
den Verlauf von Glukose und Glukagon bei einer Hyperglykamie, die blaue Kurve
mit den Kreisen als Messpunkte zeigt den Verlauf bei einer Euglykdmie, die dun-
kelblaue Kurve zeigt den Verlauf bei einer Hypoglykamie. Man erkennt den deut-
lichen Anstieg der Glukagonkonzentration nach Erzeugung einer Hypoglykamie
und die Senkung der Glukagonkonzentration nach Erzeugung einer Hyperglyka-
mie (14).

10 healthy male subjects
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Abbildung 1: Glukagonkonzentration in Abhédngigkeit von der Glukosekonzentration (14).

Die Glukosehomoostase ist zum Beispiel bei Diabetes Mellitus gestért und auch
eine Dysregulation der Glukagonsekretion scheint dabei eine Rolle zu spielen. Im
folgenden Kapitel wird deshalb der Zusammenhang zwischen Diabetes und Glu-
kagon erlautert.



1.2 Diabetes Mellitus und Glukagon

Schon 1975 postulierten Roger Unger und Lelio Orci ihre bihormonelle Hypothese,
mit der sie die Pathogenese des Diabetes erklarten. Sie behaupteten, dass nicht
nur der Insulinmangel im Blut, sondern auch eine relative Hyperglukagonamie zum
Phanotyp des Diabetes beitragen (15).

Diabetes Mellitus kann nach seiner Atiologie in unterschiedliche Formen unterteilt
werden. Entsprechend der American Diabetes Association (ADA) sind diese Typ-1
Diabetes, Typ-2 Diabetes, andere spezifische Diabetes-Formen und Gestations-
diabetes. Die chronische Hyperglykamie ist ein gemeinsames Merkmal aller Dia-
betestypen. Sie wird assoziiert mit Langzeitschaden und Funktionseinschrankung-
en von verschiedenen Organen, hauptsachlich Augen, Nieren, Nerven, Herz und
Blutgefalien. Die klassischen Symptome der schweren Hyperglykamie sind Poly-
urie, Polydipsie, Gewichtsverlust, Sehstorungen und Infektanfalligkeit bis hin zu
Ketoazidose oder nicht-ketoazidotischem hyperosmolarem Syndrom (16).

Typ-1 und Typ-2 Diabetes sind die zwei in der Gesamtbevdlkerung am haufigsten
vorkommenden Formen und auch in dieser Arbeit im Probanden- und Probandin-
nenkollektiv enthalten. Der Grund fur die chronische Hyperglykamie bei Typ-1 Dia-
betes ist die durch einen Autoimmunprozess bedingte Beta-Zellzerstérung und der
damit verbundene absolute Insulinmangel. Bei Typ-2 Diabetes hingegen sind die
Insulinresistenz der insulinabhangigen Zellen und der zumindest anfangs relative
Insulinmangel, neben einer mdglichen Glukagonsekretionsstérung, fur die chro-
nische Hyperglykamie verantwortlich (16,17).

Die Diagnose des Diabetes Mellitus wird mit Hilfe von HbA1c-Wert, Nuchternglu-
kosewert, 2-Stunden-Glukosewert nach 75g oralem Glukosetoleranztest (OGTT)
oder Nicht-Nuchtern Glukosewert (Random-Glucose) gestellt. Auch ein erhdhtes
Diabetes-Risiko kann durch die oben genannten Werte festgestellt werden. In Ta-
belle 1 werden die Diagnosekriterien fur manifesten Diabetes Mellitus und erh6h-
tes Diabetes-Risiko dargestellt (16).



Tabelle 1: Diagnosekriterien fiir manifesten Diabetes Mellitus und erhohtes Diabetes-Risiko
(16,18).

Manifester Diabetes Mellitus Erhohtes Diabetes-Risiko

Nicht-Nichtern-Glukosewert =200 mg/dl (11,2 mmol/l)

(Random-Glucose) + Klassische Symptome oder
=200 mg/dl an 2 Tagen

Nuchtern-Glukosewert =126 mg/dl (7 mmol/l) an 2 =100 mg/dl (5,6 mmol/l), aber
Tagen <125 mg/dl (6,9 mmol/l)

(Abnorme Nuchternglukose,

2-Stunden-Glukosewert nach | 2200 mg/dl (11,2 mmol/l) an 2 | Glukose =140 mg/dI
759 OGTT Tagen (7,8 mmol/l), aber <199 mg/dl
(11,0 mmol/l) (Gestorte

Glukosetoleranz)

HbA1:.-Wert 26,5 % (48 mmol/mol) an 2 25,7 % (39 mmol/mol), aber
Tagen <6,4 % (46 mmol/mol)

Da Typ-1 und Typ-2 Diabetes mit einer Strukturveranderung in der Langerhans-
Insel vergesellschaftet sind und diese bei Pathogenese des Diabetes eventuell

von Bedeutung ist, wird im folgenden Abschnitt dessen Aufbau beschrieben.

1.2.1 Aufbau der Langerhans-Insel

Die Langerhans-Inseln befinden sich im endokrinen Teil des Pankreas (19). Sie
beinhalten jeweils ca. 20-30% Alpha-Zellen, ca. 60% Beta-Zellen, 5-10% Delta-
Zellen, PP- und Epsilon-Zellen in geringerer Anzahl (20,21). Es gibt mehrere Kon-
zepte vom Aufbau der Langerhans-Inseln:

Es gibt das klassische Konzept, bei dem sich die Beta-Zellen im Kern und die
Alpha-und Delta-Zellen in der Hulle der Langerhans-Insel befinden. Die Arteriolen
treten in einer Region der Langerhans-Insel ein, in der sich nur Beta-Zellen befin-
den. Die Arteriolen teilen sich daraufhin in Kapillaren auf, welche den Blutstrom in
die Hulle leiten, wo sich Alpha- und Delta-Zellen befinden. Das Blut fliel3t darauf-
folgend in Venolen ab. Somit kdnnen Sekretionsprodukte der Beta-Zellen die dem
Blutstrom nachfolgenden Alpha-und Delta-Zellen beeinflussen (22). In Abbildung 3
wird dieses Konzept dargestellt. Das Gebiet der Beta-Zellen wurde in rot, das Ge-
biet der Alpha- und Delta-Zellen in grun dargestellt.




Venole

Abbildung 2: Klassisches Konzept der Langerhans-Insel, modifiziert nach (22).

Die Untersuchungen fur dieses Konzept wurden an Nagetieren durchgefiihrt, die
Zytoarchitektur der Langerhans-Insel von Menschen unterscheidet sich jedoch von
der der Nagetiere (23).

Ein neueres Konzept beschreibt eine andere Durchblutungssituation. Es besagt,
dass die Langerhans-Insel trilaminar aufgebaut ist, mit einer Schicht Alpha-Zellen
(grin), einer Schicht Beta-Zellen (rot) und wieder einer Schicht Alpha-Zellen
(griin), umgeben von BlutgefalRen, wie in Abbildung 3 verdeutlicht wird. In sich zu-
sammengerollt ergibt sich die dreidimensionale Kugelstruktur der Langerhans-
Insel (24).

Abbildung 3: Mogliche Zytoarchitektur der Langerhans-Insel (24).

Somit erreicht der Blutstrom, und damit die Information der Konzentrationsénder-
ung der Glukose im Blut zuerst die Alpha-Zellen und erst spater die Beta-Zellen

(14,24). In diesem Konzept sitzt jede Zelle der Langerhans-Insel an einem festge-
legten bestimmten Ort. Dadurch wird gewahrleistet, dass die gegenseitige Beein-

flussung untereinander einwandfrei funktioniert. Die Alpha-Zellen beispielsweise



findet man immer an der Seite von Beta-Zellen vor, die diese meistens auch noch
ummanteln, was auch fur eine juxtakrine Regulation der Glukagonsekretion spricht
(24).

1.2.2 Regulation in der Langerhans-Insel

Da man vermutet, dass eine Dysregulation der Glukagonsekretion einen Teil zur
Hyperglykamie bei Diabetes beitragt, ist es wichtig die parakrine Regulation der
Glukagonsekretion in der Langerhans-Insel zu erlautern.

Insulin, ein Sekretionsprodukt der Beta-Zellen ist ein wichtiger Regulator der Se-
kretion von Glukagon, es hemmt dessen Ausschuttung und wird bei hohen Blut-
glukosewerten und kohlenhydratreicher Nahrung ausgeschuttet. Die Insulinsekre-
tion ist bei Typ-1 Diabetes nicht vorhanden und bei Typ-2 Diabetes gestort (25).
Der Insulineinfluss auf Alpha-Zellen wurde durch zahlreiche Studien belegt, wel-
che beispielsweise Insulin in vitro durch Antikorper blockierten, wodurch in wei-
terer Folge ein Anstieg des Glukagonspiegels beobachtet werden konnte. Die Ab-
nahme der Insulinproduktion durch Zerstérung von Beta-Zellen, hervorgerufen
durch Substanzen, die toxisch auf Beta-Zellen wirken, bewirkt ebenfalls eine Zu-
nahme der Glukagonsekretion im Tiermodell (26). Des Weiteren exprimieren Al-
pha-Zellen Insulinrezeptoren, weshalb durch die Bindung von Insulin an seinen
Rezeptor auf der Alphazelle, die Glukagonsekretion gehemmt werden kann. Dies
erfolgt Uber eine Erniedrigung der intrazellularen cAMP-Konzentration (27).

Der zweite wichtige Regulator von Glukagon ist Somatostatin, welches in den
Delta-Zellen der Langerhans-Insel produziert wird. Es hemmt durch Bindung an
einen, an den Alpha-Zellen lokalisierten Rezeptor die Glukagonsekretion. Dies
konnte durch die Applikation eines Somatostatin-Agonisten gezeigt werden (28).
Somatostatin wird bei einer Erhdhung der Glukosekonzentration ausgeschuttet

und ist zusammen mit Insulin ein wichtiger Inhibitor der Glukagonsekretion (27).

1.2.3 Glukagondysregulation bei Diabetes Mellitus

Die chronische Hyperglykamie bei Diabetes Mellitus wird verursacht durch eine
Dysregulation von Insulin und mdglicherweise Glukagon. Wahrend der relative
oder absolute Insulinmangel bei Typ-1 und Typ-2 Diabetes gut erforscht und
verstanden ist, wirft der Einfluss von Glukagon noch einige Fragen auf. Es wurde
vielfach eine Hyperglukagonamie bei Typ-1 Diabetes(29,30) und Typ-2(17,30-33)



Diabetes postuliert. Wobei andere Quellen diese nicht feststellen konnten (29,34).
Diese Messungen wurden mit Messmethoden durchgefuhrt, die nicht spezifisch
sind fur Glukagon (6,7,35,36). Es wird hier jedoch davon ausgegangen, dass die
Werte zumindest qualitativ richtig sind.

Normalerweise sollte eine Hyperglykamie mit einer Hemmung der Glukagonse-
kretion einhergehen, wie in Kapitel 1.1 erortert wurde. Dies wurde allerdings an-
hand einer akuten Hyperglykdmie gezeigt. Deshalb ware eine Hyperglykamie mit
einhergehender Hyperglukagonamie bei Diabetes als paradox zu bezeichnen.
Doch ob eine chronische Hyperglykamie auch einen hemmenden Einfluss auf die
Glukagonsekretion hat wurde noch nicht untersucht.

Welchen Einfluss eine akute Hyperglukagonamie auf Glukosewerte hat wurde
ebenfalls in Kapitel 1.1 erklart. Wenn man den Glukagonspiegel langer auf einem
hohen Niveau halt, also im Sinne einer chronischen Hyperglukagonamie, dann
scheint Glukagon immer noch in der Lage zu sein den Glukosespiegel zu erh6hen
und verliert nicht seine Wirkung. Dies wurde an Mausen gezeigt, denen 4 Wochen
lang kontinuierlich Glukagon appliziert wurde (37).

Man sollte bei den Glukagonwerten auch noch Umstande berucksichtigen, die
Einfluss auf die Glukagonsekretion haben, wie beispielsweise Nuchternheit oder
Medikation. Bei Typ-1 und Typ-2 Diabetes beispielsweise scheint eine Insulinthe-
rapie in der Lage zu sein die Glukagonkonzentration im Blutplasma zu senken
(30).

FUr eine erhdhte Nuchternglukagonkonzentration bei Typ-2 Diabetes sprechen ei-
nige Quellen (11,38-40). Doch auch die Reaktion der Leber auf erhéhte Glukagon-
konzentrationen ist moglicherweise verandert. Die hepatische Glukoseproduktion
ist, bei gleicher Glukagonkonzentration, bei Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen
hoher als bei Gesunden, was auf eine hohere Sensibilitat der Leberzellen fur Glu-
kagon zurtickzuflhren sein kdnnte (41).

Bei Typ-2 Diabetes tritt auch nach Mahlzeiten eine Hyperglukagonamie auf, ver-
mutlich auf Grund der unzureichenden Sekretionshemmung durch Insulin (31,42).
Bei stoffwechselgesunden sinkt die Glukagonkonzentration nach einer kohlenhy-
dratreichen Mahlzeit (43). In Abbildung 4 wird die Glukagon- und Insulinsekretion
von Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen und Probanden und Probandinnen mit

normaler Glukosetoleranz nach einer kohlenhydratreichen Mahlzeit dargestellt.



Man kann die postprandial erhdhte Glukagonsekretion und die gestorte Insulinse-
kretion bei Typ-2 Diabetes erkennen.
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Abbildung 4: Glukagon- und Insulinsekretion nach kohlenhydratreicher Nahrung bei Typ-2
Diabetikern und Diabetikerinnen (T2DM) und Probanden mit normaler Glukosetoleranz
(NGT), modifiziert nach (31,44).

Nach einer gemischten Mahlzeit zeigen Typ-2 Diabetikerlnnen typischerweise eine
erhohte Glukagonsekretion im Vergleich zu Probanden und Probandinnen mit

normaler Glukosetoleranz, wie in Abbildung 5 verdeutlicht wird (45).
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Abbildung 5: Glukagonsekretion nach gemischter Mahlzeit bei Typ-2 Diabetikern und

Diabetikerinnen (T2DM) und Probanden und Probandinnen mit normaler Glukosetoleranz
(NGT), modifiziert nach (45).

Nicht nur postprandial, auch nach Glukosegabe, nach Aminosaureninjektion und
nach einer proteinreichen Mahlzeit konnten héhere Glukagon- und Glukosewerte
bei Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen als bei Stoffwechselgesunden nachge-
wiesen werden (46).

Inwieweit sich ein postprandiale Hyperglukagonamie auf die postprandiale Gluko-
sekonzentration auswirkt, konnte an Probanden und Probandinnen gezeigt wer-
den. Bei Innen wurden mittels Injektion Typ-2-diabetische und gesunde Glukagon-

und Insulinwerte simuliert. Beiden Gruppen wurde zuvor Somatostatin verabreicht



um die korpereigene Glukagon und Insulinsekretion zu hemmen. Es wurde ge-
zeigt, dass die postprandiale Hyperglukagonamie nicht allein fur die postprandial
héheren Glukosewerte bei Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen verantwortlich
ist, sondern auch die gestorte Insulinsekretion eine Rolle spielt. Bei normaler Insu-
linsekretion kann die hepatische Glukoseproduktion, trotz erhdhter Glukagonse-
kretion, gehemmt werden. Bei gestorter Typ-2-diabetischer Insulinsekretion uber-
wiegt jedoch die Aktivierung der hepatischen Glukoseproduktion, hervorgerufen

durch die héhere Glukagonsekretion, wie in Abbildung 6 illustriert wird (32).
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Abbildung 6: Glukosekonzentration (links) und hepatische Glukoseproduktion (rechts) bei
normaler Insulinsekretion (A) und Typ-2-diabetischer Insulinsekretion (B), modifiziert nach
(32).

Somit ist anzunehmen, dass nicht nur die gestorte insulinvermittelte Aufnahme der
Glukose in die Zellen verantwortlich flr eine postprandiale Hyperglykamie bei
Typ-2 Diabetes ist, sondern auch eine Hyperglukagonamie einen Beitrag zu lei-
sten vermag.

Ein weiteres Zeichen der Glukagon-Dysregulation ist die fehlende Reaktion von
Glukagon auf eine Hypoglykamie bei Diabetes Mellitus (47,48). Normalerweise
nimmt bei einer Hypoglykamie die Insulinsekretion ab und die Glukagonsekretion
zu. Diese Gegenregulation beginnt ab Glukosewerten zwischen 67 — 81 mg/dl (3,7
— 4,5 mmol/l). Bei Typ-1 Diabetes und Typ-2 Diabetes im fortgeschrittenen Stadi-

um, wenn die Insulinsekretion reduziert ist, funktioniert dieser Mechanismus nur



eingeschrankt. Die Insulinkonzentration sinkt nicht, da keine endogene Insulinpro-
duktion vorhanden ist und die Glukagonsekretion erhoht sich nur unwesentlich.
Dadurch bleibt die Erhéhung der hepatischen Glukoseproduktion aus und eine Hy-
poglykamie kann nicht ausgeglichen werden (47). Moglicherweise wird diese Glu-
kagonsekretionsstorung hervorgerufen durch den Wegfall der Senkung der Insu-
linsekretion in der Langerhans-Zelle (49).

Die Hypoglykamie stellt eine bedeutende Limitation der Blutzuckereinstellung bei
Typ-1 Diabetes und auch Typ-2 Diabetes dar (50,51). Eine Glukagon-Dysregula-
tion scheint dabei eine bedeutende Rolle zu spielen.

1.2.4 Glukagon in der Pathogenese des Diabetes Mellitus

Dass die erhdhte Glukagonkonzentration schon frih einen Beitrag zur Pathoge-
nese des Typ-2 Diabetes zu leisten vermag, sieht man daran, dass auch bei Pro-
banden und Probandinnen mit nur gestorter Glukosetoleranz, die Glukagonspiegel
postprandial erhoht sind. In einer Studie stellte sich heraus, dass bei Probanden
und Probandinnen mit einer gestoérten Glukosetoleranz oder einem abnormen
Nuchternglukosewert die Glukagonsekretion hdher ist als bei der gesunden Ver-
gleichsgruppe (52).

Auch nur eine geringe Storung der Glukosetoleranz verandert die Glukagonsekre-
tion. Dies wurde an gesunden Probanden und Probandinnen beobachtet, bei
denen durch eine Glukokortikoidgabe die Glukosetoleranz herabgesetzt wurde
und sich darauffolgend auch die postprandiale Glukagonsekretion erhdhte (53).
Ebenso konnten bei postmenopausalen Frauen mit gestorter Glukosetoleranz er-
hohte Glukagonwerte nach oralem Glukosetoleranztest festgestellt werden (54).
Bei postmenopausalen Frauen wurde auch gezeigt, dass, schon vor dem Eintre-
ten einer gestorten Glukosetoleranz, die Glukagonsekretion der Alpha-Zellen er-
hoht ist. Dies wurde in einer 12 Jahre dauernden Studie untersucht bei der ein
Glukose-abhangiger Arginin-Stimulationstest am Beginn, nach 3, 8 und 12 Jahren
durchgefuhrt wurde (55).

Auch die Feststellung, dass bei Glukagonrezeptor, GR-Knockout-Mausen mit
Typ-2 Diabetes keine Hyperglykamie ausgeldst werden kann und bei GR-
Knockout-Mausen ohne Diabetes sich dieser gar nicht erst entwickeln kann,

suggeriert, dass Glukagon ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese des



Diabetes Mellitus ist (56). Denn, auch bei Typ-1-diabetischen Mausen ohne
Glukagonrezeptoren kann man weder eine gestorte Glukosetoleranz, noch eine
Hyperglykamie feststellen. Wenn man diesen GR-Knockout-Mausen mit Typ-1 und
Typ-2 Diabetes nun kurzzeitig die DNA fur den GR in Leberzellen einschleust, ex-
primieren diese die GR-RNA und somit den Rezeptor. In dieser Zeit zeigen die
Mause die Krankheitssymptome ihrer jeweiligen Diabetesentitat (57). Daruber
hinaus normalisiert die Gabe von GR-Antagonisten metabolische Veranderungen
in diabetischen Mausen.(58)

Dass Glukagon einen Teil zu den metabolischen Veranderungen bei Typ-2 Diabe-
tes beitragen konnte, wurde auch an Mausen gezeigt, denen 4 Wochen lang kon-
tinuierlich Glukagon mit Hilfe einer Pumpe appliziert wurde, um eine Hypergluka-
gonamie zu erzeugen. Sie zeigten darauffolgend eine Blutdruckerhéhung, eine ge-
storte Glukosetoleranz und Zeichen von Nierenschadigung (37).

Generell kann man sagen, dass die Wirkung von Glukagon viel zu den meta-
bolischen Veranderungen bei Diabetes Mellitus beitragt und die Glukagonsekre-
tion scheint schon frih in der Pathogenese des Diabetes verandert zu sein (37,53-
55,57-59).

1.3 Glukagon als therapeutisches Target

Da Glukagon die Glukosekonzentration im Blut beeinflussen kann, ist dessen me-
dikamentdse Beeinflussung in der Therapie des Diabetes Mellitus interessant. In
den folgenden Absatzen werden einige Wirkstoffe beschrieben, die die Wirkung
oder die Sekretion von Glukagon verandern. Das eigentliche Target oder das Ziel
ist teilweise nicht Glukagon, da die Hauptwirkung von manchen Substanzen eine

andere ist.

1.3.1 Biguanide

Das Biguanid Metformin ist das Mittel der Wahl als orales Antidiabetikum bei Uber-
gewichtigen Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen. Metformin senkt die Glukose-
konzentration im Blut nicht-insulinotrop und verursacht keine Hypoglykamien (25).
Die Biguanide senken die hepatische Glukoseproduktion, also die Glukoneogene-
se und Glykogenolyse und hemmen die Wirkung von Glukagon auf die Leber
(60,61).



Bei Gabe von Metformin an Typ-1 Diabetikerlnnen konnten diese ihre bendtigte In-
sulindosis senken, jedoch konnten keine signifikanten Veranderungen bei HbA1c,

Gewicht oder Gesamtcholesterin festgestellt werden (62).

1.3.2 SGLT-2 Inhibitoren, die Gliflozine

In der Therapie des Typ-2 Diabetes werden Natrium (Sodium)-abhangige Gluko-
se-Transporter-2 Inhibitoren, SGLT-2 Inhibitoren (Gliflozine), als nicht-insulinotro-
pe orale Antidiabetika verwendet. Der SGLT-2 kommt in den Alpha-Zellen des
Pankreas sowie in der Niere vor (63). Dort verringern SGLT-2 Hemmer die Reab-
sorption von Glukose und verursachen dadurch eine Glukosurie mit resultierender
Senkung der Glukosekonzentration im Blut (64). Diese Senkung ist jedoch verge-
sellschaftet mit einer Erhéhung der hepatischen Glukoseproduktion (65). Fur die-
sen Effekt scheint die gesteigerte Sekretion von Glukagon bei der Gabe von bei-
spielsweise Dapagliflozin verantwortlich zu sein, welche jedoch nur bei physiolog-
ischen Glukosewerten vorhanden ist. Bei hoheren Glukosekonzentrationen schei-
nen unspezifischere Glukosetransporter flir den Glukosetransport in die Alpha-
Zelle auszureichen (63). Ein weiterer Grund fur die Erhéhung der hepatischen Glu-
koseproduktion nach Dapagliflozingabe kdnnte die gleichzeitige Senkung der Insu-
linkonzentration sein. Somit sinkt durch die Steigerung der Glukagonsekretion die
Insulin-Glukagon-Ratio nach Gabe von SGLT-2 Hemmern. Die glukosesenkende

Wirkung ist jedoch immer noch ausreichend gegeben (65).

1.3.3 GLP-1-Rezeptoragonisten und DPP-4 Inhibitoren

GLP-1-Rezeptoragonisten, welche nicht so schnell durch die Dipeptidylpeptida-
se-4, DPP-4, abgebaut werden kdnnen, als auch DPP-4 Inhibitoren, die Gliptine,
werden als Therapeutika bei Typ-2 Diabetes verwendet (25).

GLP-1 ist ein sogenanntes Inkretin, das von den L-Zellen der Darmmukosa produ-
ziert wird und welches bei Nahrungsaufnahme freigesetzt wird. Es ist in der Lage
uber eine vermehrte Insulinausschuttung den Blutzucker zu senken (25). GLP-1
hemmt die Glukagonsekretion aus den Alpha-Zellen indirekt Gber die Stimulation
der Somatostatin- und Insulinsekretion, aber auch direkt tber, in geringer Anzahl
vorhandener, GLP-1-Rezeptoren auf den Alpha-Zellen. Diese insulinunabhangige
Wirkung von GLP-1 wird in einer Studie mit Typ-1 Diabetikern und Diabetikerinnen

angedeutet, welche C-Peptid negativ waren, also keine endogene Insulinsekretion



mehr vorwiesen und bei denen GLP-1 trotzdem die Glukagonsekretion hemmen
konnte (4).

1.3.4 Glukagonrezeptor-Antagonisten und Antikorper

Ein pharmakologischer Weg die Wirkung von Glukagon auszuschalten ist die
Hemmung seines Rezeptors, durch Antagonisten oder Antikorper. Dieser Weg
wird zurzeit intensiv erforscht. Glukagonrezeptor-Antikorper, GRA, beispielsweise
sind in der Lage Euglykdmie und normale HbA1:-Werte bei Typ-1 Diabetikern und
Diabetikerinnen wiederherzustellen. Sie konnten somit, ohne die Wirkung von In-
sulin, den Phanotyp des Typ-1 Diabetes im Mausmodell aufheben (58).

Auch bei Typ-2 Diabetes senken GRA die Glukosewerte im Blut und verursachen
eine Hyperglukagonamie, ohne Hypoglykamien hervorzurufen. Dies wurde im Af-
fen- und Mausmodell festgestellt (66).

Ebenso in der Lage die Nuchternblutzuckerwerte und die HbA1c-Werte zu senken
sind die Glukagonrezeptor-Antagonisten, sie erhohen ebenfalls die Glukagonkon-
zentration im Blut. Auch eine Erhéhung von LDL Cholesterin wurde festgestellt,
was auf eine vermehrte Resorption aus dem Darm, durch Steigerung der Gallen-
saurenproduktion, zurackzufuhren ist (67). Die Wirkung von GR-Antagonisten wur-
de auch in mehreren pharmakologischen Studien am Menschen gezeigt (2,3).
Durch die Blockade des GR steigt die Glukagonkonzentration dosisabhangig teil-
wiese um das 4,5-fache an, vermutlich durch einen negativen Feedback-Mecha-
nismus. Auch ein Anstieg der Aminotransferasen wurde festgestellt (2).
Moglicherweise stellt die Beeinflussung der Glukagonwirkung an seinem Rezeptor

einen zukunftigen Weg der Diabetestherapie dar.
1.4 Probleme bei der Messung von Glukagon

1.4.1 Biosynthese des Glukagons

Um naher zu bringen, warum es lange Zeit nicht moglich war spezifisch Glukagon
aus Plasma zu messen, sollte man zunachst die Biosynthese des Glukagons be-

schreiben, da diese die strukturellen Besonderheiten des Glukagonmolekils ver-

deutlicht.

Die Biosynthese von Glukagon, einem 29 Aminosauren langen Peptid, erfolgt in

den Alpha-Zellen des Pankreas, aus dem Glukagon-Prakursor Proglukagon (68).



Das dazugehdrige Gen, das Praproglukagon Gen, wird jedoch nicht nur aus-
schliel3lich in den Alpha-Zellen exprimiert, sondern ebenso in den enteroendo-
krinen L-Zellen der Darmmukosa und den Zellen des Nucleus Tractus Solitarii
(NTS) (69). Durch gewebsspezifische, posttranslationale Modifikation werden aus
dem Glukagon-Prakursor Proglukagon unterschiedliche glukagonahnliche Produk-
te prozessiert. Verantwortlich fur diese gewebsspezifische Prozessierung sind un-
terschiedliche Formen des Enzyms Prohormon-Konvertase. In den Alpha-Zellen
des Pankreas wird Uberwiegend Prohormon Konvertase-2 (PC-2) exprimiert, wel-
che, neben anderen biologisch inaktiven Peptiden, Glukagon als einziges bioakti-
ves Peptid produziert. In den Zellen des Nucleus Tractus Solitarii und den entero-
endokrinen L-Zellen produziert die Prohormon Konvertase-1/3 (PC-1/3) Uberwie-
gend Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1), Glucagon-Like Peptide-2 (GLP-2) und
Oxyntomodulin als physiologisch aktive Produkte. Des Weiteren stellt die PC-1/3
Glicentin und das Intervening Peptide 2 (IP2) her (70). Somit ist der Pankreas die
Hauptquelle der Glukagonproduktion, jedoch auch die enteroendokrinen L-Zellen
und die Zellen des Nucleus Tractus Solitarii waren in der Lage Glukagon zu pro-
duzieren, falls diese eine andere Prohormon-Konvertase exprimieren wirden. In
Abbildung 7 wird die posttranslationale Modifikation des Proglukagons noch

einmal schematisch dargestelit.

PC-2 PC-1/3

'Glukagon GLP-1

Glicentin-related pancreatic peptide GRPP GLP-2

Intervening Peptide 1 Oxyntomodulin

Major proglucagon GLP-1 P2 GLP-2
fragment

P2

GRPP m Gicentin

Abbildung 7: Posttranslationale Modifikation von Proglukagon (70).



Glukagon enthalt die Aminosaurensequenz (33-61) des Proglukagons. Diese Se-
quenz ist in den Peptiden Glicentin, mit Aminosaurensequenz (1-69) von Proglu-
kagon, und Oxyntomodulin, mit Aminosaurensequenz (33-69) von Proglukagon,
enthalten. Diese strukturellen Ahnlichkeiten und die Tatsache, dass physiologisch
aktives Glukagon eine sehr geringe Halbwertszeit (zwischen 5 und 6 Minuten)
aufweist, fuhren dazu, dass die Messung von Glukagon Probleme bereitet (6,71).

1.4.2 Immunoassays fiir die Glukagonbestimmung

Die erste Messung von Glukagon wurde 1959 von Roger Unger und dessen Team
mittels eines Radioimmunoassays, RIA, durchgefuhrt (72). Es war die zweite radi-
oimmunologische Messung eines Peptids nach Insulin. Fir die Durchfuhrung die-
ser ersten Messung erhielt Rosalyn Yalow 1977 den Nobelpreis.(73)

Die verwendeten Antikorper sind ein wichtiger Bestandteil eines jeden Immuno-
assays, sei es RIA oder Enzyme-Linked Immunoabsorbant Assay, ELISA. In RIAs
fur Glukagon werden oftmals Antikorper verwendet, die gegen das C-terminale
Ende von Glukagon binden, somit auch in Anwesenheit von Oxyntomodulin und
Glicentin, die die Aminosaurensequenz von Glukagon beinhalten, nur mit Gluka-
gon reagieren. Ein Antikorper, der gegen eine Struktur in der Mitte von Glukagon
gerichtet ist, wurde unspezifisch auch mit Glicentin und Oxyntomodulin reagieren
(7). Abbildung 8 verdeutlicht die Ahnlichkeiten.
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Abbildung 8: Strukturelle Ahnlichkeit von Glicentin, Oxyntomodulin und Glukagon, die
Aminosauresequenz von Glukagon wurde im Einbuchstabencode dargestelit (70,74).

Ein N-terminal verlangertes oder verkirztes Glukagonmolekul wirde auch von
einem C-terminalen Antikdrper gebunden werden. Diese verlangerten oder ver-
kurzten Formen von Glukagon kommen beispielsweise bei terminaler Nierenin-
suffizienz vor (7). Auch das Hauptabbauprodukt, Glukagon (3-29) und andere

Metaboliten von Glukagon wirden mit einem C-terminalen Antikérper reagieren.



Eine spezifische Messung von ausschliel3lich intaktem Glukagon ist somit nicht
sicher moglich (75).

Am besten geeignet fur die Messung von Glukagon sind Assays die Antikdrper
verwenden, die gegen das N-terminale und C-terminale Ende von Glukagon ge-
richtet sind, da dadurch eine Kreuzreaktivitat theoretisch weitestgehend ausge-
schlossen werden kann (7). Deshalb empfiehlt sich die Verwendung eines Sand-
wich-ELISAs, dieser misst verklrzte oder verlangerte Formen nicht, wenn er ge-
gen zwei unterschiedliche Stellen, sogenannte Epitope, des Glukagonmolekils
reagiert, die nur im Glukagon (1-29) enthalten sind. Das zu messende Molekul
muss bei einem Sandwich-ELISA mit beiden Antikorpern reagieren (76). Der in
dieser Diplomarbeit verwendete Sandwich-ELISA der Firma Mercodia, verwendet

sowohl einen spezifischen N- als auch einen spezifischen C-terminalen Antikorper,

wie in Abbildung 9 illustriert wird (77).
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Abbildung 9: Mercodia-Antikorper fiir den Sandwich-ELISA, die Aminosduresequenz von
Glukagon wurde im Einbuchstabencode dargestellt (70,74,77).

Daruber hinaus ist es empfehlenswert die Stabilitat von Glukagon in Proben, durch
den Zusatz eines DPP-IV Inhibitors und anderen Proteaseinhibitoren zum
K2EDTA-Blutabnahmerdhrchen, zu erhohen, dies entspricht dem BD™ P800-
Roéhrchen. Dadurch kann der Abbau von Glukagon durch diverse Proteasen ver-
hindert und somit eine in-vitro Halbwertszeit von Glukagon bei Raumtemperatur
von bis zu 48 Stunden erreicht werden (78). Die Firma Mercodia empfiehlt bei der
Verwendung von K2EDTA-R&hrchen ohne Zusatz und BD™ P800-Réhrchen eine
Lagerung bei Raumtemperatur von einer Stunde bzw. von 6 Stunden nicht zu
Uberschreiten (79).

Um die Nuchternglukagonwerte bei gesunden Probanden und Probandinnen,
Typ-1 und Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen zu erhalten, wird in dieser Arbeit



der zurzeit spezifischste und sensitivste Glukagon-ELISA verwendet (6,80). Daru-
ber hinaus wird ein RIA der Firma MP Biomedicals, LLC mit dem oben erwahnten

ELISA der Firma Mercodia verglichen.



2 Methoden

2.1 Rekrutierung der Studienteilnehmerinnen

Das Projekt wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
genehmigt und nach den Vorgaben der Helsinki Deklaration durchgefuhrt. Patien-
ten und Patientinnen mit Typ-1-Diabetes oder Typ-2-Diabetes wurden im Rahmen
eines Routinebesuchs an der Diabetesambulanz der Klinischen Abteilung fir En-
dokrinologie und Diabetologie (LKH-Universitatsklinikum Graz) zur Teilnahme an
der Studie eingeladen. Gesunde freiwillige Studienteilnehmerlnnen wurden aus
der Probanden- und Probandinnendatenbank der CF-Clinical Research Center
(Medizinische Universitat Graz) rekrutiert.
Alle Patienten, Patientinnen, Probanden und Probandinnen der Studie wurden
ausfuhrlich Uber die Risiken und den Nutzen des Projektes aufgeklart und unter-
zeichneten eine Einverstandniserklarung.
Entsprechend Allford FP et al., ist mit einer maximalen Differenz im Glukagonspie-
gel zwischen den untersuchten Gruppen von im Mittel 11 pg/ml zu rechnen (33).
Bei einer Power von 80%, einem Alpha von 0,05 und einer Standardabweichung
von 12 pg/ml ist bei 3 Gruppen von einer Gruppengrof3e von zumindest 19 Teil-
nehmerlnnen pro Gruppe auszugehen (Analysis of Variance). Daher wurden ins-
gesamt 60 Teilnehmerlnnen, jeweils 20 Typ-1 Diabetikerlnnen (15 mannlich,
5 weiblich), 20 Typ-2 Diabetikerlnnen (12 mannlich, 8 weiblich) und 20 Gesunde
(7 mannlich, 13 weiblich) eingeschlossen.
Folgende relevante Einschlusskriterien fir Typ-1- und Typ-2-Diabetikerlnnen wur-
den im Vorfeld definiert:
- Mannliche oder weibliche Patienten und Patientinnen im Alter von 18 — 90
Jahren.
- Nuchterner Zustand (mehr als 8 Stunden ohne Kalorienaufnahme) (16).
- Diagnostizierter Typ-1- oder Typ-2-Diabetes, nach Leitlinien der Osterreich-
ischen Diabetes Gesellschaft (18).
Folgende relevante Einschlusskriterien fur gesunde Probanden und Probandinnen
wurden im Vorfeld definiert:
- Mannliche oder weibliche Probanden und Probandinnen im Alter von
18 — 90 Jahren.



- Ndchterner Zustand (mehr als 8 Stunden ohne Kalorienaufnahme) (16).

- Keine Diabeteserkrankung oder bekannte Eigenschaften, die die Glukagon-

konzentration im Blutplasma verandern, wie Roux-en-Y-Magenbypass, Va-

gotomie oder Niereninsuffizienz (7).

Tabelle 2: Epidemiologische Daten der Studienteilnehmerinnen.

Nuchtern- Diabetes-

Probanden- und Alter in | glukose in | HbA1c in dauer in BMI in
Probandinnenkategorie Jahren [mg/dl] [mmol/mol] | Jahren [kg/mZ2]
Gesund Mittelwert 29,5 86,8

Standardabweichung +6,5 +5,1
Typ-1 Diabetes Mittelwert 35,5 160,7 71 18,2 25,5

Standardabweichung | + 15,6 + 59,0 17 +11,9 4,0
Typ-2 Diabetes Mittelwert 63,6 168,4 64 19,3 28,3

Standardabweichung +8,9 + 56,8 14 +10,2 +3,0
Gesamtsumme Mittelwert 42,9 138,6 67 18,7 26,8

Standardabweichung | + 18,5 + 59,5 +16 +10,9 +3,8

2.2 Probengewinnung, -verarbeitung und -lagerung

Die Probengewinnung zur Bestimmung der Plasma-Glukagonwerte von Typ-1 und
Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen erfolgte im Rahmen einer routinemalligen
Blutabnahme in der Diabetesambulanz der Klinischen Abteilung fir Endokrinologie
und Diabetologie. Gesunde Studienteilnehmerinnen wurden zur Blutabnahme in
die CF-Clinical Research Center, am Zentrum flr medizinische Grundlagenforsch-
ung (Medizinische Universitat Graz) eingeladen. In beiden Fallen erfolgte eine ve-
nose Blutabnahme aus der Armbeuge.

Die Blutabnahmen der Diabetikerlnnen erfolgten im Zeitraum von Dezember 2015
bis April 2016, die der gesunden Probanden und Probandinnen erfolgten im April
2016.

Fur die Blutabnahme wurden BD™ P800 Blutabnahmerdhrchen (BD Diagnostics,
Franklin Lakes, NJ, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet. Die Blutabnah-
merdhrchen wurden entsprechend der Herstellervorgaben bei 2 - 8°C und vor Ge-
brauch bei Raumtemperatur gelagert (81). Die Proben wurden direkt nach der Ab-
nahme 15 Minuten lang bei +4°C und 1200 g zentrifugiert und das Plasma an-
schlieend in entsprechende Cryovials transferiert. Die Probenlagerung erfolgte
bis zum Zeitpunkt der Analytik bei < -70°C.



2.3 Glukagonmessung

Zur Messung der Plasma-Glukagonwerte wurden folgende Immunoassays

verwendet:

1.

Mercodia (AB, Uppsala, Schweden), Glukagon Sandwich-ELISA 10-271-01
(Chargennummer: 23398, Ablaufdatum: 31.10.2016). Der ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) beruht auf der direkten Sandwichtechnik, bei
der zwei monoklonale Antikdrper mit zwei getrennten Bindungsstellen am
Glukagonmolekul reagieren. Der N-terminale Glukagon-Antikérper M5F9S
ist an eine Mikrotiterplatte gebunden, welche 96 Vertiefungen, sogenannte
Wells, aufweist. Der M5F9S Antikorper ist der sogenannte Capture-Antikor-
per, der das Glukagon-Molekul auf der Mikrotiterplatte zurtickhalt. Dem Pi-
pettierschema folgend wurden jeweils 25 pl der Kalibratoren, der Kontrollen
und der gewonnenen Proben in die dafur vorgesehenen Wells pipettiert.
Daraufhin wurde der C-terminale Glukagon-Antikorper E6A11K zugegeben
und fir 19,5 Stunden bei 4-8°C inkubiert, um die Bindung von Glukagon mit
den zugegebenen Antikdrpern zu ermdglichen. Der E611K Antikorper ist
der sogenannte Detection-Antikorper, an dem das Enzym Peroxidase kon-
jugiert wurde und mit dessen Hilfe sich die Glukagonkonzentration messen
lasst. Der, nach der Inkubation durchgefuhrte, Waschschritt entfernt die
nichtgebundenen Detection-Antikérper. Danach wurde Tetramethylbenzidin
hinzugeflgt, welches mit der konjugierten Peroxidase des E611K Antikor-
pers reagiert. Durch die Zugabe von Saure nach der Inkubation von 15 Mi-
nuten bei Raumtemperatur wurde die Reaktion gestoppt und es entstand
ein kolorimetrischer Endpunkt. Dieser wurde mittels Biotech Synergy HT
Plate Reader, 450 nm, (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT, USA) mit ei-
ner Wellenlange von 450 nm gemessen (82,83).

MP Biomedicals (LLC, Solon, Ohio, Vereinigte Staaten von Amerika) Gluka-
gon Doppel-Antikdrper RIA 07-152101 (Chargennummer: RGLUK1606, Ab-
laufdatum: 22.06.2016). Bei diesem Radioimmunassay reagiert eine be-
grenzte Anzahl an Glukagon-Antikorpern mit einem Glukagon-Molekul, wel-
ches mit einem Radioisotop konjugiert wurde. Nach Zugabe der gewonnen-

en Plasmaproben und somit des Glukagons, konkurrierten das radioaktiv



markierte und das zu messende unmarkierte Glukagon um die Bindungs-
stellen des Antikorpers. Je mehr unmarkiertes Glukagon vorhanden ist,
desto weniger radioaktiv markiertes Glukagon wird vom Antikdrper gebun-
den. Nach Extraktion des ungebundenen radioaktiv markierten Glukagons
durch verschiedene Reaktionsschritte wird die Radioaktivitat des verblie-
benen Materials bestimmt. Mit Hilfe einer Standardkurve, welche durch
Messung von Standardproben mit bekannter Glukagonkonzentration erstellt
wird, kann auf die Glukagonkonzentrationen in den Proben rickgeschlos-
sen werden (84). Es wurden 6 Proben von Typ-1 Diabetikerlnnen, 5 Proben
von Typ-2 Diabetikerlnnen und 5 Proben von gesunden Probanden und

Probandinnen fur die Vergleichsmessungen herangezogen.

2.4 Glukosemessung und weitere erhobene Parameter

Zur Messung der Glukosekonzentration wurde ein Super GL 2 (Firma Dr. Muller

Geratebau, Freital, Deutschland) verwendet. Die Glukosekonzentration wurde aus

einem Plasmaaliquot bestimmt, welches mit dem BD™ P800 Blutabnahmerdhr-

chen gewonnen wurde. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt und der

Mittelwert beider Messungen herangezogen.

Folgende weitere Parameter wurden von allen Studienteilnehmern und Studienteil-

nehmerinnen erfragt:

Geburtsdatum bzw. Alter in Jahren
Diabetes-Typ (falls zutreffend)
Diabetesdauer in Jahren (falls zutreffend)
Geschlecht

Folgende Parameter wurden aus den Patienten- und Patientinnenakten der Diabe-

tikerInnen erhoben:

Die HbA1c- Werte, welche im Rahmen der routinemalligen Blutabnahme
bestimmt wurden. Sie erfolgte zum selben Zeitpunkt wie die Abnahme zur

Glukagonbestimmung.

Gewicht (in kg)
(GroRe(in m) x Grofse (in m))

BMI, welcher wie folgt errechnet wurde: BMI =



2.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS, Version 22 und 23 von
IBM verwendet. Samtliche Tabellen, Abbildungen und Berechnungen im Kapitel
Ergebnisse wurden ebenfalls damit erstellt.

Bei der Gegenuberstellung von Glukagon mit den diabetesrelevanten Parametern
wurde eine Pearson-Korrelation durchgefuhrt und die Effektstarke nach Cohen
angegeben. Zur Uberpriifung von statistischer Signifikanz wurde ein t-Test bei
unabhangigen Stichproben verwendet. Ein p-Wert von kleiner als 0,05 wurde als
statistisch signifikant eingestuft.

Die Abbildungen 8,9 und 10 wurden mit dem Programm Edraw Max Ger 8.4
erstellt.

Je nach Methode kénnen Laborwerte in verschiedenen Einheiten angegeben
werden. Dies trifft auch auf die beiden Messmethoden zur Glukagonbestimmung
zu. Um die Glukagonwerte der unterschiedlichen Assays miteinander vergleichen
zu kénnen, wurde fur die Umrechnung von pg/ml auf mmol/l der Umrechnungsfak-
tor 0,287 verwendet (85).



3 Ergebnisse

3.1 Nuchternglukagonwerte bei Messung mit Mercodia-ELISA

Die Messung der Nuchternglukagonkonzentration im Blutplasma ergab bei den

gesunden Probanden und Probandinnen im Mittel 7,6 pmol/l, bei den Typ-1 Dia-

betikern und Diabetikerinnen im Mittel 9,8 pmol/l und bei den Typ-2 Diabetikern

und Diabetikerinnen im Mittel 16,2 pmol/I.

Tabelle 3: Messdaten zur Niichternglukagonkonzentration bei Messung mit Mercodia-ELISA.

Probanden- und Standard-

Probandinnen- Mittelwert [ abweichung Median Minimum | Maximum
kategorie (in pmol/l) (in pmolll) (in pmol/l) | (in pmol/l) | (in pmol/l) | Anzahl
Gesund 7,6 25 7,0 4,3 13,4 20
Typ-1 Diabetes 9,8 +8,3 9,2 2,6 411 20
Typ-2 Diabetes 16,2 11,9 11,8 2,5 46,6 20
Gesamtsumme 1,2 +9,1 8,5 2,5 46,6 60

Die Werte der Gesunden reichen von 4,3 pmol/l bis 13,4 pmol/l und sind mit einer

Standardabweichung von £ 2,5 pmol/l nicht sehr weit gestreut.

Im Gegensatz zu den Typ-1 Diabetikern und Diabetikerinnen, bei Ihnen liegt eine

deutliche Streuung mit Werten von 2,6 bis 41,1 pmol/l und einer Standardabweich-

ung von = 8,3 pmol/l vor. Im Mittel sind die Nuchternglukagonkonzentrationen um

2,2 pmol/l héher als die der Gesunden (nicht signifikant p > 0,05) und um

6,4 pmol/l niedriger als die der Typ-2 Diabetikerlnnen (nicht signifikant p > 0,05).

Die Typ-2 Diabetikerlnnen hatten signifikant (p < 0,05) hdhere Werte als die Ge-

sunden, sie hatten im Mittel mehr als doppelt so hohe Werte. Die Standardabwei-

chung von + 11,9 pmol/l und die hohe Differenz zwischen Minimum und Maximum

verdeutlicht, dass es auch in dieser Gruppe eine grof’e Streuung bei den Nich-

ternglukagonwerten gibt.

Die folgende Darstellung zeigt, dass es in jeder Probandenkategorie Ausreil3er

nach oben gibt, die weit hohere Werte haben als in ihrer Vergleichskategorie.
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Abbildung 10: Boxplot mit den Niichternglukagonkonzentrationen bei Messung mit
Mercodia-ELISA.

3.2 Vergleich von Glukagon mit diabetesrelevanten Parametern

Die Nlchternglukagon- und Nuchternglukosekonzentrationen der Probanden und
Probandinnen korrelieren miteinander, jedoch nur schwach (p < 0,01). Das Streu-
diagramm in Abbildung 11 veranschaulicht die Korrelation.
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Abbildung 11: Gegeniiberstellung von Niichternglukagonkonzentration, bei Messung mit
ELISA, und Niichternglukosekonzentration.



Im Vergleich von den HbA1.- Werten gibt es eine mittelstarke Korrelation mit den
Nuchternglukagonwerten (p < 0,01). Festzustellen ist, dass diejenigen mit sehr
hohen HbA1c- Werten (> 70 mmol/mol) keine hohen Glukagonwerte hatten. Ab-

bildung 12 verdeutlicht diese Feststellung.
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Abbildung 12: Gegeniiberstellung von Niichternglukagonkonzentration, bei Messung mit
ELISA, und HbA1..

Ebenfalls untersucht wurde, ob die Diabetesdauer sich auf die Nuchternglukagon-
werte der Patienten und Patientinnen auswirkt. Abbildung 13 veranschaulicht,
dass es in dieser Studie keine Korrelation zwischen den beiden oben genannten
Werten gibt.
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Abbildung 13: Gegeniiberstellung von Niichternglukagonkonzentration, bei Messung mit
ELISA, und Diabetesdauer in Jahren.

3.3 Vergleich von ELISA und RIA

Probandenkategorie

Typ-1 Diabetes
Typ-2 Diabetes

Tabelle 4: Vergleich der Messdaten zu den Niichternglukagonkonzentrationen bei Messung
mit Mercodia-ELISA und MP Biomedicals-RIA.

Nichternglukagon-

Nuchternglukagon-

Differenz RIA-

Probanden- und konzentration RIA konzentration ELISA in
Probandinnenkategorie in pmol/l ELISA in pmol/l pmol/I
Gesund Mittelwert 73,8 8,2 65,7
Anzahl 5 5 5
Standardabweichung + 20,9 + 3,1 +21,7
Minimum 494 54 43,9
Maximum 101,9 13,2 96,1
Typ-1 Diabetes  Mittelwert 81,3 6,7 74,6
Anzahl 6 6 6
Standardabweichung +27,5 +3,0 +25,6
Minimum 51,0 3,4 45,9
Maximum 131,7 10,3 121,5
Typ-2 Diabetes  Mittelwert 116,7 23,3 93,4
Anzahl 5 5 5
Standardabweichung +37,3 15,0 +40,7
Minimum 76,5 8,4 59,1
Maximum 166,5 46,6 1441
Gesamtsumme  Mittelwert 90,0 12,3 77,7
Anzahl 16 16 16
Standardabweichung + 33,1 11,1 + 30,3
Minimum 49,4 3,4 43,9
Maximum 166,5 46,6 144 1




Bei der Messung von Glukagon zeigten sich im Vergleich von ELISA mit dem RIA
deutliche Unterschiede. Die Werte bei der Messung mit dem RIA waren im Mittel
77,7 pmol/l (£ 30,3 pmol/l) héher als die bei der Messung mit dem ELISA. Somit
wurde ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den beiden
Messverfahren festgestellt. Diese Abweichung bedeutet, dass die Messung mit
dem RIA durchgehend hohere Werte ergab als die Messung mit dem ELISA.
Auch der RIA deutet hdhere Nuchternglukagonwerte in der Gruppe der Typ-2
Diabetikerlnnen an (p > 0,05). Der Hersteller gibt Werte von 7,2 pmol/l bis

71,7 pmol/l als normal an, nach dieser Definition waren alle erhobenen Werte im
Mittel nicht normal (84). Abbildung 14 verdeutlicht noch einmal die Diskrepanz

beider Messergebnisse.
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Abbildung 14: Vergleich der Niichternglukagonkonzentrationen bei Messung mit ELISA und
RIA.

Da alle Messergebnisse des RIAs durchgehend zu hoch waren, sollte man
feststellen ob es beim Vergleich der beiden Messverfahren eine systematische

Messabweichung gibt. Dafur wurde ein Bland-Altman-Diagramm angefertigt.
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Abbildung 15: Bland-Altman-Diagramm zum Vergleich von ELISA und RIA.

Aus dem Bland-Altman-Diagramm in Abbildung 15 geht hervor, dass es keine
systematische Abweichung fur die Messergebnisse des RIAs und des ELISAs
gibt. Die Differenzen der beiden Glukagonwerte neigen dazu bei zunehmenden

Glukagonmittelwerten auch zuzunehmen.



4 Diskussion

4.1 Nuchternhyperglukagonamie bei Typ-2 Diabetes

Der Mittelwert von 7,6 pmol/l bei den Nuchternglukagonkonzentrationen der Ge-
sunden deckt sich mit den Ergebnissen einer anderen Studie, die mit demselben
Mercodia Glukagon-ELISA durchgefuhrt wurde. In dieser werden Werte von

10 pmol/l und weniger angegeben (6). Wichtig zu erwahnen ist, dass der ELISA
von Mercodia nur bei Werten ab 5 pmol/l ausreichend sensitiv ist und somit, in Si-
tuationen in denen die Glukagonsekretion gehemmt ist, moglicherweise nicht aus-
reichend sensitiv ist (7).

Die Nlchternglukagonwerte der Typ-1 Diabetikerlnnen sind mit im Mittel bei

9,8 pmol/l und GrofRen und Ganzen Ubereinstimmend mit denen der Gesunden.
Wenn man den einen Ausreilder mit einem Wert von 41 pmol/l rausrechnet, ergibt
sich ein Mittelwert von 8,2 pmol/l, welcher damit nur geringfugig erhoht, im Ver-
gleich zu den gesunden Kontrollen ist. Ein Grund fur diesen Ausreil3er kdnnte eine
vergessene Insulininjektion sein, da sich der Proband oder die Probandin mit ei-
nem Nuchternglukosewert von 235 mg/d| prasentierte. Der Wegfall der Glukagon-
sekretionshemmung durch Insulin konnte diesen erhohten Wert erzeugt haben.
Auch ein Messfehler kdnnte fur diesen hohen Wert verantwortlich sein. Somit wird
in dieser Arbeit nahegelegt, dass sich bei der Gruppe der Typ-1 Diabetikerlnnen
keine Hyperglukagonamie im nuchternen Zustand nachweisen lasst.

Bei den Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen ist der Mittelwert der Nuchternglu-
kagonkonzentrationen mit 16,2 pmol/l mehr als doppelt so hoch wie bei den ge-
sunden Kontrollen. Somit deuten die Ergebnisse dieser Arbeit eine Nuchternhy-
perglukagonamie bei den Typ-2 Diabetikern und Diabetikerinnen an.

Jedoch ist die Glukagonkonzentration der Typ-2 Diabetikerlnnen nur im Mittel hoh-
er als die der gesunden Kontrollen, nicht jeder Typ-2 DiabetikerIn hatte hohere
Glukagonwerte als die gesunden Kontrollen. Gleichzeitig hatte nicht jeder Typ-1
Diabetikerln normale Werte. Die unterschiedliche Medikation der Diabetikerlnnen
konnte ein Grund dafur sein, da einige Medikamente die Glukagonsekretion beein-
flussen, wie in Kapitel 1.3 beschrieben wurde. Auch die Messung und Vergleich
des C-Peptid-Wertes kdnnte aufschlussreich sein, um den mdglichen Einfluss ei-

ner Insulinhemmung nachzuvollziehen.



Um genauere Aussagen zu treffen im Hinblick auf die Definition und die Konse-
quenzen einer Hyperglukagonamie, wird eine hohere Fallzahl bendtigt. Interessant
ware es zu Uberprufen wie hoch die postprandialen Glukagonwerte in den jeweili-
gen Probanden- und Probandinnenkategorien sind. Insbesondere der postprandia-
le Wert von denjenigen, die nuchtern schon erhohte Werte vorwiesen. Moglicher-
weise hat eine postprandiale Hyperglukagonamie auch mehr Auswirkungen auf

den Glukosespiegel.

4.2 Mogliche Griinde fir die Hyperglukagonamie

Warum ist bei Typ-1 Diabetes der Nuchternglukagonspiegel annahernd normal
und bei Typ-2 Diabetes erhoht? Wenn man nun die Gemeinsamkeiten und Unter-
schiede der beiden Diabetesentitdten betrachtet, dann kommt man zum Schluss,
dass bei beiden die Insulinsekretion fehlt bzw. gestort ist. Beide Gruppen haben
keine bzw. weniger Beta-Zellen, was sie jedoch unterscheidet ist die Insulinresis-
tenz der insulinabhangigen Zellen (25). Moglicherweise ist auch die Alpha-Zelle
resistent gegenuber Insulin. Dass die Glukagonsekretion schon frih in der Patho-
genese des Typ-2 Diabetes erhoht ist, wurde in Kapitel 1.2.4 schon beschrieben
(53-55,86). Noch vor einer Glukosetoleranzstorung sezerniert die Alpha-Zelle
eventuell schon vermehrt Glukagon, da ihre Insulinsensitivitat schon abgenommen
hat. Diese vermehrte Glukagonsekretion konnte eine hohere Insulinsekretion der
Beta-Zellen bewirken, was wiederum die Insulinresistenz von Zellen erhéhen kon-
nte (56,87). Somit ist die Insulinresistenz der Alpha-Zellen eine mdgliche Erklar-
ung fur die Hyperglukagonamie im nuchternen Zustand bei Typ-2 Diabetes.

Da Typ-2 Diabetes oftmals assoziiert ist mit einer Adipositas und damit einherge-
hender Fehlernahrung, konnte auch ein anderes Proglukagon exprimierendes Ge-
webe fur die erhdhte Glukagonsekretion verantwortlich sein, namlich die L-Zellen
in der Darmmukosa. Hinweise dafur gibt es einige, wie etwa, dass bei Typ-2
Diabetes bei oraler Glukosegabe die Glukagonsekretionshemmung niedriger ist
als bei einer intravendsen Glukosegabe (40,88). Moglicherweise ist nicht die
Glukagonsekretionshemmung niedriger, sondern die Glukose im Darm bewirkt
eine Glukagonsekretion der L-Zellen. Ein weiterer Hinweis ist, dass Patienten und
Patientinnen, denen das Pankreas komplett entfernt wurde, Nuchternglukagon-

werte von 5 pmol/l hatten. Werte um 5 pmol/l kbnnte man nach den Ergebnissen



dieser Arbeit durchaus als normal einstufen. Nach OGTT erreichten sie sogar
Werte von durchschnittlich 18,8 pmol/l, sie reagierten also mit einer Glukagonse-
kretionssteigerung. Bei der gesunden Kontrollgruppe bewirkte der OGTT eine Glu-
kagonsekretionshemmung. Bei beiden Gruppen flhrte eine intraventse Glukose-
gabe zu einer Sekretionshemmung von Glukagon. Auch die, fur die Glukagonsyn-
these notwendige, PC-2 konnte in L-Zellen nachgewiesen werden (89). Folglich
konnte eine extrapankreatische Glukagonsekretionsquelle fir die Hyperglukagon-
amie verantwortlich sein.

Eine weitere Erklarung fur die Hyperglukagonamie ist die mogliche Umwandlung
von Beta-Zellen in Alpha-Zellen bzw. eine Zunahme der Anzahl von Alpha-Zellen
bei Typ-2 Diabetes (90). Beta-Zellen der Maus sind in der Lage bei Typ-2 Diabe-
tes Glukagon zu bilden. Somit kann man eine Unterscheidung zwischen Alpha-
und Beta-Zellen nicht durch Betrachtung deren Hormoninhaltes treffen (91). Wo-
moglich sind Glukagon-produzierende Beta-Zellen oder vermehrte Alpha-Zellen
fur die Hyperglukagonamie verantwortlich.

Von Bedeutung kdnnte auch die Veranderung im Aufbau oder der Wegfall der
para- bzw. juxtakrinen Regulation in der Langerhans-Insel sein. Veranderungen
treten jedoch bei beiden Entitaten, Typ-1 und bei Typ-2 Diabetes, auf, jedoch pra-
sentiert sich nur der Typ-2 Diabetes mit einer Hyperglukagonamie. Mdglicherweise
fallt beim Typ-2 Diabetes ein weiteres parakrines, die Glukagonsekretion-hem-
mendes Hormon weg - das Somatostatin der Delta-Zelle (92). Dies ware eine wei-
tere Erklarung fur die erhobenen Ergebnisse.

4.3 Unzureichende Messgenauigkeit des verwendeten RIAs

Der verwendete ELISA der Firma Mercodia wurde bereits auf Spezifitdt und Sensi-
tivitat getestet und sollte durch die Verwendung von C- und N-terminalen Antikor-
pern nur mit intaktem Glukagon reagieren (6). Die Werte des RIAs der Firma MP
Biomedicals waren deutlich hoher als die des ELISAs, weshalb man annehmen
kann, dass der RIA nicht nur intaktes Glukagon misst.

Die Firma MP Biomedicals macht keine genauen Angaben daruber, ob es sich bei
dem verwendeten Antikorper um einen Antikorper der spezifisch gegen das C-
und/oder N-terminale Ende von Glukagon gerichtet ist, handelt (84). Falls dieser



nicht spezifisch fur das N-terminale Ende von Glukagon ist, dann kann er theore-
tisch auch mit allen Molekulen reagieren, die die Sequenz von Glukagon enthal-
ten. Nur ein C-terminaler Antikérper wurde ausschlief3lich mit Glukagon reagieren,
wie in Kapitel 1.4.2 schon erlautert wurde. Somit ware der RIA von MP Bio-
medicals auf Grund seines verwendeten Glukagon-Antikorpers nicht in der Lage
ausschlieBlich Glukagon zu messen, fuhrt dadurch zu falsch hohen Werten und ist
deshalb nicht geeignet flr die Messung von Glukagon.

Auch unspezifische Bindungen und Matrixeffekte sind moglicherweise ein Grund
fur die falsch hohen Werte des RIAs (93).

Zum Schluss ist zu erwahnen, dass bei jeglicher Beschreibung von Glukagonwer-
ten auf die Methode der Glukagonbestimmung zu achten ist, da nicht alle Mess-
methoden spezifisch fur intaktes Glukagon sind. Somit sollten viele in der Einlei-
tung erlauterte Zusammenhange mit Glukagon, nochmals mit besseren Messme-
thoden Uberpruft werden. Ergebnisse die bisher mit nicht ausreichend spezifischen

Messmethoden erzielt wurden, sind mit Vorsicht zu interpretieren.
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