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JULIA SZENDRODI und MICHAEL RODEN

Die Bedeutung der mitochondrialen Funktion fiir die
Entstehung von Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes

Einleitung

In Deutschland sind bereits jetzt mehr als sechs Millionen Menschen von Diabetes mellitus
betroffen, wobei die Zahl weiter zunimmt. Mit jahrlichen Kosten von iiber 30 Milliarden €
ist der Diabetes mellitus bereits der kostenintensivste Bereich des deutschen Gesundheits-
systems. Neue epidemiologische Untersuchungen in Deutschland ergaben, dass dariiber
hinaus bei etwa zwei Millionen Menschen ein ,,Pridiabetes®, eine Vorstufe des manifesten
Diabetes, vorliegt.

Der Typ-2-Diabetes (T2DM) stellt mit ungefihr 90 Prozent aller Diabetesfille die
weitaus hédufigste Diabetesform dar. Zu den Risikofaktoren dieser Erkrankung zidhlen ne-
ben genetischen Faktoren vor allem Fettleibigkeit und Bewegungsarmut. Die Mehrzahl
der Patienten erkrankt im Alter von 40 bis 60 Jahren, weswegen T2DM friiher auch ,,Al-
tersdiabetes genannt wurde. Mittlerweile wird jedoch T2DM immer hdufiger auch im
jingeren Erwachsenenalter diagnostiziert. Ein charakteristisches Merkmal von Patienten
mit T2DM und mit hohem Diabetesrisiko, Pradiabetes, ist die Insulinunterempfindlichkeit,
die Insulinresistenz von Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe. Diese fiihrt im Muskel zu
einer Herabsetzung des Einstroms von Glukose aus der Blutbahn,! in der Leber zu ei-
ner gesteigerten Freisetzung von Glukose durch Glykogenabbau und Glukoneogenese, im
Fettgewebe zur verstidrkten Lipolyse unter postprandialen Bedingungen sowie zur vermin-
derten Speicherung von Glykogen in Muskel und Leber.? Dies bedingt einen Anstieg von
Glukose und freien Fettsduren (FFS) im Plasma, wobei Letzterer durch hyperkalorische
Erndhrung und Bewegungsarmut verstirkt wird. Andererseits determinieren genetische
Faktoren sowie der Alterungsprozess das Ausmaf der Insulinresistenz. In der Folge wer-
den zelluldre Mechanismen ausgelost, die unter dem Begriff ,,Glukolipotoxizitit™ zusam-
mengefasst werden und zur Aktivierung systemischer und intrazelluldrer Entziindungs-
mechanismen, Ausschiittung von Adipokinen (im Fettgewebe gebildete Hormone) sowie
kompensatorischer Hypersekretion der Betazellen mit den Folgen Hyperinsulindmie und
Betazellverlust fithren (Abb. 1).

Die pathogenetischen Mechanismen und mégliche therapeutische Ansatzpunkte bei der
Entstehung der Insulinresistenz in Muskel und Leber im Zusammenspiel genetischer und
erworbener Faktoren sind noch nicht geklédrt und stehen im Mittelpunkt unseres For-
schungsvorhabens. In den letzten Jahren riickte die Funktion der Kraftwerke der Zellen,
der Mitochondrien, als Drehscheibe des Energiestoffwechsels immer mehr in den Mittel-
punkt des Interesses und der Modellvorstellungen von der Pathogenese von Insulinresis-
tenz und Betazelluntergang.

I Vgl. Krebs et al. (2001) sowie Roden et al. (1999).
2 Vgl. Roden und Shulman (1999).
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Abb. 1: Circulus vitiosus der Entwicklung der Insulinresistenz. Endokrine und metabolische Faktoren
wie die erhohte Verfligbarkeit freier Fettsduren (FFS) und die Beeintrachtigung der Lipidoxida-
tion flihren zur Steigerung intramyozellularer (IMCL) und intrahepatozellularer Lipide (HCL) so-
wie intrazellularer Lipidmetabolite wie langkettige Fettséduren (LKF-CoA), Diazylglyzerol (DAG)
oder Ceramid. Diese Metaboliten, eine gestdrte Mitochondrienfunktion und verminderte Lipi-
doxidation, genetische Faktoren und der Alterungsprozess treten in einen Kreislauf ein und
férdern die Entwicklung der Insulinresistenz.

Zentrale Mechanismen der Entwicklung von Insulinresistenz:
Fette und Mitochondrien

Mitochondrien arbeiten als Kraftwerke der Zelle, die durch Substratoxidation Energie in
Form von Adenosintriphosphat (ATP) bereitstellen (oxidative Phosphorylierung). Sie spie-
len aber auch eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, beim Zelltod (Apoptose) und
bei verschiedenen Signaliibertragungswegen, indem sie die Produktion von Stickstoffoxid,
reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und die intrazelluldre Kalzium-Homdostase regu-
lieren. Glukoseabbau (Glykolyse) und mitochondrialer Fettsdureabbau (Beta-Oxidation)
miinden in die Bereitstellung von Azetyl-CoA. Der Zitratzyklus ist eng mit den Enzy-
men der Atmungskette im Mitochondrium gekoppelt und dient dem Abbau von Azetyl-
CoA in Kohlendioxid und Wasser. Die dabei freigesetzte Energie wird in einen Proto-
nengradienten tiber eine im Inneren der Mitochondrien liegende Membran iibertragen und
in die Synthese von ATP, der zelluldren Wihrung fiir Energie verbrauchende Prozesse,
umgesetzt. Die Zahl der Mitochondrien pro Zelle, deren Funktionalitit, Stimulierbarkeit
und Aktivitit bestimmen daher das Gleichgewicht zwischen Energiespeicherung und -ver-
brauch.

Ungesunder Lebensstil wie hyperkalorische, fettreiche Erndhrung und Bewegungsar-
mut fithren zu einer erhohten Verfiigbarkeit von FFS im Plasma. In der Folge wird iiber-
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schiissiges Fett in Form von Triglyzeriden physiologisch im subkutanen und viszeralen
Fettgewebe gespeichert (orthotope Lipidspeicherung). Dariiber hinaus erfolgt die Trigly-
zeridablagerung aber auch in anderen Geweben wie Skelettmuskel und Leber (ektope Li-
pidspeicherung).? Insulinresistente Kohorten von Patienten mit T2DM oder Ubergewicht*
und schlanke Nachkommen von Patienten mit T2DM? weisen hiufig erhohte Konzentra-
tionen von FFS im Plasma auf. Diese korrelieren auch in Gesunden negativ mit der Insu-
linsensitivitit® und kénnen die Entwicklung eines T2DM sogar vorhersagen.” FFS werden
tiber Transportproteine in die Zelle aufgenommen (fatty acid transport proteins, FATPs).
Erhohte Spiegel intrazelluldrer langkettiger FFS (LKF-Coenzym A) werden als Trigly-
zeride gespeichert und steigern die Konzentrationen von Fettsduremetaboliten. Zusétzlich
stimuliert Insulin die De-novo-Synthese von FFS und Triglyzeriden durch Aktivierung von
sterol regulatory element-binding protein I1c¢ (SREBP-1c) und peroxisome proliferator-
activated receptor Y (PPAR ), Transkriptionsfaktoren fiir viele lipogenetische Enzyme
wie Azetyl-CoA carboxylase und fatty acid synthase.® Da der Glukoseeinstrom in die Le-
ber insulinunabhingig erfolgt und daher bei muskulérer Insulinresistenz weiter zunimmt,
stimulieren hohe hepatozelluldre Glukosekonzentrationen zusétzlich die Lipogenese iiber
die Aktivierung von charbohydrate responsive element-binding protein (ChREBP) und
konnten gesteigerte Raten des Zitratzyklus fordern. Azetyl-CoA carboxylase bildet nun
als ersten Schritt der FFS-Synthese reichlich Malonyl-CoA. Der Eintritt langkettiger FFS
zum Abbau in den Mitochondrien wird wesentlich durch die carnitine palmitoyl trans-
ferase I (CPT-1) gesteuert, ein Enzym, das durch Malonyl-CoA inhibiert wird. Ein vermin-
derter Transport von FFS in die Mitochondrien zum oxidativen Abbau (Beta-Oxidation)
wiirde zu einer weiteren Anhdufung von Fettsduremetaboliten fithren. Andererseits gibt
es Hinweise aus Tierversuchen, dass bei normaler Mitochondrienfunktion ein erhohter
intrazelluldrer Spiegel von FFS die mitochondriale Lipidoxidation steigert. Daraus folgt
eine Uberproduktion von ROS und Lipidperoxiden, die iiber lingere Zeit eine Schidigung
mitochondrialer Proteine und der mitochondrialen DNA induzieren und den koordinierten
Abbau von Lipiden durch Beta-Oxidation und Zitratzyklus beeintriichtigen konnten.® Eine
Reduktion der oxidativen Kapazitit (mitochondriale Dysfunktion) konnte so bei erhdhter
Verfiigbarkeit von Lipiden einen pathogenetischen Kreislauf bilden, woraus eine weitere
Zunahme der Insulinresistenz resultiert (Abb. 1, 2). Denn Metaboliten des Lipidstoffwech-
sels, wie zum Beispiel LKF-CoA, DAG und Ceramide, hemmen iiber die Aktivierung von
Entziindungsmediatoren die Insulinkaskade und fiihren zu Insulinresistenz in Muskel und
Leber.!?

Der Skelettmuskel ist hauptverantwortlich fiir den Gesamtenergieverbrauch des Kor-
pers und fiir zumindest 80 Prozent der insulinstimulierten Glukoseaufnahme. Muskel und
Leber sind die Hauptzielorgane von Insulin und weisen bei insulinresistenten Personen
erhohte Speicher von Triglyzeriden auf (IMCL und HCL). Daher haben rezente Studien

Vgl. Szendroedi und Roden (2009).

Vgl. DeFronzo et al. (1992) sowie Rebrin et al. (1996).
Vgl. Perseghin et al. (1999).

Vgl. Baldeweg et al. (2000).

Vgl. Paolisso et al. (1995).

Vgl. Shimomura et al. (1999) sowie Matsusue et al. (2003).
Vgl. Koves et al. (2008).

10 ygl. Petersen und Shulman (2006).
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aus unserer Arbeitsgruppe den Zusammenhang zwischen Insulinresistenz, mitochondria-
ler Funktion und Lipidspeicherung als Marker einer Dysregulation des Energichaushaltes
in Muskel und Leber in verschiedenen Studienpopulationen mit erhohtem Risiko fiir Dia-
betes oder manifesten T2DM zum Thema.

Insulin Glukose
Y T GLUT2/4
PKC 2 =
e IRS »GNG
NFKB - —efoxO1-» T
! Y Insulin-
D AG ., resistenz
Ceramide SREBP1c
| ChREBP < Glukose 4
i G-6-P
FFS TE—EI ..... AcyI-CoAT .................... >
FABP .
.......... Lipogenese T st | AL DL T

le—— Pyruvat T

................... ROS

Abb. 2: Interaktionen zwischen Lipiden, Insulinwirkung und Mitochondrienfunktion in Muskel und Le-
ber. Beta-Oxidation (-ox), charbohydrate responsive element-binding protein (ChREBP), Dia-
cylglycerol (DAG), fatty acid transport protein (FATP), freie Fettsduren (FFS), Glukose-6-phos-
phat (G-6-P), Glukoneogenese (GNG), nuclear factor kB (NF-xB), protein kinase C (PKC),
sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c); Citratzyklus: tricarboxic acid cylcle
(TCA), reaktive Sauerstoffspezies (ROS), very low density lipoproteins (VLDL).

Ketone

ATP

Mitochondrium

Mitochondriale Dysfunktion
Insuffiziente Lipidoxidation

Methoden zur Untersuchung der Mitochondrienfunktion

Konventionelle /n-vivo-Methoden bedienen sich der Annahme, dass der Gesamtkorper-
Sauerstoffverbrauch ein indirektes Maf fiir die Mitochondrienaktivitét ist. So kann bei-
spielsweise der Sauerstoffumsatz mittels indirekter Kalorimetrie in Ruhe und mittels Spi-
roergometrie unter Belastung erfasst werden. Die Sauerstoffausschopfung im Muskel kann
invasiv anhand der arteriovendsen Differenz von Sauerstoffpartialdruck und -sittigung
oder auch nicht-invasiv mittels near-infrared spectroscopy vor und nach Kraftanstrengung
gemessen werden, um die Kapazitit der Mitochondrien bei erhohtem Sauerstoftbedarf ab-
zuschitzen. Mit Hilfe der Positronenemissionstomografie werden durch Gabe von Tracern
Glukose- und Sauerstoffaufnahme dargestellt.!! Limitierende Faktoren wie die Abhiingig-
keit der Messgrofen von der Motivierbarkeit der Probanden, der kardiorespiratorischen
Kapazitit sowie von Modellannahmen limitieren die Aussagekraft dieser Methoden. Die

11 vgl. Szendroedi und Roden (2008).
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Analyse der Morphologie und Funktion von Mitochondrien aus Gewebsproben ermog-
licht die Bestimmung des Mitochondriengehaltes und die direkte Messung der einzelnen
Enzymaktivitéten.

Dennoch bringt die Ex-vivo-Analyse, abgesehen von der Invasivitit, Nachteile mit sich.
Die Sensitivitit der biochemischen Analysen ist beschrinkt, so dass derzeit nur Enzymak-
tivitdten bei Substratiiberschuss gemessen werden konnen und subtile kinetische Analysen
nicht moglich sind. Durch die Notwendigkeit der Gewebsentnahme beschrinken sich diese
Techniken weitestgehend auf Analysen der muskuldren Mitochondrien und erschweren
die Darstellung von Anderungen der Mitochondrienaktivitit im Zeitverlauf. So reflektie-
ren maximale Enzymaktivitdten nicht metabolische Flussraten, die unter physiologischen
Bedingungen in vivo stattfinden, sondern beschreiben die maximale Kapazitit einer Band-
breite der Anpassungsfihigkeit an einen steigenden Substratfluss, nicht jedoch die meta-
bolische Flexibilitdt. Und schlieBlich entfernt die Isolation der Mitochondrien diese aus
dem physiologischen zelluldren Netzwerk. Dies kann nur durch die Untersuchung von
permeabilisierten Gewebsproben umgangen werden.

In-vivo-Magnetresonanzspektroskopie

Die Magnetresonanzspektroskopie (MRS) erlaubt die nicht-invasive exakte Bestimmung
von intrazelluldren Konzentrationen von natiirlichen Metaboliten in verschiedenen Ge-
weben des Menschen. MRS ermoglicht die Quantifizierung von intrazelluldren Lipiden
(*H-MRS),'?> Phosphormetaboliten (*'P-MRS) wie zum Beispiel anorganischem Phos-
phat, Phosphodiester, Glukose-6-Phosphat (G6P), ATP und von Glykogen (3C-MRS).!3
Die Glykogenspeicherung in der Leber und im Muskel kann im Zeitverlauf wihrend der
Verabreichung von Glukose und Insulin oder auch nach der Einnahme eines Testmahls mit
oder ohne Anreicherung durch *C gemessen werden. Der Transport und die Phosphory-
lierung von Glukose im Muskel werden durch Messung von G6P vor und nach Stimulation
durch Glukose und Insulin ermittelt.'* Diese Bestimmungen sind durch Anlage von Ober-
flachenspulen auf verschiedene Organsysteme anwendbar (Kopfspule, Herzspule, Ober-
flichenspule fiir Leber und Muskel) und erméglichen die individuell adjustierbare Lokali-
sation bestimmter anatomischer Strukturen (zum Beispiel m.tibialis ant. oder m.soleus).
Mit Hilfe dieser Technologien wurden bereits Meilensteine in der Aufdeckung der Patho-
physiologie des Diabetes gesetzt.

Die Anwendung spezieller Techniken erlaubt dariiber hinaus die Messung von Meta-
bolitenfluxen. So kann mit Hilfe des Saturationstransfers die Austauschrate zwischen an-
organischem Phosphat und ATP im Muskel gemessen werden (Abb. 3).!> Daraus lisst
sich der Flux durch die ATP-Synthase errechnen, die als Mal} der Mitochondrienfunk-
tion dient. Die ATP-Syntheserate entspricht der Nettoflussrate durch die ATP-Synthase,
ergibt sich aus dem Gleichgewicht zwischen Substratoxidation (oxidative Phosphorylie-
rung) und dem vorherrschenden Energiebedarf der Zelle und reflektiert daher direkt die
ATP-Produktion im Gleichgewicht der vorherrschenden metabolischen Bedingungen.

12 Vel. Krssak er al. (1999).

13 Vgl. Roden und Shulman (1999).
14 vgl. Rothman ez al. (1995).

15 Vgl. Jucker et al. (1997).
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PCr Pi +Cr

ADP ATP

ADP + P, = ATP

Abb. 3: Die Bestimmung der ATP-Produktion im Muskel. Axiales ' HMR-Bild des humanen Unterschen-
kels mit Phosphorspektren des m.soleus wahrend der Anwendung der Saturationstransfer-
technik. Aus der Austauschrate zwischen anorganischem Phosphat (Pi) und ATP wird der
ATP-Synthaseflux berechnet.
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Abb. 4: Die Bestimmung der ATP-Produktion in der Leber. A: Axiales HMR-Bild der humanen Leber
mit Referenzstandard bekannter Konzentration von KH2PO,4 zur Absolutquantifizierung von
Phosphormetaboliten. Rechts davon sind drei ausgewé&hlte Phosphorspektren aus den an-
gezeigten Bereichen dargestellt. Das Fehlen des Phosphokreatinsignals beweist, dass das
oberste Spektrum ausschlieBlich aus Lebergewebe stammt, wahrend die unteren beiden
Spekiren zum Teil Muskelgewebe enthalten. B: Dieses 'HMR-Bild der Leber zeigt ein aus-
gewdhltes Volumen (rot umrandet) zur Bestimmung der YATP-Konzentration. C: Phosphor-
spektren wahrend eines Saturationstransferexperimentes. Oben: Kontrollspektrum mit an der
Frequenz des anorganischen Phosphates (Pi) gespiegelter Saturation; Mitte: selektive Satti-
gung von YATP; unten: Differenzspektrum zur Kalkulation der Austauschrate mit daraus re-
sultierender Reduktion des Pi-Signals vergrdBert im Insert. Unidirektionale Raten der ATP-
Synthese werden so aus der Austauschrate zwischen YATP und Pi berechnet.

Unsere Arbeitsgruppe entwickelte kiirzlich neue Techniken zur nicht-invasiven Bestim-
mung des Energiestoffwechsels der Leber. Dies wurde durch kombinierte Anwendung der
Siattigungstransfermethode und Absolutquantifizierung mit metabolischem Mapping der
intrahepatischen phosphorhaltigen Metabolite mittels 2! P-MRS erreicht (Abb. 4).

In der Untersuchung des Intermedidrstoffwechsels und zelluldrer Mechanismen der In-
sulinwirkung kombinierten wir die Anwendung der MRS mit der Verabreichung stabiler
Isotope sowie mit invasiven Techniken (Gewebebiopsie, Mikrodialyse). Mit Hilfe von Iso-
topenverdiinnungstechniken konnen Ganzkorperflussraten wie zum Beispiel die endogene
Glukoseproduktion der Leber als Mal3 der hepatischen Insulinresistenz gemessen werden.
Die Studien dienten der exakten metabolischen Phinotypisierung und so dem besseren
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Verstindnis der physiologischen Regulation des Glukose- und Lipidstoffwechsels, der Pa-
thophysiologie des Diabetes mellitus und der Rolle des Energiestoffwechsels (Mitochon-
drienfunktion) des Menschen.

Mitochondrienfunktionsstorung und Insulinresistenz im Muskel

Modell: Fettinduzierte Insulinresistenz

Das fiir die Insulinresistenz primér verantwortliche Gewebe ist in Gegenwart hoher Insu-
linkonzentrationen der Skelettmuskel. Nach einer Hypothese fiihrt diese Stérung sekundér
zur Insulinresistenz der Leber und Entwicklung einer atherogenen Dyslipidimie.'® Dies
wird durch eine Umverteilung zugefiihrter Kohlenhydrate vom insulinresistenten Mus-
kel, der weniger Glukose aufnimmt, in die Leber erklért. Eine Reihe inflammatorischer
Kinasen wie IKB-kinase- (IKK-/3), jun-kinase-1 (JNK-1) und suppressor-of-cytokine-
signalling-3-protein (SOCS-3) fiihren iiber Serinphosphorylierung zur Hemmung von in-
sulin receptor substrate-1 (IRS-1) und damit zur direkten Beeintrichtigung der Aufnahme
und/oder Phosphorylierung von Glukose.!” Roden et al. zeigten als Erste, dass eine Er-
hohung der Plasma-FFS-Konzentration bei gesunden jungen insulinsensitiven Menschen
Insulinresistenz durch Hemmung der Aufnahme und/oder Phosphorylierung von Glukose
hervorgerufen wird.'® Friihere Annahmen gingen davon aus, dass FFS den insulinstimu-
lierten Glukosetransport in den Muskel durch Konkurrenz von Lipid- und Glukoseoxi-
dation und damit letztlich durch eine Anhdufung von G6P im Muskel hemmt (Randle-
Mechanismus). Um diese These zu iiberpriifen, wurde mittels 3*P-MRS der G6P- und Gly-
kogengehalt im Muskel in gesunden jungen Minnern vor und wihrend der Verabreichung
von Insulin und Glukose unter Kontrollbedingungen sowie wihrend der Infusion einer li-
pidreichen Losung gemessen. Durch Verabreichung einer kontinuierlichen Insulininfusion
bei individuell an den aktuellen Blutzucker angepasster Glukoseinfusion wurde die Glu-
koseaufnahme des Gesamtkorpers als Maf3 der Insulinsensitivitét bestimmt. Diese Technik
gilt als Goldstandard der Bestimmung der Ganzkorper-Insulinsensitivitidt und wird als hy-
perinsulindmisch-euglykédmischer Clamp-Test bezeichnet. Nach drei Stunden wurde durch
die Erhohung der Plasma-FFS-Konzentration die Glukoseaufnahme in den Muskel konti-
nuierlich bis auf etwa 50 Prozent reduziert. Die Steigerung der Lipidoxidation fiihrte ent-
sprechend des Randle-Mechanismus zu einer Abnahme der Glukosoxidation, jedoch ging
diesem Phidnomen ein Abfall der G6P-Konzentration voraus. Dariiber hinaus konnte eine
Hemmung der Glykogenspeicherung im Muskel beobachtet werden. Diese Studie zeigte,
dass durch den Einstrom von FFS in die Muskelzelle der Glukosetransport und/oder die
Phosphorylierung von Glukose zu G6P direkt gehemmt wird und nicht — wie zuvor an-
genommen — auf eine Verminderung der Glukoseoxidation zuriickzufiihren ist, die na-
turgemiB mit einer Steigerung des intramyozelluliren G6P-Gehaltes verbunden wire.'”
Die Rolle der Mitochondrienfunktion bei der lipidinduzierten Insulinresistenz wurde in
einer weiteren Studie aus unserer Arbeitsgruppe untersucht.?® Zunichst wurden unter ba-

16 ygl. Roden (2006) sowie Petersen et al. (2007).
17 Vgl. Roden (2005).

18 Vgl. Roden ef al. (1996).

19 ygl. Roden et al. (1996).

20'vgl. Brehm ez al. (2006).



70 Julia Szendrédi und Michael Roden

salen Bedingungen G6P, IMCL und die ATP-Syntheserate bestimmt. Dann wurde unter
Blockierung der korpereigenen Insulinausschiittung (mittels Somatostatin) eine niedrigdo-
sierte Insulininfusion verabreicht, um fiir drei Stunden standardisierte Fastenbedingungen
(basale Bedingungen) herzustellen. Im Anschluss daran wurde fiir weitere drei Stunden
ein hyperinsulindmisch-euglykdmischer Clamp durchgefiihrt, bei dem die Plasmainsulin-
konzentrationen jenen nach Einnahme einer Mahlzeit entsprachen (postprandiale Bedin-
gungen). Die Messung von G6P, IMCL und ATP-Syntheserate wurde jeweils wiederholt
und gleichzeitig die Gesamtkorper-Glukoseaufnahme verfolgt. Die gleiche Versuchsan-
ordnung wurde unter Verabreichung einer lipidreichen Infusion an einem anderen Tag
wiederholt. Es zeigte sich, dass gesunde Probanden bereits innerhalb der ersten drei Stun-
den durch Erhohung der FFS-Konzentrationen im Plasma weniger Glukose aufnahmen,
wihrend die ATP-Produktion als Mafl der Mitochondrienaktivitét unverédndert blieb. Un-
ter Kontrollbedingungen stieg die ATP-Syntheserate in der darauffolgenden Periode hoher
Plasmakonzentrationen von Insulin um 60 Prozent an, wihrend diese unter Lipidinfusion
um 24 Prozent geringer war (Abb. 6) und nicht anstieg. Gleichzeitig waren die Insulinsen-
sitivitdt um 46 Prozent und der Glukosetransport um 70 Prozent niedriger. Somit konnte
gezeigt werden, dass eine erhohte Plasma-FFS zunichst die Insulinsensitivitit des Glu-
kosetransportes und in weiterer Folge auch die Stimulation der mitochondrialen Aktivitét
durch Insulin drastisch herabsetzt. Der IMCL-Gehalt war unter allen Bedingungen un-
verdndert und scheint somit eher als Marker eines langfristigen Ungleichgewichtes zwi-
schen Zufuhr und Abbau von Lipiden zu dienen. Dies entspricht der Beobachtung, das
IMCL nur bei untrainierten insulinresistenten Personen erhoht sind, bei denen ein solches
Ungleichgewicht vorliegt.”! In diesem experimentellen Modell scheint die oxidative Ka-
pazitdt der Mitochondrien selbst bei insulinsensitiven Menschen nicht auszureichen, um
den Lipidiiberfluss zu metabolisieren. Interessanterweise nahm die ATP-Produktion trotz
gesteigerter Verfiigbarkeit von energiereichen Substraten sogar ab.

Modell: Typ-2-Diabetes mellitus

In fritheren Studien wurden muskuldre Mitochondrien von Patienten mit T2DM mittels
Biopsie gewonnen und zeigten, dass T2DM mit einer Verdnderung der Morphologie und
einer geringeren Stimulierbarkeit der mitochondrialen ATP-Produktion bei Insulinexposi-
tion iiber acht Stunden assoziiert ist.>> Um den Zusammenhang zwischen Mitochondrien-
funktion, Insulinsensitivitit und ektoper Lipidspeicherung in vivo mit Hilfe der 'H/3!P-
MRS bei manifestem T2DM zu untersuchen, rekrutierten wir Patienten mit guter glu-
kosemetabolischer Kontrolle, ohne Adipositas oder Hyperlipidimie, um den Einfluss der
Glukolipotoxizitit auszuschlieBen.>® Wir verglichen sie mit einer Gruppe alters- und BMI-
gleicher sowie mit einer Gruppe von jungen schlanken Gesunden ohne Familienanamnese
fir T2DM. Alle Studienteilnehmer hatten eine vergleichbare korperliche Aktivitdt und
betrieben keinen Sport. Wir bestimmten die basale ATP-Synthese (Fastenbedingungen),
die insulinstimulierte ATP-Synthese, den Glukosetransport, die Insulinsensitivitit und die
ektope Lipidspeicherung in Muskel und Leber. Die Insulinsensitivitit der &dlteren und jiin-

21 vgl. Anderwald e al. (2002), Perseghin et al. (2003) sowie Kautzky-Willer ez al. (2003).
22 ygl. Stump et al. (2003) sowie Kelley ez al. (2002).
23 Vgl. Szendroedi et al. (2007).
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geren Kontrollgruppe war um 54 beziehungsweise 126 Prozent hoher als in der Gruppe
der Patienten mit T2DM (Abb. 6). Die ATP-Produktion unter Fastenbedingungen war bei
Patienten mit T2DM um 27 Prozent geringer als jene der jungen gesunden Gruppen, wih-
rend sie sich nicht von der alters- und gewichtsgleichen Gruppe unterschied. Es zeigte
sich jedoch ein Defekt der Insulinstimulierbarkeit der Mitochondrienfunktion: Wéhrend
die ATP-Produktion in beiden Kontrollgruppen deutlich anstieg, blieb sie in der Gruppe
der Patienten mit T2DM unverindert. Die Ergebnisse waren mit jenen der Untersuchung
der lipidinduzierten Insulinresistenz bei Gesunden vergleichbar. Die Steigerung der ATP-
Produktion durch Insulin korrelierte positiv mit der Insulinsensitivitit und negativ mit den
FFS-Plasmakonzentrationen. Innerhalb der Gruppe der Patienten mit T2DM Kkorrelierte
die ATP-Produktion negativ mit der Korperfettmasse und positiv mit der korperlichen Ak-
tivitdt (Abb. 5). In einem weiteren Experiment an einer Subgruppe von Patienten mit
T2DM wurde durch erhohte Glukoseinfusionsraten (hyperglykédmisch-hyperinsulindmi-
scher Clamp) eine Steigerung des muskuldren Glukoseeinstroms, der Glukosephospho-
rylierung sowie der Gesamtkorperglukoseaufnahme erzielt, wobei die Insulinstimulation
der ATP-Produktion im Muskel der Patienten mit T2DM beeintréachtigt blieb. Somit ist die
Insulinresistenz der Mitochondrien unabhénigig von der tatsdchlichen intramyozelluldren
Glukosekonzentration. Auch in dieser Studie blieben IMCL unabhingig von Insulinsen-
sitivitdt und Mitochondrienaktivitit unverdndert und sind daher bei metabolisch gut kon-
trollierten Patienten mit T2DM ohne pathophysiologische Bedeutung. Allerdings wiesen
diese Patienten eine fiir insulinresistente Gruppen typische starke Erhohung der ektopen
Fettspeicherung in der Leber auf, die einer Fettleber (Steatose) entspricht.

Modell: Vererbte Insulinresistenz bei Nachkommen
von Patienten mit Typ-2-Diabetes

Bislang ist ungeklirt, ob die Beeintridchtigung der Mitochondrienfunktion bei T2DM einen
priméren Defekt darstellt, infolge des ungesunden Lebensstils entsteht oder sich im Sinne
einer Insulinresistenz der Mitochondrien entwickelt. Es wurde gezeigt, dass glukosetole-
rante stark insulinresistente Nachkommen von Patienten mit T2DM neben einer Reduk-
tion der ATP-Produktion um 30 Prozent und einer Beeintridchtigung der Stimulierbarkeit
der Mitochondrien durch Insulin im Vergleich zu Gesunden ohne Familienanamnese fiir
T2DM etwa auf das Doppelte erhohte IMCL haben.?® Die Autoren schlossen daraus, dass
die mitochondriale Dysfunktion ein angeborener Defekt bei Menschen mit erhohtem Dia-
betesrisiko ist, der zur Akkumulation von IMCL und in weiterer Folge zu lipidinduzier-
ter Insulinresistenz fiithrt. Um diese Hypothese zu priifen, untersuchten wir insulinsensi-
tive glukosetolerante Verwandte ersten Grades von Patienten mit T2DM im Alter von 35
bis 45 Jahren vor und nach definiertem Training.?” Wir fanden in dieser insulinsensitiven
Gruppe weder eine Reduktion der Mitochondrienfunktion noch eine Steigerung der IMCL
(Abb. 6). Nach einwochigem Training stieg in der Gruppe der Nachkommen von T2DM
die Insulinsensitivitit ebenso an wie in der alters- und korpergewichtsgleichen Kontroll-
gruppe. Dahingegen nahm die ATP-Synthese nur in der Gruppe ohne Familienanamnese
fiir T2DM um 20 Prozent zu, wihrend die Verwandten keinen Anstieg zeigten. Erst eine

26 Vgl. Petersen et al. (2004), Petersen et al. (2005) sowie Petersen et al. (2003).
27 Vgl. Kacerovsky-Bielesz et al. (2009).
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Abb. 5: Beziehung von muskuldaren ATP-Syntheseraten mit Plasmafettsduren, Insulinsensitivitat, Kor-
permasse und korperlicher Aktivitat. Die insulinstimulierte ATP-Syntheserate korrelierte ne-
gativ mit den Plasmakonzentrationen freier Fettséduren (FFS) (A) und positiv mit der Insulin-
sensitivitat (B) in einer Gruppe von Patienten mit T2DM (Rauten), alters- und BMI-gleichen
(Quadrate) und jungen Gesunden (Dreiecke). Innerhalb der Gruppe der T2DM korrelierte die
basale ATP-Synthese negativ mit dem BMI (C) und positiv mit der kérperlichen Aktivitét (D).%

Subgruppenanalyse zeigte, dass die Ansprechrate auf das Training in der Gruppe der Ver-
wandten von Patienten mit T2DM heterogen ist. Jene Verwandten, die auf das Training
mit Verbesserung der ATP-Synthese ansprachen (Responder), wiesen eine Genvariante
(single nucleotide polymorphism) eines Proteins der mitochondrialen Atmungskette auf,
die sowohl mit der Zunahme der Mitochondrienfunktion als auch mit dem Anstieg der
Insulinsensitivitit nach Training positiv assoziiert ist. Daher demaskiert gezieltes kurzfris-
tiges Training eine genetische Suszeptibilitit fiir das Ansprechen auf korperliche Aktivi-
tit bei noch gesunden Verwandten von T2DM.?® Adaptive Fihigkeiten (,,mitochondriale
Fitness*) konnten so eine entscheidende Rolle spielen, ob und gegebenenfalls wann bei
ungesundem Lebensstil oder bei erhthtem Risiko fiir die Entwicklung eines T2DM eine

28 vgl. Kacerovsky-Bielesz et al. (2009).
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gestorte Glukosetoleranz manifest wird und wie effektiv eine Lebensstilmanahme zur
Verbesserung der Insulinsensitivitit ist.?’

Modell: Vererbte mitochondriale Storung bei Mitochondriopathien

Um die Auswirkung eines gesichert primédren Mitochondriendefekts auf ektope Lipidspei-
cherung und Insulinsensitivitit zu priifen, untersuchten wir eine Patientin, die auf Basis
einer Genmutation eines mitochondrialen Proteins das MELAS-Syndrom (mitochondriale
Enzephalomyopathie, Laktatazidose, Schlaganfall) entwickelt hatte.* Mitochondriale Er-
krankungen fiihren hiufig zu Diabetes, die meist auf einen Defekt der Mitochondrien der
pankreatischen Betazellen und folglich eine gestorte Insulinsekretion zuriickgefiihrt wird.
Im Vergleich zu einer Gruppe gesunder Kontrollpersonen zeigte diese Patientin neben
der zu erwartenden Herabsetzung der basalen und insulinstimulierten ATP-Syntheserate
(Abb. 6) eine deutliche Reduktion der Insulinsensitivitit von Muskel und Leber, die ein-
herging mit einer Steigerung der Lipidspeicherung in der Leber, nicht jedoch im Muskel.
Diese Untersuchung zeigte, dass zur Entstehung von mitochondrialem Diabetes nicht nur
eine Storung der Betazellfunktion, sondern auch eine mitochondrial bedingte Insulinresis-
tenz der Muskulatur beitragen kann.

Modell: Endokrine Storung der Mitochondrienfunktion

Auch endokrine Faktoren konnen die Insulinsensitivitit beeinflussen. Beispielsweise kann
eine iiberschiefende Ausschiittung von Wachstumshormon die Insulinsensitivitét reduzie-
ren; daher haben Patienten mit Wachstumshormon produzierendem Tumor (Akromegalie)
ein erhohtes Diabetesrisiko. Wir fanden, dass Patienten selbst nach erfolgreicher Therapie
einer Akromegalie mit normalem Wachstumshormonspiegel {iber Jahre eine Reduktion
der Mitochondrienfunktion um 25 Prozent zeigten (Abb. 6).3! Bei normaler Insulinsensi-
tivitdt zeigten diese Patienten dariiber hinaus eine Beeintrichtigung der Betazellfunktion
und etwa dreifach erhohte HCL, wihrend IMCL vergleichbar waren. Demzufolge konnte
eine lang persistierende hormonell induzierte Insulinresistenz die Funktion von Betazellen
und von muskuldren Mitochondrien nachhaltig beeintréchtigen.

Die Mitochondrienfunktion kénnte somit durch Insulinresistenz®? und erworbene Fak-
toren wie Glukolipotoxizitit>> herbeigefiihrt werden. Eine Beeintriichtigung der oxidati-
ven Kapazitit (mitochondriale Dysfunktion) kann andererseits die Entwicklung einer Insu-
linresistenz fordern®* oder die Auswirkung eines ungesunden Lebensstils auf die Insulin-
sensitivitit determinieren® und so bei erhdhter Verfiigbarkeit von Lipiden aus gesteigerter
Lipolyse und energiereicher Diit einen pathogenetischen Kreislauf bilden, wodurch es zur
weiteren Reduktion der Insulinsensitivitit kommt (Abb. 1).3

29 Vgl. Szendroedi und Roden (2008).

30'vgl. Szendroedi ef al. (2009a).

31'Vgl. Szendroedi et al. (2008).

32 Vgl. Szendroedi ef al. (2008).

33 Vgl. Brehm et al. (2006).

34 Vgl. Szendroedi ef al. (2009a).

35 Vgl. Kacerovsky-Bielesz er al. (2009).

36 Vgl. Szendroedi und Roden (2008) sowie Szendroedi et al. (2007).
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Abb. 6: Muskulére ATP-Syntheseraten in Patienten im Vergleich zu Gesunden. Die ATP-Syntheseraten
sind als Prozentsatz der jeweiligen Vergleichsgruppe abgebildet. Referenzen: (22) = Brehm et
al. (2006); (28) = Szendroedi et al. (2007); (29) = Petersen et al. (2004); (30) = Petersen et al.
(2005); (31) = Petersen et al. (2003); (32) = Kacerovsky-Bielesz et al. (2009); (34) = Szendroedi
et al. (2009a); (35) = Szendroedi et al. (2008).
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Mitochondrienfunktionsstorung und Insulinresistenz in der Leber

Die hepatische Steatose (non-alcoholic liver, NAFL) bezeichnet die iiberméBige (mehr als
5,5 Prozent) Ablagerung von Fett in der Leber von Personen, die weniger als 20 g Alkohol
pro Tag zu sich nehmen. Steatose findet sich bei mehr als 70 Prozent der Ubergewichti-
gen und Patienten mit T2DM und bei 55 Prozent der iibergewichtigen Kinder, wihrend
die Normalbevélkerung eine Privalenz von circa 15 Prozent aufweist.’” Der HCL-Gehalt
korreliert mit der hepatischen Insulinresistenz — einer gestdrten Hemmung der endoge-
nen Glukoseproduktion aus der Leber (EGP) durch Insulin.?® Bei zehn bis 20 Prozent der
Fille von NAFL ist eine Progression zur Steatohepatitis zu beobachten.>® Bei der Entwick-
lung einer Steatohepatitis sind Insulinresistenz, gestorter Fettstoffwechsel, mitochondriale
Dysfunktion, oxidativer Stress und eine Dysregulation der Produktion von Adipokinen die
Schliisselfaktoren. Ob bereits die hepatische Steatose mit einer Funktionsstérung der Mit-
ochondrien assoziiert ist und welche Rolle die hepatische Mitochondrienfunktion bei der
Entwicklung der Insulinresistenz spielt, war bislang unklar.

Gesteigerte Verfiigbarkeit von FFS sowie erhohte Plasmaspiegel von Insulin und
Glukose stimulieren durch Aktivierung lipogener Transkriptionsfaktoren (SREBP-Ic,
ChREBP) und lipogenetischer Enzyme, wie Acetyl-CoA-Carboxylase und Fettsduresyn-
thase, die De-novo-Synthese von FFS und Triglyzeriden, die in Form von HCL akkumu-
lieren oder als atherogene Lipoproteine (VLDL) sezerniert werden (Abb. 2, 7).40 Dage-
gen werden kurzkettige und damit vor allem neu synthetisierte FFS der Beta-Oxidation
zugefiihrt.*! Obwohl das AusmaB der Lipidspeicherung in der Leber mit dem Grad der he-
patischen Insulinresistenz korreliert, ist es unwahrscheinlich, dass der metabolisch relativ
inerte Pool der HCL die Beeintrichtigung der Insulinwirkung vermittelt. Vielmehr schei-
nen akkumulierende Metabolite des FFS-Stoffwechsels, wie LKF-CoA, DAG, Ceramide,
Lipidperoxide*? und proinflammatorische Zytokine (TNFa, IL-6, IL-8), die Hemmung der
Insulinsignalkaskade zu verursachen.

Patienten mit Steatohepatitis zeigen Insulinresistenz, eine herabgesetzte Aktivitit der
Enzymkomplexe der Atmungskette*’ und Dysmorphologien der Mitochondrien.** Diese
Daten unterstiitzen die Hypothese, dass der hepatozytire mitochondriale Energiestoff-
wechsel eine Schliisselrolle in der Progression der Steatose zur Steatohepatitis spielt: Mit-
ochondriale Dysfunktion, hypoxischer Stress sowie mutagene Schidigung von mtDNA
und mitochondrialer Proteine durch erhthte Spiegel von ROS und Lipidperoxiden konnten
die Aktivierung zytotoxischer Prozesse und schlieflich die Progression zur Leberfibrose
zur Folge haben.* Die Rolle der mitochondrialen Dysfunktion bei der Akkumulation von
HCL sowie bei der Entwicklung der hepatischen Insulinresistenz bei Steatose ist jedoch
bislang noch unklar. Dabei konnte eine reaktive Steigerung der Raten von Beta-Oxidation

37 Vgl. Angulo (2002).

38 Vgl. Anderwald et al. (2002).

39 Vgl. Ruhl und Everhart (2004).

40 ygl. Shimomura et al. (1999) sowie Matsusue et al. (2003).

41 vgl. Tamamogullari ef al. (1999).

42 Vgl. Holland et al. (2007).

43 Vgl. Pessayre et al. (2004).

4 vagl. Sanyal ef al. (2001).

45 Vgl. Chalasani et al. (2003), Weltman et al. (1998) sowie Robertson et al. (2001).
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Abb. 7: Hepatische Insulinresistenz und Mitochondrienfunktion bei Steatose. Carbohydrate responsive
element binding protein (ChREBP), Diacylglycerol (DAG), freie Fettséduren (FFS), forkhead
box O1 (foxO1), hepatozellulare Lipide (HCL), insulin receptor substrate (IRS), JunN Terminal
Kinase 1 (JNK-1), langkettige Fettsauren (LKF-CoA), nuclear factor B (NF-xB), protein kinase
C (PKC), sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP-1c), very low density proteins
(VLDL).

und Zitratzyklus zum Anstieg von ROS und Lipidperoxiden fiihren, die die Mitochondrien
schiidigen.*® Verminderte mitochondriale Lipidoxidation und oxidativer Stress konnten die
Entwicklung der lipidinduzierten Insulinresistenz weiter verstirken.

Es wurden daher mittels MRS Versuchsanordnungen entwickelt, die eine Steigerung des
Energieumsatzes der Leber nach Depletion der hepatischen ATP-Reserven durch Fruk-
toseinfusion erfordern. Der Zeitverlauf des Wiederaufbaus der ATP-Reserven diente als
Mal der oxidativen Kapazitit. Es zeigte sich, dass, obwohl Patienten mit Steatose erhohte
Raten der Beta-Oxidation aufweisen, die Fihigkeit der Resynthese von ATP nach Ener-
gieverbrauch reduziert ist.*’ Diese Methode liefert ein Ma8 fiir die oxidative Kapazitiit der
Leber, das jedoch nicht direkt auf Normalbedingungen iibertragbar ist. Aufgrund der In-
vasivitdt und der eingeschrinkten Aussagekraft von Studien an bioptisch gesichertem Le-
bergewebe sind zur Beurteilung des hepatischen Energiestoffwechsels im Menschen die
Anwendung sowie die Weiterentwicklung nicht-invasiver In-vivo-Techniken von grofer
Relevanz. Wir entwickelten daher neue Methoden zur Absolutquantifizierung von ATP
und zur Messung der ATP-Synthese in der Leber,*® um folgende Hypothesen zu priifen:
Patienten mit T2DM und hepatischer Insulinresistenz haben reduzierte Konzentrationen
von ATP, die Reduktion der Phosphormetaboliten korreliert mit der hepatischen Insulin-
resistenz und mit dem HCL-Gehalt. Es zeigte sich, dass Patienten mit T2DM eine um 30
Prozent niedrigere Insulinsensitivitit im Vergleich zu alters- und BMI-gleichen Gesunden

46 Vgl. Szendroedi und Roden (2009).
47 Vgl. Cortez-Pinto et al. (1999).
48 Vgl. Schmid et al. (2008) sowie Chmelik e al. (2008).
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hatten. Der Leberfettgehalt war zwar erhoht im Vergleich zu jungen gesunden schlanken
Menschen, jedoch vergleichbar zu jenem der alters- und BMI-gleichen Gesunden. Den-
noch wiesen die Patienten mit T2DM einen signifikanten Defekt der Lebermitochondrien
auf, der sich in einer um 25 Prozent reduzierten Konzentration von ATP und anorgani-
schem Phosphat zeigte.*” Die Konzentrationen dieser Phosphormetaboliten korrelierten
unabhingig vom Leberfettgehalt negativ mit der hepatischen Insulinresistenz. Diese Da-
ten weisen auf einen frithen Defekt der Mitochondrien hin, der lange vor der Progression
der Steatose zur Steatohepatitis in der Pathogenese der hepatischen Insulinresistenz eine
wichtige Rolle spielen konnte.

Zusammenfassung

Genetische Faktoren, Ubergewicht und Lebensstilfaktoren sind ursichlich fiir die Entste-
hung von Insulinresistenz. Ein Uberangebot von Fettsiuren und primire Strungen der
mitochondrialen Funktion hemmen die Insulin-Signaliibertragung und die Umwandlung
von Energie aus Kohlenhydraten in Triglyzeride in Muskel und Leber (ektope Fettspeiche-
rung). Endokrine Faktoren und langfristige Hyperglykédmie konnen zu sekundéren Storun-
gen der mitochondrialen Funktion fithren und damit die Insulinresistenz verstirken. Kon-
zepte zur Senkung des Fettsdureniiberschusses und zur Verbesserung der mitochondrialen
Funktion sind daher aussichtsreiche Kandidaten zur Privention und Therapie des Typ-2-
Diabetes.
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