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1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist durch eine Gruppe metabolischer Erkrankungen charakterisiert,
deren gemeinsames Kennzeichen die durch relativen oder absoluten Insulinmangel
bedingte Hyperglykdmie ist. Zur Entstehung der Hyperglykdmie tragen
unterschiedliche Faktoren bei, zu denen eine gesteigerte Glukoseproduktion, eine
gestérte Glukoseverwertung oder auch eine gestdrte Insulinsekretion zahlen. Unter
den verschiedenen Diabetestypen kommen dem Typ 1 und dem Typ 2 die gréBte
Bedeutung zu. Beim Typ 1 Diabetes handelt es sich um einen absoluten
Insulinmangel, der durch Destruktion der insulinproduzierenden B-Zellen entsteht.
Typ 2 Diabetes hingegen ist pathophysiologisch gekennzeichnet durch einen
relativen Insulinmangel, der durch verschiedene Ursachen wie eine Insulinresistenz
mit resultierender Hyperinsulindmie und einen sekretorischen Defekt der B-Zellen
ausgelést werden kann [1, 2].

Einer der wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2
ist die Adipositas. Da das AusmaB der Uberernahrung weltweit steigt, nimmt auch die
Inzidenz des Typ 2 Diabetes kontinuierlich zu. Es sind zunehmend jungere
Altersgruppen betroffen [2]. Weiterhin sind Bewegungsmangel, soziokulturelle
Faktoren und eine genetische Disposition an der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes
mellitus beteiligt [3].

1.2 Folgeschaden des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus kann in zahlreichen Organsystemen Folgeschaden verursachen:

e Zu den chronischen Komplikationen z&hlt die diabetesspezifische
Mikroangiopathie, die sich als Retinopathie, Nephropathie oder Neuropathie
manifestiert. Die Endstadien dieser Folgeschaden sind durch Erblindung,
terminale Niereninsuffizienz und Amputationen der unteren Extremitéaten
gekennzeichnet.

e Die Makroangiopathie stellt bei Diabetikern die haufigste chronische Komplikation
dar und ist von entscheidender Bedeutung fir die Prognose eines Patienten. Zu
den makroangiopathischen Erkrankungen zahlen die koronare Herzkrankheit,
periphere arterielle Verschlusskrankheit und zerebrovaskulare Insuffizienz.



1.3 Diabetische Neuropathie

Unter dem Begriff diabetische Neuropathie versteht man eine klinisch manifeste oder
subklinische Erkrankung, die im Rahmen des Diabetes mellitus auftritt und auf keine
anderen Ursachen einer peripheren Neuropathie zurickzufiihren ist. Die
neuropathische Erkrankung umfasst Manifestationen im Bereich der somatischen
und / oder autonomen Anteile des peripheren Nervensystems [4]. Eine
unzureichende Diabeteseinstellung, lange Diabetesdauer und viszerale Adipositas
sind wichtige Risikofaktoren fir die Entstehung einer diabetischen Neuropathie. Auch
Alter, Rauchen, Hypertonie, Hypoinsulindmie und Dyslipidamie spielen
moglicherweise eine Rolle [5].

Die diabetische Neuropathie gilt als haufigste erworbene Neuropathieform in den
westlichen Industrielandern [6]. Sie tragt als essentieller Faktor in der Pathogenese
des diabetischen FuBes vielfach zur Amputation bei [7]. Unterteilt wird die
diabetische Neuropathie in die symmetrischen und asymmetrischen Neuropathien.
Die distale symmetrische sensomotorische Polyneuropathie (DSPN) ist die haufigste

klinische Manifestation [8].

1.3.1 Diabetische Polyneuropathie
Die typische DSPN st eine chronische, symmetrische, I&dngenabhangige
sensomotorische Polyneuropathie. Sie entwickelt sich vor dem Hintergrund einer
langfristigen Hyperglykamie, assoziierten aberrierenden metabolischen
Stoffwechselwegen und kardiovaskularen Risikofaktoren [9]. Sie wird auf
Bevodlkerungsebene bei ca. 30% aller Diabetiker beobachtet [10-18]. Die Inzidenz der
DSPN betragt ca. 2% pro Jahr [5]. Nach 25 Jahren Diabetesdauer findet sich die
DSPN bei annahernd der Halfte der Patienten [19] und liegt bei mehr als 40% der
Diabetespatienten im Alter von 70-79 Jahren vor [20]. In den letzten Jahren wurde
auf eine enge Beziehung der DSPN zur viszeralen Adipositas (Taillenumfang) und
zur peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) als wichtiger Komorbiditat

hingewiesen [21].

1.3.1.1 Klinik der distalen symmetrischen Polyneuropathie
Die DSPN manifestiert sich insbesondere in den distalen Abschnitten meist der

unteren Extremitdten mit typischen Symptomen wie Schmerzen, Parasthesien und
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Taubheitsgefthl. Die Beschwerden treten symmetrisch auf, beginnen distal und
schreiten strumpfférmig nach proximal fort. Der Schmerzcharakter wird haufig als
brennend (,burning feet‘), bohrend, krampfartig oder stechend beschrieben.
Folgende neuropathische Symptome und Defizite treten bei der DSPN an den
unteren und manchmal auch oberen Extremitaten auf [5, 8]:
e Neuropathische Symptome (,Positivsymptome®):
1. distal betonte Schmerzen, Parasthesien und Taubheitsgefihl sowie
Dysasthesien (unangenehme Parésthesien) und Krampfe
2. vor allem nachtliche Exazerbation der Beschwerden sowie Besserung der
Schmerzen beim Gehen
3. evozierte Schmerzen:
o Hyperalgesie (leicht schmerzhafter Reiz wird als stark schmerzhaft
empfunden)
o Allodynie (nicht schmerzhafter Reiz wird als schmerzhaft empfunden)
¢ Neuropathische Defizite (,Negativsymptome®):
1. Sensibilitdtsstérungen:
o reduzierte bzw. fehlende Temperatur- und Schmerzsensibilitat
o reduzierte bzw. fehlende Tiefensensibilitdt (Lagesinn und
Vibrationssinn)
2. Muskeleigenreflexe sind abgeschwécht oder fehlen (z.B. Achillessehnen- oder
Patellarsehnenreflexe)
3. Muskelschwéache bzw. -lahmung bei motorischer Beteiligung

1.3.1.2 Klinische Bedeutung der DSPN

Die Nervenfunktionstests, die in der zur Diagnostik der Polyneuropathie zum Einsatz
kommen wie Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) und Vibrationswahrnehmungsschwelle
(vibration perception threshold [VPT]) sind als Pradiktoren fur erhéhte Mortalitat und
klinische Endpunkte wie neuropathische FuBulzera bei Diabetikern anzusehen [22,
23]. Neuropathische FuBulzera sind ein haufiger Grund fir Krankenhausaufenthalte
und Amputationen bei Diabetikern [24].

Unter den verschiedenen Schmerzsyndromen gelten neuropathische Schmerzen als
besondere Herausforderung. Sie sind unterdiagnostiziert, werden nicht optimal
behandelt und gehen mit zahlreichen Komorbiditdten einher. Neuropathische
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Schmerzen beeintréachtigen nachhaltig die Lebensqualitat, insbesondere weil sie die
Leistungsféahigkeit herabsetzen und Schlafstérungen verursachen. Neuropathische
Schmerzen sind bei 8-26% der Patienten mit Diabetes anzutreffen [21, 25].

1.3.1.3 Morphologie

Bei der DSPN koénnen die grof3kalibrigen bemarkten (Aa, AB) sowie die
kleinkalibrigen dinn bemarkten (Ad) und unbemarkten (C) Nervenfaserpopulationen
betroffen sein. Schmerzen treten im Rahmen einer Beteiligung der kleinkalibrigen
Fasern auf [26]. Histologische Veranderungen bei der DSPN umfassen den Verlust
der groBen und kleinen myelinisierten Fasern mit Hinweisen auf Degeneration und
Demyelinisierung [6, 27]. Weiterhin wurden eine verstarkte Fibrose und endoneurale
Kollagenbildung beobachtet [28, 29].

1.3.1.4 Diagnostik
Elektrophysiologische Untersuchungen werden als objektive Verfahren und
quantitative sensorische Tests (QST) als psychophysische Verfahren zur
Funktionsprifung der Nervenfasern eingesetzt [24]:
e groBkalibrige, schnell leitende Aa- und AB- Fasern werden objektiv mit
Hilfe der NLG untersucht, die Funktion der groBkalibrigen Fasern durch
QST
o Kkleinkalibrige, dinn bemarkte Ad- Fasern werden quantitativ durch
Messung der Kaltschwelle untersucht
e unbemarkte C- Fasern werden quantitativ durch Messung der
Warmschwelle untersucht

1.3.2 Autonome Neuropathie
Die autonome diabetische Neuropathie (ADN) ist neben der sensomotorischen
Neuropathie die haufigste Form von Stérungen am peripheren Nervensystem. Die
ADN kann jedes autonom innervierte Organ betreffen. Klinisch relevant sind v.a.
folgende Manifestationen:

e am kardiovaskularen System mit z.B. verminderter Herzfrequenzvariabilitét,

Ruhetachykardie und Belastungsintoleranz



e am Gastrointestinaltrakt mit postprandialen Hypoglykdmien, gastrointestinalen
Symptomen, gastro-6sophagealem Reflux, Hypomotilitit des Kolons oder
selten Stuhlinkontinenz

e am Urogenitaltrakt einhergehend mit  erektiler  Dysfunktion und
Blasenentleerungsstérung mit Blasenlahmung

Zudem kdnnen Funktionsstérungen des respiratorischen Systems, der
Thermoregulation / Schwei3sekretion oder der Pupillenmotorik vorkommen [30, 31].
AuszuschlieBen ist die Funktionsstérung des autonomen Nervensystems nicht
diabetischer Genese. Als Ausléser einer autonomen Dysfunktion kommen auch z.B.
Alkoholismus, Malignome, Niereninsuffizienz oder Infektionen in Frage.

1.3.2.1 Kardiovaskulare autonome diabetische Neuropathie (KADN)

Die KADN gilt als Leiterkrankung der ADN und erlaubt eine Frihdiagnose vor
Manifestation klinischer Symptome am kardiovaskularen System und anderen
Organsystemen. Dieser Sachverhalt gewinnt durch gehéauft auftretende
asymptomatisch (stumm) verlaufende Myokardischamien an Bedeutung [32, 33]. Die
Pravalenz der Erkrankung erhéht sich mit zunehmendem Alter, Diabetesdauer und
unzureichender Blutzuckereinstellung. Beim Typ 2 Diabetes sind Rauchen und
Ubergewicht zusatzliche Risikofaktoren fiir eine reduzierte Herzfrequenzvariabilitat
[34].

1.3.2.2 Klinik der KADN
Als frihestes Zeichen der KADN gilt die Verminderung der Herzfrequenzvariabilitat
(HRV) bzw. der respiratorischen Sinusarrhythmie. In fortgeschrittenen Stadien kommt
es zu einer Erhéhung der Ruheherzfrequenz bzw. Ruhetachykardie (vorwiegend
Vaguslasion) und einer orthostatischen Hypotonie (vorwiegend Sympathikuslasion)
mit entsprechenden Symptomen wie Schwindel und Synkopen [35].

1.3.2.3 Klinische Bedeutung der KADN
Bei Diabetikern mit KADN besteht im Vergleich zu denen ohne diese Komplikation
ein erhéhtes Risiko fir eine stumme Myokardischamie unter kérperlicher Belastung
und einen stummen Myokardinfarkt [36, 37]. Es besteht eine erhdhtes
Mortalitatsrisiko durch KADN. Patienten mit KADN zeigen Mortalitatsraten von 27-
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53% gegentber Patienten ohne KADN mit Raten von 5-15%, aufgetreten in einem
Zeitraum von 5-10 Jahren [35]. Inwieweit hierflr u.a. eine erhdhte Inzidenz von
plétzlichem Herztod verantwortlich ist, wird weiterhin diskutiert.

1.4 Therapie der diabetischen Neuropathie
Die Therapie der diabetischen Neuropathie umfasst vier Ansatze [38]:
e Kausale Therapie mit dem Ziel einer Nahe-Normoglykdmie
e Pathogenetisch begriindbare Therapie
e Schmerztherapie

¢ Vermeidung von Risikofaktoren und Komplikationen

1.4.1 Kausale Therapie

Als Kausalansatz zur Pravention und Therapie der diabetischen Polyneuropathie gilt
die normnahe bzw. méglichst optimale Diabeteseinstellung. Dies ist flir den Typ 1
Diabetes belegt (z.B. DCCT, EDIC). Beim Typ 1 Diabetes kann durch eine intensive
gegenuber einer konventionellen Insulintherapie (HbA1c: 7,2 vs 9,1%) das Risiko flr
eine DSPN um 68% reduziert und deren Progression verlangsamt werden [39].
Hierflr ist nicht die Therapieform entscheidend, sondern der erreichte HbA1c-Wert,
welcher 92% des Gruppenunterschiedes erklart [40]. In der EDIC-Studie lieBen sich
die gunstigen Effekte auf die DSPN Uber 13-14 Jahre nach Beendigung der DCCT-
Studie nachbeobachten, obwohl beide Gruppen Ctber diesen Zeitraum ahnliche
HbA.-Werte aufwiesen [41]. Dieser Effekt wurde als “hyperglykdmisches bzw.
metabolisches Gedachtnis” bezeichnet und auch bei der kardialen autonomen
Neuropathie, der diabetischen Retinopathie und der Nephropathie beschrieben. Bei
Typ 1 Diabetikern mit langer Diabetesdauer kann durch intensivierte konventionelle
Insulintherapie [42,43] oder durch kombinierte Pankreas-Nieren-Transplantation [44]
die Neuropathie langfristig stabilisiert werden.

Bei Typ 2 Diabetes sind solche klaren Aussagen nicht méglich: In der UKPDS konnte
bei neu diagnostiziertem Typ 2 Diabetes bei einzelnen Variablen nach sehr langer
Beobachtungszeit insgesamt eine geringe statistische Uberlegenheit der besseren
Stoffwechseleinstellung gezeigt werden [45]. Neuere Studien (ADVANCE, VADT,
Steno Type 2) bei Typ 2 Diabetes mit langerer Erkrankungsdauer zu Studienbeginn
und kirzeren Behandlungszeiten [46-48] zeigten keine Hemmung der Progression
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bzw. Abnahme der Inzidenz der diabetischen Polyneuropathie. Somit ist ein Nutzen
der intensiven gegendber der konventionellen Diabetestherapie mit Senkung des
HbA1c-Wertes um durchschnittlich 0,8-1,9% hinsichtlich Inzidenz und Progression
der diabetischen Polyneuropathie beim Typ 1 Diabetes, jedoch nicht beim Typ 2
Diabetes belegt. Moglicherweise ist nur bei kurzer bekannter Diabetesdauer und sehr
langen Behandlungszeiten eine minimale Wirkung zu erzielen. Es sollte jedoch eine
optimale Diabeteseinstellung nach den allgemeinen Therapieleitsatzen [49]
angestrebt werden. Alle Risikofaktoren (z.B. arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie,
Rauchen, UbermaBiger Alkoholkonsum) missen erfasst und ggf. behandelt werden.
Zu beachten ist, dass sich neuropathische Symptome unterschiedlicher
Schweregrade innerhalb von Wochen bis Monaten ohne gezielte MaBnahmen
bessern koénnen, allerdings ohne dass dies mit einer Verbesserung der
elektroneurographischen Befunde verbunden sein misste. In fortgeschrittenen Fallen
kann die Abnahme von Schmerzen das endgultige Leitungsversagen in den letzten

zunachst noch leitfahig verbliebenen Nervenfasern anzeigen.

1.4.2 Pathogenetisch begriindbare Therapie
Bei der pathogenetisch-begrindbaren Therapie handelt sich um medikamentOse
Therapieformen, die aus den pathogenetischen Konzepten der diabetischen
Neuropathie heraus entwickelt wurden, von denen lediglich die antioxidative
Therapie mit a-Liponsdure zur Therapie der symptomatischen DSPN zugelassen ist.
Sie bestehen in der
¢ Inhibition des Polyolstoffwechselweges durch Aldose-Reduktase-Inhibitoren
e Gabe von Antioxidantien (a-Liponsaure) zur Reduktion der Bildung von freien
Sauerstoffradikalen, die zu erhéhtem oxidativen Stress flhren
e Hemmung der erhdéhten Aktivitat der Protein-Kinase B (PKCB) durch den PKC
B-Inhibitor Ruboxistaurin
e Verbesserung des reduzierten endoneuralen Blutflusses und der konsekutiven
Hypoxie durch Vasodilatoren (ACE-Hemmer, AT1-Blocker, Prostaglandin-
Analoga)
e Hemmung der Bildung von sog. advanced glycation endproducts (AGE) durch
Gabe von Inhibitoren der Glykierung

e Unterstltzung des Neurotrophismus durch Nervenwachstumsfaktoren (NGF)



Weitere Ansatze umfassen die Gabe von C-Peptid s.c. und phVEGF165-Gen
Transfer [50]. Eine Meta-Analyse von vier Studien zeigte, dass die Infusionstherapie
mit a-Liponsaure Uber 3 Wochen mit 600mg/Tag (15 Infusionen) zu einem
signifikanten Rlckgang der neuropathischen Symptome wie Schmerzen,
Parasthesien und Taubheitsgeflihl fihrt [51]. Die SYDNEY 2-Studie zeigte kirzlich,
dass eine orale Therapie mit 600—1800mg tber 5 Wochen ebenfalls effektiv ist,
wobei die NNT (number needed to treat) fur einen >50%igen Rilckgang der
neuropathischen Symptome bei 2,8-4,2 lag [52]. Hervorzuheben ist, dass die
Substanz  auch eine Besserung der neuropathischen Defizite  wie
Sensibilitatsstdrungen bewirkt [51, 52].

Der Erfolg einer antioxidativen Therapie mit a-Liponsaure bei diabetischer
Polyneuropathie wurde in der NATHAN 1-Studie Uber 4 Jahre getestet. Hierbei ergab
sich, dass die Substanz bei milder bis maBiger Polyneuropathie gut vertragen wird
und einige neurologischen Defizite und Symptome sich verbessern lassen, jedoch
nicht die Nervenleitgeschwindigkeit [53].

1.4.3 Schmerztherapie

Die Schmerztherapie kann sich schwierig gestalten, da nur bei etwa der Halfte der
Patienten eine klinisch relevante, d.h. mindestens 50%ige durch eine Einzelsubstanz
bedingte Schmerzreduktion zu erwarten ist. Dies hangt mdglicherweise damit
zusammen, dass multiple Mechanismen zur Generierung der neuropathischen
Schmerzen beitragen [54, 55]. Schmerztherapeutisch stehen insbesondere
nichtselektive Monoamin-Reuptake-Inhibitoren (NSMRI) wie Amitriptylin, der duale
selektive Serotonin-Noradrenalin-Reuptake-Inhibitor (SNRI) Duloxetin, Kalziumkanal-
a2-6-Modulatoren wie Pregabalin und als Mittel der zweiten Wahl bzw. zur
Kombinationstherapie = schwache und starke Opioide zur Verflgung.
Nichtpharmakologische Therapieoptionen (physikalische und psychologische
Therapie) sind stets mit zu bericksichtigen. Eine sorgféltige Nutzen-Risiko-
Abwagung steht am Anfang einer adaquaten Therapie mit dem Ziel, die
Lebensqualitat der Betroffenen dauerhaft zu verbessern oder zu stabilisieren [56].



1.4.4 Vermeidung von Risikofaktoren und Komplikationen

Langfristig  unzureichende  Stoffwechseleinstellung,  Adipositas, chronischer
Alkoholabusus, Hypertonie, Dyslipidamie und Rauchen sind vermeidbare bzw.
therapierbare Risikofaktoren fiir die Ausbildung und Progression der diabetischen
Polyneuropathie. Schulung des Patienten (iber die Neuropathie und Verhltung von
ernsthaften Komplikationen wie FuBulzera sind obligat. Eine Schliisselrolle kommt
der Pravention und Friherkennung der diabetischen Neuropathie als dem
wichtigsten pathogenetischen Faktor zu [56].

1.5 Pathogenese der diabetischen Neuropathie

1.5.1 Oxidativer Stress und Diabetes mellitus
Freie Radikale sind instabile Molekule, die ein freies ungepaartes Elektron besitzen.
Diese Ausgangssituation ist flir die ausgepragte Reaktivitdt dieser Molekile
verantwortlich. Die Radikale bendtigen ein zweites Elektron, um Stabilitdt zu
erreichen. Bei dieser Reaktion verliert das reagierende Molekdl ein Elektron und wird
damit selbst zum freien Radikal, wodurch eine Kettenreaktion beginnt. Sie wird erst
beendet, wenn zwei freie Radikale aufeinander treffen und sich neutralisieren. Durch
Bildung von freien Radikalen kdnnen Biomolekile geschadigt werden.
Da der Angriff der Radikale meist ungesattigte Verbindungen (Doppel- oder
Dreifachbindungen) betrifft, werden haufig die Proteine und Phospholipide in
Zellmembranen geschadigt. DNA, Membranlipide und Enzymproteine kdnnen ihre
Funktion verlieren, denn oxidierende Reaktionen rufen Strangbriiche und chemische
Veranderungen hervor [57]. Die Integritdt der Zellwand kann durch Lipidperoxide
geschéadigt werden, die durch die Reaktion von freien Radikalen mit Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Mehrfachbindungen entstehen.
Als Prooxidantien bezeichnet man die freien Radikale, die vom Korper selbst gebildet
werden. Antioxidantien kénnen diese unschadlich machen. Eine Verschiebung des
Gleichgewichts von Prooxidantien / Antioxidantien zugunsten der Prooxidantien, die
potentiellen Schaden anrichten kénnen, wird als erhéhter ,oxidativer Stress®
bezeichnet [58-60].
Einem gesteigerten oxidativen Stress wird eine wichtige Rolle in der Entstehung des

Diabetes mellitus und anderen chronischen Erkrankungen wie M. Alzheimer, Krebs
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und Arteriosklerose zugeschrieben [61-66]. An der Zytokin-induzierten -
Zellzerstérung beim Diabetes mellitus Typ 1 sind die zytotoxische Aldehydproduktion
und die Lipidperoxidation durch freie Radikale mitbeteiligt [67]. Zudem belegen
Studien, dass bereits bei Jugendlichen mit Typ 1 Diabetes systemisch ein oxidativer
Stress vorliegen kann, der durch einen bis zum Erwachsenenalter anhaltenden
Anstieg gekennzeichnet ist [68].

Weitere Studien haben bei Patienten mit Diabetes Typ 1 und Typ 2, die zum Tell
bereits Folgeschaden aufwiesen, einen erhéhten oxidativen Stress beschrieben [63,
65, 69-72]. Prospektive Daten zur moglichen Pradiktion der Entwicklung bzw.
Progression der Polyneuropathie und der autonomen Neuropathie durch Plasma-

Marker fUr oxidativen Stress liegen jedoch nicht vor.

1.5.2 Freie Sauerstoff- und Stickstoffradikale
Es gibt verschiedene Gruppen von Molekillen, die oxidativen Stress verursachen.
ROS (reactive oxygen species) und RNS (reactive nitrogen species) werden in ihrer
Klassifikation unterschieden [73]:
e ROS:
- Radikale: Superoxid (0O27)-, Hydroxyl (OHY)-, Peroxyl (RO,
Hydroxyperoxyl (HO.')- und Alkoxyl (RO’)- Radikale
- Molekile, die sich erst sekundar zu Radikalen umwandeln: molekularer
Sauerstoff (Oz), Wasserstoffperoxid (H202), Peroxynitrit (ONOO),
hypochlorige Saure (HOCI) und Ozon (O3)
e RNS:
- Stickstoffmonoxid (NO")- und Stickstoffdioxid (NO,')-Radikale
- nicht-Radikale, die spater umgewandelt werden:
o Peroxynitrit (ONOO’; kann wegen Sauerstoff- und Stickstoff-Gehalt
sowohl zu den ROS als auch den RNS gezahlt werden)
o Nitrosyl-Kation (NO")
o Nitrosyl-Anion (NO)
o salpetrige Saure (HNO,)
o Distickstofftetroxid (N2Og)
und weitere Substanzen
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Der durch ROS und RNS ermittelte Gehalt an Oxidationsprodukten in Geweben und
Plasma sowie Veradnderungen im antioxidativen Status sind Messparameter fir
gesteigerten oxidativen Stress. Durch diesen kdnnen DNA-Schadigung (durch
Mutation, Deletion, Rearrangement, Insertion oder Sequenzveranderung), Zelltod
durch Apoptose oder Nekrose und Proteinschadigung hervorgerufen werden [63, 74,
75]. Auf lange Sicht ist die Rolle von ROS und RNS auf Grund der Entstehung
peripherer Nervenschadigung flr eine erhebliche Anzahl von atraumatischen
Amputationen der unteren Extremitaten verantwortlich [76].

Der oxidative Stress kann in Biomolekllen wie Lipiden, DNA-Basen und Proteinen,
die durch ROS / RNS oxidativ verandert sind, gemessen werden. Dabei sind
Malondialdehyde, konjugierte Diene und Hydroperoxide sowie 9a-11a-8-epi-PGFq
(ein Fa-lsoprostan) unter den Lipidoxidationsprodukten am besten erforscht [77]. Aus
der Bestimmung der antioxidativen Kapazitat und Vitaminen kann man Ruckschlisse
auf den oxidativen Stress ziehen.

Unter den Substanzen, die den Gruppen ROS / RNS zugeordnet sind, bestehen
ausgepragte Unterschiede bezlglich der Reaktivitdt. Sehr schnell reagiert das
Superoxid-Radikal, allerdings nur mit einigen Molekilen, und OH" mit fast jedem
Molekil. HOCI und ONOO" haben dagegen nur eine mittelmaBig ausgepragte
Reaktivitat. Die Substanzen entstehen in jedem menschlichen Kérper und sind auf
aeroben Stoffwechsel angewiesen [78, 79]. Auch Strahlung kann die Bildung freier
Radikale induzieren [79, 80].

Die Pfade der reaktiven Arten des Sauerstoffes/Stickstoffes sind nochmals in der
unten aufgefiihrten Abbildung (Abb.1) dargestellt.
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Abb.1: Signalwege der Produktion und Eliminierung der reaktiven Sauerstoff-/
Stickstoffspezies [76]
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1.6 Induktion von oxidativem Stress

Es bestehen unterschiedliche Méglichkeiten, den oxidativen Stress zu erhéhen. Zum
Einen geschieht dies durch eine erhéhte Produktion von ROS durch Autoxidation von
Glukose und ihren Metaboliten. Dabei werden Superoxid (O2")- und Hydroxyl (OH’)-
Radikale gebildet [81], die Glykosylierung wird gesteigert, es kommt zu
mitochondrialer Dysfunktion, Ischdmie und einem erhdhten Durchsatz durch den
Polyolstoffwechselweg [65, 82]. Zum Anderen entsteht oxidativer Stress auch durch
eine Stdérung antioxidativer Schutzmechanismen. Die geringere Kapazitdt ROS
abzufangen, konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden [83, 84].
Brownlee beschreibt folgende Mechanismen, die bei der Entstehung diabetischer
mikrovaskularer Komplikationen durch Hyperglykdmie eine Rolle spielen [85, 86]:

1. erhdhte Aktivitat des Polyolstoffwechsels [86, 87]

2. erhbhte Aktivitat von Protein-Kinase C (PKC)- Isoformen wie z.B. der PKC-

[85, 86]
3. gesteigerte Bildung von advanced glycation end products (AGE) [85, 86, 88]

4. gesteigerte Aktivitat des Hexosaminstoffwechsels [86]
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Der erhéhte Umsatz in den o.g. Stoffwechselwegen wird als unmittelbare Folge der
mitochondrialen ~ Uberproduktion von Superoxidanionen im Rahmen der
Hyperglykamie angesehen. Somit wird dem oxidativen Stress als dem Initialereignis
eine Schllsselrolle bei der Entstehung der diabetischen mikrovasularen

Komplikationen zugeschrieben [85,86].

1.6.1 Erho6hte Aktivitat des Polyolstoffwechselweges
Der Polyolstoffwechsel wird bei Hyperglykdmie als zusatzlicher Weg des
Glukoseabbaus aktiviert. Dabei wird Glukose durch die Aldose-Reduktase vermehrt
zu Sorbitol reduziert und Sorbitol im nachsten Schritt durch die Sorbitol-
Dehydrogenase zu Fruktose oxidiert [86]. Aldose-Reduktase (NADPH-abhéangig) und
Sorbitol-Dehydrogenase (NAD*-abhangig) sind zwei Enzyme, die gerade in fir
Komplikationen des Diabetes bekannten Organen wie Nerven, Augen und Nieren
stark  exprimiert werden [89]. Bei Nicht-Diabetikern mit  normaler
Glukosekonzentration ist der Glukoseabbau durch die Aldose-Reduktase zu
vernachlassigen, da sie eine geringe Affinitdt zu Glukose hat. Bei Hyperglykamie
jedoch wird vermehrt Sorbitol aus intrazellularer Glukose gebildet. Dabei benétigt die
Aldose-Reduktase NADPH und die Sorbitol-Dehydrogenase oxidiert unter Reduktion
von NAD* zu NADH das entstandene Sorbitol zu Fruktose.
Verschiedene Mechanismen spielen bei den potentiell schadlichen Effekten des
Hyperglykdmie-induzierten Anstieges der Aktivitat des Polyolstoffwechselweges eine
Rolle:
o Abnahme der Aktivitat der Na*™-K*-ATPase
o Anstieg des cytosolischen NADH/NAD*-Verhaltnisses (flhrt letztlich zur
vermehrten Aktivierung der Protein-Kinase C; siehe unten)
o Abfall des cytosolischen NADPH (durch Verbrauch von NADPH durch
die Aldose-Reduktase)
o Sorbitol-induzierter osmotischer Stress (spielt laut Brownlee keine
relevante Rolle)
Die Uberaktivitat des Polyolstoffwechsels und damit die Anhaufung von Sorbitol fiihrt
zur Abnahme von Taurin und Myoinositol. Myoinositol ist flr die Aufrechterhaltung
der Na*-K*-ATPase verantwortlich. Der Verlust von Myoinositol bedingt eine

reduzierte Verfligbarkeit von Diacylglycerol (DAG), was zu einer Reduktion der
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neuralen Na'-K*-ATPase-Aktivitat fihrt [6, 90]. Durch diese Stérung im
lonenpumpenmechanismus kann das fur die Nervenfunktion wichtige Ruhepotential
nicht aufrecht erhalten werden. Es kommt zu einer intra-axonalen Na*-Anh&ufung
und einem reduzierten nodalen Na*-Gleichgewichtspotential. Die Aktivitditsminderung
der Na*™-K*-ATPase I6st einen Circulus vitiosus aus, da Myoinositol auf diese Weise
nur vermindert ins Nervengewebe aufgenommen werden kann [90]. Durch den
Verlust von Taurin wird der oxidative Stress weiter geférdert. Als potentes
Antioxidans wirkt es in normaler Konzentration pathogenetischen Prozessen
entgegen [91]. Bei diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, dass der
Tauringehalt in peripheren Nerven erniedrigt ist [92].

1.6.2 Verstarkte Aktivierung der Protein-Kinase Cf
In der Retina und in den Glomeruli diabetischer Tiere wird bei intrazellularer
Hyperglykamie ein erhéhter Gehalt des second messengers Diacylglycerol (DAG) in
mikrovaskularen Kulturen festgestellt. Dieser entsteht durch Erhéhung der de novo-
Synthese aus dem glycolytischen Intermedidrprodukt Dihydroxyacetonphosphat,
durch Reduktion zu Glycerol-3-Phosphat und schrittweise Acylierung. Die PKC-
Familie besteht aus mindestens 11 Isoformen, von denen 9 durch die de novo-
Synthese in kultivierten vaskularen Zellen, in Glomeruli und Retina diabetischer Tiere
aktiviert werden. Primar werden (- und &-Isoformen der PKC aktiviert.
Die PKC verursacht eine Reduktion der Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion, die
sowohl glomeruldr als auch in glatten Muskelzellen stattfindet. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Aktivierung der PKC-B-Isoformen Veranderungen des retinalen
und renalen Blutflusses bedingen. Weiterhin induziert die aktivierte PKC die
Expression des Permeabilitidts-steigernden Faktors VEGF in glatten Muskelzellen
und unterstitzt die Akkumulierung von mikrovaskuldaren Matrixproteinen durch
Expression von TGF-B1, Fibronektin und Typ IV-Kollagen. Dariliber hinaus ist die
inhibierte NO-Produktion an der Aktivierung von NF-kB in kultivierten Endothelzellen
und vaskularen glatten Muskelzellen beteiligt [86].
Ruboxistaurin ist ein spezifischer PKC-B-Inhibitor, der in der Behandlung diabetischer
Tiere die PKC-Aktivitéat in renalen Glomeruli und Retina signifikant reduziert hat.
Unter dieser Therapie lie3en sich tierexperimentell der endoneurale Blutfluss und die
Nervenleitgeschwindigkeit steigern [93] sowie der oxidative Stress reduzieren [94].
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1.6.3 Advanced glycation end products (AGE)
Intra- und extrazellulare advanced glycation end products (AGE) entstehen durch die
chronisch erhéhte intrazellulare Glukosekonzentration. Dabei verbinden sich
reduzierte Monosaccharide der Glukose mit Aminogruppen der kdérpereigenen
Proteine oder anderen zellularen Molekulen zu Schiff'schen Basen. Aus denen
entstehen dann die friihen, noch reversiblen Amadori-Glykosylierungsprodukte [95].
Die irreversiblen AGE entstehen durch chemische Umbildung, Dehydrierung,
Fragmentierung, Kreuzverkettung und Oxidation von reaktiven intrazellularen
Dikarbonylen mit Aminogruppen intra- und extrazellularer Proteine. Dazu gehért der
Abbau der Amadori-Produkte, die intrazelluldre Autoxidation von Glukose zu Glyoxal
und die Fragmentierung von Glyceraldehyd-3-phosphat und Dihydroxyaceton-
Phosphat zu Methylglyoxal.
Durch die Irreversibilitdt dieser Vorgdnge kommt es zur Kkontinuierlichen
Akkumulation der AGEs.

Mehrere Mechanismen kénnen die Zielzellen durch Produktion intrazellularer AGE-
Vorstufen schadigen:
o intrazellulare Proteine, die durch AGE modifiziert wurden, weisen eine
veranderte Funktion auf
o extrazellulare Matrixbestandteile, die durch AGE-Vorstufen modifiziert
wurden, interagieren in  abnormer Weise mit  anderen
Matrixbestandteilen und mit Rezeptoren flr Matrix-Proteine (Integrine)
o Plasmaproteine, die durch AGE-Vorstufen modifiziert wurden, binden
an AGE-Rezeptoren auf endothelialen Zellen, Mesangialzellen und
Makrophagen. Die Rezeptor-aktivierte Produktion von ROS wird so
induziert. Die AGE-Rezeptor-Verbindung aktiviert den
Transkriptionsfaktor NF-kB, was wiederum pathologische
Veranderungen der Genexpression nach sich zieht
Die Protein-Kreuzverkettung fihrt durch die AGE-Bildung zu einer Veranderung der
dreidimensionalen Struktur mehrerer wichtiger Matrixmolekile. Damit kommt es zu
einer Veranderung der Gewebefunktionen und -eigenschaften. So ist z.B. die
Struktur- und Permeabilitdtsveranderung von GeféaBwanden durch Kollagen-
Modifikation zu erklaren.
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Durch die AGE-bedingten Kreuzverkettungen von Proteinen wird eine
Beschleunigung der Arteriosklerose sowie endotheliale Dysfunktion ausgelést. Auch
die glomerulare Dysfunktion wird begtinstigt und die Struktur und Zusammensetzung
der extrazellularen Matrix verandert. Es kommt zu Koagulation und Thrombose und
zur Stimulation der Expression von AGE-Rezeptoren (RAGE) durch Makrophagen:
Atherosklerose entsteht [5, 86]. Auf diese Weise tragen AGE ebenso wie eine
erhdéhte Lipidperoxidation und eine erhdhte Intima Media Dicke zur Entstehung
diabetischer mikrovaskularer Stérungen bei [96].

Quenching wird das Abfangen von NO durch AGE genannt. Es flhrt dazu, dass die
Relaxation der GefaBwand bzw. -muskulatur reduziert ist. FunktionseinbuBen
kdnnen auch durch Anderung anderer Proteineigenschaften wie den
Diffusionskoeffizienten, die Elastizitdt und Viskositat entstehen [97].

Die durch den Diabetes verursachte Hyperpermeabilitat der Kapillarwand scheint
zum Teil durch die Bindung von Liganden an endotheliale AGE-Rezeptoren
hervorgerufen zu werden. Basalmembranproteine kdnnen auch gegen ihren Abbau
resistent werden und an Dicke und Steifheit zunehmen [98].

Im Tierversuch wurde belegt, dass unter Blockade des RAGE-Rezeptors die
Entstehung einer makrovaskularen Erkrankung vergleichsweise gering ausfiel.
Zusatzlich waren eine Verbesserung der Wundheilung und eine Pravention der
diabetischen Nephropathie zu beobachten [86].

1.6.3.1 Wirkung der Glykosylierung auf periphere Nerven
Bei diabetischen Patienten konnte wie im Tierexperiment im peripheren Nerven eine
erhéhte nicht-enzymatische  Glykosylierung nachgewiesen werden. Durch
Akkumulation der entstandenen AGE im peripheren Nerven soll es dort zur
segmentalen Demyelinisierung kommen. Dieser Vorgang beruht auf AGE-
spezifischen Rezeptoren auf Makrophagen, die Myelinprotein erkennen, das Myelin
zerstéren und anschlieBend zur Phagozytose fuhren [99-101].

1.6.3.2 AGE- und Hyperglykamie-induzierte Aktivierung von Redox-
sensitiven Transkriptionsfaktoren

Die Interaktion von AGE-modifizierten Proteinen mit spezifischen AGE-Rezeptoren

(RAGE) hat neben der bisher hauptsachlich diskutierten AGE-Protein-Elimination die
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Aufgabe verschiedene SignalUbertragungswege zu aktivieren, die verschiedene Ziele
haben:
o Bildung von ROS
o Depletion von zelluldaren antioxidativen Abwehrmechanismen (z.B.
Glutathion, Ascorbat)
o Aktivierung redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren wie NF-kB [102,
103]
Die Aktivierung von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren wie NF-kB unterstitzt die
Expression einer Vielzahl von Kininen:
o Procoagulant tissue factor
o Endothelin-1
o Zytokine
o Adhéasionsmolekll VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1)
o Adhéasionsmolekll ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
o MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) [102, 104-106]
Bei Patienten mit Diabetes wurde eine Erhdhung dieser Substanzen nachgewiesen
[107].

1.6.4 Erhohter Fluss durch den Hexosamin-Stoffwechselweg

Die Aktivierung des Hexosamin-Stoffwechselweges wird ebenfalls durch
Hyperglykdmie ausgeldst und kann zu diversen Veranderungen der Genexpression
und Proteinfunktion fihren. Der Hexosamin-Stoffwechselweg spielt ebenfalls bei der
Entstehung diabetischer Komplikationen eine Rolle.

Diese von Brownlee diskutierten Hyperglykdmie-induzierten Stoffwechsel-
verdnderungen entstehen durch eine Uberproduktion von Superoxid in der
mitochondrialen Elektronen-Transportkette. Der Zusammenhang zwischen den o.g.
aktivierten Stoffwechselwegen und der Bildung von ROS als Erklarung fir die
Entstehung diabetischer Komplikationen konnte experimentell durch Inhibition der

einzelnen Stoffwechselwege deutlich gemacht werden [85].

1.6.5 Reduzierte antioxidative Abwehr
Die antioxidative Abwehr gliedert sich in drei Schutzebenen: Pravention, Abfangen
und Reparatur [108]. Die reduzierte antioxidative Abwehr in peripheren Nerven spielt
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neben den oben genannten von Brownlee diskutierten Mechanismen bei der
Entstehung von oxidativem Stress eine wichtige Rolle. Folgende synergistisch
arbeitende antioxidative Schutzmechanismen finden sich im menschlichen Kérper:

o Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Umwandlung zellularer

Superoxidradikale [O2"] in oxidativ wirksames Wasserstoffperoxid

o Vitamin E

o Glutathion

o a-Liponsaure

o die Reduktionsaquivalente NADH und NADPH

o Glutathion-Peroxidase [109]
Diese Substanzen neutralisieren Lipid-Hydroperoxide und Wasserstoffperoxide. Sie
werden beim  Abfangen freier Radikale selbst oxidiert und durch
Regenerationssysteme wieder in ihre aktive reduzierte Form gebracht. Zu den
antioxidativen Abwehrmechanismen gehdren auch Schutzsubstanzen. Das sind
Molekdle, die durch ihre Schadigung andere Molekule, die wertvoller sind als sie, vor
einem Angriff schitzen. Eine solche Substanz ist beispielsweise das Albumin.
Schutzsubstanzen werden in hydrophobe Verbindungen (z.B. Vitamin E [o-
Tocopherol], Ubiquinon und Karotinoide, die hydrophobe ROS inaktivieren) und
hydrophile Verbindungen (z.B. Vitamin C und Zystin, die hydrophile ROS
inaktivieren) eingeteilt [110].
Fur Vitamin E, Vitamin C, B-Karotin bzw. andere Karotinoide und verwandte
Pflanzenpigmente und Flavonoide konnte in vielen Versuchen eine antioxidative
Wirkung nachgewiesen werden. Dabei miissen einige dieser Substanzen Uber die
Nahrung aufgenommen werden, wahrend andere (z.B. Superoxiddismutase,
Katalase) im menschlichen Kérper selbst produziert werden [111-114].
Eine Pravention bzw. Korrektur der Stérung des Nerven-Blutflusses und der NLG,
sowie eine Normalisierung der mechanischen und thermischen Hyperalgesie durch
Gabe verschiedener Antioxidantien konnte in experimentellen Studien gezeigt
werden flr: u.a. Acetylcystein, a-Tocopherol, Probucol, Glutathion, butyliertes
Hydroxytoluen, a-Liponsaure [115-122].
Als Abwehrmolekile der freien Radikale finden sich im Zytosol der peripheren
Nerven Ascorbat (Vitamin C), Urat, Albumin, B-Karotin, Zystein, Coeruloplasmin,
Transferrin, Glutathion und als am wichtigesten geltend Glutathion-Peroxidase,
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Glutathion-Reduktase, Katalase und Superoxiddismutase. Als einziges lipophiles /
hydrophobes physiologisches Antioxidans in Zellmembranen ist das a-Tocopherol
(Vitamin E) zu finden. Es kann dort die Oxidation ungesattigter Membranlipide
verhindern. In experimentellen Untersuchungen wurde diese Funktion bestatigt,
indem bei nicht-diabetischen Tieren durch Verringerung des Vitamin E-Gehalts eine
sensorische Polyneuropathie ausgeldst wurde. Bei diabetischen Tieren kam es zu

einer Verschlechterung der bestehenden Polyneuropathie [84].

1.6.6 Stickstoffmonoxid

Ein Mangel an Stickstoffmonoxid kann bei oxidativem Stress durch eine
Neutralisation von NO entstehen. Diese wird von der Superoxiddismutase induziert,
indem sie Peroxynitrit aus NO bildet. Peroxynitrit seinerseits ist fur Hydroxyl-Radikale
verantwortlich, die einen Endothelschaden hervorrufen kénnen [123]. Weiterhin ist
ein NO-Mangel verantwortlich fir:

o Beschleunigung der Expression von Adhasionsmolekuilen

o Begulnstigung der Bildung von Superoxid-Radikalen

o Beeintrachtigung der Blut-Nerven-Schranke in ihrer Permeabilitat

o Beeintrachtigung der Adhasionsfahigkeit der GefaBwand und der

Hemmung des Wachstums der glatten Muskelzellen

o Verringerung des mikrovaskularen Blutflusses

o Aktivierung von PKC und NF-kB
Bei der chronischen Hyperglykamie flhrt der erhéhte Umsatz im Polyolstoffwechsel
zu einem NO-Mangel im Endothel des Nerven [124, 125].

1.7 Plasma-Marker fiir oxidativen Stress

1.7.1 Superoxidanion (02")
Superoxidanion (O2") und Hydroxyl-Radikal (OH") sind zwei freie Radikale, die durch
Reduktion von Sauerstoff bzw. Wasserstoffperoxid gebildet werden. Superoxid ist ein
Nebenprodukt bei der Xanthinoxidase und Aldehydoxidase. Weiterhin setzen
aktivierte phagozytierende Zellen mit dem NADPH Oxidase-System Superoxid frei.
Das Entweichen von Elektronen aus Sauerstoff wahrend der
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Elektronentransportkette sowie Autoxidation von Hydrochinonen, Thiolen und
Katecholaminen sind ebenso Mechanismen zur Entstehung von Superoxid [126].
Wasserstoffperoxid kann durch die Enzyme D-Aminosaure-Oxidase oder
Aminooxidase sowie aus Superoxid entstehen. Aus Wasserstoffperoxid oder aus
dem Superoxidanion werden besonders in Anwesenheit von Eisen- oder
Kupferkatalysatoren die Hydroxyl-Radikale gebildet.

Die antioxidative Kapazitat ist ein globaler Messwert, der alle bekannten und
unbekannten antioxidativen Aktivitdten in einer Probe, sowie deren Interaktionen,
erfasst. In einem neuen Verfahren wird die Fahigkeit einer Probe gemessen, freie
Radikale und andere Oxidantien in Gegenwart des Photoproteins Pholasin®
abzufangen [127]. In einem Versuchsansatz, in dem viel Superoxid vorhanden ist,
emittiert Pholasin® umso mehr Licht. Durch die Anwesenheit von Antioxidantien in
der Probe, die Superoxid abfangen bzw. neutralisieren kénnen, kommt es zu einer

Konkurrenz zwischen den Antioxidantien und Pholasin® um das Superoxid.

1.7.2 Peroxynitrit (ONOO-)

Das prooxidative Peroxynitritanion entsteht durch die Reaktion von einem
Superoxidanion (O,") mit Stickstoffmonoxid (NO") [65, 128, 129]. Peroxynitrit
entsteht bei Entzindungen in Neutrophilen und Makrophagen. Es kann Bakterien
und weitere Mikroorganismen vernichten. Wenn Peroxynitrit mit DNA reagiert, kann
es diese schadigen [130, 131]. Es entstehen Brlche in der DNA, Modifikation der
Basen und Mutationen. Dieses wirkungsvolle Oxidans kann auch vaskulare
Dysfunktion verursachen [123], LDL oxidieren [132] und Tyrosinreste in Proteinen
nitrieren [133].

Im Plasma kann Peroxynitrit wie Superoxid indirekt mit Hilfe des lichtemittierenden
Proteins Pholasin® nachgewiesen werden. Dabei wird die Zeit gemessen, bis das
Maximum der Lichtemission (Peak der Lumineszenz) erreicht ist. Die lag time
(zeitliche Verzdgerung) ist Ausdruck der antioxidativen Kapazitat der Probe. Dies
wird verdeutlicht, wenn sich antioxidativ wirksame Substanzen wie Vitamin E in der
Probe befinden, die mit dem Pholasin® um das Peroxynitrit konkurrieren. Es kommt
dadurch zu einer Verlangerung der lag time bis zum maximalen Peak [127].
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1.7.3 Isoprostane
Fo-Isoprostane sind Isomere von Prostaglandinen, die durch nicht-enzymatische
Peroxidation von Arachidonsaure unabhéngig vom Zyklooxigenase-Stoffwechselweg
entstehen [134]. Unter 64 F,-lsoprostan-lsomeren kommt 8-epi-PGF,, mit seinen
biologisch zytotoxischen Eigenschaften die gr6Bte Bedeutung zu [135]. In
menschlichen Koérperflissigkeiten wie Urin und Blut sind Isoprostane, wenn auch in
geringer Konzentration, gut nachweisbar [134, 136-142]. Sie entstehen bei der
Peroxidation ungeséattigter Fettsauren in Lipiden und liegen meist mit Lipiden
verestert im Plasma vor [138, 143-151].
Bei Erkrankungen, die mit einem erhdhten oxidativen Stress einhergehen, fand sich
ein erh6htes 8-epi-PGF2,. Genauso war diese Erhéhung bei Erkrankungen oder
Toxinen, die eine Pradisposition zur beschleunigten Entwicklung von
kardiovaskularen Erkrankungen (wie z.B. Rauchen, Diabetes, Leberzirrhose,
Alkoholabusus) zeigen, zu beobachten [141, 143, 144, 149, 152-156]. Auch bei
diabetischen Patienten, die keine chronischen Komplikationen aufwiesen, wurden
erhéhte Marker der Lipidperoxidation gefunden [157-161].
Die Messung von 8-epi-PGF,, in Blut und Urin wird als aussagekréftiger Parameter
fir die Lipidperoxidation und damit fir erhéhten oxidativen Stress angesehen [138,
142, 162-164]. Dabei ist die Messung von 8-epi-PGF,, im Urin der Messung im
Plasma Uberlegen. Im Plasma kann es durch Autoxidation von Arachidonsaure zur
artifiziellen  Bildung von Isoprostanen kommen, wenn die Probe nicht
ordnungsgemaB gelagert bzw. nicht rechtzeitig bearbeitet wird. Eine
Lagerungstemperatur von -70°C bis zu 6 Monaten gilt als unbedenklich bezliglich
des Auftretens nachtraglicher F»-Isoprostan-Bildung durch Autoxidation. Im Urin ist
Autoxidation kein relevantes Problem, da Urin kaum Lipide enthalt [134].
Unter hyperglyk&mischen Bedingungen wurde eine gesteigerte Bildung und
Freisetzung von 8-epi-PGF,, festgestellt. Dieser Zusammenhang zeigte sich sowohl
in vivo [149] als auch bei in vitro-Untersuchungen [165]. Bei verbesserter
Blutzuckereinstellung kam es dabei zu einer Abnahme der 8-epi-PGFyq-Exkretion
[149]. Allerdings gibt es auch Studienergebnisse von Typ 2 Diabetikern, die eine
Korrelation zwischen der Blutzuckereinstellung und einem erhéhten Plasmagehalt an
verestertem 8-epi-PGFyq nicht bestatigen konnten [143].
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Fo-lsoprostane haben als Marker der Lipidperoxidation in vivo gunstige
Eigenschaften. Sie sind als spezifische Produkte der Lipidperoxidation stabiler als
andere Substanzen und treten in allen Geweben und Flussigkeiten zwar in geringen
Mengen, trotzdem aber gut nachweisbar auf. AuBerdem ist die Konzentration der
Isoprostane allein abhangig von oxidativem und antioxidativem Status und korreliert
nicht mit dem Gesamtfettgehalt der untersuchten Kérperfliissigkeit [166].

Die Konzentration von 8-epi-PGF,, stellt somit ein Maf3 fiir den oxidativen Stress in
vivo dar.

1.7.4 Vitamin E und Vitamin C

Beim Diabetes wurden Stérungen verschiedener antioxidativer Schutzmechanismen
wie z.B. des Vitamin C / Vitamin E-Zyklus festgestellt [83]. Diese Feststellung
bestatigt sich in einer Studie, in der Diabetiker nach Myokardinfarkt mit Vitamin E und
Vitamin C behandelt wurden. Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Sterblichkeit post Infarkt [167]. In Tierversuchen mit Ratten zeigte sich ein positiver
Effekt bezlglich der Pravention von diabetischer Nephropathie und diabetes-
induziertem Katarakt durch Substitution der Vitamine E und C sowie moderates
Training [168].

1.8 Plasma-Marker fiir Inflammation

Hypochlorige Saure (= HOCI = unterchlorige Saure) entsteht durch die Reaktion von
Myeloperoxidase in Neutrophilen und Monozyten mit Wasserstoffperoxid und Chlor.
Findet die Reaktion mit Brom anstelle von Chlor statt, kommt es zur Entstehung von
hypobromiger Saure (= HOBr = unterbromige S&aure). Die Freisetzung dieser
Zellenzyme kann an Entzindungsherden, an denen sich vermehrt Leukozyten
finden, schwere Schaden verursachen.

HOCI ist ein proinflammatorisches Oxidans, das bei der Gewebeschadigung von
entscheidender Bedeutung ist. Unter inflammatorischen Bedingungen kann es durch
Modifikation von L-Arginin endotheliale Dysfunktion induzieren [169]. Weiterhin wird
die ai-Antiprotease schnell durch HOCI inaktiviert. Durch diese Reaktion kénnen
proteolytische Enzyme wie Elastase nicht mehr daran gehindert werden, Gewebe zu

zerstéren. Das Gewebe kann nur geschitzt werden, wenn ein Antioxidans wie
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Ascorbinsaure ebenfalls vorliegt und die Inaktivierung der ai-Antiprotease verhindern

kann.

1.9 Vorarbeiten zum Thema (Ziegler et al. [170])

Da bislang keine prospektiven Daten hinsichtlich des pradiktiven Wertes erhohter
Plasma-Marker fir oxidativen Stress im Hinblick auf die Entwicklung bzw.
Progression der diabetischen Neuropathie vorliegen, wurde die vorliegende Studie
prospektiv. Uber 6 Jahre angelegt. Sie basiert auf einer eigenen
Querschnittsuntersuchung, die gezeigt hat, dass der oxidative Stress bereits bei
Diabetikern ohne Hinweise fir eine DSPN gesteigert ist. Bei Diabetikern mit DSPN ist
der oxidative Stress jedoch gegenlber denen ohne DSPN abermals gesteigert und
korreliert in multivariaten Modellen mit dem Schweregrad der DSPN [170].

2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser prospektiven Studie Uber 6 Jahre war es, festzustellen, inwieweit Plasma-
Marker flr oxidativen Stress, Pradiktoren der Entwicklung bzw. Progression der
diabetischen Polyneuropathie und kardialen autonomen Neuropathie sowie der
Mortalitat sind.
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3 Patienten

Insgesamt wurden 72 der initial untersuchten Diabetiker [170] bezlglich der
peripheren und autonomen Nervenfunktion nachuntersucht, wahrend 17 Teilnehmer
zwischenzeitlich verstorben sind. Von den Verstorbenen erlitten zwei einen
plétzlichen Tod, vier einen Myokardinfarkt, weitere vier starben an Karzinomen, ein
Studienteilnehmer an Sepsis und sechs Todesfalle blieben unklar. Alle
Studienteilnehmer erklarten ihr Einverstéandnis zur Teilnahme an der Studie. Zu
Beginn der Studie galten die folgenden Ein- und Ausschlusskriterien:
1. Typ 1 oder Typ 2 Diabetes geman Kriterien der World Health Organization
(WHO) / American Diabetes Association (ADA)
Alter = 18 Jahre
Neuropathie nicht-diabetischer Genese (z.B. alkoholische oder uramische
Neuropathie, Vitamin B1>-Mangel, Hypothyreose)
4. Raucher oder ehemalige Raucher (Nikotinabusus maximal bis 1 Jahr vor
Studienteilnahme)
5.  Einnahme von Antioxidantien (z.B. Vitamin C, Vitamin E, a-Liponsaure, 3-
Carotin, Probucol, Carvedilol, Primaquin, Chloroquin) oder Prooxidantien
(z.B. Eisenpraparate) wahrend der letzten 3 Monate
6. pAVK mit Claudicatio intermittens und / oder beidseits nicht-palpable
FuBpulse
7.  Koronare Herzkrankheit (KHK) mit / ohne Angina pectoris, Z.n. Myokard-
infarkt, Herzinsuffizienz (Grad nach New York Heart Association NYHA llI-
V) oder Z.n. Herzschrittmacher-Implantation, Herzrhythmusstérungen,
Reizleitungsstérungen, Kardiomyopathien, Herzklappenfehler
8. Aktuelle Medikation, die die Funktion des peripheren und / oder autonomen
Nervensystems beeinflussen kdnnte (Betarezeptorenblocker, trizyklische
Antidepressiva, Antihypertensiva wie z.B. a-Blocker [z.B. Prazosin] oder
Imidazolinrezeptoragonisten [z.B. Clonidin], bestimmte Antiarrhythmika
[z.B. Diltiazem, Herzglykoside])
Neurologische Erkrankungen (z.B. M. Parkinson, Multiple Sklerose)
10.  Blutzucker >400 mg/dl und / oder Ketonurie (ketotische / ketoazidotische
Stoffwechselentgleisungen unmittelbar vor Untersuchungsbeginn)
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Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Grundsatzen der Declaration of
Helsinki far klinische Studien in ihrer Fassung aus dem Jahr 2000 durchgefihrt.

FUr die Patientin-/Probandenuntersuchungen wurde von der Ethikkommission der

Heinrich-Heine-Universitat im Rahmen der ethischen und rechtlichen Beratung das
Aktenzeichen 2423 vergeben.
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4 Methoden

4.1 Marker fiir oxidativen Stress und antioxidative Abwehr
Die nachstehenden Marker des oxidativen Stresses wurden bei der Baseline-
Untersuchung im Plasma bestimmt.

e Produktion von Superoxidanion (O2.-)
ABEL® assay (= Analysis By Emitted Light) basierend auf dem
lichtemittierendem Protein Pholasin®:
Oxidation von Xanthin mit Xanthinoxidase — O2.-
Signalaufzeichnung tber 5 min auf einem 121 LKB Recorder
Antioxidative Kapazitat: gezahlt (mV) bei maximaler Lichtemission

e Lag time zur Peroxynitritoxidation (ONOO-)
ABEL® assay: SIN-1 Losung: 02.- + NO. — ONOO-
Antioxidative Kapazitat: Zeit (min) bei maximaler Lichtemission

e Produktion hypochloriger Saure (HOCI)
ABEL® assay: 40 uL Chloramin-T (44 mM in Wasser)
Cl2 + H20 — HOCI + HCI
Antioxidative Kapazitat: gezahlt (mV) bei maximaler Lichtemission

e 8-epi-Prostaglandin F2a (8-epi-PGF2a)
Alkalische Hydrolyse, Extraktion der Gesamtlipide, NH2-Chromatographie,
Pentafluorobenzyl (PFB) Derivatisierung, Trimethylsylil (TMS) Ather
Derivatisierung, Gaschromatographie-Massenspektrometrie/Negative lon-
chemische lonisierung (GC-MS/NICI)

e Vitamin C
Fluorimetrische Messung (AEX350 und AEM430) mit
o-Diphenylendiamin als Probe

e Vitamin E / lipid ratio
HPLC unter Verwendung einer Gilson Pumpe Modell 305 in Verbindung mit
einem Gilson Fluorimeter Modell 121 (IEX 295 nm and IEX 340 nm)

[170-173].



4.2 Erfassung der peripheren Nervenfunktion

Zur Erfassung der peripheren Nervenfunktion wurden die Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit, quantitative sensorische Tests wie Temperatursensitivitat
und Vibrationsschwellentest sowie klinische neurologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Die klinischen Untersuchungen umfassten die Erhebung des
Neuropathy Symptom Score (NSS) nach Young et al. [20, 174, 175] und des
Neuropathy Impairment Score fir die unteren Extremitaten (NIS[LL]) nach Dyck et al.
[176-178].

4.2.1 Nervenleitgeschwindigkeit (NLG)

Die Messung der NLG wurde an motorischen und sensiblen Nerven durchgeflhrt.
Sie ist weitgehend standardisiert und zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat,
Spezifitat, Objektivitat und Prazision aus [179]. Durch Messung der NLG wird die
Funktion der groBkalibrigen myelinisierten, schnell leitenden Aa- und AB-
Nervenfaserpopulationen erfasst. Diese stellen ca. 20% der peripheren Nervenfasern
dar [8, 180].

Mit Hilfe von Oberflachenelektroden unter Verwendung eines Sapphire
Elektromyographen (Medelec, Woking, Surrey, England) wurde die Messung bei
einer Hautoberflachentemperatur von 33-34°C durchgefthrt. Motorisch wurde die
NLG an N. medianus und N. peroneus, sensibel an N. medianus und N. suralis

gemessen [8].

4.2.2 Quantitative sensorische Tests
Mit der Durchfihrung dieser Tests kann eine absolute sensorische Schwelle
bestimmt werden [181]. Sie sind nichtinvasiv, einfach in der Handhabung und dazu
sehr sensitiv. Die Stimulusintensitdt und der Testalgorithmus kénnen genau

kontrolliert werden.

Folgende quantitative sensorische Tests wurden durchgeflhrt:

1. Temperaturwahrnehmungsschwelle (TPT). Es wurden Warm- und Kaltreize
zur Wahrnehmung geboten (jeweils n=5). Die erste Wahrnehmung einer
Temperaturanderung ausgehend von 32°C sollte von den Patienten durch
Knopfdruck signalisiert werden. Dabei wurden Daumenballen (Thenar) und
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FuBricken (laterales Dorsum pedis) mit Hilfe der method of limits (=
Eingrenzungsmethode) als Messorte gewahlt. An den genannten Stellen
wurde die Thermode des Thermotesters TSA-Il (medoc system, WIN TSA-
Software, Haifa, Israel) zur Durchflihrung der Messung angelegt.

Die Messung der TPT ermdglicht die Funktion der kleinkalibrigen Ad- und C-
Fasern zu beurteilen. Ein GroBteil der peripheren Nervenfaserpopulationen,
ca. 80%, wird von diesen Fasertypen gebildet [8].

2. Vibrationswahrnehmungsschwelle (VPT). Als Messorte wurden das Os
metacarpale des Digitus Il rechts und der Malleolus medialis mit Hilfe der
method of limits (= Eingrenzungsmethode) (Vibrameter, Somedic, Stockholm,
Schweden) gewahlt. Zundchst wurde in 3 Durchgangen gemessen wie hoch
die Amplitude der Vibration bei der ersten Wahrnehmung eines Anstiegs war
(sog. appearance threshold). Danach sollten die Patienten in 3 weiteren
Durchgangen angeben bei welcher Amplitude sie die Vibration nicht mehr
wahrnehmen konnten (sog. disappearance threshold). Der Mittelwert dieser 6
Messungen stellt das Ergebnis der VPT in um dar.

Mit der VPT kann die Funktion der groBkalibrigen Afferenzen nach Stimulation

der Mechanorezeptoren gepruft werden [8].

Die Symptome und Defizite der diabetischen Neuropathie wurden im Rahmen der
klinisch neurologischen Untersuchung mit dem Neuropathy Symptom Score (NSS)
[20, 174, 175] und dem Neuropathy Impairment Score of the Lower Limbs (NIS[LL])
[176-178] erfasst.

Die Kriterien fur die Diagnose der DSPN entsprachen weitgehend denen von Dyck et
al. [177]:
1.) Abnahme der motorischen NLG des N. peroneus und/oder der sensiblen
NLG des N. suralis
2) erhdhte malleolare VPT

4) NIS-LL=2

)
3) erhéhte Warm- und/oder Kaltschwelle am Fuf3
)
5) NSS=3
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Der Schweregrad der diabetischen Neuropathie wurde nach Dyck et al. [175] in
folgender Weise eingeteilt (Staging):

Stadium 0 = <2 der Kriterien 1-4 treffen zu, NSS <3 = keine periphere Neuropathie
Stadium 1 = 22 der Kriterien 1-4 treffen zu, NSS <3 = asymptomatische Neuropathie
Stadium 2 = 22 der Kriterien 1-4 treffen zu, NSS =3 = symptomatische Neuropathie.

Die Abbildungen 2 und 3 zeigen diese Scores:
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Abbildung 2:

Neuropathy Symptom Score (NSS)

Punkte

- Brennen, Taubheitsgefihl oder Kribbeln (=2)
- Ermidung, Krampfe oder Schmerzen (=1)

Lokalisation der Beschwerden:

- FUBe oder (=2)
- Waden oder (=1)
- andere Lokalisation (=0)

Zeitpunkt der Beschwerden:

- nur nachts oder (=2)
- Tag und Nacht vorhanden oder (=1)
- nur tagsutber vorhanden (=0)
- Aufwachen wegen der Beschwerden (=1)

Verminderung der Beschwerden durch:

- Gehen oder (=2)
- Stehen oder (=1)
- Sitzen bzw. Liegen (=0)

Die Summe der vorliegenden Beschwerden bildet den NSS.
Folgendes Scoring qilt fir den NSS-Punktwert:

3-4 = leichte Symptome,
5-6 = manige Symptome,
79 = schwere neuropathische Symptome.



Abbildung 3:

Neuropathy Impairment Score of the Lower Limbs (NIS[LL])

Muskelschwéche

rechts

links

Beugung im Huftgelenk

Streckung im Hiftgelenk

Beugung im Kniegelenk

Streckung im Kniegelenk
Dorsalflektion im oberen
Sprunggelenk

Plantarflektion im oberen
Sprunggelenk

Beuger der Zehen

Strecker der Zehen

Graduierung:
normal

25 % schwach
50 % schwach
75 % schwach

Bewegung gegen Schwerkraft

Beweguna bei aufgehobener Schwerkraft

NN = O

3,25
3.5

Reflexe rechts

links

PSR
ASR

Graduierung:
normal =

abgeschwécht

nicht vorhanden

Pat. 50 - 69 J. —» ASR abgeschwacht

ASR fehlt
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Sensibilitat

rechts

links

Berthrungsdruck
Nadelstich
Vibration

Gelenkposition

Graduierung:

normal

abgeschwécht
nicht vorhanden

Berthrungsdruck und Nadelstich wurden an der terminalen Phalanx der

GrofBBzehe getestet:

- BerUhrungsdruck: beurteilt mit langfaseriger Baumwolle
- Nadelstich: beurteilt mit Pin-prick

Vibrationswahrnehmung wurde am Malleolus medialis gemessen mit einer 128

Hz Stimmgabel (nach Rydel-Seiffer)

Die Addition der Punktwerte flir die rechte und linke Kérperhalfte ergibt den NIS[LL].
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4.3 Kardiovaskuladre autonome Funktionstests
Zur Diagnostik der KADN wurde das Computersystem VariaCardio TF5 (Advanced
Medical Diagnostics Group, Buckinghamshire, UK) verwendet [182].

Es wurden nach Ziegler [8] die folgenden Tests durchgefihrt:

1. Herzfrequenzvariabilitat (heart rate variability = HRV) in Ruhe
Zunéchst erfolgte eine Ruheperiode von 5 Minuten. Danach wurde
die HRV unter normaler Atmung jeweils 5 Minuten im Liegen und im
Stehen gemessen. Herzfrequenz, Variationskoeffizient der R-R-
Intervalle  und die  Wurzel der mittleren  quadrierten
aufeinanderfolgenden Differenzen (RMSSD = root mean squared
successive difference) wurden aus 150 artefaktfreien R-R-Intervallen
errechnet. Dazu wurde eine Spekiralanalyse durchgeflihrt, die die
Auftrennung der HRV in ihre verschiedenen Komponenten erlaubt. So
konnten sympathischer und parasympathischer Einfluss auf das Herz
weitgehend getrennt quantifiziert werden.

2. VLF Band Energiespektrum (0,003-0,04 Hz) in Ruhe (5 Minuten)
Die niederfrequente HRV wird vor allem durch das sympathische
Nervensystem beeinflusst. Fluktuationen des Vasomotorentonus
stehen mit Thermoregulation in Verbindung und sind Ausdruck des
Leistungsspektrums.

3. LF Band Energiespektrum (0,04-0,15 Hz) in Ruhe (5 Minuten)
Das Mittelfrequenzband steht unter dem Einfluss von Sympathikus
und Parasympathikus. Es steht in Beziehung zum 10-Sekunden-
Rhythmus (Mayer-Wellen). Dieser wird durch Barorezeptoren
moduliert.
Das HF Band wird hauptséachlich vom Parasympathikus beeinflusst.

4. Herzfrequenzvariabilitat unter tiefer Atmung
Der Proband hielt in liegender Position eine Atemfrequenz von 6
Atemzligen pro Minute ein (Inspirationszeit 6 Sekunden,
Exspirationszeit 4 Sekunden). Herzfrequenz, Variationskoeffiezient
der R-R-Intervalle und root mean squared successive difference
(RMSSD) wurden aus 100 artefaktfreien R-R-Intervallen berechnet.
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Es wurde der Atemzyklus mit der maximalen HRV ausgewahlt. Aus
diesem wurden das langste R-R-Intervall wahrend der Exspiration (R-
Rmax) und das kirzeste R-R-Intervall wahrend der Inspiration (R-Rmin)
herausgesucht. Diese dienten zur Berechnung der Differenz R-Rmax —
R-Rmin (E-I-Differenz) und des Quotienten R-Rmax / R-Rmin (E/I-
Quotient).

5. Maximum / Minimum 30:15-Quotient nach dem Aufstehen
Der liegende Proband wurde wahrend der Untersuchung aufgefordert,
sich neben die Untersuchungsliege zu stellen. Im Moment des aktiven
Aufstehens startete der Test.
Zunachst kommt es bei dieser Untersuchung durch eine Hemmung
des Parasympathikus zu einem Frequenzanstieg mit einem Maximum
um den 15. Schlag. Darauf folgt ein Frequenzabfall mit einem
Minimum um den 30. Schlag. Eine parasympathische
Innervationsstdrung ist durch geringere Auspragung bzw. Aufhebung
dieser Sofortreaktion der Herzfrequenz gekennzeichnet.
Das kurzeste R-R-Intervall liegt im Bereich des 5.-25. Herzschlages
und das langste R-R-Intervall im Bereich des 20.-40. Herzschlages
nach dem Aufstehen. Entsprechend wurde der Max/Min 30:15-
Quotient aus dem langsten/kiirzesten R-R-Intervall berechnet:
Max/Min 30:15-Quotient = RRmax 20-40 / RRmin 5-25

6. Valsalva-Quotient
Bei diesem Test hielt der Proband im Sitzen Uber das Mundstlick
eines Manometers (Maxi-Sabil 3, Speidel und Keller) einen Druck von
40 mmHg Uber 15 Sekunden aufrecht. Wahrend des Mandvers sowie
in den sich anschlieBenden 15 Sekunden wurden die R-R-Intervalle
aufgezeichnet. Der Valsalva-Quotient errechnet sich aus dem
langsten R-R-Intervall wahrend der dem Pressversuch folgenden 15
Sekunden, geteilt durch das kirzeste R-R-Intervall wahrend des
Mandvers. Ein erniedrigter Valsalva-Quotient kann Ausdruck einer
herabgesetzten Funktion des Sympathikus, des Parasympathikus
oder der Barorezeptoren sein. Somit ist der Test fir eine allgemeine
Beurteilung des kardiovaskularen Systems geeignet.
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Bei Patienten mit proliferativer Retinopathie wurde dieser Test wegen
der Gefahr der Auslésung von Fundus- oder Glaskdrperblutungen
nicht durchgeflhrt.

7. Systolische Blutdruckdnderung nach aktivem Aufstehen aus liegender

Position (Orthostase-Test)

Die automatische Blutdruckmessung nach Riva Rocci wurde in einer
Ruhephase von 5 Minuten Dauer mindtlich erfasst (Dynamap 1846
SX von Critikon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland;
Messbereiche systolisch 30-245 mmHg, diastolisch 10-210 mmHg).
Danach wurden die Probanden aufgefordert aufzustehen. In dieser
Position wurde der Blutdruck erneut mindtlich UOber 5 Minuten
gemessen. Die aus den Messungen gewonnenen systolischen und
diastolischen  Blutdruckwerte wurden fir die Berechnungen
verwendet: Die Differenz zwischen dem niedrigsten Wert vor dem
Aufstehen und dem ersten Wert nach dem Aufstehen ergab die
systolische Blutdruckédnderung. Die diastolische Blutdruck&nderung
wurde aus der Differenz zwischen dem letzten gemessenen
diastolischen Wert im Liegen und dem ersten diastolischen Wert im
Stehen gebildet. Ein positiver Orthostasetest lag bei einem
systolischen Blutdruckabfall = 28 mmHg vor. Ein systolischer als auch
diastolischer Blutdruckabfall kommt haufig bei Patienten mit KADN
vor. Im Sinne einer asympathikotonen orthostatischen Hypotonie fehlt
meist auch ein adaquater Frequenzanstieg.

4.4 Augenfundus
Flr die Fundoskopie und das Fundusfoto nach Pupillenerweiterung kam die Kamera
CR3-45NN (Canon, Tokyo, Japan) zum Einsatz. Die Beurteilung des
Augenhintergrundes wurde im DDZ von einem erfahrenen Arzt durchgeflhrt.

4.5 Dopplerdruckmessung

Die systolische Dopplerdruckmessung in Ruhe wurde mittels Blutdruckmessung am

Oberarm sowie an beiden distalen Unterschenkeln durchgefuhrt, um eine pAVK
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ausschlieBBen zu kénnen. Dabei wurde ein Ankle-Brachialis-Index (ABI) von <0,7 als
pAVK und >1,3 als Mediasklerose eingestuft.

4.6 Laboruntersuchungen
Es fand eine periphervenése Blutentnahme nach einer 10-14stindigen
Nahrungskarenz statt.
Die Analyse des glykosylierten Hamoglobins (HbAi;) wurde mit Hilfe der
lonenaustauscherchromatographie und dem vollautomatischen Analysensystem
Diamat (Biorad, Minchen, Deutschland) durchgefihrt. Der Referenzbereich wurde
mit 3,9-6,5% angegeben.
Der Blutglukose-Wert wurde zum Teil mit Patienteneigenen Geréaten oder im DDZ mit
Hilfe einer Hexokinase-basierten Methode bestimmt (Boehringer Mannheim GmbH,
Diagnostica & Biochemicals, Mannheim, Deutschland).
Die Cholesterol-C high performance CHOD-PAP Methode wurde zur Messung des
Gesamtcholesterins im Serum verwendet (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica
& Biochemicals, Mannheim, Deutschland).
Nach der CHOD-PAP Methode wurde auch der HDL-Anteil des Cholesterins
enzymatisch gemessen (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals,
Mannheim, Deutschland).
Der LDL-Anteil an den Blutfetten wurde aus den Werten fir Gesamtcholesterin, HDL
und Triglyceride mit der Friedewald-Formel errechnet.
Die Gesamt-Triglyceride wurden mit einem GPO-PAP high performance,
enzymatischen und kolorimetrischen / photometrischen Test analysiert (Boehringer
Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals, Mannheim, Deutschland).
Zur Bestimmung der Harnsdure im Serum wurde ein Urikase-basiertes
Nachweisverfahren verwendet (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica &
Biochemicals, Mannheim, Deutschland).
Der Kreatingehalt in Urin und Serum wurde mit einem auf Kreatinase basierenden
Test gemessen (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals,
Mannheim, Deutschland). FlUr die Analyse von Fibrinogen kam ein Verfahren zur
Anwendung, das den Einsatz von Natriumcitrat beinhaltete (Dade Behring Marburg
GmbH, Marburg, Deutschland).

36



Zur Messung der Leukozyten wurde ein vollautomatisiertes Hamatologie-
Analysegerat Sysmex KX-21 (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland;
basierend auf der Resistenz-Messmethode in Kombination mit einem Stromatolyser-
WH [Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland]) verwendet.

Die Albuminausscheidung im 12h-Urin wurde mit Hilfe der kinetischen Nephelometrie
[183] (Array Protein System, Beckman, Fullerton, CA, USA) bestimmt. Eine
diabetische Nephropathie wurde definiert als Albumin-Ausscheidungsrate von = 20

Hg/min.

4.7 Statistische Analysen

Mittels Regressionsanalysen wurde festgestellt, welche Beziehungen zwischen einer
abhangigen und mehreren unabhangigen Variablen bestehen. Dabei kamen multiple
lineare Regressionsanalysen, binar logistische Regressionsanalysen sowie Cox-
Regressionsanalysen zum Einsatz. Im Regressionsmodell nach Cox wurde die
Sterblichkeitsrate anhand des Zusammenhangs zwischen Einflussfaktoren und der
Hazardfunktion hergestellt. Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwert und
Standardabweichung (SD) oder Standardschéatzfehler (SEM) angegeben. Das
Signifikanzniveau lag definitionsgemal bei a=0,05. Die Baseline-Daten wurden
abhangig von ihrer Verteilung mittels parametrischer und nicht-parametrischer Tests
verglichen, wobei flir normalverteilte Daten der t-Test flir unabhangige Gruppen und
fir nicht-normalverteilte der Mann-Whitney U-Test zur Anwendung kamen.
Qualitative Daten wurden mittels Fisher’s exact test analysiert.

Um herauszufinden, welche Parameter fir eine Progression der Polyneuropathie
bzw. auch der autonomen Neuropathie verantwortlich sind, wurden multiple
logistische Regressionsanalysen durchgefihrt. Dabei wurden NLG, VPT,
Kaltschwelle (FuB), HRV sowie die Marker flr oxidativen Stress Superoxidanion,
Peroxynitrit lag time, HOCI, 8-epi-PGF2a, Vitamin E/lipid ratio und Vitamin C in
verschiedenen Modellen als abhéngige Variablen verwendet. Unabhangige Variablen
in diesen Modellen umfassten Alter, Geschlecht, BMI, Diabetestyp und —dauer,
KorpergroBe, HbA+;, Albuminurie, Kreatinin, Triglyzeride, HDL, LDL, Retinopathie,
arterielle Hypertonie und das Superoxidanion.
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5 Ergebnisse

Die demographischen und klinischen Baseline-Daten der 72 Diabetiker mit Follow-up

und der 17 verstorbenen Patienten zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1: Demographische und klinische Daten der Patienten mit Follow-up und der

Verstorbenen.
Follow-up Verstorbene P value
komplett
N 72 17 --
Zeit bis zum Follow-up/Tod (Jahre) | 6.2+0.8 4.2+1.0 -
Geschlecht (m/f) 41/31 7/10 0.286
Alter (Jahre) 51.0+14.2 65.1+8.3 <0.001
BMI (kg/m?) 28.214.3 28.415.9 0.897
Diabetesdauer (Jahre) 10.8+8.6 14.6+£13.4 0.276
Typ 1/Typ 2 Diabetes (n) 26/46 2/15 0.080
HbA1c (%) 9.2+1.7 10.4+1.4 0.008
LDL Cholesterin (mg/dl) 129+37.5 135+41.5 0.572
HDL Cholesterin (mg/dl) 50.1+16.7 47.3+18.6 0.542
Albuminurie (pg/min)* 10.5 (4.0-23.8) | 64.0 (12.0-244.5) | 0.001
Hypertonus (n [%)]) 32 (44.4) 13 (76.5) 0.029
Retinopathie (n [%]) 38 (52.8) 12 (70.6) 0.277
Polyneuropathie (n[%]) 39 (54.2) 12 (70.6) 0.281

arithmetischer Mittelwert + SEM; *Median (interquartile range)
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Die Gruppe der Verstorbenen war signifikant alter als die Diabetiker mit Follow-up
(p<0,05). Dartber hinaus wiesen die Verstorbenen ein signifikant héheres HbA1c
und héhere Albuminurie-Werte sowie haufiger eine arterielle Hypertonie auf (p<0,05).
Unter den Verstorbenen fanden sich grenzwertig signifikant haufiger Typ 2- als Typ 1
Diabetiker (p=0,08). Fur Geschlecht, BMI, Diabetesdauer, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin sowie bezuglich der Haufigkeit der Retinopathie und Polyneuropathie
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 1).

Der mittlere HbA1c-Wert fiel nach 6 Jahren zum Zeitpunkt des Follow-up um

1,4+1,6% (SEM) gegeniber dem Ausgangswert ab.
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5.1 Marker fiir oxidativen Stress
In Abbildung 4 sind die Plasma-Marker flr oxidativen Stress bei Baseline bei
Diabetikern ohne DSPN im Vergleich zu denen mit DSPN dargestellt. Dabei zeigten
Patienten mit DSPN eine signifikante Erhéhung der Superoxidanion-Produktion
gegeniber Patienten ohne DSPN (p<0,05) und Reduktion des Vitamin E/Lipid-
Quotienten (p<0,05).

Abbildung 4: Superoxidanion-Produktion und Vitamin E/Lipid-Quotient im Plasma bei
Diabetikern mit Follow-up mit und ohne Polyneuropathie bei Baseline

s

5,0 1 . - 5,0 g

_ 4,5 - L 45 @
T =3
s 4,0 - - 4,0 5
£35- |35 &
2 30 - 3
53,0 T -3,0 &
3

2,5 - - 2,5 3

Superoxidanion Vitamin E/Lipid-Quotient

Abb.4: mEE ohne DSPN (n=31)
B mit DSPN (n=39)
*P<0.05 vs ohne DSPN
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Abbildung 5 zeigt, dass die lag time der Peroxynitritproduktion bei Patienten mit
DSPN gegeniber denen ohne DSPN signifikant verkirzt ist (p<0,05). Beim Vitamin C
sind die Werte der Diabetiker ohne DSPN numerisch héher als die der Diabetiker mit
DSPN, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Darliber hinaus ergaben sich keine
Unterschiede zwischen der Gruppe mit und ohne DSPN hinsichtlich der
Plasmakonzentrationen von 8-epi-PGF,q und HOCI.

Abbildung 5: Peroxynitrit /ag time und Vitamin C im Plasma im Plasma bei Diabetikern
mit Follow-up mit und ohne Polyneuropathie bei Baseline

48 - T 48 -
= 46 - _ 44 -
E 3
£ 44 § 40 -
£ o
g 42 - g 36 -

40 - ~ 32 -

38 28

Peroxynitrit /ag time Vitamin C

Abb.5: | ohne DSPN (n=31)
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5.2 Entwicklung bzw. Progression der Neuropathie
Signifikante Veranderungen in der Follow-up-Untersuchung gegentber den Baseline-
Daten ergaben sich fur folgende Parameter:
e NLG des sensiblen N.medianus (Abbildung 6, Tabelle 2-4)
e NLG des motorischen N.peroneus (Abbildung 7, Tabelle 5)
e Malleolare VPT (Abbildung 8, Tabelle 6)
o Variationskoeffizient (VK) der Herzfrequenzvariabilitét (Abbildung 9, Tabelle 7)
e 6-Jahres-Mortalitat (Tabelle 8-10)
Im Folgenden sind die Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalysen dargestellt.

5.2.1 NLG des sensiblen N.medianus
In Abbildung 6 sind der Verlauf der NLG des sensiblen N. medianus nach 6 Jahren
gegenuber den Baseline-Werten und die Ausgangswerte der Verstorbenen
dargestellt. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme der NLG des sensiblen
N.medianus nach sechs Jahren gegenlber den Ausgangswerten (p<0,05). Die NLG
des sensiblen N. medianus der Verstorbenen bei Baseline war im Vergleich zur
Follow-up-Gruppe grenzwertig signifikant vermindert (p=0,067).
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Abbildung 6: Verlauf der sensiblen NLG des N. medianus nach 6 Jahren gegeniiber

Baseline und Ausgangswerte der Verstorbenen.
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Abb.6: W 6 J. Follow-up (n=69)
W Verstorbene (n=16)
*P<0.05 vs Baseline
+P<0.067 vs Baseline
Veranderung HbA1c: -1.4+1.6% (arithmetischer Mittelwert + SEM)
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Tabelle 2 zeigt die multiple lineare Regressionsanalyse (Tabelle 2) fiir die Anderung
der NLG des sensiblen N.medianus Uber 6 Jahre als abhangige Variable und
Superoxidanion als unabhédngige Variable, adjustiert um Alter, Geschlecht, BMI,
Diabetesdauer und HbA1c. Erhdhte Werte der Superoxidanionproduktion im Plasma
waren neben héherem BMI ein signifikanter Pradiktor fir die Abnahme der NLG des
sensiblen N.medianus (p<0,05). Die Ubrigen Variablen waren nicht signifikant
beteiligt.

Tabelle 2: Multiple lineare Regressionsanalyse fiir die Anderungen der NLG des
sensiblen N.medianus uber 6 Jahre.

B P value
Superoxidanion (mV) -1.035 0.014
Alter (Jahre) 0.065 0.434
Geschlecht -1.115 0.597
BMI (kg/m2) 0.591 0.034
Diabetesdauer (Jahre) 0.034 0.789
HbA1c (%) -0.975 0.173

R2 =0.196; p = 0.045 flr Modell
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Eine zuséatzliche um arterielle Hypertonie sowie Anderungen des HbA1c und der
Albuminurie adjustierte multiple lineare Regressionsanalyse fiir die Anderungen der
NLG des sensiblen N.medianus Uber 6 Jahre zeigt Tabelle 3. Erhdhte Werte der
Superoxidanionproduktion im Plasma blieben ein signifikanter Pradiktor fir die
Abnahme der NLG des sensiblen N.medianus (p<0,05), wahrend BMI nur
grenzwertige Signifikanz erreichte (p<0,1).

Tabelle 3: Multiple lineare Regressionsanalyse fiir die Anderungen der NLG des
sensiblen N.medianus Uber 6 Jahre mit zusatzlicher Adjustierung um arterielle

Hypertonie sowie Anderungen des HbA1c und der Albuminurie.

B P value
Superoxidanion (mV) -0.997 0.036
Alter (Jahre) 0.018 0.864
Geschlecht -0.899 0.716
BMI (kg/m2) 0.553 0.075
Diabetesdauer (Jahre) 0.197 0.194
Delta-HbA1c (%) -0.692 0.420
Delta-Albuminurie (ng/min) -0.009 0.184
Hypertonus (Krankenakte) 3.290 0.252

R2 = 0.272; p=0.068 fiir Modell
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Um festzustellen, ob ausschlieBlich Superoxidanion unter den Markern flir oxidativen

Stress als Pradiktor fiir die Anderungen der NLG des sensiblen N.medianus

anzusehen ist, wurden in einem um Alter und BMI adjustierten Modell der Vitamin

E/Lipid-Quotient und die /ag time fir Peroxynitritbildung als zusatzliche unabhangige

Variablen analysiert (Tabelle 4). Auch in diesem Modell blieb Superoxidanion ein

signifikanter Pradiktor fir die Entwicklung bzw. Progression einer abnehmenden NLG

des sensiblen N.medianus (p<0,05).

Tabelle 4: Multivariates Modell fiir die Anderungen der NLG des sensiblen N.medianus

mit Superoxidanion- und /lag time fiir Peroxynitritbildung sowie dem Vitamin E/Lipid-

Quotienten und Adjustierung um Alter und BMI.

B P value
Superoxidanion (mV) -1.162 0.038
Vitamin E/Lipid-Quotient -0.318 0.697
Peroxynitrit lag time (min) 0.030 0.806
Alter (Jahre) 0.058 0.488
BMI (kg/m?) 0.475 0.080
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5.2.2 Motorische NLG des N. peroneus
In Abbildung 7 sind der Verlauf der motorischen NLG des N. peroneus nach 6 Jahren
gegeniber den Baseline-Werten und die Ausgangswerte der Verstorbenen
dargestellt. Die motorische NLG des N. peroneus nahm nach 6 Jahren gegentber
den Ausgangswerten signifikant ab (p<0,05). Die motorische NLG des N. peroneus
der Verstorbenen bei Baseline war im Vergleich zur Follow-up-Gruppe grenzwertig

signifikant vermindert (p=0,083).

Abbildung 7: Verlauf der motorischen NLG des N. peroneus nach 6 Jahren gegenitiber

Baseline und Ausgangswerte der Verstorbenen.
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Abb.7: EE 6 J. Follow-up (n=71)
B Verstorbene (n=16)
*P<0.05 vs Baseline
+P<0.083 vs Baseline
Veranderung HbA1c: -1.4+1.6% (arithmetischer Mittelwert + SEM)
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Tabelle 5 zeigt eine multiple lineare Regressionsanalyse fiir die Anderungen der
motorischen NLG des N. peroneus Uber 6 Jahre als abhangige Variable und den
Vitamin E/Lipid-Quotienten als unabhangige Variable, adjustiert um Alter,
Geschlecht, BMI, Diabetesdauer und HbA1c. Ein niedriger Vitamin E/Lipid-Quotient
war grenzwertig signifikant mit der Verlangsamung der motorischen NLG des
N.peroneus assoziiert (p=0,057). Die Ubrigen Variablen lieferten keinen signifikanten
Beitrag.

Tabelle 5: Multiple lineare Regressionsanalyse fiir die Anderungen der motorischen
NLG des N. peroneus iiber 6 Jahre

B P value
Vitamin E/Lipid-Quotient 0.781 0.057
Alter (Jahre) -0.049 0.281
Geschlecht -0.530 0.655
BMI (kg/m2) 0.123 0.428
Diabetesdauer (Jahre) 0.044 0.536
HbA1cC (%) 0.483 0.266

R2 =0.196; p = 0.045 fir Modell
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5.2.3 Malleolare Vibrationsschwelle (VPT)
Abbildung 8 vergleicht die Anderungen der malleolaren VPT der Follow-up-Gruppe
nach 6 Jahren mit ihren Baseline-Werten sowie die Baseline-Daten der Verstorbenen
mit den Baseline-Daten der Follow-up Teilnehmer. Es zeigt sich bei diesem Vergleich
eine signifikante Zunahme der VPT nach 6 Jahren (p<0,05). Bei den Verstorbenen
war die malleolare VPT im Vergleich zu den Uberlebenden signifikant erhéht
(p<0,05).

Abbildung 8: Anderungen der malleolaren VPT der Follow-up-Gruppe nach 6 Jahren

und Baseline-Daten der verstorbenen Gruppe.
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Abb.8: EE 6 J. Follow-up (n=71)
B Verstorbene (n=16)
*P<0.05 vs Baseline
Veranderung HbA1c: -1.4+1.6% (arithmetischer Mittelwert £ SEM)
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Tabelle 6 zeigt eine multivariate Regressionsanalyse fiir die Anderungen der
malleolaren VPT als abhangige Variable. Ein reduzierter Vitamin E/Lipid-Quotient
war nach Adjustierung um Alter, Geschlecht und BMI ein grenzwertig signifikanter
Pradiktor fir eine zunehmende VPT (p=0,077).

Tabelle 6: Malleolare Vibrationswahrnehmungsschwelle

B P value
Vitamin E/Lipid-Quotient -0.725 0.077
Alter (Jahre) 0.107 0.019
Geschlecht 0.211 0.863
BMI (kg/m?) 0.033 0.818

R2 = 0.150; p = 0.037 fur Modell
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5.24 Variationskoeffizient (VK) der Herzfrequenzvariabilitat
Abbildung 9 zeigt die Entwicklung der Herzfrequenzvariabilitat in Ruhe in der Gruppe
mit Follow-up Uber 6 Jahre sowie die Baseline-Daten der Verstorbenen. Der VK
nahm innerhalb von 6 Jahren ab, jedoch nicht signifikant. Der VK bei Baseline der
Verstorbenen ist im Vergleich zu den Baseline-Daten der Follow-up-Teilnehmer

niedriger, jedoch ebenfalls nicht statistisch signifikant.

Abbildung 9: Entwicklung der Herzfrequenzvariabilitat in Ruhe in der Gruppe mit
Follow-up uber 6 Jahre und Baseline-Daten der Verstorbenen
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Abb.9: HE 6 J. Follow-up (n=67)
WS Verstorbene (n=17)
Veranderung HbA1c: -1.4+1.6% (arithmetischer Mittelwert + SEM)
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In Tabelle 7 wurde in einer binér logistischen Regressionsanalyse die 1. Quartile des
VK der HRV in Ruhe der 2. bis 4. Quartile gegenubergestellt, adjustiert um Alter,
Geschlecht, BMI und Diabetesdauer sowie um die Veranderungen des HbA1c und
der Albuminurie Uber 6 Jahre, Albuminurie bei Baseline und Hypertonie.

Superoxidanion war ein signifikanter Pradiktor fiir die Anderungen des VK (p<0,05).

Tabelle 7: Binar logistische Regressionsanalyse fiir die 1. Quartile vs. 2.-4. Quartile
der Anderungen des VK der HRV iiber 6 Jahre als abhéngige Variable.

OR (95% CI) P value

Superoxidanion (mV) 1.63 (1.09-2.44) 0.017
Alter (Jahre) 0.89 (0.80-0.99) 0.032
Méannliches Geschlecht 13.605 (1.38-134.11) 0.025
BMI (kg/m2) 1.00 (0.75-1.31) 0.973
Diabetesdauer (Jahre) 1.03 (0.91-1.15) 0.678
Anderungen des HbA1c (%) 1.78 (0.80-3.93) 0.158
Albuminurie (ng/min) 0.99 (0.97-1.00) 0.329
Anderungen der Albuminurie | 1.00 (0.99-1.01) 0.949
(ng/min)

Hypertonus (mmHg) 3.58 (0.33-38.43) 0.293
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5.2.5 6-Jahres-Mortalitat
Die Tabelle 8 vergleicht die Werte der Marker fiir oxidativen Stress bei Baseline der

Teilnehmer am Follow-up mit denen der Verstorbenen. Superoxidanion war der

einzige Marker, der bei den Verstorbenen signifikant héher war (p<0,05). Der Vitamin

E/Lipid-Quotient ist bei den Verstorbenen grenzwertig signifikant reduziert (p=0,070).

Die Ubrigen Plasmamarker fiir oxidativen Stress sind zwischen den Gruppen nicht

signifikant verschieden.

Tabelle 8: Biomarker fiir oxidativen Stress und Mortalitat

Follow-up Verstorbene P value

komplett (n=17)

(n=72)
Superoxidanion (mV) 3.56+2.58 5.45+3.73 0.021
Peroxynitrit lag time (min) 43.3+10.7 40.0£11.7 0.289
HOCI (mV) 3.81+3.31 5.00£3.57 0.219
8-is0-PGF2, (nmol/l) 1.16+1.33 0.92+0.57 0.514
Vitamin E/Lipid-Quotient 3.73+1.52 2.94+1.17 0.070
Vitamin C (umol/l) 36.5£16.0 37.9115.4 0.764
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Tabelle 9 zeigt eine Cox proportionale Regressionsanalyse zur Mortalitét, die zur
Modellierung von Uberlebenszeiten benutzt wird. Die 4. Quartile (hohes)
Superoxidanion, Alter, Geschlecht, BMI, HbA1c, Diabetesdauer und —typ wurden
dabei als Einflussfaktoren untersucht. Es ergab sich, dass neben hdherem Alter
erhdhte Werte der Superoxidanionproduktion signifikante Pradiktoren fir die
Sterblichkeit innerhalb von 6 Jahren darstellen (p<0,05).

Tabelle 9: Cox proportionale Regressionsanalyse zur Mortalitat Gber 6 Jahre.

HR (95% CI) P value
Superoxidanion (4. Quartile) 8.97 (1.92-41.95) 0.005
Alter (Jahre) 1.14 (1.03-1.27) 0.012
Geschlecht 1.08 (0.31-3.72) 0.907
BMI (kg/m?) 1.01 (0.87-1.20) 0.884
HbA1c (%) 1.24 (0.85-1.81) 0.265
Diabetesdauer (Jahre) 1.07 (0.99-1.16) 0.103
Typ 1/Typ 2 Diabetes 0.18 (0.01-3.64) 0.261
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In Tabelle 10 wurden erganzend zu Tabelle 9 die Einflussfaktoren Hypertonie, die 1.
Quartile (niedriges) Vitamin E, die 1. Quartile (kurze) Peroxynitrit lag time und die 4.
Quartile (hohes) HOCI hinzugeflgt. Auch nach dieser Adjustierung waren ein hohes
Superoxidanion sowie das Alter signifikante Pradiktoren fir die 6-Jahres-Mortalitat
(p<0,05). In diesem Modell war die Albuminurie als ebenfalls ein prognostischer
Faktor (p<0,05). Die ubrigen Einflussfaktoren zeigten keinen signifikanten
Zusammenhang zur 6-Jahres-Mortalitat.

Tabelle 10: Cox proportionale Regressionsanalyse zur Mortalitat tber 6 Jahre nach
Adjustierung um die verschiedenen Marker fiir oxidativen Stress.

HR (95% CI) P value
Superoxidanion (4. Quartile) 23.20 (1.05-513) 0.047
Vitamin E (1. Quartile) 0.27 (0.02-3.75) 0.329
Peroxynitrit lag time (1. Quartile) 6.00 (0.43-84.46) 0.184
HOCI (4. Quartile) 0.19 (0.01-2.76) 0.224
Alter (Jahre) 1.14 (1.01-1.28) 0.030
Geschlecht 0.27 (0.03-2.52) 0.252
BMI 1.07 (0.85-1.36) 0.561
HbA1c (%) 1.73 (0.84-3.53) 0.135
Diabetesdauer (Jahre) 1.14 (0.96-1.35) 0.126
Hypertonus (mmHg) 0.29 (0.03-2.76) 0.280
Albuminurie (ng/min) 1.01 (1.00-1.01) 0.035
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6 Diskussion

Die Ergebnisse dieser prospektiven Studie zeigen erstmalig, dass eine Assoziation
zwischen einer gesteigerten Superoxidanionproduktion im Plasma und der
Entwicklung bzw. Progression der diabetischen Neuropathie besteht. Eine erhdhte
Superoxidanionproduktion bei Diabetikern war sowohl ein Pradiktor fiir die Abnahme
der sensiblen Nervenleitgeschwindigkeit des N.medianus als auch fir die Abnahme
der Herzfrequenzvariabilitédt in Ruhe innnerhalb von 6 Jahren. Darlber hinaus stellte
die Uberproduktion von Superoxidanion einen Pradiktor fiir die 6-Jahres-Mortalitat
dar. Andere Biomarker des oxidativen Stresses zeigten nur grenzwertig signifikante
Trends zur Pradiktion von Veranderungen der Nervenfunktion. So war die Abnahme
der motorischen NLG des N.peroneus und Zunahme der VPT grenzwertig signifikant
mit initial niedrigem Vitamin E/Lipid-Quotienten assoziiert.

Um festzustellen, ob die Entwicklung bzw. Progression der diabetischen Neuropathie
von Parametern des oxidativen Stresses abhéangig ist, wurde eine Quantifizierung
der peripheren und kardialen autonomen Nervenfunktion durch detaillierte
quantitative neurophysiologische Testverfahren vorgenommen. Die Biomarker fur
oxidativen Stress wurden allerdings nur bei Baseline bestimmt, so dass eine
Regressionsanalyse der zeitlichen Veranderungen dieser Marker und denen der
Nervenfunktion nicht mdglich war. Wir sind jedoch der Auffassung, dass die
einmalige initiale Messung eine valide Aussage zum pradiktiven Wert des oxidativen
Stresses hinsichtlich der Progression der verschiedenen Nervenfunktionsstérungen
erlaubt.

6.1 Superoxidanion (02")
Die Ergebnisse dieser Studie stehen im Einklang mit der Schllsselrolle des
Superoxidanions in der Entstehungskaskade der biochemischen Mechanismen der
diabetischen mikrovaskularen Komplikationen einschlielich der experimentellen
Neuropathie. Diesen vier postulierten Mechanismen (erhdhter Umsatz im
Polyolstoffwechsel, Hexosaminstoffwechselweg, Proteinkinase C Stoffwechselweg
und der AGE) geht die Hyperglykdmie-induzierte Erhéhung des in Mitochondrien
produzierten Superoxidanions voran [184]. Die mitochondriale Uberproduktion von
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Superoxidanion induziert demnach oxidativen Stress und damit offensichtlich auch
die diabetischen mikrovaskularen Komplikationen wie die Neuropathie.

Uberschiissiges Superoxid leitet vorgeschaltete Metaboliten der Glykolyse in Wege
der Glykose-Uberausnutzung, indem die Glyceraldehyd-Dehydrogenase (GAPDH)
gehemmt wird. Diese Hemmung flhrt zu einer Aktivieriung der Protein-Kinase C
(PKC) bei erhéhtem Fluss von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) zu Diacylglycerol
(DAG) und zu erhéhtem Fluss von Triosephosphat zu Methylglyoxal, dem
vorrangigen intrazellularen AGE-Vorlaufer. AuBerdem wird die Modifikation von
Proteinen durch O-glykosidisch verknlpftes N-Acetylglucosamin (GIcNAc) initiiert
durch erhdhten Fluss von Fructose-6-Phophat zu UDP-N-Acetylglucosamin, wahrend
erhéhter Glucosefluss durch den Polyol-Pathway NADPH verbraucht und GSH
aufbraucht [184]. Dieses Konzept lie3 sich dadurch bestatigen, dass gezeigt werden
konnte, dass 1.) Hyperglykdmie-induzierte Uberproduktion von reaktiven
Sauerstoffspezies durch Uberexpression der mitochondrialen Mangan-Superoxid-
Dismutase (MnSOD) verhindert wird, welche die Disproportionierung von Superoxid
in Sauerstoff und Peroxid katalysiert und 2.) eine Hemmung der Hyperglykdmie-
induzierten Uberproduktion von mitochondrialem Superoxid durch MnSOD komplett
die Aktivierung der vier genannten Mechanismen fir mikrovaskuldre Schaden
verhindert [184]. Experimentelle Studien bei diabetischer Neuropathie unterstitzen
dieses Konzept, indem sie zeigen, dass die Aktivitat der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase
(SOD1) im Ischiasnerv von Streptozotocin (STZ)-behandelten diabetischen Ratten
erniedrigt ist [185]. AuBerdem zeigen epineurale Arteriolen, die den Ischiasnerv von
STZ-behandelten diabetischen Ratten versorgen, erhdhte Konzentrationen an
mitochondrialem Superoxid [186]. Darlber hinaus wurde berichtet, dass eine
verminderte Expression von MnSOD in den Spinalganglien von STZ-behandelten
diabetischen Ratten zu einer Verminderung der antioxidativen Abwehr flihrt und eine
Verminderung des axonalen Wachstums und eine dystrophe Nervenstruktur
auslésen oder verschlimmern kénnte [187]. Spinalganglien von SOD 1 Knockout-
Mausen haben eine ausgepragte axonale Degeneration gezeigt, die durch die Gabe
von SOD 1 verhindert wurde. Ferner verursacht oxidativer Stress, der durch
Superoxid-erzeugende Pflanzenschutzgifte induziert wird, eine dosisabhangige
axonale Degeneration, was darauf hinweist, dass eine erhdhte Anfalligkeit von
Spinalganglienaxonen gegentiber oxidativem Stress auf einen Verlust von SOD 1
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oder erhéhte  Superoxidproduktion  zurlckzufihren ist [188].  Diese
Nervenveranderungen konnten durch antioxidative Behandlung verhindert werden
[187, 188]. In einer experimentellen Studie, in der eine Protein-
Transduktionstechnologie eingesetzt wurde, um die Abgabe von exogenen Proteinen
in lebende Zellen zu ermdglichen, fihrte eine einzelne intraperitoneale Injektion von
Tat-SOD bei Typ 2 diabetischen Ratten zu verbesserten Radikalfanger-
Eigenschaften und abnehmender Apoptose. Eine langerfristige Behandlung
verbesserte die Myelinisierung von lIschiasnerven und verzdgerte die Entwicklung
einer Neuropathie [189].

In Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten war erhdhtes Superoxid im
Plasma der einzige Biomarker flir oxidativen Stress, der in der aktuellen Studie
signifikant die Progression der DSPN und kardialen autonomen Dysfunktion und
sogar der Gesamtmortalitét vorhersagte.

6.2 Vitamin E

Vitamin E schitzt Gewebe und biologische Flissigkeiten vor einer Schadigung durch
freie Radikale. Es stellt damit ein wichtiges lipidiésliches, kettenbrechendes
Antioxidans dar [190, 191]. Nerven von diabetischen Ratten zeigen eine geringere
Menge an Vitamin E im Vergleich zu Kontrolltieren [192].

Initial war bei den Teilnehmern mit gegentber denen ohne Polyneuropathie ein
signifikant reduzierter Vitamin E/Lipid-Quotient zu beobachten. Dies ist im Einklang
mit einer Studie, in der sich im Vergleich mit einem Kontrollkollektiv eine Abnahme
des Vitamin E-Gehalts bei Typ 2 Diabetikern ergab [193]. Obwohl wir zuvor
erniedrigte Level des Vitamin E/Lipid-Quotienten bei Patienten mit DSPN gefunden
haben [170], war die systemische Konzentration an Vitamin E nur ein schwacher
Pradiktor fir die Progression der Neuropathie Gber 6 Jahre.

Im Vergleich mit dem Superoxidanion war der Vitamin E/Lipid-Quotient ein deutlich
schwécherer Pradiktor fur Veranderungen der motorischen NLG des N. peroneus
und der malleolaren Vibrationswahrnehmungsschwelle mit lediglich grenzwertig
signifikanten Trends. Dies bestatigte sich in den multivariaten Modellen, in denen
neben dem Superoxidanion die weiteren Marker fir oxidativen Stress mit

eingeschlossen wurden. Lediglich Superoxid war hierbei eine signifikante
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unabhangige Determinante flr die abnehmende Nervenfunktion, jedoch nicht Vitamin

E und die tbrigen Biomarker.

6.3 Vitamin C
Das Antioxidans Vitamin C ist ein potenter Fanger von Superoxidanion (Oz"),
hypochloriger Saure (HOCI), Stickstoffmonoxid (NO°), Stickstoffdioxid (NO.") und
Thiolradikalen. Daher ist Vitamin C auch ein wichtiger Bestandteil des antioxidativen
Systems, das auch Vitamin E und Glutathion beinhaltet [194, 195]. Vitamin C wird bei
der Abgabe eines Wasserstoffatoms an das Vitamin E-Radikal selbst in ein Radikal
(Ascorbylradikal) umgewandelt. Mit Hilfe von Glutathion kann dieses Radikal dann
wieder enzymatisch in das wieder antioxidativ wirksame Vitamin C zurlckverwandelt
werden.
Im Gegensatz zu Vitamin E lieB3 sich fur Vitamin C prospektiv keine Assoziation zur
Anderung der peripheren und autonomen Nervenfunktion nachweisen. Dies kénnte
damit zusammenhangen, dass Vitamin C auf die Anwesenheit von Gilutathion
angewiesen ist, um in das antioxidativ wirksame Vitamin C verwandelt zu werden
[195]. Weiterhin kommt dem Vitamin C als Radikalfénger eher eine passive Rolle im
antioxidativen System zu, wohingegen Vitamin E als schitzendem Antioxidans vor
Schadigung durch freie Radikale eine aktivere Rolle zukommt [191].
Allerdings hat eine Studie zur Beurteilung des Effektes von Yoga Uber 3 Monate auf
Anthropometrie, Blutdruck, Blutzucker und oxidativen Stress bei Typ 2 Diabetikern
ergeben, dass im Vergleich zur Regelversorgung ohne Yoga, Yoga einen
signifikanten Anstieg von Glutathion und Vitamin C zur Folge hatte. Weiterhin kam es
durch Yoga zu einer Reduktion des BMI, des Blutzuckers und des Malondialdehyd.
Es gab keine Unterschiede im Taillenumfang, im Taillen-Haft-Quotienten, Blutdruck,
Vitamin E oder Superoxid-Dismutase in der Yoga-Gruppe beim Follow-up. Die
Schlussfolgerung dieser Studie war, dass Yoga als effektive Therapie in der
Reduktion von oxidativem Stress bei Typ 2 Diabetikern eingesetzt werden kann.
Yoga zuséatzlich zur Regelversorgung hilft bei der Reduktion des BMI und verbessert
die Blutzuckerwerte bei Typ 2 Diabetikern [196].
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6.4 8-epi-PGF2,4

Die Lipidperoxidation einer Probe wird durch die Messung des F»-Isoprostans 8-epi-
PGF,, im Plasma erfasst. Diese Lipidperoxidation zeigte sich in mehreren Studien
bei Diabetikern erhdht [197-200]. F.-lsoprostane werden durch die Wirkung der
Phospholipase A, freigesetzt, nachdem sie wahrend der Peroxidation der
Arachidonsaure durch einen vom Cyclooxygenase-Stoffwechsel unabhangigen
Mechanismus entstehen, in dem Arachidonsaure mittels einer Esterbindung an
Phospholipide gebunden wird. Das Hauptprodukt der Lipidperoxidation stellt das
biologisch aktive Fo-Isoprostans 8-epi-PGF,qdar [201].

Die erhdhte Lipidperoxidation wird als Schlisselmechanismus fur die Entwicklung
der Arteriosklerose und inflammatorischen GefaBschaden angesehen [96, 202]. Es
kann z.B. die Aktivitat von Antithrombin Il eingeschrankt, die Koagulation geférdert,
die Thrombozytenaggregation verstarkt und GefaBreaktionen moduliert werden [203].
In der vorliegenden Studie war 8-epi-PGF,, allerdings nicht mit der Entwicklung oder
Progression der diabetischen Neuropathie assoziiert. Frihere Studien konnten
signifikant erhdéhte Plasmakonzentrationen von 8-epi-PGF,, bei verschiedenen
Gruppen von Diabetikern nachweisen [204, 205]. Allerdings handelte es sich hierbei
ausschlieBlich um Querschnittsstudien, die aus diesem Grund keine Pradiktion
bezlglich der diabetischen Komplikationen erlauben. Darlber hinaus wurden die
Patienten in diesen Studien nicht nach dem Vorhandensein oder Fehlen der DSPN

stratifiziert.

6.5 Peroxynitrit (ONOO)

Bei Diabetikern mit Polyneuropathie fanden wir im Vergleich zu denen ohne DSPN
eine signifikant verkurzte lag time flr Peroxynitritproduktion. Dieses Ergebnis ist im
Einklang mit den Daten anderer Studien, die zeigen, dass der aus der
Uberproduktion von  Peroxynitrit  resultierende  nitrosative  Stress  durch
stickstoffhaltige Molekule bei Patienten mit Diabetes erhéht ist [206-208].

In der vorliegenden Studie war eine verkirzte lag time flr Peroxynitritproduktion im
Plasma nicht mit der Entwicklung bzw. Progression der diabetischen Neuropathie
assoziiert. Dies steht offensichtlich im Gegensatz zu einer Studie tber 3 Jahre von
Hoeldtke et al. [207] bei Typ 1 Diabetikern mit kurzer Diabetesdauer. Diese Studie
umfasste 37 Patienten, bei denen kirzlich ein Typ 1 Diabetes diagnostiziert wurde
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[208-211]. Gemessen wurden Malondialdehyd (MDA) Ausscheidung im Urin als
Marker fur Lipidperoxidation und Plasmanitrit und -nitrat als Marker far nitrosativen
Stress [209-211]. Allerdings war die MDA-Ausscheidung nach 3 Jahren nur bei
Frauen, jedoch nicht bei Mannern mit Diabetes erhdht [209]. Oxidativer DNA-
Schaden, der durch 8-Hydroxydeoxyguanosin-Ausscheidung quantifiziert wurde,
konnte nicht festgestellt werden [210]. Da in der Kohorte von Hoeldtke et al. [208-
211] Patienten mit neuropathischen Symptomen ausgeschlossen wurden und keine
multivariate Analyse erfolgte, konnte diese Studie nicht die Frage beantworten, ob
oxidativer Stress ein Pradiktor fir die diabetische Neuropathie ist.

In einer neueren Studie zur Frage der Assoziation zwischen DSPN und oxidativem
Stress zeigte sich, dass Patienten mit DSPN eine Erhéhung des glykosylierten
Hamoglobins (HbA1c), des Malondialdehyds (MDA), des Nitrat/Nitrit (NOx), der y-
Glutamyl-Transferase (GGT), des Coeruloplasmin (Cp), der totalen antioxidativen
Kapazitat (TAC), des Homocysteins (Hcy) und des Endothelin-1 (ET-1) aufwiesen.
Zusammenfassend wurde aus den Ergebnissen geschlossen, dass Biomarkern fir
oxidativen Stress und vaskularen Risikofaktoren eine Bedeutung in der Pathogenese
der DSPN zukommen kdnnte [212].

6.6 HOCI

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei HOCI um ein
proinflammatorisches Oxidans, das bei der Gewebeschadigung von entscheidender
Bedeutung ist. In der vorliegenden Studie ergab sich hinsichtlich der
Plasmakonzentration von HOCI kein Unterschied zwischen der Gruppe mit und ohne
DSPN. Aus der vorangegangenen Querschnittsstudie wurde gefolgert, dass die
autonome Neuropathie mit einer gesteigerten Inflammation einhergeht bzw. HOCI
spezifisch eine endotheliale Dysfunktion bei KADN anzeigt [170]. Die prospektiven
Daten konnten diese Vermutung jedoch nicht bestatigen.

6.7 Andere Biomarker fir oxidativen Stress
In einer Querschnittsstudie wurden bei Diabetikern mit bzw. ohne DSPN der totale
oxidative Status (TOS), die totale antioxidative Kapazitat (TAC) im Serum, der
oxidative Stress-Index (OSI) und die Aktivitdt von Prolidase durch neue

automatisierte Methoden bestimmt. Bei Prolidase handelt es sich um eine
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zytosolische Exopeptidase, die vor allem zur Erhaltung von Kollagen dient. Dabei ist
die Prolidase fir die Wiederverwertung von Prolin bei der Kollagen-Synthese
verantwortlich sowie fir das Zellwachstum. Die TAC-Konzentration war niedriger,
wahrend die Konzentrationen von TOS und OSI sowie die Prolidase-Aktivitat bei
Diabetikern mit und ohne Neuropathie im Vergleich zu den gesunden Teilnehmern
héher waren. Die Prolidase-Aktivitat war in der Gruppe der Patienten mit DSPN
héher als in der Gruppe der Diabetiker onne DSPN [213,214].

In einer weiteren Studie wurden die Parameter Serumprolidaseaktivitat, NO, TAS
und MDA bei Personen mit diabetischer Neuropathie sowie Kontrollpersonen
gemessen. Es zeigte sich, dass die Serum MDA und NO Spiegel bei Diabetikern
signifikant héher waren als bei den Kontrollpersonen. Serumprolidase und TAS
waren bei Diabetikern erniedrigt. Damit ist diese Studie die erste, die eine erniedrigte
Prolidasaktivitat bei Diabetikern nachweist, die mit erhéhten NO Spiegeln verbunden
zu sein scheint. Diese Ergebnisse weisen auf einen erniedrigten Kollagenumsatz bei
Diabetikern mit erhéhtem oxidativen Stress und erhéhten NO-Spiegeln hin [215].

In einer weiteren Querschnittsstudie wurden die antioxidative Kapazitat von
antioxidativen  Enzymen  (Katalase  [CAT], Superoxiddismutase [SOD],
Glutathionperoxidase [GPX]) und die totale antioxidative Kapazitat (TAC) bei
Patienten mit Typ 2 Diabetes mit bzw. ohne DSPN untersucht. Mit dem alkalischen
Comet Assay wurde das Ausmal3 der DNA-Schadigung von oxidierten Purinen und
oxidierten Pyrimidinen bestimmt. Es wurde eine signifikante Abnahme der SOD und
GPX, jedoch nicht der CAT und TAC bei Typ 2 Diabetikern mit DSPN im Vergleich zu
denen ohne DSPN und den Kontrollpersonen gefunden. Typ 2 Diabetiker mit und
ohne DSPN zeigten im Vergleich zu den Kontrollpersonen eine signifikant niedrigere
Plasmakonzentration von Distickstoffoxid. Die Konzentration von oxidativen DNA-
Schaden bei Typ 2 Diabetikern mit DSPN war signifikant héher sowohl im Vergleich
zu den Kontrollen als auch zu den Typ 2 Diabetikern ohne DSPN. Dartber hinaus
waren Lymphozyten von Typ 2 Diabetikern mit DSPN anfalliger fir oxidative DNA-
Schaden durch Wasserstoffperoxid als die von Typ 2 Diabetikern ohne DSPN [216].
In einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe wurde bei kirzlich diagnostizierten Typ 2
Diabetikern die subepidermale SOD2-Flache mittels Hautbiopsien
immunhistochemisch untersucht sowie die periphere Nervenfunktion und die

Herzfrequenzvariabilitat bestimmt. Die antioxidative Abwehr der Haut war in
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Beziehung zur Diabetesdauer erhéht und mit einer sympathovagalen Imbalance in
Richtung einer sympathischen Praddominanz verbunden. Subepidermale SOD2 war
im distalen Bein von Diabetikern im Vergleich zur Kontrollgruppe durchschnittlich um
60% erhodht. Ein endothelialer Zellschaden konnte anhand Anti-CD31-Markierung
nicht nachgewiesen werden [217].

Karzlich publizierte experimentelle und klinische Daten legen weiterhin eine enge
Verbindung zwischen diabetischer Neuropathie und oxidativem Stress nahe.

Zwei kirzlich publizierte Studien untersuchten die Effekte der Verbesserung der
Diabeteseinstellung auf Parameter des oxidativen, nitrosativen und Carbonyl-Stress.
In der ersten Studie bei 20 adipésen Typ 2 Diabetikern fihrte eine Roux-Y-
Magenbypass-Operation nach 12 Monaten zu einer Verbesserung des NDS und zu
einer Abnahme von Nitrotyrosin, Carboxymethyl-Lysin und Methylglyoxal. Die
Verbesserung des NDS nach 12 Monaten korrelierte mit der Abnahme von
Nitrotyrosin und Methylglyoxal, jedoch nicht mit der Senkung des HbA1c-Wertes.
Somit lieB sich eine Verbindung zwischen einer Verbesserung des oxidativen,
nitrosativen und Carbonyl-Stress herstellen. Einschrankend ist hier allerdings ein
unkontrolliertes Studiendesign anzumerken [218]. Hingegen lieBen sich bei 54
kirzlich diagnostizierten Diabetikern verschiedene Parameter fUr oxidativen Stress
als kombinierter Endpunkt durch eine Optimierung der Diabeteseinstellung nach 8
Wochen in Beziehung zur Zunahme der B-Zellfunktion und Abnahme der
Insulinresistenz verbessern [219]. Weitere prospektive Studien sind erforderlich, um
zu klaren, inwieweit verschiedene Interventionen zur Verbesserung der
Diabeteseinstellung und des kardiovaskularen Risikoprofils durch langfristige
Minderung des oxidativen Stresses zur Pravention von diabetischen Komplikationen
einschlieBlich Neuropathie beitragen.

6.8 Limitierungen der Studie
Eine Einschrankung der Aussagekraft der vorliegenden Studie ist in der insgesamt
relativ geringen Patientenzahl zu sehen. Dadurch kann das Auftreten von Typ II-
Fehlern nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Eine weitere Limitierung ist die
lediglich einmalige Messung der Marker fUr oxidativen Stress bei Baseline sowie die
fehlende Information Gber den Verlauf der Diabeteseinstellung innerhalb der 6 Jahre
zwischen Baseline und Follow-up. Es ist denkbar, dass eine erneute Messung der
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Marker frr oxidativen Stress und eine mdgliche Veranderung dieser Werte Gber die
Zeit das Hauptergebnis dieser Studie verstarkt hatten.

Eine weitere Limitierung dieser Studie ist die Messung von Markern fir oxidativen
Stress im Plasma statt in Nervengewebe. Daher missen die Ergebnisse mit Vorsicht
interpretiert werden, da wir die Moglichkeit nicht ausschlieBen kdnnen, dass die
Plasmakonzentrationen nicht adaquat die Situation im Nerven widerspiegeln. Dieses
Problem kénnte theoretisch mit einer Nervenbiopsie-Studie angegangen werden, die
jedoch aus ethischen Grinden kaum durchfihrbar waére. Interessanterweise zeigte
eine tierexperimentelle Studie, dass systemisch nachgewiesener oxidativer Stress zu
einer ausgepragteren Nervendysfunktion flihrte als lokaler endoneuraler oxidativer
Stress [220].

6.9 Schlussfolgerungen

Eine gesteigerte Produktion von Superoxid im Plasma bei Diabetikern ist ein
Pradiktor fir die Verschlechterung der sensiblen NLG und der kardialen autonomen
Nervenfunktion sowie fir erhdhtes Mortalitatsrisiko Uber einen Zeitraum von 6
Jahren. Die Vorhersagekraft der Gbrigen untersuchten Marker war entweder wie fur
Vitamin E deutlich schwacher oder wie fur die restlichen Biomarker klinisch nicht
relevant.

Diese Daten kénnten die Grundlage fir eine verbesserte Patientenselektion bei
zukUnftigen klinischen Studien bilden, in denen Antioxidantien im Hinblick auf ihre
Wirksamkeit in der Pravention oder Therapie der diabetischen Neuropathie
untersucht werden. Es ist denkbar, dass Patienten, die eine deutlich erhdhte
Superoxidanionproduktion im Plasma aufweisen, von einer Therapie mit
Antioxidantien besonders profitieren kdnnten. Weitere prospektive Studien sollten

den pradiktiven Wert von Biomarkern fir oxidativen Stress bestatigen.

64



7 Zusammenfassung

Fragestellung: Oxidativer Stress wird durch gesteigerte Bildung freier Radikale
und/oder einen Defekt der antioxidativen Abwehr hervorgerufen. Obwohl er eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der experimentellen diabetischen Neuropathie
spielt, fehlen bislang diesbezigliche prospektive klinische Studien. Ziel dieser Studie
Uber 6 Jahre war es daher festzustellen, ob Plasma-Marker fir oxidativen Stress
Pradiktoren der Entwicklung bzw. Progression der diabetischen Polyneuropathie und
kardialen autonomen Neuropathie sowie der Mortalitat sind.

Patienten und Methoden: Wir untersuchten 89 Diabetiker (Alter: 54+14 Jahre,
Diabetesdauer: 12+10 Jahre, HbA1c: 9.4%1.7%, 54% Manner, 69% Typ 2 Diabetes,
59% mit Polyneuropathie), von denen 72 nach 6.2+0.8 Jahren nachuntersucht
werden konnten, wahrend 17 Patienten nach durchschnittlich 4.2+1.0 Jahren
verstarben. Initial wurden folgende Marker flr oxidativen Stress im Plasma
gemessen: Produktion des Superoxidanions und hypochloriger Saure, lag time bis
zur Oxidation von Peroxynitrit, 8-1so-Prostaglandin F2a, Vitamin E/Lipid-Quotient und
Vitamin C. Die periphere bzw. kardiale autonome Nervenfunktion wurde Kklinisch
durch neuropathische Symptome und Defizite sowie quantitativ durch Messung der
motorischen und sensiblen Nervenleitgeschwindigkeit (NLG), Vibrationswahr-
nehmungsschwellen (VPT), Temperaturwahrnehmungsschwellen (TPT) bzw. Herz-
frequenzvariabilitat (HRV) erfasst.

Ergebnisse: Trotz einer Verbesserung des HbA1c um -1.4+1.6% (p<0.001 vs
Baseline), verschlechterten sich nach 6 Jahren die sensible NLG des N. medianus
und N. suralis, motorische NLG des N. peroneus, malleolare VPT sowie TPT fir
Warmreize (alle p<0.05). Multivariate Regressionsanalysen zeigten, dass eine
gesteigerte Generierung von Superoxid im Plasma mit einer Abnahme der sensiblen
NLG des N. medianus (p=0.036) und der HRV in Ruhe (p=0.017) nach 6 Jahren
assoziiert war. Ein niedriger Vitamin E/Lipid-Quotient war grenzwertig mit der
Abnahme der motorischen NLG des N. peroneus (p=0.057) und Zunahme der
malleolaren VPT assoziiert (p=0.077). Darlber hinaus war Superoxid (hdchste
Quartile) mit erhéhter Mortalitat assoziiert (p=0.005).

Schlussfolgerungen: Eine gesteigerte Produktion von Superoxid im Plasma bei
Diabetikern ist ein Pradiktor fir die Verschlechterung der sensiblen NLG und der
kardialen autonomen Nervenfunktion sowie fir erhdhtes Mortalitatsrisiko Uber einen
Zeitraum von 6 Jahren. Die Vorhersagekraft der Ubrigen untersuchten Marker war
entweder wie fur Vitamin E deutlich schwacher oder wie flr die restlichen Biomarker
klinisch nicht relevant.
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