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1. Abkirzungen

AGE
ASR
ATP
BMI
Chol
CML
cpm
DAG
DCCT

DSP

EDTA

ELISA

ET-1
GC-MS
GSH
HDL
HNO,
H202
HO,
HOBr

HOCI

advanced glycation end product
Achillessehnenreflex
Adenosintriphosphorsaure

Body Mass Index

Cholesterin

Carboxymethyllysin

counts per minute

Diacylglycerol

Diabetes Control and Complications Trial
distale symmetrische Polyneuropathie

(= periphere Neuropathie)

Ethylene Diamine Tetra-Acetate (= Athylendiamintetra-
essigsaure)

enzyme-linked immuno sorbent assay

(= Enzym-Immunoassay)

Endothelin-1
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Glutathion

high density lipoprotein

salpetrige Saure

Wasserstoffperoxid
Hydroxyperoxyl-Radikal

hypobromige Saure (= unterbromige Saure)

hypochlorige Saure (= unterchlorige Saure)



HPLC

HRV
ICAM-1
KADN
KHK
LDL

m
MCP-1
MCR
MNCV
NAD*
NADH
NADPH
NDS
NF-«B
NICI
NIS
NISILL]

NLG

NO’
NO*
NO
NO;’

N2O4

high performance liquid chromatography

(= Hochleistungsflussigkeitschromatographie)
heart rate variation (= Variabilitat der Herzfrequenz)
intercellular adhesion molecule 1

kardiovaskulare autonome diabetische Neuropathie
koronare Herzkrankheit

low density lipoprotein

mannlich

monocyte chemoattracting protein 1

mean circular resultant

motor nerve conduction velocity (= motorische NLG)
Nicotinamid-adenin-dinucleotid

reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid
reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
Neuropathy Disability Score

nuclear factor-kB

negative ion-chemical ionization

Neuropathy Impairment Score

Neuropathy Impairment Score of the Lower Limbs
Nervenleitgeschwindigkeit

(= nerve conduction velocity [NCV])
Stickstoffmonoxid-Radikal

Nitrosyl-Kation

Nitrosyl-Anion

Stickstoffdioxid-Radikal

Distickstofftetroxid



NSS
O2

0,

O3

OH’
ONOO*
pAVK
PFB
PGF
PKC
PNP
PSR
RAGE
RMSSD
RNS
RO’
RO,
ROOH
ROS
RR

SEM

sICAM-1
SIN-1
SOD

STZ

Neuropathy Symptom Score

molekularer Sauerstoff

Superoxidanion / -radikal

Ozon

Hydroxyl-Radikal

Peroxynitrit-Anion

periphere arterielle Verschlusskrankheit
Pentafluorobenzyl

Prostaglandin F

Protein-Kinase C

periphere Neuropathie
Patellarsehnenreflex

AGE-Rezeptoren

root mean squared successive difference
reactive nitrogen species
Alkoxyl-Radikal

Peroxyl-Radikal

Lipid-Hydroperoxide

reactive oxygen species
Blutdruckmesswert nach Riva Rocci (in mmHg)
standard error of the mean

(= mittlere Standardabweichung)

soluble ICAM-1 (= I8sliches ICAM-1)
3-Morpholino-Sydnonimin Hydrochlorid (= CeH1oN4O2.HCI)
Superoxiddismutase

Streptozotocin



sVCAM-1

TAC

TG

TGF

TMS

TWS

UKPDS

VC

VCAM-1

VE

VEGF

VE/L

VWS

VI

soluble VCAM-1 (= I6sliches VCAM-1)

total antioxidant capacity (= totale antioxidative Kapazitat)
Triglyzeride

transforming growth factor

Trimethylsilyl
Temperaturwahrnehmungsschwelle

(= thermal perception threshold [TPT])
United Kingdom Prospective Diabetes Study
Vitamin C

vascular cell adhesion molecule 1

Vitamin E

vascular endothelial growth factor

(= vaskulo-endothelialer Wachstumsfaktor)
Vitamin E/Lipid-Verhaltnis / -Quotient
Vibrationswahrnehmungsschwelle

(= vibration perception threshold [VPT])

weiblich



2. Einleitung

2.1. Diabetes mellitus und seine Folgeschaden

Der Begriff Diabetes mellitus ist ein Sammelbegriff fur eine Gruppe metabolischer
Erkrankungen, denen eine Hyperglykamie durch einen absoluten oder relativen
Insulinmangel gemeinsam ist. Bei der Entstehung der Hyperglykamie spielen eine
gesteigerte Glukoseproduktion, eine gestorte Glukoseverwertung bzw. eine gestorte
Insulinsekretion eine Rolle. Es werden mehrere Diabetestypen unterschieden, unter
denen dem Typ 1 und dem Typ 2 die grofdte Bedeutung zukommt. Der Typ 1
Diabetes entsteht durch eine [-Zelldestruktion, die einen absoluten Insulinmangel
nach sich zieht, wahrend dem Typ 2 Diabetes pathophysiologisch eine grof3e
Bandbreite zugrunde liegt, die von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem

Insulinmangel bis hin zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt reicht [1, 2].

Weltweit nimmt vor allem die Inzidenz des Typ 2 Diabetes zu. Als einer der
wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 ist die
Adipositas zu nennen. Mit dem Ausmal der Uberernahrung steigt weltweit die Zahl
der Typ 2 Diabetiker an, wobei zunehmend jungere Altersgruppen betroffen sind [2].
Aufgrund neuerer epidemiologischer Daten ist davon auszugehen, dass der Anteil

des Diabetes mellitus an Morbiditat und Mortalitat der Bevolkerung relativ grof ist [2].

Durch Diabetes mellitus konnen in zahlreichen Organsystemen Folgeschaden

entstehen:

» Zu den chronischen diabetischen Komplikationen zahlen die Neuropathie sowie die

Retinopathie und Nephropathie, die als Mikroangiopathie bezeichnet werden.



Terminale Niereninsuffizienz, Amputationen der unteren Extremitaten und

Erblindungen sind die gefurchteten Endstadien dieser Folgeschaden.

« Daruber hinaus geht der Diabetes gehauft mit makrovaskularen Komplikationen
einher (Makroangiopathie wie koronare Herzkrankheit, periphere arterielle
VerschlulRkrankheit und zerebrovaskulare Durchblutungsstérungen). Die Prognose
der Patienten mit Diabetes wird heute entscheidend durch die kardiovaskularen

Begleiterkrankungen bestimmt.

2.2. Diabetische Neuropathie

Die diabetische Neuropathie ist eine Nervenerkrankung infolge des Diabetes mellitus
unter Ausschluss anderer Ursachen fur eine Neuropathie. Die wichtigsten
Risikofaktoren fur die Entstehung einer diabetischen Neuropathie sind eine
unzureichende Diabeteseinstellung, lange Diabetesdauer, viszerale Adipositas und
zunehmende KorpergroRe; moglicherweise spielen Hypertonie, Alter, Rauchen,

Hypoinsulinamie und Dyslipidamie ebenfalls eine Rolle [3].

Die diabetische Neuropathie wird unterteilt in die symmetrischen und
asymmetrischen Neuropathien. Die distale symmetrische Polyneuropathie (DSP) ist
die mit Abstand haufigste klinische Manifestation [4]. In den westlichen
Industrielandern gilt die diabetische Neuropathie als haufigste erworbene

Neuropathieform [5].

2.2.1. Diabetische Polyneuropathie

Die DSP tritt bei ca. einem Viertel aller Typ 1 bzw. Typ 2 Diabetiker auf [3].

Epidemiologische Studien zeigen eine Pravalenz von ca. 30% der in



Krankenhausern [6-9], beziehungsweise von ca. 20% der in der Bevolkerung
untersuchten Diabetiker [10-14]. Die DSP findet sich bei annahernd der Halfte der
Patienten nach einer Diabetesdauer von 25 Jahren [15] und in mehr als 40% der

Patienten mit Diabetes im Alter von 70-79 Jahren [16].

2.2.1.1. Klinik der distalen symmetrischen Polyneuropathie (DSP)

Die Leitsymptome der DSP sind symmetrische, distal beginnende und nach proximal
fortschreitende strumpf- bzw. seltener handschuhformige Parasthesien, sowie
Schmerzen, die als brennend (,burning feet®), bohrend, krampfartig oder stechend
beschrieben werden. Zusammenfassend treten bei der DSP, v.a. an den unteren,

aber auch an den oberen Extremitaten, folgende Symptome und Defizite auf [3, 4]:
* Positive sensorische Symptome:

1. distal betonte Schmerzen, Parasthesien, Dysasthesien (unangenehme

Parasthesien), Taubheitsgefihl und Wadenkrampfe,

2. typischerweise Exazerbation der Schmerzen in der Nacht, Besserung der

Beschwerden beim Gehen,

3. evozierte Schmerzen: Hyperalgesie (leicht schmerzhafter Reiz wird als stark
schmerzhaft empfunden), Allodynie (nicht schmerzhafter Reiz wird als

schmerzhaft empfunden).
» Neuropathische Defizite:

1. abgeschwachte oder fehlende Muskeleigenreflexe (z.B. Achillessehnen- oder

Patellarsehnenreflexe),



2. Sensibilitatsstorungen: veranderte Tiefenwahrnehmung (Vibrationssinn und
Lagesinn  gestort, eventuell mit sensibler Ataxie), veranderte

Thermosensibilitat,

3. reduzierte Sensibilitat fir Gelenkstellung oder funktionelle Einschrankungen

wie z.B. eine Reduktion der Gehfahigkeit [17],

4. Muskelschwache bzw. —lahmung bei motorischer Beteiligung.

2.2.1.2. Klinische Bedeutung der DSP

Es finden sich zunehmend Belege dafur, dass nicht nur Marker fur Mikroangiopathie
(wie z.B. Albuminurie), sondern auch die bei der Polyneuropathie eingesetzten
Funktionstests wie z.B. Nervenleitgeschwindigkeit (NLG; nerve conduction velocity
[NCV]) und Vibrationswahrnehmungsschwelle (VWS; vibration perception threshold
[VPT]) als Pradiktoren fur erhohte Mortalitat von Diabetikern anzusehen sind [18, 19]
und auch die Morbiditat determinieren. So vergroflert eine erhohte VWS die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens neuropathischer Fullulzera, die einen der
haufigsten Grunde fur die Einweisung in ein Krankenhaus und Amputationen an den

unteren Extremitaten bei Diabetikern darstellen [20].

2.2.1.3. Diagnostik

Die Funktion der verschiedenen peripheren Nervenfaserpopulationen kann mit Hilfe
objektiver oder subjektiver, d.h. psychophysischer, quantitativer Methoden erfasst

werden [20]:



+ Die groRkalibrigen, schnell leitenden Aa- und AB- Fasern konnen objektiv
mit Hilfe der NLG untersucht werden, durch quantitative sensorische Tests

(QST) wird die Funktion der gro3kalibrigen Fasern mit Hilfe der VWS erfasst.

» Die kleinkalibrigen, dunn bemarkten Ad- Fasern werden subjektiv durch
Messung der Kaltschwelle und die nicht bemarkten C- Fasern subjektiv durch

Erfassung der Warmschwelle untersucht.

2.2.1.4. Morphologie

Im Verlauf einer DSP konnen strukturelle Veranderungen auftreten wie z.B. ein
Verlust von myelinisierten Nervenfasern [21], in gro3- und kleinkalibrigen
Nervenfasern [5, 22-24]. Hier wurden sowohl axoplasmatische [25, 26] als auch
Vorgange der Demyelinisierung [22, 27-29] beobachtet. Aulerdem werden im
Zusammenhang mit der diabetischen Neuropathie des Menschen eine axonale
Atrophie oder eine Verminderung des Axondurchmessers diskutiert. Auch ein Verlust
nicht myelinisierter Nervenfasern wurde nachgewiesen [26]. Daruber hinaus wird von

einer verstarkten Fibrose und endoneuralen Kollagenbildung berichtet [28, 30].

2.2.2. Autonome Neuropathie

Typ 1 und Typ 2 Diabetiker kdnnen neben der peripheren Neuropathie auch eine
Storung des autonomen Nervensystems entwickeln. Die kardiovaskulare autonome
diabetische Neuropathie (KADN) geht mit einer unglnstigen Prognose einher.
Veranderungen im urogenitalen Bereich umfassen die erektile Dysfunktion,
Blasenentleerungsstorung mit Blasenlahmung oder im gastrointestinalen Bereich

(Magenentleerungsstorung / Gastroparese), bei denen haufig postprandiale



Hypoglykamien oder selten eine Stuhlinkontinenz auftreten konnen. Auch kdnnen
Funktionsstorungen des respiratorischen Systems, der Thermoregulation / Schweil3-

sekretion oder der Pupillenmotorik vorkommen.

Dabei muld die autonome Neuropathie, die durch die Erkrankung an Diabetes
mellitus hervorgerufen wird, sorgfaltig abgegrenzt werden gegen Funktionsstorungen
des autonomen Nervensystems, die anderer Genese sind. So kann eine Dysfunktion
des autonomen Nervensystems auller durch Diabetes mellitus z.B. auch durch

Niereninsuffizienz, Alkoholismus, Malignome oder Infektionen bedingt sein.

Analog der bei der DSP morphologisch nachgewiesenen Nervenlasionen konnten bei
Patienten mit autonomer Neuropathie eine Reduktion bzw. dystrophische
Veranderungen sympathischer Neurone [31, 32] und Stérungen parasympathischer

Fasern [33, 34] nachgewiesen werden.

2.2.2.1. Kardiovaskulére autonome diabetische Neuropathie (KADN)

Unter den Manifestationen der autonomen diabetischen Neuropathie kommt der
kardiovaskularen autonomen diabetischen Neuropathie (KADN) am meisten
Aufmerksamkeit zu, weil sie bereits im asymptomatischen Stadium mit nicht-
invasiven  kardiovaskularen  autonomen  Funktionstests, die auf der
Herzfrequenzvariabilitdt und Blutdruckregulation basieren, diagnostiziert werden
kann. In diesen fruhen Stadien steht eine verminderte Herzfrequenzvariabilitat im
Vordergrund. In spateren Stadien konnen eine Erhohung der Ruheherzfrequenz
(Ruhetachykardie durch Schadigung des Parasympathikus) und orthostatische
Hypotonie (Sympathikusschadigung) mit Symptomen wie Schwindel und Schwache

bis hin zu Synkopen auftreten.



Der plotzliche Herztod tritt bei an Diabetes mellitus erkrankten Patienten gehauft auf,
was ebenso der KADN zugeschrieben wird (ca. 4fach erhohte Mortalitat durch
KADN). So lagen uber eine Zeitspanne von 5-10 Jahren bei diesen Patienten die
Mortalitatsraten bei 27-53% gegenuber Raten von 5-15% bei Patienten ohne Zeichen
einer KADN [35]. Ahnliches gilt fur die stumme Myokardischamie bzw. den stummen
Myokardinfarkt: Wie Studien belegen konnten, sind eine stumme Myokardischamie
unter korperlicher Belastung und ein stummer Myokardinfarkt bei Patienten mit

KADN verhaltnismafig haufig [36, 37].

2.2.3. Kausale Therapie
2.2.3.1. Blutzuckereinstellung und Folgesché&den des Diabetes mellitus

Die Pravalenz und Inzidenz diabetischer Folgeschaden sind bei unzureichender
Blutzuckereinstellung gesteigert [38]. Im Umkehrschlul®3 konnten klinische Studien
belegen, dass eine gute Diabeteseinstellung das Auftreten der Komplikationen

verhindern kann:

Der Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) konnte fur Diabetes Typ 1-
Patienten [38], die United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) flr
Diabetes Typ 2-Patienten [39, 40] belegen, dass die Entwicklung und das
Fortschreiten der chronischen Komplikationen beim Diabetes mellitus durch eine

intensive Diabetestherapie verzogert werden konnen.

In der DCCT-Studie konnte eine normnahe Blutzuckereinstellung das Risiko fur eine
diabetische Neuropathie um 60% senken. Im Rahmen der UKPDS wurde jedoch bei
Typ 2 Diabetikern kein eindeutiger Effekt einer konsequenten Blutzuckereinstellung
auf die Neuropathie beobachtet [40]. Auch in der Steno Typ 2 Studie [41] liel3 sich

die Neuropathie durch eine intensive multifaktorielle Therapie nicht gunstig



beeinflussen. Somit wurde beim Typ 2 Diabetes im Gegensatz zum Typ 1 der
Nachweis einer effektiven kausalen Intervention bei der Neuropathie bislang noch

nicht erbracht.

2.2.4. Pathogenese der diabetischen Neuropathie
2.2.4.1. Diabetes mellitus und oxidativer Stress

Biomolekule konnen durch freie Radikale geschadigt werden. Freie Radikale
zeichnen sich durch ein ungepaartes einzelnes Elektron aus, welches zu einer
ausgepragten Reaktivitat und Instabilitat des Molekuls fuhrt. Solche Molekule streben
danach, ein weiteres Elektron in sich aufzunehmen und so verliert ein zweites
Molekul in der Reaktion mit einem Radikal-Molekul ein Elektron an dieses. Das
ehemalige Radikal ist nun - mit einem vollen Satz an paarigen Elektronen - stabiler.
Bei diesem Vorgang wird das zweite Molekul selbst zum reaktiven freien Radikal,
eine Kettenreaktion hat begonnen. Diese ist beendet, wenn zwei freie Radikale
aufeinanderstof3en und sich so gegenseitig neutralisieren. Sollte das zweite Molekdl
wichtig fur die biochemischen Vorgange des Organismus sein, kann der gesamte
Organismus als Ergebnis des anfanglichen ,,Angriffs“ durch freie Radikale leiden.

So greifen die Molekule bevorzugt an ungesattigten Verbindungen (d.h.
Doppelbindungen) an. Diese liegen haufig in Biomoleklilen wie Proteinen und
Phospholipiden (z.B. in Zellmembranen) vor. Durch die oxidierende Reaktion mit
freien Radikalen konnen chemische Veranderungen z.B. durch Strangbriche
entstehen. Hieraus kann ein Funktionsverlust biologischer Molekile jeder Art, so
auch z.B. von Proteinen, (Zellmembran-)Lipiden oder der DNA, resultieren [42].
Durch den Angriff der freien Radikale auf diese Kohlenstoff-Kohlenstoff-

Doppelbindungen kommt es zur Bildung von Lipidperoxyl-Radikalen, aus denen dann



wiederum Lipidperoxide entstehen, die nicht fahig sind die Integritat der Zellwand

aufrecht zu erhalten.

Freie Radikale werden kontinuierlich im Korper gebildet und ebenso standig durch
vorhandene antioxidative Mechanismen unschadlich gemacht. Oxidativer Stress ist
letztendlich eine Verschiebung des Verhaltnisses Prooxidantien / Antioxidantien
zugunsten der Prooxidantien (FlieRRgleichgewicht) [43-45]. Dies macht deutlich, dass
mit einem erhohten oxidativen Stress im Umkehrschlu® auch eine Depletion von
Antioxidantien einhergeht. Antioxidans ist hierbei zu definieren als Substanz, die in
relativ geringer Konzentration die Oxidation eines oxidierbaren Substrates signifikant

verzogert oder verhindert [46].

Einem gesteigerten oxidativen Stress wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung
verschiedener chronischer Erkrankungen wie 2z.B. Arteriosklerose, Krebs, M.
Alzheimer und Diabetes mellitus [42, 46-51] zugeschrieben. Studien belegen, dass
systemischer oxidativer Stress bereits bei Jugendlichen mit Diabetes mellitus Typ 1
vorliegt und dann bis zum frihen Erwachsenenalter weiter ansteigt [52]. Die Radikal-
bedingte Lipidperoxidation und die zytotoxische Aldehydproduktion sind beteiligt an
der Zytokin-induzierten Zerstorung der 3-Zellen der menschlichen Langerhans-Inseln

und somit beteiligt an der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1 [53].

Mehrere Studien konnten bei Patienten mit Diabetes mellitus, die bereits teilweise
Folgeschaden (z.B. bezuglich Makro- / Mikroangiopathie) aufwiesen, einen
verstarkten oxidativen Stress nachweisen [48, 50, 54-57]. Die Oxidation zellularer
Strukturen der peripheren Nerven durch oxidativen Stress konnte wichtige

funktionelle und strukturelle Veranderungen verursachen und so eine Neuropathie
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bewirken. Bei Diabetikern mit Neuropathie liegen allerdings keine systematischen

Studien im Hinblick auf oxidativen Stress vor.

Eine Hypothese besagt, dass durch Hypoxie freie Radikale entstehen, die periphere
Nerven schadigen konnen. Ein Zusammenhang zwischen mangelhafter Blut- bzw.
Sauerstoffversorgung der peripheren Nerven und dem Auftreten einer diabetischen

Neuropathie konnte mehrfach in (tierexperimentellen) Studien belegt werden [58, 59].

2.2.4.2. Oxidativer Stress bei experimenteller diabetischer Neuropathie

Oxidativer Stress gilt als biochemischer Ausloser fur eine herabgesetzte NLG des
N. ischiadicus und einen reduzierten endoneuralen Blutfluss bei gleichzeitig
vorliegender endoneuraler Hypoxie, erkennbar am verminderten endoneuralen
Sauerstoffpartialdruck bei diabetischen Ratten [60]. Low und Nickander konnten
zeigen, dass die Aktivitat der Cu-Zn-Superoxiddismutase, die Teil der antioxidativen
Abwehr ist, im N. ischiadicus von Ratten mit STZ-induziertem Diabetes mellitus
reduziert ist [60]. Lipidperoxidations-Produkte wie 2z.B. Malondialdehyd oder
konjugierte Diene sind in diabetischen Ischiasnerven erhoht [60]. Entsprechend sind
GSH-Gehalt und die Aktivitat der Glutathion-Peroxidase ebenfalls in Ischiasnerven
diabetischer Ratten herabgesetzt [61, 62]. Nerven diabetischer Ratten weisen im
Vergleich mit Kontrolltieren einen geringeren Gehalt an Vitamin E auf [63]. Im Modell
der STZ-diabetischen Ratte ist somit ein gesteigerter oxidativer Stress bei
gleichzeitiger selektiver Abnahme der antioxidativen Abwehr im Ischiasnerven
nachweisbar [60, 61]. Unterstitzt werden diese Befunde dadurch, dass die
Behandlung diabetischer Ratten mit Insulin oder Antioxidantien mit einer

Verbesserung der Nervenfunktion einhergeht [64-68].
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2.2.4.3. Grundlagen des oxidativen Stresses

Molekule, die oxidativen Stress verursachen, werden in mehrere Gruppen eingeteilt.
So kann eine Klassifizierung als ROS (reactive oxygen species) bzw. RNS (reactive

nitrogen species) vorgenommen werden [44, 69]:

* ROS:
- Radikale: Superoxid (O2")-, Hydroxyl (OH’)-, Peroxyl (RO’)-, Alkoxyl (RO")-
und Hydroxyperoxyl (HO;')-Radikale,
- Molekule, die primar keine Radikale sind, in der Folge jedoch in solche
umgewandelt werden: hypochlorige Saure (HOCI), Peroxynitrit (ONOO"),
Ozon (Os), Singulett-Sauerstoff ('O2) und Wasserstoffperoxid (H205).
* RNS:

- Radikale: Stickstoffmonoxid (NO)- und Stickstoffdioxid (NO,')-Radikale,

- spater in Radikale umgewandelte nicht-Radikale: Peroxynitrit (ONOO';
aufgrund seines Gehalts an Stickstoff und Sauerstoff, kann ONOO™ sowohl
zu den ROS als auch den RNS gezahlt werden), salpetrige Saure (HNO>),
Nitrosyl-Kation (NO™), Nitrosyl-Anion (NO"), Distickstofftetroxid (N.O4) und

einige weitere Substanzen.

Die Reaktivitat der einzelnen Substanzen ist sehr unterschiedlich ausgepragt.
Wahrend das Superoxid-Radikal (mit einigen Molekllen) und OH" (mit fast jedem
Molekul) schnell reagieren, findet sich bei HOCI und ONOO™ nur eine mittelmafig
ausgepragte Reaktivitat. Die Entstehung dieser Substanzen ist im menschlichen

Korper, dessen Zellen auf einen aeroben Stoffwechsel angewiesen sind,
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unvermeidbar [70, 71]. Neben dem Stoffwechsel ist auch Strahlung eine mogliche

Quelle fur freie Radikale [71, 72].

ROS und RNS konnen DNA (z.B. durch Mutation, Rearrangement, Deletion, Insertion
oder Sequenzveranderung) schadigen, Signalubertragungswege aktivieren /
inhibieren, Zelltod durch Apoptose oder Nekrose beeinflussen und Proteine
schadigen [42, 44]. Der Gehalt an Oxidationsprodukten in Geweben und Plasma
oder die Veranderungen im antioxidativen Status sind als Messparameter fur
gesteigerten oxidativen Stress genutzt worden [48, 73, 74]. Erfasst wird der oxidative
Stress durch die Messung der durch ROS / RNS oxidativ veranderten Biomolekule
wie z.B. Lipide, Proteine und DNA-Basen. Unter den Lipidoxidationsprodukten sind
Malondialdehyd, konjugierte Diene und Hydroperoxide sowie 9a-11a-8-epi-PGFaq

(ein Fo-Isoprostan) am ausgiebigsten erforscht worden.

Ein Hinweis auf oxidativen Stress kann sich durch eine Verminderung oder eine
(kompensatorische) Erhohung antioxidativer Enzyme ergeben [75]. Bestimmung der
Vitamine, Thiole oder der totalen antioxidativen Kapazitat lassen allenfalls

Rickschlisse auf den oxidativen Stress zu.

2.2.4.4. Mechanismen des oxidativen Stresses beim Diabetes

Die meisten metabolischen Storungen, die bei Diabetes mellitus auftreten, tragen
direkt oder indirekt zu einem erhohten oxidativen Stress bei. Dieser entsteht
einerseits durch eine erhohte Produktion von ROS durch Autoxidation von Glukose
und ihren Metaboliten. Dies fiihrt zu einer Bildung von Superoxid (O27)- und Hydroxy!
(OH’)- Radikalen [76], gesteigerter Glykosylierung, mitochondrialer Dysfunktion,
Ischamie und einem erhohten Durchsatz durch den Polyolstoffwechselweg. So

konnte bei Diabetikern z.B. eine gesteigerte Produktion von O, und NO" gefunden
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werden [50, 77]. Andererseits entsteht oxidativer Stress auch durch eine
eingeschrankte Kapazitat, ROS abzufangen. Eine Storung antioxidativer
Schutzmechanismen bei Diabetikern konnte in mehreren Studien nachgewiesen

werden [60, 62, 78].

Das prooxidative Peroxynitrit (ONOQO") entsteht aus Stickstoffmonoxid (NO’) und
Superoxid (027) [50, 79, 80], zwei Bestandteilen, die bei oxidativem Stress bei
Diabetes mellitus vermehrt entstehen [50, 77]. Das entstehende ONOO ist ein
wirkungsvolles Oxidans, das LDL oxidiert [81], vaskulare Dysfunktion verursacht [82]
und Tyrosinreste in Proteinen nitriert [83]. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass
ONOO" Proteine [84], Lipide [85] und DNA [86, 87] schadigt. Im Rahmen der
Schadigung von DNA kommt es hier zu Strangbrichen und Modifikation der Basen

und somit zu Mutationen.

Die Mechanismen, denen bei der Entstehung diabetischer Komplikationen und
speziell des oxidativen Stresses durch Hyperglykamie im Diabetes mellitus eine Rolle
beigemessen wird und die somit zu den bereits erwahnten Fehlfunktionen beitragen

sollen, sind nach Brownlee [88, 89]:
1. erhohte Aktivitat des Polyolstoffwechsels [89, 90],
2. gesteigerte Bildung von advanced glycation end products (AGEs) [88, 89, 91],

3. erhohte Aktivitat von Protein-Kinase C (PKC)- Isoformen wie z.B. der PKC-f3

[88, 89,

4. gesteigerte Aktivitat des Hexosaminstoffwechsels [89].
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Jeder dieser Mechanismen ist pathogenetisch bedeutsam, jedoch tragen
moglicherweise alle synergistisch zum Entstehen des oxidativen Stresses und damit

der diabetischen mikrovaskularen Komplikationen bei.

Die genauen Mechanismen, die zum Phanomen des oxidativen Stresses fuhren, sind

bis jetzt nicht komplett erforscht und wahrscheinlich multifaktoriell [48, 74, 92].

2.2.4.41. Erhéhte Aktivitat des Polyolstoffwechselweges

Bei bestehender Hyperglykdmie wird der Polyolstoffwechsel als zusatzlicher
bzw. alternativer Weg des Glukoseabbaus aktiviert. Auf verschiedenen Wegen
werden ROS durch eine Uberaktivitat des Polyolstoffwechselweges generiert
[89]. Bei gesteigertem Polyolstoffwechsel wird Glukose vermehrt durch die
Aldose-Reduktase (NADPH-abhangig) zu Sorbitol reduziert und Sorbitol im
nachsten Schritt durch die Sorbitol-Dehydrogenase (NAD®-abhangig) zu

Fruktose oxidiert [89].

Die Akkumulation von Sorbitol bzw. die Uberaktivitat des Polyolstoffwechsels
fuhren zur Abnahme von Myoinositol und Taurin. Taurin ist ein potentes
Antioxidans und wirkt so den hier geschilderten pathogenetischen Prozessen
entgegen. Eine Verringerung des Taurins fordert also den oxidativen Stress
weiter [93]. Der Verlust von Myoinositol fuhrt zu reduzierter Verfugbarkeit von
Diacylglycerol, was zu einer Reduktion der neuralen Na*-K'-ATPase-Aktivitat
beitragt [5, 94]. Dieser lonenpumpenmechanismus halt bei regelrechter
Funktion das Ruhepotential aufrecht und ist daher fur die Nervenfunktion
bedeutsam. Die Stérung der Na*-K*-ATPase fiihrt zu einer intra-axonalen Na®-

Anhaufung und einem reduzierten nodalen Na*-Gleichgewichtspotential.
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Die potentiell schadlichen Effekte des Hyperglykdmie-induzierten Anstieges
der Aktivitat des Polyolstoffwechselweges sind Uber verschiedene

Mechanismen zu erklaren:

Sorbitol-induzierter osmotischer Stress (spielt laut Brownlee keine

relevante Rolle),
- Abnahme der Aktivitat der Na*-K*-ATPase,

- Anstieg des cytosolischen NADH/NAD"-Verhaltnisses (durch Aktivitat der
Sorbitol-Dehydrogenase; fuhrt letztlich zur vermehrten Aktivierung der

Protein-Kinase C; siehe unten),

- Abfall des cytosolischen NADPH (durch Verbrauch von NADPH durch die

Aldose-Reduktase).

Zusammenfassend ist ein erhodhter Fluss Uber den Polyolstoffwechselweg
offensichtlich ein bedeutender Mechanismus in der Pathogenese der
diabetischen Neuropathie. Die Aktivierung des Polyolstoffwechselweges

begunstigt die Bildung von ROS sowie die nicht-enzymatische Glykierung.

2.2.4.4.2. Advanced glycation end products (AGEs)

Durch die chronisch erhohte intrazellulare Glukosekonzentration kommt es zur
Entstehung intra- sowie extrazellularer advanced glycation end products
(AGE). Bei der Interaktion von Glukose und Aminogruppen der Proteine
verbinden sich reduzierte Monosaccharide mit freien Aminogruppen der

korpereigenen Proteine oder anderer zellularer Moleklle. So entstehen fruh-
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reversible Produkte, sogenannte Schiff' sche Basen, aus denen die stabileren

fruhen Amadori-Glykosylierungprodukte entstehen [95].

AGEs konnen aus dem Abbau dieser Amadori-Produkte, aus der
intrazellularen Autoxidation von Glukose zu Glyoxal, oder aus der
Fragmentierung von Glyceraldehyd-3-phosphat und Dihydroxyaceton-
Phosphat zu Methylglyoxal hervorgehen. So entstehen aus den reaktiven
intrazellularen Dikarbonylen (Glyoxal, Methylglyoxal und den Produkten aus
dem Abbau der Amadori-Produkte) durch Reaktion mit Aminogruppen intra-
und extrazellularer Proteine — u.a. durch chemische Umbildung, Dehydrierung,
Fragmentierung, Kreuzverkettung und Oxidation der fruh-reversiblen Amadori-

Produkte — die irreversiblen AGEs.

Da diese Prozesse und somit auch die entstehenden Produkte selbst

irreversibel sind, kommt es zu einer kontinuierlichen Akkumulation der AGEs.

Die Produktion intrazellularer AGE-Vorstufen schadigt Zielzellen durch drei

Hauptmechanismen:

l. durch AGE-modifizierte intrazellulare Proteine weisen eine veranderte

Funktion auf,

Il. durch AGE-Vorstufen modifizierte extrazellulare Matrixbestandteile
interagieren in abnormer Weise mit anderen Matrixbestandteilen und

mit Rezeptoren fur Matrix-Proteine (Integrine),

[I. Plasmaproteine, die durch AGE-Vorstufen modifiziert wurden, binden
an AGE-Rezeptoren auf endothelialen Zellen, Mesangialzellen und

Makrophagen und induzieren so die Rezeptor-aktivierte Produktion von
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ROS. Die AGE-Rezeptor-Verbindung aktiviert den Transkriptionsfaktor
NF-kB, was wiederum pathologische Veranderungen der

Genexpression nach sich zieht.

Der Prozel3 der Protein-Kreuzverkettung fuhrt zu einer Veranderung der
dreidimensionalen Struktur und so zur Veranderung der funktionellen
Eigenschaften mehrerer wichtiger Matrixmolekile und somit auch
Gewebefunktionen und -eigenschaften (z.B. Kollagen-Modifikation und die
damit einhergehende Veranderung von Struktur und Permeabilitdt von
Gefallwanden) durch die AGE-Bildung. So ist z.B. glykosyliertes LDL starker

atherogen als nicht-glykosyliertes LDL.

In Zellkulturen rufen einzelne AGE-Rezeptoren Langzeiteffekte der AGEs auf
zellulare Schlusselzellen diabetischer Komplikationen (wie z.B. Makrophagen,
glomerularen Mesangiumzellen und vaskularen Endothelzellen) hervor. Zu
diesen Effekten gehort die Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
durch Makrophagen und Mesangiumzellen (Interleukin-1, insulin-like growth
factor-1, tumor necrosis factor-a, macrophage colony-stimulating factor,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor und platelet-derived growth
factor) [96], sowie die Expression koagulations- und entzindungsfordernder
Molekule durch Endothelzellen (Thrombomodulin, tissue factor und das Zell-
Adhasionsmolekil VCAM-1). Die AGEs bewirken Kreuzverkettungen von
Proteinen (z.B. Kollagen, extrazellulare Matrixproteine, langlebige Molekule
wie DNA und Membranproteine) und somit eine Beschleunigung der
Arteriosklerose, sie begunstigen die glomerulare Dysfunktion, I6sen die
endotheliale Dysfunktion aus und verandern schliellich Zusammensetzung

und Struktur der extrazellularen Matrix. So begunstigen AGEs Koagulation
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und Thrombose und initieren Atherosklerose durch Stimulation der
Expression von AGE-Rezeptoren (RAGE) durch Makrophagen [3, 89]. Die
AGEs tragen somit zur Entstehung der diabetischen mikrovaskularen

Storungen bei.

Weiterhin scheint die Bindung von Liganden an endotheliale AGE-Rezeptoren
zumindest zum Teil die von Diabetes verursachte Hyperpermeabilitat der
Kapillarwand hervorzurufen (wahrscheinlich durch die Induktion von VEGF).
Ebenso kdonnen Basalmembranproteine gegen ihren Abbau resistent werden

und an Dicke und Steifheit zunehmen.

AGEs konnen durch Abfangen (Quenching) von Stickstoffmonoxid dazu
fuhren, dass die Relaxation der Gefalwand bzw. -muskulatur reduziert ist.
Auch andere Proteineigenschaften (z.B. Diffusionskoeffizient, Viskositat und
Elastizitat) konnen sich andern und auf diese Weise zu Funktionseinbul3en der

betroffenen Proteine filhren.

Ubereinstimmend mit dieser These bedingte im Tierversuch die Blockade des
RAGE-Rezeptors die Entstehung einer vergleichsweise nur gering
ausgepragten makrovaskularen Erkrankung. Weiterhin waren eine Pravention
der diabetischen Nephropathie und eine Verbesserung der Wundheilung zu

verzeichnen [89].

2.2.4.4 3. Rolle der Glykosylierung bei der diabetischen Neuropathie

Eine erhohte nicht-enzymatische Glykosylierung lieR sich sowohl
tierexperimentell im peripheren Nerven als auch bei Patienten mit Diabetes
mellitus nachweisen [97, 98]. Die so entstehenden AGEs akkumulieren in den

peripheren Nerven [97, 99], wo sie zur segmentalen Demyelinisierung
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beitragen sollen. Dies geschieht Uber die Erkennung dieser Myelinproteine
durch AGE-spezifische Rezeptoren auf Makrophagen, die dann zur

Myelinzerstorung und anschlieenden Phagozytose fuhrt [98].

2.2.4.4.4. Aktivierung von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren durch AGE und

Hyperglykémie

Die AGE-Bildung wurde bislang hauptsachlich als Prozel3 der Protein-
Modifikation diskutiert. Aus neueren Studien ergibt sich jedoch, dass
Interaktionen von AGE-modifizierten Proteinen mit spezifischen AGE-
Rezeptoren (RAGE) nicht nur dazu dienen, AGE-Proteine zu eliminieren,
sondern auch SignalUbertragungswege zu aktivieren, die zu einer Bildung von
ROS, zur Depletion von zellularen antioxidativen Abwehrmechanismen (z.B.
Glutathion, Ascorbat) und zur Aktivierung redox-sensitiver Transkriptions-
Faktoren wie NF-kB [100, 101] fuhren. Die Aktivierung von NF-kB (durch
oxidativen Stress und Uber die AGE-Bildung) und vermutlich auch anderer
redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren unterstitzt die Expression einer
Vielzahl von Kininen (z.B. procoagulant tissue factor, Endothelin-1, Zytokine,
Adhasionsmolekule VCAM-1 [vascular cell adhesion molecule 1], ICAM-1
[intercellular adhesion molecule 1] und MCP-1 [monocyte chemoattractant
protein 1]) [100-104]. Fur alle diese Substanzen konnte eine Erhdhung bei
Patienten mit Diabetes festgestellt werden. Es wird angenommen, dass
oxidativer Stress Uber die Bildung von AGE zu einer gesteigerten Expression
von Endothelin-1 (ET-1), einem starken Vasokonstriktor fuhrt, NF-kB dient

wahrscheinlich als Mediator der ET-1-Transkription [96].
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Das Konzept des  AGE-induzierten  oxidativen  Stresses, der
Transkriptionsfaktoren aktiviert, konnte das gemeinsame Auftreten von
oxidativem Stress und Veranderungen des dynamischen endothelialen
Gleichgewichts zwischen einem gerinnungshemmenden und einem
gerinnungsfordernden Zustand, sowie zwischen Vasodilatation und Vaso-

konstriktion erklaren.

2.2.4.4.5. Verstérkte Aktivierung der Protein-Kinase C-f3

Intrazellulare Hyperglykamie fuhrt Uber eine Steigerung des Gehalts am Lipid-
Second messenger Diacylglycerol (DAG) zu einer Erhohung der de novo-
Synthese mehrerer Isoformen der PKC-Familie, insbesondere zu einer

Aktivierung der - und d-Isoformen von PKC.

Hyperglykamie kann auch PKC-Isoformen indirekt durch die Verbindung von
AGE-Rezeptoren und durch eine erhohte Aktivitat des Polyol-

Stoffwechselweges — vermutlich durch Erhohung der ROS — aktivieren.

Beim frihen experimentellen Diabetes konnte gezeigt werden, dass eine
Aktivierung der PKC-B-Isoformen Veranderungen des retinalen und renalen
Blutflusses bedingt — eventuell durch Suppression der NO-Produktion und /
oder Steigerung der Endothelin-1-Aktivitat. Weiterhin findet sich Uber diesen
Mechanismus Hyperglykamie-induziert sowohl glomerular als auch in glatten
Muskelzellen eine reduzierte Produktion von NO. Daruber hinaus induziert die
Aktivierung von PKC durch erhohten Glukosespiegel die Expression des
Permeabilitats-steigernden Faktors VEGF in glatten Muskelzellen und
unterstutzt durch Expression von TGF-31, Fibronektin und Typ IV-Kollagen —

sowohl in Mesangiumzellen in vitro als auch in den Glomeruli diabetischer
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Ratten — die Akkumulierung von mikrovaskularen Matrixproteinen. Dieser
Effekt scheint bedingt zu sein durch die Inhibition  der
Stickstoffmonoxidproduktion durch PKC, die auch an der Aktivierung von NF-
KB in kultivierten Endothelzellen und vaskularen glatten Muskelzellen beteiligt

ist [89].

Eine Behandlung mit einem spezifischen PKC-B-Inhibitor (Ruboxistaurin)
reduzierte die PKC-Aktivitat in Retina und renalen Glomeruli diabetischer Tiere
signifikant. Die Inhibition der PKC-B fuhrte zu einer Reduktion
diabetesbedingter Defizite mit Zunahme des endoneuralen Blutflusses und der
Nervenleitgeschwindigkeit [105], sowie Abnahme des oxidativen Stresses

[106].

2.2.4.4.6. Erhohter Fluss durch den Hexosamin-Stoffwechselweg

Erhohte intrazellulare Glukose, die Uber den Hexosamin-Stoffwechselweg
verarbeitet wird, spielt ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung diabetischer
Komplikationen. Die Aktivierung dieses Stoffwechselweges durch
Hyperglykamie kann zu multiplen Veranderungen sowohl der Genexpression

als auch der Proteinfunktion flihren.

Diese von Brownlee diskutierten Mechanismen sind Hyperglykamie-induziert und
fihren zu einer Uberproduktion von Superoxid durch die mitochondriale
Elektronentransportkette, somit also zur gesteigerten Bildung von ROS. In Versuchen
konnte durch Inhibition der einzelnen Stoffwechselwege der Zusammenhang
zwischen diesen und der Bildung von ROS — und somit der Entstehung diabetischer

Komplikationen — deutlich gemacht werden [88].
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2.2.4.4.7. Verminderte antioxidative Abwehr

Neben den von Brownlee diskutierten Mechanismen zur Ausbildung diabetischer
Folgeschaden spielt ebenfalls eine reduzierte antioxidative Abwehr (in peripheren

Nerven) bei der Entstehung oxidativen Stresses eine wichtige Rolle:

Im menschlichen Korper finden sich einige synergistisch arbeitende antioxidative
Schutzmechanismen, welche die Oxidation der Biomolekule, durch die der oxidative

Stress in Form freier Radikale entsteht, in Grenzen halten.

Superoxiddismutase (SOD; katalysiert die Bildung von Wasserstoffperoxid aus
zelluldaren Superoxidradikalen [O.7]), Vitamin E, Glutathion, a-Liponsaure, die
Reduktionsaquivalente NADH und NADPH und die Glutathion-Peroxidase sind
wichtige antioxidative Schutzsubstanzen [42, 44, 107] und neutralisieren Lipid-
Hydroperoxide und Wasserstoffperoxid. Diese antioxidativen Schutzsubstanzen
werden beim Abfangen der freien Radikale selbst oxidiert und durch
Regenerationssysteme wieder in ihre aktive reduzierte Form zuruckgefuhrt. So
entsteht z.B. bei der Reaktion von Vitamin E (Tocopherol) mit einem Peroxyl-Radikal
durch Oxidation ein Tocopheroxyl-Radikal. Dieses wiederum wird u.a. durch Vitamin

C (Ascorbat) und Thiole reduziert [42].

Auch Molekule, die selbst durch freie Radikale geschadigt werden und auf diese Art
wertvollere Molekule vor einem Angriff schutzen, sind Teil der antioxidativen
Abwehrmechanismen des menschlichen Korpers. Als Beispiel hierfir kann das
Albumin genannt werden. Man kann diese Schutzsubstanzen gemal} ihrer
chemischen Eigenschaften einteilen in hydrophobe Verbindungen (z.B. Vitamin E [a-
Tocopherol] und Karotinoide inaktivieren hydrophobe ROS) und hydrophile

Verbindungen (z.B. Vitamin C inaktiviert hydrophile ROS) [107].
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Einige dieser antioxidativen Substanzen werden im menschlichen Korper selbst
produziert (z.B. Superoxiddismutase, Katalase), andere Antioxidantien nimmt der
Mensch uber die Erndhrung auf. Antioxidative Wirkungen von Vitamin E, Vitamin C,
B-Karotin bzw. anderen Karotinoiden und verwandten Pflanzenpigmenten und
Flavonoiden konnten in vielen Versuchen belegt werden. Einige dieser Substanzen
(z.B. Vitamin C und einige pflanzliche Phenole) konnen in vitro durch Interaktion mit
Eisen- oder Kupferionen auch pro-oxidativ wirken [108-111]. Dem antioxidativen
Effekt dieser Stoffe wird gegenluber dem prooxidativen jedoch deutlich mehr
Bedeutung beigemessen [110, 112]. Fest steht, dass einige Stoffe in veranderter

Umgebung ggf. sehr unterschiedlich reagieren konnen.

Experimentelle Studien konnten eine Pravention bzw. Korrektur einer Stérung des
Nerven-Blutflusses und der NLG bzw. eine Normalisierung der mechanischen und
thermischen Hyperalgesie durch Gabe verschiedener Antioxidantien zeigen: u.a.

Acetylcystein, a-Tocopherol, Probucol, Glutathion, a-Liponsaure [113-120].
Beispiele fur Abwehrmolekule der freien Radikale im peripheren Nerven sind:

- Im Zytosol: Ascorbat (Vitamin C), Urat, Zystein, Transferrin, Albumin,
Coeruloplasmin, Glutathion, Glutathion-Peroxidase, Glutathion-Reduktase, Katalase,

Superoxiddismutase.

- In der Membran: a-Tocopherol (Vitamin E) ist ein lipophiles / hydrophobes
physiologisches Antioxidans, das in die Zellmembranen inkorporiert wird. Hier kann
es daher die Oxidation der Membranlipide, bei denen es sich haufig um ungesattigte
und somit durch freie Radikale stark gefahrdete Molekule handelt, verhindern. So
fuhrte in Untersuchungen eine experimentelle Depletion des Vitamin E-Gehalts bei
nicht-diabetischen Tieren zur sensorischen Polyneuropathie und bei diabetischen

Tieren zur Verschlechterung der bestehenden Neuropathie [62].
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- Die wichtigsten enzymatischen, antioxidativ wirksamen Substanzen sind die oben
genannten Antioxidantien Superoxiddismutase, Katalase, Glutathion-Peroxidase und

Glutathion-Reduktase [42].

Beim Diabetes wurden Stérungen verschiedener antioxidativer Schutzmechanismen
wie z.B. des Glutathion-Redox-Systems und Vitamin C / Vitamin E-Zyklus festgestellt
[78]. Bei experimenteller diabetischer Polyneuropathie fand sich eine Abnahme der
antioxidativen Schutzsysteme [60]. So wurde eine verminderte Aktivitat der
Superoxiddismutase [60] und des korpereigenen Antioxidans Glutathion im

peripheren Nerven nachgewiesen [61, 62].

2.2.4.4 8. Stickstoffmonoxid

Oxidativer Stress kann zu NO-Mangel fuhren, welcher wiederum, zusatzlich zur
Verringerung des mikrovaskularen Flusses, die Expression von Adhasionsmolekuilen
beschleunigen, die Blut-Nerven-Schranke in ihrer Permeabilitat beeintrachtigen, die
Bildung von Superoxid-Radikalen begunstigen, die Adhasionsfahigkeit der
Gefallwand und die Hemmung des Wachstums der glatten Muskelzellen

beeintrachtigen sowie PKC und NF-kB aktivieren kann.

Der erhdohte Umsatz im Polyolstoffwechsel im Rahmen der chronischen
Hyperglykamie fuhrt ebenfalls zu einem NO-Mangel im Endothel des Nerven [121,
122]. Da NO die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und anderer Adhasionsmolekule

inhibiert [123], werden diese Molekule beim NO-Mangel hochreguliert.
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2.2.4.5. Marker flir oxidativen Stress im Plasma
2.2.4.5.1. Isoprostane

F.-Isoprostane (wie z.B. 8-epi-PGF2,) sind in den menschlichen Korperflissigkeiten
in nur geringer Konzentration enthalten. Sie sind Isomere von Prostaglandinen, die
infolge der (Per-)Oxidation von Arachidonsaure bzw. Arachidonsaure-haltigen
Phospholipiden durch freie Radikale in vivo entstehen und in Urin und peripherem
Blut von Mensch und Tier nachweisbar sind [124-131]. Die meisten Isoprostane
liegen nicht ungebunden im Plasma vor, sondern sind mit (Phospho-)Lipiden
verestert. Die Isoprostane entstehen als spezifische Produkte aus der Peroxidation
ungesattigter Fettsauren in Lipiden [127, 132-140], ihre Konzentration stellt somit ein

Malf fur den oxidativen Stress in vivo dar.

Erhohte Fo-Isoprostane bzw. erhohtes 8-epi-PGF2, fanden sich bei mehreren
Erkrankungen bzw. Toxinen, die mit erhdhter Schadigung durch oxidativen Stress
bzw. mit einer Pradisposition zur beschleunigten Entwicklung von kardiovaskularen
Erkrankungen einhergehen: z.B. Rauchen, Diabetes, Leberzirrhose, Alkoholabusus
[130, 132, 133, 138, 141-145]. Weiterhin findet sich eine Erhohung der Fo-

Isoprostane im fortgeschrittenen Alter [130] und bei Hypercholesterinamie [146].

Marker der Lipidperoxidation sind bei Diabetikern erhoht [147-151], wobei eine
Erhohung bereits bei Patienten ohne chronische Komplikationen zu finden ist [148-
150]. Verschiedene Autoren halten die Messung der endogenen Produktion von
Prostaglandinen (wie F»-Isoprostanen bzw. 8-epi-PGF2q) in Blut und Urin in vivo — als
Biomarker fur die Lipidperoxidation und damit fur erhdhten oxidativen Stress — fur

einen der aussagekraftigsten Parameter [127, 131, 152-154].

In vivo konnte ein Zusammenhang zwischen chronischer Hyperglykdmie und der

Konzentration von 8-epi-PGFy, im Urin hergestellt werden [138]. Dieser Befund
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stimmt Uberein mit den Ergebnissen von in vitro-Untersuchungen, die eine
gesteigerte Bildung und Freisetzung von 8-epi-PGFy, unter hyperglykdmischen
Bedingungen nachwiesen [155]. Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse von
Gopaul et al., die einen erhdohten Plasmagehalt an verestertem 8-epi-PGF2, bei Typ
2 Diabetikern fanden, der nicht mit Nuchternblutzucker oder HbA+; korrelierte [132].
Andere Studien zeigten erhdhte Werte fur 8-epi-PGFy, im Urin [156] bzw. eine

Abnahme der 8-epi-PGF,-Exkretion unter verbesserter Blutzuckereinstellung [138].

Gegenuber anderen Parametern haben die Fy-Isoprostane als Marker der
Lipidperoxidation in vivo gunstige Eigenschaften: 1.) es handelt sich um stabile,
spezifische Produkte der Lipidperoxidation; 2.) sie treten in gut nachweisbaren (wenn
auch geringen) Mengen in allen Geweben und Flussigkeiten auf; 3.) ihre
Konzentration ist abhangig von oxidativem und antioxidativem Status [157] und

unabhangig vom Gesamtfettgehalt der untersuchten Korperflussigkeit.

Die Messung der Isoprostane aus Plasmaproben wirft das mogliche Problem der
artifiziellen Bildung dieser Substanzen durch Autoxidation der im Plasma
vorkommenden Arachidonsaure auf, wenn die Probe nicht ordnungsgemaf gelagert
bzw. nicht rechtzeitig bearbeitet wird. So ist z.B. eine Lagerungstemperatur von
-70°C bis zu 6 Monaten als unbedenklich bezuglich des Auftretens nachtraglicher F»-
Isoprostan-Bildung durch Autoxidation anzusehen. Weil Urin kaum Lipide / Substrat

enthalt, ist Autoxidation hier kein relevantes Problem [124, 145].
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2.2.4.6. Marker fiir endotheliale Dysfunktion im Plasma
2.2.4.6.1. Halogenierte Oxidantien (hypochlorige S&ure, unterbromige Séure)

Die Reaktion des Zellenzyms Myeloperoxidase (in Neutrophilen und Monozyten) mit
Wasserstoffperoxid und Chlor fuhrt zur Entstehung von hypochloriger Saure (= HOCI
= unterchlorige Saure), wahrend die Peroxidase das eosinophile Wasserstoffperoxid
mit Brom zu hypobromiger Saure (= HOBr = unterbromige Saure) katalysiert. An
Entzindungsherden konnen sich Leukozyten anhaufen, wodurch die Freisetzung
dieser Zellenzyme eine schwere Schadigung verursachen kann.

Halogenierte Oxidantien besitzen die Fahigkeit, insbesondere Molekule, die ,-SH*-
Gruppen enthalten, zu oxidieren. HOCI spielt eine entscheidende Rolle bei
Gewebeschadigung unter inflammatorischen Bedingungen und kann endotheliale
Dysfunktion durch Modifikation von L-Arginin induzieren [158]. Es ist ein Marker fur
endotheliale Dysfunktion und wird als proinflammatorisches Oxidans bezeichnet.
HOCI inaktiviert rasch die ajs-Antiprotease. Dieses Enzym hindert proteolytische
Enzyme wie Elastase daran, Gewebe zu zerstoren.

HOCI kann Kollagenase, die naturliches / natives Kollagen abbaut, und Gelatinase,
die denaturiertes Kollagen angreift, aktivieren und somit auch Uber diesen

Mechanismus einen Zellschaden begunstigen.

2.2.4.6.2. Adhésionsmolekiile VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) und

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)

Die Adhasionsmolekiule VCAM-1 und ICAM-1 gehdren zu den wichtigsten
Adhasionsmolekulen im menschlichen Korper. Es existieren verschiedene Formen
dieser Adhasionsmolekule: einerseits die an der jeweiligen Zelloberflache (mem-

bran-)gebundene Form, andererseits die im Plasma I6sliche Form (= sICAM-1 bzw.
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sVCAM-1 = soluble ICAM-1 bzw. soluble VCAM-1). Die |6slichen Formen — sICAM-1

und sVCAM-1 — sind relativ leicht im Plasma nachzuweisen [159, 160].

Die Funktion dieser I6slichen Formen im menschlichen Korper ist noch nicht geklart,
aber ihre Konzentration im Plasma spiegelt die Expression dieser Molekule z.B. auf
Leukozyten und Endothelzellen, d.h. in ihrer membrangebundenen Form wider [159,

161, 162].

Die Adhasionsmolekile sind normalerweise in geringem Mal} auf verschiedenen
Zellarten exprimiert. So findet sich z.B. das membrangebundene VCAM-1
hauptsachlich auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Gewebsmakrophagen
[163]. Physiologischerweise sind die Aufgaben von VCAM-1 die Zusammenlagerung
der Monozyten und Lymphozyten sowie die Mitwirkung an der transendothelialen

Wanderung der Leukozyten [164-167].

Vor allem bei Entzindungsreizen, aber auch bei malignen Prozessen,
Nierenschaden oder  Autoimmunerkrankungen, wird ein  Anstieg der
Adhasionsmolekile beobachtet [159, 168-171]. Da Entzindungsvorgange mit
oxidativem Stress einhergehen [172], wie auch die diabetische Neuropathie, konnten
Adhasionsmolekile im Kontext der mikrovaskularen Theorie eine Rolle bei der

Entstehung der diabetischen Neuropathie spielen.

Die Bildung z.B. von VCAM-1 wird im menschlichen Korper durch AGEs stimuliert:
durch Bindung von AGEs an ihre endothelialen Rezeptoren (RAGE) wird die
Expression sowohl der Endothelzell-assoziierten als auch der |6slichen Form von
VCAM-1 unter anderem durch den entstehenden zellularen oxidativen Stress und die

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB induziert.

VCAM-1 und auch ICAM-1 steuern die Wechselwirkung zwischen Endothel und

Leukozyten und beeinflussen auf diesem Weg die Anlagerung an Endothelzellen und
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auch die Migration der Leukozyten durch die Endothelbarriere in den
Interzellularraum. Hierdurch induzieren die Adhasionsmolekule einen wichtigen
initialen Schritt in der Pathogenese arteriosklerotischer Gefalkschadigungen [173,
174]. Erhohte Werte fur Adhasionsmolekule gehen daher mit einem erhohten Risiko
fur die Entwicklung sowohl mikro- als auch makrovaskularer Schadigungen einher.
So konnte die Hoorn Study [175] belegen, dass ein erhdhter Plasmagehalt an
sVCAM-1 mit einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare Mortalitat bei Typ 2
Diabetikern einhergeht. Eine weitere Studie konnte eine signifikante Korrelation
zwischen erhohter Konzentration von sVCAM-1 und dem Ausmal’ der diabetischen

mikrovaskularen Komplikationen aufzeigen [176].

Typ 2 Diabetiker mit erhohten Adhasionsmolekulen im Plasma zeigten ein gehauftes
Vorkommen der diabetischen Nephropathie [176, 177] und Retinopathie [176, 178,
179]. In einer weiteren Studie konnten erhdhte Konzentrationen fur sSICAM-1 und fur
sVCAM-1 bei Typ 1 Diabetikern mit Mikroalbuminurie nachgewiesen werden [180].
Koga et al. [176] zeigten eine signifikante Erhdhung von sVCAM-1 bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 und peripherer Neuropathie gegenuber denen ohne
Neuropathie. Inwieweit Plasma-Adhasionsmoleklile einen pradiktiven Wert
hinsichtlich der Progression einer diabetischen Polyneuropathie darstellen konnten,
wurde in einer prospektiven Pilotstudie von Jude et al. [181] untersucht. ICAM-1,
jedoch nicht VCAM-1, war signifikant mit einer Verlangsamung der NLG Uber 5 Jahre

assoziiert.

In zahlreichen Studien konnte eine Erhohung der Adhasionsmolekile sowohl beim
Typ 1 als auch beim Typ 2 Diabetes festgestellt werden [182-184]. Bei Typ 2
Diabetikern zeigte sich meist eine Erhohung von sVCAM-1 [177, 183-186], wahrend

einige wenige andere Studien dies nicht bestatigen konnten [187, 188]. Eine weitere
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Studie zeigte bei Typ 2 Diabetikern, dass sICAM-1 bei den Patienten signifikant
hoher war als bei den Kontrollpersonen, wahrend sVCAM-1 bei Diabetikern mit
Makroangiopathie hoher als bei denen ohne diese Komplikation war [189]. Eine
weitere Untersuchung [184] konnte jedoch keine unterschiedlichen VCAM-1-Werte

zwischen Diabetikern mit und ohne Makroangiopathie nachweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Plasma-/Biomarker fur oxidativen Stress
untersucht: Plasma 8-epi-Prostaglandin Fz, (als Marker fur Lipidperoxidation),
Superoxid (O27)-Produktion, Peroxynitrit (ONOO") Lag time (Latenzzeit bis zur
Peroxidation) und HOCI-Produktion (als proinflammatorisches Oxidans und Marker
fur endotheliale Dysfunktion), sowie Vitamin E und Vitamin C (als Marker flr
antioxidative Schutzsysteme) und ICAM bzw. VCAM (als weitere Marker fur

endotheliale Dysfunktion).
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3. Fragestellung

Ziel dieser Querschnittstudie war es, festzustellen, inwieweit sich bei Diabetikern mit
verschiedenen Schweregraden der peripheren und / oder autonomen diabetischen
Neuropathie Hinweise fur erhdhte / herabgesetzte Konzentrationen verschiedener
Marker fur oxidativen Stress bzw. antioxidativen Schutz ergeben. Zu diesem Zweck
wurden eine detaillierte quantitative Charakterisierung und Staging der
Polyneuropathie und kardiovaskularen autonomen diabetischen Neuropathie
vorgenommen und ein breites Spektrum von Markern fur oxidativen Stress,

antioxidative Abwehr bzw. endotheliale Dysfunktion eingesetzt.
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4. Probanden

Patienten mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes wurden aus der klinischen Abteilung der

Deutschen Diabetes-Klinik am Deutschen Diabetes-Zentrum (DDZ), Dusseldorf,

rekrutiert. Insgesamt wurden 189 ambulante oder stationare Patienten in die Studie

aufgenommen. Weiterhin wurden 85 gesunde Kontrollpersonen fur die Studie

rekrutiert. Alle Studienteilnehmer erklarten ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der

Studie.

Einschluss- und Ausschlusskriterien

1.

Typ 1 oder Typ 2 Diabetes gemal Kriterien der World Health Organization
(WHO) / American Diabetes Association (ADA),

Alter = 18 Jahre,

Neuropathie nicht-diabetischer Genese (z.B. alkoholische oder uramische
Neuropathie, Vitamin B4>-Mangel, Hypothyreose),

Raucher oder ehemalige Raucher (Nikotinabusus maximal bis 1 Jahr vor
Studienteilnahme),

Einnahme von Antioxidantien (z.B. Vitamin C, Vitamin E, a-Liponsaure, [3-
Carotin, Probucol, Carvedilol) oder Prooxidantien (z.B. Eisenpraparate,
Primaquin) wahrend der letzten 3 Monate,

pAVK mit Claudicatio intermittens und / oder beidseits nicht-palpable
FulBpulse,

Koronare Herzkrankheit (KHK) mit / ohne Angina pectoris, Z.n. Myokard-
infarkt, Herzinsuffizienz (Grad nach New York Heart Association NYHA llI-
IV) oder Z.n. Herzschrittmacher-Implantation, Herzrhythmusstorungen,

Reizleitungsstorungen, Kardiomyopathien, Herzklappenfehler,
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8. Aktuelle Medikation, die die Funktion des peripheren und / oder autonomen
Nervensystems beeinflussen konnte (Betarezeptorenblocker, trizyklische
Antidepressiva, Antihypertensiva wie z.B. a-Blocker [z.B. Prazosin] oder
Imidazolinrezeptoragonisten [z.B. Clonidin], bestimmte Antiarrhythmika
[z.B. Diltiazem, Herzglykoside]),

9. Neurologische Erkrankungen (z.B. M. Parkinson, Multiple Sklerose),

10.  Blutzucker >400 mg/dl und / oder Ketonurie (ketotische / ketoazidotische

Stoffwechselentgleisungen unmittelbar vor Untersuchungsbeginn).

Gesunde Kontrollpersonen fanden sich unter den Mitarbeitern des Deutschen
Diabetes-Zentrums, Dusseldorf, sowie unter den Patienten einer augenarztlichen
Praxis in Langenfeld.
Diese Kontrollpersonen erfullten folgende Ausschlusskriterien:

a) Diabetes mellitus,

b) Raucher (Nikotinabusus maximal bis 1 Jahr vor Studienteilnahme),

c) Diat vor und wahrend der Untersuchungen,

d) Einnahme von Anti- oder Prooxidantien innerhalb der vorangegangenen 3

Monate,

e) Einnahme von Medikamenten zur Behandlung chronischer Erkrankungen.

Wurde eines der genannten Kriterien innerhalb der genannten Zeitrdume vor
Durchfuhrung der Untersuchungen nicht erfullt, fuhrte dies zum Ausschluss von der

Studienteilnahme.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Grundsatzen der Declaration of

Helsinki fur klinische Studien in ihrer Fassung aus dem Jahr 2000 durchgefuhrt.
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5. Material und Methoden

5.1. Erfassung der peripheren Nervenfunktion

5.1.1. Nervenleitgeschwindigkeit (NLG)

Die periphere Nervenfunktion wurde mittels Messungen der NLG, quantitativer
sensorischer Tests (Vibrationstest und Temperatursensitivitat) und klinischer
neurologischer Untersuchungen durch Erhebung des Neuropathy Symptom Score
(NSS) nach Young et al. [16, 190, 191], des Neuropathy Impairment Score fur die
unteren Extremitaten (NIS[LL]) nach Dyck et al. [192-194] und des Neuropathy
Disability Score (NDS) nach Young et al. [16, 190, 191] erfasst.
Elektrophysiologische Verfahren, wie die Bestimmung der motorischen und sensiblen
NLG zeichnen sich durch eine hohe Objektivitat, Sensitivitat, Spezifitat, Prazision und
weitgehende Standardisierung aus [195]. Kritisch zu bemerken ist jedoch, dass mit
Hilfe solcher Verfahren kein Aufschlul Uber neuropathische Symptome und Defizite
erlangt werden kann. Weiterhin erfassen sie die Funktion der grolkalibrigen
myelinisierten, schnell leitenden Nervenfaserpopulationen (Aa- und AB-Fasern; nur

ca. 20% der peripheren Nervenfasern) [4, 196].

Die motorische NLG wurde an N. medianus und N. peroneus, die sensible NLG an N.
medianus und N. suralis mit Hilfe von Oberflachenelektroden unter Verwendung
eines Sapphire Elektromyographen (Medelec, Woking, Surrey, England) bei einer

Hautoberflachentemperatur von 33-34°C gemessen [4].

5.1.2. Quantitative sensorische Tests
Sie ermdglichen die ,Bestimmung der absoluten sensorischen Schwelle, definiert als

die minimale Energie, die zuverlassig fur eine bestimmte Modalitat entdeckt wird®
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[197]. Die Vorteile dieser Tests bestehen in ihrer Einfachheit und Nichtinvasivitat bei
hoher Sensitivitat sowie genauer Kontrolle der Stimulusintensitdt und des

Testalgorithmus.

Als quantitative sensorische Messungen wurden durchgefuhrt:
1. Vibrationswahrnehmungsschwelle (VWS) am Os metacarpale des Digitus |l
rechts und am Malleolus medialis mit Hilfe der sogenannten method of limits
(= Eingrenzungsmethode) (Vibrameter, Somedic, Stockholm, Schweden). Es
wurde in 3 Durchgangen erfaldt, bei welcher Amplitude der Vibration ein
Anstieg der Vibration zuerst wahrgenommen wurde (sog. appearance
threshold) und in 3 weiteren Durchgangen, bei welcher Amplitude eine
Abnahme der Vibration nicht mehr wahrgenommen wurde (sog.
disappearance threshold). Die VWS in ym wurde definiert als der Mittelwert
dieser insgesamt 6 Bestimmungen. Die Untersuchung der Vibrations-
sensitivitat dient der Funktionsprufung der grof3kalibrigen Afferenzen nach

Stimulation der Mechanorezeptoren [4].

2. Temperaturwahrnehmungsschwelle (TWS) (Wahrnehmungsschwellen fur
Warm- und Kaltreize [jeweils n=7]). Die Patienten sollen die erste
Wahrnehmung einer Temperaturanderung durch einen Knopfdruck
signalisieren. Als Messorte wurden unter der Verwendung des PATH-Testers
200 ([PAin and THermal sensitivity tester], Tonnies, Deutschland)
Daumenballen (Thenar) und der Ful3ricken (laterales Dorsum pedis) mit Hilfe
der method of limits (= Eingrenzungsmethode) gewahlt. Die Messung der

TWS ermoglicht somit eine Aussage Uber den Zustand der kleinkalibrigen Ad-
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und C-Fasern zu treffen. Diese Fasertypen bilden den Grol3teil der peripheren

Nervenfasern (ca. 80%) [4].

In ihrer Eigenschaft als psychophysische Methoden sind die quantitativen
sensorischen Tests anfallig gegenuber Storfaktoren wie mangelnde Kooperations-
und Konzentrationsfahigkeit seitens des Probanden [4], ermdglichen jedoch in
Kombination mit der bereits erwahnten elektrophysiologischen Untersuchung (NLG)

eine exakte Quantifizierung der peripheren Nervendysfunktion.

Im Rahmen der klinisch neurologischen Untersuchung wurden typische Symptome
und Defizite der peripheren diabetischen Neuropathie durch Erhebung des
Neuropathy Impairment Scores of the Lower Limbs (NIS[LL]) [192-194], des
Neuropathy Symptom Scores (NSS) [16, 190, 191] und des Neuropathy Disability
Scores (NDS) [16, 190, 191] erfaft.

Diese Scores sind in den Abbildungen 1-3 dargestellt.



Abbildung 1:

NIS (LL)

Muskelschwache

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 = 0
25 % schwach = 1
50 % schwach = 2
75 % schwach = 3
Bewegung gegen Schwerkraft = 3,25
Bewegung bei aufgehobener Schwerkraft = 3,5
Muskelzucken; keine Bewegung = 3,75
Lahmung = 4
Reflexe | rechts | links
PSR
ASR
Graduierung:
normal = 0
abgeschwacht = 1
nicht vorhanden = 2
Pat. 50 - 69 J. — ASR abgeschwacht 0

ASR fehlt
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Sensibilitat rechts links
Beruhrungsdruck
Nadelstich
Vibration
Gelenkposition
Graduierung:
normal = 0
abgeschwacht = 1

nicht vorhanden

BerUhrungsdruck, Nadelstich und Vibrationswahrnehmung wurden an der terminalen
Phalanx der Grofizehe getestet:

- Bertihrungsdruck: beurteilt mit langfaseriger Baumwolle

- Nadelstich: beurteilt mit geraden Nadeln

- Vibrationswahrnehmung: gemessen mit 128 Hz Stimmgabel (nach Rydel-Seiffer)

Die Wahrnehmung der Gelenkbewegung wurde durch Bewegung der terminalen
Phalanx getestet.

Der NIS[LL] ist die Summe aus den o.g. Punktwerten, die fur die rechte und die linke

Korperhalfte zu einem Gesamtwert addiert wurden.
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Abbildung 2:

NSS

Punkte

Symptomatik Fuld / Unterschenkel

- Brennen, Taubheitsgefiihl, Parasthesien (=2)

- Schwachegeflhl (Erschépfung / Ermidung), Krampfe,
Schmerzen (=1)

Lokalisation

- Fike oder (=
- Unterschenkel oder (=
- andere Lokalisation (=

Exazerbation

- nachts vorhanden oder (
- tagsuber und nachts vorhanden (
- oder nur tagsuber vorhanden (

- Patient wird durch Symptome aus
dem Schlaf geweckt =1

Besserung der Symptome beim
- Gehen oder

- Stehen oder

- Sitzen bzw. Hinlegen

O =N

—~—~—
Inmn
=

Der NSS ist die Summe aus den Punkten, die den jeweils vorliegenden Be-

schwerden zugeordnet sind. Der NSS-Punktwert wurde einem Scoring unterzogen:

3-4 = leichte Symptome,
56 = mafige Symptome,
7-10 = schwere neuropathische Symptome.



Abbildung 3:

NDS

rechts links
Achillessehnenreflex (ASR)
- normal
- abgeschwacht 1 1
- fehlend
Vibrationsempfindung

Messung am FuBriicken (1. Metatarsale distal mit semiquantitativer
128 Hz Stimmgabel nach Rydel-Seiffer am Fulriicken)

1. Metatarsale distal (untere Normwerte bis 30 Jahre 6/8, Gber 30
Jahre 5/8), falls kein Empfinden besteht Messung am Malleolus
medialis (untere Normgrenze bis 40 Jahre 6/8, Gber 40 Jahre 5/8)

- normal 0 0

- abgeschwacht / fehlend 1 1
Schmerzempfindung

Messung am Fufriicken

- normal 0 0
- abgeschwacht / fehlend 1 1
Temperaturempfindung

Messung am Fuf3riicken (mit kalter Stimmgabel)

- normal 0 0
- abgeschwacht / fehlend 1 1

Der NDS-Punktwert wurde ebenfalls einem Scoring unterzogen:

35 = leichte neuropathische Defizite,
6-8 = mafige neuropathische Defizite,
9-10 = schwere neuropathische Defizite.
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Kriterien fur das Vorliegen einer peripheren diabetischen distalen symmetrischen

Polyneuropathie der unteren Extremitaten waren nach Dyck et al. [193]:

1.

Reduktion der motorischen NLG des N. peroneus und / oder der sensiblen

NLG des N. suralis,

. erhohte malleolare VWS,

erhohte TWS fur Kalte und / oder Warme auf dem Fuf3riicken,

. NIS[LL] =2,

NSS 2 3.

Der Schweregrad der diabetischen Neuropathie wurde nach Dyck et al. [191] (bzw.

Ziegler et al. [198]) in folgender Weise eingeteilt (Staging):

Stadium 0 =

Stadium 1

Stadium 2

< 2 der Kriterien 1-4 treffen zu, NSS < 3
keine periphere Neuropathie

2 2 der Kriterien 1-4 treffen zu und NSS < 3
asymptomatische Neuropathie

2 2 der Kriterien 1-4 treffen zu und NSS = 3

symptomatische Neuropathie

5.2. Kardiovaskuldre autonome Funktionstests

Zur Diagnostik der KADN wurde das Computersystem NeuroDiag Il (Dr. Vetter

GmbH, Baden-Baden, Deutschland) verwendet [199]. Das System ermittelt die

Zeitabstande zwischen aufeinanderfolgenden R-Zacken in einer EKG-Ableitung

(R-R-Intervalle).
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Es wurden nach Ziegler [4] die folgenden Tests durchgefuhrt:
1. Variabilitat der Herzfrequenz (heart rate variability = HRV) in Ruhe (5
Minuten)

Nach einer Ruheperiode von 5 Minuten wurde die HRV im Liegen und
im Stehen unter normaler Atmung Uber jeweils 5 Minuten gemessen.
Aus 150 artefaktfreien R-R-Intervallen wurden Herzfrequenz,
Variationskoeffizient der R-R-Intervalle und die Wurzel der mittleren
quadrierten aufeinanderfolgenden Differenzen (RMSSD = root mean
squared successive difference) zwischen benachbarten R-R-
Intervallen errechnet und eine Spektralanalyse durchgefihrt. Diese
Spektralanalyse erlaubt dabei die Auftrennung der HRV in ihre
verschiedenen Komponenten; sympathischer und parasympathischer
Einfluss auf das Herz werden so weitgehend getrennt quantifiziert
(siehe VLF- und LF-Band).

2. VLF Band Energiespektrum (0,003-0,04 Hz) in Ruhe (5 Minuten)
Das Leistungsspektrum im Niederfrequenzband steht in Beziehung zu
Fluktuationen des mit Thermoregulation assoziierten Vasomotoren-
tonus und wird hauptsachlich durch das sympathische Nervensystem
beeinflusst.

3. LF Band Energiespektrum (0,04-0,15 Hz) in Ruhe (5 Minuten)
Die mittelfrequente HRV steht in Beziehung zum sog. 10-Sekunden-
Rhythmus (Mayer-Wellen), der durch die Barorezeptoren moduliert
wird. Sie steht unter dem Einfluss von Sympathikus und

Parasympathikus.
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Die hochfrequente HRV, die vom Parasympathikus (N. vagus; der
respiratorischen Aktivitat zuzuordnen) beeinflusst wird, wurde in dieser
Studie nicht zur weiteren Diagnostik herangezogen, da ihre Aussagekraft
fur die Beurteilung einer KADN eingeschrankt ist.

4. HRV unter tiefer Respiration (tiefe In- und Exspiration) mit Berechnung der
Mean circular resultant (MCR) (mittels Vektoranalyse nach Weinberg und
Pfeifer [200])

Wahrend dieses Untersuchungsabschnittes musste der liegende
Proband eine Atemfrequenz von 6 Atemzugen pro Minute einhalten
(Inspirationszeit 6 Sekunden, Exspirationszeit 4 Sekunden). Unter
dieser Frequenz wurde bei gesunden Personen die maximale HRV
beobachtet. Aus 100 artefaktfreien R-R-Intervallen wurden Herzfre-
quenz, Variationskoeffizient der R-R-Intervalle und root mean squared
successive difference (RMSSD) berechnet.

In dem Atemzyklus mit der maximalen HRV wurden das langste R-R-
Intervall wahrend der Exspiration (R-Rnax) und das kirzeste R-R-
Intervall wahrend der Inspiration (R-Rnin) ermittelt, daraufhin die
Differenz R-Rmax — R-Rmin (E-I-Differenz) und der Quotient R-Rmax / R-
Rmin (E/I-Quotient) berechnet. Mittels Vektoranalyse wurde der mean
circular resultant (MCR) festgestellt.

5. Maximum / Minimum 30:15-Quotient nach dem Aufstehen

Wahrend der EKG-Aufzeichnung wurde die ruhig liegende Testperson
aufgefordert, sich zu erheben und sich neben die Untersuchungsliege
zu stellen. Im Augenblick des aktiven Aufstehens wurde der Test

gestartet.
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Die Hemmung des Parasympathikus fuhrt zu einem Frequenzanstieg,
dessen Maximum um den 15. Schlag liegt, gefolgt von einem
Frequenzabfall mit einem Minimum um den 30. Schlag. Bei Vorliegen
einer parasympathischen Innervationsstorung ist diese Sofortreaktion
der Herzfrequenz geringer ausgepragt oder ganzlich aufgehoben.
Beim Ewing-Test in seiner urspringlichen Definition durch D.J.Ewing
und B.F.Clarke sind fur die Untersuchung das kurzeste R-R-Intervall
um den 15. Herzschlag (Bereich 5.-25. Herzschlag) und das langste
R-R-Intervall um den 30. Herzschlag (Bereich 20.-40. Herzschlag)
nach dem Aufstehen von Bedeutung und werden somit zur
Berechnung des Quotienten herangezogen. Der Zeitpunkt des
Auftretens dieser klrzesten / langsten Intervalle ist interindividuell
unterschiedlich. Aus diesen beiden Intervallen errechnet sich der
Max/Min 30:15-Quotient:
Max/Min 30:15-Quotient = RRmax 20-40 / RRmin 5-25

6. Valsalva-Quotient
Der Untersuchte wurde aufgefordert, im Sitzen in ein Mundstuck zu
blasen, das mit einem modifizierten Manometer verbunden war.
Hierbei wurde ein konstanter Druck von 40 mmHg uber 15 Sekunden
lang aufrechterhalten. Die intrathorakale Drucksteigerung bewirkt
reaktiv Uber den Barorezeptorreflex eine Tachykardie und
Vasokonstriktion, wodurch der initiale Blutdruckabfall ausgeglichen
wird. Nach Druckentlastung kommt es vorubergehend zu einem
Blutdruckanstieg, der Uber eine Aktivierung des Parasympathikus
reflektorisch zum Frequenzabfall fuhrt. Dieser Test dient der

allgemeinen Beurteilung des kardiovaskularen Systems, da ein
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erniedrigter Valsalva-Quotient Ausdruck einer herabgesetzten
Funktion des Parasympathikus, des Sympathikus oder der
Barorezeptoren sein kann.
Die Aufzeichnung der R-R-Intervalle erfolgte wahrend des Mandvers
und anschlielfend uber 15 Sekunden. Der Valsalva-Quotient wurde
aus dem langsten R-R-Intervall wahrend der dem Pressversuch
folgenden 15 Sekunden, geteilt durch das kurzeste R-R-Intervall
wahrend des Manovers, berechnet.
Wegen der Gefahr der Auslosung von Fundus- oder
Glaskorperblutungen wurde bei Patienten mit proliferativer
Retinopathie auf die Durchfuhrung des Valsalva-Manovers verzichtet.
7. Anderung des systolischen Blutdrucks beim Aufstehen aus vorher
liegender Position (Orthostase-Test)
Nach einer Ruhephase von 5 Minuten Dauer, in der minutlich der
Blutdruck mit einem automatischen Blutdruckmessgerat nach Riva
Rocci erfasst wurde (Dynamap 1846 SX von Critikon, Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland; Messbereiche systolisch 30-245
mmHg, diastolisch 10-210 mmHg), wurde nach aktivem Aufstehen in
den folgenden 5 Minuten erneut der Blutdruck minutlich gemessen.
Aus den so gewonnenen jeweils 5 Messungen des systolischen und
des diastolischen Blutdrucks jeweils in der Ruhephase im Liegen und
in der darauffolgenden Phase des Stehens und somit isometrischer
Muskelkontraktion wurden einzelne Werte ausgewahlt und ein Delta-
RR berechnet: Die systolische Blutdruckdanderung wird als die
Differenz zwischen dem niedrigsten Wert vor dem Aufstehen und dem

ersten Wert nach dem Aufstehen definiert. Der diastolische
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Differenzwert wurde zwischen dem letzten gemessenen diastolischen
Wert im Liegen und dem ersten gemessenen diastolischen Wert im
Stehen ermittelt. Der Orthostasetest wurde als positiv bewertet (d.h.
im Sinne einer hypotonen Orthostasereaktion), wenn der systolische
Blutdruckabfall 2 28 mmHg betrug. Bei Patienten mit KADN kommt es
typischerweise zu einem Abfall insbesondere des systolischen aber
auch des diastolischen Blutdrucks ohne adaquaten Frequenzanstieg

im Sinne einer asympathikotonen orthostatischen Hypotonie.

Die Testparameter 2 und 7 sind Uberwiegend sympathisch moduliert, die der Tests 1

und 3-6 werden Uberwiegend vagal beeinflusst.

Anhand der obigen 7 Tests wurde festgelegt:

Eine KADN wurde ausgeschlossen, wenn weniger als zwei von 5-7 verwertbaren
oder keiner von 4 verwertbaren Tests pathologisch ausfiel (= Stadium 0).

Dagegen lag eine grenzwertige KADN vor, wenn 2 von 5-7 verwertbaren oder 1 von
4 verwertbaren Tests positiv war.

Eine gesicherte KADN wurde definiert als =2 3 von 5-7 verwertbaren Tests patho-
logisch bzw. = 2 von 4 verwertbaren Tests pathologisch [198].

Als KADN-Score wurde die Anzahl der pathologischen Parameter unter den 7

relevanten Tests definiert (Range: 0-7).

5.3. Augenfundus
Die Untersuchungen des Augenhintergrundes wurden mittels Fundoskopie und
Fundusfoto nach Pupillenerweiterung mittels der Kamera CR3-45NN (Canon, Tokyo,

Japan) im DDZ durchgefuhrt und von einem erfahrenen Arzt beurteilt.
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5.4. Probensammlung und Plasmaaufbereitung

Blut wurde nach einer 10-14stindigen Nahrungskarenz durch eine periphervendse
Blutentnahme in Probenréhrchen (10 ml) mit NHs und 2,7 ml fassenden
Probenrohrchen mit EDTA (in einer Konzentration von 0,1%) gesammelt. Plasma
wurde durch zehnminutige Zentrifugation bei 1500xg unter Raumtemperatur erhalten.
Plasma aus den EDTA-Probenréhrchen wurde fur die spatere Analyse auf Vitamine
und antioxidative Kapazitat bei einer Temperatur von minus 85°C gelagert. Fur die
F.-Isoprostan-Analyse wurde jeweils 1ml Plasma aus den NH4-Probenréhrchen mit
jeweils 10l des ketten- / bindungsbrechenden Antioxidans BHT (butyliertes
Hydroxytoluol) versetzt (in einer Endkonzentration von 25 pmol/l) und bis zur

spateren Analyse bei minus 85°C gelagert.

5.5. Laboruntersuchungen

Glykosyliertes Hamoglobin (HbA1;) wurde durch lonenaustauscherchromatographie
isoliert und im vollautomatischen Analysensystem Diamat (Biorad, Munchen,
Deutschland) analysiert. Der Normbereich lag bei 4,2-6,2%.

Die Blutglukose wurde mit Hilfe eines enzymatischen Testverfahrens quantitativ
bestimmt (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals, Mannheim,
Deutschland). Anhand des Blutzuckertagesprofils wurde die mittlere Blutglukose
errechnet (nuchtern, postprandial, praprandial vor dem Mittagessen und Abendessen
sowie vor dem Schlafengehen).

Ein Urikase-basiertes Nachweisverfahren wurde zur Bestimmung der Harnsaure im
Serum verwendet (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals,

Mannheim, Deutschland).
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Zur Messung des Gesamtcholesterins im Serum kam die Cholesterol-C high
performance CHOD-PAP Methode (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica &
Biochemicals, Mannheim, Deutschland) zur Anwendung.

Der HDL-Anteil der Blutfette wurde ebenfalls enzymatisch nach der CHOD-PAP
Methode gemessen (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals,
Mannheim, Deutschland).

Anhand der gemessenen Werte fur Gesamtcholesterin, Triglyzeride und HDL wurde
mit Hilfe der Friedewald-Formel der LDL-Anteil an den Blutfetten errechnet.

Die Analyse der Gesamt-Triglyceride erfolgte mit einem GPO-PAP high-performance,
enzymatischen und kolorimetrischen / photometrischen Test (Boehringer Mannheim
GmbH, Diagnostica & Biochemicals, Mannheim, Deutschland).

Mit einem auf Kreatininase basierenden Test wurde der Kreatiningehalt in Urin und
Serum gemessen (Boehringer Mannheim GmbH, Diagnostica & Biochemicals,
Mannheim, Deutschland). Fibrinogen wurde durch ein Analyseverfahren unter der
Verwendung von Natriumcitrat bestimmt (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg,
Deutschland).

Die Albuminausscheidungsrate im 12h-Urin wurde mittels kinetischer Nephelometrie
[201] (Array Protein System, Beckman, Fullerton, CA, USA) und als Median aus 3
aufeinanderfolgenden Sammelperioden (3 aufeinander folgende Nachte) bestimmt.
Das Bestehen einer diabetischen Nephropathie wurde definiert als mediane Urin-
Albumin-Ausscheidungsrate von = 20 pg/min.

Ein vollautomatisiertes Hamatologie-Analysegerat Sysmex KX-21 (Sysmex Europe
GmbH, Norderstedt, Deutschland; basierend auf der Resistenz-Melimethode in
Kombination mit einem Stromatolyser-WH [Sysmex Europe GmbH, Norderstedt,

Deutschland]) wurde zur Messung der Leukozyten verwendet.
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5.5.1. Marker fur oxidativen Stress

5.5.1.1. 8-epi-Prostaglandin F,

8-epi-PGF,, wurde wie bereits zuvor beschrieben [129, 202, 203] in folgenden
Arbeitsschritten analysiert: alkalische / basische Hydrolyse, Extraktion der Gesamt-
lipide, NH2-Chromatographie, Pentafluorobenzyl (PFB)-Derivatisierung, Trimethylsilyl
(TMS)-Ather-Derivatisierung und  Gaschromatographie-Massenspektrometrie  /

Negative lon chemische lonisierung (GC-MS/NICI).

5.5.1.2. Vitamin E

a-Tocopherol wurde durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) gemaf
bereits im Vorfeld veroffentlichtem Prozedere gemessen [203, 204].

Der Quotient aus Vitamin E und Lipiden wurde definiert als Konzentration von
Vitamin E dividiert durch die Summe der Konzentrationen von Cholesterin und

Triglyzeriden.

5.5.1.3. Vitamin C
Ascorbinsaure wurde auf zuvor etablierte Weise analysiert, das Vorgehen bei der

Analyse bereits publiziert [203, 205].

5.5.1.4. Reaktive Sauerstoffverbindungen

In biologischen Systemen konzentriert sich die Aufmerksamkeit auf zwei freie
Radikale, Superoxidanion (O2") und Hydroxyl-Radikal (OH"), die u.a. gebildet werden
durch die Reduktion von Sauerstoff bzw. von Wasserstoffperoxid, Hydroxyl-Radikale

konnen weiterhin aus Superoxidanionen gebildet werden.
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Als antioxidative Kapazitat bezeichnet man die Fahigkeit freie Radikale und
Oxidantien abzufangen. Die sogenannte Total Antioxidant Capacity (TAC) wurde
analysiert durch Chemilumineszenz unter Verwendung des Superoxidanions (O;"),
des Peroxynitrits (ONOO’) und der hypochlorigen Saure (HOCI) als prooxidativ
wirksame Substanzen. Mit Hilfe der TAC werden sowohl alle bekannten und
unbekannten antioxidativen Aktivitaten, die in einer Probe existieren, als auch ihre
Interaktionen erfasst.

Die in dieser Studie zur Messung der antioxidativen Kapazitat des Plasmas
genutzten ABEL® (= Analysis By Emitted Light) antioxidant test kits (Knight Scientific
Limited, UK) basieren auf dem lichtemittierenden Protein Pholasin®.

Die Testkits messen die Fahigkeit einer Probe, freie Radikale und andere Oxidantien
in Gegenwart des Photoproteins Pholasin® abzufangen. Dabei emittiert Pholasin®
Licht in Gegenwart verschiedener Systeme, die freie Radikale und bestimmte
Oxidantien generieren konnen wie es in den verschiedenen, fur die einzelnen
Substanzen bzw. Gruppen von Oxidantien spezifischen, ABEL® Test-Kits das
Superoxidanion, Peroxynitrit bzw. hypochlorige Saure tun [206].

Wurde die Probe bereits freien Radikalen und / oder Oxidantien ausgesetzt, wird ihr
Gehalt an Antioxidantien sehr stark vermindert sein. Dadurch wird die Fahigkeit der
Probe mit freien Radikalen und Oxidantien, die im Assay generiert werden, zu
reagieren, herabgesetzt.

Die antioxidative Kapazitat der Probe im Test wird ausgedruckt als prozentuale
Abnahme der Peak Lumineszenz (des Maximums der Lichtemission) von Pholasin®
und / oder der zeitlichen Verzogerung (,Lag time®) in der die Peak Lumineszenz
auftritt. Das Ergebnis ist die Lichtemission der Probe in Prozent der Lichtemission

einer Kontrolllésung.
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5.5.1.4.1. Superoxidanion und Peroxynitrit
Die Erhebung von TAC-O," und TAC-ONOO" wurde bereits in Verdffentlichungen der

vorliegenden Arbeit beschrieben [203, 207].

5.5.2. Marker fur Inflammation und endotheliale Dysfunktion

5.5.2.1. Halogenierte Oxidantien (hypochlorige Sé&ure)

Analog zu den Messungen von TAC-O," und TAC-ONOO™ wurden die Messungen
von HOCI durchgefuhrt. Als spezifisches Reagens fungierte hier Chloramin T [208].
HOCI wird von Chloramin T gebildet, das Chloramin T zerfallt spontan unter Bildung
von Chloridionen. Diese wiederum reagieren mit Wasserstoffperoxid, das in der
Umwandlung des Superoxidanions oder durch andere Mechanismen zur HOCI-
Bildung entsteht. Wird Chloramin T zu Pholasin® gegeben, emittiert dieses Licht. Das
durch die Reaktion entstehende Lichtsignal wurde aufgezeichnet und die
antioxidative Kapazitat bei maximaler Lichtemission bestimmt (Messung in counts

per minute [cpm]).

5.5.2.2. Zelluldre Adhésionsmolekiile

Als Biomarker fur Inflammation und endotheliale Dysfunktion wurden Intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1) und Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) im
Serum (sICAM-1 und sVCAM-1) durch quantitative Sandwich Enzym Immunoassays
bestimmt. Diese Immunoassays basieren auf mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern gegen sICAM-1 und sVCAM-1 vorbeschichteten Mikro-Platten (R&D,
Wiesbaden, Deutschland). sSICAM-1 und sVCAM-1 in den jeweiligen Proben wurden
durch den immobilisierten Antikorper an die Mikro-Platten gebunden und durch die
Enzym-verbundenen, fur die untersuchten Adhasionsmolekile spezifischen,

monoklonalen Antikorper markiert (Sandwich-Methode). Nach dem Auswaschen
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wurde die Substrat-Losung zugegeben. Nach 30 Minuten wurde die Farbentwicklung
gestoppt und die Farbintensitat durch einen ELISA-Leser bei 620 nm gemessen. Die
Standardkurven waren in einem Bereich von 0,5 bis 50 ng/ml fur sICAM und 5 bis 80
ng/ml fur sVCAM von der Konzentration linear abhangig.
Intra-assay Variation: sICAM-1:  4,5%

sVCAM-1:  5,4%
Inter-assay Variation: sICAM-1: 8,2%

sVCAM-1: 9,3%

5.6. Reagentien

Butyliertes Hydroxytoluol (BHT), a-Tocopherol, y-Tocopherol, Ascorbinsaure (Vitamin
C), Ascorbinoxidase, o-Phenylendiamin, Natriumacetat, N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoro-
Azetamid, Pentafluorobenzyl-Bromid und Diisopropylethylamin wurden bei der Sigma
Chemical Company (Poole, Dorset, Grol3britannien) erworben. Die
Standardmessung von Prostaglandin F» (9,11,15S-trinydroxy-prosta-13E-en-1 Saure)
schlossen  90,110-PGF,,  90,11B-PGF,,  9B,110-PGF,,  90,110-8-epi  PGF,,
90,110-15R-8-epi PGF,, 3,3'4,4'-tetradeuteriertes 90,110-PGF, (PGF2-ds4) und
3,3',4,4'-tetradeuteriertes 90,110-15S-8-iso PGF; (8-epi-PGF2-d4) ein und wurden von
SPI Bio (Massy, Cedex, Frankreich), Aminopropyl (NHz) Cartridges von der Waters
Corporation (Milford, MA, USA) bezogen. Pholasin®, Adjuvans K und 3-Morpholino-
Sydnonimin Hydrochlorid (SIN-1) wurden freundlicherweise von Dr. Jan Knight
(Knight Scientific, Plymouth, GroRbritannien) zur Verfugung gestellt. Weitere Mehr-
zweckchemikalien und organische Losungsmittel, die zur Durchfuhrung der Analysen
bendtigt wurden, wurden bezogen von BDH beziehungsweise Sigma (jeweils Poole,

GroRbritannien).
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5.7. Statistische Analysen

Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwert und Standardschatzfehler (SEM)
angegeben. Das Signifikanzniveau wurde bei a=0,05 definiert. Kontinuierliche
Variablen wurden abhangig von ihrer Verteilung mittels parametrischer und nicht-
parametrischer Tests verglichen, wobei fur normalverteilte Daten der t-Test fur
unabhangige Gruppen und fur nicht-normalverteilte der Mann-Whitney U-Test zur
Anwendung kamen. Qualitative Daten wurden mittels Fisher’'s exact test analysiert,
wahrend Assoziationen zwischen Variablen mit linearer Regressionsanalyse
untersucht wurden.

Um herauszufinden, ob oxidativer Stress eine unabhangige Determinante des
Schweregrades der Polyneuropathie darstellt, wurde eine multiple logistische
Regressionsanalyse mit NIS[LL] als abhangiger Variable durchgefuhrt. Funf Marker
fir oxidativen Stress (8-epi-PGF2,, TAC-O,", TAC-ONOO", VE/Lipid-Quotient und
VC) wurden in 5 getrennten Modellen jeweils dem Originalmodell zugefugt.
Unabhangige Variablen in diesem Modell waren Alter, Geschlecht, BMI, Diabetestyp
und —dauer, KorpergroRe, HbA,, Albuminurie, Triglyzeride*, HDL* LDL¥,
Retinopathie und arterielle Hypertonie (*Variablen im Modell mit VE/Lipid-Quotient

ausgeschlossen).
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und

biochemischen
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der drei

Diabetikergruppen und gesunden Kontrollpersonen sind in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Demografische und biochemische Daten der Kontrollpersonen und der 3

Diabetikergruppen
Kontrollen Diabetes Diabetes Diabetes
PNP- PNP+ PNP+
KADN- KADN- KADN+
N 85 62 105 22
Alter (Jahre) 47,5+1,9 43,0 £2,0 579+12"@ | 544+29®
BMI (kg/m?) 251404 27,7+06" 28,2+05" 26,7+1,0
Geschlecht (m/w) 42/58 36/64 57/43 ¥ 54/46
HbA. (%) 5,7+0,1 9,1+0,2" 9,6+0,2" 9,8+0,3"
mlgiﬁif Blutglukose - 182+ 6,5 192 + 4,9 199 + 11,1
Harnsaure (mg/dl) -- 49+0,2 53+£0,2 54+0,3
Typ 1/Typ 2 Diabetes (%) - 50/50 24/76 ¥ 36/64
Insulin-Therapie (%) -- 74 73 91
Diabetesdauer (Jahre) - 7,5+0,9 122+1,0% | 18,5+2,0%%
Cholesterin (mg/dl) 224 +54 204+6,07 223+4,19 213+8,3
HDL (mg/dl) 62,2+ 1,8 51,6+1,8" 489+1,8" 498+4,4 "
LDL (mg/dI) 143 £ 4,7 123+51 " 139+3,79 125 + 10,0
Triglyzeride (mg/dl) 112+7,7 164 +27,9 " 174+9,3 " 198 +27,1 "
Kreatinin (mg/dI) 0,78+0,0 0,74+0,0 0,81+0,09 0,85+ 0,1
Fibrinogen (mg/dl) - 283+ 10,0 308 + 12,0 329 +20,3
Leukozyten (Anzahl/pl) - 5811+ 185,8 | 6448 +171,7 % | 6027 +347,7
Nephropathie (%) - 18 35® 55
Retinopathie (%) - 19 34 62 “)
Hypertonus (%) - 27 59 © 55 ¥

arithmetischer Mittelwert + SEM
™M p<0,05 vs Kontrolle; ® p<0,05 vs PNP-/KADN-; ) p<0,05 vs PNP+/KADN-

Entsprechend der Definitionen im Methodenteil (siehe Seite 41 bzw. 46) wiesen 62
der Diabetiker keine Polyneuropathie (PNP) oder kardiovaskulare autonome
diabetische Neuropathie (KADN) auf (PNP-/KADN-; n = 62). Bei weiteren 105
Diabetikern wurde eine PNP jedoch keine KADN (PNP+/KADN-; n = 105)
nachgewiesen, wahrend bei 22 Patienten sowohl eine PNP als auch KADN

diagnostiziert wurde (PNP+/KADN+; n = 22) (Tabelle 1).
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Die Diabetiker der Gruppe PNP-/KADN- waren signifikant junger als die Diabetiker
der anderen Gruppen, weiterhin waren die Kontrollpersonen junger als die Patienten
der Gruppe PNP+/KADN- (p<0,05). Der BMI war bei den Patienten PNP-/KADN- und
PNP+/KADN- der Kontrollgruppe gegenuber signifikant erhdoht (p<0,05). Die Gruppe
PNP+/KADN- wies einen hoheren Prozentsatz von Mannern im Vergleich mit der
Gruppe PNP-/KADN- auf (p<0,05). Der Anteil von Typ 1 Diabetikern war in der
Gruppe PNP+/KADN- geringer als in der Gruppe PNP-/KADN- (p<0,05). Die
Diabetesdauer war kurzer in der Gruppe PNP-/KADN- als in den anderen
Diabetikergruppen, die langste Dauer fand sich in der Gruppe PNP+/KADN+
(p<0,05). Cholesterin, LDL, Kreatinin und die Anzahl der Leukozyten sowie die
Anteile von Nephropathie und arterieller Hypertonie waren in der Gruppe
PNP+/KADN- hoher als bei PNP-/KADN- (p<0,05). Nephropathie, Retinopathie und
arterielle Hypertonie waren haufiger bei PNP+/KADN+ als bei PNP-/KADN- (p<0,05),
wahrend die Retinopathie bei PNP+/KADN+ haufiger war als bei PNP+/KADN-
(p<0,05). HbA:,, mittlere Blutglukose, Harnsaure, Anteile der Insulin-therapierten
Diabetiker, HDL, Triglyzeride und Fibrinogengehalt waren in den drei untersuchten

Gruppen mit Diabetikern vergleichbar (Tabelle 1).

6.1. Biomarker fiir oxidativen Stress

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe waren jeweils funf, vier bzw. vier Marker fur
oxidativen Stress signifikant verandert in den Gruppen PNP+/KADN-, PNP-/KADN-
bzw. PNP+/KADN+ (p<0,05) (Tabelle 2). So waren im Vergleich der Kontrollgruppe
mit der Gruppe PNP+/KADN- verandert (p<0,05): Plasma 8-epi-PGFy,, 0,7, ONOO",
VE/L und Vitamin C. Vergleicht man die Kontrollen mit der Gruppe PNP-/KADN-, so

fallen hier signifikante Veranderungen fiir Plasma 8-epi-PGF,,, O2”, ONOO™ und
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VE/L auf (p<0,05). Im Vergleich der Kontroligruppe mit der Gruppe PNP+/KADN+
fielen veranderte Werte fiir O,”, ONOO", VE/L und HOCI auf (p<0,05).

Die detaillierte graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 2 findet sich in
den Abbildungen 1-6. Abbildung 1 zeigt, dass der Durchschnittsgehalt an Plasma 8-
epi-PGF2, in den Gruppen PNP-/KADN- und PNP+/KADN- signifikant hoher war als

bei den Kontrollpersonen (p<0,05). Es fand sich jedoch kein Unterschied im Gehalt

an 8-epi-PGF,4 zwischen den Diabetikerkollektiven.

Tabelle 2: Ergebnisse oxidativer Stress

Kontrollen Diabetes Diabetes Diabetes
PNP- PNP+ PNP+
KADN- KADN- KADN+
n=85 n =62 n=105 n=22

Plasma 8-epi-
PGF,, (nmolll) 0,76 + 0,09 @ 1,20 £ 0,19 ¥ 1,17 + 0,11 1,15+ 0,36
O;" (mV;
Superoxid- 2,56 + 0,22 @ 3,31+0,34 W% 4,20 +0,30 5,17 + 0,66 ©
quenching)
ONOO’ (min;
Peroxynitrit- @ @) )
quenching lag 49,5 + 1,4 44,0 £1,3 42,3+1,1 40,5+ 2,6
time)
VE/L [(umol/l) / @) @) (1) )
(mmol/l)] 4,42 +0,15 3,96 + 0,20 3,16 £ 0,11 3,52+ 0,33
Vitamin C
(umolll) 38,3+1,7% 40,7 £1,9 336+1,6" 34,5+3,6
HOCI (cpm;
HOCI- 3,58 + 0,29 3,68 + 0,48 3,70 £ 0,25 4,31+0,27®
quenching)

arithmetischer Mittelwert + SEM; cpm = counts per minute

) p<0,05 PNP+KADN- VSs. PNP-/KADN-

@ p < 0,05 Kontrollen VS. PNP+/KADN-
®) p<0,05 PNP-/KADN- VSs. PNP+/KADN+
“) p<0,05 PNP-/KADN- VS. Kontrollen

®) p < 0,05 PNP+KADN+ VSs. Kontrollen
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Abbildung 1:
Plasma 8-epi-Prostaglandin F2,
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Die O, -Produktion war in den 3 Diabetikergruppen signifikant héher als bei den
Kontrollen (p<0,05). Die O, -Produktion war signifikant hoéher in der Gruppe
PNP+/KADN- als in Gruppe PNP-/KADN- (p<0,05). Die héchste O, -Produktion fand
sich in der Gruppe PNP+/KADN+ mit signifikanten Unterschieden gegenuber der
Kontrollgruppe und Gruppe PNP-/KADN- (p<0,05). Kein signifikanter Unterschied

wurde zwischen den Gruppen PNP+/KADN- und PNP+/KADN+ nachgewiesen

(Abbildung 2).

Abbildung 2:
Plasma Superoxidanion-Bildung
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ONOO™ Lag time (ausgedriickt als Lag time zur Induktion von Pholasin®
Chemolumineszenz) war in den Diabetikergruppen PNP-/KADN- signifikant kirzer
als bei den Kontrollpersonen (p<0,05). ONOO'™ Lag time war in Gruppe PNP+/KADN-
kurzer als in Gruppe PNP-/KADN-. Es fand sich weiterhin eine kirzere ONOO™ Lag
time in Gruppe PNP+/KADN+ verglichen mit denen der Gruppe PNP+/KADN-. All

diese Unterschiede erreichten jedoch keine statistische Signifikanz (Abbildung 3).

Abbildung 3:
Lag time zur Plasma Peroxynitrit-Oxidation
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Der zu Gesamtlipiden (Cholesterin + Triglyceride) in Bezug gesetzte Gehalt an
Vitamin E im Plasma (Vitamin E/Lipid-Quotient = VE/L) war im Vergleich mit den
Kontrollpersonen in allen 3 Diabetikergruppen signifikant niedriger (p<0,05). Der
VE/Lipid-Quotient war in der Gruppe PNP+/KADN-, jedoch nicht PNP+/KADN+ im

Vergleich mit der Gruppe PNP-/KADN- noch geringer (p<0,05) (Abbildung 4).

Abbildung 4:

Plasma Vitamin E/Lipid-Quotient
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Die Vitamin C-Spiegel waren in der Gruppe PNP+/KADN- signifikant niedriger als in
den Kontrollen (p<0,05). Das Bestehen einer KADN zusatzlich zu einer PNP
(PNP+/KADN+) fuhrte zu keinem Absinken der Konzentration von Vitamin C. Dies
lag moglicherweise an der relativ hohen Streuung der Einzelwerte in Gruppe
PNP+/KADN+. Vitamin C war in der Gruppe PNP+/KADN- im Vergleich mit Gruppe

PNP-/KADN- signifikant reduziert (p<0,05) (Abbildung 5).

Abbildung 5:

Plasma Vitamin C
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Bezlglich der hypochlorigen Saure (HOCI) fand sich lediglich ein signifikanter
Anstieg in der Gruppe PNP+/KADN+ gegenuber der Kontrollgruppe (p<0,05).
Zwischen den Kontrollen, der Gruppe PNP-/KADN- und der Gruppe PNP+/KADN-

fanden sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 6).

Abbildung 6:

Produktion der hypochlorigen Saure (HOCI)
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6.2. Adhédsionsmoleklile
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Die Konzentration des Adhasionsmolekuls ICAM-1 war in der Gruppe PNP+/KADN+

gegenuber den Kontrollpersonen signifikant (p<0,05) und gegenuber Gruppe

PNP+/KADN- grenzwertig signifikant erhoht (p=0,055). Im Gegensatz dazu fanden

sich zwischen den Kontrollpersonen, der Gruppe PNP-/KADN- und der Gruppe

PNP+/KADN- keinerlei signifikante Unterschiede (Abbildung 7).

Tabelle 3: Adhasionsmolekule

Kontrollen Diabetes Diabetes Diabetes
PNP — PNP + PNP +
KADN - KADN - KADN +
n=74 n=>58 n=90 n=18
ICAM-1
(Konzentration 238,42 + 6,44 245,45 + 8,23 251,64 + 7,06 2841852138
[ng/ml])
VCAM-1
(Konzentration 443,66 + 16,52 | 550,99 + 26,07 " | 549,93 + 19,23 © | 582,87 + 60,26 ?
[ng/ml])

arithmetischer Mittelwert + SEM

p<0,05
p <0,05
p<0,05
p<0,05
p <0,05

N

=

CRCECECEC

PNP-/KADN-

PNP+/KADN+
PNP+/KADN+
PNP+/KADN+
PNP+/KADN-

VS.
VS.
VS.
VS.
VS.

Kontrollen
Kontrollen
PNP-/KADN-
PNP+/KADN-
Kontrollen




Abbildung 7:

ICAM-1 (ng/ml)
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Die Mittelwerte von VCAM-1 in allen 3 Diabetikergruppen waren jeweils signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe erhodht (p<0,05) (Abbildung 8). Weitere signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen lagen nicht vor.

Abbildung 8:
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1)
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6.3. Korrelationen zwischen Parametern des oxidativen Stresses und der
Nervenfunktion

Einfache Korrelationsanalysen ergaben maRige Korrelationen zwischen den
Parametern des oxidativen Stresses und denen der Nervenfunktion. So zeigten sich
z.B. eine inverse Korrelation zwischen Temperaturwahrnehmungsschwelle TWS
(Kalte) am Thenar und Vitamin E/Lipid-Quotient (r = -0,225, p<0,05) (Abbildung 9),
eine inverse Korrelation zwischen NIS[LL] und Vitamin E/Lipid-Quotient (r = -0,199,
p<0,05) (Abbildung 10) und eine Beziehung zwischen NIS[LL] und Superoxidanion-
Bildung (r = 0,21, p<0,05) (Abbildung 11). Fur die Beziehungen der Marker des
oxidativen Stresses untereinander ergab sich die hdchste Korrelation zwischen
Superoxidanion-Bildung und Lag time zur Peroxynitrit-Oxidation (r = -0,502, p<0,05)

(Abbildung 12).



Abbildung 9:

Korrelation zwischen Temperaturwahrnehmungsschwelle TWS
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Abbildung 10:
Korrelation zwischen NIS[LL] und Vitamin E/Lipid-Quotient
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Abbildung 11:

NIS[LL] (Punkte)
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Abbildung 12:

Superoxidanion-Bildung (cpm)
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Um einzuschatzen, ob der oxidative Stress eine unabhangige Determinante des
Schweregrades der diabetischen Polyneuropathie darstellt, wurde eine multiple
logistische Regressionsanalyse (forward stepping) mit NIS[LL] als abhangiger
Variable durchgefuhrt. Als unabhangige Variablen wurden in das Modell eingefugt:
Alter, Geschlecht, BMI, Diabetestyp, Diabetesdauer, GroRe, HbA:., Albuminurie,

Triglyzeride, HDL, LDL, Retinopathie und arterielle Hypertonie (Tabelle 4).

Tabelle 4: Unabhangige Variablen, die in die Regressionsanalyse mit NIS[LL] als

abhangiger Variable aufgenommen wurden (Originalmodell)

Abhéngige Variable: NIS[LL]

In das Modell aufgenommene unabhéngige Variablen

(forward stepping):
e Alter ¢ Diabetestyp
e Geschlecht ¢ Diabetesdauer
e BMI e HbA+¢
e Korpergrole e Albuminurie
e Triglyzeride* ¢ Retinopathie
e HDL* e Hypertonie
o LDL"

*ausgeschlossen im Modell mit Vitamin E/Lipid-Quotienten
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Die einzigen mit NIS[LL] unabhangig assoziierten Faktoren waren Diabetesdauer
und Triglyzerid-Gehalt (p<0,05) (Tabelle 5). Die Ergebnisse der einzelnen Modelle, in
denen die verschiedenen Marker des oxidativen Stresses (Superoxid, Peroxynitrit,
Vitamin C, Vitamin E/Lipid-Quotient, 8-epi-PGF2,) zum Originalmodell hinzugefugt

werden, sind in Tabelle 5 wiedergegeben.

Tabelle 5: Multivariate Modelle zur Identifizierung von Faktoren, die unabhangig mit
dem NIS[LL] assoziiert sind

Zum Originalmodell hinzugefligte Assoziationen mit NIS[LL]

Variablen

= Originalmodell Diabetesdauer
Triglyzeride

+ Superoxid Superoxid
Diabetesdauer
Triglyzeride

+ Peroxynitrit Peroxynitrit

+ Vitamin C Retinopathie

+ Vitamin E/Lipid-Quotient Diabetesdauer
Typ 2 Diabetes mellitus

+ 8-epi-PGFyq Diabetesdauer
Triglyzeride

Wurde die Superoxidanion-Produktion zum Originalmodell hinzugefugt, fanden sich
Superoxid, Diabetesdauer und Triglyzeride als unabhangige mit NIS[LL] assoziierte
Faktoren (p<0,05). Wurde die Lag time zur Peroxynitrit-Oxidation in das
Originalmodell eingefugt, zeigte sich einzig diese Variable, die signifikant mit NIS[LL]
assoziiert war (p<0,05). Das Hinzufugen von Vitamin C resultierte in der Retinopathie
als einziger Faktor, der im Modell Gbrig blieb (p<0,05). Wurde der Vitamin E/Lipid-

Quotient zum Originalmodell hinzugefugt (Triglyzeride, HDL und LDL ausschlief3end),
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zeigten sich Diabetesdauer und Typ 2 Diabetes mellitus als mit NIS[LL] unabhangig
assoziierte Faktoren (p<0,05). Schliel3lich ergaben sich bei Hinzunahme von 8-epi-
PGF2q, zum Originalmodell die Diabetesdauer und Triglyzeride als mit NIS[LL]

unabhangig assoziierte Faktoren (p<0,05).
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6.4. Korrelationen zwischen Parametern der KADN und Adhé&sionsmolekiilen

In Korrelationsanalysen fielen signifikante Korrelationen zwischen Parametern der
KADN und dem Adhasionsmolekul ICAM-1 auf. Es fallt eine inverse Korrelation
zwischen HRV unter tiefer Respiration und ICAM-1 auf (r = -0,343, p<0,05)
(Abbildung 13). Eine inverse Korrelation zeigte sich auch zwischen Max/Min 30:15-
Quotient und ICAM-1 (r = -0,256, p<0,05) (Abbildung 14). Eine positive Korrelation

bestand zwischen dem KADN-Score und ICAM-1 (r = 0,428, p<0,05) (Abbildung 15).

Abbildung 13:

Korrelation zwischen HRV unter tiefer Respiration und ICAM-1
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Abbildung 14:
Korrelation zwischen Max/Min 30:15-Quotient
und ICAM-1
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Abbildung 15:
Korrelation zwischen KADN-Score und ICAM-1
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In die Regressionsanalyse mit KADN als abhangige Variable wurden als
unabhangige Variablen Alter, Geschlecht, BMI, Triglyzeride, HDL, LDL, Diabetestyp,
Diabetesdauer, HbA;, Albuminurie, Retinopathie und arterieller Hypertonus
aufgenommen (forward stepping). Mit KADN unabhangig assoziiert waren

Albuminurie, Diabetesdauer und Triglyzeride (Tabelle 6).

Wurde die Produktion von hypochloriger Saure zum Modell hinzugeflugt, fand sich die
Albuminurie als einziger Faktor, der mit KADN unabhangig assoziiert war (p<0,05).
Nach Hinzufugen von ICAM-1 zum Modell ergaben sich entsprechend ICAM-1 selbst
und die Diabetesdauer als mit der KADN unabhangig assoziierte Faktoren (p<0,05).
Fugte man dem Originalmodell VCAM-1 hinzu, ergaben sich lediglich die Triglyzeride

als mit der KADN unabhangig assoziierter Faktor (p<0,05) (Tabelle 6).

Tabelle 6: Multivariate Modelle zur Identifizierung von Faktoren, die unabhangig mit
KADN assoziiert sind

hinzugefligte Variablen in das Modell eingeschlossene Variablen
u = Originalmodell Albuminurie
Diabetesdauer
Triglyzeride
[ | + HOCI Albuminurie
| + ICAM-1 ICAM-1
Diabetesdauer
u + VCAM-1 Triglyzeride




78

7. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Studie belegen eine unabhangige Assoziation zwischen
verschiedenen Plasmamarkern fur oxidativen Stress und dem durch den NIS[LL]
erfassten Schweregrad der diabetischen Polyneuropathie. Die einzige andere
unabhangige Variable, die mit dem NIS[LL] assoziiert war, war die Diabetesdauer.
Die Marker des oxidativen Stresses waren jedoch auch bei Patienten ohne
Polyneuropathie bzw. autonome Neuropathie, wenn auch in geringerem Ausmal3,
verandert. Patienten mit PNP und zusatzlicher KADN, zeigten keine weitere
Zunahme des oxidativen Stresses, obwohl diese Patienten die langste
Diabetesdauer und die hochsten Raten an Begleiterkrankungen wie Nephropathie,
Retinopathie und arterielle Hypertonie aufwiesen. Dies ist offenbar darauf
zuruckzufuhren, dass das Maximum des oxidativen Stresses bereits in friheren
Stadien des Diabetes erreicht ist. Bei den Patienten mit PNP und KADN ergaben sich

jedoch Hinweise fur eine gesteigerte Inflammation und endotheliale Dysfunktion.

Grundvoraussetzungen, um die Rolle des oxidativen Stresses bei der diabetischen
Neuropathie zu untersuchen, sind auf der einen Seite eine detaillierte neurologische
Untersuchung sowie sensitive und spezifische quantitative Messungen fur eine
adaquate Charakterisierung und Staging der Neuropathie. Auf der anderen Seite
sind sensitive und verlalliche Labortechniken zur Messung der Marker des
oxidativen Stresses notwendig. In dieser Studie wurden die periphere und autonome
Nervenfunktion durch aufwendige neurophysiologische Testverfahren einschlief3lich
klinisch-neurologischer Untersuchung quantifiziert. Zur Charakterisierung des

oxidativen Stresses wurden eine Reihe sensitiver und spezifischer Marker wie 8-epi-
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PGF2,, Lag time zur Peroxynitrit-Oxidation, Superoxidanion-Produktion, Vitamin E,
Vitamin C sowie die Produktion von HOCI| und Adhasionsmolekule als Marker fur

Inflammation und endotheliale Dysfunktion untersucht.

7.1. Fo-Isoprostan 8-epi-PGF o4

Die Messung des Fa-Isoprostans 8-epi-PGF2, im Plasma dient der Erfassung des
Ausmaldes der Lipidperoxidation in einer Probe. In friheren Studien erwiesen sich
die Lipidperoxidation und so auch die Plasmaspiegel der entstehenden Lipidperoxide
bei Diabetikern als erhoht [209-212], wobei dieser Anstieg bereits in einem frihen

Stadium der Erkrankung auftreten kann [52].

Die F,-Isoprostane sind eine Familie von PGFy.-ahnlichen Produkten, die wahrend
der Peroxidation der Arachidonsaure durch einen vom Cyclooxygenase-Stoffwechsel
unabhangigen Mechanismus entstehen, in dem Arachidonsaure mit einer
Esterbindung an Phospholipide gebunden wird und die F,-Isoprostane durch die
Wirkung der Phospholipase A, freigesetzt werden. Von allen Fz-Isoprostanen hat 8-
epi-PGF,, die groRte Aufmerksamkeit erregt, weil es eines der Hauptprodukte der
bereits beschriebenen Peroxidation darstellt und sich als biologisch aktiv erwiesen
hat. Daher ist die Konzentration von 8-epi-PGF,, ein spezifischerer Index der
Lipidperoxidation als die mit Routine-Labortechniken erhobenen Konzentrationen von

Malondialdehyd oder Lipid-Hydroperoxiden (ROOH) [213].

Wie bereits in der Einleitung geschildert, ist die Lipidperoxidation ein Prozel, bei dem
LDL und andere lipidhaltige Molekule, bevorzugt die ungesattigten Verbindungen wie
z.B. eine Vielzahl der Membranlipide, oxidiert werden. Produkte der Lipidperoxidation
uben ungunstige Effekte auf eine Vielzahl von Prozessen aus. So konnen sie z.B. die

Aktivitat von Antithrombin 1ll einschranken, die Koagulation fordern, die
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Thrombozytenaggregation verstarken, Gefalireaktionen modulieren und als Mitogene
wirken [214]. Eine gesteigerte Bildung von Lipidperoxidationsprodukten ist ein

Charakteristikum der experimentellen diabetischen Neuropathie [60].

In der vorliegenden Studie zeigte sich, dass der Mittelwert der Konzentration von
Plasma 8-epi-PGF,, bei Diabetikern ohne Neuropathie im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen deutlich erhoht war. Diese Werte sind im Einklang mit denen einer
friheren Arbeit, welche die Plasma 8-epi-PGFy,-Level bei Typ 2 Diabetikern mit
denen von Kontrollpersonen verglich [132]. Das hier vorliegende Ergebnis, dass sich
zwischen den Diabetikergruppen mit bzw. ohne periphere oder autonome
Neuropathie fur 8-epi-PGF,, keine signifikanten Unterschiede ergaben, sind
ebenfalls kompatibel mit einer vorangegangenen Arbeit dieses Labors. Hier zeigte
sich, dass ROOHs im Plasma nicht durch chronische diabetische Komplikationen
beeinflusst werden [204]. Allerdings befasste sich die vorangegangene Arbeit nicht

spezifisch mit der diabetischen Neuropathie.

7.2. Totale antioxidative Kapazitdt gegeniiber Superoxidanion und Peroxynitrit

Die antioxidative Kapazitat ist ein globaler Messwert, der alle bekannten und
unbekannten antioxidativen Aktivitdten in einer Probe, sowie deren Interaktionen,
erfasst. In der vorliegenden Studie wurde ein neues Verfahren verwendet, das auf
der Kapazitat einer Probe, freie Radikale und Oxidantien in Gegenwart des
Photoproteins Pholasin® abzufangen, basiert. Es wurden hier Plasmaproben auf ihre
antioxidativen Eigenschaften gegeniiber O, und ONOO" untersucht. O,” wird dabei
durch die Oxidation von Xanthin durch das Enzym Xanthinoxidase gebildet, ONOO"
entsteht aus einer Reaktion von Superoxid und Stickstoffmonoxid durch Freisetzung

aus einer Losung von SIN-1: O,” + NO* — ONOQO'". Tatsachlich waren die Lag time
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bis zur Produktion von ONOO™ und die Fahigkeit der Probe O,” zu quenchen — als
Parameter fur die totale antioxidative Kapazitat des Plasmas — zwei unabhangige

Determinanten der Schwere der Neuropathie in den multivariaten Modellen.

Die totale antioxidative Kapazitat des Plasmas, bestimmt anhand der Lag time flr
ONOO, die Pholasin®Chemolumineszenz zu induzieren (TAC-ONOO’), war bei den
Diabetikern mit oder ohne Polyneuropathie verglichen mit den Kontrollpersonen
signifikant reduziert. Durch die Messung der Superoxidanion-Produktion ergab sich
jedoch ein zusatzlicher Hinweis fur die Abnahme der antioxidativen Kapazitat mit

zunehmendem Fortschreiten der Neuropathie.

Die mit dieser Studie vorliegenden Ergebnisse decken sich mit denen anderer
Studien, die zeigen, dass der aus der Uberproduktion von Peroxynitrit resultierende
nitrosative Stress (d.h. oxidativer Stress durch Stickstoff-haltige Molekule) bei
Patienten mit Diabetes erhoht ist [215-217]. Konkret wurde in anderen Studien z.B.
Nitrotyrosin, das als indirekter Marker fur die Peroxynitritbildung dient, im Plasma von
Typ 1 und Typ 2 Diabetikern vermehrt vorgefunden [215-217]. Bei Patienten mit frih
aufgetretenem Typ 1 Diabetes waren erhohte Konzentrationen von Nitrotyrosin mit
einer Verschlechterung der MNCV in den Nervi medianus, ulnaris und peronaeus
nach einer 3jahrigen Erkrankungsdauer assoziiert [216]. Unsere Ergebnisse belegen
daruber hinaus, dass eine verkurzte Lag time zur Peroxynitrit-Produktion einen
unabhangigen Risikofaktor fur den Schweregrad der diabetischen Polyneuropathie
darstellt. Dies passt zu der Annahme, dass ONOO" toxisch auf das Endothel und
Perineurium wirkt [216]. Eine frUhere immunhistochemische Studie an
Biopsiematerial des N. suralis von Patienten mit verschiedenen Polyneuropathien —

einschlieBlich der Polyneuropathie diabetischer Herkunft — zeigte, dass N*-
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Carboxymethyllysin (CML) als Hauptbestandteil der advanced glycation end products
(AGE), welches aus der Glykoxidation und Lipidperoxidation entsteht, sowohl im
Perineurium, als auch in epineuralen, perineuralen und endoneuralen Gefalien

nachgewiesen werden konnte [218].

7.3. Vitamin E

Vitamin E ist ein wichtiges lipidlosliches ketten- / bindungsbrechendes Antioxidans,
das vor Schadigung durch freie Radikale in Geweben und Flussigkeiten schutzt
[219]. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass eine diatetische Gabe von 600 mg
Vitamin E pro Tag die kardiale autonome Nervenfunktion und die NLG bei Patienten

mit Typ 2 Diabetes verbessern kann [220, 221].

Die vorliegende Studie zeigt, dass der Vitamin E/Lipid-Quotient bei Diabetikern ohne
Neuropathie verglichen mit den Kontrollpersonen signifikant niedriger ist. Dieses
Ergebnis stimmt Uberein mit dem Ergebnis einer fruheren Studie, in der sich im
Vergleich mit dem Kontrollkollektiv eine Abnahme des Vitamin E-Gehalts bei Typ 2
Diabetikern ergab [204]. Interessanterweise war in der vorliegenden Studie das
Vitamin E/Lipid-Verhaltnis deutlich niedriger bei den diabetischen Patienten mit
Polyneuropathie verglichen mit denen ohne Polyneuropathie. Dieser Befund wird
weiterhin bekraftigt durch die Tatsache, dass der Plasma Vitamin E/Lipid-Quotient in

inverser Beziehung sowohl zur TWS als auch zum NIS[LL] steht.

Durch die Standardisierung der Messwerte fur Vitamin E-Konzentrationen mittels der
Bildung des VE/L-Quotienten, wurde die Vergleichbarkeit der Messwerte
untereinander verbessert. Im Gegensatz zu unserer Studie wurde in friheren

Untersuchungen als Parameter in erster Linie die Konzentration des Vitamin E
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gemessen und nicht das Vitamin E/Lipid-Verhaltnis errechnet. Dies konnte erklaren,
weshalb einige Studien zwar reduzierte Konzentrationen von Vitamin E in den
Thrombozyten [222, 223] und Erythrozyten [224], jedoch nicht im Plasma bei

Diabetikern nachgewiesen haben [222, 223].

7.4. Vitamin C

Vitamin C ist das bedeutendste wasserlosliche Antioxidans im menschlichen
Blutplasma und ein potenter Fanger von Superoxidanion (O2"), hypochloriger Saure
(HOCI), Stickstoffmonoxid (NO°), Stickstoffdioxid (NO2) und Thiolradikalen. Aus
diesem Grund ist Vitamin C auch ein wichtiger Bestandteil des antioxidativen
Systems, das auch Vitamin E und Glutathion umfaldt [225, 226]. Der Radikalfanger
Vitamin C wirkt durch die Abgabe eines Wasserstoffatoms an das Vitamin E-Radikal
und wird bei dieser Reaktion selbst in ein Radikal (Ascorbylradikal) umgewandelt.
Das Ascorbylradikal kann mit Hilfe von Glutathion enzymatisch in das wieder

antioxidativ wirksame Ascorbat (Vitamin C) zurickverwandelt werden.

Ein wichtiger Befund dieser Studie ist, dass die Vitamin C-Konzentrationen bei den
Diabetikern mit Polyneuropathie signifikant niedriger waren als bei denen ohne
Polyneuropathie. Altere Studien hatten eine Abnahme der Konzentrationen an
Ascorbinsaure sowohl bei Menschen mit Diabetes mellitus als auch im diabetischen
Tiermodell nachweisen kdonnen [227-230], wahrend sich der Gehalt ihres primaren
Oxidationsproduktes, dem Dehydroascorbat, als erhoht erwies [228]. DarUber hinaus
fand man reduzierte Konzentrationen von Vitamin C in den wei3en Blutzellen von
Diabetikern [231]. In diesen Studien wurde jedoch nicht zwischen Diabetikern mit und

denen ohne periphere und / oder autonome Neuropathie unterschieden. Dies ist
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insofern wichtig, da in der vorliegenden Studie die Konzentration von Vitamin C bei
Diabetikern ohne Neuropathie nicht signifikant von dem der Kontrollpersonen
verschieden war, wahrend Vitamin C in den Gruppen mit Neuropathie signifikant

unter dem Niveau der Kontrollpersonen lag.

7.5. Marker der Inflammation und der endothelialen Dysfunktion
7.5.1. Hypochlorige Séure

Die Bedeutung der HOCI als proinflammatorisches Oxidans ist unumstritten (s.
Einleitung bzw. Material und Methoden). Die HOCI-Produktion war bei den Patienten
mit peripherer und autonomer Neuropathie gegenuber den Kontrollpersonen
signifikant erhoht. Dieser Befund weist darauf hin, dass die autonome Neuropathie
mit einer gesteigerten Inflammation einhergeht. Dies wird durch das Resultat fur

ICAM-1 unterstrichen (s.u.).

7.5.2. Adhdsionsmoleklile

Die Adhasionsmolekule treten u.a. bei Entzindungsreizen auf [159, 169], welche
wiederum mit oxidativem Stress assoziiert sind [172]. Vielfach konnten vermehrt
Adhasionsmolekule im Plasma bei Patienten mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes

nachgewiesen werden [182-184].

In der vorliegenden Studie zeigt sich — ahnlich den Messungen fur HOCI — ein
signifikanter Unterschied fur die ICAM-1-Messungen nur zwischen der Gruppe mit
autonomer Neuropathie und den Kontrollpersonen. Allerdings zeigte diese Gruppe

gegenuber Patienten mit PNP aber ohne KADN erhohte ICAM-1-Konzentrationen an
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der Grenze zur statistischen Signifikanz. Hingegen war VCAM-1 in allen 3
Diabetikergruppen gegenuber den gesunden Kontrollpersonen signifikant erhoht.
Somit konnte VCAM-1 einen von Neuropathie unabhangigen globalen Marker fur
endotheliale Dysfunktion bei Diabetes darstellen, wahrend ICAM-1 und HOCI
spezifischer eine endotheliale Dysfunktion bei KADN anzeigen. Entsprechend haben
vorangegangene Studien erhohte Werte von VCAM-1 bei Diabetikern ergeben [184,
189]. Dies kann mit den hier vorliegenden Daten bestatigt werden. Die Ergebnisse
dieser Studie kdonnen jedoch nicht die Daten von Koga et al. [176] bestatigen, die
eine signifikante Erhohung von sVCAM-1 bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2

und Neuropathie gegenuber denen ohne Neuropathie zeigten.

Die Aussagekraft dieser Studie wird dadurch eingeschrankt, dass hier lediglich
Messungen von Markern fur oxidativen Stress im Plasma, nicht jedoch im
Nervengewebe durchgefihrt wurden. Die hier dargestellten Untersuchungs-
ergebnisse mussen daher mit einiger Vorsicht interpretiert werden, da unklar ist, ob
die Plasmakonzentrationen der Marker fur oxidativen Stress die Situation im Nerven
adaquat widerspiegeln. Dies konnte theoretisch in einer Studie geklart werden, in der
zusatzlich Nervenbiopsien durchgefuhrt werden. Hier kdnnte es jedoch aus ethischen
Gruinden schwierig sein, gesunde Kontrollpersonen und Diabetiker ohne
Polyneuropathie teilnehmen zu lassen. Fruhere experimentelle Studien zeigten
jedoch, dass vor allem der systemische oxidative Stress und weniger der

endoneurale oxidative Stress zu einer Nervendysfunktion fihren kann [232].

Eine weitere Einschrankung der vorliegenden Studie findet sich in den Unterschieden
einzelner demographischer Variablen zwischen den einzelnen untersuchten

Gruppen. Da die Ergebnisse jedoch durch multivariate Modelle bestatigt wurden, ist
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davon auszugehen, dass die beobachteten Assoziationen unabhangig und valide

sind.

Eine dritte Einschrankung der Aussagekraft der vorliegenden Studie ist in der relativ
geringen Patientenzahl in der Gruppe von Patienten mit Polyneuropathie und KADN
verglichen mit den anderen drei Gruppen zu sehen. Aufgrund dessen, dass O, in
der Patientengruppe mit Polyneuropathie und KADN am hochsten und die ONOO™-
Lag time am kurzesten waren, kann das Vorliegen eines Typ Il-Fehlers nicht

vollstandig ausgeschlossen werden.

7.6. Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie sollte klaren, inwieweit oxidativer Stress in den verschiedenen
Stadien und Manifestationen der diabetischen Neuropathie festzustellen ist. Unter
den untersuchten Biomarkern flr oxidativen Stress waren in der vorliegenden Studie
der Vitamin E/Lipid-Quotient und TAC-O," die sensitivsten Indikatoren fiir erhdhten
oxidativen Stress bzw. reduzierte antioxidative Abwehr bei Diabetikern mit

Polyneuropathie.

Die Messung der antioxidativen Vitamine im Plasma oder die der totalen
antioxidativen Kapazitat zeigte sich gegenuber dem Nachweis von 8-epi-PGFy, im
Plasma als Marker fur oxidativen Stress uberlegen. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass der oxidative Stress bei Diabetikern mit Polyneuropathie verglichen mit
denen ohne Polyneuropathie starker ausgepragt ist. Ein weiterer Anstieg des
oxidativen Stresses bei zusatzlich auftretender kardiovaskularer autonomer
Neuropathie war nicht zu beobachten. Hingegen war die KADN mit gesteigerter
Inflammation und endothelialer Dysfunktion assoziiert. Jedoch mussen weitere

unabhangige Determinanten der Polyneuropathie — wie z.B. Diabetesdauer und
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Triglyzerid-Konzentration — als mogliche beeinflussende Faktoren berucksichtigt

werden.

Diese Ergebnisse konnen die Grundlage einer verbesserten Patientenselektion fur
zukunftige klinische Studien darstellen, die Antioxidantien — wie z.B. a-Liponsaure
oder Vitamin E — im Hinblick auf ihre Wirksamkeit in der Pravention oder Therapie

der diabetischen Neuropathie untersuchen.
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8. Zusammenfassung

Fragestellung

Einer durch oxidativen Stress gesteigerten Bildung freier Radikale und / oder einem
Defekt der antioxidativen Abwehr wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
experimentellen diabetischen Neuropathie zugesprochen. Das Ziel der vorliegenden
Studie war die Messung verschiedener Biomarker fur oxidativen Stress, Inflammation
und endotheliale Dysfunktion bei Diabetikern mit bzw. ohne Polyneuropathie (PNP)

und / oder einer kardiovaskularen autonomen diabetischen Neuropathie (KADN).

Methoden und Probanden

Plasma 8-epi-Prostaglandin Fy, (8-epi-PGF2,), Superoxidanion (O,7)- Bildung, Lag
time zur Peroxidation durch Peroxynitrit (ONOO’), hypochlorige Saure (HOCI),
Vitamin E/Lipid-Quotient (VE/L), Vitamin C (VC) und die Adhasionsmolekule Vascular
cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) bzw. Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)
wurden bei Diabetikern gemessen, die weder PNP noch KADN (PNP-/KADN-; n =
62), eine PNP jedoch keine KADN (PNP+/KADN-; n = 105), oder sowohl eine PNP
als auch eine KADN (PNP+/KADN+; n = 22) aufwiesen. Daruber hinaus wurden

gesunde Kontrollpersonen (n = 85) ohne Diabetes mellitus evaluiert.

Ergebnisse

Alle Marker fur oxidativen Stress (bis auf HOCI) waren in der Gruppe PNP+/KADN-
im Vergleich mit den Kontrollpersonen signifikant verandert (jeweils p<0,05). Die

Gruppe PNP-/KADN- zeigte im Vergleich mit den Kontrollpersonen eine signifikante
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Beeintrachtigung fir O,", VE/L und Vitamin C (jeweils p<0,05). In der Gruppe
PNP+/KADN- zeigte sich im Vergleich mit Gruppe PNP-/KADN- eine
Beeintrachtigung fir O,", VE/L und VC (jeweils p<0,05). Bei fiinf Markern fir
oxidativen Stress (Plasma 8-epi-PGFy,, O,", ONOO", VE/L und Vitamin C) zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen PNP+/KADN- und
PNP+/KADN+. HOCI war in der Gruppe PNP+/KADN+ signifikant gegenuber den
Kontrollen erhdht (p<0,05). Das Adhasionsmolekul ICAM-1 war ebenfalls signifikant
in Gruppe PNP+/KADN+ gegenuber den Kontrollen sowie grenzwertig gegenuber
PNP+/KADN- erhoht, wahrend VCAM-1 in allen 3 Diabetikergruppen erhoht war
(p<0,05). In multivariaten Modellen waren O2” und ONOO™ unabhangig mit dem
NIS[LL] assoziiert, wahrend ICAM-1 eine unabhangige Determinante der KADN

darstellte.

Schlussfolgerungen

Plasmamarker fur oxidativen Stress sind bei Diabetikern bereits vor der Entwicklung
einer Polyneuropathie erhoht. Bei Patienten mit diabetischer Polyneuropathie sind
die Marker jedoch deutlich hoher als bei denen ohne Polyneuropathie. Gesteigerter
oxidativer Stress ist unabhangig mit dem Schweregrad der Polyneuropathie
assoziiert. Kein weiterer Anstieg des oxidativen Stresses findet sich bei Patienten,
die zusatzlich zur PNP noch eine KADN aufweisen. Die KADN ist jedoch mit erhohter

Inflammation und endothelialer Dysfunktion assoziiert.
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