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1. Einleitung

In Deutschland sind zur Zeit 5% der Bevolkerung oder etwa 4 Millionen Einwohner an
Diabetes mellitus erkrankt. Trotz vielfaltiger Therapicoptionen ist die durchschnittliche
Lebenserwartung um 30% reduziert.

Mittlerweile fiihren akute Komplikationen (Hyperglykdmie, diabetisches Koma) nur noch
selten zum Tode. Stattdessen konnen fiir 75% der Todesfille die Folgen der
Makroangiopathie verantwortlich gemacht werden.

Die diabetischen Folgeschdden sind zum einen spezifisch (Mikroangiopathie) und zum
anderen unspezifisch (Makroangiopathie) (Rosen et al., 1991; Rosen, 1994).

Etwa 90% der direkten und indirekten Kosten fiir die Behandlung der diabetischen Patienten
gehen auf das Konto der Folgeschdden (Parving, 1998). Wichtigstes Ziel bei der Vermeidung
von Folgeschéden ist die Verhinderung der Hyperglykédmie und damit ein moglichst niedriger
Héamoglobin-A-Wert (HbA.-Wert). Dadurch lédsst sich das Risiko, an Folgeschdden zu
erkranken, erheblich reduzieren. Ohkubo fand bei einem Vergleich von intensivierter
Insulintherapie mit 4 Injektionen pro Tag (4 Inj./d) mit konventioneller (1 - 2 Inj./d), dass in
einem Beobachtungszeitraum von 6 Jahren und einem HbA.-Wert kleiner als 6,5% keine
weitere Verschlechterung der Retinopathie auftrat. Ebenso nahm das Retinopathie- und
Nephropathierisiko um etwa 70% ab (Ohkubo et al., 1995).

Die diabetes-control-and-complications-trial-Studie (DCCT-Studie) bestétigte den Einfluss
der Stoffwechselkontrolle auf die Folgeschdden bei Typ-1-Diabetikern. Das Fortschreiten
beziehungsweise (bzw.) das Auftreten von diabetischen Folgeschdden wurde bei einer
konventionellen Therapie (1 - 2 Inj./d) im Vergleich zur intensivierten (Pumpe od. > 3 Inj./d +
Blutzuckerkontrolle) untersucht. Durch die intensivierte Therapie sank der HbA.-Wert
innerhalb von 6 Monaten um durchschnittlich 2%. Nach einem Zeitraum von 6,5 Jahren
wurden folgende Befunde zugunsten der intensivierten Therapie beobachtet:

1. Risikoreduktion einer Retinopathieentstehung um 76%

2. Risikoreduktion des Fortschreitens einer leichten Retinopathie um 54%

3. Risikoreduktion der Entstehung einer proliferativen oder schweren nicht proliferativen

Retinopathie um 47%



4. Risikoreduktion des Auftretens einer Mikroalbuminurie um 39% und einer
Makroalbuminurie um 54%

5. Risikoreduktion des Entstehens einer klinischen Neuropathie um 60% (Ohne Autor,
1993).

Die united kingdom prospective diabetes study (UKPDS 38) belegte die Bedeutung des

Blutdruckes als Risikofaktor fiir die Entstehung der diabetischen Folgeschdden. In dieser

Studie wurde der Verlauf von Folgeschidden zwischen einer aggressiv eingestellten Gruppe —

mit einem Blutdruck < 150/85 Millimeter Quecksilbersdule - und einer weniger aggressiv

behandelten Gruppe (RR < 180/105 mmHg) im Verlauf von 9 Jahren miteinander verglichen.

Der anfangliche durchschnittliche Blutdruck von 160/94 mmHg sank in der aggressiv

eingestellten Gruppe auf 144/82 mmHg und in der weniger aggressiv behandelten auf

154/87 mmHg. Dieser Unterschied war statistisch signifikant. Es wurden die folgenden

Befunde erhoben:

1. Das Risiko mikrovaskuldrer Schiden sank um 37%.

2. Das Risiko eine Mikroalbuminurie zu entwickeln, verringerte sich nach 3 Jahren um 23%,
nach 6 Jahren signifikant um 29% und nach 9 Jahren um 13%.

3. Das Risiko eine Makroalbuminurie zu entwickeln, sank nach 3 Jahren um 43%, nach
6 Jahren um 39% und stieg nach 9 Jahren um 6% (Turner et al., 1998).

Als weiterer Faktor fiir die Entstehung von diabetischen Folgeerkrankungen wird die erh6hte

Radikalenproduktion diskutiert.

Das Leben besteht aus einer Vielzahl von oxidativen und reduktiven biochemischen

Reaktionen in Zellkompartimenten. Bei diesen Reaktionen entstehen Radikale als

hochreaktive, kurzlebige Zwischenprodukte. Dabei kommt dem Sauerstoff eine Schliisselrolle

zu. Er ist an vielen dieser lebensnotwendigen Reaktionen beteiligt (Bohles, 1991). Von

besonderem Interesse fiir die vorliegende Arbeit ist, dass Glukose zur Bildung von Radikalen

fiihren kann (Elstner, 1990). Die Hyperlipiddmie begiinstigt ebenfalls deren Bildung.

Die funktionellen und strukturellen Verdnderungen diabetischer Folgeschdden sind denen

oxidativer Prozesse dhnlich. Der Mensch hat Systeme entwickelt, die eine Schadigung durch

Radikale verhindern sollen. Alle Systeme zusammen bilden die antioxidative Strategie.



Der Begriff ,,oxidativer Stress* bezeichnet eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
oxidativen Prozessen und antioxidativen Schutzmechanismen zugunsten der Oxidativen. Ein
erhohter oxidativer Stress gilt als ein kausaler Faktor fiir viele Krankheiten, u. a. die Katarakt,
Herz-Kreislauferkrankungen (KHK) und das Altern. Ebenso wird ein Zusammenhang mit
diabetischen Folgeschédden diskutiert (Thomas, 1999).

Ein erhohter oxidativer Stress bei Diabetikern wird durch die Autoxidation von Glukose, die
Bildung von Radikalen durch advanced glycosylated endproducts (AGE-Produkte), die
Aktivierung von Monozyten sowie einem verminderten antioxidativen Schutz erklart.

So scheint die Regeneration der antioxidativen Systeme vermindert zu sein. Als Ursache
dafir wird der Mangel an  Nikotinamidadenindinukleotid @ (NADH) bzw.
Nikotinamidadenindi-nukleotidphosphat (NADPH) diskutiert. Beide Substanzen werden fiir
die Regeneration antioxidativer Systeme gebraucht. Da der bei Hyperglykdmie vermehrt
ablaufende Polyolpathway diese ebenfalls benotigt, kann es zu einem Mangel an NADH bzw.
NADPH kommen (Rosen, 1994). Hotta vermutet deshalb einen Einfluss des Polyolpathways
auf alle diabetischen Folgeschaden (Hotta, 1997).

Zusitzlich erhohen reaktive Ketoaldehyde oder Wasserstoffperoxide, die bei der
Glukoseautoxidation, der nichtenzymatischen Glykosylierung, und durch glykosylierte
Proteine entstehen, den oxidativen Stress (McCarty, 1998). Diese Prozesse konnen den bei
Diabetikern gefundenen erhohten Malondialdehyd- und Lipidperoxidspiegel als Marker des
oxidativen Stresses erkldaren (Rosen, 1994).

Fir die Entwicklung der Makroangiopathie werden folgende Ursachen diskutiert. Eine
Aktivierung von Thrombozyten fithrt zur Freisetzung des platelet derived growth factor,
Thromboxan A, (TXA;) und Serotonin. Dadurch kann es zu einer paradoxen
GefidBkonstriktion mit einer Endotheldysfunktion kommen. Aktivierte Monozyten setzen
endotheltoxische Monokine wie Interleukin-1 (IL-1) oder Tumornekrosefaktor (TNF) frei.
Zuséatzlich kann das Endothel durch Radikale (Superoxidanionen) oder Radikalprodukte
(Lipidperoxide, oxidiertes Lipoprotein niedriger Dichte (oLDL)) angegriffen werden.
Dadurch kann eine erhohte Permeabilitidt, eine verminderte Antithrombogenitit und eine

verminderte fibrinolytische Aktivitit entstehen (Rosen, 1994).



Fiir die diabetische Glomerulosklerose und damit Nephropathie wird eine Uberproduktion des
Tumor growth factor beta (TGF-beta) von Mesangialzellen verantwortlich gemacht
(McCarty, 1998).

Zur Prophylaxe bzw. Behandlung der oben genannten Stérungen werden vor allem die
Blutzuckerkontrolle  sowie  die  Blutdruckkontrolle mit ACE-Hemmern und
Kalziumantagonisten empfohlen (Breyer, 1995; Parving, 1998; Mimran et al., 1990;
Carella et al., 1994).

Die antioxidativen Vitamine E und C sind in der Lage, Radikale abzufangen. Zusitzlich zeigt
vor allem Vitamin E eine positive Wirkung auf die Proteinglykosylierung. Die
Proteinfragmentierung konnte durch beide Substanzen verringert werden (Ceriello et al.,
1992; Hunt et al., 1991).

In der vorliegenden Studie soll deshalb die Hypothese einer positiven Beeinflussung von
diabetischen Folgeschiden, insbesondere der diabetischen Nephropathie durch die

antioxidativen Vitamine E und C iiberpriift werden.

2. Literaturiibersicht

2.1. Der Sauerstoff

Im Grundzustand ist Sauerstoff reaktionstrdge, da zwei Elektronen in der 2p-Schale im m*
Niveau vorliegen. Um Sauerstoff zu aktivieren, muss dieser Zustand gedndert werden. Diese
Anderungen kénnen durch Energie- oder Elektronenzufuhr erfolgen. Dabei entstehen reaktive
Sauerstoffspezies (Elstner, 1990).

Nach der ersten Ein-Elektronen-Reduktion entsteht das Superoxidanion. Die zweite
Reduktion ldsst das Wasserstoffperoxid entstehen, und nach erneuter Reduktion wird das OH-

Radikal gebildet (Elstner, 1990).



2.1.1. Singulett-Sauerstoff

Der Singulett-Sauerstoff entsteht auf physikalischem Wege durch Energietransfer ohne eine
Anderung der Elektronenanzahl. Durch den Transfer wird der Spin der duBeren Elektronen
antiparallel, das ,,Spin-Verbot“ aufgehoben und das Sauerstoffmolekiil aktiviert

(Elstner, 1990).

2.1.2. Superoxidanion

Das Superoxidanion wird physiologisch im Kdorper gebildet. Es ist reaktionstrdge und kann
deshalb iiber weite Strecken diffundieren. Die in Zytoplasma und Mitochondrien
vorkommende Superoxiddismutase (SOD) baut das Superoxidanion zum reaktiveren
Wasserstoffperoxid um. Die normale Konzentration in der Leber betrigt 10" Mol pro Liter
(mol/l). Bei Anwesenheit von Metallionen kann die Haber-Weil3-Reaktion ablaufen (Thomas,

1999):

Fe™ + 03 — Fe™ + 0,
Fe"! + H,0, — Fe™ + HO™ + HO-

Abb. 1: Die metallkatalysierte Haber-Weil3-Reaktion (Thomas, 1999)

2.1.3. Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid entsteht als Abbauprodukt des Superoxidanions, in Peroxisomen und
durch zytoplasmatische Enzyme. Es kann relativ weit diffundieren und dabei Membranen
durchdringen. Die normale Peroxidkonzentration in der Leber betrigt: 107 - 10° mol/l

(Thomas, 1999).



2.1.4. Hydroxidradikal

Das Hydroxidradikal entsteht hauptséchlich durch die Haber-Weifl-Reaktion (siehe 2.1.2). Es
ist duBerst reaktiv und greift alle umgebenden Strukturen an. Durch die sehr hohe Reaktivitét

diffundiert es nicht weit (Thomas, 1999).

2.1.5. Peroxidradikal

Das Peroxidradikal entsteht bei der Oxidation von Fetten. Diese ist eisenkatalysiert und findet

physiologisch bei der Prostaglandinsynthese statt. Peroxidradikale sind reaktionstrige und

diffundieren iiber weite Strecken. Sie konnen mit Sulthydrylgruppen reagieren und bilden

dabei Thiylradikale (Thomas, 1999).

—C — —COO0- (1)

R-S + ROO- — R-§~ + ROO™ (2)

Abb. 2: Reaktionen der Peroxidradikale (Thomas, 1999)

2.2. Die Lipidperoxidation als Beispiel fiir eine radikalische Reaktion

2.2.1. Der Mechanismus der Lipidperoxidation

Die Lipidperoxidation stellt eine physiologisch unerwiinschte Reaktion dar. Der durch sie
verursachte Abbau von Fettsduren kann zur Destabilisierung von Zellmembranen fiihren.
Sauerstoff spielt in der Reaktionskaskade eine wichtige Rolle. Reagiert ein Radikal mit einer

ungesittigten Fettsdure entsteht ein Lipidradikal, welches erneut Fettsduren angreift. Durch



die Anwesenheit von Sauerstoff wird dieser Prozess unterhalten (Propagation). Ist der Prozess
gestartet, kann er nur durch Scavenger (zum Beispiel (z. B.) Vitamin E) oder der Reaktion
zwischen zwei Radikalen unterbrochen werden (Jones et al., 1999). Einige Produkte der
Reaktionen konnen als qualitativer und quantitativer Nachweis fiir die Radikalbelastung
dienen. Vor allem Malondialdehyd (MDA) wird als Nachweisprodukt der oxidativen
Schidigung benutzt (Thomas, 1999).

2.2.2. Physiologische Bedeutung der Radikale am Beispiel des

Arachidonsiduremetabolismus

Der zuvor beschriebene Reaktionsmechanismus wird vom menschlichen Organismus auch
fiir die Arachidonsdurekaskade genutzt. Die Endprodukte sind Prostaglandine, Thromboxane
und Leukotriene.

Bei aktivierten Leukozyten fordern diese den Entziindungsprozess. Sie wirken auf andere
Blutzellen wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen oder Lymphozyten chemotaktisch.
Des Weiteren erhohen sie den Gefdlltonus und die GefalBpermeabilitdt. Langfristig kann damit
die Entstehung und das Fortschreiten der Arteriosklerose gefordert werden (Jones et al., 1999;
Elstner, 1993).

Arachidonsaure

PGG/H-synthase = 5-, 12- oder 15 > Cytochrom-P. %
(Cyclooxigenase) e vLipoxigenase yEg(c:)x;ogtr-laASZOr;
e NADPH
Prostaglandin- Hydroperoxyeicosatetraene 5,6-, 8,9-, 11,12- oder 14,15

endoperoxid H,

PGH,) (HPETEs) Epoxyeicosatriene
/ 2 \ 2e Lipoxigenase (EETs)

Hydroxyeicosatetraene Dihydroxy-
* | grostanoide (HETEs) H,O eicosatetraene
rostaglandine und Thromboxane .
PGD,, PGE,, PGF,, PGl,, TxA,) Leukotrien A, o
Glutathion N’ilgenasen (Glutathion)
20
Lipoxine

Peptidoleukotriene Leukotrien B
(LTC., LTD,, LTE,) ‘

Abb. 3 : Die Arachidonsdurekaskade (Elstner, 1993)



2.3. Weitere Radikalquellen (Prooxidantien)

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Vielzahl radikalischer Reaktionen, die

teils physiologischer, teils pathologischer Natur sind.

Mogliche Quellen und Produktionsorte aktivierter Sauerstoffspezies

1. Autoxidationsreaktionen (inkl. ,,Redox cycling®)

Chinone

Aromatische Nitroverbindungen,

aromatische Hydroxylamine

Redoxfarbstoffe (z.B.: Paraquat) Melanin

Thiole Tetrahydropteridine
Flavine (FADH,, FMNH,) Eisenkomplexe

2. Enzymatische Reaktionen und Proteine

IAldehydoxidase

Cytochrom P-450 Ferredoxin

Hamoglobin

Indolamin-Dioxygenase

INADH-Cytochrom-b5-Reduktase

INADPH-Cytochrom-P450-Reduktase

INADPH-Oxidase

Peroxidase

Tryptophan-Dioxygenase

Xanthin-Oxidase

3. Zelluliire Quellen

Mitochondriale Elektronentransportkette
(Atmungskette)

Chloroplasten Photosystem I

Mikrosomale Elektronentransportkette

(Drogenoxidation)

Bakterielle Elektronen-Transportketten

Leukozyten und Makrophagen




4. Umweltfaktoren

Ultraviolettes Licht

Ultraschall Rontgenstrahlen
Gammastrahlen Toxische Chemikalien
Metallionen

Tab. 1: Quellen aktivierter Sauerstoffspezies (Elstner, 1990)

2.4. Antioxidative Mechanismen

Die antioxidativen Mechanismen aerober Zellen sollen entweder die Entstehung gefahrlicher
Sauerstoffspezies verhindern oder die Reaktion mit zelleigenen Molekiilen verhindern.
Die Zelle hat vier Moglichkeiten zur Auswahl:
1. niedermolekulare Substanzen, die Radikale abfangen konnen (Scavenger bzw. Quencher
aktivierter Sauerstoffspezies)
2. Enzyme, die reaktive Sauerstoffspezies in inaktive Molekiile {iberfiihren
3. Rekonstitutionssysteme, die ,,gebrauchte niedermolekulare Substanzen via Elektronen-
Transportketten regenerieren
4. Reparatursysteme, die geschidigte Molekiile erkennen und ersetzen (Elstner, 1993).
Damit antioxidative Systeme optimal wirken konnen, miissen folgende Kriterien erfiillt sein:
1. der Wirkort bzw. der Entstehungsort der Radikale muss erreicht werden
2. aufgrund der kurzen Halbwertzeit von Radikalen muss das System zur richtigen Zeit
am Entstehungsort verfiigbar sein
3. die antioxidativen Systeme miissen eine giinstigere Reaktionskonstante als die
umliegenden Strukturen mit den Radikalen aufweisen
4. Die Konzentration der Radikalfinger am Wirkungsort muss ausreichend hoch sein

(Elstner, 1993).
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2.4.1. Niedermolekulare Substanzen

2.4.1.1. Die antioxidativen Vitamine

2.4.1.1.1. Askorbinsiure

2.4.1.1.1.1. Strukturformel

CH,0H

HO =

HO OH

Abb. 4: Die Askorbinsdure (Elstner, 1990)

2.4.1.1.1.2. Funktion

Vitamin C ist u. a. an der Kollagensynthese, der Karnitinsynthese und der Neurotransmitter-
synthese beteiligt sowie als Antioxidans wirksam (Bode, 1997). Die klassische
Mangelerkrankung ist der Skorbut, der schon den Arzten in der Antike bekannt war
(Friedrich, 1987).

Vitamin C kann wasserlosliche Radikale schnell abfangen und ist dabei im Plasma wirksamer
als Bilirubin und Harnsdure (Niki, 1991). Askorbinsdure féngt Singulett-Sauerstoff,
Hydroxyl-, Peroxyl- und Superoxidradikale ab (Elstner, 1990; Jacobs, 1999).

Im Gegensatz zu anderen wasserloslichen Antioxidantien (z. B. Harnsdure) ist es in der Lage,
mit Tokopherolen oder Glutathion zu interagieren (Niki, 1991; Elstner, 1990). Dabei oxidiert
Askorbat iiber Monodehydroaskorbat zu Dehydroaskorbat (DHA). Durch die NADH-
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Monodehydroaskorbat- und Glutathion (GSH) — Dehydroaskorbatreduktase konnen beide
Produkte zu Askorbat reduziert werden (Niki, 1991).

02._ HzOz 1e
~N_
H OH -0 O 0O
i 19 LT
H C=C HC=C HC—C
/" N\ /Ny 7 N
N N,/
HO?H o HO?H 8] HOCH O
CH,OH CH,OH CH,OH
Askorbinsdure Askorbylradikal Dehydroaskorbinsaure

Abb. 5: Die Redoxstufen der Askorbinsdure (Elstner, 1990)

Formal entspricht Vitamin C in seiner Funktion damit dem NADH bzw. NADPH. Oxidative
Schiden auf zelluldrer Ebene treten erst auf, wenn der Askorbatpool stark abgebaut ist

(Elstner, 1990).

2.4.1.1.1.3. Pharmakologie und Toxikologie

Askorbat wird im Intestinum durch einen aktiven Prozess absorbiert. Dieser ist dosisabhédngig
sdttigbar. Fiir einen verbesserten Membrandurchtritt wird es in Dehydroaskorbat {iberfiihrt.
Bei Tieren liegt die halbletale Dosis (LD 50) je nach Spezies und Applikationsart
unterschiedlich hoch. Bei oraler Gabe liegt sie zwischen 1 Gramm pro Kilogramm
Korpergewicht (g/kg KG) bei der Katze und 8 g/kg KG bei der Maus (Friedrich, 1987). Die in
der vorliegenden Studie gewéhlte Dosierung liegt fiir einen 75 kg schweren Menschen bei
etwa 0,02 g/lkg KG (= 1,5g/d) und damit weit unter der bei den Tierspezies festgestellten
LD 50.
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Als Nebenwirkungen wurden gastrointestinale Symptome wie Diarrhoe oder eine leichte
Gastroenteritis beschrieben. Die Dosierungen lagen zwischen 3 g und tiber 30 g pro Tag mit
einer Einnahmedauer von bis zu 2,5 Jahren (Friedrich, 1987).

Eine erhohte Askorbatzufuhr fiihrt bei gesunden Probanden zu einer vermehrten
Oxalatausscheidung. Jedoch wird dadurch der Korperoxalatpool nicht signifikant erhoht, so
dass ein erhohtes Oxalatsteinrisiko nur fiir bereits an Oxalatsteinen Erkrankten besteht
(Jacobs, 1999).

Ob eine sehr hohe Zufuhr an Vitamin C ein prooxidatives Potential besitzt, ist zur Zeit strittig.
Vor allem Schwangeren (erhdhtes prooxidatives Potential bei Frithgeborenen mit hohem

Askorbatspiegel) und Patienten mit zystischer Fibrose wird zu vorsichtiger Dosierung geraten

(Jacobs, 1999).

2.4.1.1.2. Die Tokopherole

2.4.1.1.2.1. Strukturformel

R
HO
= i CH,
- CH,(CH,CH,CHCH,);H
R o)
CH,
R,

a-Tocopherol (2-T): R;=R,=R;=CH,;

B-Tocopherol (f-T): R,=R3;=CH;; R,=H
»-Tocopherol (7-T): R,=R,=CHj;; R;=H
d-Tocopherol (0-T): R;=CHj;; R,=R3=H

Abb. 6: Die Molekiilgruppe der Tokopherole (Elstner, 1990)
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2.4.1.1.2.2. Funktion

Vitamin E wirkt als Radikalfdnger — vor allem des Singulett-Sauerstoffs - in lipophilen
Strukturen wie Zellmembranen. Dort schiitzt es mehrfach ungesittigte Fettsduren und
Cholesterin vor der Oxidation durch lipophile Radikale. Es kann in dieser Funktion in
Zellmembranen nicht durch andere Radikalfanger ersetzt werden.

Seine Wirksamkeit beruht auf der Moglichkeit in drei verschiedenen Redoxstufen

vorzukommen:

H,C

HO

Hs
Hs
H;C O
CieHaz
o¥
CH;
(T

Abb. 7: Die drei Redoxstufen des Tokopherols (Elstner, 1990)

Das oxidierte Tokopherolmolekiil kann durch Vitamin C reduziert werden und steht dadurch
erneut als Antioxidans zur Verfiigung. Ebenso kann Vitamin E Membranproteine vor
oxidativen Verdnderungen schiitzen.

Neben seiner antioxidativen Wirkung scheint Vitamin E Enzyme inhibieren zu kdnnen. Wird
die Lipoxigenase gehemmt, kommt es zu einer Verschiebung im Arachidonsdurestoffwechsel
und in der Prostaglandinsynthese. Auch die Proteinkinase-C (PKC) scheint durch Vitamin E
beeinflussbar zu sein (Elstner, 1990; Traber, 1999).
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2.4.1.1.2.3. Pharmakologie und Toxikologie

Vitamin E besteht aus einer Vielzahl von Molekiilen mit unterschiedlicher biologischer
Aktivitat. Dieser Unterschied beruht vor allem auf verschiedenen Resorptions- und
Retentionsmodi. Daher werden die Vitamin-E-Aktivitidten in Internationale Einheiten (IE)
angegeben und damit vergleichbar gemacht (Friedrich, 1987).

Im Plasma iiberwiegt die Alphaform des Tokopherols. Vitamin E wird mit der Nahrung
aufgenommen und gelangt in den Chylomikronen iiber die Lymphe ins Blut. Dort wird
Vitamin E auf die anderen Lipoproteine verteilt.

Die Chylomikronenremnants transportieren Vitamin E in die Leber, welche es in Lipoproteine
sehr niedriger Dichte (VLDL) einbaut und an das Blut abgibt. Aus den VLDL gelangt das
Vitamin E durch deren Abbau in die LDL. Zwischen LDL und Lipoproteinen hoher Dichte
(HDL) findet ein nichtenzymatischer Konzentrationsausgleich statt. Uber die LDL gelangt
Vitamin E in die Zellen (Traber, 1999).

Vitamin E ist akut auch in hohen Dosen untoxisch und bei chronischer Einnahme nur gering
toxisch. Vitamin E besitzt keine mutagenen, teratogenen und kanzerogenen Eigenschaften.
Als Nebenwirkungen bei oraler Zufuhr sind Miidigkeit, Schwéche, Darmkrimpfe,
Brustschmerzen, Thrombophlebitis und Akne beschrieben. Zusétzlich sind verzogerte
Wundheilung, gestorte Fibrinolyse, Amenorrhde sowie Sehstorungen beschrieben. In den
meisten Féllen handelt es sich um Einzelfédlle oder Daten aus nicht kontrollierten Studien.
(Friedrich, 1987; Kasper, 2000).

In einer Dosierung von 100 — 3.000 IE pro Tag und bis zu 24 Wochen gegeben, berichtet
Friedrich nur von vereinzelten, jedoch nicht toxischen Nebenwirkungen (Friedrich, 1987).
Kasper hingegen beschreibt eine Studie mit gesunden Probanden, die bei einer Dosierung von
800 Milligramm (mg) nach dem Auftreten von Nebenwirkungen wie Andmie und Schwiche
abgebrochen wurde (Kasper, 2000).

Eine Kontraindikation stellt eine Antikoagulationstherapie dar. Jedoch kann die
antikoagulative Aktivitdt hoher Vitamin-E-Dosen (1.200 IE/d) auch therapeutisch genutzt
werden (Friedrich, 1987).



15

Bisher gibt es nur in-vitro-Daten {iber ein prooxidatives Potential von Vitamin E. In vivo sind

diese nicht verifiziert worden (Traber, 1999).

2.4.1.2. Sonstige niedermolekulare Antioxidantien

Neben den beschriebenen Vitaminen gibt es noch eine Vielzahl anderer niedermolekularer
Substanzen, die antioxidatives Potential besitzen. Von diesen soll die Harnsdure ndher

beschrieben werden.

2.4.1.2.1. Funktion der Harnséiure

Es existiert eine Theorie iliber die Beziehung zwischen der Moglichkeit des Harnsdureabbaus
und der Vitamin-C-Synthese bei Sdugetieren. Nur wenige Spezies besitzen nicht mehr die
Féhigkeit der Askorbatsynthese und des Harnséureabbaus. Nach dieser Hypothese verlor der
Mensch in seiner Entwicklungsgeschichte in etwa gleichzeitig beide Fahigkeiten. Da beide
Molekiile antioxidativ wirksam sind, konnte die Harnsdure die Funktion des Vitamin C
iibernehmen. Der Harnsdure wird sogar eine hohere antioxidative Potenz zugesprochen, so
dass es dadurch zu einer gesteigerten Lebenserwartung gekommen sein soll.

Askorbat und Harnsdure besitzen in vitro gleich gute antioxidative Fiahigkeiten, um
Strangbriiche in der Desoxyribonukleinsdure (DNS) zu verhindern. Jedoch kann Harnsdure
nicht mit Glutathion oder Vitamin E interagieren, so dass es nicht die volle Funktionsvielfalt

des Vitamin C besitzt (Elstner, 1990).
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2.4.2. Die enzymatischen Systeme

Neben den antioxidativ wirksamen Molekiilen besitzt der Mensch Enzymsysteme, die die

Radikale abbauen. Die wichtigsten antioxidativen Enzymsysteme sind die Katalase, die SOD,

die Glutathionperoxidase und die Glutathion-S-Transferase (Elstner, 1990).

2.4.2.1. Die Katalase

Die Katalase ist ein Himprotein, welches die folgende Reaktion katalysiert.

a) 20, + 4e + 4H* — 2H,0,
Katalase
b) 2H,0, ————— 2H,0 + 0,

Abb. 8: Reaktionsgleichungen der Katalase (Elstner, 1990)

Die hochste Katalasekonzentration befindet sich in Peroxisomen. Bei Zellen, die keine
Peroxisomen besitzen (z. B. Erythrozyten), befindet sich das Enzym im Zytoplasma (Thomas,

1999).

2.4.2.2. Die Superoxiddismutase

Die SOD ist eine der wichtigsten antioxidativen Enzyme. Sie kommt im Zellzytoplasma und
in den Mitochondrien vor. Ein Fehlen dieses Enzyms ist tédlich, jedoch bringt ein Uberschuss

aufgrund des entstehenden Wasserstoffperoxids keine Vorteile.

Die Superoxiddismutase beschleunigt die Dismutation von O3~ 10000fach
SOoD

HO;| + O + HY

H.,O0, + 0,

Abb. 9: Die Superoxiddismutase (Elstner, 1993)
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2.4.2.3. Die Glutathionperoxidase und Glutathion-S-Transferase

2.4.2.3.1. Die Strukturformel

0 NH,
Hooc/A\N/C\T/N\c COOH
: CH, g Glutathion (GSH)
»

Abb. 10: Das Glutathion (Elstner, 1993)

2.4.2.3.2. Funktion

Die Glutathionperoxidase und —S-Transferase entsorgen iiber das Glutathion organische
Peroxide und  Hydroperoxide. In  Kompartimenten mit einem  geringen
Wasserstoffperoxidaufkommen kommt der Glutathionperoxidase ein groBerer Stellenwert zu
als der Katalase. Die Glutathionperoxidase kann mit Radikalen reagieren und dadurch zum
Kettenabbruch von radikalischen Reaktionen fiihren (z. B. bei der Lipidperoxidation).
Glutathion ist in der Lage, Metalle komplex zu binden, wodurch diese keine radikalischen
Reaktionen triggern konnen. Zur Regeneration des Glutathion wird NADH bzw. NADPH
bendtigt.

Es existieren zwei Formen der Glutathionperoxidase, von denen eine selenabhingig ist

(Elstner, 1990).
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2.4.3. Reparatursysteme

Nicht alle Radikale konnen rechtzeitig abgefangen werden. Es kommt zu oxidativen
Verdnderungen an Membranen und Proteinen. Damit nicht immer der Zelltod eintritt,
existieren Mechanismen, um diese Schidden zu beheben. Proteasen konnen oxidativ
geschédigte Proteine autohydrolytisch abbauen.

Eine oxidierte Fettsdure in einer Membran wird durch folgende Mechanismen ersetzt. Ein
Fettsdureperoxid wird durch eine Phospholipase herausgetrennt. Das Peroxid wird durch die
Glutathionperoxidase entsorgt und anschlieBend eine nicht oxidierte Fettsdure in die
Membran eingebaut. Dadurch kann eine geschédigte Membran wiederhergestellt werden. Ein

dhnliches System sorgt fiir die Regeneration der DNS.

Die Abbildung 11 zeigt die Komplexitit und Vielfalt der antioxidativen Schutzmechanismen.

L Oxidationsprozesse |

L 1'

H,0, RHOOH Geschéadigte Biomolekiile
\ / % \/erteidigung:
n Entgiftungs-
Verteidigung —— Katalase Peroxidasen ] stogwechid
etc. verminderte
Stoffwechsel-
leistungen

i | {M/,\M ]
Metallkomplexe e" _ Me" toxische Produkte
@ RHOO’ (gestorte Stoffwechsel-
z.B.

vorgange)

Verteidigung: gestorte Strukturen
Antioxidantien (Informationstrager
DNS, Membranen etc.)

Semidehydro-  Ascorbat
ascorbat

~¢—— Reparatur

Zelltod

Abb. 11: Antioxidative Schutzsysteme (Elstner, 1990)
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2.4.4. Synergismus antioxidativer Systeme (Rekonstitutionssysteme)

Um den antioxidativen Schutz zu verstirken, koénnen hydrophile Antioxidantien mit
hydrophoben interagieren und diese regenerieren. Die Vitamine C und E sind ein Beispiel fiir
diesen Synergismus.

Wird in eine Liposomenmembran ein lipophiles Radikal eingebracht, so kommt es zu einer
sehr schnellen Oxidation des in der Membran befindlichen Phosphadidylcholins, wenn keine
Antioxidantien vorhanden sind. Wird dem System Vitamin C zugegeben, verdndert sich die
Oxidationsgeschwindigkeit des Phosphadidylcholins nicht. Wird statt Vitamin C Vitamin E
zugesetzt, verlangsamt sich die Geschwindigkeit. Bei Zugabe von Vitamin E und C tritt eine
starke Verlangsamung der Oxidationsgeschwindigkeit ein. Diese Geschwindigkeitsreduktion
hilt an, solange Vitamin C vorhanden ist. Ist es aufgebraucht, entspricht die Geschwindigkeit
wieder der nach alleiniger Zugabe von Vitamin E.

Dieser Synergismus kann sowohl in homogenen wie auch heterogenen Systemen beobachtet
werden. Er tritt jedoch nur bei lipophilen Radikalenreaktionen auf, da Vitamin C das Vitamin
E regenerieren kann, jedoch keine umgekehrte Regeneration moglich ist. Diese Aufgabe
kann jedoch von der a-Liponsdure iibernommen werden (Niki, 1991; Paker, 1992).

Fiir diese Reaktionen wird das im Intermedidrstoffwechsel gebildete NADH bzw. NADPH
bendtigt. Als wichtigste Reaktion zur Bereitstellung gilt die Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenasereaktion. Daneben konnen die Glyzerinaldehyddehydrogenase oder die
Laktatdehydrogenase dieselbe Funktion tibernehmen (Elstner, 1990).

R’, potentielle
Schadensauslosung VitE vitC’ NADH

RH, . repariertes” Molekiil VitE’ VitC NAD"®

Abb. 12: Regeneration von Vitamin E und C (Elstner, 1990)
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2.5. Krankheitsbilder mit Radikalbeteiligung

Bei vielen Krankheiten wird eine Beteiligung unterschiedlicher Radikale und Radikalbildnern
postuliert.

I Hyperbarer Sauerstoff und Hyperoxie
A) Retrolentale Fibroplasie
B) Pulmonale Respirationsprobleme

C) Ischdamie-Reperfusionsschiden

1T Hypo-Oxigenierung
A) Systemische Hypoxie
B) Schocksyndrome

111 Gifte, Chemikalien
A) Paraquat u.a. Redoxzyklisierer
B) Tertrachlorkohlenstoff u.a. Losungsmittel (-artige)
C) Chemotherapie (Adriamycin usw.)
D) Nitroverbindungen (Nitrofurantoin, Nitrophenole)
E) Karzinogene, Xenobiotika (Benzpyren, PCB’s)

1A% Drogeninduzierte hiimolytische Animie

(Phenylhydrazin)

\% Vitamindefizite
A) Vitamin A
B) Vitamin C
C) Vitamin E
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VI

Vil

VIII

IX

Alterungsprozesse
A) Katarakt
B) Lipofuszine

Akute Entziindungszustande
A) Verbrennungen

B) Infektionen

C) Pulmonale Odeme

D) Zerebrale Odeme

Chronische Entziindungszustinde

A) Rheumatoide Arthritis

B) Emphysem (Inaktivierung der a-1-Antiproteinase)
C) Behcets Disease

D) Krebs

E) Diabetes

F) Katarakte

Strahlenschiden

A) Sonnenbrand

B) Strahlentherapie

C) ,,Strahlenkrankheit* (radioaktive Unfille)

Luftverschmutzung

A) Fotooxidantien (NOy, O3, PAN)
B) SO,, HSO5

C) DieselruB3partikel, Asbestfasern
D) Zigarettenrauch

(Elstner, 1993)
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2.6. Oxidativer Stress bei Diabetes mellitus und sein Einfluss auf die diabetischen

Folgeschiden

2.6.1. Erhohter oxidativer Stress bei Diabetikern

Es wurde lange diskutiert, ob bei Diabetikern ein erhdhter oxidativer Stress besteht. Das lag
vor allem daran, dass es keine guten Parameter zu dessen Messung gab (Ceriello et al., 1997).
Eine erhohte Radikalbildung kann entweder direkt als Chemilumeneszens oder indirekt {iber
MDA oder konjugierte Diene bestimmt werden (Rdosen et al.,, 1991; Kaji et al., 1985).
Besonders geeignet scheinen Marker der Lipidperoxidation zur Messung der
Radikalenbelastung zu sein. Sie werden von vielen Autoren zur Einschitzung benutzt (Rosen,
1994).
Als weitere indirekte Methode benutzte Ceriello den total-trapping-antioxidant-Parameter
(TRAP). Dieser Wert kann fluorimetrisch gemessen oder mathematisch iiber die
Serumkonzentration mehrerer Antioxidantien ermittelt werden. Unterschiede zwischen dem
gemessenen TRAP und berechneten TRAP ergeben sich aus der Nichterfassung aller
Antioxidantien im Plasma sowie moglicher Synergismen zwischen den Antioxidantien. Es
zeigte sich, dass beide Werte trotzdem statistisch signifikant miteinander korrelieren. Die
Hohe beider Messgroflen war bei Diabetikern gegeniiber Nichtdiabetikern signifikant
erniedrigt, was entweder auf eine hohere Radikalenbildung oder eine verminderte
antioxidative Kapazitit bei Diabetikern schlielen ldsst (Ceriello et al., 1997).
Bei diabetischen Ratten wurde gezeigt, dass die Gewebekonzentration an Lipidperoxiden
hoher liegt als bei gesunden Ratten. Gleichzeitig wurden signifikant niedirigere Vitamin-C-
Spiegel in Gehirn, Herz, Leber, Lunge, Niere und Plasma gemessen. Demgegeniiber steigt die
Konzentration an Vitamin E in Herz, Leber, Muskel und Plasma an (Sun et al., 1999).
Nicht alle Parameter zur Bestimmung der Radikalenbelastung zeigen ein einheitliches Bild,
wie die Messwerte (Nichtdiabetiker/Diabetiker) der Arbeitsgruppe um Kaji zeigen:
1. Plasmalipidperoxide: 1,71 Mikromol pro Liter (umol/l) gegeniiber 2,32 umol/l;
Signifikanzniveau kleiner 0,001 (p < 0,001)
2. Plasmaglutathionperoxidase: 5,9 umol/l gegeniiber 6,9 pmol/l; p < 0,01
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3. Erythrozyten Glutathionperoxidase, Katalase und SOD unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (Kaji et al., 1985).
Wird diabetischen Ratten Vitamin E und C sowie B-Karotin gegeben, so verdndern sich einige
antioxidative Parameter in der Niere, die als MaBstab fiir oxidativen Stress angesehen werden:
1. die MDA-Konzentration wird reduziert
2. die Aktivitdt der selenabhingigen Glutathionperoxidase und Glutathion-S-Transferase
wird reduziert.
Demgegeniiber verdndert sich die Katalaseaktivitét nicht (Mekinova et al., 1995).
Nourooz-Zadeh findet bei 22 Typ-2-Diabetikern einen mit 9,0 umol/l gegeniiber 3,8 pmol/l
bei Nichtdiabetikern signifikant erhoéhten Lipidhydroperoxidspiegel (p < 0,001). Bei der
Plasma- MDA-Konzentration konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Typ-2-Diabetikern und der nichtdiabetischen  Kontrolle nachgewiesen werden
(Nourooz-Zadeh et al., 1995).
Eine Studie von Tada und Mitarbeitern zeigt, dass ein erhohter Glukosespiegel einen Einfluss
auf den Peroxidspiegel haben konnte. Sie stellten bei der Inkubation von Mesangialzellen in
ein Medium mit einer Glukosekonzentration von 33 Millimol pro Liter (mmol/l) einen
Anstieg von Lipidperoxiden fest (Tada et al., 1997).
Bei den folgenden Reaktionen scheint es bei einer Hyperglykdmie zu einer vermehrten
Radikalbildung zu kommen: der Glykosylierung, der Autoxidation von Glukose und durch die
intrazellulare Aktivierung des Polyolpathway. Dieser fiihrt zu einer Verarmung von NADH.
NADH wird zur Regeneration von Antioxidantien bendtigt. Durch diesen Mangel kann es zu
einer Konzentrationsabnahme an Antioxidantien, mit daraus folgender Erhohung der
Radikalschiddigungen, kommen. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die Wirkung von
Antioxidantien auf glukoseinduzierte Verdanderungen. Bekannt sind z. B. Einfliisse auf die
Vasokonstriktion, die Koagulationsaktivierung und Anderungen der intrazelluldren
Adhisinmolekiil-1-Konzentration (Ceriello, 1997).
Kedziora-Kornatowska untersuchte bei nichtdiabetischen Probanden, bei Typ-2-Diabetikern
mit gesicherter Nephropathie und bei langjahrigen Typ-2-Diabetikern ohne Nephropathie und
ohne Bluthochdruck die MDA-Konzentration in Erythrozyten sowie die Aktivitdten der SOD

und Katalase.
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Der MDA-Gehalt war bei den Typ-2-Diabetikern mit Nephropathie und den Diabetikern ohne
Nephropathie signifikant hoher als bei der nichtdiabetischen Kontrollgruppe. Die hochsten
MDA-Werte lagen bei den Probanden mit Nephropathie vor. Die Enzymaktivititen wiesen
einen inversen Zusammenhang auf. Die Aktivititen sanken in der Reihenfolge
Nichtdiabetiker, Diabetiker ohne Nephropathie und Diabetiker mit Nephropathie (Kedziora-
Kornatowska et al., 1998).

Zur Verminderung von radikalischen Schiden stehen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung:

1. die Radikalbildung wird vermindert

2. die antioxidative Kapazitdt wird erhoht.

Wenn die Hyperglykdmie in einem kausalen Zusammenhang mit einer vermehrten
Radikalbildung steht, fiihrt eine gute Stoffwechseleinstellung zu einer geringeren
Radikalbelastung.

Douillet und Mitarbeiter konnen durch die Supplementierung mit Selen und oder Vitamin E
bei diabetischen Ratten den Spiegel an Thiobarbitursdure reaktiven Substanzen (TBARS) und
konjugierten Diene gegeniiber normal gefiitterten Ratten signifikant senken (Douillet et al.,

1996).
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2.6.2. Erhohte Prooxidantien

2.6.2.1. Glukose als Radikalbildner

Ende der 70er-Jahre schrieb Sato iiber Glukose als Radikalbildner. Beim Vergleich von
331 Nichtdiabetikern und 110 Diabetikern findet er bei den Diabetikern eine erhohte MDA -
Konzentration [5,3 Nanomol pro Milliliter (nmol/ml) MDA gegeniiber 3,7 nmol MDA/ml bei
den Nichtdiabetikern].

Zuséatzlich werden die Diabetiker in zwei Gruppen mit unterschiedlicher Blutzuckerhohe
aufgeteilt. Gruppe 1 bilden die Diabetiker mit einem Blutzucker (Bz) unter 140 Milligramm
pro Deziliter (mg/dl), und in Gruppe 2 kommen Probanden mit einem Blutzucker iiber
140 mg/dl. Die MDA-Konzentration ist bei Gruppe 1 mit 4,0 nmol MDA/ml kleiner als bei
Gruppe 2 mit 6,0 nmol MDA/ml.

Keinen Zusammenhang findet Sato zwischen der MDA-Konzentration und den
Konzentrationen an Triglyzeriden (TG) und Cholesterin sowie dem Ergebnis eines
Glukosetoleranztests. Jedoch haben Diabetiker mit Angiopathie im Vergleich zu Diabetikern
ohne Angiopathie ebenfalls erhohte MDA-Spiegel (Sato et al., 1979).

Jain und Mitarbeiter untersuchen in einer Studie den Einfluss der Hyperglykdmie auf die
Vitamin E- und Lipofuszinkonzentration als Marker des oxidativen Stresses. Die Ratten
werden in drei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe erhdlt Insulin, die zweite bleibt
unbehandelt und eine dritte Gruppe aus nichtdiabetischen Ratten dient zur Kontrolle. Nach 2
Monaten werden die niedrigsten Vitamin E - und die hochsten Lipofuszinkonzentrationen bei
den unbehandelten Ratten gemessen. Bei den mit Insulin behandelten Ratten kénnen nur
geringe Unterschiede zu den nichtdiabetischen gemessen werden (Jain et al., 1991).

Elstner beschreibt Experimente zu den Reaktionsmechanismen mit Dihydroxyfumarsiure
(DHF), welche aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft zu den Zuckern als

Modellsubstanz fiir die Zuckerautoxidation gelten kann.
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DHF + O, —> DHF* + *0O; (1)
2H* + *0; + DHF —= DHF* + H,0, (2)
DHF®* + O, — DKS + °®0O; (3)
*0O, + *0; + 2H® —= H,0;, + 0O, (4)
H,0, + °0O; — 0, + *OH + OH"~ (5)
H,0, + °*O; —~ *OH + OH™ + '0, (6)
*0; + Fe3*-ADP —> 0, + Fe?*-ADP (7)
Fe2*-ADP + H,0, —> Fe*'-ADP + OH™ + *OH (8)

DHF: OOH

C—OH

II_OH

COOH

Abb. 13: Die radikalische Reaktionskaskade von DHF (Elstner, 1993)

Die Abbildung 13 zeigt, dass wihrend der Autoxidation von DHF alle bekannten aktivierten
Sauerstoffmolekiile entstehen konnen. DHF wird dabei zu Diketosuccinat oxidiert
— Reaktionen 1 - 3. Die verschiedenen Sauerstoffradikale konnen ebenfalls miteinander
reagie-ren und dabei weitere Radikale produzieren — Reaktionen 4 - 6. Es zeigt sich, dass in

dieser Reaktionskette vor allem Superoxidradikale auftreten (Elstner, 1993).
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Wolff beschreibt, wie die Glukoseautoxidation zur Entstehung von Radikalen fiihren kann.

OHOH ~)l’/’

R— C Coz Hydroxyacld
H OH
Peroxy!
radical \
OH OH
R- C C’ Hydroxyalky! radical
_» | I
_-"" H OH
’I
r'd
Hydroxyaidehyde OH OH // OHO
hydrate | [ |
—C-C-H — R=C—C—H
’,H_ QH '\ 2 H Hydroxyaldehyde
// \“\\
, k I
“\
OH?H \\\
' \
n—g-c-H ~ "OH |
H oHo"
R—=C=C—-H
Enediol
M+
. 05 =707 mwe e
0, ,_
0, 0,
0O o0
¢ dul
R—C—C—H e R—C=C—H
Dicarbony! Enediol

radical anion

Abb. 14: Die Monosaccharidautoxidation (Wolff et al., 1987)

Die Monosaccharidautoxidation ist ein metallkatalysierter Prozess, der durch Chelatoren
inhibiert werden kann. In Glukoselosungen ldsst sich Wasserstoffperoxid nachweisen,
welches nicht stochiometrisch zur Ketoaldehydbildung ansteigt. Es ist zu vermuten, dass ein
Teil des gebildeten Wasserstoffperoxides wéhrend der Autoxidation verbraucht wird. Neben

Wasserstoffperoxid wird ein Ketoaldehyd gebildet, das mit Proteinen reagieren kann (Wolff
et al., 1987).
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2.6.2.2. Die nichtenzymatische Glykosylierung als Radikalbildner

Bei der nichtenzymatischen Glykosylierung konnen reduzierende Zucker (z. B. Blutglukose)
als Katalysatoren oxidativer Modifikationen und der Bildung von cross-links dienen. (Baynes,
1991; Wolff et al., 1987). Die Zucker zeigen eine unterschiedliche Reaktivitit, welche in der
Reihenfolge Glyzeraldehyd, Fruktose und Glukose abnimmt (Hunt et al., 1988).

Durch weitere Umlagerungen entstehen Amadori-Produkte. Bis zu den Amadori-Produkten
sind die Reaktionen sowohl konzentrationsabhéngig als auch umkehrbar. Es kommt nicht zu
einer Akkumulation. Aus den Amadori-Produkten kénnen durch Umlagerungsreaktionen
(Maillardumlagerungen) die AGE-Produkte entstehen, wenn die Proteine eine ausreichend
lange Halbwertzeit besitzen (Brownlee et al., 1988). Dabei kdnnen Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxide entstehen, welche in Anwesenheit von Metallionen iiber radikalische
Reaktionen zu Schéden an umliegenden Molekiilen fiihren kénnen (Baynes, 1991; Rosen et
al., 1991; Packer, 1993). Die Produkte akkumulieren auf den Proteinen, da diese Reaktionen
nicht umkehrbar sind (Brownlee et al., 1988). Ihr Anteil ist jedoch quantitativ gering. (Makita
etal., 1992).

An den radikalischen Reaktionen sind Metallionen und Wasserstoffperoxide beteiligt. Dieses
stammt nicht von einer erhohten Glukoseautoxidation, da die Konzentration an oxidierbarem
Ketoaldehyd sehr gering ist. Fiir die Fragmentierung von Proteinen werden
Wasserstoffperoxide verantwortlich gemacht, da Scavenger bzw. Katalase zwar die
Fragmentierung, aber nicht die Glykosylierung verhindern konnen und das Superoxidanion

kaum mit Proteinen reagiert (Hunt et al., 1988; Packer, 1993).
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i
R—C—C—H
|!‘ Hydroxyaldehyde

«OH

n+

(H |
R—C=C—H
Enediol radical anion

Ketoaldehyde

Abb. 15: Die glukoseinduzierte Proteinfragmentierung (Hunt et al., 1988)

Diese Theorie wird durch Untersuchungen iiber die Auswirkungen erhéhter Glukosekonzen-
trationen auf die Erythrozytenmembran erhirtet. So wird bei steigender Glukosekonzentration
eine ebenfalls steigende MDA-Konzentration in den Membranen gefunden. Die Ursache liegt
in einer gesteigerten Lipidperoxidation, da Phospholipid-MDA-Addukte nachweisbar sind.
Ebenso steigt mit zunehmender TBA-Reaktivitit der Anteil an glykiertem Hamoglobin (Jain,
1989; Jain et al., 1989; Rosen et al., 1991).
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2.6.3. Erniedrigte Antioxidantien

Yue et al. berichten iiber einen erniedrigten Plasmaspiegel an Askorbinsdure bei Diabetikern
(Yue et al., 1990). Auch bei diabetischen Ratten wird ein bis zu 50% verringerter
Askorbatspiegel in Leber und Niere gemessen (Bode, 1997).

Die Arbeitsgruppe Armstrong untersucht die Plasmaspiegel an Vitamine C, E sowie 3-Karotin
bei Typ-2-Diabetikern vor und nach einer Erndhrungsberatung. Ziel der Beratung ist eine
Verbesserung der Nahrstoffzufuhr. Der durchschnittliche Blutzuckerspiegel und die Hohe des
HbA | sinken. Die Vitaminspiegel der 20 Typ-2-Diabetiker steigen nach der Beratung an:

1. Vitamin C: von 12,7 pmol/l auf 27,8 umol/l; p < 0,01
2. Lipidkorrigiertes a.-Tokopherol: von 4,4 umol/mmol Chol auf 5,2; p < 0,05
3. B-Karotin: von 0,13 pmol/l auf 0,17 umol/I; p < 0,05.

Nur die Nahrungszufuhr an Vitamin C ist nach der Beratung gestiegen. Zusitzlich sinkt der
MDA-Spiegel von 2,4 pmol/l auf 1,4 (p < 0,01). Der Anstieg an Vitamin E und B-Karotin
wird mit einer niedrigeren oxidativen Belastung durch eine bessere Stoffwechsellage erklart
(Armstrong et al., 1996).

Antioxidantien werden iiber verschiedene Mechanismen regeneriert. Beim Diabetiker ist die
Regeneration von Vitamin E + C sowie Glutathion gestort, da hierzu NADPH benotigt wird.
Dieses wird bei Hyperglykdmie im verstdrkt ablaufenden Polyolpathway bei der Reduktion
von Glukose zu Sorbitol verbraucht. (Rosen et al., 1991; Packer, 1993).

Auch Bode findet bei Diabetikern einen erniedrigten Askorbatspiegel. Zusétzlich stellt er
einen erhohten Dehydroaskorbatspiegel im Plasma und in den Leukozyten fest. Dies erklért er
damit, dass Askorbat durch Radikale zu Dehydroaskorbat oxidiert wird. Ein erhohter
Dehydroaskorbatspiegel soll neuro- und inselzelltoxisch sein und bei Injektion diabetogen
wirken. Deshalb konnte es fiir die Zelle wichtig sein, ein hohes Askorbat zu
Dehydroaskorbatverhiltnis aufrecht zu erhalten. Stérungen im Askorbatstoffwechsel werden
daher von Bode fiir das Auftreten weiterer Krankheiten (Leukdmie, chronische

Entziindungen) mitverantwortlich gemacht (Bode, 1997).
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Die Arbeitsgruppe um Ng hat an Lymphoblasten untersucht, ob Stérungen in der Versorgung
von Zellen mit Askorbin- bzw. Dehydroaskorbinsdure bestehen. Die Probanden wurden in 4
Gruppen unterteilt:

1. nichtdiabetische Kontrolle,

2. Typ-1-Diabetiker mit Normoalbuminurie,

3. Typ-1-Diabetiker mit Nephropathie und

4. Hypertoniker.

Es zeigt sich eine verdnderte DHA-Aufnahme sowohl bei Bluthochdruck als auch bei
Vorliegen einer Nephropathie. Die passive Aufnahmerate blieb ohne Unterschiede zwischen
den Probandengruppen.

Es kommt durch die erniedrigte Aufnahme an DHA zu einer Verringerung des Vitamin-C-
Spiegels in den Lymphoblasten und dadurch zu einem erniedrigten antioxidativen Potential,
da Vitamin C in Form des DHA durch Membranen transportiert wird (Ng et al., 1998).
Cunningham und Mitarbeiter stellen zwei Hypothesen zum verminderten Vitamin-C-Gehalt
in mononuklearen Zellen bei Diabetikern auf. Diese haben trotz einer hohen oralen Vitamin-
C-Zufuhr von 200 mg/d (Nichtdiabetiker: 160 mg/d) und gleich hohem Plasmaspiegel von
85 umol/l (Nichtdiabetiker: 89 umol/l) eine geringere Konzentration an Vitamin C in den
Zellen (Nichtdiabetiker: 2,6 mg/g Gesamtprotein; Typ-1-Diabetiker: 1,75) aufweisen. Selbst
eine erhohte Zufuhr an Vitamin C von 600 mg/d kann diesen Unterschied nicht ausgleichen.
Glukose inhibiert die Aufnahme von Dehydroaskorbat passiv und Askorbat aktiv. Deshalb
kann erstens ein relativer Insulinmangel und zweitens die Hyperglykédmie als Ursache fiir den
verdnderten Zellspiegel in Frage kommen (Cunningham et al., 1991).

Bigley und Mitarbeiter finden eine kompetitive Hemmung zwischen Glukose und
Dehydroaskorbataufnahme in Neutrophilen und Fibroblasten, so dass beide den gleichen
Transporter benutzen miissen. Dieser Transport ist durch Insulingabe zu erhohen. Bei der
Hyperglykédmie kommt es zu einem erh6hten Plasma-DHA-Spiegel. Im Gegensatz dazu wird
die Glukoseaufnahme in die Zellen jedoch durch die erhohten DHA-Spiegel effektiv nicht
gehemmt, da die Glukosekonzentration wesentlich grofer als die DHA-Konzentration ist

(Bigley et al., 1983).
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Dieser Zusammenhang gilt ebenso fiir Leukozyten. Zusétzlich ist die Auffiillung des Vitamin-
C-Pools bei Diabetikern gechemmt (Chen et al., 1983).

Eine Behebung des Insulinmangels kann die Storungen des Askorbatmetabolismus nicht
beseitigen, da es dadurch zwar zu einem Anstieg des Askorbatspiegels aber nicht des DHA-
Spiegels kommt (Young et al., 1992).

Die Hohe der Plasmakonzentration an Askorbinsdure korreliert nicht mit der Héhe des Bz-
Spiegels. Es zeigt sich aber eine inverse Korrelation zum Anteil des glykosylierten

Hamoglobin (GHb) und HbA . (Yue et al., 1990; Bode, 1997).

2.7. Die diabetischen Folgeschiden

Die diabetischen Folgeschdden lassen sich in zwei Kategorien gliedern. Erstens die
diabetische Makroangiopathie, deren Pathogenese der Atherosklerose entspricht und damit
Diabetes unspezifisch ist. Die zweite Kategorie besteht aus Diabetes spezifischen
Erkrankungen. Dazu zdhlen die diabetische Mikroangiopathie, deren Ursache u. a. die
glykosylierten Proteine, die Katarakt sowie die Neuropathie sind. Diesen Erkrankungen liegt

als Schadigungsmechanismus vor allem eine Sorbitakkumulation zugrunde.

2.7.1. Die diabetische Makroangiopathie

Fir die Entstehung der diabetischen Makroangiopathie werden genetische Faktoren,
Ubergewicht, Hyperlipoproteinimie, Hyperglykidmie, erhdhte Blutviskositit, erhohte
Thrombozytenaggregationsneigung und die arterielle Hypertonie verantwortlich gemacht.
Zusétzlich spielt die Insulinresistenz mit daraus folgender Hyperinsulindmie eine Rolle. Als
weiterer Risikofaktor fiir eine koronare Herzerkrankung (KHK) wird die Hoéhe des
Antioxidantienspiegels diskutiert. Dieser ist bei Diabetikern erniedrigt.

Auch Radikale werden als Einflussfaktor auf die Atherogenese diskutiert. Ceriello und
Mitarbeiter zeigen diesen Einfluss am Beispiel des Stickoxids (NO). Wenn die Endothelzellen
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NO freisetzen, nimmt die Spannung der GefdBwédnde ab. Dadurch sinkt der Blutdruck. Die
Halbwertzeit von NO betrigt nur wenige Sekunden, da es schnell durch Superoxidanionen
abgebaut wird. Bei Diabetikern werden erhohte Radikalenspiegel u. a. an Superoxidanionen
gemessen, siche oben (s. 0.). Dadurch konnte der Abbau der NO-Molekiile beschleunigt
werden und diese Imbalanz im NO-Stoffwechsel konnte zum Bluthochdruck bei Diabetikern
beitragen (Ceriello et al., 1993).

Bei der Entstehung der Atherosklerose wird der extrazelluliren LDL-Akkumulation eine
Bedeutung beigemessen. Dabei konnte die bei Diabetikern erhohte cross-links-Bindung von
LDL an in Arterienkollagen gebundenen AGE-Produkten ursdchlich beteiligt sein. In vitro
steigt der Anteil an gebundenem LDL, wenn entweder der AGE-Produktanteil bei konstantem
LDL-Spiegel oder der LDL-Spiegel bei konstantem AGE-Produktanteil steigt.
Arterienkollagen mit AGE-Produkten bindet LDL dabei etwa 3-mal so stark wie Kollagen
ohne AGE-Produkte (Brownlee et al., 1988).

Den Einfluss der Hyperglykdmie auf systemische hamodynamische Parameter untersuchen
Marfella und Mitarbeiter bei nichtdiabetischen Probanden. Sie stellen einen statistisch
signifikanten Anstieg des systolischen bzw. diastolischen Blutdruckes von euglykdmischen
118 £9 bzw. 71 £ 5 mmHg auf 138 + 12 bzw. 85 = 6 mmHg bei Hyperglykdmie (15 mmol/l)
fest (Marfella et al., 1995).

2.7.2. Die diabetische Mikroangiopathie

Die Mikroangiopathie weist eine multifaktorielle Pathogenese auf. Die geschadigten Gefille
zeigen histologisch eine besonders diinne Wandbeschaffenheit bzw. aufgelockerte Struktur
und sehen unausgereiften GefdBlen sehr dhnlich. Dadurch ist eine Anfdlligkeit gegeniiber
hiamodynamischen Belastungen und eine vermehrte Durchlédssigkeit vorstellbar (Osterby,
1992).

Die GefiBmembranen sind glykosyliert und verdickt. Sie zeigen eine Anderung in ihrer

elektrischen Ladung sowie in ihren Permeationseigenschaften. In den Endothelzellen lassen
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sich Sorbitakkumulationen nachweisen. Weiterhin dndert sich die Prostazyklinsynthese und
die Lipoproteinlipaseaktivitit.

In den Erythrozyten sind Glykosylierungsprodukte nachweisbar. Eine Viskositdts- und
Stoffwechselinderung ist nachzuweisen. Auch Thrombozyten zeigen diese Anderungen und

zusdtzlich eine erhohte Aggregations- und Adhésionsneigung (Luft et al., 1992).

2.7.3. Die diabetische Retinopathie/Katarakt

Als héaufigste Erkrankungen der Augen bei Typ-1- und Typ-2-Diabetikern werden
Linsentriibungen und Netzhautschddigungen festgestellt, welche aufgrund der fehlenden
Symptome hdufig ein fortgeschrittenes Stadium aufweisen.

Der Schweregrad der diabetischen Retinopathie zeigt eine deutliche Abhingigkeit von der
Diabetesdauer. Das Risiko einer Netzhautverdnderung bei Typ-1-Diabetikern steigt von 27%
nach 5 - 10 Jahren Diabetesdauer auf 90% nach 30 Jahren.

Zwei pathophysiologische Mechanismen liegen der Retinopathie zu Grunde:

1. GefdBverschliisse

2. Permeabilitiitsstdrungen mit daraus folgenden Odemen.

Die Retinopathie wird in zwei Klassen eingeteilt:

1. Hintergrundretinopathie mit Mikroaneurismen, Punktblutungen, harten Exsudaten,
Makuladdemen und cotton-wool-Herden (Nervenfaserschichtinfarkte).

Diese Form scheint seltener und insgesamt gutartig zu verlaufen.

2. Proliferative Retinopathie mit fibrovaskuldren Proliferationen, Netzhautablosungen und
Neovaskularisationsglaukom (Oldendoerp et al., 1987).

Durch Neueinsprossung von GefdBlen in den Glaskorper kann es zu rezidivierenden

Blutungen, Glaskorperschrumpfung und letztendlich zur Netzhautablosung mit daraus

resultierender Erblindung kommen.

Die Hohe der AGE-Produkte korreliert mit der Schwere der diabetischen Retinopathie

(Brownlee et al., 1988; Ono et al., 1998).
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2.7.4. Die diabetische Neuropathie

Viele Typ-1-Diabetiker zeigen bereits bei der Erstdiagnose reversible Nervenverdanderungen.
Die Nerven zeigen eine verminderte Leitgeschwindigkeit, die im Zusammenhang mit einem
vermehrt ablaufendem Polyolpathway stehen. Dadurch steigt die Konzentration an Sorbit und
Fruktose in den Axonen und Schwann’schen Zellen. Es kommt nicht zu einer osmotischen
Aufschwemmung, da der Stoffwechsel von Sorbit sehr hoch ist. Jedoch sinkt die Konzen-
tration an Myo-Inositol um etwa ein Viertel. Eine gute Blutzuckereinstellung und eine erhohte
Zufuhr an Inositol mit der Nahrung konnen diesen Konzentrationsabfall verhindern.

Zusitzlich kommt es zu einer verminderten Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase (Na-K-
ATPase)-Aktivitdit. Der Natriumgradient kann nicht aufrecht erhalten werden. Dadurch
kommt es u. a. zu einer Verringerung der Konzentration an Aminosiuren und Kreatin sowie

einer Storung im Natrium-Kalzium-Stoffwechsel (Winegard, 1987; Hotta, 1997).

2.7.5. Die diabetische Nephropathie

Die ersten Beschreibungen der glomeruldren Verdnderungen datieren auf das Ende des
19. Jahrhunderts (QDsterby, 1992). Die Nephropathie ist ein multifaktorieller Vorgang und fiir
fast 50% aller Dialysepatienten verantwortlich (Weir et al., 1998).

Es werden fiinf Stadien bei der Nephropathie unterschieden. Meist handelt es sich bei der
Erstdiagnose schon um ein fortgeschrittenes Stadium der Nephropathie.

Im ersten Stadium sind die Nieren vergrofert und die glomerulédre Filtrationsrate sowie der
renale Plasmafluss sind erhoht. Diese Verdnderungen normalisieren sich mit Therapiebeginn
(Hasslacher, 1988).

An Ratten wurde gezeigt, dass die VergroBerung der Niere schon nach 8 - 12 Wochen
Diabetesdauer zu beobachten ist. Es konnte eine leichte Albuminurie nachgewiesen werden,
jedoch keine glomeruldre Hyperfiltration (Zamlauski-Tucker et al, 1992). Die
nichtenzymatische Glykosylierung sowie der MDA-Gehalt in den Glomeruli und in der

renalen Cortex sind erhoht. Auch eine vermehrte Konzentration an Immunglobulin G (IgG)
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und M (IgM) ist in den glomeruliren Mesangialregionen und den Kapillarwidnden bei
diabetischen Ratten nachweisbar (Tomino et al., 1991).

Choi und Mitarbeiter finden bei diabetischen Ratten signifikant erhohte Plasma- und
Urinspiegel an NO-Produkten. Sie berichten von einer flinffach hoheren Ausscheidung an
NO? und NO’ sowie einem Anstieg der NO-Synthase. Die Normalisierung der glomeruliren
Filtrationsrate (GFR) und des renalen Plasmaflusses (RPF) durch Gabe eines NO-
Synthasehemmers bestitigte den negativen Einfluss von NO-Produkten auf die
Nierenfunktion (Choi et al., 1999).

Der transformierende Wachstumsfaktor-beta (TGF-beta) ist flir die renale Zellhyperthrophie
und die Produktion von Extrazellularmatrixmolekiilen verantwortlich. Hohe Glukosespiegel
erhohen die Konzentration der TGF-beta-messanger-Ribonukleinsdure (mRNS) und den
Proteingehalt in kultivierten proximalen Tubuluszellen sowie glomeruldren Epithel- und
Mesangialzellen. Wenn TGF-beta-Antikorper gegeben werden, ldsst sich bei diabetischen
Ratten das Nierengewicht und die glomeruldre Hyperfiltration signifikant senken (Hoffman et
al., 1998).

Das zweite Stadium der Nephropathie ist durch unterschiedliche Stoffwechselstérungen der
Basalmembran (Typ-IV-Kollagenanteil, Aufbau der Basalmembranmatrix,
Heparansulfatgehalt, Hohe der negativen Ladung der Membran) gekennzeichnet. Diese sind
histologisch nachweisbar (Hasslacher, 1988). Zusitzlich ist das zweite Stadium durch eine
Expansion der Mesangialmatrix (extrazellulires Material) und eine Verdickung der
kapilldren, glomeruldren und tubuldren Basalmembranen ohne erhohte Zellproliferation
gekennzeichnet. Es kommt zu einer glomeruldren Fibrose, welche die renalen
Filtrationseinheiten =~ zerstért. = Ein  positiver =~ Zusammenhang  zwischen  der
Mesangialmatrixausdehnung und der Schwere der diabetischen Nephropathie ist nachweisbar
(Dsterby, 1992, Del Prete et al., 1998; Berg et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe Gulman untersuchte die GroBe des juxtaglomeruliren Apparates. Bei
Diabetikern finden sich gegeniiber Nichtdiabetikern stark vergroBerte Volumina. Ebenso
zeigte sich eine signifikante VergroBerung des Bereiches der Macula densa bei Diabetikern

(Gulman et al., 1998).
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Die Basalmembrandicke =zeigt schon bei Nichtdiabetikern eine relativ  grofle
Schwankungsbreite, doch ist sie bei Diabetikern ohne Mikroalbuminurie durchschnittlich
schon so weit vergréBert, dass nur noch einzelne Werte in den Bereich der Nichtdiabetiker
fallen. Bei Patienten mit Mikroalbuminurie ist die durchschnittliche Membrandicke bereits
deutlich erhoht. Patienten mit Makroalbuminurie zeigen Werte, die nur leicht iiber denen der
Mikroalbuminurie liegen (Osterby, 1992).

Die mesangiale Volumenfraktion pro Glomerulus, die Matrixvolumenfraktion pro
Glomerulus und das Matrixstarvolumen sind erhoht (Dsterby et al., 1998).

Die proximale Tubulusmembranweite bei Diabetikern ist gegeniiber Nichtdiabetikern
statistisch signifikant vergroBert. Eine starke positive Korrelation ergibt sich zwischen der
tubuldren Membranweite und der glomerulidren Basalmembranweite. Beide Werte korrelieren
statistisch signifikant mit der Hohe des HbA . (Brito et al., 1998).

McAuliffe und Mitarbeiter berichten von einer gestdrten Synthese und einem verdnderten
Abbau von negativ geladenen Proteoglykanen bei Diabetikern (McAuliffe et al., 1997).

Die Expression von Heparansulfat sowohl in vaskuldren (Glomeruli) als auch in avaskuldren
(Haut) Basalmembranen wird vermindert (van der Pijl et al., 1998). Dadurch kommt es zu
einer Abnahme der negativen Ladung der Basalmembran, so dass negativ geladene Proteine
(Albumin) leichter passieren konnen (Hasslacher, 1988). Die Arbeitsgruppe Michels zeigt mit
geladenen Dextranen, dass die Verdnderung der Membranladung keinen Einfluss auf die
Ausscheidung geladener Molekiile hat (Michels et al., 1982). Bei diabetischen Ratten wird im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant groBerer Teil des Albumins als Monomer
zusammen mit leicht und stark abgebautem Albumin ausgeschieden. Daher scheint die
diabetische Niere im Vergleich zur nichtdiabetischen eine Inhibierung des Albuminabbaus auf
der postglomeruldren Seite aufzuweisen und nicht nur eine Art von ,,shunt“-Pathway (Burne
et al., 1998).

Im dritten Stadium zeigen sich erste Anzeichen einer Kapillarschidigung. Es kommt zur
Mikroalbuminurie und zum Blutdruckanstieg (Hasslacher, 1988). Ursache kann der
postglomeruldre Widerstand und/oder die Reduktion des praglomeruldren Widerstandes sein.

Dieser Stress fiithrt zu einer Freisetzung von wachstumsstimulierenden Zytokinen und



38

fibrotischen Mediatoren. Es kommt zu einer Zellproliferation und einer Matrixakkumulation
mit einer Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose (Weir et al., 1998).

Als weitere Einflussfaktoren, insbesondere der glomeruldren Hyperfiltration und der
Albuminurie, gelten auf zellulirer Ebene in den Glomeruli ein erhohter Spiegel an
Diazylglyzerol (DAG) und eine erhohte Proteinkinase-C-Aktivitdt. Diese baut DAG zu
Phosphorsédure ab. Die Arbeitsgruppe Koya berichtet bei diabetischen Ratten im Vergleich zu
Kontrollratten nach zwei Wochen von um 106 + 17% erhdhten Diazylglyzerolspiegeln und
von um 66 + 8% erhohte Proteinkinase-C-Aktivitit (Koya et al., 1997; Koya et al., 1998).

Das vierte Stadium ist durch die Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate um 1 ml pro
Monat und des renalen Plasmaflusses um 5 ml pro Minute (min) und Monat gekennzeichnet.
Bei tliber der Hilfte der Patienten liegt ein Bluthochdruck vor, und es ist eine persistierende
Proteinurie nachweisbar.

Im flinften Stadium hat nahezu jeder Patient einen Bluhochdruck. Zusétzlich zur teilweise

massiven Proteinausscheidung steigt der Serum-Kreatininwert an (Hasslacher, 1988).

2.8. Einflussfaktoren auf das Fortschreiten der diabetischen Folgeschiden, unter

besonderer Beriicksichtigung der Nephropathie

2.8.1. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen eines hohen Blutglukosespiegels

Als Endprodukte der nichtenzymatischen Glykosylierung entstehen AGE-Produkte. Davon
bekannt ist z. B. Pentosidin. Es gibt Hinweise, dass weitere Stoffwechselwege u. a. der
Polyolpathway zur Pentosidinbildung fithren konnen. So kann die Gabe eines
Aldosereduktasehemmers die Pentosidinbildung verhindern.

Das Missverhéltnis zwischen Dehydroaskorbat und Askorbat in der diabetischen Zelle erhoht
ebenfalls die Pentosidinkonzentration. Es ist bekannt, dass sie altersabhingig und bei
Diabetikern gegeniiber Nichtdiabetikern gleichen Alters erhdht ist.

Es zeigt sich keine Korrelation des Pentosidinspiegels zur Diabetesdauer, wohl aber zum

Schweregrad der diabetischen Folgeschidden. Werden diese in unterschiedliche Schweregrade
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eingeteilt und bewertet, dann ergibt sich eine positive Korrelation zwischen der Summe der
Schweregrade und der Pentosidinkonzentration. Weniger stark ist die Korrelation, wenn der
Schweregrad einzelner Folgeschdden betrachtet wird. Da bei Diabetikern mit den schwersten
Schiaden auch der Pentosidingehalt am hochsten ist, konnte dieser wie das HbA,. als
langfristiger Parameter der Stoffwechselsituation angesehen werden (Sell et al., 1992).

Viele Daten deuten auf einen starken Zusammenhang zwischen der Hohe der Blutglukose
bzw. des HbA,. auf die Pathogenese der diabetischen Nephropathie hin. In einer
Untersuchung an 54 Typ-1-Diabetikern zeigt die Arbeitsgruppe Earle einen signifikanten,
inversen Zusammenhang zwischen der Hohe des glykosylierten Himoglobins und der Zeit bis
zum Auftreten einer Proteinurie auf (r =-0,79, p < 0,05) (Earle et al., 1997).

Bei 121 Typ-1-Diabetikern finden O’Brien und seine Mitarbeiter eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Albuminausscheidung bzw. der Ausscheidung an retinolbindendem
Protein und dem glykosylierten Himoglobin (p < 0,002) (O’Brien et al., 1996).

Die Arbeitsgruppe Berg fand eine positive Korrelation zwischen der Hohe des HbA ;. und der
Mesangialvolumenfraktion sowie Basalmembrandicke (Berg et al., 1998).

McAuliffe und Mitarbeiter berichten von einer gestorten Synthese und einem gestorten Abbau
von negativ geladenen Proteoglykanen bei Diabetikern. Sie zeigen, dass eine Vitamin-C-
Zugabe zu einem Kulturmedium fiir Rattenmesangialzellen die Proteoglykansynthese
stimuliert. Eine erhohte Glukosekonzentration von 25 mmol im Vergleich zu 8 mmol
verhindert die Stimulierung (McAuliffe et al., 1997).

Glykosylierte Proteine beeinflussen die Beschaffenheit von glomeruldren Epithelzellen. Die
Arbeitsgruppe Sing kultiviert Zellen in Medien mit 1% glykiertem fetalem Rinderserum oder
1% nicht glykiertem Serum. In den Medien wird anschlieBend sowohl die
Kollagenaseaktivitit bestimmt, als auch die Zellen auf Matrixantigene (Kollagen I,
glomeruldre Basalmembranantikdrper, Laminin und Fibronektin) und Proteine der tight
junctions (Kadherin, desmosomales Protein) untersucht. Zusitzlich wurden Zellen auf
Filtermembranen angeziichtet, um sie auf die Durchlédssigkeit fiir Inulin und Albumin zu
untersuchen. Bei der Inkubation mit glykiertem Serum gab es einen signifikanten Anstieg der
Laminin- (+ 18%) und Basalmembranantigene (+ 33%), wihrend die Kollagen-I- und

Fibronektinantigene unveridndert blieben. Ebenso dnderte sich die Anordnung von Kadherin.
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Die Kollagenase-aktivitit sank um 45%. Im Vergleich zu den Kontrollzellen war die
Ausscheidung von Inulin um 550% und die von Albumin um 320% erho6ht (Singh et al.,
1998).

AGE-Produkte storen den normalen Basalmembranstoffwechsel. So erh6hen sie die Bindung
von LDL und Albumin. Zusétzlich werden IGG-Antikorper etwa 5-mal stiarker gebunden. Bei
Anwesenheit von AGE-Produkten kann eine vermehrte Bildung von cross-links auf dem Typ-
IV-Kollagen der Basalmembran nachgewiesen werden. Die Bildung anderer
Basalmembrankomponenten wird ebenfalls negativ verdndert (Laminin, Heparansulfat,
Proteoglykan). Zusitzlich soll der normale Aufbau der Membranporen behindert werden
(Brownlee et al., 1988).

Die Arbeitsgruppe Berg findet bei jungen Typ-2-Diabetikern in einer dreijdhrigen Studie, dass
die Hohe des Serum-AGE-Levels statistisch signifikant mit der Basalmembrandicke und der

Matrix-Glomerularvolumenfraktion korreliert (Berg et al., 1997).

2.8.2. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen der Proteinzufuhr

Bei diabetischen Ratten kann gezeigt werden, dass eine erhohte Nahrungsproteinzufuhr (24%
gegeniiber 8%) zu einer signifikant erhhten Albuminausscheidung und Kreatininclearence
fiihrt (Copeland et al., 1989). In klinischen Studien und Metaanalysen zeigt sich ein positiver
Einfluss einer Proteinrestriktion auf den Verlauf der Nephropathie (gemessen als glomerulére
Filtrationsrate). Werden die Studien gepoolt, zeigt sich nur noch ein relativ kleiner Effekt auf
die GFR (etwa 0,5 ml/min/Jahr), der jedoch bei langerer Beobachtungsdauer grofler wird
(Kasiske et al., 1998). Walser und Mitarbeiter zeigen, dass eine sehr niedrige Proteinzufuhr
von 0,3 g/kg KG sowohl bei diabetischen als auch nichtdiabetischen Patienten mit stark
eingeschrinkter Nierenfunktion den Zeitpunkt einer Nierenersatztherapie um 1 Jahr verzégern
kann (Walser et al., 1999). Die Arbeitsgruppe Hansen berichtet im gleichen Jahr, dass eine
Reduzierung des Nahrungsproteins von 1 g/kg KG auf 0,6 g’kg KG die Albuminausscheidung
um fast 30% senken kann. Erhoht sich die Aufnahme wieder, so steigt die

Albuminausscheidung ebenfalls an (Hansen et al., 1999).
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Die Proteinquelle scheint dabei ohne Bedeutung zu sein. Der Einsatz von Sojaprotein zeigt

keinen weiteren Einfluss auf die Nierenfunktion (Anderson et al., 1998).

2.8.3. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen des Blutdruckes

In Tiermodellen zeigt sich, dass der erhohte priglomeruldre und postglomerulédre
Kapillarwiderstand schiddigend auf die Glomeruli wirken kann. Klinische Studien am
Menschen zeigen einen negativen Einfluss des erhohten Blutdruckes auf hdmodynamische
Parameter, die Albuminausscheidung und das Fortschreiten der diabetischen Nephropathie
(Bauer, 1998). Die Arbeitsgruppe Earl errechnet, dass eine Steigerung des Blutdruckes pro 10
mmHg die Zeit bis zum Auftreten einer Proteinurie um jeweils 1,9 Jahre verkiirzt (Earle et al.,
1997).

Weir und Mitarbeiter folgern aus klinischen Studien, dass fiir einen optimalen Schutz der
Nierenfunktion der Blutdruck auf Werte von 125/75 mmHg statt bisher 140/90 mmHg
gesenkt werden sollte (Weir et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe um Bakris zeigt, dass eine blutdrucksenkende Kombinationstherapie
synergistische Effekte zeigen kann. Senkt die Monotherapie mit einem Kalziumantagonisten
bzw. einem angiotensin-converting-enzyme-hemmer (ACE-Hemmer) die Proteinurie um etwa
30%, kann diese mit einer Kombinationstherapie um 62% gesenkt werden (Bakris et al.,
1998).

Ruggeneti und Mitarbeiter weisen darauf hin, dass von den Einflussfaktoren Blutdruck, Bz,
Serumkreatinin und Proteinurie auf das Nierenversagen, nur die Proteinurie eine signifikante

Aussage auf das Fortschreiten der Nephropathie zuldsst (Ruggeneti et al., 1998).
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2.8.4. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen der korperlichen Aktivitit

Die Arbeitsgruppe Hidaka untersucht, welche endogenen Proteine (Albumin, IgG, IgG4 und
B-2-Mikroglobulin) durch korperliche Aktivitit vermehrt ausgeschieden werden. In der
Gruppe der Typ-2-Diabetiker erhoht sich durch die Bewegung die Ausscheidung an Albumin,
IgG4 und B-2-Mikroglobulin (Hidaka et al., 1998).

2.8.5. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen der Gravidit:it

In einer Studie von Diglas und Mitarbeitern wird untersucht, ob sich eine Schwangerschaft
auf die Albuminausscheidung von normoalbuminurischen Typ-1-Diabetikerinnen und
Nichtdiabetikerinnen auswirkt. In der sechzehnten Schwangerschaftswoche ist die
Albuminausscheidung der Diabetikerinnen gegeniiber den Nichtdiabetikerinnen doppelt so
hoch (5 Mikrogramm pro Minute (pg/min) bzw. 2,4 ug/min), ohne statistisch signifikant zu
werden. Die Albuminausscheidung der Diabetikerinnen steigt in der 38. Schwanger-
schaftswoche im Vergleich zur 16. nicht signifikant an, unterscheidet sich jedoch signifikant

von den Nichtdiabetikerinnen (Diglas et al., 1997).

2.8.6. Die diabetische Nephropathie, Auswirkungen der atherosklerotischen

Verinderungen

In einer Studie von Taniwaki und Mitarbeitern an 61 Typ-2-Diabetikern wird ein statistisch
signifikanter positiver Zusammenhang zwischen der Abnahme der glomeruldren
Filtrationsrate und der Dicke der carotis intima media sowie der Karotisverkalkung und dem

renalen arteriellen Widerstandsindex gefunden (Taniwaki et al., 1998).
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2.9. Studien, die einen Hinweis auf den Einfluss von Radikalen oder Antioxidantien auf

die diabetischen Folgeschiden geben

2.9.1. Der Einfluss von Radikalen

Sauerstoffradikale (z. B.: Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale) entstehen bei enzymatischen
oder metallkatalysierten Reaktionen. Diese reagieren mit umliegenden Molekiilen. Dazu
zdhlen neben Proteinen und Lipiden auch die DNS. Als Folge davon konnen Schiadigungen

wie Fragmentierungen und cross-links entstehen.

ENZYMATIC REACTIONS . Lipids I
Electron Transport — 0,~ . Oxidation
Oxidases Men* Proteins Fragmentation
Oxygenases —— H,0, =0OH:

AUTOXIDATION Nucleic Acids Crosslinking
Metal catalyzed ROOH

yZ _ Glycoconjugates Fluorescence
FORMATION OF ACTION OF INHIBITORS
PRECURSORS AND SCAVENGERS TARGETS DAMAGE

Abb. 16: Radikale und Ihre Auswirkungen auf biologische Strukturen (Baynes, 1991)

Die bisherigen Daten zeigen, dass oxidative Schidden nur durch physiologische, katabole
Prozesse riickgingig gemacht werden konnen. Bei langlebigen Proteinen (Kristallin,
Kollagen, Elastin oder Laminin) kann es zu einer Akkumulation von oxidativen Schiden und
einer Anderung der Abbaurate kommen. Diese konnen langfristig zu pathologischen
Verdnderungen fiihren.

Fiir den direkten Nachweis von oxidativen Vorgédngen steht bisher kein Routineverfahren zur
Verfligung. Entweder sind die entstehenden Radikale nur sehr kurzlebig oder die komplexe

Struktur der Reaktionen und Produkte ist nicht vollstindig bekannt. Teilweise sind die
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entstehenden Produkte nicht von physiologischen Strukturen zu unterscheiden. Beispielsweise
ist es nicht moglich, das wihrend der oxidativen Verdnderung von Histidin entstehende
Aspartat von der natiirlich vorkommenden Aminosdure zu unterschieden. Ein weiteres
Problem stellt die Festlegung von Normalbereichen dar.

Zum indirekten Nachweis radikalischer Reaktionen werden deshalb Produkte der nicht
enzymatischen Glykosylierung und aus den Maillardreaktionen (z. B. Carboxymethyl-
[hydroxy]lysin oder Pentosidin) benutzt. Es ist bekannt, dass sich die Maillardreaktionen
durch Zugabe von Sauerstoff und/oder Metallionen beschleunigen und durch
Sauerstoffausschluss, Metallchelatoren oder Radikalscavenger verlangsamen ldsst (Baynes,
1991).

Ebenso kann die Zugabe von MDA, Wasserstoffperoxid oder tertidrem Butylhydroperoxid die
erwartete Konzentration an GHb signifikant erhdhen (Jain et al., 1997).

Nicht in jedem Fall steht die nachgewiesene Substanz mit den Folgeschidden in kausalem
Zusammenhang. So ist zwar eine erhohte Pentosidinkonzentration im Kollagen von
Diabetikern nachzuweisen, doch kann sie aufgrund der niedrigen Konzentration nicht mit
Folgeschdden in Verbindung gebracht werden (Baynes, 1991). Trotzdem ist das Pentosidin
ein guter Parameter zur Einschitzung der Stoffwechsellage von Diabetikern, da er mit der
Schwere der diabetischen Folgeschdden korreliert (Sell et al., 1992).

Die Arbeitsgruppe Lee nennt als weiteren Faktor den Polyolpathway, da durch ihn der
NADH-Spiegel sinkt. Dadurch fehlt es zur Regeneration von Antioxidantien durch die
Glutathionreduktase (Lee et al., 1999).

Radikale werden als Ursache der Entstehung der diabetischen Angiopathien diskutiert (Rdsen
et al.,, 1991). Die Glukoseautoxidation, der Polyolpathway und die Proteinglykosylierung
werden als Quelle von Radikalen genannt. Zusétzlich ist die Expression von antioxidativen
Enzymen (Kupfer-Zink-SOD, Glutathionperoxidase, Katalase) in Endothelzellen erhoht
(Ceriello et al., 1996).

Werden Endothelzellen einer hohen Glukosekonzentration ausgesetzt, entstehen vermehrt
Superoxidanionen, die die vasodilatatorisch wirkende NO-Produktion vermindern kénnen
(Giugliano et al.,, 1996). Die Thrombozyten produzieren verstirkt TxA,, das

vasokonstriktorisch und aggregationsfordernd wirkt. Zusdtzlich ist die Synthese von
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12-Hydroperoxyeikosatriensdure erhoht, welches chemotaktisch auf glatte Muskelzellen
wirkt. Diese konnen in die Intima wandern und proliferieren. Es entsteht eine Vorstufe
atherosklerotischer Plaques (Rosen et al., 1991).

Die Gabe von Antioxidantien kann die bei Hyperglykdmie reduzierte endothelabhéngige
Relaxation und verzogerte Zellreplikation riickgéngig machen (Giugliano et al., 1996;

Ceriello et al., 1996).

2.9.2. Der Einfluss von Antioxidantien

Neben der Moglichkeit, die Entstehung von Radikalen zu vermindern, kann die antioxidative

Abwehr verstirkt werden.

2.9.2.1. Das Glutathion

Glutathion ist ein Bestandteil des antioxidativen Enzymsystems (Glutathionperoxidase). Es ist
das in wissrigen Kompartimenten in hochster Konzentration vorliegende Antioxidans
(Thomas, 1999).

Durch die Gabe von Glutathion (600 mg intra vends (i.v.) und anschlieBender Infusion
5 mg/min) konnen die durch Hyperglykédmie ausgelosten himodynamischen Verdanderungen
vollstidndig verhindert werden (Marfella et al., 1995).

Bei der diabetischen Neuropathie im Rattenmodell verhindert eine frithzeitige Gabe von
Glutathion die Verdnderungen der Nervenleitgeschwindikeit. Selbst eine spédte Therapie

verbessert die Situation noch (Bravenboer et al., 1992).
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2.9.2.2. Das Vitamin E

Wird bei Diabetikern eine Lipidperoxidation durch die Gabe von NADPH oder
Peroxidzugabe forciert, so erhoht sich als Zeichen des oxidativen Stresses der Gehalt an
MDA. Wird zusitzlich zu den Oxidantien Vitamin E gegeben, ldsst sich der MDA-Spiegel

fast auf Normalniveau senken. (Rao et al., 1992).

2.9.2.2.1. Der Einfluss auf die nichtenzymatischen Glykierungsprozesse

Einen indirekten Einfluss von  Vitamin E auf die nichtenzymatischen
Glykosylierungsprozesse beschreiben Paolisso und Mitarbeiter. Sie zeigen, dass die
Vitamingabe die Insulinwirkung sowohl bei Nichtdiabetikern als auch bei Typ-2-Diabetikern
verbessert. Die Verabreichung von Vitamin E (900 mg) iiber einen Zeitraum von 4 Monaten
konnte die Fliche wunter der Glukosekurve nach einem Glukosetoleranztest bei
Nichtdiabetikern um 20% und bei Diabetikern um 10% senken (Paolisso et al., 1993).

In der ersten von zwei Studien der Arbeitsgruppe Bierenbaum wird diabetischen Patienten
iber einen Zeitraum von zwei Wochen Vitamin E in einer Menge von 2.000 IE pro Tag
gegeben. In dieser Zeit fiel der durchschnittliche Blutglukosespiegel der Patienten signifikant.
In der zweiten Studie wird der Zeitraum auf sechs Wochen mit der gleichen Vitamin-E-
Dosierung ausgeweitet und anschlieBend mit einer sechswochigen Placebokontrollphase
abgeschlossen. Der durchschnittliche Bz sank dabei statistisch signifikant nach 6 Wochen
Vitamin-E-Gabe. Nach 6 Wochen Placebophase stieg er an. Es traten wéihrend der Vitamin-E-
Supplementierung keine Nebenwirkungen auf (Bierenbaum et al., 1985).

Auch die tdgliche Gabe von 900 mg Tokopherol iiber 3 Monate in einer doppelblind
placebokontrollierten Crossoverstudie an 25 Typ-2-Diabetikern zeigt eine Senkung des
Blutzuckerspiegels von anfinglich 8,3 mmol auf 7,5 mmol. Dadurch sinkt der Anteil des
HbA . von 7,8% auf 7,1% (Paolisso et al., 1993).

Die Arbeitsgruppe Jain untersucht in einer doppelblind, placebokontrollierten Studie den

Einfluss einer moderaten Vitamin-E-Dosierung von 100 IE/d auf die Hohe des glykierten
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Héamoglobins bei 35 Typ-1-Diabetikern. Es wird sowohl der Niichternblutzucker als auch der

GHb-Wert bei beiden Gruppen zu Beginn und am Ende des Untersuchungszeitraums

bestimmt. Bei der Placebogruppe ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Messwerten

(GHb, Glukosespiegel und Triglyzeride) zu Beginn und zum Ende der Studie. Bei der

Verumgruppe zeigten sich folgende Verdanderungen :

1. Der GHb-Spiegel sank signifikant von durchschnittlich 12,8 + 0,9% auf 11,5 + 0,4%.

2. Der Blutzucker sank signifikant von 11,6 £ 1,3 mmol auf 8,8 + 1,2 mmol

3. Die TG sanken signifikant von 2,9 + 0,3 mmol auf 2,2 + 0,2 mmol (Jain et al., 1996).

Ein dhnlicher Befund wird von der Arbeitsgruppe Ozden im Tierversuch beschrieben. Sie

teilen ein Rattenkollektiv in 4 Gruppen auf.

1. Die Kontrollgruppe hat keinen Diabetes und erhilt kein Vitamin E.

2. Die zweite Gruppe ist diabetisch und erhélt kein Vitamin E.

3. Die dritte Gruppe ist diabetisch und erhélt 500 mg/kg KG Vitamin E intra peritoneal
(i. p.)-

4. Die vierte Gruppe ist diabetisch und erhalt 1.000 mg/kg KG 1. p. Vitamin E.

Die Vitamin-E-Injektionen erfolgen alle drei Tage. Das Vitamin E hat keinen Einfluss auf den

Gewichtsverlust und die Blutglukosekontrolle. Der Anteil des glykosylierten Hb unter hoher

Vitamin-E-Gabe sinkt im Vergleich zur Kontrollgruppe um etwa 30% (Ozden et al., 1989).

Den positiven Einfluss von Vitamin E auf die Hohe des HbA; bestitigt eine Studie, in der

iiber einen Zeitraum von 2 Monaten entweder ein Placebo, Vitamin E in einer Dosierung von

600 mg/d oder 1.200 mg/d gegeben wird. Der durchschnittliche Bz-Spiegel bleibt wihrend

der Versuchsperiode unverdndert. Der Anteil des stabilen HbA . sinkt unter der Gabe von

Vitamin E wie folgt (Placebo / Vitamin E 600 mg / Vitamin E 1.200 mg):

1. Beginn: 11,6 %/ 11,5% /11,8%
2. Nach 1 Monat: 11,5%/11,0% /10,6%
3. Nach 2 Monaten: 11,4% / 8,9% / 7,8% (Ceriello et al., 1991).

In einer dreimonatigen Untersuchung mit 80 Patienten kann die tigliche Zufuhr von 1.200 IE

Vitamin E den HbA .-Wert von 6,6% auf 6,4% senken (Kahler et al., 1993).
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Die Gabe von Vitamin E kann einen durch Wasserstoffperoxid induzierten erhohten GHb-
Anteil in Erythrozyten verhindern. Ebenso wird die ohne Vitamin-E-Gabe beobachtete MDA-
Bildung, welche schon alleine zu einer Erhohung des GHD fiihrt, inhibiert (Jain et al., 1997).
Im Gegensatz dazu kann die Arbeitsgruppe Reaven bei 21 Miannern mit Typ-2-Diabetes bei
einer Gabe von 1.600 IE Vitamin E pro Tag in einer placebokontrollierten Studie keinen
signifikanten Einfluss auf die Glykosylierung (Himoglobin, Albumin, Gesamtplasmaproteine,
LDL) finden. Der Anteil des HbA . lag zwischen 6 und 10% (Reaven et al., 1995).

Aoki und Mitarbeiter berichten von einer teilweisen Hemmung der AGE-Produktbildung
durch Vitamin E bei diabetischen Ratten. In dieser Untersuchung zeigt sich ebenfalls eine

Hemmung der Bildung TBA-reaktiver-Produkte (Aoki et al., 1992).

2.9.2.2.2. Der Einfluss auf die Angiopathie

Eine Vielzahl von Arbeiten zeigt einen positiven Einfluss von Vitamin E auf verschiedene

Mechanismen der Pathogenese der Atherosklerose.

- increased antioxidative
potential (Patients): Dembinska-Kiecz et al. 1985

- Desactivation of platelets:

inhibition of TXA,: Karpen et al. 1982, 1985
Gisinger et al. 1989, 1990
inhibition of MDA: Gisinger et al. 1988, 1990

inhibition of adhesion:
inhibition of aggregation:
increased synthesis of

prostacyclin:

inhibition of glycosylation:

Colette et al. 1988
Jandak et al. 1988, 1989
Szczeklik et al. 1985
Karpen et al. 1982
Ceriello et al. 1988
Agadzhanov et al. 1988
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- inhibition of lipid Pritchard et al. 1986
peroxidation : Mamedgasanov et al. 1989
- inhibition of cataracts: Creighton et al. 1985

(Rosen et al., 1991)

Die Arbeitsgruppe Kunisaki zeigt, dass die Produktion von Prostacyklinen bei einer
hyperglykédmischen Stoffwechsellage (Bz: 300 mg/dl) gegeniiber einer normoglykémischen
sinkt. Durch die Zugabe von Vitamin E normalisiert sich die Produktion, wobei nur die
natiirliche Vitamin-E-Form wirksam ist (Kunisaki et al., 1992).

Einen indirekten Einfluss von Vitamin E auf die diabetische Angiopathie liefert die
Untersuchung von Paolisso und Mitarbeitern. Sie finden in einer placebokontrollierten
doppelblinden Crossoverstudie mit 25 Typ-2-Patienten, dass die Gabe von 900 mg
Tokopherol Risikofaktoren der Atherosklerose senken kann. Der Triglyzeridspiegel nimmt
von anfangs 2,3 mmol auf 1,7 mmol ab, der Cholesterinspiegel sinkt von 6,7 mmol auf 5,5
mmol und der LDL-Spiegel sinkt von 4,7 mmol auf 3,7 mmol (Paolisso et al., 1993).

Durch die Gabe von 1.600 IE Vitamin E pro Tag kann bei 21 Ménnern mit Typ-2-Diabetes
die Oxidationsempfindlichkeit von LDL gesenkt werden. Die Verzogerungszeit bis zum
Einsetzen oxidativer Verdnderungen erh6éht sich innerhalb von 10 Wochen von
durchschnittlich 151 min auf 243 min (p < 0,01). Die MDA Konzentration sinkt von
anfanglich 66 nmol/mg LDL auf 24 nmol/mg LDL (Reaven et al., 1995).

Trotzdem kann in der mit iiber 20.000 Diabetikern gro3 angelegten heart protection study
keine positive Wirkung einer Vitaminsupplementierung (C, E, B-Karotin) auf die 5 Jahres-

Mortalitit nachgewiesen werden (Ohne Autor, 2002).
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2.9.2.2.3. Der Einfluss auf die Nephropathie

Bei der Inkubation von Mesangialzellen iiber einen Zeitraum von 24 - 72 Stunden (h) wird bei
erhohter Glukosekonzentrationen eine zeitabhingige NO-Konzentrationsabnahme von bis zu
14% gemessen. Es gibt keine Abnahme in der Menge der expremierten NO-Synthase.
Stattdessen zeigt sich ein zeitabhédngiger Riickgang der Argininkonzentration in den Zellen.
Eine Zugabe von Arginin in Hohe von 10 - 20 mmol normalisiert die NO-Produktion
dosisabhingig (Trachtman et al., 1997).

Die Arbeitsgruppe Douillet setzt Gruppen von Ratten auf Didten mit unterschiedlichem
Selen-und/oder Vitamin-E-Gehalt. Nach 24 Wochen zeigen alle supplementierten Gruppen im
Vergleich zu den nicht supplementierten eine signifikante Verbesserung der renalen
Hyperfiltration und der Schwere der glomeruléren Lésionen (Douillet et al., 1996).

200 mg Vitamin E pro kg KG und Tag senken den zweifachen Anstieg des glomeruldren
Volumens bei diabetischen Ratten (Craven et al., 1997).

Bierenbaum und Mitarbeiter untersuchen den Einfluss von tdglich 2.000 IE Vitamin E auf den
Blutdruck. Sie finden nach 6 Wochen eine statistisch signifikante Senkung des Druckes von
141/85 mmHg zu Beginn der Studie auf 134/78 mmHg (Bierenbaum et al., 1985)

Einen positiven Einfluss auf die Protein- und Albuminurie bei Diabetikern kann die
Arbeitsgruppe Kéhler bei 80 Diabetikern unter der Supplementierung mit 1.200 IE Vitamin E
feststellen. Die Proteinurie sinkt in einem Zeitraum von 3 Monaten von 740 + 880 mg/l auf
330 + 360 mg/l und die Albuminurie von 174 + 157 auf 87 + 148 mg/24h. Mit a-Liponséure
und Selen kann ebenfalls eine Verbesserung der Proteinurie erzielt werden (Kihler et al.,

1993).
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2.9.2.3. Das Vitamin C

2.9.2.3.1. Der Einfluss auf die nichtenzymatischen Glykierungsprozesse

Die Arbeitsgruppe Stolba inkubiert Albumin entweder mit Glukose (25 mmol/l) oder mit
Glukose und 1 mmol/l Askorbat bzw. Dehydroaskorbat. Durch die Zugabe von Askorbat sinkt
der Fruktosaminspiegel um etwa 20%, wéhrend er bei Zusatz von Dehydroaskorbat um
nahezu 20% ansteigt (Stolba et al., 1987).

In einer weiteren Studie inkubieren sie unterschiedliche Kollagentypen mit einer steigenden
Glukosekonzentration (10 - 200 mmol/l) und einer steigenden Vitamin-C-Konzentration
(0,1 - 1 mmol/l) iiber einen Zeitraum von 5 Tagen und einem pH-Wert von 7,4. Es zeigt sich,
dass die Glykosylierung des Kollagens durch die Zugabe von Askorbinsédure um bis zu 30%
reduziert werden kann. Die Addition von Dehydroaskorbat hingegen erhoht die
Glykosylierung um 2 - 14% (Stolba et al., 1988).

Davie und Mitarbeiter untersuchen bei Nichtdiabetikern den Einfluss einer Supplementierung
von 1 g Vitamin C pro Tag iiber einen Zeitraum von 3 Monaten auf u. a. den Blutzucker, das
GHb und das glykosylierte Albumin. Der Blutglukosespiegel bleibt unverdndert. Der GHb-
Anteil bei affinitidtschromatographischer Messung zeigt nach 3 Monaten einen Abfall von
6,2% auf 5,1%. Ebenso sinkt der Anteil des glykosylierten Albumins von 1,6% auf 1,0%.
Jedoch steigt der Anteil an HbA ., das elektrophoretisch bestimmt wird, von 6,2% auf 7,2%.
Die Autoren fithren diesen Unterschied zwischen chromatographischer und
elektrophoretischer Messung darauf zuriick, dass Vitamin C wie Glukose mit Hdmoglobin
reagiert und die Ladung des Hidmoglobins verdndert. Es kommt dabei nicht zu einer
Strukturverdnderung. Dadurch erhoht sich der elektrophoretisch messbare Anteil, jedoch nicht
der chromatographisch messbare (Davie et al., 1992).

In einer 90 Tage dauernden Studie an 56 Diabetikern finden Eriksson und Kohvakka bei der
Gabe von 2 g Vitamin C pro Tag, dass der Niichternblutzucker von 10 mmol/l auf 9 mmol/l
sinkt. Dementsprechend sinkt der Anteil an HbA . innerhalb der 90 Tage von anfangs 9,3%
auf 8,5% (Eriksson et al., 1995).
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2.9.2.3.2. Der Einfluss auf die Nephropathie

McAuliffe und Mitarbeiter finden bei Diabetikern eine VergroBerung des glomeruldren
Mesangiums. Weiterhin sind die Synthese und der Abbau von negativ geladenen
Proteoglykanen gestort. Sie zeigen, dass eine Vitamin-C-Gabe zu einem Kulturmedium fiir
Rattenmesangialzellen die Proteoglykansynthese stimuliert (McAuliffe et al., 1997).

Einen positiven Einfluss von Vitamin C auf verschiedene Parameter der diabetischen
Nephropathie misst die Arbeitsgruppe Craven. Eine tigliche Vitamin-C-Gabe von
10 g/kg KG senkt signifikant das Nierengewicht bei diabetischen Ratten im Gegensatz zu den
nichtdiabetischen Ratten. Zusitzlich wird der 2,5-fache Anstieg der TGF-3 Konzentration und
der Anstieg des glomeruliren Volumens verhindert. Auch ein 7-facher Anstieg der

Albuminclearence kann durch die Vitamin-C-Gabe verhindert werden (Craven et al., 1997).

2.9.2.3.3. Der Einfluss auf die Retinopathie

In einer Studie von Sinclair und Mitarbeitern wird der Einfluss der Konzentration an freien
Radikalen auf den Vitamin-C-Stoffwechsel untersucht. Dazu unterteilen sie das
Probandenkollektiv in drei Gruppen. Die erste Gruppe besteht aus Nichtdiabetikern, die
zweite aus Diabetikern mit Retinopathie und die dritte aus Diabetikern ohne Retinopathie.
Zwischen den Gruppen konnen keine Unterschiede in der Konzentration der TBA-reaktiven
Substanzen, der GSH-Konzentration und der Konzentration an konjugierten Dienen
festgestellt werden. Aullerdem kann kein Zusammenhang zwischen der GSH-Menge und der
Konzentration an konjugierten Dienen gemessen werden. Die Konzentrationen an
Askorbinsdure und Dehydroaskorbat zeigen keine Korrelation zum Blutzucker oder zu
Fruktosamin. Trotzdem wird bei dem diabetischen Kollektiv mit Retinopathie im Gegensatz
zu den anderen Gruppen ein signifikant erniedrigter Askorbat- und ein signifikant erhohter

Dehydroaskorbatspiegel gemessen. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass bei
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Diabetikern der erhohte oxidative Stress nicht unbedingt im Plasma, sondern in den Zellen

nachweisbar ist (Sinclair et al., 1992).

2.9.2.3.4. Der Einfluss auf den Lipidstoffwechsel

Den Einfluss von 2 g Askorbinsédure auf den TG- und Cholesterinspiegel iiber einen Zeitraum
von 90 Tagen untersuchen Eriksson und Kohvakka. Sie =zeigen, dass sich der
Cholesterinspiegel bei Diabetes-Typ-2-Patienten innerhalb von 90 Tagen statistisch
signifikant von 6,2 mmol/l auf 5,9 mmol/l (p < 0,05) und der Triglyzeridspiegel von
2,5 mmol/l auf 2,2 mmol/l senkt (Eriksson et al., 1995).

2.10. Die Proteinkinase-C-Familie

In den vorangegangenen Kapiteln ist eine Vielzahl mikrozelluldrer Stoffwechselstorungen
vorgestellt worden. Allerdings lassen sich damit nicht alle diabetischen Komplikationen
erkliren. In den vergangenen 5 Jahren zeigen etwa 6.000 Verdffentlichungen iiber die
Proteinkinase-C-Familie einen weiteren Ansatzpunkt zu deren Verstdndnis. Dieser neue
Aspekt vermag eine Reihe klinischer Beobachtungen ohne bisherigen kausalen
Zusammenhang zu erkldren. Die Proteinkinasen-C bestehen aus zahlreichen Isoenzymen mit
vielfdltigen Aufgaben auf =zellulirer Ebene. Aktiviert werden die Kinasen durch
Diazylglyzerol.

Sie katalysieren u. a. die Zellproliferation und Differenzierung, iiben einen Einfluss auf den
Glukose- und Lipidstoffwechsel aus und beeinflussen die Kontraktion glatter Muskelzellen
und die Genexpression. Zusitzlich sind sie in den NO-Stoffwechsel und damit die
Endothelfunktion involviert (Thomkin, 2001).

Die Arbeitsgruppe Tarda untersucht die Wirkung von Vitamin E auf die diabetische
Nephropathie im Bereich der Mesangialzellen. Sie vermuten, dass in diesem Bereich eine

hyperglykdmische Stoffwechsellage zu Funktionsstorungen filihrt. Die Inkubation der
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Mesangialzellen in einem Medium mit 33 mmol/l Glukose erhoht die Lipidperoxidspiegel,
stort die Zellreplikation und erhoht die Diazylglyzerolkonzentration sowie die
Fibronektinproduktion. In einem weiteren Experiment ermitteln sie einen optimalen
oxidativen Schutz durch Vitamin E. Eine Vitaminkonzentration von 100 umol/l erweist sich
als wirksamster Schutz. Es zeigt sich weiterhin, dass die Erhohung der
Lipidperoxidkonzentration verhindert, der Diazylglyzerolspiegel und damit die Proteinkinase-
C-Aktivitdt gesenkt und die Fibronektinsynthese auf Normalniveau gehalten werden kann
(Tada et al., 1997).

Im gleichen Jahr findet die Arbeitsgruppe Koya bei diabetischen Ratten einen um 106 + 17%
erhohten Diazylglyzerolspiegel und eine um 66 + 8% erhohte PKC-Aktivitit. Durch eine
Vitamin-E-Injektion (40 mg/kg KG) i. p. lassen sich diese Verédnderungen verhindern.

Die glomeruldre Filtrationsrate ist bei diabetischen Ratten mit 5 £ 0,3ml/min gegeniiber
2,9 + 0,1ml/min bei der Kontrolle deutlich erh6ht. Die Filtrationsrate der diabetischen Ratten
kann durch die Vitamin-E-Gabe auf 3 =+ 0,1ml/min gesenkt werden.

Die Albuminausscheidung erhoht sich durch den Diabetes auf 9 = 2mg/d im Vergleich zu
1 + 0,3mg/d bei den nichtdiabetischen Ratten. Unter der Vitaminzufuhr geht die Albuminaus-
scheidung auf 2,4 + 0,6mg/d zuriick.

Um den Mechanismus der Beeinflussung durch Vitamin E zu kldren, wird die
Aktivitatssteigerung und die synthetisierte Menge an PKC gemessen. Dabei zeigt die
Vitamin-E-Gabe sowohl bei nichtdiabetischen als auch bei diabetischen Ratten eine iiber
20%ige Aktivititsminderung. Es werden keine Unterschiede in der synthetisierten
Proteinmenge festgestellt. Daher wird vermutet, dass der Effekt des Vitamin E in der
Aktivititsmodulierung der Kinase selbst liegt (Koya et al. 1997, Koya et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe Idris bestéitigt diese Vermutung. Als kausaler Mechanismus ist
mittlerweile bekannt, das Tokopherol die Diazylglyzerolkinase stimuliert. Dadurch sinkt die
Konzentration an DAG und damit die Aktivitit der PKC. Eine hochdosierte Vitamin-E-Gabe
zeigt bereits eine moderate Verbesserung der retinalen Mikroperfusion. In Zukunft ist zu
erwarten, dass mit der Klasse der PKC-Inhibitoren ein neues Kapitel in der Behandlung des

Diabetes mellitus geschrieben wird (Idris et al., 2001).
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Forst berichtet von Studien, die den Einsatz von spezifischen PKC-Inhibitoren testen. Damit
sollen durch PKC verursachte Storungen (NO-Produktionssenkung oder -Steigerung des
oxidativen Stresses) verhindert werden und potentere Inhibitoren als das bisher bekannte

Vitamin E entwickelt werden (Forst, 2001).
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3. Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv besteht aus 2 Typ-1- und 10 Typ-2-Diabetikern mit
gesicherter Nephropathie. Dazu muss die Albuminausscheidung nach positivem Vorbefund in
einem Zeitraum von 2 Monaten an drei Tagen groBer als 30 mg/24h sein.

In der folgenden Tabelle sind die Daten der Teilnehmer zusammengefasst.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Anzahl 12 4 8 10
Alter 54 +/- 11 53 +/-8 50 +/- 10 52 +/-12
Gewicht 78 +/- 8 T77+/-5 75 +/-17 78 +/-9
Grofle 175 +/-7 173 +/-9 175 +/-7 175 +/- 6
BMI 26 +/-3 26 +/- 4 25+/-3 26 +/-3
Geschlecht |[8m/4w 2m/2w Sm/3w 6m/4w
Typ 2 Typl /10 Typ2 1 Typl /3 Typ2 |2 Typl/6Typ2 |2 Typl/8 Typ2

Das Kollektiv wird in Gruppen aufgeteilt, die an dem unter Punkt 3.2. beschriebenen
Studienprotokoll wie folgt teilnehmen:

Gruppe A: 4 Probanden, die Phase 1 - 5 durchlaufen

Gruppe B: Gruppe A + weitere 4 Probanden, die an den Phasen 1 - 4 teilnehmen.

Gruppe C: Gruppe A + B + zwei weitere Probanden, die an den Phasen 1 - 4 teilnehmen. Die
Probanden mit der hochsten und niedrigsten Albuminausscheidung sind herausgenommen.
Mit dieser Gruppe soll tberpriift werden, ob der grofe Standardfehler eine Signifikanz

verdecken kann.
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3.2.

Die

Versuchsaufbau

Studie kann aufgrund der geringen Probandenzahl nicht randomisiert und

placebokontrolliert werden. Stattdessen bilden die Probanden ihre eigene Kontrolle.

Fur

die Studie werden folgende Vitaminpraparate verwendet:

- Vitamin E: Mowivit Vitamin-E-600-Kapseln der Firma Rodisma Pharm
- Vitamin C: Vitamin-C-500-mg-Lutschtablette der Firma BASF

Um den Einfluss der antioxidativen Vitamine E und C auf die diabetische Nephropathie

klaren zu kénnen, wird folgendes Versuchsprotokoll gewihlt:

1.

Phase: Basiswertermittlung

In einem Zeitraum von 4 Wochen werden an 3 Terminen die Basiswerte ermittelt. Auf
eine Auswaschphase kann verzichtet werden, da keiner der Patienten zuvor
Vitaminpraparate einnahm,.

Nur Patienten, die an den drei Terminen eine Albuminausscheidung gréBer als 30 mg/24h
aufweisen, werden in die Studie aufgenommen.

Phase: Vitamin-E-Supplementierung

In der 2. Phase wird den Patienten ein Vitamin E Priparat in einer Dosierung von 400 mg
D-a-Tokopherolazetat (entspricht 600 IE) 2-mal tdglich zu den Mahlzeiten gegeben. Die
Patienten erscheinen iiber einen Zeitraum von 16 Wochen alle 4 Wochen zur Urinabgabe
und Blutabnahme in der Klinik.

Phase: - Vitamin-E- und Vitamin-C-Supplementierung

Wihrend der 4-monatigen Kombinationstherapie erhalten die Patienten zusdtzlich zu den
2 x 400 mg Vitamin E noch 3 x 500 mg Askorbat pro Tag zu den Mahlzeiten. Die

Untersuchungen erfolgen ebenfalls in einem 4-wochigen Abstand.
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4. Phase: Kontrolle
In der insgesamt 12 Wochen dauernden Kontrollphase kommen die Probanden in einem
6-wochigen Abstand zu den Untersuchungen. Wihrend dieser Zeit werden keine Vitamine
eingenommen.

5. Phase: Vitamin-E-Kontrollgabe
Die ersten 4 in die Studie eingeschlossenen Patienten des Kollektivs nehmen fiir weitere
3 Monate erneut 2 x 400 mg Vitamin E pro Tag ein und werden alle 4 Wochen zu den

Untersuchungen geladen.

3.3. Untersuchte Proben

Zur Bestimmung der Parameter wurde vendses Blut verwendet, welches in zwei EDTA-
Rohrchen (5 ml + 10 ml), in einem Heparin-Réhrchen (10 ml) und in einem Serum-Rdhrchen
(10 ml) abgenommen wurde. AnschlieBend wurden die Rohrchen gekiihlt, zentrifugiert (5
min, 3.000 U/min) und das Plasma bzw. Serum in Eppendorfhiitchen portioniert. Fiir die
Bestimmung der Blutfette, des HbA . und des Fruktosamins wurden die Proben sofort den
Messverfahren zugefiihrt. Zur Bestimmung der Vitamine, des Hb-AGE und des
Malondialdehydes wurden die portionierten Proben bei -70°C eingefroren.
Aus den Probenréhrchen wurden folgende Bestimmungen durchgefiihrt:

1. Heparin: Vitamin E + C, Hb-AGE, MDA

2. Serum: HDL-Cholesterin, Gesamtcholesterin, Triglyzeride, Fruktosamin

3. EDTA: HbA,.
Fiir die Albuminbestimmung wurde ein Aliquot des 24-h-Urins abgefiillt.
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3.4. Albumin

Die Albuminbestimmung im Urin wurde mit Hilfe des Mikro-Albumin-Tests der Firma
Beckman bestimmt. Der Mikro-Albumin-Reagenzien-Kit bestimmt mittels kinetischer
Nephelometrie quantitativ Mikroquantitdten von Humanalbumin.

Dabei wird die, von den in der Losung schwebenden Teilchen verursachte, Zunahme der
Lichtstreuung gemessen. Die Teilchen werden durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion
gebildet. Das Humanalbumin ist das Antigen, das an einen Humanalbuminantikdrper
gebunden wird.

Die Reaktion verursacht eine Streulichtzunahme, die in ein Signal der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit umgewandelt wird und der Probenkonzentration an Albumin
proportional ist.

Aus diesem Signal werden wéhrend der Kalibration vom Analysator spezifisch fiir jedes

Assay automatisch die Konzentrationseinheiten errechnet.

3.4.1. Zusitzlich benotigte Materialien und Gerite

- Beckman-Nephelometer

- Zentrifuge (mind. 3.000 x g)

- Kalibrator 4

- Kalibrator 3

3.4.2. Reagenzien

- MA-Antikorper (5 ml): Humanalbumin, Humanalbumin-Siugetier-Antikdrper mit 0,1%
(w/v) Natriumazid, Lagerung bei 2 - §°C
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3.4.3. Vorbereitung

Reagenzien, Kalibrator und Proben werden vor Beginn der Bestimmung auf

Zimmertemperatur gebracht.

3.4.4. Durchfithrung der Albuminbestimmung

1. Die maximal 72 h bei 2 - 8°C gelagerten Urinproben werden 10 min bei 3.000 g
zentrifugiert, um Schmutz und Fremdzellen zu entfernen.

2. Eine unverdiinnte Losung des Kalibrators 4, des Kontrollurins 4 und der Urinproben
wird zur Albuminbestimmung benutzt.

3. Fiir eine Antigeniiberschussbestimmung wird eine 1:1296-Verdiinnung des Kalibrators
3 verwendet.

4. Proben mit einem erhéhten Albumingehalt werden nochmals verdiinnt.

5. Das Beckman-ICS wird programmiert, indem die Kalibrator-4- und die
Antikorperkarte eingelesen werden.

6. Erscheint auf dem Display die Anzeige ,,INSERT CELL. STIR.“, werden 600 nl
Puffer mit Rithrer in das Gerét gestellt. AnschlieBend ist darauf zu achten, dass der
Deckel geschlossen ist.

7. Erscheint auf dem Display die Anzeige ,INJ. CAL DIL A.“, werden 42 pnl der
unverdiinnten Kalibrator-A-Ldsung durch die Deckel6ffnung einpipettiert.

8. Bei der Displayanzeige ,INJ. ANTI. MA*“ werden 42 pul der Human-
albuminantikdrperldsung innerhalb von 20 Sekunden einpipettiert.

9. Sollen die Konzentrationseinheiten wéhrend der Messung verdndert werden, ist die
Taste ,,OPTION* zu driicken.

10.  Die Schritte 6. - 9. werden wiederholt. Um eine Kalibration erfolgreich durchzufiihren,
miissen  mindestens 2 von 3  aufeinander  folgenden = maximalen
Reaktionsgeschwindigkeitsmessungen innerhalb eines vorprogrammierten

Prozentsatzes liegen.
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11.

12.

13.

14.

Nach erfolgreicher Kalibration erscheint auf dem Display: ,MA C =
(Zielkonzentration)®.

Fiir die erste Probenbestimmung wird Schritt Nr. 6 wiederholt. AnschlieBend wird auf
dem Display ,,INJ. SAMP DIL.A*“ angezeigt. Daraufhin werden 42 pl der ersten
Urinprobe durch die Deckel6ffnung einpipettiert.

Es erscheint erneut ,INJ. ANTIL. MA* auf dem Display, worauf innerhalb von
20 Sekunden 42 pl der Antikorperldsung einpipettiert werden.

Nachdem der Peakwert bestétigt wurde, rechnet das ICS die gemessenen Signale in
Konzentrationswerte um. Sollte der Messwert auBlerhalb eines normalen
Messbereiches liegen, so ist die Probe erneut nach Angabe des Gerdtes unter

geeigneter Verdiinnung zu bestimmen.
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3.5. Fruktosamin

Die Fruktosaminbestimmung wurde mit der Testkombination der Firma Boehringer-
Ingelheim durchgefiihrt.

Die Bestimmung des Fruktosaminspiegels wird durch die im alkalischen Milieu mogliche
Reduktion von Nitrotetrazolium-Blau durch Ketoamine, in diesem Fall Fruktosamin,
durchgefiihrt.  Die  Konzentration  des  entstehenden @ Formazans  ist  der
Fruktosaminkonzentration direkt proportional. Diese kann damit gegen den Standard des
glykierten Humanserumalbumins photometrisch quantifiziert werden. Der Zusatz von
nichtionischen Detergenzien und Urikase vermeidet eine Stérung der Reaktion durch
Serumlipide und Harns&ure.

Die Bestimmung erfolgt nach den folgenden Reaktionsschritten:

H,C-NH-Protein HC-NH-Protein
| |
C=0 C-OH
| OH- |
HO-CH = HO-CH +NBT - Farbstoff
| |
HC-OH HC-OH
| |
HC-OH HC-OH
| |
CH,-OH CH,-OH
Fruktosamin Enaminol-Form

des Fruktosamin
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3.5.1. Reagenzien

a. Puffer:

- Test-Kombination Fruktosamin 2 x 100 ml der Firma Boehringer-Ingelheim

b. NBT/Urikase:

- Test-Kombination Fruktosamin 2 x 5 Tbl. der Firma Boehringer-Ingelheim
c. Standard:

- Precimat Fruktosamin 3 x 1 ml der Firma Boehringer-Ingelheim

d. Qualitdtskontrolle:

- Precinorm Fruktosamin 3 x 1 ml der Firma Boehringer-Ingelheim

- Precipath Fruktosamin 3 x 1 ml der Firma Boehringer-Ingelheim

Die Reaktionslosung wird durch Zugabe von 5 Tbl. der NBT/Urikase Reagenz in 100 ml des
Puffers hergestellt. Der Puffer ist durch 200 mmol/l Natriumbicarbonatpuffer auf einen pH-
Wert von 10,3 eingestellt. Nach 30-miniitiger Inkubationszeit bei Zimmertemperatur ist die
Losung gebrauchsfertig. Die Haltbarkeit der Ldsung betrdgt in einer braunen
Lichtschutzflasche drei Tage bei Zimmertemperatur (15 - 25°C) und vierzehn Tage bei
Kiihlschranktemperatur (2 - 8°C).

3.5.2. Probenmaterial

Die Bestimmung des Fruktosamins erfolgt aus den vendsen Serumproben der
Probanden/innen. Die Proben konnen im Kiihlschrank (2 - 8°C) zwei Wochen gelagert
werden. Die Lagerung bei —20°C erhoht die Lagerzeit auf zwei Monate. Dabei ist
Zweimaliges einfrieren moglich.

Es gibt Hinweise in der Literatur, die selbst nach 12-monatiger Lagerung keine

Abweichungen des Ergebnisses gefunden haben.
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3.5.3. Durchfiihrung der Bestimmung

Zur Durchfiihrung der Bestimmung werden die entsprechenden Kiivetten nach folgendem

Schema befiillt:

Leerwert | Standard | Probe

Destilliertes Wasser 0,05 ml |- -

Reaktionslosung 1,00ml |[1,00ml |1,00 ml
Precimat Fruktosamin | - 0,05ml |-
Serum - - 0,05 ml

Die entsprechenden Ansdtze werden in den Kiivetten fiir 10 min bei 37°C inkubiert.
Anschlielend erfolgt sofort die erste photometrische Messung mit einem Spektralphotometer
bei einer Wellenldnge von 550 nm. Dieser Wert entspricht E1. Nach weiteren 5 min erfolgt
die zweite Messung (E2).

Zur Berechnung der Fruktosaminkonzentration wird im ersten Schritt die jeweilige Differenz
der Messwerte E2 und E1 aller Ansitze (Leerwert, Standard und Proben) bestimmt.
Anschlieffend kann fiir jede Probe die Fruktosaminkonzentration nach der folgenden Formel

bestimmt werden:

¢ = [Precimat Fruktosamin] x (E Probe — E Leerwert) / (E Standard — E Leerwert)
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3.6. HbA .

Die Bestimmung des HbA ;. wurde mit dem Diamat-Analysensystem der Firma BIO-RAD-
Laboratories GmbH durchgefiihrt. Dabei lassen sich die folgenden Fraktionen voneinander
trennen und ausdrucken:

1. HbA, 2. HbAjp 3. HbA |,

4. HbA, 5. HbA, 6. HbF

Die Fraktion 4 wird als Summe der Fraktionen 1 - 3 ausgegeben. Das Prinzip der HPLC-
Bestimmung beruht auf der Trennung der einzelnen Hémoglobinfraktionen durch ein
sphirisches Kationenaustauschergel. Das automatisch auf 8°C gekiihlte Himolysat wird mit
hohem Druck durch die gefiillte Trennsdule gepresst. Es werden drei Phosphatpuffer mit
steigender lonenstirke verwendet, um die verschiedenen Fraktionen aus der Séule zu eluieren.
Die einzeln eluierten Fraktionen werden durch Zweiwellenmessung (bei 415 und 690 nm)

erkannt.

3.6.1. Zusitzlich benotigte Materialien und Gerite

1. Autodiluter: zur Herstellung des Himolysates
2. 2 Kontrollen: zur Uberpriifung der Richtigkeit der Messergebnisse
3. Inkubator: zum Inkubieren der himolysierten Proben und Kontrollen

3.6.2. Reagenzien

1. Hamolysereagenz: 1 Flasche zu 1 1 einer 0,1%igen (v/v) Polyoxiethylenether-Losung
in Boratpuffer mit Stabilisator Natriumazid

2. Elutionspuffer 1: 2 Flaschen mit jeweils 2,4 1 Phosphatpuffer mit Stabilisator
Natriumazid

3. Elutionspuffer 2: 1 Flasche mit 2,4 1 Phosphatpuffer mit Stabilisator Natriumazid
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4. Elutionspuffer 3: 2 Flaschen mit jeweils 2,1 1 Phosphatpuffer mit Stabilisator
Natriumazid

5. Waschlosung : 1 Flasche mit 2,1 1 Phosphatpuffer mit Stabilisator Natriumazid

6. Analytische Trennsdule: HPLC-Séule, gefiillt mit sphéarischem Kationenaustauschergel

der Male ID 4 mm * 150 mm

7. 4 Vorfilter: jeweils fiir 250 Untersuchungen

8. HbA .-Referenzstandard: 10 Fldschchen mit lyophilisiertem Vollbluthimolysat mit
Konservierungsmittel, plus 1 Flasche mit 120 ml Verdiinnungsreagenz aus KCN- und
Boratlosung

9. Probengefie: 1.000 Polypropylenréhrchen zu jeweils 1,5 ml

Die Lagertemperatur betrédgt fiir den Referenzstandard +2 - 8°C. Fiir die anderen Reagenzien

geniigt die Lagerung bei Raumtemperatur.

3.6.3. Vorbereitung

3.6.3.1. Herstellen des HbA.~-Referenzstandards

Der lyophilisierte Standard wird durch Zugabe von 10 ml kaltem Verdiinnungsreagenz
rekonstituiert. Nach 5 - 10 Minuten Ruhe wird der Standard vorsichtig geschwenkt, bis sich
das gesamte Lyophilisat gelost hat. Der geldste Standard ist bei einer Temperatur von +2 -
8°C nur 7 Tage stabil. Es empfiehlt sich, ihn in kleineren Portionen bei einer Temperatur von
—20°C zu lagern. Die Stabilitit des Standards erhoht sich dadurch auf 90 Tage. Der aufgetaute

Standard darf nicht wieder eingefroren werden.

3.6.3.2. Herstellen der Kontrollen

Bei der Herstellung der Kontrollen gelten die gleichen Bedingungen wie fiir die Herstellung

des Referenzstandards, bei gleicher Haltbarkeit.
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3.6.4. Durchfiihrung des Tests

Vor Beginn des Tests wird das Diamat-Analysensystem eingeschaltet, da das Gerdt etwa
30 min zur Equilibrierung und zum Aufwirmen bendétigt. Auch der Inkubator sollte vor
Beginn des Tests eingeschaltet werden, um geniigend Zeit zum Aufwirmen zu haben. Alle
Proben und Reagenzien werden vor Testbeginn auf Zimmertemperatur gebracht. In dieser
Zeit konnen die Proben und Kontrollen schon gemischt werden.

Ist das Diamat-Analysensystem aufgewdrmt, werden =zuerst zwei Proben des
Referenzstandards untersucht. Dazu werden die Standards unbehandelt in Probengefille
gefiillt und in den automatischen Probengeber gestellt. Das Ergebnis des zweiten Standards
sollte nicht mehr als 0,2% von dem angegebenen Sollwert abweichen. Ist der Unterschied
groBer, wird das System entsprechend der Bedienungsanleitung neu kalibriert.

Wenn das Ergebnis in Ordnung ist, werden die Proben und die Kontrollen vorbereitet. Dazu
werden die gut gemischten Proben bzw. Kontrollen mit Hilfe des Autodiluters aufgezogen
und anschlieBend in ein Probengefdl gegeben. Es ist darauf zu achten, dass bei der
Reagenzienspritze — links - des Autodiluters der 50%-Stift und bei der Probenspritze — rechts
- der 5%-Stift eingesetzt ist. Die hamolysierten Proben und Kontrollen werden dann 30 min in
den auf +37°C erwirmten Inkubator gestellt. Nach Ablauf der Zeit werden die Probengefifie
in den Probenraum des automatischen Probengebers gegeben, das Diamat-Analysensystem
auf die erste und auf die letzte Probennummer programmiert und gestartet.

Nach der Beendigung der Analysenserie ertont ein Pfeifton, an den sich ein 15-miniitiger
Waschzyklus des Systems anschlieBt. Die Analysenergebnisse jeder Probe werden

automatisch einzeln ausgedruckt, wobei jede Untersuchung etwa 8 min dauert.
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3.7. Hb-AGE

Die Bestimmung der Hb-AGE-Konzentrationen wurde von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr.
Richard Bucala, Manhasset New York, USA durchgefiihrt. Dazu wurden die vorbereiteten
Proben auf Trockeneis gelagert und per Kurier in die USA gesandt.

Das Prinzip der Bestimmung beruht auf einem ELISA-Test, bei dem durch eine Antigen
(Hb-AGE) — Antikorperreaktion ein Komplex entsteht, an dem ein weiterer Antikorper, der
mit einem Enzym gekoppelt ist, bindet. Anhand einer anschlieBend ablaufenden
enzymatischen Farbreaktion kann die Konzentration des Hb-AGE bestimmt werden. Die

Messung erfolgte in den USA nach folgender Anleitung.

3.7.1. Isolierung der Erythrozyten aus frischem Vollblut

Das Vollblut wird in Heparinr6hrchen gesammelt. Die Abtrennung vom Plasma erfolgt durch
eine zehnminiitige Zentrifugation mit 2 - 3000 U/min. Das iiberstehende Plasma wird entfernt
und die Erythrozyten mit isotoner Kochsalzlosung (0,85%) resuspendiert. Die Menge an
Kochsalzlosung entspricht der Menge des Plasmas. AnschlieBend werden Kochsalzlosung
und Erythrozyten wie zuvor beschrieben durch Zentrifugation voneinander getrennt.

Soll die Lagerungszeit der Erythrozyten vor der Hb-AGE-Bestimmung weniger als eine
Woche betragen, werden die Erythrozyten zweimal mit NaCl-Losung aufgenommen und
jeweils fiir 30 min in der Losung inkubiert. Die Lagerung erfolgt in der Kochsalzlésung im
Kiihlschrank.

Sollte die Lagerungszeit vor der Bestimmung ldnger als eine Woche sein, werden die
Erythrozyten, bevor Sie bei -20°C als Pellet eingefroren werden, eine Nacht in isotoner NaCl-

Losung inkubiert.
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3.7.2. Priparierung des Himolysates von gefrorenen und gepackten Erythrozyten

1 ml der gepackten Erythrozyten werden ohne weitere Behandlung in ein Rohrchen tiberfiihrt.
Dazu werden 3 ml destilliertem (dest.) Wasser und 3 ml Toluen gegeben. Die Suspension
wird 6-mal auf dem Riittler gemischt. AnschlieBend werden die so préaparierten Erythrozyten
10 min bei 3.000 U/min zentrifugiert. Es entstehen zwei Phasen. Die obere Toluenphase wird
mit Hilfe einer an eine Saugflasche angeschlossenen Pasteurpipette abgenommen und
verworfen.

Nun wird mit Hilfe der Pasteurpipette die rote wilirige Phase zwischen der Lipidschicht und
dem Pellet am Boden des Rohrchens abgesaugt. Bei Bedarf kann dieses Himolysat bei +4°C

zwischengelagert werden.

3.7.3. Priparierung des Himoglobins fiir den Assay

50 ul des Hamolysates werden zu 3 ml destilliertem Wasser in ein Glaszentrifugenrohrchen
gegeben. Es wird 1 ml einer eiskalten 24%igen TCA-Losung dazugegeben und 15 min
inkubiert.

Diese Losung wird anschlieBend 30 min bei 3.000 U/min zentrifugiert. Danach wird der
Uberstand mit Hilfe einer an eine Saugflasche angeschlossenen Pasteurpipette entfernt und
verworfen. Vorsichtig wird sdmtliche TCA-Losung mit der Pipette vom Pellet und der
Rohrcheninnenwand entfernt. Die Pellets werden 10 min bei Raumtemperatur zum Trocknen
stehen gelassen. Sdmtliche eventuell libriggebliebene TCA-L6sung wird entfernt.

Ein Pellet wird in 75 pl einer 1 N NaOH-Ldsung geldst und solange auf dem Riittler
gemischt, bis sich das komplette Pellet gelost hat. Falls sich das Pellet nicht 16st oder
Ausflockungen enthilt, kann es nicht fiir den Test verwendet werden.

Nun gibt man 500 pl eines 0,3 M KH,PO4 Puffers (pH: 7,4) hinzu und mischt gut.

Diese Losung ist die ,, Teststammlosung®. Die Stammlosung sollte keine Ausfillung zeigen

und kann bei +4°C {iber Nacht gelagert werden.
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Eine 1:3-Verdiinnung mit 0,3 M KH,PO,4 Puffer (pH 7,4) der ,,Teststammldsung* muss direkt
vor Beginn des Tests angesetzt werden. Diese Losung ist die ,, Testarbeitslosung® und sowohl
die Hb-AGE-Bestimmung als auch die Gesamtproteinbestimmung (Lowry) werden mit ihr
durchgefiihrt. Eine auftretende Ausfillung muss direkt vor der Benutzung dieser Losung auf
dem Riittler in Losung gebracht werden, um akkurate Ergebnisse bei der Bestimmung des

Gesamtproteins und des Hb-AGE zu erhalten.

3.7.4. Priparierung der AGE-BSA-Platten

3.7.4.1. Coatingpuffer (0,1 M NaHCO; pH 9,6, 0,02% NaN3)

1. 8,3 g NaHCO;3, 0,2 g NaN; und 900 ml deionisiertes Wasser werden gemischt und auf
pH 9,6 eingestellt. Anschlieend wird mit deionisiertem Wasser auf 1 | aufgefiillt.

2. Die Antigen-Stammldsung (AGE-BSA) wird durch Verdiinnung der ,,Masterlosung*
in Coatingpuffer hergestellt, so dass die Konzentration 1 mg/ml ergibt. Die
Arbeitslosung wird durch Verdiinnung der Stammlésung mit Coatingpuffer auf eine
Konzentration von 30 pg/ml erzielt.

3. 100 pl der Antigenlésung werden in die entsprechenden Wells der Mikrotiterplatte
tiberfiihrt. Die Platte wird bei +4°C fiir 2 - 12h inkubiert, nachdem Sie mit Sealingtape
abgedeckt wurde.

4. Die Mikrotiterplatte wird 3-mal in zwei verschiedene Richtungen im Platewasher mit
0,2 ml Waschpuffer je Well gewaschen.

5. Die Mikrotiterplatte wird mit 0,15 ml Blockingpuffer je Well 1 h lang inkubiert.

6. Die Platte wird 3-mal wie in Punkt 3 beschrieben gewaschen.
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3.7.4.2. AGE-Assay-Anleitung

1. In jedes Well werden 50 pl der Proben gefolgt von 50 pl der 1°-Antikérperldsung
(entsprechender Titer in Verdiinnungspuffer gelost). Die 1°-Antikorperldosung sollte
mit einer Multikanalpipette hinzugegeben und anschlieBend die Mikrotiterplatte
geschiittelt werden, damit sich die Losungen mischen.

2. Inkubation der Mikrotiterplatten fiir 2 h bei Raumtemperatur

(O8]

Die Platten werden in zwei Richtungen 3-mal mit Waschpuffer auf einem

Plattenwascher gespiilt. Das verwendete Volumen betragt 200 pl.

4. Es werden 100 pl 2°-Antikérperldsung zu den entsprechenden Wells hinzugegeben.

5. Die Platten werden bei 37°C fiir 1 h inkubiert.

6. Die Platten werden wie unter Punkt 3 beschrieben gewaschen.

7. Es werden 100 pul PNPP (Substrat) zu den entsprechenden Wells gegeben.

8. Die Absorption wird mit Hilfe eines Plattenlesers bestimmt (Dynatech MR). Folgende
Parameter werden eingestellt:

Testwellenlidnge: 410 nm Threshold: 0,00

Referenzwellenlénge: 570 nm Kalibrierung: 1,00

Notiz: Der primire und sekunddre Antikorper (Konjugat) werden mit Verdiinnungspuffer
angesetzt. Die BO-Wells werden mit 50 pl einer 0,3 M KH,PO4-Lésung mit pH 7,4 anstelle
der Probe gefiillt. (Siehe Abbildung Mikrotiterplattenbefiillung).
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3.7.4.3. Mikrotiterplattenbefiillung

MICROTITER PLATE SET-UP

123 456 789 10 11 12
A BLANK 2°Ab (Background) | 1° + 2° Ab (B,) 15 pg (STD)
B 7.5 ug (STD) 3.75 ug (STD) 1.88 pg (STD) 0.94 ug (STD)
c 0.47 pg (STD) 0.23 pg (STD) Control Contrel
Level 1 Level 2
D Control Sample Sample, etc.
Level 3
E
F
G
H
BLANK: 50 ul dilution buffer + 50 ul KH,PO,/100 pl dilution buffer/substrate
2°Ab: 50 pl dilution buffer + 50 ul KH,PO,/100 pl 2°Ab/substrate

1° + 2°Ab: 50 pl Primary Ab + 50 pl KH,PO,/100 pl 2°Ab/substrate

3.7.5. Die Losungen

3.7.5.1. Coatingpuffer

0,1 M NaHCOs3; pH 9,6; 0,002% NaN3

Es werden

- 8,3 g NaHCO; und
- 0,2 g NaN; mit
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- 900 ml deionisiertem Wasser auf pH 9,6 eingestellt.

- Anschlieflend wird auf 1.000 ml mit deionisiertem Wasser aufgefiillt.

3.7.5.2. Blocking-Puffer

CMF-PBS mit 2% Ziegenserum; 0,2% bovines Serumalbumin (BSA); 0,02% NaNj3
Es werden folgende Bestandteile miteinander gemischt:

-0,10 g BSA

- 1 ml Ziegenserum

- 0,01 g NaN;

- 50 ml CMF-PBS

3.7.5.3. Verdiinnungspuffer

Der Verdiinnungspuffer wird wie unter Punkt 3.7.6.2. beschrieben angesetzt.

3.7.5.4. Substratpuffer (entweder Puffer A mit Substrat A oder Puffer B mit Substrat B)

A. 1 M Diethanolamin (DEA)-Puffer
-Zu 105,1 g DEA (fliissig) werden
- 800 ml deionisiertes Wasser hinzugeben.
- AnschlieBend werden 0,2 g NaN3 und 0,1 g MgCl,.6H,0 in die Losung gegeben und
- auf pH 9,8 eingestellt.
- Zum Schluss wird die Losung auf 1.000 ml mit deionisiertem Wasser aufgefiillt.
B. 0,1 M DEA-Puffer
- wie Puffer A nur mit 10,5 g Diethanolamin statt 0,1 g MgCl,.6H,O
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3.7.5.5. PNPP-Substrat

A. Eine 15 mg Tablette PNPP (Sigma #N9389) wird in
15 ml 1 M DEA-Substratpuffer A gelost.

B. Es werden 15 mg Pulver PNPP (Sigma # N2507) in
15 ml 0,1 M DEA-Substratpuffer B gelost.

3.7.5.6. 1°Antikorper (Kaninchen Anti-AGE-Rnase)

Jede Charge muss vor Gebrauch getitert werden.

Der Picower Antikorper ist 1:1000 — 1:5000 verdiinnt.

Der Antikorper wird von der Arbeitsgruppe Bucala hergestellt
(Makita et al., Science. 1992; 258 (5082): 651-3)

Die Verdiinnung wird mit Verdiinnungspuffer hergestellt.

3.7.5.7. 2° Antikorper (Ziege Anti-Kaninchen IgG, Cappel # 59298)

Jede Charge muss getitert werden (1:3000 - 1:5000).

Die Verdiinnung wird mit Verdiinnungspuffer hergestellt.

3.7.5.8. Waschpuffer

Fiir den Waschpuffer werden

CMF-PBS mit 0,05% Tween-20 angesetzt.

Es werden 0,02% Natriumazid hinzugegeben, wenn die Losung nicht bei jedem Test

frisch angesetzt wird.
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3.7.5.9. 0,3 M KH,POy-Puffer, pH 4,0

mit 5 N NaOH auf pH 7,4 einstellen

3.7.5.10. CMF-PBS-Puffer, pH 7,4

Fur diesen Puffer werden

8 g NaCl und

0,2 g KCl mit

1,44 ¢ Na,HPO4 und

0,24 g KH,POy4 in

800 ml dest. Wasser gelost.

Mit HCI wird die Losung auf pH 7,4 eingestellt.

Anschliefend ist der Puffer mit dest. Wasser auf 1.000 ml aufzufiillen und im

Autoklaven fiir 20 min bei 15 Pfund Druck zu autoklavieren.

3.7.6. Gesamtprotein (Lowry-Methode)

3.7.6.1. Durchfiihrung

Es werden 10 pl eines priparierten Hémoglobinassays mit Hilfe einer
Eppendorfpipette (5 - 10 pl) zu einem Glasrdhrchen (12 x 75 mm) gegeben. Ebenso
werden die Standards wie unten beschrieben hinzugegeben.

1 ml Lowry-Reagenz wird hinzugefiigt, die Losung gemischt und fiir 15 - 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert

100 pl des Folin & Ciocalteu’s-Phenolreagenzes werden hinzugegeben und sofort auf
dem Riittler in zwei kurzen Intervallen gemischt. Es ist darauf zu achten, dass nicht zu

aggressiv gemischt wird, um verfélschte Ergebnisse zu verhindern.
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4. Das Rohrchen wird bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert.
5. Die Proben werden in einem Zweistrahlphotometer bei einer Wellenldnge von 750 nm

ausgelesen. Als Leerwert dient das Folin-Lowry-Reagenzgemisch (100 pl auf 1 ml).

3.7.6.2. Standards

1. Eine 1 mg/ml Masterstandardlosung von BSA (Sigma RIA Grade A7888 oder A7030)
wird aus einer 300 mmol KH,;PO4-Losung mit 3 mmol Natriumazid hergestellt.

2. Die Standardldsungen fiir das Lowry-Reagenz wird wie folgt pripariert:
Mit einer Eppendorfpipette (0,5 — 10 pl) werden 3,12 pl und 6,25 pl der
Masterstandardlosung in ein Rohrchen gegeben und nach der oben beschriebenen
Vorschrift behandelt. Mit einer Eppendorfpipette (10 — 100 pl) werden 12 und 25 pl
der Masterstandardlosung in ein Testrohrchen gegeben und nach der oben
beschriebenen Vorschrift behandelt. Es konnen noch weitere Mikro-Lowrystandards
benutzt werden.

Notiz: Es konnen auch kommerziell erhédltliche Testsdtze entsprechend deren Vorschrift

benutzt werden. Bei der Angabe der Ergebnisse soll der verwendete Test erwéhnt werden.

3.7.6.3. Losungen

3.7.6.3.1. Lowry-Reagenz (pH 12,8)

Es werden

a. 2% NayCOs in 0,1N NaOH gelost. Zu dieser Losung werden

b. 2% Kalium-Natrium-Tartrat (KNaC4H40O¢.4H,0) sowie

c. 1% CuSO4 gegeben.

Zu 50 ml von a. werden 0,5 ml von b. und 0,5 ml von c. gegeben.
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Diese Losung ist das Lowry-Reagenz, welches bei Raumtemperatur stabil ist und nicht im
Kiihlschrank aufbewahrt werden sollte. Bei jedem Testansatz ist dieses Reagenz frisch

anzusetzen.

3.7.6.3.2. Folin & Ciocalteu’s-Phenolreagenz

Die Arbeitslosung wird in einer Glasamber Flasche angesetzt. Darin werden eine Losung von

Sigma (F9252) und dest. Wasser im Verhéltnis 1:1 gemischt. Das ergibt eine 1IN

Arbeitslosung, die bei Raumtemperatur gelagert werden sollte.
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3.8. Cholesterin

Zur Bestimmung des Cholesterins wird der Cholesterintest der Firma Boehringer-Mannheim
verwendet.

Zuerst wird das Reagenz nach Anleitung mit dest. Wasser aufgefiillt und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 10 min ist das Reagenz gebrauchsfertig. AnschlieBend werden in saubere
Kiivetten fiir jede Probe 20 pl EDTA-Plasma gefiillt. Dazu werden 2 ml des Reagenzes
gegeben und die Kiivetten mindestens 10 min bei +20 - 25°C inkubiert. Nun wird die
Konzentration photometrisch gegen 2 ml des Reagenzes als Leerwert bestimmt. Das Ergebnis
der Konzentration wurde sofort in mg/dl angezeigt, da bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Photometer der Firma Boehringer-Mannheim GmbH der Faktor fiir die Berechnung der
Cholesterinkonzentration eingestellt werden konnte. Andernfalls wird die Extinktion der
Probe, gemessen bei 546 nm, mit einem Faktor von 853 multipliziert.

Das Prinzip der Cholesterinbestimmung beruht auf einer enzymatischen Reaktion, die nach

folgenden Reaktionsschritten verlauft:

1. Cholesterinesterase

Cholesterinester + H,O > Cholesterin + RCOOH

2. Cholesterinoxidase

Cholesterin + O, >delta*-Cholestenon + H,0,

3. Peroxidase

2 H,O, + 4-Aminophenazon + Phenol = ------------ > 4-(p-Benzochinon-monoimino)-

phenazon + 4 H,0O

Diese Substanz ist der Cholesterinkonzentration proportional und ldsst sich photometrisch
nachweisen. Ab Cholesterinkonzentrationen von 1.000 mg/dl sollte der Ansatz verdiinnt

wiederholt werden.
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3.9. HDL-Cholesterin

Zur Bestimmung des HDL-Cholesterins miissen die iibrigen Lipidfraktionen (LDL, VLDL)
aus dem Serum ausgefillt werden. Zur Fillung wird der Prizipitationstest mit Quantilop der
Firma Immuno AG verwendet. Das Cholesterin wird mit dem Cholesterintest der Firma
Boehringer-Mannheim bestimmt.

Das in einem Rohrchen entnommene vendse Blut wird 10 min bei 3.000 U/min und einer
Temperatur von 4°C zentrifugiert.

Aus dem Serumrdhrchen werden 100 pl Probenserum zu 200 pl Féallungsreagenz A des Tests
in ein Eppendorfhiitchen gegeben. Die gut gemischten Proben werden 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden sie 3 Minuten bei 3.000 U/min zentrifugiert.
Im Uberstand der Eppendorfhiitchen bleibt Serum mit der HDL-Fraktion zuriick. Zur
Bestimmung des Gehaltes an HDL-Cholesterin wird nun erneut der Cholesterintest wie unter

Punkt 3.8. beschrieben durchgefiihrt.
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3.10. Triglyzeride

Zur Bestimmung der Triglyzeride wird der Triglyzeridtest der Firma Boehringer-Mannheim
verwendet.

Ein Reagenztrager wird in eine Flasche mit Pufferlosung eingetaucht, der Flascheninhalt
damit gemischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und nochmals gemischt. Anschlieend
ist der Reagenztrager zu verwerfen.

Von den Proben werden jeweils 20 pl EDTA-Plasma in eine Vollkiivette gegeben und mit 2
ml Reagenz aufgefiillt. Die Kiivetten werden fiir 10 min bei einer Temperatur von +20 - 25°C
inkubiert. Innerhalb von 60 min wird die Extinktion gegen eine mit 2 ml Reagenz gefiillte
Kiivette als Leerwert bei 546 nm photometrisch bestimmt. Um die Triglyzeridkonzentration
in mg/dl zu erhalten, ist die gemessene Extinktion mit dem Faktor 1.040 zu multiplizieren. Da
bei dem in dieser Arbeit verwendeten Photometer von der Firma Boehringer Mannheim der
Faktor eingestellt werden konnte, wurde die Triglyzeridkonzentration in mg/dl angezeigt.

Das Prinzip der Messung beruht auf einer enzymatischen Bestimmung der

Triglyzeridkonzentration nach folgenden Gleichungen:

1. Lipase

Triglyzeride + 3 H,O > Glyzerin + 3 RCOOH

2. Glyzerokinase

Glyzerin + ATP > Glyzerin-3-Phosphat + ADP
3. GPO*

Glyzerin-3-Phosphat + O, ~ ---—--—-- > Dihydroxyazetonphosphat + H,O,
4. Peroxidase

H,0, + 4-Aminophenazon + 4-Chlorphenol =~ ---------------- >

4-(p-Benzochinon-monoimino)-Phenazon + 2 H,O + HCI
*GPO = Glyzerinphosphatoxidase

Dabei ist die Konzentration der Triglyzeride der Konzentration an 4-(p-Benzochinon-

monoimino)-Phenazon, die photometrisch bestimmt werden kann, proportional.
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3.11. Vitamin E

3.11.1. Lagerung der Proben

Zur Bestimmung des Vitamin-E-Gehaltes wurden Plasmaproben bei -70°C gelagert. Bei -

20°C sind die Proben mindestens 6 Monate stabil.

3.11.2. Durchfithrung

Die eingefrorenen Proben werden auf Zimmertemperatur gebracht und vor Gebrauch gut
gemischt. In ein braunes Glasrohrchen mit Schliff werden nacheinander 300 pl Plasma,
300 pl dest. Wasser und 600 pl Ethanol (HPLC) gegeben und auf einem Riittler mindestens
fiir 10 Sekunden gemischt. Anschliefend werden 1,2 ml Hexan (HPLC) in jedes Rohrchen
gegeben und erneut etwa 60 Sekunden auf dem Riittler gemischt. Um eine vollstindige
Phasentrennung zu erhalten, werden die Rohrchen bei 3.000 U/min gekiihlt (ca.+10°C)
zentrifugiert. Die obere Phase wird in ein sauberes Glasrohrchen iiberfithrt. Aus diesem
Rohrchen wird die Probe mit einer Hamiltonpipette auf die HPLC-Probenschleife (50 pl)

tiberfiihrt und der Gehalt gemessen.

3.11.3. Material und Geriite

Ethanol (HPLC-Qualitit) Vortexmischer

Hexan (HPLC-Qualitét) HPLC-Anlage

dest. Wasser (HPLC-Qualitit) Saule

Braune Glasrohrchen mit Deckel Probenschleife (50 ul)
Hamiltonpipette (200 pl) Photometrischer Detektor
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3.12. Vitamin C

3.12.1. Lagerung der Proben

Zur Bestimmung des Vitamin-C-Gehaltes wurden die Proben bei -70°C gelagert. Die
aufbereiteten Plasmaproben sind bei -80°C 12 Monate stabil.

3.12.1.1. Probenaufbereitung

Die Heparinréhrchen mit vendsem Blut werden 10 min im Kiihlschrank auf etwa +5°C
gekiihlt und in einer gekiihlten Zentrifuge fiir 10 min bei 3.000 U/min zentrifugiert. In dieser
Zeit werden Mikrolitergefdle (1,5 ml) mit 300 pl einer 5%igen TCA-Losung gefiillt.
AnschlieBend werden von den zentrifugierten Proben 200 pl in die MikrolitergefdB3e gegeben,
die Gefille geschlossen und auf dem Riittler griindlich gemischt. Die Mikrolitergefdf3e werden
dann in einer Mikrozentrifuge fiir 5 min zentrifugiert. Aus dem Uberstand wird der Vitamin-

C-Gehalt analysiert.

3.12.2. Durchfiihrung

In saubere Glasrohrchen werden 50 ul DNP-Reagenz und 150 pl des Uberstandes gegeben,
kurz gemischt und in einem Wasserbad bei +60°C fiir 1 h inkubiert. Anschlieend werden die
Rohrchen sofort in ein Eisbad gestellt und 5 min abgekiihlt. Zu den Lésungen werden jeweils
200 ul Mess-Schwefelsidure gegeben, kurz gemischt und 20 min bei Zimmertemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Die Proben werden in Einmalkiivetten {tberfiihrt und im

Photometer die Extinktion bestimmt.



83

3.12.3. Material und Geriite

Zentrifuge

Ruttler

Mikrozentrifuge

Einmalkuvetten

5%ige TCA-Ldsung

DNP-Reagenz

Mess-Schwefelsdure

Wasserbad

Eisbad
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3.13. Malondialdehyd

3.13.1. Natriumazetatpuffer (20g/l) mit einem pH von 3,50

Es werden 7,24 g Natriumazetattrihydrat in einem 500 ml Becherglas in etwa 100 ml bidest.
Wasser gelost. Dieser Vorgang kann unter Erhitzen auf einer Magnetriihrplatte (10 min)
beschleunigt werden. Zu dieser Losung werden 24 ml konzentrierte Essigsdure gegeben.

Der pH-Wert wird unter Kontrolle eines zuvor kalibrierten pH-Meters mit Hilfe von
verdiinnter Essigsdure (1:10) auf einen pH-Wert von 3,50 eingestellt.

Der eingestellte Puffer wird in einen 250 ml-Messkolben {iberfiihrt und bis auf die Eichmarke
mit bidest. Wasser aufgefiillt.

3.13.2. Thiobarbitursiurelosung (2 g/l)

Es werden 0,5 g Thiobarbitursdure (TBA) in einem 250 ml Messkolben mit dem unter 10.1

angesetzten Natriumazetattrihydratpuffer gelost. Damit sich die TBA schneller 16st, wird ein

beheizbarer Magnetriihrer eingesetzt. Nachdem der Messkolben bis zu dem Eichstrich

aufgefiillt ist, kann er bei +4°C gelagert werden.

3.13.3. 2,6-Di-tert-Butyl-4-Methylphenollosung (50 g/1)

Es werden 2,5 g BHT in einem 50 ml-Messkolben mit 99%igem Ethanol geldst. Der
Messkolben wird bis zu der Eichmarke mit Ethanol aufgefiillt und bei +4°C gelagert.
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3.13.4. MDA-Standardlosungen

Es wird eine MDA-Stammldsung (10 mmol) angesetzt. Malonaldehyd-bis-Methylazetal

(TMP) ist lichtgeschiitzt bei +4°C aufzubewahren. Mit TMP wird eine 10 mmol Losung

angesetzt. Dazu wird 0,164 g¢ TMP in einem 100 ml Messkolben abgewogen und mit 1%iger

Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt. Diese Losung muss anschliefend zwei Stunden

bei Raumtemperatur inkubieren, um eine vollstindige Hydrolyse des TMP zu erreichen. Die

Haltbarkeit dieser TMP-Stammldsung betrdgt eine Woche.

Fir die Standardlosungen der Kalibrierkurve muss die Stammldsung zuerst mit 1%iger

Schwefelsdure 1:100 verdiinnt werden. AnschlieBend konnen die Standards wie folgt

angesetzt werden:

Standard I:  Leerwert, ein 10 ml Messkolben wird mit 1%iger Schwefelsdure aufgefiillt

Standard II: 0,25 pmol, 25 pl der 1:100 verdiinnten Stammldsung werden in einem 10 ml
Messkolben mit 1%iger Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt

Standard III: 0,50 pmol; 50 pl der 1:100 verdiinnten Stammldsung werden in einem 10 ml
Messkolben mit 1%iger Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt

Standard IV: 0,75 umol, 75 pl der 1:100 verdiinnten Stammldsung werden in einem 10 ml
Messkolben mit 1%iger Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt

Standard V: 1,00 pmol, 100 pl der 1:100 verdiinnten Stammldsung werden in einem 10 ml
Messkolben mit 1%iger Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt

Standard VI: 1,50 umol, 150 pl der 1:100 verdiinnten Stammldsung werden in einem 10 ml

Messkolben mit 1%iger Schwefelsdure bis zur Eichmarke aufgefiillt

3.13.5. Die Umsetzung mit TBA

Etwa 15 min vor dem Analysenbeginn werden die tiefgefrorenen Plasmaproben bei
Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend werden die folgenden Reagenzien in Borosilikatrohrchen — mit

teflonbeschichteten Schraubdeckeln pipettiert:
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1. 100 ul MDA-Standard I-VI oder Plasma
2.2 ml TBA-L&sung (s. 10.2.)
3. 100 pul BHT-Losung (s. 10.3.)

Die Rohrchen werden mit dem Reagenzglasschiittler gut gemischt und anschlieBend fiir 45
min bei +95°C in einem Metallheizblock inkubiert. Danach sind die Rohrchen sofort unter
flieBend kaltem Wasser abzukiihlen.

Der entstandene rosafarbene (TBA),-MDA-Komplex wird mit 2 ml n-Butanol aufgenommen
und anschlieBend fiir 10 min bei 1.950 g zentrifugiert.

Aus den Rohrchen werden 1,5 ml Uberstand in saubere und trockene Rohrchen iiberfiihrt.
Diese werden erneut bei +95°C im Metallheizblock inkubiert. Um das Verdampfen des
n-Butanols zu erleichtern und eine weitere Bildung von MDA zu verhindern, werden die
Rohrchen mit Stickstoff (0,25 bar) begast. Es ist darauf zu achten, dass die zur
Stickstoffbegasung verwendeten Pasteurpipetten nicht mit dem Fliissigkeitsspiegel in den
Rohrchen in Beriihrung kommen.

In den Rohrchen bleibt nach etwa 20 - 30 min ein schwach rosafarbenes Pulver zuriick, das
mit 500 pl eines Azetonitril-Wasser-Gemisches (1:4) aufgenommen wird. Anschlieend
kommen die verschlossenen Rohrchen fiir 5 min in ein Ultraschallbad, um den
Losungsprozess zu beschleunigen.

Nachdem die Proben erneut fiir 10 min bei 1.950g zentrifugiert wurden, um Protein- und

Lipidreste abzutrennen, sind sie fiir die sich anschlieBende HPLC-Bestimmung vorbereitet.

3.13.6. Die HPLC-Analyse

Aus den Borosilikatrohrchen werden jeweils 250 pl des Uberstandes mit Hilfe einer
Hamiltonspritze in das Ventil der HPLC eingespritzt.

Nach jedem Probenauftrag wird die Hamiltonspritze mehrfach mit dem Eluenten gereinigt.
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Die HPLC-Analyse erfolgt nach folgenden Bedingungen:

Probenschleife 200 pl

Eluent: Azetonitril/Wasser (1:4), entgast

Séule: RP 18, 125 x 4,6 mm mit 5 um Korngrdf3e
Vorsiule: RP 18,20 x 4,6 mm

FluBrate: 0,5 ml/min

Druck: 85 bar

Der TBA-Komplex wird mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors bestimmt. Die
Exitationswellenlédnge betrdgt 532 nm und die Emmissionswellenldnge 553 nm. Der Analyt
wird nach einer Laufzeit von etwa 2,9 min gemessen.

Die quantitative Bestimmung des Eluenten wird mit einem Integrator der folgenden

Konfiguration vorgenommen:

Width 5 Slope 200
Drift 0 Min. Area 10
T.DBL 0 Stop tm. 6
Attenuation 2 Speed 3
Method # 44 Format 0
Spl. Wt 100 Is. Wt. 1

Zur quantitativen Berechnung der Konzentrationen werden die gemessenen Peakflichen
herangezogen. Mit Hilfe der Standards I-VI wird eine Eichgerade durch lineare
Regressionsanalyse erstellt. Aus der Steigung und dem y-Achsenabschnitt konnen Faktoren
berechnet werden, mit deren Hilfe der Integrator so programmiert werden kann, dass er aus
den gemessenen Peakflichen die Konzentration des MDA-Komplexes berechnet und

ausdruckt.
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Zur Berechnung der Eluentenkonzentration werden folgende Gleichungen verwendet:

Faktor 1 F1=(C1-C2)/(A1-A2)
Faktor 2 F2 =C2-(F1xA2)
C1 = Konzentration 1 A1 = Flache unter der Kurve von C1

C2 = Konzentration 2 A2 = Flache unter der Kurve von C2

3.14. Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung
Anwendung und Dokumentation im Hochschulrechenzentrum an der Justus-Liebig-
Universitdt Gielen. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS fiir
Windows in der Version 6.1 durchgefiihrt.

Alle Messwerte wurden auf Normalverteilung gepriift. AnschlieBend wurde eine deskriptive
Analyse durchgefiihrt. Um die Signifikanz der Unterschiede zwischen den mittleren
Messwerten zu ermitteln, wurde ein T-Test flir gepaarte Stichproben durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Aufgrund der hohen Standardabweichung wurden die Ergebnisse als Mittelwerte mit

Standardfehler dargestellt.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der gemessenen Parameter dieser Studie werden in zwei unterschiedlichen
Darstellungen présentiert. In der ersten Abbildung werden die durchschnittlichen Messwerte
der Probanden zu jedem Untersuchungszeitpunkt dargestellt. Jede Versuchsphase besteht
daher aus vier Messwerten, die Kontrolle aus zwei Werten, und der Basiswert besteht aus dem
Mittelwert der ersten drei Untersuchungen zur Verifizierung der Nephropathie. Die zweite
Abbildung zeigt den durchschnittlichen Messwert aus den vier Untersuchungen einer
Studienphase bzw. zwei Untersuchungen in der Kontrollphase.

Die Probanden erhielten zuerst iiber einen Zeitraum von 4 Monaten Vitamin E und
anschlieend fiir weitere 4 Monate Vitamin E und C. Wéhrend der Supplementierung wurde
alle 4 Wochen eine Untersuchung durchgefiihrt. Nach Absetzen der Vitamine wurde das
Intervall auf 6 Wochen verldngert. Der genaue Aufbau der Studie inklusive der
Vitaminsupplementierung ist in Kapitel 3.2. ausfiihrlich beschrieben.

Die Messzeitpunkte wurden mit Abkiirzungen versehen, um die Ubersichtlichkeit der

Abbildungen zu verbessern. Die folgenden Beispiele dienen der Erlduterung:

Basis 2 durchschnittlicher Wert der drei Voruntersuchungen
4.Wo VitE £ Messwert nach 4-wdchiger Vitamin-E-Supplementierung
4.Wo Vit E+C
16Wo Vit E

>

Ergebnis der Untersuchung nach 4-wochiger Vitamin-E+C-Gabe

>

Durchschnittswert aus vier Untersuchungen nach 16-wochiger Vitamin-E-
Gabe

Messwert nach 6-wdchiger Supplementierungspause

>

Kontrolle 1
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4.1. Die Messergebnisse der Gruppe A

4.1.1. Die Albuminausscheidung der Einzelmesszeitpunkte

Die durchschnittlichen Albuminausscheidungen wihrend der Vitamin-E-Gabe zeigen
gegeniiber dem Basiswert einen deutlichen Riickgang, der nicht statistisch gesichert werden
konnte.

Die Albuminausscheidung sinkt im Verlauf der Studie bis zur vierten Woche der
Vitamin-E+C-Gabe. Bis zur zweiten Kontrolle steigt sie leicht an. Unter erneuter alleiniger
Vitamin-E-Gabe sinkt die Albuminausscheidung wieder unter den Kontrollwert ab. Sdmtliche

Messwerte unterscheiden sich nicht signifikant vom Basiswert.
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Abb. 18 zeigt die durchschnittliche Albuminmenge im Urin von Gruppe A (n=4) im Verlauf
der Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.1.2. Die gemittelte Albuminausscheidung

Die durchschnittlichen Albuminausscheidungen wéhrend der gesamten Vitamin-
supplementierung zeigen gegeniiber dem Basiswert einen gleichbleibenden und insgesamt
auffilligen Riickgang (von ca. 1200 mg/24 h beim Basiswert auf ca. 500 mg/24 h unter der
Kombinationstherapie).

Der durchschnittliche Wert nach dem Absetzen der Vitamine steigt gegeniiber denen der
Supplementierung an. Die erneute Vitamin-E-Gabe filhrt zu einem Abfall der
Albuminausscheidung unter den Wert der Kontrolle.

Sédmtliche Messwerte konnen nicht statistisch gesichert werden.

1800

200 I I I !

Basis 16 Wo Vit 16 Wo Vit Kontrolle 12 Wo Vit
E EC E

Abb. 19 zeigt die gemittelte Albuminmenge im Urin der Gruppe A (n=4) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.1.3. Die prozentuale Anderung der Albuminausscheidung

Die durchschnittliche Senkung der Albuminausscheidung nach 4 Monaten unter Vitamin-E-
Supplementierung betrigt 34,5%.

Am Ende der 16-wochigen Kombinationstherapie betrdgt der gemittelte prozentuale
Riickgang der Albuminausscheidung 60,3%. In der 12 Wochen dauernden Kontrollphase
ohne Vitamingabe erhoht sich die Albuminausscheidung und liegt mit 42,9% unterhalb des
Ausgangsniveaus. Bei erneuter Supplementierung von Vitamin E sinkt die
Albuminausscheidung unter den Kontrollwert. Sie liegt gemittelt aus zwei Werten mit 52,3%

unterhalb des Basiswertes.

Basis 16 Wo Vit 16 Wo Vit Ko 12 Wo Vit
E EC E

Abb. 20 zeigt die gemittelte prozentuale Anderung der Albuminmenge im Urin von Gruppe A
(n=4). Der Mittelwert der Basismessungen ist als Nullpunkt definiert. Daher entspricht er

einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.1.4. Die Fruktosaminspiegel der Einzelmesszeitpunkte

Die durchschnittlichen Fruktosaminspiegel steigen wéhrend der Vitamin-E-Gabe gegeniiber

dem Basiswert an. Der Anstieg ist nicht statistisch signifikant.

Die Fruktosaminwerte unter der Vitamin-E+C-Gabe zeigen keinen einheitlichen Verlauf. Sie
steigen und fallen abwechselnd. Die Werte ohne Supplementierung wihrend der Kontrolle
liegen auf Basisniveau. Unter erneuter Vitamin-E-Gabe steigen die Fruktosaminwerte iiber

das Kontrollniveau an. Sdmtliche Messwerte unterscheiden sich nicht signifikant vom

Basiswert.
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Abb. 21 zeigt die Serumfruktosaminwerte von Gruppe A (n=4) im Verlauf der Studie. Die

Fehlerbalken geben den Standardfehler der Fruktosaminwerte an.
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4.1.5. Die gemittelten Fruktosaminspiegel

Der durchschnittliche Fruktosaminwert wihrend der Vitamin-E-Supplementierung steigt
gegeniiber dem Basiswert an. Unter der kombinierten Vitamingabe liegt der
Fruktosaminspiegel iiber dem Basiswert, jedoch unter dem der Vitamin-E-Gabe.

Der durchschnittliche Wert wéhrend der Kontrolle sinkt gegeniiber denen der
Supplementierung. Unter der erneuten alleinigen Vitamin-E-Supplementierung steigt der

Fruktosaminspiegel an.

Sédmtliche Messwerte konnen nicht statistisch gesichert werden.
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Abb. 22 zeigt die gemittelten Serumfruktosaminwerte von Gruppe A (n=4) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Fruktosaminwerte an.
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4.1.6. Die HbA~Werte der Einzelmesszeitpunkte

Die HbA,.-Werte zeigen wihrend der Vitamin-E-Gabe gegeniiber dem Basiswert einen

langsamen Riickgang.

Sie steigen unter der Vitamin-E+C-Gabe in den ersten 4 Wochen an, um dann gleichméBig zu
sinken. Die Werte ohne Supplementierung liegen wihrend der Kontrolle {iber denen der
Supplementierung. Unter erneuter Vitamin-E-Gabe steigen die HbA.-Werte weiter.
Samtliche Messwerte bis auf 8.Wo E und 16.Wo EC mit p < 0,05 unterscheiden sich nicht

signifikant vom Basiswert.
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Abb. 23 zeigt die Plasma-HbA.-Werte von Gruppe A (n=4) im Verlauf der Studie. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.1.7. Die gemittelten HbA-~Werte

Die Werte des durchschnittlichen HbA . sinken im Verlauf der Versuchsphase stetig. Der
Kontrollwert liegt unterhalb des Basiswertes und den Werten der Vitaminsupplementierung.
Der durchschnitlliche Wert der zweiten Vitamin-E-Phase liegt oberhalb der Werte der
Vitamingabe und dem Kontrollwert.

Dabei konnte weder ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Werten der
Vitaminsupplementierung und dem Basiswert, noch zwischen Kontrolle und Basiswert sowie

den Werten der Versuchsphase gesichert werden.
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Abb. 24 zeigt die gemittelten Plasma-HbA.-Werte von Gruppe A (n=4) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.1.8. Die prozentuale Anderung der HbA,-Werte

Die durchschnittliche Senkung der HbA,-Werte unter Vitamin-E-Supplemtierung betrdgt
3,8%.

Am Ende der Vitamin-E- und C-Supplementierung betrdgt der gemittelte prozentuale
Riickgang des glykosylierten Himoglobins 5,1%.

Innerhalb von 12 Wochen ohne Vitamingabe sinkt der HbA .-Wert weiter und liegt gemittelt
aus zwei Messwerten mit 6,4% unterhalb des Ausgangsniveaus.

Unter erneuter Vitamin-E-Gabe liegt der HbA.-Wert iiber den Werten der

Antioxidantiensupplementierung und um 1,3% unterhalb des Basiswertes.

Basis 16 Wo Vit E 16 Wo Vit EC Kontrolle 12 Wo Vit E

In der Abb. 25 wird die gemitteltete prozentuale Anderung der Plasma-HbA.-Werte der
Gruppe A (n=4) dargestellt. Der Mittelwert der Basismessungen ist als Nullpunkt definiert.

Daher entspricht er einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.1.9. Die Hb-AGE-Werte der Einzelmesszeitpunkte

Die Hb-AGE-Werte zeigen einen starken Riickgang unter Vitamin-E-Gabe. Dabei ist die Hb-
AGE-Menge nach 16 Wochen Tokopherolgabe etwas hoher als nach 8 Wochen. Unter der
zusdtzlichen Askorbatgabe nimmt der durchschnittliche Hb-AGE-Gehalt fast linear bis zur
16. Woche ab.

Der Hb-AGE Wert nach 8-wochiger Vitamin-E-Einnahme unterscheidet sich statistisch
signifikant (p < 0,01) vom Basiswert. Die Werte der kombinierten Vitamingabe sind beide

mit jeweils p < 0,05 gegeniiber dem Basiswert statistisch zu sichern.
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Abb. 26 zeigt die Plasma-Hb-AGE-Werte von Gruppe A (n=4) im Verlauf der Studie. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.1.10. Die gemittelten Hb-AGE-Spiegel

Die durchschnittlichen Hb-AGE-Werte zeigen einen starken Riickgang unter der 16-wochigen
Vitamin-E-Gabe und sinken unter zusidtzlicher 16-wochiger Vitamin-C-Gabe weiter. Zu
beiden Zeitpunkten ldsst sich mit p < 0,05 ein statistisch signifikanter Riickgang gegeniiber

dem Basiswert sichern.
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Abb. 27 zeigt die gemittelten Plasma-Hb-AGE-Werte der Gruppe A (n=4) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Hb-AGE-Werte an.
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4.1.11. Die prozentuale Anderung der Hb-AGE-Werte

Die durchschnittliche Senkung der Hb-AGE-Werte unter der 16-wochigen Vitamin-E-
Supplementierung betragt 12,4%. Dem Wert liegt die Mittlung von 4 Messzeitpunkten

zugrunde.

Am Ende der 16-wochigen Supplementierung der Vitamine E und C, betrigt der gemittelte
prozentuale Riickgang der Hb-AGE 22,4%.
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In der Abb. 28 wird die gemittelte prozentuale Anderung der Plasma-Hb-AGE-Werte von
Gruppe A (n=4) dargestellt. Der Mittelwert der Basismessungen ist als Nullpunkt definiert.

Deshalb entspricht er einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.1.12. Die Blutdruckwerte der Einzelmesszeitpunkte

Die systolischen Werte scheinen wéhrend der 16-wochigen Tokopherolgabe leicht zu fallen,
wiahrend die Gabe des Vitamin C die Werte scheinbar steigen ldsst. Der letzte Wert der
Kombinationstherapie liegt demgegeniiber wieder auf Basisniveau. Der erste Kontrollwert
liegt weit liber den anderen, der zweite auf Basisniveau. Unter erneuter Vitamin-E-Gabe sinkt
der Blutdruck erst und steigt dann kontrédr zur ersten Vitamin-E-Gabe leicht an. Nur der Wert
nach 16-wdchiger Vitamin-E-Supplementietung unterscheidet sich signifikant (p < 0,05) von
dem Basiswert.

Die diastolischen Blutdruckwerte scheinen im Verlauf der Studie zu sinken. Nur zu den
Zeitpunkten 8.Wo Vit EC, 16.Wo Vit EC (p < 0,05) und 12.Wo Vit EC (p = 0,05) ist eine

statistische Signifikanz gegeniiber der Basis zu sichern.
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Abb. 29 zeigt die Blutdruckwerte (Systole und Diastole) von Gruppe A (n=4) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.1.13. Die gemittelten Blutdruckwerte

Die systolischen Blutdruckwerte zeigen sowohl nach 16-wochiger Tokopherolgabe als auch
nach 16-wochiger Addition von Askorbat einen leichten Riickgang gegeniiber dem Basiswert.
In der Kontrollphase ohne Vitamine steigt der systolische Blutdruck leicht an und sinkt nach
erneuter Vitamin-E-Gabe wieder leicht ab. Nur der Zeitpunkt 16Wo Vit E unterscheidet sich

signifikant (p < 0,05) von der Basis.

Die diastolischen Blutdruckwerte der Versuchsphasen und der Kontrolle scheinen im Verlauf
der Studie zu sinken. Trotzdem unterscheidet sich nur der Zeitpunkt 16Wo Vit EC mit

p < 0,05 signifikant von der Basis.
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Abb. 30 zeigt die gemittelten Blutdruckwerte (Systole und Diastole) von Gruppe A (n=4) im
Verlauf der Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.



103

4.2. Die Messergebnisse der Gruppe B

4.2.1. Die Albuminausscheidung der Einzelmesszeitpunkte

Die Priifung der Messzeitpunkte auf Normalverteilung verlief nur zum Zeitpunkt Vit 8.Wo E
negativ. Auch zu diesem Zeitpunkt wurde eine Normalverteilung postuliert, da alle anderen
Zeitpunkte normal verteilt waren.

Die durchschnittlichen Albuminausscheidungen unter der Vitaminsupplementierung zeigen
bis zur 4.Wo EC gegeniiber dem Basiswert einen deutlichen Riickgang. Anschlieend steigt
die Albuminausscheidung leicht an. Zu keinem Messzeitpunkt konnte gegeniiber dem

Basiswert eine statistische Signifikanz gesichert werden.

1200

= 1000 |

800

600 1 \/
400 {1 1 1
200 l\f/i/

@ & & < <& ) ) o ) N v
@‘b‘b .$0 @0 @O &O @OQ/ @0@ @ OQ/ @0@ 9 o\e' < o\\ev
. ab &S

Albumin [mg/24

Abb. 31 zeigt die Urinalbuminmenge von Gruppe B (n=8). Die Fehlerbalken geben den

Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.2.2. Die gemittelte Albuminausscheidung

Die durchschnittlichen Messwerte der Albuminausscheidung sind zu allen Zeitpunkten

normal verteilt.
Die durchschnittlichen Albuminausscheidungen sowohl der 16-wdchigen Tokopherolgabe als
auch der 16-wochigen Vitamin-E- und C-Gabe zeigen gegeniiber dem Basiswert einen

auffélligen Riickgang, welcher jedoch nicht statistisch gesichert werden konnte.

In der Kontrollphase steigt die durchschnittliche Albuminausscheidung iiber die der
Verumphasen, bleibt aber unterhalb des Basiswertes. Der Kontrollwert unterscheidet sich

ebenfalls nicht signifikant vom Basiswert.
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Abb. 32 zeigt die gemittelte Urinalbuminausscheidung von Gruppe B (n=8) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.2.3. Die prozentuale Anderung der gemittelten Albuminausscheidung

Die durchschnittliche Senkung der Albuminausscheidung nach 16 Wochen unter Vitamin-E-
Supplementierung betrdgt im Vergleich zum Basiswert 29,8%. Dem Wert liegt die Mittlung
von 4 Messzeitpunkten zugrunde.

Am Ende der 16-wdchigen Vitamin-E- und C-Supplementierung betrdgt der gemittelte
prozentuale Riickgang der Albuminausscheidung 48,7%.

Innerhalb von 12 Wochen ohne Vitamingabe erhdht sich die Albuminauscheidung und liegt

gemittelt aus zwei Messwerten mit 28,5% unterhalb des Ausgangsniveaus.
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In der Abb. 33 wird die gemittelte prozentuale Anderung der durchschnittlichen
Urinalbuminausscheidung von Gruppe B (n=8) dargestellt. Der Mittelwert der Basis-

messungen ist als Nullpunkt definiert. Er entspricht einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.2.4. Die Fruktosaminspiegel der Einzelmesspunkte

Die Fruktosaminwerte sind zu jedem Zeitpunkt in der Versuchs- und Kontrollphase normal

verteilt.

Die durchschnittlichen Fruktosaminwerte der insgesamt 32-wdchigen Versuchsphase und der
Kontrollphase zeigen gegeniiber dem Basiswert nach einem ersten Anstieg zum Zeitpunkt
4.Wo VitE einen allmidhlichen Abfall. Dieser Abfall wird nur zum Zeitpunkt 8.Wo und
16.Wo EC unterbrochen. Es kann zu keinem Zeitpunkt eine statistische Signifikanz
gegeniiber dem Basiswert gesichert werden. Auch die Kontrollzeitpunkte unterscheiden sich

nicht signifikant von der Hohe der Messwerte wihrend der Versuchsphase und der Basis.
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Abb. 34 zeigt die Serum Fruktosaminwerte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der Studie. Die

Fehlerbalken geben den Standardfehler der Fruktosaminwerte an.
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4.2.5. Die gemittelten Fruktosaminspiegel

Die Werte der gemittelten Fruktosaminspiegel sind zu jedem Messzeitpunkt der Studie
normal verteilt.

Der durchschnittliche Spiegel zeigt unter Vitamin-E-Gabe einen leichten Anstieg. Unter der
Kombinationstherapie féllt er auf die Hohe des Basiswertes ab. Der Kontrollwert sinkt unter
die Verumwerte.

Es kann zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber dem

Basiswert gesichert werden.
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Abb. 35 zeigt die gemittelten Serum-Fruktosaminwerte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Fruktosaminwerte an.
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4.2.6. Die HbA-Werte der Einzelmesszeitpunkte
Die HbA.-Werte sind zu jedem Messzeitpunkt der Studie normal verteilt.

Die Werte wihrend der Vitamin-E- bzw. Vitamin-E- und C-Gabe zeigen gegeniiber dem
Basiswert eine kontinuierliche Abnahme. In der Kontrollphase steigt der Wert erst an und

sinkt zum zweiten Messzeitpunkt erneut.
Alle Messwerte der Versuchsphase mit Vitaminsupplementierung unterscheiden sich nicht

signifikant vom Basiswert. Bei den Kontrollwerten ist ebenfalls kein signifikanter

Unterschied gegeniiber den anderen Werten zu sichern.
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Abb. 36 zeigt die Plasma-HbA,-Werte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der Studie. Die

Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.2.7. Die gemittelten HbA-~Werte

Die gemittelten Messwerte sind zu jedem Messzeitpunkt der Studie normal verteilt.

Die durchschnittlichen HbA;.-Werte fallen unter Vitamin-E-Gabe und der Vitamin-E- und C-
Gabe linear und deutlich ab. Der durchschnittliche Messwert der Kontrollphase liegt liber
dem letzten Verumwert. Sowohl nach 16 Wochen Vitamin-E-Gabe als auch nach
16-wochiger Kombinationsgabe konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zum
Basiswert gesichert werden. Auch die Kontrolle unterschied sich nicht signifikant von den

Zeitpunkten der Versuchsphase und dem Basiswert.
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Abb. 37 zeigt die gemittelten Plasma-HbA.-Werte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.2.8. Die prozentuale Anderung der gemittelten HbA-Werte

Die Senkung der durchschnittlichen HbA;-Werte unter 16-wdchiger Vitamin-E-
Supplementierung betrdagt 4,3%. Dem Wert liegt die Mittlung von 4 Messzeitpunkten

zugrunde.

Am Ende der 16-wochigen Vitamin-E- und C-Supplementierung betrdgt der gemittelte
prozentuale Riickgang des glykosylierten Himoglobins 9,8%.
Innerhalb von 12 Wochen ohne Vitamingabe erhoht sich der HbA.-Wert und liegt gemittelt

aus zwei Messwerten mit 8,7% unterhalb des Ausgangsniveaus.
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In der Abb. 38 wird die gemittelte prozentuale Anderung der Plasma-HbA,-Werte von
Gruppe B (n=8) dargestellt. Der Mittelwert der Basismessungen ist als Nullpunkt definiert.

Daher entspricht er einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.2.9. Die Blutdruckwerte der Einzelmesszeitpunkte

Die systolischen Blutdruckwerte sind zu jedem Messzeitpunkt der Studie normal verteilt, die
diastolischen bis auf die Messpunkte 8.Wo Vit EC und 12.Wo Vit EC ebenfalls. Sie werden
jedoch fiir die weitere statistische Auswertung als normal verteilt postuliert.

Die systolischen Blutdruckwerte zeigen wiéhrend der gesamten Studiendauer keinen
einheitlichen Verlauf. Sie unterscheiden sich bis auf den Zeitpunkt 12.Wo Vit EC mit
p < 0,01 nicht signifikant vom Basiswert.

Die diastolischen Blutdruckwerte der Versuchs- und Kontrollphase scheinen leicht zu sinken.
Trotzdem unterscheiden sich die Messwerte bis auf die Zeitpunkte 4.Wo Vit EC mit p < 0,01
und 16.Wo Vit EC mit p < 0,05 nicht signifikant von der Hohe des Ausgangswertes.
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Abb. 39 zeigt die systolischen und diastolischen Blutdruckwerte von Gruppe B (n=8) im
Verlauf der Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.2.10. Die gemittelten Blutdruckwerte

Die Blutdruckwerte aller gemittelten Messzeitpunkte sind normal verteilt.

Die systolischen Blutdruckwerte der Versuchsphase zeigen unter Vitamingabe einen leichten
Abfall der Druckhohe. Der durchschnittliche Wert der Kontrollphase liegt auf der Hohe des
Basiswertes. Jedoch kann zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Werten der Versuchsphase bzw. dem Kontrollwert und dem Basiswert gesichert

werden.

Die diastolischen Blutdruckwerte der Versuchs- und Kontrollphase scheinen im Verlauf der
Studie zu sinken. Trotzdem unterscheidet sich nur der Zeitpunkt 16Wo Vit EC mit p < 0,05

signifikant von dem Basiswert.
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Abb. 40 zeigt die gemittelten Blutdruckwerte (Systole und Diastole) von Gruppe B (n=8) im
Verlauf der Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messwerte an.
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4.3. Die Messergebnisse der Gruppe C

4.3.1. Die Albuminausscheidung der Einzelmesszeitpunkte

Alle wihrend der Studie gemessenen Albuminausscheidungen sind normal verteilt.

Die Ausscheidungen unter der Vitamin-E-Gabe nehmen in den ersten 8 Wochen ab und
steigen in den zweiten 8 Wochen an. Unter der Kombinationstherapie scheint sich die
Albuminausscheidung nach einem ersten Riickgang langsam zu erhéhen. Ohne Vitamingabe
steigt die Albuminausscheidung iiber den Basiswert an. Nur die Zeitpunkte 4. und 8. Wo Vit E
und 4.Wo Vit EC sind mit p < 0,05 gegeniiber dem Basiswert signifikant unterschiedlich. Die
Werte 12.Wo Vit E und 12.Wo Vit EC verfehlten das Signifikanzniveau mit p = 0,051 bzw.

0,06 nur knapp.
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Abb. 41 zeigt die Albuminausscheidung im Urin von Gruppe C (n=10) im Verlauf der Studie.
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.3.2. Die gemittelte Albuminausscheidung

Die durchschnittlichen Messwerte der Albuminausscheidung sind zu allen Zeitpunkten der
Studie normal verteilt.

Die Albuminausscheidungen der Versuchsphase zeigen gegeniiber dem Basiswert einen
starken Riickgang. Der Zeitpunkt 16Wo Vit E unterscheidet sich statistisch signifikant
(p < 0,05) vom Basiswert, wihrend der Zeitpunkt 16 Wo Vit EC mit p = 0,075 nicht
signifikant ist. Die Albuminausscheidung liegt zu beiden Zeitpunkten mit 321 mg/24 h bzw.
320 mg/24 h auf gleich hohem Niveau mit unterschiedlichem Standardfehler. Der Messwert
der Kontrollphase unterscheidet sich nicht signifikant von den Werten der Versuchsphase und

dem Basiswert.
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Abb. 42 zeigt die gemittelte Albuminausscheidung im Urin von Gruppe C (n=10) im Verlauf
der Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Albuminausscheidung an.
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4.3.3. Die prozentuale Anderung der Albuminausscheidung

Die Messwerte der Albuminausscheidung sind zu allen Zeitpunkten normal verteilt.

Die durchschnittliche Senkung der Albuminausscheidung unter 16-wochiger Vitamin-E-
Supplementierung betrdgt 31%. Dem Wert liegt die Mittlung von 4 Messzeitpunkten
zugrunde. Am Ende der 16-wochigen Vitamin-E- und C-Supplementierung betrdgt der
prozentuale Riickgang der Albuminausscheidung 31,2%.

Innerhalb von 12 Wochen ohne Vitamingabe erhdht sich die Albuminauscheidung und liegt

gemittelt aus zwei Messwerten mit 3,9% unterhalb des Basiswertes.
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In der Abb. 43 wird die gemittelte prozentuale Anderung der durchschnittlichen Urin-
Albuminausscheidung von Gruppe C (n=10) dargestellt. Der Mittelwert der Basismessungen

ist als Nullpunkt definiert. Er entspricht einer prozentualen Abweichung von 0%.
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4.4. Die anderen Messwerte

4.4.1. Der Cholesterinspiegel

Eine Priifung der Messwerte auf Normalverteilung verlduft positiv, wenn die Spalte mit ,,X*
gekennzeichnet ist. Wenn ein Zeitpunkt sich statistisch signifikant von dem Basiswert
unterscheidet, wird das Signifikanzniveau gekiirzt in der Spalte ,sig* angegeben
(z. B.: 05 =p <0,05).

Eine Priifung der Zeitpunkte auf Normalverteilung verlduft in der Gruppe B fiir alle
Messwerte positiv, wihrend in der Gruppe A aufgrund der geringen Anzahl der Messwerte
eine Uberpriifung nicht méglich ist.

Die durchschnittlichen Cholesterinspiegel zeigen in beiden Patientengruppen einen
uneinheitlichen Verlauf. Sie steigen an und sinken im Verlauf der Studie ohne erkennbares

Muster. In beiden Gruppen unterscheiden sich sowohl die Messwerte unter Vitamingabe als

auch die Kontrollwerte nicht signifikant vom Basiswert.

Gruppe B (n=8) Gruppe A (n=4)

Zeit mean stderr norm sig | mean std err Norm sig

Basis 213 13 X / 216 24 /
4.WoE 218 13 X n.s. 203 15 n.s
8.WoE 208 10 X n.s. 203 12 n.s
12.WoE 203 6 X n.s. 208 8 n. s
16.WoE 211 12 X n. s. 208 12 n. s
4.WoEC 199 13 X n. s. 208 13 n.s
8.WoEC | 215 7 X n. s. 213 6 n. s
12.WoEC | 201 9 X n. s. 186 13 n. s
16.WoEC | 226 14 X n. s. 226 12 n.s
Kontr.1 240 21 X n. s. 224 23 n. s
Kontr.2 256 41 X n. s. 217 20 n. s
4. WoE2 206 18 n. s
8.WoE2 211 20 n. s
12.WoE2 220 19 n. s

Tab. 2 zeigt die Serumcholesterinkonzentrationen im Verlauf der Studie bei Gruppe A und B.

Die Einheit der Mittelwerte (mean) und des Standardfehlers (std err) ist: [mg/dl].
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4.4.2. Der Triglyzeridspiegel

Eine Priifung der Messwerte ergibt eine Normalverteilung, wenn die Spalte mit ,,X*
gekennzeichnet ist. Eine Priifung der Zeitpunkte auf Normalverteilung verlduft in der
Patientengruppen B fiir jeden Messwert positiv, wihrend in der Gruppe A aufgrund der
geringen Anzahl der Messwerte eine Uberpriifung nicht moglich ist.

Wenn ein Zeitpunkt sich statistisch signifikant von dem Zeitpunkt Basis unterscheidet, wird
das Signifikanzniveau gekiirzt in der Spalte ,,sig* angegeben (z. B.: 05 = p < 0,05). Die
durchschnittlichen  Triglyzeridspiegel zeigen in beiden Patientengruppen einen
uneinheitlichen Verlauf. Sie steigen an und fallen ohne erkennbares Muster. Nur zu dem
Zeitpunkt 4.Wo Vit EC in der Gruppe B sowie 12.Wo Vit E2 in der Gruppe A unterscheiden

sich die Triglyzeridkonzentrationen mit p < 0,05 bzw. p < 0,01 statistisch signifikant von dem

Basiswert.
Gruppe B (n=8) Gruppe A (n=4)

Zeit mean stderr norm sig [ Mean std err norm Sig

Basis 183 34 X / 163 22 /
4.WoE 268 83 X n. s. 254 85 n.s
8.WoE 155 22 X n. s. 137 22 n. s
12.WoE 145 26 X n. s. 124 25 n. s
16.WoE 157 35 X n. s. 141 46 n. s
4.WoEC 151 37 X 05 130 24 n. s
8.WoEC 177 32 X n. s. 149 40 n.s
12.WoEC 149 27 X n. s. 112 34 n.s
16.WoEC 141 16 X n. s. 117 27 n.s
Kontr.1 174 38 X n. s. 119 28 n.s
Kontr.2 193 36 X n. s. 127 23 n.s
4.WoE2 126 6 n.s
8.WoE2 134 16 n. s
12.WoE2 123 22 01

Tab. 3 zeigt die Serumtriglyzeridkonzentrationen im Verlauf der Studie bei Gruppe A und B.
Die Einheit der Mittelwerte (mean) und des Standardfehlers (std err) ist: [mg/dl].
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4.4.3. Der HDL-Cholesterinspiegel

Die Messwerte eines Zeitpunktes sind normal verteilt, wenn die Spalte mit ,,X*
gekennzeichnet ist. Eine Priifung der Zeitpunkte auf Normalverteilung verlauft in der Gruppe
B bei allen Messwerten positiv, wihrend in der Gruppe A aufgrund der geringen Anzahl der
Messwerte eine Uberpriifung nicht moglich ist.

Wenn ein Zeitpunkt sich statistisch signifikant von dem Zeitpunkt Basis unterscheidet, wird
das Signifikanzniveau ebenfalls gekiirzt in der Spalte ,,sig* angegeben (Bsp: 05 = p < 0,05).
Die durchschnittlichen HDL - Spiegel =zeigen in beiden Patientengruppen einen
uneinheitlichen Verlauf. Dabei lédsst sich wihrend der Studie kein Muster feststellen.

Nur zu dem Zeitpunkt 12.Wo Vit EC und Kontr.1 in der Gruppe A unterscheiden sich die

HDL-Konzentrationen mit p < 0,05 statistisch signifikant vom Basiswert.

Gruppe B (n=8) Gruppe A (n=4)
Zeit mean std err norm sig mean std err norm Sig
Basis W41 4 X / 40 8 /
4.WoE [37 4 X n.s. 33 3 n. s.
S.WoE {2 4 X n.s. Kl 6 n. s.
12.WoE 38 4 X n.s. [39 6 n. s.
16.WoE {1 5 X n.s. K40 10 n. s.
4.WoEC K0 4 X n.s. |36 6 n. s.
8.WoEC {43 5 X n.s. (42 5 n. s.
12.WoEC 45 6 X n.s. |4 8 05
16.WoEC 46 7 X n.s. |4 9 n. s.
Kontr.1 §48 6 X n.s. (48 8 05
Kontr.2 M4 7 X n.s. @4l 6 n. s
4.WoE2 40 4 n. s
8.WoE2 42 6 n. s
12.WoE2 45 7 n.s

Tab. 4 zeigt die Serum-HDL-Cholesterinkonzentrationen im Verlauf der Studie. Die Einheit
der Mittelwerte (mean) und des Standardfehlers (std err) ist: [mg/dl].
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4.4.4. Der Vitamin-C-Spiegel

Sind die Messwerte normal verteilt, ist dies durch ein ,,X* in der Tabelle markiert. Eine
Priifung der Zeitpunkte auf Normalverteilung verlauft in der Gruppe B bis auf die Zeitpunkte
4.Wo Vit E und 8.Wo Vit EC positiv, wihrend in der Gruppe A eine Uberpriifung nicht
moglich ist.

Wenn ein Zeitpunkt sich statistisch signifikant von dem Basiswert unterscheidet, wird das
Signifikanzniveau gekiirzt in der Spalte ,,sig* angegeben.

Die durchschnittlichen Spiegel zeigen in beiden Patientengruppen einen Anstieg wéhrend der
Vitamin-C-Gabe. Jedoch konnte dieser Anstieg nur zu folgenden Zeitpunkten statistisch
signifikant gesichert werden:

Gruppe B: - 12.+16. Wo Vit E sowie 8.+12. Wo Vit EC mit p < 0,05

Gruppe A: - 12.Wo Vit E mit p < 0,01 und 16.Wo Vit E sowie 8. Wo Vit EC mit p < 0,05

Gruppe B (n=8) Gruppe A (n=4)

Zeit mean Std err norm sig mean std err norm Sig

Basis 1,11 0,21 X / 1,16 0,37 /
4.WoE 1,13 0,19 X n. s. 1,13 0,37 n. s.
8.WoE 1,26 0,23 - n.s. 1,42 0,47 n.s.
12.WoE 1,33 0,22 X 05 1,46 0,41 01
16.WoE 1,27 0,22 X 05 1,38 0,42 05
4.WoEC 2,39 0,72 - n. s. 1,71 0,36 n. s.
8.WoEC 1,84 0,2 X 05 1,93 0,07 05
12.WoEC 1,78 0,26 X 05 1,88 0,28 n.s.
16.WoEC 1,69 0,32 X n. s. 1,75 0,40 n.s
Kontr.1 1,16 0,16 X n. s. 1,13 0,2 n.s
Kontr.2 1,15 0,15 X n. s. 1,07 0,17 n. s
4.WoE2 1,14 0,1 n. s
8.WoE2 1,17 0,23 n.s
12.WoE2 1,54 0,67 n.s

Tab. 5 zeigt die Plasma-Vitamin-C-Konzentrationen im Verlauf der Studie bei Gruppe A und

B. Die Einheit der Mittelwerte (mean) und des Standardfehlers (std err) ist: [mg/dl].



120

4.4.5. Der Vitamin-E-Spiegel

Eine Priifung der Messwerte eines Zeitpunktes ergibt eine Normalverteilung, wenn die Spalte
mit ,,.X* gekennzeichnet ist. Eine Priifung der Zeitpunkte auf Normalverteilung verlief in der
Gruppe B zu jedem Zeitpunkt der Studie positiv, wihrend in der Gruppe A aufgrund der
geringen Anzahl der Messwerte eine Uberpriifung nicht moglich ist.

Die Vitamin-E-Spiegel zeigen in beiden Gruppen einen deutlichen Anstieg wihrend der
Versuchsphase mit Vitamin-E- bzw. E+C-Supplementierung. In der Gruppe B unterschieden
sich folgende Werte signifikant vom Basiswert:

- mit p <0,001: 4. Wo, 8. Wo, 12. Wo, 16.Wo VitE und 4.Wo + 16.Wo Vit EC

-mit p <0,01: 8. Wo, 12. Wo Vit EC und Kontrollel.

In der Gruppe A unterschieden sich folgende Werte signifikant vom Basiswert:

-mitp <0,01: 4. Wo, 8. Wo, 12. Wo, 16.Wo Vit E, 4.Wo Vit EC und 12. WoVit E2

- mit p <0,05: 8. Wo, 16.Wo Vit EC, Kontrollel und 4. Wo, 8. Wo, 12.Wo Vit E2

Gruppe B (n=8) Gruppe A (n=4)

Zeit |mean stderr norm sig Mean std err norm sig
Basis |1,53 0,09 X / 1,48 0,13 /
4.WoE U423 0,35 X 001 3,93 0,43 01
8.WoE ({436 0,55 X 001 4,66 0,52 01
12.WoE 4,23 041 X 001 3,85 0,51 01
16.WoE W,67 0,56 X 001 4,16 0,53 01

4.WoEC [4,28 0,50 X 001 4,3 0,53 01
8.WoEC #4,45 0,73 X 01 4,41 0,80 05
12.WoEC (4,58 0,78 X 01 4,21 1,02 n. s.
16.WoEC (4,56 0,56 X 001 4,45 0,59 05
Kontr.1 2,01 0,15 X 01 2,09 0,23 05
Kontr.2 |1,76 0,16 X n. s. 1,94 0,17 n. s.
4.WoE2 5,01 0,82 05
8.WoE2 4,47 0,75 05
12.WoE2 4,69 0,63 01

Tab. 6 zeigt die Plasma Vitamin-E-Konzentrationen im Verlauf der Studie bei Gruppe A und
B. Die Einheit der Mittelwerte (mean) und des Standardfehlers (std err) ist:

[mg/g Gesamtlipide].
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4.4.6. Die Blutglukose

In der folgenden Tabelle sind die Messwerte der Blutzuckereigenmessung von zwei
Probanden aufgefiihrt. Die Messwerte sind zu jedem Zeitpunkt normal verteilt.

Bei Proband 1 sind die Blutzuckerwerte zu jedem Messzeitpunkt signifikant (p < 0,001)
niedriger als der Basiswert. Sie unterscheiden sich nur zwischen Zeitpunkt 4. Wo + 8. Wo Vit
E mit p < 0,05 sowie zwischen 4.Wo Vit EC + 16.Wo Vit E mit p < 0,001 voneinander.
Insgesamt scheint ein Trend zu kleineren Werten vorzuliegen.

Bei Patient 2 unterscheiden sich die Zeitpunkte 8.Wo Vit E mit p < 0,05 sowie 4. Wo, 8. Wo
und 12.Wo Vit E2 mit p < 0,001 signifikant vom Basiswert. Diese lagen hoher. Zwischen den
einzelnen Messwerten unterscheiden sich die Bz-Werte nur zwischen 12. Wo und 16.Wo Vit
E mit p < 0,05, 16.Wo Vit EC und Kontrolle 1 mit p < 0,001 sowie zwischen Kontrolle 2 und
4.Wo Vit E2 mit p < 0,05 signifikant voneinander. Es liegt kein Trend in eine Richtung vor.
Auch die korrespondierenden HbA.-Werte der entsprechenden Untersuchung sind
aufgefiihrt. Diese korrelieren nicht mit den durchschnittlichen Bz-Werten.

Die Bz-Werte von Proband 1 liegen unter denen von Proband 2. Die HbA,.- Werte beider

Probanden verhalten sich zu den Bz-Werten invers.

Zeit Proband 1 Proband 2
Bz HbA,. Bz HbA,.
Basis 138 £ 16 10,8 149 + 48 7,4
4.WoE 114+ 17 9,5 165+ 62 7
8.WoE 110+ 16 9,1 172 £ 57 7,1
12.WoE 120+ 18 9,7 167 £ 42 6,4
16.WoE 117+£23 9,3 139 +£ 39 6,4
4.WoEC 102 +£23 8,7 146 + 44 6,7
8.WoEC 94 £ 21 8,7 162 +43 6,3
12.WoEC 93 +17 8,5 153 £52 6,2
16.WoEC 147 £ 52 6,5
Kontr.1 100 £ 15 8,5 174 £ 49 6,5
Kontr.2 90 £ 16 7,3 171 £ 46 7,1

Tab. 7 zeigt die Bz-Werte und die Standardabweichung der Eigenmessungen aus vendsem
Blut von zwei Probanden im Verlauf der Studie. Die Werte sind in mg/dl angegeben.

Zusitzlich sind die korrespondierenden HbA .-Werte in % angegeben.
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4.4.7. Die MDA-Konzentration der Einzelmesswerte der Gruppe B

Da die Uberpriifung der einzelnen Zeitpunkte auf Normalverteilung nur teilweise positiv
verlief, konnten die statistischen Verfahren nicht festgelegt werden.

Die einzelnen Messwerte zeigen gegeniiber dem Basiswert keinen einheitlichen Verlauf.
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Abb. 44 zeigt die durchschnittlichen Plasma-MDA-Werte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der MDA-Werte an.
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4.4.8. Die gemittelten MDA-Konzentrationen der Gruppe B

Da die Uberpriifung der einzelnen Zeitpunkte auf Normalverteilung nur teilweise positiv
verlief, musste ebenfalls auf eine weitere Auswertung verzichtet werden, da die statistischen
Auswertungsverfahren nicht festgelegt werden konnten.

Besonders die grofle Standardabweichung als auch der sehr grof3e Standardfehler wiirden eine

statistische Signifikanz zusitzlich verhindern.

Die Hohe des MDA-Gehaltes scheint im Verlauf der Studie unter Vitamin-Gabe zu sinken.

Einen weiteren Abfall zeigt der Zeitpunkt Kontrolle ohne Vitamin-Supplementierung.

MDA [umol/l]
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o
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Abb. 45 zeigt die gemittelten Plasma-MDA-Werte von Gruppe B (n=8) im Verlauf der
Studie. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der MDA-Werte an.
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5. Diskussion

5.1. Statistische Probleme

Bevor die Ergebnisse dieser Studie diskutiert werden, sollen die Probleme bei der
statistischen Auswertung ndher betrachtet werden. In der vorliegenden Studie ist der
Nachweis der statistischen Signifikanz aufgrund der geringen Anzahl an Patienten schwer zu
fiihren. Fiir die Studiengruppe A ist es aus diesem Grund nicht moglich, auf Normalverteilung
zu testen. Da jedoch dieses Ergebnis die Auswahl der weiteren Testverfahren bestimmt, muss
in dieser Gruppe von den Gruppen B und C interpoliert werden. Nur wenige Messwerte
waren in diesen Gruppen nicht normal verteilt, so dass sie auch fiir die Werte der Gruppe A
angenommen wird.

Als zweites Problem zeigt sich die groBe interindividuelle Streubreite einzelner Parameter.
Vor allem bei der Albuminausscheidung ist die Varianz sehr ausgeprigt. Daraus ergibt sich
zwangsliufig eine grofe Standardabweichung, welche einen statistisch signifikanten
Nachweis verhindern bzw. maskieren kann. Aufgrund der hohen Standardabweichungen, die
bei der Albuminausscheidung gréBer als der Mittelwert sind, wird der Standardfehler
berechnet und verwendet. Diese Vorgehensweise wird nach Riicksprache mit der Abteilung
Anwendung und Dokumentation im Hochschulrechenzentrum an der Justus-Liebig-
Universitit Gieen durchgefiihrt.

Es war aus logistischen Griinden nicht moglich, mehr als 12 Probanden in die Studie zu
involvieren. Zusétzlich konnten vier Diabetiker die Studie nicht komplett beenden. Von
8 Probanden wurden vier ausgewdhlt, bei denen zusétzlich die Hb-AGE gemessen wurden

und eine zweite Phase mit Vitamin-E-Gabe angeschlossen wurde.
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5.2. Vorzeitige Studienabbriiche

Im Verlauf der Studie mussten zwei Patienten die Studie aufgrund einer Vitamin-C-
Unvertriaglichkeit abbrechen. Bei der Unvertraglichkeit handelte es sich in beiden Fillen um
leichte Magenschmerzen, die sofort nach dem Absetzen verschwanden.

Ein Patient musste die Studie aufgrund eines Apoplex vorzeitig beenden. Das dieser Fall
kausal mit der Tokopherolgabe zusammenhéngt, ist sehr unwahrscheinlich, da der Patient
schon seit sehr vielen Jahren unter einem schlecht eingestellten Diabetes mellitus sowie
Bluthochdruck litt.

Der letzte Abbruch ergab sich aus der drztlichen Empfehlung, Vitamin C einzunehmen. Bis

dahin war nur die erste Hilfte der Phase mit Vitamin-E-Supplementierung um.

5.3. Grundlage der Studie

Trotz aller medizinischen Fortschritte in der Therapie des Diabetes mellitus ist die
Lebenserwartung der Diabetiker gegeniiber den nichterkrankten Mitmenschen erniedrigt.
Mittlerweile sind dabei kaum noch akute Komplikationen zu erwarten. Stattdessen erkranken
die Diabetiker an einer Vielzahl von Folgeerkrankungen, wie Mikro- und Makroangiopathie,
die wiederum fiir die Kostentrdger einen hohen finanziellen Aufwand bedeuten. Dabei sind
etwa 90% der Behandlungskosten des Diabetes mellitus fiir die Behandlung der Folgeschidden
aufzubringen (Rosen et al., 1991; Rosen, 1994; Parving, 1998).

Das wichtigste Ziel zur Vermeidung von Folgeschéden ist ein moglichst niedriger HbA .-
Wert als Parameter des Glukosestoffwechsels. Damit ist neben der Verbesserung der
Lebensqualitit auch eine Senkung der Behandlungskosten verbunden. Die Ergebnisse der
DCCT-Studie zeigen diesen Einfluss sehr eindrucksvoll. Schon die Senkung des HbA|,-
Wertes um 2 % senkt das Risiko fiir Folgeerkrankungen um bis zu 76% (Ohne Autor, 1993).
Deshalb wird nach wie vor nach neuen Therapieoptionen geforscht und Bewéhrtes, wie die in

der DCCT-Studie verwendete intensivierte Insulintherapie, forciert.
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Mittlerweile deuten eine Vielzahl von Studien auch auf einen Einfluss radikalischer Prozesse
hin. Daher konnte die antioxidative Therapie ein elegantes Instrument zur Vermeidung von
Folgeerkrankungen sein.

Die vorliegende Studie soll den FEinfluss der antioxidativen Vitamine E und C auf die
diabetischen Folgeschidden untersuchen. Die Kombination der beiden Vitamine bietet sich aus
mehreren Griinden an. Es ist bekannt, dass das lipophile Antioxidans Vitamin E und
hydrophile Antioxidans Vitamin C synergistisch wirken. Dadurch ist eine verbesserte
Wirkung durch die Kombination zu erwarten. AuBBerdem ist diese Therapie sowohl fiir den
Diabetiker als auch fiir die Krankenkassen sehr preiswert. Aufgrund des Status der Vitamine
als Lebensmittel selbst in hoher Dosierung sind Tageskosten von weniger als 50 Cent
moglich.

Zur Quantifizierung der Folgeschiden wird die diabetische Nephropathie gewihlt. Die
Beurteilung des Schweregrades ist iiber die Messung der Albuminausscheidung leicht
moglich. Zusétzlich ist es eine minimal invasive Methode, die aufgrund des einfachen
Procedere und der vorhandenen Erfahrung der Patienten mit der Sammlung besonders
geeignet ist.

Viele Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen Radikalen und diabetischen
Folgeschidden. Der kausale Zusammenhang ist allerdings bisher nicht eindeutig geklart.
Ebenfalls offen ist die Frage, ob aus den diabetischen Stoffwechselverdnderungen ein
erhohter oxidativer Stress resultiert oder der erhohte oxidative Stress fiir diabetische
Verdnderungen verantwortlich ist. Diese Diskussion findet vor allem deshalb statt, weil noch
keine verldsslichen Methoden fiir den direkten Nachweis radikalischer Prozesse vorliegen
(Ceriello et. al, 1997). Vor allem die hohe Reaktivitidt und damit dulerst geringe Lebensdauer
machen einen direkten Nachweis schwer. Auflerdem ist der Ort ihrer Entstehung nicht leicht
zu erreichen.

Deshalb werden indirekte Parameter zur Beurteilung des oxidativen Status eingesetzt. Zu
diesen zdhlen beispielsweise die Bestimmung des oxidierten LDL, MDA oder konjugierter
Lipiddiene (Rosen, 1994; Sun et al., 1999).

In dieser Studie fiel die Entscheidung auf das MDA, da dieser Parameter relativ einfach zu

bestimmen ist. Ein Problem stellte dabei die vorgegebene Logistik dar. Es war aus
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organisatorischen und personellen Griinden nicht mdglich, die Blutproben sofort zu
bearbeiten und einzufrieren. Das scheint der Grund dafiir zu sein, dass die Ergebnisse der
MDA -Bestimmung so inkonklusiv sind.

Dass das MDA im Gegensatz zu anderen Parametern fiir diese Studien geeignet ist, zeigen
folgende Arbeiten. Die Arbeitsgruppe Nourooz-Zadeh findet bei Diabetikern einen deutlich
erhohten Plasmaspiegel an Lipidhydroperoxiden. Das deutet auf eine erhohte
Radikalenkonzentration hin (Nourooz-Zadeh et al., 1995). Weniger eindeutig fiel hingegen
die Studie von Mekinova und Mitarbeitern aus. Sie verabreichten nichtbehandelten
diabetischen Ratten die antioxidativen Vitamine C, E und B-Karotin. Durch die Gabe der
antioxidativen Vitamine konnten einige Parameter des oxidativen Stresses gesenkt werden
(z. B.: MDA und Glutathionperoxidase), wihrend andere sich nicht verdnderten bzw. sogar
anstiegen (Katalase bzw. SOD). Trotzdem bewerten die Autoren den Einfluss der Vitamine
als positiv (Mekinova et al., 1995).

Als Quelle der Radikalen wird der gesamte Prozess der nichtenzymatischen Glykosylierung
von der Glukose iiber die Schiff’sche Base bis zu den AGE angesehen (Jain, 1989; Tada et
al., 1997; Wolff et al., 1987; Rdsen et al., 1991; Makita et al., 1992).

Die genannten Reaktionen koénnen zu einer vermehrten Glykosylierung und weiteren
Verdnderungen an Proteinstrukturen fiihren, die fiir die Entwicklung der diabetischen
Folgeschidden mitverantwortlich gemacht werden. Es ldsst sich ein Zusammenhang zwischen
der Stoffwechsellage und dem Auftreten von Folgeschidden erkennen, der um so deutlicher
wird, je langer der Parameter den durchschnittlichen Blutzuckerspiegel représentiert (Ceriello,
1997; Sell et al., 1992).

Mittlerweile ist bekannt, dass durch die Produkte der nichtenzymatischen Glykosylierung
auch Schiden auf zelluldrer Ebene entstehen. So korreliert die Hohe der Serum-AGE-Spiegel
statistisch signifikant positiv mit der Basalmembrandicke. Dabei zeigte sich auch, dass die
Menge an advanced glycosylated endproducts als eine unabhingige Variable anzusehen ist
(Berg et al., 1997). Weiterhin bewirken AGE-Produkte eine erhohte Bildung von cross-links
auf dem Typ-IV-Kollagen der Basalmembran, welches wiederum einen Einfluss auf die

Ausbildung anderer Basalmembrankomponenten (Laminin, Heparansulfat, Proteoglykan)
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zeigt. Zusétzlich soll der normale Aufbau der Membranporen behindert werden (Brownlee et
al., 1988).

Aus diesem Grunde wurden in dieser Studie drei Parameter der nichtenzymatischen
Glykosylierung gemessen und zwar sowohl das Fruktosamin als auch das HbA,. und fiir
einige Patienten auch die Hb-AGE als langfristigster Parameter.

Wenn radikalische Reaktionen zu einer erh6hten nichtenzymatischen Glykosylierung fiihren,
dann kann der Einsatz von Antioxidantien zur Verminderung der nichtenzymatischen
Glykosylierungsprodukte und damit zu einer Verbesserung der diabetischen Nephropathie
fiihren.

Es miissen auch weitere beeinflussende Faktoren beriicksichtigt werden, da die diabetische

Nephropathie eine multifaktorielle Pathogenese aufweist.

5.4. Andere Einflussfaktoren auf die diabetische Nephropathie

Neben der Stoffwechseleinstellung spielen Faktoren wie die Hohe des Blutdruckes, die
Proteinzufuhr oder die korperliche Belastung eine Rolle. Die vorliegende Studie sollte den
moglichen Einfluss antioxidativer Vitamine auf die diabetische Nephropathie unter klinischen
Bedingungen untersuchen, da die bisherigen Daten entweder unter Laborbedingungen
entstanden sind oder nur einen kurzen Untersuchungszeitraum hatten.

Es war aus logistischen Griinden nicht moglich, alle Faktoren zu berilicksichtigen. Dazu
zahlen die korperliche Betitigung, die Erndhrungsgewohnheiten und auch die Selbstkontrolle
des Blutzuckers.

Gerade bei diesen Parametern war keine Anderung im Verlauf der Studie zu erwarten, da die

Teilnehmer schon seit vielen Jahren erkrankt waren und als austherapiert galten.
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5.4.1. Der Einfluss der sportlichen Aktivitit

Verstérkte korperliche Aktivitit erhoht die Albuminausscheidung im Urin. Die Arbeitsgruppe
Hidaka untersuchte, welche endogenen Proteine (Albumin, IgG, IgG4 und p-2-
Mikroglobulin) durch korperliche Aktivitidt, in dieser Studie mit Laufbandtraining
standardisiert, vermehrt ausgeschieden werden. Als Kontrollgruppe wurden normalgewichtige
Nichtdiabetiker genommen. Es zeigte sich, dass in der Gruppe der Typ-2-Diabetiker die
Ausscheidung an Albumin, IgG4 und B-2-Mikroglobulin durch die Aktivitdt erhoht ist.
(Hidaka et al., 1998).

Dieser Einfluss ist in dieser Arbeit direkt nach dem Sport gemessen worden. Daten zu
regelméBiger Aktivitdt liegen nicht vor. Theoretisch wére anzunehmen, dass Sport wihrend
der Sammlung zu einer erhdhten Ausscheidung an Albumin fiihrt. Es gibt allerdings ebenfalls
keine Daten dariiber, in welcher Gro3enordnung dieser Einfluss bestehen wiirde.

Der Einfluss des Faktors in dieser Studie wurde und konnte nicht beriicksichtigt werden, da er

nicht zu quantifizieren und das Teilnehmerkollektiv nach Aktenlage nicht sportlich aktiv war.

5.4.2. Der Einfluss der Proteinzufuhr

Einige Untersuchungen zeigen einen positiven Effekt einer Proteinzufuhreinschrankung auf
die Funktion der diabetischen Niere. Rattenversuche zeigen, dass die Albuminausscheidung
sich signifikant erhoht, wenn die Proteinzufuhr statt 8% auf 24% der téglichen Energiezufuhr
erhoht wird (Copeland et al., 1989).

Beim Menschen zeigt sich bei einer Senkung der Proteinzufuhr von 1,0 g/kg KG auf
0,6 g’kg KG nach 4 Wochen eine Verminderung der Albuminausscheidung um 29%. Wird
jedoch die Proteinzufuhr wieder auf den Ausgangswert gesteigert, steigt die
Albuminausscheidung erneut um 25% an (Hansen et al., 1999).

Grundsitzlich muss dabei zwischen Typ-1- und Typ-2-Diabetikern unterschieden werden.

Bisher liegen bei Typ-1-Diabetikern nur widerspriichliche Langzeitdaten vor. Zeller et al.
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konnten bei Diabetikern mit einer Zufuhr von 0,6 g Protein /kg KG eine deutlich
verlangsamte Nierenfunktionsabnahme gegeniiber der Gruppe mit einer Zufuhr von
1 g / kg KG feststellen (Zeller et al., 1999). Dieser Effekt wird allerdings in einer Studie der
Arbeitsgruppe Hansen nicht bestdtigt. Sie hatten zusétzlich mit dem Problem zu kdmpfen,
dass die Diabetiker in der Gruppe der restriktiven Proteinzufuhr trotz intensiver Bemiihungen
das Ziel nicht erreichten. Thre durchschnittliche Zufuhr lag bei 0,9 g/kg KG (Hansen et al.,
2002). Allerdings lag die Nierenfunktionsabnahme auf dem Niveau der Gruppe mit niedriger
Proteinzufuhr bei der zuvor genannten Zellerstudie. Dieser Unterschied wird von der
Arbeitsgruppe Hansen vor allem auf den Einsatz von ACE-Hemmern und AT1-Blockern zur
Blutdrucksenkung zuriickgefiihrt.

Bei Typ-2-Diabetikern konnte bis heute kein positiver Einfluss einer Proteinrestriktion auf die
Albuminurie gefunden werden (Pijjls et al., 1999).

In dieser Studie wurde daher auf eine Auswertung der Proteinzufuhr verzichtet, da die
Datenlage bisher keinen eindeutigen und vor allem keinen langfristigen Vorteil einer
Proteinrestriktion auf die diabetische Nephropathie erkennen lésst. Zusétzlich hitte das Risiko
einer Beeinflussung der Erndhrungsgewohnheiten der Diabetiker bestanden, da sie sich aktiv
mit Threr Erndhrung auseinander gesetzt hitten. Armstrong et al. zeigen sehr deutlich, wie
stark dieser Einfluss sein kann. In ihrer Untersuchung fiel durch eine Erndhrungsberatung der
durchschnittliche Niichternblutzucker um fast 30% und dadurch natiirlich auch der HbA ;.-
Wert signifikant von 7,44% auf 5,91% (p < 0,01) (Armstrong et al., 1996).

Es wurde allerdings darauf geachtet, dass es wiahrend der Studie zu keiner Umstellung der

medikamentdsen Therapie kam, um diesen Einflussfaktor zu eliminieren.

5.4.3. Der Einfluss des Blutdruckes

Der Blutdruck ist ein zusétzlicher Risikofaktor fiir die Entwicklung der diabetischen
Nephropathie. Den Einfluss eines erhohten Blutdruckes auf diabetische makro- und
mikrovaskulidre Komplikationen untersuchte die UKPDS-Studie iiber den Verlauf von

9 Jahren. In dieser Studie wurden 1.148 Probanden in eine eng kontrollierte
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(RR < 150/85 mmHg) und eine nicht so eng kontrollierte (RR < 180/105 mmHg) Gruppe
unterteilt. Der durchschnittliche Blutdruck lag zu Beginn der Studie bei 160/94 mmHg. Bei
der eng kontrollierten Gruppe sank dieser auf 144/82 mmHg und war damit signifikant
niedriger als bei der nicht so eng kontrollierten Gruppe mit 154/87 mmHg.

Das Risiko an mikrovaskuldren Schiaden zu erkranken, sank dabei in der intensiv behandelten
Gruppe signifikant um 37%. Das Risiko einer Albuminausscheidung tiber 50 mg/24 h war
unter enger RR-Kontrolle ebenfalls niedriger. Ebenso sank das Risiko, eine Albuminaus-
scheidung iiber 300 mg/l zu bekommen. Nach 9 Jahren steigt das Risiko einer Albuminurie
um 9% in der eng kontrollierten Gruppe an (Turner et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe von Bakris berichtet von einem positiven Einfluss einer Blutdrucksenkung
auf die Proteinurie, die mit einer Kombinationstherapie aus ACE-Hemmer plus
Kalziumantagonisten um 62% gesenkt wurde. In dieser Studie wurde der Blutdruck auf unter
140/90 mmHg gesenkt (Bakris et al., 1998). Weir et al. fordern eine Blutdrucksenkung auf
125/75 mmHg (Weir et al., 1998).

Damit liegen ausreichend Daten vor, die den positiven Einfluss einer Blutdrucksenkung auf
die diabetischen Folgeschdden zeigen. In allen Studien lagen die Blutdruckwerte, die den
positiven Effekt bewirkten um die 140/85 mmHg. In der vorliegenden Studie liegen die
gemessenen Werte wihrend der gesamten Studiendauer auf diesem Niveau. Nur zu wenigen
Zeitpunkten unterscheiden sich die Werte signifikant vom Basiswert. Allerdings liegen weder
Daten vor, die den Einfluss einer noch stirkeren Blutdrucksenkung untersucht hitten, noch
liegen Daten vor, die den Einfluss einer weiteren Senkung im Verlauf weniger Wochen
untersucht hatten.

In der vorliegenden Studie wurde deshalb keine weiterfiihrende Auswertung des Einflusses
auf die Albuminausscheidung durchgefiihrt. Fraglich bleibt zusétzlich, ob ein langfristiger
Nutzen einer Blutdrucksenkung zu erwarten ist. Die UKPS jedenfalls zeigte einen Vorteil nur
fiir den Zeitraum von 5 Jahren (Turner et al., 1998).

Auch ein Vergleich zwischen dem Verlauf der Blutdruckwerte mit denen der

Albuminausscheidung gibt keinen Hinweis auf einen mdglichen Einfluss.
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5.4.4. Der Einfluss der Blutglukose

Es ist bekannt, dass dem Glukosestoffwechsel eine groBe Bedeutung in bezug auf das
Auftreten der Folgeschidden zukommit.

In der vorliegenden Studie haben nur 2 Probanden eine Blutzuckerprotokollierung
durchgefiihrt. Aus diesem Grund liegen keine kompletten Ergebnisse fiir diesen Parameter
VOr.

Bei Patient 1 sind die durchschnittlichen Blutzuckerwerte zu jedem Messzeitpunkt signifikant
niedriger als der Basiswert. Die Zeitpunkte 4. Wo + 8.Wo Vit E und die Zeitpunkte
4.Wo Vit EC + 16.Wo Vit E unterscheiden sich signifikant voneinander. Insgesamt scheint
ein Trend zu geringeren Messwerten vorzuliegen.

Bei Patient 2 liegen die Messzeitpunkte 8. Wo Vit E, 4. Wo VitE2, 8. Wo VitE2 und 12.Wo
Vit E2 signifikant iiber dem Basiswert. Zwischen den einzelnen Messzeitpunkten
unterscheiden sich die Werte 12. Wo Vit E und 16.Wo Vit E, 16.Wo Vit EC und Kontrolle 1
sowie Kontrolle 2 und 4.Wo Vit E2 signifikant voneinander. Bei Patient 2 ist kein Trend im
Verlauf der Werte zu erkennen. Vielmehr scheinen sie eine wellenformige
Schwankungsbreite zu haben.

Insgesamt ist damit bei diesem Parameter kein einheitliches Ergebnis zu sehen. Ob bei Patient
1 ein positiver Einfluss der Supplementierung vorliegt, kann nicht abschlieBend geklart
werden. Es liegen jedoch Daten vor, die diese Hypothese stiitzen wiirden. In einer Studie von
Bierenbaum et al. wurde diabetischen Patienten iiber einen Zeitraum von zwei Wochen
Vitamin E in einer Menge von 2.000 IE gegeben. Der durchschnittliche Blutzuckerspiegel der
Patienten sank signifikant von 214 mg/dl auf 173 mg/dl. Danach wurde die Zeit auf sechs
Versuchswochen mit einer Vitamin-E-Gabe von 2.000 IE pro Tag ausgeweitet und
anschlieBend durch eine sechswochige Placebokontrollphase abgeschlossen. Der
durchschnittliche Blutzuckerspiegel sank dabei statistisch signifikant von 193 mg/dl zu
Beginn der Studie auf 181 mg/dl nach 6 Wochen Vitamin-E-Gabe und stieg nach 6 Wochen
Placebophase auf 195 mg/dl an (Bierenbaum et al., 1985).

Auch die Gabe von 900 mg Tokopherol iiber 3 Monate in einer doppelblind-

placebokontrollierten-crossover-Studie an 25 Typ-2-Diabetikern zeigte eine Senkung des
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Blutzuckerspiegels von anfénglich 8,3 mmol auf 7,5 mmol. Ebenso sank der Anteil des HbA
von 7,8% auf 7,1% (Paolisso et al., 1993).

Andere Studien konnen diesen Effekt nicht nachweisen. In einer Studie von Ceriello und
Mitarbeitern blieb der durchschnittliche Blutzuckerspiegel wihrend einer Dauer von
2 Monaten bei den Probanden unveréndert (Ceriello et al., 1991).

In der vorliegenden Studie liegt die Vitamin-E-Menge mit 1.200 IE unter der Bierenbaum et
al Dosierung, dafiir aber im Rahmen der Untersuchung der Arbeitsgruppe Paolisso. Da jedoch
ohne Supplementierung bei Patient 1 ein Anstieg des Bz-Wertes ausblieb und die Datenlage
insgesamt widerspriichlich ist, ist eher davon auszugehen, das kein Effekt vorliegt.

Eine Bz-Messung sollte fiir die vorliegende Studie nicht eingefiihrt werden, weil die anderen
Teilnehmer nicht daran gewdhnt waren. Das Risiko, einen Einfluss auf das Verhalten der
Teilnehmer auszuiiben, und dadurch falsche Ergebnisse zu bekommen, erschien gréfer als ein
moglicher Vorteil fiir die Aussagekraft des Parameteres. Schlielich wurden noch validere

Daten iiber die Bestimmung der Langzeitparameter gewonnen.

5.5. Vergleich des Blutglukosespiegels mit der Hohe des HbA-Wertes

Die Hohe des Blutzuckerspiegels wirkt sich direkt auf den HbA.-Wert aus. Es gibt weder
eine statistische Mdglichkeit einer Auswertung bei einer Einzelperson noch bei 2 Personen.
Deshalb muss diese rein quantitativ erfolgen. Sie kann jedoch erste Hinweise auf einen
moglichen Einfluss der antioxidativen Vitamine geben.

Die Betrachtung der Werte beider Patienten ergibt einen kontrdren Verlauf zwischen der
Hohe des Bz-Spiegels und des HbA.-Wertes. Patient 1 besitzt bei relativ niedrigen
Blutzuckerwerten relativ hohe HbA.-Werte, wihrend bei Patient 2 genau das Gegenteil zu
sehen ist.

Zusitzlich ldsst sich auch kein direkter Zusammenhang zwischen der Hohe des
durchschnittlichen Blutglukosespiegels und der Hohe des HbA .-Wertes erkennen. Zuséitzlich
werden bei nahezu identischen Bz-Spiegeln unterschiedliche HbA-Werte bestimmt. Bei

Patient 1 entspricht der durchschnittliche Wert von 100 mg/dl bzw. 99 mg/dl einem HbA -
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Wert von 8,5% bzw. 7,9%. Noch deutlicher sind diese Unterschiede bei Patient Nummer 2.
So entspricht ein durchschnittlicher Blutglukosegehalt von 174 mg/dl einem HbA.-Wert von
6,5% und 171 mg/dl Glukosespiegel entsprechen 7,1%.

Diese groflen Unterschiede konnen sowohl durch den nur punktuellen Status des
Messzeitpunktes als auch durch die unterschiedliche Genauigkeit verschiedener Messgerite
erklart werden. Natiirlich liegt in der Eigenmessung eine zusétzliche Fehlerquelle.

Dadurch hitte sich, auch wenn alle Patienten Ihre Blutzuckerwerte bestimmt hitten, eine
groBBe, schwer quantifizierbare Fehlerquelle ergeben. Insgesamt wird eine Ungenauigkeit von
+ 15% vom eigentlichen Wert zugestanden. Zusétzlich zeigen Messgerite meist keine lineare
Abweichung iliber den gesamten Messbereich, sondern es sind scherenférmige Abweichungen
moglich. Dadurch wire die Messungenauigkeit im Normalbereich geringer als im hohen
Messbereich. Theoretisch konnten niedrige Messwerte mit einer Ungenauigkeit von —15%
gemessen werden und hohe Werte mit +15%.

Hilfreich fiir weitere Studien wire die Verwendung gleicher Messgerite, einer Schulung der
Patienten fiir deren Handhabung und eine Festlegung der Anzahl an Messpunkten und
Messzeiten. Ebenfalls sollte vor der Verwendung der Gerite eine Vergleichskurve zu einer
Standardmethode erfolgen, damit eine Aussage iiber die GroBenordnung der Fehlerquelle

moglich wird.

5.6. Einfluss der antioxidativen Vitamine auf Parameter der nichtenzymatischen

Glykosylierung

Fir die Quantifizierung der nicht enzymatischen Glykosylierung konnen verschiedene
Parameter herangezogen werden, die einen unterschiedlich langen Zeitraum der
retrospektiven Blutzuckerkontrolle ermoglichen.

Der Mechanismus der nichtenzymatischen Glykosylierung von Proteinen ldsst sich
vereinfacht wie folgt darstellen. Die Glukose reagiert mit freien Gruppen der in den Proteinen
vorhandenen Aminosduren zur labilen Schiff’schen Base. Im weiteren Zeitverlauf konnen

daraus tiiber vielfdltige chemische Reaktionen, den sogenannten Amadori-Umlagerungen,
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letztendlich die advanced glycosylated endproducts entstehen. Erst diese Produkte stellen
irreversible Strukturen da. Alle anderen Reaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen mit
unterschiedlichen Gleichgewichtskonstanten. Daraus ergibt sich, dass sich bei steigendem
Blutglukosegehalt die Konzentration der verschiedenen Produkte in unterschiedlicher Zeit
erhoht.

Die korpereigenen Proteine unterliegen einem natiirlichen Ana- und Katabolismus. Daher
steigen auch die Konzentrationen der AGE nicht stetig an, sondern spiegeln die
durchschnittliche Hohe des Blutglukosespiegels iiber den retrospektiven Zeitraum der
Proteinhalbwertzeiten wieder.

In der vorliegenden Studie war es mdglich, die durchschnittlichen Blutglukosespiegel durch
drei Parameter zu erfassen. Sowohl der kurzzeitige Parameter Fruktosamin (etwa 2 Wochen)
als auch der langerfristige Parameter des HbA;. (etwa 3 Monate) werden routinemiBig
untersucht. Zusitzlich war es moglich einen Ultra-Langzeitparameter, das Hb-AGE, in den
USA bestimmen zu lassen. Dadurch ergab sich die Moglichkeit einer weitaus
differenzierteren Betrachtung. Leider war es bei der Bestimmung der Hb-AGE nicht moglich,
diese fiir alle Patienten und Messzeitpunkte zu bestimmen. Insgesamt wurden bei 4 Patienten
Bestimmungen durchgefiihrt.

Die Datenlage der in dieser Studie eingesetzten antioxidativen Therapie mit Vitamin E und C
auf den Prozess der nicht enzymatischen Glykosylierung ist sehr ermutigend. Ebenso
interessant erscheinen die Arbeiten, die Zusammenhdnge zwischen Produkten der
nichtenzymatischen Glykosylierung und der Bildung von Radikalen aufzeigen.

Tada et al. zeigen, dass eine Glukoseinkubation von Mesangialzellen zur erhdhten Bildung
von Lipidperoxiden fiihren (Tada et al. 1997).

Weiterhin konnen reduzierende Zucker, wie die Blutglukose als Katalysatoren oxidativer
Modifikationen und der Bildung von cross-links dienen (Baynes, 1991; Wolff et al., 1987).
Damit ist die theoretische Grundlage des Einflusses von Radikalen auf die nichtenzymatische

Glykosylierung und dem moglichen positiven Einfluss der Antioxidantien gegeben.
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5.6.1. Einfluss auf das Fruktosamin

In einer Studie von Stolba und Mitarbeitern wird {iber einen positiven Einfluss von Vitamin C
auf die Hohe des glykosylierten Albumins berichtet. In der Versuchsanordnung wird Albumin
mit Glukose (25 mmol/l) oder mit Glukose und Vitamin C (1 mmol/l) inkubiert. Bei Zusatz
von Vitamin C sinkt der Fruktosaminspiegel im Vergleich zur reinen Glukosegruppe um etwa
20% (Stolba et al., 1987). Dies ist schon ein sehr frither Hinweis auf eine mogliche Protektion
von antioxidativen Vitaminen auf die Glykosylierung von Proteinen.

Unterstiitzt werden diese Ergebnisse von Davie et. al., der unter dem Einfluss von Vitamin C
(1 g pro Tag iiber drei Monate) bei Nichtdiabetikern einen Abfall des glykierten Albumins
von 1,6% auf 1% feststellt (Davie et. al, 1992).

In der vorliegenden Studie konnte dieser Effekt nicht verifiziert werden. Die gemittelten
Fruktosaminwerte liegen in der Gruppe A im Vergleich zum Basiswert zwischen +9% und
+3% hoher, in der Gruppe B schwanken sie zwischen +4% und -7%. Bei der Betrachtung der
Einzelwerte fillt auf, dass die Messwerte der Gruppe A um einen Mittelwert zu schwanken
scheinen. Bei der Auswertung von Gruppe B werden die Werte im Zeitverlauf tendenziell
niedriger. Es ist zu keinem Messzeitpunkt ein statistischer Unterschied zum Basiswert
nachweisbar. Aus diesen Daten kann daher kein positiver Einfluss der antioxidativen
Vitamine auf die Fruktosaminbildung abgeleitet werden.

Auch die Arbeitsgruppe Sinclair konnte unter Vitamin-C-Gabe keinen Einfluss auf das

Fruktosamin feststellen (Sinclair et al., 1992).

5.6.2. Einfluss auf das HbA .

In der Literatur wird von positiven Einfliissen des Vitamin E auf den Anteil glykosylierten
Hamoglobins berichtet. In Rattenversuchen wurde eine 30%ige Reduktion gemessen. Dabei
wurde den Ratten 1 g Vitamin E pro kg Korpergewicht i. p. gespritzt, was hochgerechnet 75 g
Vitamin E beim Menschen entsprechen wiirde (Ozden et al., 1989). Bei in-vivo-Studien sank

der Anteil des HbA | nach einer dreimonatigen Vitamin-E-Gabe von 900 mg/d von 7,8% auf
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7,1% (= -9%) (Paolisso et al., 1993). Den gleichen Effekt fanden Jain und Mitarbeiter, die
Typ-1-Diabetikern 100 IE Vitamin E pro Tag iiber drei Monate gaben. Sie stellten ebenfalls
einen Abfall des GHb-Spiegels um 10% (12,8% auf 11,5%) fest (Jain et al., 1996). Kéhler et
al. berichten von einem 0,2%igen Abfall des HbA,. (relativ: -3%) unter der Zufuhr von
1.200 IE Vitamin E pro Tag iiber einen Zeitraum von drei Monaten. Besonders interessant ist,
dass in dieser Studie der Ausgangsspiegel bei nur 6,6% lag (Kéhler et al., 1993).

Die interessanteste Studie ist von der Arbeitsgruppe Ceriello verdffentlicht worden. Sie
fanden einen dosisabhingigen Abfall des HbA.-Wertes bei gleichbleibendem
Blutglukosespiegel. In der Placebogruppe édnderte sich der HbA,.-Anteil nicht. Unter der
Gabe von 600 mg Vitamin E pro Tag jedoch sank der HbA .-Anteil von anfanglich 11,5% auf
8,9% nach zwei Monaten. Die Gabe von 1.200 mg Vitamin E pro Tag fiihrte zu einem Abfall
der HbA .-Konzentration von 11,8% auf 7,8%. Dies entspricht einer prozentualen Anderung
von 23% bei 600 mg Vitamin E bzw. 34% bei 1.200 mg (Ceriello et al., 1991).

Allerdings kommen nicht alle Studien zum gleichen positiven Ergebnis. In einer
Untersuchung von Reaven und Mitarbeitern an 21 Ménnern mit Typ-2-Diabetes konnte bei
einer Gabe von 1.600 IE Vitamin E pro Tag in einer placebokontrollierten Studie kein
signifikanter Einfluss auf die Glykosylierung (Hdmoglobin, Albumin, Gesamtplasmaproteine,
LDL) gefunden werden. Der Anteil des HbA . in dieser Studie lag dabei zwischen 6% und
10% (Reaven et al., 1995).

In der vorliegenden Untersuchung zeigen die antioxidativen Vitamine keinen statistisch zu
sichernden Einfluss auf die Hohe des HbA.-Anteils. Eine differenziertere Betrachtung zeigt
jedoch interessante Tendenzen.

Die HbA-Werte liegen bei der Gruppe A unter Vitamin-E-Gabe um 4%, nach Zugabe von
Vitamin C um 5%, wéhrend der Kontrollphase um 6% und nach der erneuten Vitamin-E-
Gabe um 1% unter dem Basiswert. In dieser Gruppe ist daher kaum ein Einfluss der
Antioxidantien auf das HbA;. anzunehmen. Allerdings ist gerade diese Gruppe sehr
inhomogen, was sich an den hohen Standardfehlerbalken ablesen ldsst. Trotz des Absetzens
der Vitamine sank der HbA.-Wert weiter und stieg nach erneuter Vitamin-E-Gabe sogar an.

Dieser Befund ist so nicht erkldrbar. Auch die Daten der anderen Studien geben keinen
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Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang. Jedoch kann bei einer Gruppengréfle von 4
Patienten ein zufilliger Befund nicht ausgeschlossen werden.

Bei der Gruppe B sanken die HbA-Werte wihrend unter der Vitamin-E-Supplementierung
um 4% und nach Addition von Vitamin C um 10%, ohne statistisch signifikant zu werden. In
dieser Gruppe lag der Kontrollwert 9% unterhalb des Basiswertes. Die Werte konnen sowohl
die These eines positiven Einflusses der Antioxidantien auf das HbAlc als auch einen
synergistischen Effekt beider Vitamine stlitzen. Die Befunde von Ceriello et al. im
zweistelligen Prozentbereich sind nicht erreicht worden. Vielmehr entsprechen sie der Arbeit
von Kédhler und Mitarbeitern und der Arbeitsgruppe Jain. Nicht vergessen werden darf dabei
jedoch, dass die Studien aufgrund ihres unterschiedlichen Patientengutes schwer miteinander
zu vergleichen sind. Es scheint jedoch plausibel, dass bei schlecht eingestelltem Diabetes die
Moglichkeiten zur Verbesserung grof3er sind als bei gut eingestellten Patienten.

In einer 90 Tage dauernden Studie an 56 Diabetikern fanden Eriksson und Kohvakka bei der
Gabe von 2 g Vitamin C pro Tag, dass der Anteil an HbA,. innerhalb der 90 Tage von
anfangs 9,3% auf 8,5% sank (Eriksson et al., 1995). Davie et al. untersuchten bei
Nichtdiabetikern den Einfluss von 1 g Vitamin C {iber 3 Monate auf das GHb. Wihrend
dieser drei Monate zeigten sich keine nennenswerten Verdanderungen des durchschnittlichen
Blutglukosespiegels. Der GHb-Anteil bei affinititschromatographischer Messung zeigte nach
3 Monaten einen Abfall von 6,2% auf 5,1% (Davie et al., 1992).

Auch in neueren Untersuchungen wurden dhnliche Ergebnisse gefunden. In einer Studie der
Arbeitsgruppe Krone wird ebenfalls von sinkenden GHb-Werten nach Gabe von Vitamin C
berichtet. In dieser Studie wurde einer Verumgruppe von Ratten Vitamin-C-haltiges
Trinkwasser (2,5 g/l) liber 2 Monate gereicht. Nach zwei Monaten verdnderte sich der GHb-
Gehalt der Vitamin-C-supplementierten Gruppe hochsignifikant gegeniiber der
nichtsupplementierten Gruppe (3,4% gegeniiber 4,4%). Jedoch zeigten beide Ratten-
populationen keinerlei Unterschiede in der Hohe des durchschnittlichen Blutglukosegehaltes.
(Krone et al., 2001).

Diese Arbeit weist zusétzlich noch auf eine methodische Problematik hin, die auch schon
Davie und Mitarbeiter gefunden hatten. Zusammenfassend erkléren beide Autoren, dass es bei

der Bestimmung von glykosylierten Produkten mit verschiedenen Messmethoden zu
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Unterschieden in den Ergebnissen kommen kann. Dabei sind vor allem Methoden, die
Molekiilladungsunterschiede zur Trennung benutzen, besonders anfillig bei Vitamin-C-Gabe.
Da Vitamin C eine strukturelle Ahnlichkeit mit Glukose aufweist, reagiert es genau wie
Glukose mit Proteinen. Jedoch kommt es nicht zu weiteren Strukturdnderungen. Allerdings
andert sich die Ladung des Molekiils, so dass es bei entsprechenden Bestimmungen zu
falschen hohen Werten kommen kann. Nach Aussage der Autoren ist jedoch eine
chromatographische Bestimmung, wie sie in dieser Studie mit der Bestimmung durch HPLC
verwendet wurde, nicht anfillig (Davie et al., 1992; Krone et al., 2001).

Es liegen damit vielversprechende Ergebnisse fiir einen positiven Effekt von Vitamin E oder
Vitamin C auf die HbA -Bildung vor.

Bei der Gruppe B sanken die HbA;-Werte unter Vitamin-E-Gabe um 4% und in der
Kombinationsgabe um 10%. Die 10% verfehlen das statistische Signifikanzniveau von 5%
nur knapp (p < 0,08). Das Absetzen der Vitamine fiihrte zu einem Anstieg der HbA.-Werte.
Mit diesen Werten konnte ein positiver Einfluss der Vitamine begriindet werden. Der nur
relativ leichte Anstieg nach dem Absetzen der Vitamine konnte in den aufgefiillten Vitamin-
E-Depots begriindet sein. Zusitzlich besitzt Vitamin E eine iiber den Zeitraum der Kontrolle
hinweggehende Halbwertzeit, so dass zum Ende der Studie noch iiber 50% des Vitamin-E-
Pools vorhanden war.

Bei diesem Studiendesign kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, ob die alleinige Gabe
von Vitamin E {iber einen lingeren Zeitraum nicht zu einem dhnlichen Ergebnis gefiihrt hétte.
In der Literatur sind bisher keine Daten zur kombinierten Vitamingabe zu finden, so dass
dieser Befund an dieser Stelle nicht gekldrt werden kann. Zur Klarung dieser Frage wire eine
grofler angelegte Studie notwendig. Das Design miisste neben der Placebokontrolle und
Doppelblindheit noch vier versuchsarme in der Verumgruppe aufweisen. Neben der
Placebokontrolle sollte im zweiten Arm die alleinige Vitamin-E-Gabe, im dritten Arm die
alleinige Vitamin-C-Gabe und im vierten Arm die Kombinationstherapie getestet werden.
Besonders wichtig scheint in diesem Zusammenhang das Anfangsniveau des HbA,.. Es lag
bei der Ceriello-et-al.-Studie zu Beginn mit 11,5% relativ hoch, was einer schlechten Bz-
Einstellung entspricht. Unter Vitamin-E-Gabe sank der Spiegel um bis zu 34%.
Demgegeniiber berichtete Kéhler nur von einer 3%igen Senkung des HbA,.-Wertes. Jedoch
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war seine Ausgangsbasis ein HbA;. von nur 6,6%. In dieser Untersuchung kann dieser
Zusammenhang bestétigt werden. Bei Gruppe A liegt der Ausgangswert bei 7,8% und sinkt
unter Vitamingabe um 5%. Bei der Gruppe B ist der Ausgangswert mit 9,2% deutlich héher
und sinkt mit 10% deutlich stirker. Die Gruppe B bestand zur Hailfte aus Gruppe A. Daher
sind Patienten mit einer schlechten Blutzuckereinstellung dazugekommen und konnten
deswegen den Bedingungen der Arbeitsgruppe Ceriello entsprechen. AuBlerdem ist es bei
thnen damit auch zu einer hoheren Senkung des HbA. als 10% gekommen, womit deren

Befunde in dieser Studie zumindest tendenziell bestétigt werden konnen.

5.6.3. Einfluss auf die Hb-AGE

Die AGE-Produkte storen den Stoffwechsel der Niere auf vielfdltige Weise. So erhoht sich
die Bindung von LDL, Albumin und IgG an der Basalmembran. Die Bildung von cross-links
auf dem Typ-IV-Kollagen wird erhdht und der Stoffwechsel verschiedener
Membranbestandteile wie Laminin und Heparansulfat negativ beeinflusst. Zusétzlich wird
sowohl der normale Aufbau der negativ geladenen Proteoglykane und die Ausbildung der
Membranporen behindert (Brownlee et al., 1988). Ebenso korreliert die AGE-H6he mit der
Dicke der Basalmembran. Berg und Mitarbeiter zeigten auch, dass die AGE-Werte als
unabhingige Variable fiir das Auftreten der Schiden anzusehen sind (Berg et al., 1997).

Da die AGE-Produkte ebenfalls mit der Schwere von Folgeschdden wie der Retino- oder
Nephropahtie (Ono et al., 1998) korrelieren, war es besonders interessant, diesen Parameter
zu verfolgen. Aufgrund der freundlichen Unterstiitzung von Herrn Dr. Bucala war es moglich,
die Hb-AGE-Werte in den USA bestimmen zu lassen. Die Gruppe A wurde fiir die
Untersuchungen ausgewéhlt, da die Anzahl der Bestimmungen auf 20 Proben beschriankt war.
Bei dieser Gruppe wurden an 5 Zeitpunkten (1 Basiswert, 2 Messungen mit Vitamin-E-Gabe
und 2 Monate mit Vitamin-C-Gabe) die AGE-Werte bestimmt.

In der vorliegenden Untersuchung sanken die Hb-AGE-Spiegel gegeniiber dem Basiswert
nach 2-monatiger Vitamin E Gabe um 15% (p < 0,01), nach 4-monatiger Gabe um 10%

(n. s.), nach 2-monatiger Kombinationstherapie um 19% (p < 0,01) und nach 4-monatiger
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Kombinationstherapie um 25% (p < 0,01). Wenn die Werte gemittelt werden, so ergibt sich
eine 12%ige Senkung des AGE-Spiegels unter Vitamin E und eine 22%ige Senkung unter
Vitamin E in Kombination mit Askorbinsdure. Beide Werte unterscheiden sich signifikant
(p <0,05) vom Basiswert.

Damit zeigt interessanterweise der Parameter, der den ldngsten Zeitraum des
durchschnittlichen Glukosespiegels widerspiegelt und aufgrund seiner Natur nicht durch
kurzfristige Schwankungen zu beeinflussen ist, den deutlichsten Effekt. Obwohl die
Probandenanzahl gering ist, sind die Effekte statistisch signifikant. Zusitzlich ist der Einfluss
um so hoher, je linger die Vitamingabe ist. Hier kann ein synergistischer Effekt beider
Vitamine vermutet werden.

Allerdings sind sie dennoch vorsichtig zu interpretieren, da einzelne Ausreifler das Bild
verschieben und einen positiven Einfluss der Vitamine vortduschen konnten. Bei den AGE-
Produkten liegen auBBerdem niedrige Werte vor (3,80 — 5,10 U/mg Hb) — nach Angaben des
Picower Institutes damit sogar im Normalbereich (< 6,0 U/mg Hb). Diese Aussage ist mit der
Hohe der HbAlc-Werte in dieser Gruppe kongruent. Leider gibt es bisher keine
vergleichbaren Daten in der Literatur. Dadurch fillt die Einordnung der Ergebnisse schwer.

In einer neueren Studie berichten Rahbar et al. von neuen Substanzen zur Inhibition von
AGE-Produkten. Sie beschreiben dabei auch Erfolge in der bisherigen Forschung mit
Aminoguanidin, jedoch keine Arbeiten mit Vitamin E und C (Rahbar et al., 2000).

5.6.4. Einfluss auf die Albuminausscheidung

Die diabetische Nephropathie besitzt eine multifaktorielle Pathogenese. In der diabetischen
Niere sind eine grole Anzahl von Stoffwechselprozessen und biologischen Strukturen durch
den verdnderten Glukosestoffwechsel betroffen. Sie reichen von biochemischen Substratstoff-
wechselstorungen bis zu Storungen bei der Synthese wichtiger Gewebsstrukturen. Die
Schutzmechanismen der antioxidativen Abwehr sind vielfdltig, da bei vielen dieser Prozesse

auch Radikale eine Rolle spielen.
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So wurden in Rattenversuchen durch Vitamin E ein Anstieg von Diazylglyzerol und der
Proteinkinase-C-Aktivitdt, der Fibronektinsynthese sowie der glomeruldren Filtrationsrate
verhindert. Ebenso wurde die Albuminausscheidung um 73% gesenkt (Koya et al., 1997;
Koya et al.,, 1998; Tada et al., 1997). Die verwendete Tokopherolmenge iiberstieg mit
40 mg/kg KG die in dieser Studie verwendete Menge (800 mg) um den Faktor 3. Dennoch ist
die erzielte Albuminausscheidungssenkung mit 73% beachtenswert. Immerhin liegt die in
dieser Studie gemessene Ausscheidungssenkung fast in diesem Rahmen (30% bis 60%).
Ebenso lieB sich bei unbehandelten diabetischen Ratten durch die Gabe von Vitamin E
(200 mg/kg KG pro Tag) die im Vergleich zu nichtdiabetischen Ratten um 2,5-fach erhohte
TGF-B Konzentration verhindern (Craven et al.,, 1997). Zusitzlich konnten die renale
Hyperfiltration und die Schwere der glomeruldren Lésionen korrigiert (Douillet et al., 1996)
sowie der Anstieg des glomeruldren Volumens verhindert werden (Craven et al., 1997).

Schon aus den genannten Studien geht hervor, dass das Vitamin E auf vielen Ebenen einen
positiven Einfluss hat. Jedoch sind die bisher genannten Studien in Tierversuchen ermittelt
worden. Zusétzlich sind mit 2,8 g — 14 g (umgerechnet auf eine 70 kg schwere Person) grof3e
Tokopherolmengen verwendet worden. Umso interessanter ist der Vergleich mit geringeren
Mengen.

Beim Menschen zeigte Vitamin E innerhalb von 3 Monaten ebenfalls einen positiven Einfluss
auf die Proteinurie (-55%) und Albuminurie (-50%) (K&hler et al., 1993).

Die Arbeitsgruppe Kihler verwendete 1.200 IE Tokopherol. Dieselbe Dosierung wurde in der
vorliegenden Studie benutzt. Die Gréfenordnung der Albuminurie lag bei der Arbeit von
Kahler et al. niedriger als in dieser Untersuchung.

So zeigt sich bei der Gruppe A unter Vitamin-E-Gabe nach 4 Monaten eine mit 34% nicht
ganz so starke Ausscheidungssenkung wie bei Kidhler. Auch in der Gruppe B lag der
Riickgang der Albuminausscheidung mit 30% ebenfalls deutlich unter den 50% von Kihler et
al.. In beiden Féllen konnten die Senkungen keine statistische Signifikanz erreichen, was aber
durch den hohen Standardfehler und die geringe Patientenzahl erkladrbar ist. Ein Problem, mit
dem die Arbeitsgruppe Kihler in Threr Untersuchung ebenfalls zu kdmpfen hatte.

Beispielsweise ~ war  die  Standardabweichung in  der  Verumgruppe  mit
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Tokopherolsubstituierung nach drei Monaten mit 148 mg gréBer als der Mittelwert von 87
mg. Damit Messwerte mit dieser groBBen Varianz statistisch gesichert werden konnen, muss
die Fallanzahl weit iiber zwanzig liegen.

Doch obwohl in allen bisher genannten Studien kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden konnte, lassen sich positive Tendenzen erkennen. Der gemittelte Messwert der
Tokopherolsupplementierung (16Wo VitE) in der Gruppe B verfehlte das geforderte
Signifikanzniveau mit p = 0,08 knapp. Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass die hohe
interindividuelle  Streubreite den Nachweis einer signifikanten Senkung der
Albuminausscheidung verhindert, ist die Gruppe C gebildet worden.

Diese besteht aus 10 Patienten. Die zwei Patienten/Innen mit der hochsten Albumin-
ausscheidung wurden ausgeschlossen. Dadurch konnte die Standardabweichung und ebenfalls
der Standardfehler erheblich gesenkt werden (< 100 mg/24 h). In diesem Fall zeigte die
Albuminausscheidung bei 4-monatiger Vitamin-E-Gabe ebenfalls einen 30%igen Abfall.
Dieser war jedoch mit p < 0,05 statistisch signifikant. Damit ist der Einfluss der hohen
interindividuellen Streubreite der Albuminausscheidung auf das Signifikanzniveau verifiziert
worden. Zusétzlich wird dadurch die Fragestellung dieser Studie etwas klarer beantwortet.
Die Vermutung, dass die antioxidative Therapie einen positiven Einfluss auf die Albuminurie
hat, wird erneut unterstiitzt.

Durch die zweite Phase der Studie sollte geklirt werden, ob eine zusétzliche Gabe von
Vitamin C einen synergistischen Effekt auf die Ausscheidung von Albumin hat. Dazu liegen
bis heute keine vergleichbaren Studien vor. Deshalb ist es schwer, die hier vorliegenden
Ergebnisse vergleichend zu interpretieren.

In Rattenversuchen wurden positive Einfliisse einer Askorbinsduregabe auf Parameter der
diabetischen Nephropathie gefunden. So konnte z. B. die Proteoglykansynthese stimuliert
(McAuliffe et al., 1997) und die Erh6hung des Nierengewichtes verhindert werden. Weiterhin
blieb ein Anstieg der TGF-B-Konzentration und des glomeruldren Volumens sowie ein
Anstieg der Albuminclearence aus (Craven et al., 1997). Gerade die Studie von Craven und

Mitarbeitern benutzte jedoch hohe Dosen (10 g/kg KQG). Fiir einen 70 kg schweren Menschen
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entsprache die Dosierung einer Menge von 700 g. Nicht auszuschlieBen ist, dass es sich bei
der Dosierung um einen Druckfehler handelt.

Die Studien von Stolba et al. in den 80iger Jahren lassen auf einen positiven Einfluss der
Askorbinsdure auf die nichtenzymatische Glykosylierung schlieBen. Sie konnten durch die
Gabe von Vitamin C sowohl den Fruktosaminspiegel senken, als auch die Glykosylierung von
verschiedenen Kollagentypen verhindern (Stolba et al., 1987; Stolba et al., 1988). Diese
Daten stiitzen die Hypothese eines positiven Einflusses auf die nichtenzymatische
Glykosylierung. Dariiber kann zusétzlich die Nephropathie positiv beeinflusst werden.

In dieser Studie zeigt sich unter der kombinierten Therapie {iber 4 Monate in der Gruppe A
ein sehr starker Riickgang der gemittelten Albuminausscheidung von 60%. Trotz dieser sehr
deutlichen Reduzierung der Albuminurie konnte keine statistische Signifikanz gesichert
werden. Sicherlich spielt erneut der grof8e Standardfehler eine Rolle. Dass es sich bei dieser
positiven Tendenz nicht nur um ein Artefakt handelt, wird durch den weiteren Verlauf der
Ergebnisse gestiitzt. Die Senkung der Albuminausscheidung nach 3 Monaten ohne
Vitaminsupplementierung liegt bei gerundeten 43%. Dies konnte ein Hinweis auf einen
nachlassenden Effekt der Vitamine sein. Dass die Albuminausscheidung noch immer unter
dem Basiswert liegt, konnte durch die lange Halbwertzeit der Tokopherole erkldrt werden.
Die Plasmaspiegel liegen nach 6 Wochen ohne Supplementierung signifikant und nach
12 Wochen nicht signifikant iiber dem Ausgangswert. Dadurch kénnte immer noch ein
positiver Effekt erzielt werden. Zusétzlich werden iiber 32 Wochen gebildete Verdanderungen
sicherlich nicht in einem Zeitraum von 12 Wochen wieder riickgdngig gemacht.

Unter wiederholter Vitamin-E-Zufuhr sinkt die Albuminausscheidung gegeniiber den
Kontrollwerten. Dieses Ergebnis deutet erneut auf einen positiven Einfluss durch Vitamin-E-
Supplementierung hin.

Ein der Gruppe A kongruenter Verlauf der Albuminausscheidung ist in Gruppe B zu finden.
Sie sinkt nach der Kombinationsgabe um 49%. Das Absetzen der Vitamine fiihrt zu einem
Anstieg der Albuminausscheidung. Sie liegt mit gerundeten 28% unter dem Basiswert und
damit deutlich {iber der Ausscheidung unter Vitaminzufuhr. Dieser Verlauf konnte so erneut
durch einen positiven Einfluss der Vitamine auf die diabetische Nephropathie erklart werden.

Die Unterschiede sind jedoch in der Gruppe B nicht statistisch signifikant. Der geringere
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Riickgang der Albuminurie konnte auf den geringeren Schweregrad der Erkrankung in der
Gruppe B (um 300 mg/24 h geringere Albuminausscheidung) zuriickgefiihrt werden.

Ebenso verfehlte die Gruppe C trotz eines 31%igen Riickgangs der Albuminausscheidung mit
p = 0,08 ein signifikantes Niveau, allerdings in diesem Fall nur relativ knapp. In der Gruppe C
lasst sich jedoch im Gegensatz zu den Gruppen A und B keine weitere Verbesserung durch
den Vitamin-C-Zusatz erzielen. Auch in der Gruppe A ist nicht eindeutig, ob der Riickgang
der Albuminausscheidung unter der Kombinationstherapie auf Vitamin C zuriickzufiihren ist.
SchlieBlich liegt die Albuminausscheidung in der zweiten Studienphase mit Vitamin-E-Gabe
nur 8% unter dem Riickgang nach Kombinationstherapie (60,3% vs. 52,3%).

Letztendlich kann damit nur eine groBere und differenziertere Studie die gefundenen

Tendenzen verifizieren und statistisch sichern.

5.7. Zukunftsperspektive

Inzwischen zeigen mehr als 6.000 Studien, dass vor allem die Proteinkinase-C-Familie an
nahezu allen fiir die Entstehung der diabetischen Folgeschdden bekannten pathologischen
Vorgéngen beteiligt sind. Dies gilt fiir den Insulin-, Glukose- und Lipidstoffwechsel. Auch
die Genexpression und viele biochemische Reaktionen sind betroffen. Damit ist ein weiterer
Einflussfaktor auf die Pathogenese der diabetischen Nephropathie in das Betrachtungsfeld der
Diabetologen gertickt.

Doch auch hier weisen einige Studien darauf hin, dass Tokopherole in hoher Dosierung in
diese Vorgidnge positiv eingreifen konnen. So wird die DAG-Kinase durch Vitamin E
aktiviert. Dadurch wird vermehrt DAG zu phosphoriger Sdure verstoffwechselt. Als Folge
davon bleibt eine Aktivierung einiger Proteinkinase-C-Isoformen aus. Als erste positive
Auswirkung auf die diabetische Nephropathie konnte eine Verbesserung der retinalen
Perfusion nachgewiesen werden (Thomkin, 2001; Idris et al., 2001).

Insgesamt unterstiitzen auch diese Ergebnisse die These, dass durch eine groBer angelegte
Studie die gefundenen positiven Tendenzen der Vitaminsupplementierung auf die diabetische

Nephropathie statistisch gesichert werden konnten. Zwar ist mittlerweile mit der
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Proteinkinase-C-Familie ein weiterer Aspekt in den Mittelpunkt des Interesses gertickt, doch
hat sich Vitamin E auch auf diesem Gebiet als PKC-Inhibitor schon erfolgreich behaupten
konnen (Forst, 2001).

Mit letzter Sicherheit kann nicht gekldrt werden, ob die in dieser Studie gefundenen Effekte
letztendlich zu einer verbesserten Mortalitit oder einer langfristigen Verbesserung der
diabetischen Folgeschédden fiihren. Dem widerspricht sicher die heart-protection-study (Ohne
Autor, 2002), die nach 5-jéhriger Vitaminsupplementierung (8-Karotin, Vitamin E + C)
keinerlei Effekte auf die Mortalitdt noch die Inzidens des Auftretens vaskuldrer Erkrankungen
oder Krebserkrankungen zeigte. Das gleiche Ergebnis zeigt auch die UKPDS-Studie, die
anfénglich positive Einfliisse der Blutdrucksenkung auf die Albuminausscheidung fand. Diese
verloren sich jedoch im Laufe der Jahre (Turner et al., 1998). Letztendlich scheint bisher kein
Weg an einer Verbesserung des Glukosestoffwechsels fiir die langfristige Senkung der
Mortalitdt vorbeizufiihren. Vielleicht sollte deshalb auch bei allen Therapieansidtzen die

Verbesserung der Lebensqualitdt im Vordergrund stehen.



147

6. Zusammenfassung

Trotz vielféltiger Therapieoptionen des Diabetes mellitus, ist es bis heute nicht gelungen,
einen Grofteil der Diabetiker ausreichend einzustellen. Deshalb ist es nach wie vor wichtig,
Therapieformen zu finden, die gut durchzufiihren sind, wenig Nebenwirkungen haben und
zusitzlich kostengiinstig sind.

Die Datenlage fiir antioxidative Vitamine war vielversprechend, da sie auf vielen Ebenen
diabetischer Stoffwechselstorungen einen positiven Effekt auszuiiben schienen. Jedoch gab es
bisher selten Studien, die synergistische Effekte von antioxidativen Vitaminen untersuchten.
Ebenso gab es keine Studien, die den Einfluss auf die diabetischen Folgeschdden im Focus
hatten. Die vorliegende Studie sollte anhand der diabetischen Nephropathie tiberpriifen, ob
sich aus der Summe der bisherigen Daten auch ein klinischer Vorteil ergeben wiirde.
Insgesamt konnten 12 Diabetiker mit gesicherter Nephropathie in die Studie involviert
werden. Daraus bildeten 8 Teilnehmer, die 4 Phasen der Studie durchliefen, die Gruppe B.
Aus der Gruppe B nahmen 4 Patienten an der Phase 5 teil. Fiir die Gruppe C wurden von den
12 Diabetikern diejenigen mit der hochsten und niedrigsten Albuminausscheidung
ausgeschlossen.

Um die in dieser Studie aufgestellte Hypothese zu beantworten, wurden neben der
Albuminausscheidung als Parameter fiir die Schwere der diabetischen Nephropathie, das
Fruktosamin, HbA . und die Hb-AGE als Parameter der Stoffwechseleinstellung bestimmt.
Die Dosierung der Vitamine mit 1.200 IE Vitamin E und 1.500 mg Vitamin C wurde fritheren
Studien angepasst.

Die geringe Probandenanzahl sowie die teilweise grofe interindividuelle Varianz der
Messwerte und die daraus resultierende hohe Standardabweichung verhindern zum Teil den
Nachweis einer statistischen Signifikanz. Trotzdem zeigt die Studie einen positiven Einfluss
der antioxidativen Vitamine auf einige Parameter.

Ein positiver Einfluss auf Parameter der Bz-Kontrolle wird umso deutlicher, je ldnger der
retrospektive Zeitraum des Messwertes ist. So wird die Hohe des Fruktosamins nicht, der

HbA;. Wert bis zu 10% und die Menge der Hb-AGE bis zu 22% verbessert. Die
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Verbesserungen der Hb-AGE-Spiegel waren bis auf eine Ausnahme signifikant und stellen
damit eines der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit dar!

Obwohl die Albuminausscheidung unter der Vitaminsupplementierung um bis zu 60%
abnahm, konnte die Verbesserung nicht statistisch gesichert werden. Jedoch bestitigte die
Eliminierung von Ausreillern die Hypothese, dass die niedrige Probandenanzahl und der hohe
Standardfehler einen statistischen Nachweis maskieren. So war die geringere
Albuminausscheidung (30%) bei Vitamin-E-Gabe statistisch signifikant unter dem Basiswert,
und die Kombinationstherapie verfehlte das Signifikanzniveau nur knapp (p = 0,08). Beide
Werte unterscheiden sich aber nur durch den gréeren Standardfehler der
Kombinationstherapie.

Sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe B verbessert sich die Albuminausscheidung wéhrend
der Vitamingabe und verschlechtert sich nach dem Absetzen. Die wiederholte Vitamin-E-
Gabe fiihrt in Gruppe A erneut zu einer Verbesserung der Albuminurie.

Insgesamt liegen damit einige Hinweise vor, um die Hypothese eines positiven Einflusses der
antioxidativen Vitaminen E und C auf die diabetische Nephropathie zu stiitzen. Sicherlich
kann aufgrund der genannten Limitationen erst mit einer grofler und differenzierter angelegten
Studie eine sichere Aussage getroffen werden.

Dort kénnen dann auch zusitzliche in den Fokus gelangte Aspekte, allen voran die PKC-
Familie, mitberiicksichtigt werden. Dass dadurch die Mortalitit der Diabetiker gesenkt
werden kann, scheint zum jetzigen Zeitpunkt nach Erscheinen erster Langzeitstudien wie der
heart-protection-study zweifelhaft. Jedoch blieb dieser Erfolg, der in der UKPDS-38-Studie
als besonders wichtig eingestuften Blutdrucksenkung, schon verwehrt. Damit ist nach wie vor
die Verbesserung der Stoffwechsellage der wichtigste Faktor zur Therapie des Diabetes

mellitus.
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Kolleginnen fiir den regen Gedankenaustausch sowie Sabine Verwied-Jorky fiir die
moralische Unterstlitzung.

Fiir die Unterstiitzung bei der Auswahl der relevanten statistischen Verfahren gilt Herrn Dr.
Manfred Hollenhorst aus der Abteilung Anwendung und Dokumentation im
Hochschulrechenzentrum an der Justus-Liebig-Universitit GieBen mein besonderer Dank.

An dieser Stelle sei auch Herrn Dr. Richard Bucala vom Picower Institute Manhasset New
York USA gedankt, der sich bereit erklirte, die Bestimmung der Hb-AGE-Werte

durchzufihren.

Ein besonders groBBer Dank gilt meinen Eltern, die diese Arbeit iiberhaupt erst ermdglicht

haben und mich die ganzen Jahre {iber immer begleitet haben.

Zum Schluss mochte ich mich noch bei meiner Frau Aline bedanken, deren liebevolle

Unterstiitzung nicht in Worte gefasst werden kann.



