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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Der Diabetes mellitus gehort zu den hdufigsten Stoffwechselerkrankungen weltweit,
bei Kindern ist es die hédufigste chronische Erkrankung tiberhaupt. Die Inzidenz
steigt noch dazu stetig - durchschnittlich um ca. 3 % jdhrlich (99). Derzeit sind
weltweit ca. 150 Millionen Menschen betroffen (hiervon ca. 10 % Typ-1-Diabetiker),
fiir das Jahr 2010 wird eine Gesamtzahl von 220 Millionen erwartet (5). Nach

Schitzungen von 1988 waren damals knapp 5 % der Bundesbiirger Diabetiker (110).

Vor der Entdeckung des Insulins war der Diabetes mellitus eine unweigerlich frith
zum Tode fithrende Erkrankung. Etwa die Halfte der betroffenen Kinder starb
innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung (10). Am 11. Januar 1922 wurde mit
dem 14jdhrigen Leonard Thompson in Toronto erstmals ein Diabetiker mit Insulin
behandelt. Seitdem sind in der Therapie des Diabetes mellitus viele Erfolge erzielt
worden. Nichtsdestotrotz haben Diabetiker im Rahmen der im Verlauf eintretenden
Komplikationen auch heute noch eine reduzierte Lebenserwartung und insbesondere
auch reduzierte Lebensqualitit. Bingley und Gale beschrieben 1989 den Typ-1-
Diabetes als eine chronische, bisher irreversible Erkrankung mit einer Reihe
bedeutender Komplikationen, deren Therapie allenfalls palliativ ist (11). In
Deutschland miissen sich jéhrlich ca. 9000 Diabetiker einer Dialyse unterziehen,
3000 erblinden pro Jahr, und 25000 bis 50000 Amputationen und 35000
Myocardinfarkten jdhrlich liegt ursdchlich eine diabetische Stoffwechsellage
zugrunde (5). Neben diesen und anderen allgemein bekannten, vor allem
hyperglykédmiebedingten Komplikationen stellen aber auch die insbesondere bei
enger Blutzuckereinstellung héufiger auftretenden Hypoglykdmien eine nicht zu

vernachldssigende Beeintrdchtigung im Leben vieler Diabetiker dar.

1.1 Hypoglykdmien bei Typ-1-Diabetikern

1.1.1 Haufigkeit von Hypoglykamien bei Typ-1-Diabetikern

»Hypoglycemia is a fact of life for patients with insulin-dependent diabetes
mellitus.”, heiit es zu Beginn des Kapitels iiber Hypoglykdmien von Cryer und

Gerich in Ellenberg and Rifkin’s Diabetes Mellitus (33).
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Die Whipplesche Trias nennt drei Kriterien, deren gleichzeitiges Bestehen eine
Hypoglykdmie definiert: 1. Symptome einer Hypoglykédmie, 2. erniedrigte Blut-
zuckerkonzentration und 3. Verschwinden der Symptome nach Normalisierung der
Plasmaglucosekonzentration. Allerdings verlaufen wahrscheinlich etwa 40 % der
»biochemischen® Hypoglykdmien (BZ <2,5mmol/l, d. h. ca. 45 mg/dl) ohne
Symptome, und es liegt andererseits bei 40 % der subjektiv erlebten
hypoglykdmischen Episoden der Blutzuckerspiegel noch iiber 4,5 mmol/l (ca.
80 mg/dl). Insgesamt ist wohl eine sehr geringe Korrelation zwischen
,biochemischen und ,klinischen* Hypoglykdmien zu verzeichnen (3). Als ,,schwer*
wird eine Hypoglykémie in den meisten Studien dann bezeichnet, wenn fremde Hilfe
zur Behebung der hypoglykdmischen Stoffwechsellage nétig war. Im DCCT
(Diabetes Control and Complications Trial) wurde folgende Definition verwendet:
Eine schwere Hypoglykédmie ist definiert als ein Ereignis mit Symptomen der
Hypoglykdmie, bei dem der Patient Hilfe von einer anderen Person bendtigte und
welches mit einer Blutzuckerkonzentration unter 50 mg/dl assoziiert war oder einer
prompten Besserung auf orale Kohlenhydratzufuhr oder intravendse Gabe von
Glucose oder Glukagon (118). Dieselbe Definition kam auch im Rahmen dieser

Studie zur Anwendung.

Hypoglykdmien werden allgemein als die héufigste Komplikation bei der
Behandlung von Diabetikern angesehen. Wihrend eines Workshops der Juvenile
Diabetes Foundation 1988 ergaben sich diesbeziiglich folgende Daten: Unter
konventioneller Therapie wiederfdhrt den meisten Patienten zumindest eine
symptomatische Hypoglykdmie pro Woche, unter ICT (intensified conventional
therapy - intensivierte Insulintherapie) sind es dagegen etwa zwei. Mindestens eine
schwere Hypoglykdmie in einem Jahr erleben 10 % der konventionell behandelten
Diabetiker und 25 % derer unter ICT, wobei sich die Héaufigkeit schwerer
Hypoglykdmien unter ICT mit der Erfahrung der Patienten verringert. Die Haufigkeit
unbemerkter Hypoglykdmien ist aus naheliegenden Griinden nicht bekannt, aber

wahrscheinlich nicht unbedeutend (31).

Aus den Daten des DCCT ergibt sich eine etwa dreifach erhohte Inzidenz schwerer
Hypoglykdmien unter intensiviert behandelten Diabetikern (118, 122). Die friiher
vielfach beschriebene Feststellung einer umgekehrt proportionalen Beziehung
zwischen der Haufigkeit von Hypoglykdmien und mittlerem Blutzuckerspiegel (32,

33) konnte relativiert werden. Eine weitere Reduktion des HbAlc-Wertes unter 8 %
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war mit einem immer geringer werdenden Anstieg des Risikos fiir schwere
Hypoglykdmien verbunden, fiihrte aber  zu einer weiteren proportionalen
Verringerung des Risikos fiir hyperglykdmiebedingte Komplikationen (konstante
Risikominderung um 39 % bei Reduktion des HbA1lc-Wertes um 10 %) (121).

In von Widom und Simonson zitierten Studien lag die Haufigkeit schwerer

Hypoglykdmien zwischen vier und 26 % pro Patient und Jahr (130).

Im DCCT erlebten im ersten Jahr 27 % der intensiviert und 10 % der konventionell
Behandelten zumindest eine schwere Hypoglykdmie, nach drei Jahren hatten 55 %

bzw. 31 % diese Erfahrung gemacht (118).

1.1.2 Morbiditit infolge von Hypoglykimien

Infolge von chronischen Hypoglykédmien kommt es bei vielen Diabetikern zu einer
erhohten physischen Morbiditdt und durch die Angst vor weiteren hypoglykédmischen
Ereignissen zu rezidivierenden oder sogar persistierenden psychologischen
Beeintrachtigungen (39, 73). Viele Diabetiker sind beziiglich dem moglichen
Auftreten schwerer Hypoglykdmien nicht weniger beunruhigt als beziiglich der
Entwicklung von Blindheit oder Nierenversagen (31). Auch die nicht selten im
Rahmen einer Hypoglykémie infolge der begleitenden Neuroglykopenie auftretenden
Verhaltensdnderungen konnen fiir den Diabetiker und seine Mitmenschen zu einem

Problem werden.

Arkey geht unter Bezugnahme auf andere Studien davon aus, dass leichte
Hypoglykdmien zwar nicht mit strukturellen Schidden im Bereich des ZNS assoziiert
sind, es aber durch schwere hypoglykdmische Episoden zu neuropathologischen
Verdnderungen dhnlich denen nach einer schweren Hypoxie kommt. Im EEG ist der
Schweregrad einer Hypoglykédmie an einer immer geringeren Frequenz der Wellen
zu erkennen. Auflerdem kommt es bei vorbestehenden EEG-Veridnderungen zu einer
Aggravierung derselben (6). Auch wurden {iber mindestens einen Monat
persistierende EEG-Verdnderungen nach hypoglykdamischen Ereignissen beschrieben

(33).

Eine Léngsschnittstudie an Kindern (60) ergab ein erhohtes Risiko fiir die

Entwicklung von neuropsychologischen Beeintrichtigungen infolge von
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Hypoglykdmien insbesondere fiir Kinder mit einer Diabetesmanifestation vor dem
vierten bis flinften Lebensjahr. Die deutlichste Korrelation lie3 sich zwischen der
Haufigkeit asymptomatischer Hypoglykdmien und der Beeintrachtigung des
abstrakten Denkens und des rdumlichen Vorstellungsvermdgens erkennen. Die
Autoren vermuten, dass es bei jiingeren Kindern mit noch inkompletter Entwicklung
des ZNS schon durch milde oder sogar asymptomatische Hypoglykdmien zu

Schadigungen kommen kann.

Langan et al. fanden in einer retrospektiven Studie eine deutliche Korrelation
zwischen der Héaufigkeit schwerer Hypoglykdmien und dem Grad intellektueller
Beeintrachtigung, dem Performance-IQ und der Reaktionszeit (79). Wredling et al.
konnten in der Gruppe der Patienten mit rezidivierenden schweren Hypoglykédmien
in der Vorgeschichte aullerdem eine gestorte Frontallappenfunktion nachweisen und
filhren die im Laufe der Erkrankung erworbenen kognitiven Beeintrdchtigungen zum
einen auf einen organischen cerebralen Schaden und zum anderen auf verénderte
Problemldsungsstrategien zurlick. Letztere sind durch Unentschlossenheit und
Bevorzugung von Akkuratheit gegeniiber Schnelligkeit gekennzeichnet und koénnten
so die Patienten z. B. wihrend einer hypoglykdmischen Episode trotz Wahrnehmung
derselben an der schnellen Einleitung von entsprechenden Maflnahmen hindern

(132).

McCall Dbeschreibt als charakteristisches morphologisches Substrat einer
hypoglykédmiebedingten cerebralen Schidigung eine selektive neuronale Nekrose mit

besonderer Vulnerabilitit von Cortex, Hippocampus und Ncl. caudatus (94).

Cryer erwdhnt akute und manchmal auch chronische cerebrale Dysfunktionen als
Folge von Hypoglykdmien und beschreibt unter Bezugnahme auf andere Studien
noch folgende hypoglykdmiebedingten Verdnderungen (grofBtenteils auf dem Boden
einer sympathochromaffinen Antwort): Anstieg von systolischem Druck,
glomeruldrer Filtrationsrate und cerebralem Blutfluss und Absinken des
intraokularen Drucks, Anstieg der Viskositit durch eine Verringerung des
Plasmavolumens, daraufhin verstirkte Aktivation der Plattchenaggregation und
eventuell lang- oder kurzfristige Aggravierung der vaskuldren Komplikationen (33).
Von Lefebvre und Scheen wird sogar die Mdglichkeit von Angina pectoris und sehr
selten sogar eines Myocardinfarktes infolge zelluldrer Malnutrition wihrend

hypoglykdmischer Episoden in Erwédgung gezogen (80).
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Hepburn et al. betonen die nicht zu vernachlidssigende Gefahr von schweren
Verletzungen (vor allem Frakturen von langen Roéhrenknochen und Wirbeln und
Dislokationen von grofen Gelenken) im Verlauf von hypoglykdmiebedingten
Kriampfen insbesondere wihrend nichtlicher Hypoglykdmien. 10 % der Patienten
ihrer Diabetesklinik hatten sich im Verlauf eines hypoglykédmischen Ereignisses

muskuloskelettale Verletzungen oder Kopfverletzungen zugezogen (67).

1.1.3 Mortalitiit infolge schwerer Hypoglykimien unter Typ-1-Diabetikern

Auf der Konferenz der Juvenile Diabetes Foundation 1988 ging man davon aus, dass
mindestens 4 % der Todesfille von Patienten mit IDDM auf schwere
Hypoglykédmien zurlickzufithren sein miissten. Aufgrund der Schwierigkeiten eine
Hypoglykdmie definitiv als direkt oder indirekt ursdchlich fiir einen Todesfall zu
beweisen, ist dieser Prozentsatz wahrscheinlich sogar noch zu gering (31). Unter
Umsténden sterben bis zu 9 % der intensiviert behandelten Diabetiker an den Folgen
einer Hypoglykdmie (34). In anderen Studien ergab sich eine Mortalitidt von 3 —7 %
(32). Im DCCT lieBen sich zwei von elf Todesfillen vielleicht auf eine
Hypoglykdmie zurlickfiihren (119). Tattersall entnimmt aus langfristigen
Kohortenstudien Anteile an hypoglykdmiebedingten Todesfillen unter Typ-1-
Diabetikern von 1 — 13 % - ebenso unter Hinweis auf die Interpretationsproblematik
insbesondere infolge der Schwierigkeiten, eine Hypoglykdmie post mortem

nachzuweisen (115).

1.1.4 Risikofaktoren fiir die Entwicklung schwerer Hypoglykiamien

Umstéinde, die zu absolutem oder relativem Insuliniiberschuss fiihren, wie inadédquate
Insulindosen,  ausgelassene  Mahlzeiten, extreme physische  Aktivitéten,
Alkoholexzess, erhohte Insulinsensitivitit (zum Beispiel unter ICT — intensivierter
konventioneller Insulintherapie, bei Niereninsuffiziens infolge reduzierter
Insulinclearance oder durch Antikdrper gegen das zugefiihrte Insulin) werden als
,konventionelle* Risikofaktoren bezeichnet. Sie sind als solche schon lange bekannt,
stellten sich aber insbesondere auch im DCCT als nur fiir ein geringen Anteil der

schweren Hypoglykdmien verantwortlich dar. Als signifikante Pradiktoren fiir das
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Auftreten schwerer Hypoglykédmien erwiesen sich in dieser Studie: schwere
Hypoglykdmien in der Vorgeschichte, Diabetesdauer zwischen neun und zwdolf
Jahren zu Beginn der Studie, hohere HbAlc-Werte zu Beginn der Studie, geringerer
aktueller HbA1c und hohere tdgliche Insulindosen. Keine Assoziationen ergaben sich
beziiglich Geschlecht, Intelligenzquotient, peripherer Neuropathie und leichten
Hypoglykdmien in der Vorgeschichte. Bei gleichzeitigem Vorhandensein mehrerer
dieser Faktoren verhielten sich die einzelnen relativen Risiken multiplikativ (118,

120).

1.1.4.1 fehlende endogene Insulinreserve, lange Diabetesdauer

Fukuda et al. beobachteten schon 1988 eine deutliche umgekehrte Korrelation
zwischen noch vorhandener sekretorischer Kapazitit der pankreatischen p-Zellen
und dem Grad der glykdmischen Instabilitit (57). Im DCCT ergab sich bei den
Patienten unter ICT - abgesehen von dem insgesamt gegeniiber Patienten unter CT
(konventionelle, nicht-intensivierte Insulintherapie) erhohten Risiko fiir schwere
Hypoglykdmien - fiir solche mit noch stimulierbarem C-Peptid ein 65 % geringeres
Risiko gegeniiber solchen ohne endogene Insulinreserve (117). Retrospektiv hatten
die Studienteilnehmer die spiter schwere Hypoglykdmien entwickelten bei
Studienbeginn niedrigere C-Peptid-Konzentrationen im Serum als die, bei denen
keine derartigen Ereignisse auftraten (118). In einer prospektiven deutschen Studie
betrug das relative Risiko fiir die Entwicklung einer schweren Hypoglykdmie 4,0

(1,2 — 12,7) bei C-Peptid-Negativitit (96).

Weiterhin wird in sehr vielen Studien ein deutlicher Zusammenhang zwischen langer
Diabetesdauer und dem Risiko fiir schwere Hypoglykdmien beschrieben (29, 53, 69,
81, 118, 120).

1.1.4.2 gestorte Hypoglykimie-Wahrnehmung

Sieht man von einem massiven Uberschuss an Insulin ab, entscheidet letztendlich die
Integritit des gegenregulatorischen Systems, ob eine Hyperinsulindmie in einer
klinischen Hypoglykdmie resultiert oder nicht (37). Hierbei spielt auch das gerade
bei langjdhrigem Diabetes nicht seltene Syndrom ,hypoglycemia-unawareness®
(gestorte Hypoglykdmie-Wahrnehmung) eine wichtige Rolle. Je nach Studie ist es
mit einem fiinf- bis zehnfach erhéhten Risiko fiir schwere Hypoglykdmien assoziiert

(37, 39, 40, 59). Bei 36 % der im Wachzustand aufgetretenen Hypoglykdmien im
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DCCT konnten sich die Betroffenen an keine Warnsymptome erinnern, bei 51 %

traten hypoglykdmieanzeigende Symptome auf, wurden aber nicht als solche erkannt

(118).
1.1.4.3 hypoglycemia-associated autonomic failure

Cryer beschreibt als Hauptursache hypoglykdmischer Ereignisse das ,hypoglycemia-
associated autonomic failure® bestechend aus gestorter Hypoglykdmie-
Gegenregulation und -Wahrnehmung und erhdhten glykdmischen Schwellen mit
folgender Pathogenese: Phasen von relativem oder absolutem Insuliniiberschuss
fiihren bei fehlender gegenregulatorischer Glukagon-Antwort leichter zu
Hypoglykdmien, diese hypoglykédmischen Ereignisse wiederum fithren zu
reduzierten autonomen Reaktionen und diese wiederum zu einer verminderten bzw.

verspitet einsetzenden Symptomwahrnehmung (36, 39).

In einer Studie von Fanelli et. al. stellte sich u. a. auch das Vorliegen einer
diabetischen autonomen Neuropathie in Kombination mit einer gestorten

Hypoglykédmie-Wahrnehmung als wichtiger Risikofaktor heraus (53).

1.1.4.4 Human-Insulin vs. tierisches Insulin

Nach der Einfiihrung des Human-Insulins 1982 wurde dieses haufig mit verdnderten
gegenregulatorischen Antworten und insbesondere mit einer erhohten Inzidenz des
Syndroms ,,unawareness” und damit einem hdufigeren Auftreten von schweren
Hypoglykdmien in Verbindung gebracht. Auf dem Symposium ,,Hypoglycemia and
Human Insulin® 1990 in Miinchen konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen
dem Wechsel zu Human-Insulin und einer erhdhten Inzidenz schwerer

Hypoglykdmien nicht bestétigt werden (55).

1.1.4.5 intensivierte Insulintherapie, strenge metabolische Kontrolle

In Auswertungen der Daten des DCCT ergab sich fiir konventionell behandelte
Patienten eine stirkere Assoziation zwischen HbAlc-Werten und dem Risiko fiir
schwere Hypoglykdmien als fiir intensiviert behandelte. Insbesondere aber stellte
sich heraus, dass die Risikozunahme fiir zum Beispiel eine zehnprozentige HbAlc-
Reduktion mit sinkenden aktuellen HbA1c-Werten immer geringer wurde (bei einem
HbAlc-Wert > 8 % 60 % und bei einem HbAlc-Wert <8 % 18 %) und aullerdem

bei Patienten unter ICT geringer ausgeprigt war (Risikoanstieg filir eine Reduktion
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des HbAlc-Anteiles um 10 % unter ICT 26 % und unter CT 54 %). Fiir etwa 60 %
der zwei- bis dreifach erhdhten Inzidenz schwerer Hypoglykdmien unter intensiviert
behandelten Diabetikern lieBen sich (in Gegeniiberstellung mit konventionell

Behandelten) Unterschiede in den HbA 1c-Werten verantwortlich machen.(120,121).

Pampanelli et al. ermittelten im Rahmen einer retrospektiven Studie an 112 Typ-1-
Diabetikern, die alle vom Beginn ihrer Erkrankung an eine intensivierte
Insulintherapie durchfiihrten, eine um den Faktor 60 geringere Haufigkeit schwerer
Hypoglykédmien gegeniiber der im DCCT ermittelten Haufigkeit in der Gruppe der
intensiviert behandelten Diabetiker. Insbesondere aber kommen sie zu dem Schluss,
dass eine intensivierte Insulintherapie durchaus mit einer normalen Hypoglykémie-
Wahrnehmung und -Gegenregulation vereinbar sein kann, solange der HbAlc-Wert
iiber 6 % liegt. Eine umgekehrt proportionale Beziehung zur Hohe des HbAlc-
Wertes ergab sich nur beziiglich der Hiufigkeit milder, nicht aber schwerer

Hypoglykdamien (100).

Jiirgens und Griifjer weisen darauf hin, dass es auch nach deutlich verbesserter
Stoffwechsellage bei nicht rechtzeitiger Reduktion der Insulindosis auf Grund einer
Verminderung der zuvor bestehenden Hyperglykdmie-assoziierten Insulinresistenz

zu einem erhdhten Risiko fiir Hypoglykdmien kommen kdnnte (74).

Auch ein Perfektionismus des Patienten bzgl. seiner Diabeteseinstellung kann zum

Risikofaktor werden (69, 96).

1.1.4.6 hohe ACE-Aktivitiit

Auch wenn allgemein eine gestorte hormonelle Gegenregulation sowie eine gestorte
Hypoglykédmie-Wahrnehmung als die hértesten Pradiktoren fiir das Risiko schwerer
Hypoglykédmien bezeichnet werden, so gibt es doch Diabetiker, fiir die beides
zutrifft, die aber dennoch keine schweren Hypoglykdmien erleiden. Pedersen-
Bjergaard et al. fanden in diesem Zusammenhang eine signifikante positive
Korrelation zwischen der ACE-Aktivitit im Serum und der Rate schwerer
Hypoglykédmien. Diese Korrelation war am deutlichsten erkennbar bei Patienten
ohne residuale endogene Insulinreserve und mit gestorter Hypoglykémie-
Gegenregulation und -Wahrnehmung. Die Héufigkeit leichter Hypoglykdmien war
unabhingig von der ACE-Aktivitét (102).
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1.2 Physiologie der Hypoglykdmie-Gegenregulation und -Wahrnehmung

1.2.1 Physiologie der Gegenregulation

Hypoglykdmien sind - auBler bei Diabetikern - ein ausgesprochen ungewo6hnliches
klinisches Ereignis (32). Dies und die Tatsache, dass das Gehirn von einer
kontinuierlichen, ausreichenden Glucosezufuhr abhéngig ist, sprechen dafiir, dass
normalerweise sehr effektive Mechanismen zur Vermeidung und Korrektur von

Hypoglykdmien vorhanden sind (31).

Unter normalen Umstdnden wird der cerebrale Glucosemetabolismus durch die
Glucosephosphorylierung in  den neuronalen Zellen limitiert. Da der
Glucosetransport ins Gehirn - vor allem vermittelt {iber GLUT-1-Rezeptoren an der
Blut-Hirn-Schranke - in linearer Korrelation zum Blutzuckerspiegel steht und bei
normalen Plasmaglucosewerten etwa halbmaximal ist, kann dieser allerdings unter
hypoglykdmischen Bedingungen zum limitierenden Faktor der cerebralen

Glucoseutilisation werden (78).

Dem Insulin als dominierendem Faktor in der Blutzuckersenkung steht ein ganzes
System hierarchisch geordneter Faktoren zur Vermeidung und Korrektur von
Hypoglykédmien gegeniiber (30). Bei einem Nicht-Diabetiker kommt es in Phasen
geringer Glucoseaufnahme (Fasten) oder gesteigerten Verbrauchs (z. B. bei
korperlicher ~ Aktivitdt) primdr zu einer Reduktion der pankreatischen
Insulinsekretion (ab einer Plasmaglucosekonzentration von 80 — 85 mg/dl bzw. 4,4 —
4,7 mmol/l), so dass sich keine hypoglykédmische Stoffwechsellage entwickelt (36,
55). Das Verschwinden des Insulins ist zwar als das wichtigste gegenregulatorische
Ereignis zu betrachten, ist aber nicht allein ausschlaggebend (30, 39). Ein
Wiederanstieg des Blutzuckers ist auch trotz peripherer Hyperinsulindmie und ohne
portale Hypoinsulindmie moglich (30). DeFeo et al. konnten nach schneller
Insulininjektion bei Nicht-Diabetikern einen Beginn der gegenregulatorischen
Anderung der Glucosekinetik schon bei noch mehr als zehnfach erhdhten

Insulinspiegeln nachweisen (46).

Unter den hormonellen gegenregulatorischen Faktoren kommt dem Glukagon die

grofite Bedeutung zu, Adrenalin gewinnt erst bei ungeniigender Glukagon-Antwort
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auf einen hypoglykdmischen Reiz an kritischer Relevanz (36, 39). Bei fehlender
Glukagon-Antwort (z. B. induziert durch Infusion von Somatostatin) betrdgt der
Wiederanstieg des Blutzuckerspiegels nur noch 60%, bei adiquater Adrenalin-

Antwort kommt es aber nicht zu einer Hypoglykdmie (30).

In einer Studie von Boyle und Cryer an Patienten mit Hypopituarismus lie sich eine
Funktion von Cortisol und STH in der Bekdmpfung prolongierter Hypoglykédmien
nachweisen, jedoch keine kritische Rolle im Rahmen der Pridvention und der
Wiederherstellung eines normalen Blutzuckerspiegels. So vermdgen sie einen
gleichzeitigen Ausfall der Glukagon- und Adrenalin-Antwort auch nicht zu
kompensieren (20). FEine Autoregulation, d.h. ein dem Abfall des Blutzucker-
spiegels proportionaler Anstieg der hepatischen Glucoseproduktion, unabhéngig von
hormonellen und neuronalen Faktoren erfolgt erst bei schweren Hypoglykédmien

(< 31 mg/dl) (31).

Der Schwellenwert fiir die Auslosung einer sympathoadrenalen Antwort liegt
normalerweise bei einem Plasmaglucosespiegel von etwa 60 mg/dl. Ein so niedriger
Wert wird in der Regel bei einem Stoffwechselgesunden nicht erreicht. Da die
gleichen Mechanismen jedoch bei korperlicher Anstrengung schon bei hoéheren
Blutzuckerspiegeln aktiviert werden, sind sie doch ein wichtiger Teil der normalen

Physiologie (105).

Wihrend der initialen Phase einer Hypoglykdamie dient die hepatische Glykogenolyse
als Quelle fiir die endogene Glucose-Produktion, spater (nach zwei bis vier Stunden)
kommt die hepatische Gluconeogenese hinzu, nach sechs bis acht Stunden ist diese
fir mehr als 75 % der Glucoseproduktion verantwortlich. Die Steigerung der
Gluconeogenese erfolgt nicht nur durch die direkte Wirkung von
gegenregulatorischen Hormonen auf die Leber, sondern auch durch deren periphere
Wirkungen in Form einer Mobilisierung von Substraten der Gluconeogenese, die
wiederum selbst blutzuckererhohende Effekte haben konnen. So stehen zum Beispiel
durch hormonell vermittelte gesteigerte Lipolyse mehr freie Fettsduren zur

Verfligung, die zusétzlich die Glucoseoxidation supprimieren (31, 33).

Ein Anstieg der hepatischen Glucoseproduktion erfolgt allerdings auch nach
Elimination aller gegenregulatorischen Hormone (im Tierversuch simuliert durch
Entfernung der Nebenniere und Somatostatininfusion). Unter cerebraler

Hypoglykdmie kam es hierbei zu einer verstirkten Lipolyse und Ketogenese
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wahrscheinlich iiber direkte neuronale Stimulation (Sympathikus). Unter peripherer
Hypo- und cerebraler Euglykdmie erfolgte ein Anstieg der hepatischen
Glucoseproduktion, was sich durch eine direkte hepatische Autoregulation oder
einen Signalfluss von der Leber zum Gehirn und von dort wieder zur Leber erkldren
lieBe (27). Auch Arkey beschreibt ein intaktes sympathisches Nervensystem mit
neuroglykopenischer Riickkopplung iiber den Hypothalamus als essentiell fiir einen

hypoglykdmiebedingten Wiederanstieg der Blutzuckerkonzentration (6).

Wirkungen von Insulin und den gegenregulatorischen Hormonen:

Insulin: Reduktion der hepatischen Glucoseproduktion, in hheren Konzentrationen

auch Steigerung des peripheren Glucoseverbrauchs

Glukagon: voriibergehend Steigerung der hepatischen Glykogenolyse und ldnger
anhaltend Steigerung der hepatischen Gluconeogenese = Anstieg des

Blutzuckerspiegels innerhalb von Minuten

Adrenalin: Steigerung der hepatischen Glykogenolyse und Gluconeogenese (J3-
rezeptorenvermittelt), Limitierung der Insulinsekretion (op-Rezeptoren) und
dauerhaft Limitierung der peripheren Glucoseutilisation an insulinsensitiven

Geweben (P,-Rezeptoren) = anhaltender Anstieg des Blutzuckerspiegels

Noradrenalin: Anteil von  35%  des  gesamten  Anstiegs  der
Catecholaminkonzentration im Fettgewebe und von 50 % des Catecholaminanstiegs
in der Muskulatur, infolge der lokalen Clearance (Wiederaufnahme in sympathische
Nervenendigungen) u. U. Unterschitzung der Bedeutung bei alleiniger Betrachtung

des Blutspiegels (38)

Cortisol, STH: verzogert (innerhalb von Stunden) Hemmung der Glucoseutilisation

und Steigerung der Gluconeogenese

Durch die Catecholaminausschiittung kommt es aulerdem infolge eines verstirkten
Schwitzens und einer erhdhten Muskeldurchblutung zu einem Abfall der Kern- und
damit auch der Hirntemperatur. In Studien an Tieren konnte nachgewiesen werden,
dass unter hypoglykdmischen Bedingungen ausgepréigtere cerebrale Schiden

entstehen, wenn dieser physiologische Temperaturabfall verhindert wird (38).
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Die Stiarke der Gegenregulation ist primidr eine Funktion des tiefsten
Plasmaglucosespiegels, der erreicht wird, erfihrt aber bei etwa 38 mg/dl eine

Sattigung (41).

1.2.2 Physiologie der Hypoglykimie-Wahrnehmung

Fraglich ist, inwieweit man in diesem Zusammenhang liberhaupt von ,,Physiologie*
sprechen kann, da hypoglykédmische Episoden an sich auf Grund des beschriebenen
sehr sicheren Systems der Gegenregulation kein physiologisches Ereignis darstellen.
Allerdings konnen auch bei Gesunden drei bis vier Stunden nach Glucoseaufnahme
oder nach ein- bis dreitdgigem Fasten Blutzuckerspiegel <50 mg/dl gemessen
werden. Cryer et al. werten das Auftreten typischer klinischer Symptome in
Verbindung mit einem erniedrigten Blutzuckerspiegel als pathologische
Hypoglykdmie (32). In einer anderen Studie wird das Auftreten von
neuroglykopenischen Symptomen als Zeichen einer inaddquaten Gegenregulation
aufgefasst (108). Ubereinstimmend werden auf jeden Fall die ,,normalen‘
glykdmischen Schwellen (ermittelt durch Induktion von Hypoglykdmien bei
stoffwechselgesunden Probanden) fiir die Symptomwahrnehmung hoher (d. h. bei
einer niedrigeren Blutzuckerkonzentration) angegeben als die fiir den Beginn der

hormonellen Gegenregulation.

Nachdem man frither neuroglykopenische und adrenerge Symptome unterschied
(32), ist man heute dazu iibergegangen, letztere als autonome Symptome zu

bezeichnen, da sich herausstellte, dass ein Teil cholinerg vermittelt ist (31).

Towler et al. (124) differenzierten die verschiedenen Symptome anhand der
Durchfiihrung von hypoglykdmischen Clamps mit adrenerger und panautonomer
medikamentdser Rezeptorblockade bei gesunden Probanden. Folgende Symptome
wurden durch keine der beiden MalBnahmen beeinflusst und somit als
neuroglykopenisch (d. h. durch einen intracerebralen Glucosemangel verursacht)
angesehen: Konzentrationsschwiche, Verwirrtheit, Schwiche / Abgeschlagenheit,
Schlifrigkeit, Warmegefiihl. Die Symptome Schwindel, Verschwommensehen und
verwaschene Sprache wurden ebenfalls weder durch adrenerge noch durch

panautonome Blockade beeinflusst und wurden auch vermehrt wéhrend



EINLEITUNG 13

Hypoglykdmie im Vergleich zu Euglykdmie genannt, dies erreichte aber keine

statistische Signifikanz.

Adrenerg vermittelt werden nach dieser héufig zitierten und weiteren Arbeiten
zugrundegelegten Studie  Angstlichkeit, Zittern und Palpitationen / Herzklopfen,

cholinerg Schwitzen, Hunger und Pardsthesien / Kribbeln.

Noch unklar ist, inwieweit die adrenergen Symptome durch Adrenalin aus dem
Nebennierenmark oder durch Noradrenalin aus sympathischen Nervenfaser-
endigungen hervorgerufen werden. Es gibt Hinweise darauf, dass Adrenalin
wahrscheinlich vor allem fiir die hamodynamischen Antworten verantwortlich ist, da
alle Symptome auBer Palpitationen auch bei Patienten mit denerviertem

Nebennierenmark auftreten.

Da Patienten mit einem im Bereich der Halswirbelséule durchtrennten Riickenmark
keine Hypoglykdmie-Wahrnehmung mehr haben, wird vermutet, dass die normale
Wahrnehmung hauptsidchlich auf autonomen Symptomen beruht. Gleichzeitig
impliziert dies, dass eine Stimulation durch das ZNS fiir die Entwicklung solcher
Symptome notig ist. So wird auch bei gesunden Individuen durch panautonome
Blockade das Erkennen einer sich entwickelnden Hypoglykédmie verhindert, bzw. es
lasst sich eine starke (70%ige) Reduktion des Symptomen-Scores verzeichnen,
wobei die dann noch erhaltenen neuroglykopenischen Symptome von den
Betroffenen nicht unbedingt als Indikatoren einer Hypoglykdmie gewertet werden

(30,124).

1.3 Pathophysiologie der Hypoglykdmie-Gegenregulation und
-Wahrnehmung

1.3.1 Pathophysiologie der Gegenregulation

Die Héufigkeit von Hypoglykdmien bei Diabetikern und insbesondere die zwei- bis
dreifach erhohte Inzidenz unter ICT (s.0.) sowie das zuvor beschriebene,
normalerweise sehr sichere System zur Vermeidung von Hypoglykédmien werfen die

Frage nach einer gestorten Gegenregulation und deren Ursachen auf.
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Kurz nach der Manifestation eines Typ-1-Diabetes finden sich noch mit
Nichtdiabetikern vergleichbare Anstiege der Glukagonkonzentration im Blut auf
einen hypoglykdmischen Reiz hin, in linearer Korrelation mit der Diabetesdauer
zeigt sich aber eine zunehmende Abschwichung dieser Reaktion (46). Somit ist die
defiziente Glukagon-Antwort ein erworbener Defekt. Er tritt relativ friih im Leben
eines Diabetikers auf (spitestens nach fiinf Jahren), wohingegen sich eine gestorte
Adrenalin-Antwort meist erst spidt nachweisen ldsst (108). Es wurden aber auch

schon innerhalb eines Jahres inaddquate Adrenalin-Reaktionen beschrieben (32).

Patienten, bei denen die Glukagon- und die Adrenalin-Antwort ausgefallen ist,
erweisen sich in der Regel als wehrlos gegeniiber iatrogenen Hypoglykédmien selbst
angesichts sonst normaler hormoneller Reaktionen und sehen sich damit einem etwa

25fach erhohten Risiko ausgesetzt, schwere Hypoglykdmien zu erleiden (39).

Uber die Ursachen dieser Gegenregulationsstorung gibt es viele Hypothesen,
insbesondere steht ein Zusammenhang mit der klassischen autonomen diabetischen
Neuropathie (diabetic autonomic neuropathy - DAN) und rezidivierenden
Hypoglykédmien bzw. strenger glykdmischer Kontrolle allgemein in Diskussion

sowie eine Assoziation mit einer absoluten C-Peptid-Negativitit.

1.3.1.1 defekte Gegenregulation und autonome Neuropathie

Cryer und Gerich nennen drei Griinde fiir die Annahme, eine defekte Adrenalin-
Antwort als Manifestation einer DAN zu betrachten: Erstens stellt die Nebenniere als
Quelle effektiver Plasmaadrenalinspiegel einen Zusammenschluss postganglionérer
sympathischer Neurone ohne Axone dar, zweitens ist diese Storung mit einer
inaddquaten Ausschiittung von pankreatischem Polypeptid als Indikator einer
parasympathischen Neuropathie assoziiert, und drittens sind defekte Adrenalin-
Antworten zuerst bei Patienten mit einer DAN beschrieben worden. Solche
defizienten Antworten auf einen hypoglykdmischen Reiz hin sind wahrscheinlich als
Indikatoren einer frithen DAN zu betrachten. Gegen einen solchen Zusammenhang

spricht allerdings die Spezifitit fiir den hypoglykdmischen Stimulus (33).

Eine solche Selektivitit des Defekts versucht Cryer durch sein Modell des
,hypoglycemia-associated autonomic failure® (s. auch Punkt 1.1.4.3) zu erkléren, das

bei  wahrscheinlich  multifaktorieller ~Genese aber hauptsidchlich  durch
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vorausgegangene Hypoglykdmien verursacht wird und vor allem eine
adrenomedullidre Unterfunktion widerspiegelt. Diese Unterfunktion beschreibt er
wiederum als Indikator fiir ein hohes Risiko beziiglich der Entwicklung einer DAN

(39).

In einer Studie von Fanelli et al. gibt es deutliche Hinweise darauf, dass eine DAN
zu reduzierten Adrenalin-Antworten beitrdgt, da eine Wiederherstellung einer
normalen Hypoglykdmie-Wahrnehmung nach léngerer Zeit einer intensivierten
Insulintherapie bei Patienten mit DAN beziiglich der autonomen Symptome im
Gegensatz zu den neuroglykopenischen und zu Patienten ohne DAN nur
unvollstindig oder kaum nachweisbar blieb. Auch verbesserte sich die Adrenalin-
Antwort bei Patienten mit einer DAN deutlich weniger (54). Verschiedene
Untersuchungen - auch am Menschen - lassen inzwischen vermuten, dass der Defekt
der Adrenalin-Antwort nicht spezifisch fiir den hypoglykdmischen Reiz ist (54, 106).
Bottini et al. konnten an Diabetikern mit einer DAN eine defiziente Adrenalin-

ausschiittung auch in Reaktion auf korperliche Anstrengung nachweisen (19).

Taborsky et al. fihrten eine tierexperimentelle Studie durch, in der sie alle
autonomen Inputs zum Pankreas (sympathische und parasympathische
Nervenverbindungen und Adrenalin aus der Nebenniere) ausschalteten. Aus den
Ergebnissen schlossen sie, dass auch die Glukagon-Antwort auf einen
hypoglykdmischen Reiz hin hauptsdchlich durch das autonome Nervensystem
vermittelt wird. Zur gleichen Schlussfolgerung kamen Havel und Ahren nach einer
Untersuchung an gesunden Frauen unter Ausschaltung der Neurotransmission an
sympathischen und parasympathischen Ganglien und im Nebennierenmark. Da eine
defiziente Glukagon-Antwort schon relativ frith im Leben eines Diabetikers auftritt,
ist anzunehmen, dass es schon lange vor der klinischen Manifestation einer DAN zu
einer Beeintriachtigung der autonomen Reaktion kommt. Diese subklinische -
funktionelle - Form der DAN und damit auch die gestorten Adrenalin- und
Glukagon-Antworten sind im Gegensatz zu den anatomischen Verdnderungen einer
manifesten konventionellen DAN zumindest noch teilweise reversibel durch eine

nahe-normoglykidmische Stoffwechseleinstellung (63, 114).
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1.3.1.2 defekte Gegenregulation und fehlende residuale endogene Insulinsekretion

Eine sich zusitzlich zu dieser als neuropathiebedingt eingestuften Hemmung
entwickelnde negative Beeinflussung der gegenregulatorischen Glukagon-
ausschiittung konnte aus einer proportional zur Abnahme des endogenen Restinsulins
zunehmenden Sensitivitit der o-Zellen gegeniiber exogenem Insulin resultieren
(114). Fukuda et al. beschrieben eine starke Assoziation zwischen defizienter
Glukagon-Antwort und absolutem C-Peptid-Mangel (57). Eine genaue kausale

Aufklarung dieses Zusammenhanges gelang jedoch noch nicht.

Eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber gegenregulatorischen Hormonen bei absolutem
Insulinmangel wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (30, 34). Dies
wird dadurch erklédrt, dass es infolge der Unfidhigkeit zu einer Erhohung der
Insulinsekretion beim Wiederanstieg des Blutzuckerspiegels im Gefolge einer
Hypoglykédmie zu verstdrkten glykdmischen Reaktionen auf die Ausschiittung von
gegenregulatorischen Hormonen hin kommt. Auch konnte sich in diesem
Zusammenhang eine mangelnde Glukagon-Antwort auf einen fehlenden

intrainsuldren Insulinabfall wihrend einer Hypoglykédmie zuriickfiihren lassen (40).

Bolli et al. dagegen fanden bei ihren Patienten zwar eine umgekehrt proportionale
Beziehung zwischen Stirke der Glukagon-Antwort und Diabetesdauer, allerdings

keine Korrelation mit der stimulierten C-Peptid-Konzentration (12).

Weiterhin wird die Moglichkeit eines direkten protektiven Effektes des C-Peptids
beziiglich der Entwicklung eines ,hypoglycemia-associated autonomic failure*
diskutiert. Neben der vielfach beschriebenen negativen Korrelation zwischen
stimulierbarer C-Peptid-Konzentration und dem Auftreten bzw. der Ausprigung von
diabetischen Folgeerkrankungen (118, 127, 128) konnten auch Erfolge mit kurz-
oder langfristiger Substitution von C-Peptid bei C-Peptid-negativen Patienten im
Hinblick auf eine Verbesserung einer bestehenden Nephropathie, Retinopathie und
gestorten Mikrozirkulation allgemein sowie insbesondere einer DAN erzielt

werden (70).
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1.3.1.3 defekte Gegenregulation und metabolische Kontrolle

Fiir eine Assoziation mit vorausgegangenen Hypoglykdmien sprechen zum Beispiel
Untersuchungen an Diabetikern und Nichtdiabetikern, bei denen sich durch eine
einzige oder mehrere Hypoglykdmien eine Verringerung der Stirke der Antworten
aller gegenregulatorischen Hormone (auBer STH) induzieren lie3 (40, 83, 130).
Ebenso liel} sich in einigen - wenn auch nicht allen - Studien eine Verbesserung der

Gegenregulation durch striktes Vermeiden von Hypoglykédmien erzielen (29, 53, 82).

Die glykdmischen Schwellen fiir die einzelnen Hormone und die Symptome stehen
in direktem Zusammenhang mit der Qualitdt der metabolischen Kontrolle. So sind
die Schwellenwerte von Patienten mit hohen HbAlc-Werten niedriger (wobei eine
niedrigere Schwelle bedeutet, dass die entsprechende Reaktion schon friiher, d. h. bei
hoheren Blutzuckerkonzentrationen erfolgt) als die von Nicht-Diabetikern, die von
Patienten unter ICT hingegen hoher (34, 39, 83). Die verdnderten glykdmischen
Schwellen als Funktion des Grades der metabolischen Kontrolle sind demnach
reversibel, die gestorte Gegenregulation im Sinne von reduzierten hormonellen

Reaktionen dagegen wahrscheinlich ein dauerhaftes Syndrom (25).

In Analogie hierzu wird als weiterer ursdchlicher Faktor in der Genese dieser
Gegenregulationsstorung ein adaptiver Prozess des Gehirns diskutiert. Kumagai et al.
konnten an Ratten zeigen, dass es unter chronischer Hypoglykédmie zu einem Anstieg
des GLUT-1-Transporterproteins an der Blut-Hirn-Schranke und ebenso auch zu
einer verstirkten Expression von GLUT-1-mRNA kommt (78). Bei Diabetikern mit
nahe-normoglykédmischer Stoffwechsellage erfolgte in einer Studie von Boyle et al.
im Gegensatz zu Stoffwechselgesunden kein Abfall der cerebralen Glucose-
aufnahme unter méaBiger Hypoglykdmie und auch keine nachweisbare Gegen-
regulation (21). Dies deckt sich mit Ergebnissen aus Versuchen an Hunden, bei
denen unter peripherer Hypoglykédmie aber cerebraler Euglykdmie eine deutlich
reduzierte Gegenregulation zu verzeichnen war. Ebenso impliziert die Tatsache, dass
in dieser Studie nach Denervation der Nebenniere trotz hoher Insulinspiegel keine
Catecholamin-Antwort mehr nachweisbar war - Gleiches ldsst sich bei
sympathektomierten Patienten zeigen - , dass das ZNS in die gegenregulatorischen
Prozesse involviert ist (41). Verdnderungen der gegenregulatorischen Antworten
beim Diabetiker spiegeln sich wider in &hnlichen direkten Verdnderungen des

Neuroglykopeniebeginns (44).
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AuBerdem gibt es Hinweise darauf, dass sich im Gehirn infolge ausgeprigter
Hypoglykdmien = weitreichende  Verdnderungen  im  Stoffwechsel  und
Neurotransmitterhaushalt entwickeln. So kann es zum Beispiel durch ein Versagen
der energieabhéngigen Wiederaufnahme von Glutamat wéhrend einer Hypoglykdmie
zu einer Uberstimulation mit nachfolgendem Untergang von Neuronen kommen.
Wabhrscheinlich kénnen im Gefolge von (chronischen) Hypoglykédmien vielfiltige

Verdnderungen in der cerebralen Signaliibermittlung auftreten (94).

Einen weiteren Aspekt liefern Studien von Davis et al. an Patienten mit primérer
Nebenniereninsuffizienz und an Nichtdiabetikern nach Cortisolinfusion. Aus diesen
geht hervor, dass vorausgehende (hypoglykdmiebedingte) Anstiege des Plasma-
Cortisols eine Hauptursache des ,hypoglycemia-associated autonomic failure®
darstellen konnten, wobei der Effekt des Cortisols auf die Glukagon-Antwort
wahrscheinlich iiber eine Reduktion des autonomen Inputs zu den a-Zellen vermittelt

wird (43, 45).

1.3.2 gestorte Hypoglykimie-Wahrnehmung - ,,hypoglycemia-unawareness*

Eine gestorte Wahrnehmung einer sich entwickelnden Hypoglykdmie im Sinne eines
Fehlens von autonomen Symptomen, durch deren Erkennen und entsprechendes
Handeln schwerere hypoglykdmische ZNS-Manifestationen vermieden werden
konnten, wurde schon wenige Jahre nach Einfilhrung des Insulins beschrieben.
Lawrence berichtete 1941 vom Auftreten dieses Syndroms bei seinen Patienten nach
fiinf- bis zehnjdhriger Behandlung mit Insulin. Die Entwicklung einer klinischen
,unawareness, definiert als Unfdhigkeit zur (rechtzeitigen) Wahrnehmung von
hypoglykdmieanzeigenden Warnsymptomen mit konsekutiver Entwicklung von

schweren Hypoglykdmien, erfolgt wahrscheinlich schrittweise (37).

Die tatsichliche Prdvalenz einer gestorten Hypoglykdmie-Wahrnehmung ist
unbekannt (37). Hepburn et al. ermittelten retrospektiv bei 7 % ihrer Patienten eine
komplette und bei 16 % eine partielle ,,unawareness. Pramming et al. konnten eine
eindeutige Beziehung zwischen Diabetesdauer und der Hiufigkeit des Syndroms
»Lunawareness aufzeigen. So erlitten etwa 50 % ihrer Patienten mit langjdhrigem
Diabetes mellitus (=30 Jahre) schwere Hypoglykdmien ohne vorausgehende

Warnsignale. In der Studie von Hepburn et al. fand sich bei Patienten mit kompletter
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,unawareness” eine zehnfach erhdhte Inzidenz von schweren Hypoglykdmien im
Vergleich zu Patienten ohne Wahrnehmungsstorung. Aus einer Studie von Gold et
al. ergab sich ein sechsfacher Anstieg der Haufigkeit (59), so dass eine gestorte
Symptomwahrnehmung als Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung schwerer

Hypoglykdmien angesehen werden kann.

Im DCCT konnten sich bei 36 % der in wachem Zustand aufgetretenen schweren
Hypoglykédmien die Betroffenen an keine vorausgehenden Warnsignale erinnern, bei
51 % waren zwar hypoglykdmieanzeigende Symptome vorhanden, wurden aber nicht

als solche erkannt (118).

Als Hauptfaktor in der Pathogenese der Hypoglykdmie-Wahrnehmungsstorung wird
- wie auch im Zusammenhang mit der gestorten hormonellen Gegenregulation - eine
relative Erhohung der cerebralen Glucoseextraktion als adaptive Reaktion auf
rezidivierende Hypoglykdmien diskutiert (30, 72, 83). Bei einem Abfall der
peripheren Plasmaglucosekonzentration kommt es dadurch lange Zeit nicht zu
Symptomen und auch zu keiner Beeintrachtigung der kognitiven Funktion. Fillt der
Blutzuckerspiegel weiter ab, kann sich dann aber unter Umstdnden plétzlich eine so
massive Verschlechterung der kognitiven Funktion entwickeln, dass ohne vorherige

Warnsignale Stupor oder sogar Koma eintreten (53).

Zur Theorie der adaptiv erhohten cerebralen Glucoseextraktion passt auch die
vielfach beschriebene Reversibilitidt der Hypoglykdmie-Wahrnehmungsstérung durch
striktes Vermeiden von Hypoglykédmien und die Induzierbarkeit dieses Syndroms bei
stoffwechselgesunden Probanden durch vorausgehende iatrogene Hypoglykdmien
(29, 53, 82, 83, 130). Ebenso im Konsens dazu steht die Feststellung, dass bei
Patienten mit schlechter metabolischer Kontrolle Symptome bei (50 %) hdheren
Blutzuckerspiegeln auftreten als bei Nicht-Diabetikern, bei Patienten mit

rezidivierenden Hypoglykédmien dagegen bei niedrigeren Werten (31, 32, 38).

Auch die Tatsache, dass bei Nicht-Diabetikern nach Adrenalektomie oder
Denervierung des Nebennierenmarks oder [-adrenerger Blockade die
Hypoglykdmie-Wahrnehmung nicht zwangsldufig gestort ist, legt nahe, dass ein
Unvermogen des Gehirns, frithe Neuroglykopenien zu erkennen, einen ursidchlichen

Faktor der ,,unawareness‘ darstellen konnte (31).
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Haufig wird das Syndrom ,unawareness“ auch als Resultat einer
sympathochromaffinen Unterfunktion im Rahmen eines hypoglykdmieinduzierten
autonomen Versagens beschrieben, (25, 31, 33, 34, 37). Eine verringerte Aktivierung
des sympathischen Nervensystems wiirde dagegen auch die reduzierten cholinergen
Antworten erkldren und wére auch mit der Beobachtung vereinbar, dass bei Patienten
mit durchtrenntem Halsmark (d.h. unterbrochenem Informationsfluss aus dem
Gehirn) eine ,,unawareness* zumindest beziiglich der autonomen Symptome besteht

(37).

Andererseits bleibt zu bedenken, dass selbst bei vorhandenen autonomen
Symptomen - ob nun mit oder ohne Stimulation durch das ZNS - eine addquate
kognitive Funktion nétig ist, um diese Symptome iiberhaupt als Indikatoren einer
Hypoglykédmie interpretieren und entsprechend handeln zu kénnen (37). Howorka
et al. konnten bei Typ-1-Diabetikern mit ,unawareness wéhrend einer
Hypoglykdamie deutliche autonome Symptome nachweisen, die von diesen Patienten
aber nicht wahrgenommen wurden. Eine messbare kognitive Dysfunktion stand in

umgekehrter Relation zur Starke der Symptomwahrnehmung (68).

Von Fanelli et al. wird fiir Patienten mit langer Diabetesdauer die Bedeutung betont,
auf neuroglykopenische Symptome zu achten, da fiir diese eine niedrigere
glykdmische Schwelle (d. h. Auftreten bei hoheren Blutzuckerkonzentrationen)
ermittelt wurde als fiir eine Beeintrdchtigung der kognitiven Funktion (54). In
anderen Untersuchungen kam man allerdings beziiglich dieser Schwellen auch zu

entgegengesetzten Ergebnissen (105).

In der Studie von Fanelli et al., aus der die oben genannte Schlussfolgerung
hervorgeht, normalisierte sich die Wahrnehmung von neuroglykopenischen
Symptomen nach striktem Vermeiden von Hypoglykdmien bei Patienten mit und
ohne diabetische autonome Neuropathie. Beziiglich der autonomen Symptome trat
nur eine Verbesserung ein und zwar bei Patienten mit DAN deutlich geringer
ausgepragt als bei solchen ohne DAN und bei diesen wiederum weniger ausgepragt
als bei Nicht-Diabetikern. Die Beeintrachtigung der kognitiven Funktion wéhrend
einer Hypoglykdmie war in beiden Diabetiker-Gruppen nach drei Monaten

vergleichbar mit der von stoffwechselgesunden Probanden (54).

Die gestorte Wahrnehmung von neuroglykopenischen Symptomen ldsst sich somit

am wahrscheinlichsten als eine zunédchst fehlende cerebrale Glykopenie bei
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peripherer Hypoglykdmie infolge einer relativ erhdhten cerebralen Glucoseextraktion
als adaptive Reaktion auf rezidivierende Hypoglykémien interpretieren. Das Fehlen
von autonomen Symptomen kann zum einen - zumindest beziiglich des adrenergen
Teils - auf eine (hypoglykdmieinduzierte) adrenomedulldre Unterfunktion per se und
zum anderen - auch beziiglich des cholinergen Anteils - auf eine fehlende
Aktivierung des sympathischen Nervensystems infolge einer relativ erhohten
intracerebralen Glucosekonzentration oder auf die Folgen einer DAN zuriickgefiihrt

werden.

1.4 Ziele und Fragestellung

Mit der Entdeckung des Insulins und der Moglichkeit, dieses den betroffenen
Diabetikern zu substituieren, wurde der Diabetes mellitus Typ 1 von einer
unweigerlich frith zum Tode fithrenden zu einer behandelbaren Erkrankung. Eine
direkt kausale Behandlung bezogen auf den B-Zellverlust ist aber bis heute nicht
moglich. Neben den Bemiihungen einer immer genaueren Imitation der
physiologischen endogenen Insulinsekretion im Rahmen der exogenen Substitution
wurde immer wieder nach Mdglichkeiten gesucht ( z. B. anfingliche intravendse
Insulinsubstitution, Immunsuppressiva), um eine moglichst grole Restaktivitdt der
B-Zellen moglichst lange zu erhalten, um so eine optimalere Stoffwechseleinstellung
zu erzielen. Diese wurde und wird angestrebt, um langfristige hyperglykémie-
bedingte Komplikationen zu vermeiden und damit auch die langfristige Prognose der
Erkrankung giinstig zu beeinflussen. Mit dem Anstreben einer nahe-
normoglykédmischen Stoffwechsellage stieg aber auch die Haufigkeit von
Hypoglykdmien. Es fiel auf, dass es im Rahmen einer cerebralen Adaptation an
niedrigere Blutzuckerkonzentrationen zu einer gestorten / verspiteten Wahrnehmung
von Hypoglykdmien kommen kann und rezidivierende schwere Hypoglykdmien die
hormonelle Gegenregulation ungiinstig beeinflussen konnen. Andererseits stellte sich
im Rahmen des DCCT heraus, dass eine noch vorhandene residuale endogene
Insulinreserve das Risiko der Entwicklung schwerer Hypoglykdmien reduziert.
Demzufolge konnte sich iiber den Erhalt einer residualen [-Zellaktivitit eine
verbesserte Stoffwechsellage ohne ein erhdhtes Risiko fiir schwere Hypoglykédmien

erzielen lassen.
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Im Rahmen dieser Untersuchung sollte versucht werden, mogliche Zusammenhénge
zwischen dem AusmaBl der noch vorhandenen endogenen Insulinsekretion, der
Stirke der hormonellen Gegenregulation zur Vermeidung von (schweren)
Hypoglykédmien, der subjektiven Wahrnehmung von hypoglykédmieanzeigenden
Symptomen und dem anamnestischen Auftreten von (schweren) Hypoglykdmien

aufzuzeigen. Im einzelnen sollten geklart werden:

e Korrelation zwischen C-Peptid-Konzentration nach Stimulation (als Mal3 der
residualen [-Zellaktivitdt) und Stirke und zeitlichem Beginn der hormonellen

Gegenregulation (Glukagon, Adrenalin, Noradrenalin, Cortisol, STH)

e Korrelation zwischen C-Peptid-Konzentration nach Stimulation und anamnestisch

stattgehabten (schweren) Hypoglykdmien

e Korrelation zwischen anamnestisch stattgehabten (schweren) Hypoglykdmien und

der wihrend der Untersuchung gemessenen Stirke der hormonellen Gegenregulation

° Korrelation zwischen anamnestisch gestorter Hypoglykidmie-
Wahrnehmungsfahigkeit (rezidivierende Hypoglykdmien in der Vorgeschichte) und
der wihrend der Untersuchung anhand des Symptomen-Scores gemessenen

Wahrnehmungsfahigkeit.



2. Kollektiv und Methoden

Die Untersuchungen wurden von der lokalen Ethikkommission der Justus-Liebig-

Universitit Gieen genehmigt (Bearbeitungsnummer 1/97).

2.1 Kollektiv

2.1.1 Typ-1-Diabetiker

Insgesamt wurden 43 Typ-1-Diabetiker im Alter zwischen 16 und 49 Jahren mit
einer Diabetesdauer zwischen einer Woche und 31 Jahren untersucht, davon 23 mit
und 20 ohne residuale endogene Insulinsekretion. Als ,,C-Peptid-positiv* wurden,
wie von Hendriksen et. al. beschrieben (65), solche Patienten bezeichnet, bei denen
im Stimulationstest mit Glukagon ein prozentualer Anstieg des C-Peptids grof3er dem
Dreifachen des prozentualen Variationskoeffizienten der Bestimmungsmethode zu

verzeichnen war.

Insgesamt handelte es sich bei dem Kollektiv um Patienten der Diabetesambulanz
der Medizinischen Poliklinik, bei denen zum Zeitpunkt der Untersuchung keine
anderen  akuten  Erkrankungen @ und  keine  schweren  diabetischen
Sekundiarkomplikationen vorlagen. Insbesondere wurde das Vorliegen einer
diabetischen autonomen Neuropathie (DAN) ausgeschlossen. Bei drei Patienten
bestand eine nicht-proliferative Retinopathie, bei fiinfen eine Nephropathie 1° - 11°,
bei dreien eine leichtgradige Hypertonie, bei zweien eine Hyperliproteinimie und
leichte periphere Neuropathie. Zwei Patientinnen befanden sich in psychiatrischer
Betreuung, nahmen aber keine Psychopharmaka ein. Bei einer Patientin war eine

Autoimmunthyreoiditis bekannt.

Beziiglich der zum Teil bestehenden Dauermedikation wurde ausgeschlossen, dass es
sich um Préparate handelte, die Einfluss auf das autonome Nervensystem haben. Drei
Patienten nahmen regelméBig einen ACE-Hemmer, ebenfalls zwei einen
Cholesterinesteraseinhibitor , einer ein Immunstimulans, vier ein Kontrazeptivum

und die Patientin mit der Autoimmunthyreoiditis L-Thyroxin.
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Bei einem Teil der Patienten war anamnestisch eine  gestorte
Hypoglykdmiewahrnehmung  bekannt. ~ Sieben  hatten im  Verlauf des
vorausgegangenen Jahres mindestens eine schwere Hypoglykdmie mit
Bewusstlosigkeit bzw. Notwendigkeit der Fremdhilfe erlitten. Diese wurden als
,Lunaware“  bezeichnet. =~ Sechs  Patienten  berichteten, schon  haufiger
Blutzuckerkonzentrationen <50 mg/dl gemessen zu haben (im Folgenden als
»subjektiv unaware* bezeichnet); bei drei weiteren war dies jeweils einmal der Fall

gewesen.

In den Tabellen 2.1 und 2.2 auf den beiden folgenden Seiten sind die

demographischen = Daten der Patienten im einzelnen wiedergegeben.






Tabelle 2.1: Demographische Daten der C-Peptid-positiven Patienten
unaware (schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte), subjektiv unaware (leichte Hypoglykémien in der Vorgeschichte), stim. C-Peptid = C-Peptid-
Konzentration nach Stimulation, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, R = Range (Maximum — Minimum)

Patient/in Geschlecht Alter GroRe Gewicht BMI Diabetes- HbA1c stim. Insulin- Insulin- unaware subjektiv
(w/m) (Jahre) (cm) (kg) (kg/m?) dauer (%) C-Peptid bedarf bedarf (ja / nein) unaware
(Jahre) (ng/ml) (u/d) (U/kgKG/d) (ja / nein)
1*1 w 45 168 77 27,3 0,5 6,5 10,1 45 0,58 nein nein
1*2 m 41 172 92 31 1,5 59 6,37 46 0,5 nein nein
1*3 w 33 160 69 26,9 0,08 8,2 6,08 42 0,61 nein nein
1*4 m 39 186 98 28,3 0,08 12,9 5,98 42 0,43 nein nein
1*5 m 39 162 82 31,2 2 6,5 5,2 26 0,32 nein nein
1*6 m 45 183 96 25,7 3 10,5 4,49 34 0,4 nein nein
1*7 w 27 170 70 24,2 1 5,6 4,04 18 0,26 nein nein
1*8 m 20 179 72,5 22,6 0,33 6,2 2,65 6 0,08 nein nein
1*9 m 18 170 66 22,8 2 9,1 2,15 18 0,27 nein nein
110 m 31 180 53,5 16,5 0,5 7 2,01 26 0,49 nein nein
1*11 m 37 183 92 26,9 0,02 7 1,98 27 0,29 nein nein
1*12 m 30 180 67 20,7 0,04 7,2 1,82 20 0,3 nein nein
1*13 m 32 178 80 25,2 0,75 5,8 1,71 20 0,25 nein nein
1*14 m 30 179 81,7 25,5 2 8 1,39 34 0,42 nein nein
115 m 36 182 80 24,2 0,4 54 1,2 20 0,25 nein nein
1*16 w 26 160 57,5 22,5 0,5 6,4 0,8 25 0,43 nein nein
1*17 w 35 158 61,5 24,6 1,5 6,2 0,59 40 0,65 nein nein
1*18 w 22 171 58 19,8 5 7,4 0,58 28 0,48 nein nein
1*19 w 28 162 61 32,2 1 7,6 0,43 29 0,48 nein nein
1*20 m 33 180 87 26,9 2,75 5,4 0,33 77 0,89 nein nein
1*21 w 37 174 80 26,4 6,25 6,7 0,12 48 0,6 nein nein
1*22 w 31 173 62 20,7 5,5 4,2 0,12 40 0,65 ja #
1*23 m 33 154 50 21 8 7,7 0,11 40 0,8 ja #
MwW 32,5 172,3 73,6 24,9 1,94 7,10 2,62 32,7 0,45
SD 71 9,3 13,9 3,85 2,22 1,84 2,63 14,6 0,19
Median 33 173 72,5 25,2 1 6,7 1,82 29 0,43

R 27 32 48 15,7 7,98 8,7 9,99 71 0,81



Tabelle 2.2: Demographische Daten der C-Peptid-negativen Patienten
unaware (schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte), subjektiv unaware (leichte Hypoglykdmien in der Vorgeschichte), MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, R = Range (Maximum — Minimum), stim. C-Peptid = 0,03 ng/ml » C-Peptid-Konzentration nach Stimulation < 0,05 ng/ml
(Nachweisgrenze des verwendeten Testverfahrens)

Patient/in  Geschlecht Alter Grofke Gewicht BMI Diabetes- HbA1c stim. Insulin- Insulin- unaware subjektiv
(w/m) (Jahre) (cm) (kg) (kg/m?) dauer (%) C-Peptid bedarf bedarf (ja/ nein) unaware
(Jahre) (ng/ml) (Urd) (U/kgKG/d) (ja/ nein)
2*1 w 19 166 80 29 2 84 0,03 50 0,63 nein nein
2*2 m 16 166 55 20 12 7,9 0,03 60 1,09 nein nein
2*3 w 36 164 59 21,9 25 8,4 0,03 40 0,68 nein ja
2*4 m 35 172 75 254 34 7,1 0,03 38 0,5 nein nein
2*5 m 24 160 60 234 12 6,4 0,03 75 1,25 nein nein
2*6 m 49 176 83 271 22 9,6 0,03 55 0,66 nein nein
2*7 m 43 172 83 28,1 18 9 0,03 40 0,48 nein ja
28 w 18 153 56 239 11 9 0,03 56 1 nein nein
2*9 w 36 167 69 24,7 28 59 0,03 43 0,62 nein nein
2*10 m 17 180 68 21 7 11,2 0,03 45 0,66 nein ja
211 m 49 183 85 254 18 7,2 0,03 50 0,59 nein nein
2*12 m 17 180 66 20,3 3,25 8 0,03 20 0,30 nein nein
2*13 w 23 169 65 22,8 20 6 0,03 45 0,69 ja #
2*14 m 32 173 85 28,4 31 7,3 0,03 48 0,56 ja #
2*15 m 45 178 53 16,7 30 * 0,03 70 1,32 ja #
2*16 m 35 193 88 23,6 15 6,4 0,03 75 0,85 ja #
2*17 w 23 145 56,5 26,9 11 7,2 0,03 60 1,06 ja #
2*18 w 24 157 51 20,7 15 6,7 0,03 45 0,88 nein ja
2*19 w 32 169 75 26,3 18 8,4 0,03 50 0,67 nein ja
2*20 w 47 168 62,5 221 2,25 6,7 0,03 30 0,48 nein ja
MW 30,2 169,6 69,1 23,98 17,49 7,78 0,03 50,8 0,76
SD 11,1 11,2 12,4 3,32 9,18 1,38 0,00 13,5 0,27
Median 32,0 169,0 68,0 239 18,0 7,6 0,03 50,0 0,67

R 33,0 48,0 37,0 12,3 32,0 53 0,00 55,0 1,02
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2.1.2 Kontrollpersonen

Als Kontrollgruppe dienten elf gesunde Probanden im Alter zwischen 19 und 48
Jahren. AuBler einem oralen Kontrazeptivum bei vier Probandinnen bestand keine
Medikation. Des weiteren lag in der Verwandtschaft ersten Grades kein Diabetes

mellitus Typ 1 vor.

Die demographischen Daten der Kontrollgruppe sind in Tabelle 1.2 wiedergegeben.

Tabelle 2.3:Demographische Daten der gesunden Kontrollpersonen

Proband/in  Geschlecht Alter Grolke Gewicht BMI
(w/m) (Jahre) (cm) (kg) (kg/m?)
1 w 21 172 65 22
2 w 20 170 70 24,2
3 w 23 170 60 20,8
4 w 23 169 63 221
5 m 26 175 65 21,2
6 m 23 185 75 21,9
7 m 19 179 73 221
8 m 32 182 82 24,8
9 w 24 170 54 19
10 w 37 166 63 22,9
11 w 48 159 48 19
MW 26,91 172,45 65,27 21,82
SD 8,79 7,42 9,59 1,82
Median 23 170 65 22
R 28 26 25 52

2.2 Untersuchungsmethode

2.2.1 Hyperinsulinimischer hypoglykiamischer Clamp

Bei dieser Untersuchung erfolgt mittels konstanter intravendser Insulininfusion und
variabler Glukoseinfusion eine schrittweise Reduktion der Plasmaglucose-
konzentration. Hierbei lassen sich verschiedene Parameter der Hypoglykémie-
Gegenregulation und -Wahrnehmung unter relativ standardisierten Bedingungen

untersuchen.
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Beschreibung des Testprotokolls

Das eigentliche Testprotokoll erstreckte sich iiber 175 Minuten mit Beginn bei
Minute -10 mit Blutzuckerkonzentrationen zwischen 80 und 120 mg/dl. Ab Minute 0
wurde innerhalb von 30 Minuten ein langsamer Blutzuckerabfall auf 60 — 70 mg/dl
angestrebt, danach ein Plateau von 45 Minuten in diesem Konzentrationsbereich und
schlieBlich innerhalb von 30 Minuten ein weiterer Abfall auf 40— 45 mg/dl.
Blutzuckerkonzentrationen in diesem Bereich sollten nun wieder iiber 45 Minuten

beibehalten werden. Abbildung 2.1 gibt den Verlauf schematisch wieder.
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Abb. 2.1: schematische Darstellung der Blutzuckerkonzentration (Glc) im Verlauf der
Untersuchung

Bei variabler Glucoseinfusion erfolgte die Insulininfusion mit 3,75 mU/kgm™
BMI/min von Minute 0 bis Minute 75 und mit 7,5 mU/kgrn'2 BMI/min von Minute
75 bis 150. Dies entspriache bei einer Person von 1,70 m Korpergrofe und 70 kg
Korpergewicht (und damit einem BMI von 24,2 kg/m?) einer Insulininfusionsrate

von 91 bzw. 182 mU/min oder 1,3 bzw. 2,6 mU/kg/min.

Blutproben zur Bestimmung der Blutzuckerkonzentration wurden alle fiinf Minuten
entnommen, solche zur Bestimmung der Konzentration der gegenregulatorischen

Hormone und des Insulins alle 15 Minuten.

Zu Beginn des Tests und wéhrend der beiden Blutzuckerplateaus bei 60 — 70 mg/dl
und 40 — 45 mg/dl wurden die von den Probanden wahrgenommenen Symptome
mittels eines semiquantitativen Fragebogens erfasst und ein Konzentrationstest
durchgefiihrt. Jedes Symptom sollte in seiner subjektiv wahrgenommenen Stérke

anhand eines Scores von 0 (nicht vorhanden) bis 5 (maximal vorhanden) eingestuft
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werden. Die Einteilung in adrenerge (Zittern, Herzklopfen, Nervositit,
Angstlichkeit), cholinerge (Schwitzen, Hunger, Kribbeln) und neuroglykopenische
Symptome (Konzentrationsschwiche, Verschwommensehen, Schwindel, Abge-
schlagenheit / Schwiiche) erfolgte in Ubereinstimmung mit einer Studie von Towler
et al. (125). Zur anschlieBenden Auswertung wurden die wéhrend der verschiedenen
Phasen der Untersuchung vergebenen Punktwerte in den einzelnen Symptomgruppen
fiir jeden Probanden addiert und zusitzlich einen Gesamt-Score durch Addition aller
Punktwerte und einen autonomen Score unter Zusammenfassung der adrenergen und
cholinergen Punkte gebildet. Weiterhin wurden alle Probanden dazu angehalten, jede
subjektive Wahrnehmung im Zusammenhang mit dem Abfall der Blutzucker-
konzentration mitzuteilen, waren aber im einzelnen iiber die aktuelle Blutzucker-
konzentration nicht informiert. Zur Beurteilung der Konzentrationsfahigkeit wurde
den Studienteilnehmern ein standardisierter Bogen mit je sieben Késtchen fiir jeweils
eine Zahl pro Zeile vorgelegt mit der Anweisung, die Zahlen von 1000 bis 900

abwirts moglichst schnell darauf niederzuschreiben.

Vorbereitung und Durchfiihrung des Clamps

Zur Herstellung der Insulininfusionslosung wurden in zwei (ggf. drei)
Perfusorspritzen (50 ml) jeweils 50 ml einer 0,9%igen Kochsalzlosung und 15 IE
Altinsulin  aufgezogen. Den EDTA-Ro6hrchen fiir die Blutproben zur
Glukagonbestimmung wurden jeweils 3000 Kallikreininhibitoreinheiten Aprotinin
(150 pl  Trasylol® Injektionslésung 100.000 KIE) zur Proteinaseninhibition

zugegeben.

Die Probanden befanden sich vor Testbeginn im Niichternzustand (Fastenperiode
> 10 Stunden), und die letzte s. c. Insulininjektion bei den Diabetikern erfolgte am
Vortag in Form der {iblichen abendlichen Insulindosis. (Ausnahmen: Pat. 1.1 hatte
eine Stunde zuvor 8IE Basalinsulin gespritzt, Pat. 2.8 ihre morgendliche
Basalinsulindosis sowie Altinsulin zur Abdeckung der eingenommenen kleinen
Mabhlzeit, Pat. 2.20 1,5 Stunden zuvor 14 IE Altinsulin bei einer Blutzucker-
konzentration von 352 mg/dl. Pat. 2.9 hatte eine Stunde zuvor zwei BE in Form von
Haferflocken gegessen und Pat. 2.17 drei Stunden zuvor zwei Essloffel Honig bei

einer erniedrigten Blutzuckerkonzentration.)
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Die meisten Testpersonen wurden am Tag der Untersuchung zwischen 7°° und 8%
Uhr in die Medizinische Klinik III und Poliklinik der Universitit GieBlen
aufgenommen. Sechs Personen befanden sich schon mehrere Tage in stationérer

Behandlung.

Bei den sich von Anfang an in liegender Position befindlichen Probanden wurde
beiderseits eine Unterarmvene mittels Venenverweilkaniile antegrad kanniiliert, an
einen Arm das Infusionssystem angeschlossen und mit einer Infusion von
Kochsalzlosung in langsamer Geschwindigkeit begonnen, um das System
offenzuhalten. Am anderen Arm wurde eine kleine Blutprobe zur Bestimmung der
Blutzuckerkonzentration entnommen und der Arm fiir die gesamte Testdauer in
einem Heizkissen platziert. Diese und alle weiteren in fiinfminiitigen Abstdnden
folgenden Blutzuckerbestimmungen erfolgten mittels der Glukose-Dehydrogenase-
Technik aus Vollblut mit Hilfe des Blutzuckermessgerites Hemocue® (63). Lag die
gemessene  Blutzuckerkonzentration oberhalb von 120 mg/dl, wurde die
Insulininfusion mit der initialen Infusionsgeschwindigkeit sofort gestartet und ggf.
auch einmal oder mehrmals 4 — 8 IE Altinsulin als Bolus i. v. gegeben, wobei die
letzte Gabe mindestens 25 Minuten vor Beginn des eigentlichen Testes stattfand. Die
Zeitdauer bis zum Beginn des Testes lag in der Gruppe der C-Peptid-positiven
Patienten bei durchschnittlich etwa 33 min (bei Ausgangsblutzuckerkonzentrationen
zwischen 98 und 292 mg/dl, im Mittel 160 mg/dl), in der Gruppe der C-Peptid-
negativen Patienten bei ca. 58 min (bei Ausgangswerten zwischen 87 und 390 mg/dl,

MW 242 mg/dl).

Anhand der fiinfminiitlich gemessenen Blutzuckerkonzentrationen wurde die
Infusionsgeschwindigkeit der 20%igen Glucoselosung iiber ein Infusionsgerdt mit
Tropfenzdhler angepasst, um den jeweils 1im Protokoll vorgesehenen

Blutzuckerkonzentrationen moglichst nahe zu kommen.

Bei Minute 150 wurde die Insulininfusion ausgeschaltet und die Geschwindigkeit der
Glucoseinfusion entsprechend der zuvor bendtigten Glucosemenge erhdht. Es
erfolgte nach 15 Minuten noch eine groBere Blutentnahme zur Bestimmung der
gegenregulatorischen Hormone und des Insulins und danach in 15miniitigen
Abstinden nur noch Blutentnahmen zur Bestimmung der Blutzuckerkonzentration.
Waren Konzentrationen von > 70 mg/dl erreicht, erhielten alle Probanden eine

Mahlzeit (3—5BE). Bei den Diabetikern wurde die Glucoseinfusion {iber
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mindestens eine Stunde nach Beendigung der Insulininfusion fortgesetzt. Die
ambulanten Patienten wurden erst entlassen, wenn sich die Blutzuckerkonzentration
bei Werten > 100 mg/dl stabilisiert hatte. Aulerdem erhielten sie die Anweisung, den
Blutzucker im Verlauf der néchsten Stunden nochmals selbst zu kontrollieren und

sich erst wieder zum Abendessen Insulin zu injizieren.

Die in Abstinden von 15 Minuten stattfindenden Blutentnahmen zur Bestimmung
der Konzentrationen von Cortisol, STH, Insulin und der Plasmaglucose erfolgten mit
Serumrdhrchen (10 ml), die fiir Glukagon und die Catecholamine mit EDTA-
Rohrchen (4,5 ml). Die Proben wurden sofort nach der Abnahme auf Eis oder im
Kiihlschrank bei +4° C gekiihlt und innerhalb von 30 -45 Minuten ebenfalls bei
+4° C zwolf Minuten mit 4000G zentrifugiert. Serum bzw. Plasma wurde
anschliefend abpipettiert und ggf. bis zur Substanzbestimmung bei -24° C gelagert.

Die Blutentnahmen erfolgten ohne vorherige Venenstauung.

2.2.2 Material

1. Venenverweilkaniile, Vasocan® Brauniile, 20 G, 2 Stk., Fa. B. Braun AG,

Melsungen
2. Mandrin, 20 G, mehrere, Fa. B. Braun AG, Melsungen
3. Pflaster, Kunstseide, Durapore®, Fa. MoéInlycke AB, Mélnlycke, Schweden
4. Desinfektionsspray Softasept N®, Fa. B. Braun AG, Melsungen
5. Stauschlauch
6. Dreiwegehahn Discofix-3®, Fa. B. Braun AG, Melsungen

7. Einmalspritzen 50 ml, Perfusion Plastipak®, 2 -3 Stk., Fa. Becton Dickinson,

Braunschweig
8. Original Perfusor®-Leitung, Fa. B. Braun AG, Melsungen
9. Glukoselosung 20 %, Glukose 20° Braun, 500 ml, Fa. B. Braun AG, Melsungen
10. Kochsalzlosung 0,9 %, NaCl 0,9° Braun, 250 ml, Fa. B. Braun AG, Melsungen

11. Original Infusomat®-Leitung, Fa. B. Braun AG, Melsungen
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Infusionsschlauch Intrafix® Air P, Fa. B. Braun AG, Melsungen
Verbinder LS-2 Luer Lock®, Fa. B. Braun AG, Melsungen

Kantile 18 G, Terumo Europe N. V., Leuven, Belgien

Kaniile 26 G, Terumo Europe N. V., Leuven, Belgien

U-40 Insulinspritze, Terumo Europe N. V., Leuven, Belgien

H Insulin® Hoechst Injektionslésung, Fa. Hoechst AG, Frankfurt am Main
Infusionsgerit INCA®, Fa. Fresenius AG, Bad Homburg

Infusionsgerit Injectomat c-IS®, Fa. Fresenius AG, Bad Homburg

Probenrdhrchen Kabevette® 10 ml, 13 Stk., Fa. Kabe-Labortechnik GmbH,
Niimbrecht-Elsenroth (Bestellnr. 5515 N10)

Probenrdhrchen Kabevette® 4,5 ml, EDTA-di Kaliumsalz, 26 Stk., Fa. Kabe-
Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth (Bestellnr. E 501 ND5)

Trasylol® Injektionslosung, 100.000 KIE / 5 ml, Wirkstoff Aprotinin, Fa, Bayer
AG, Leverkusen

Einmalspritzen 2 ml, ca. 45 Stk., Fa. B. Braun AG, Melsungen
Zellstofftupfer

Blutzuckermessgerit Hemocue®, Hemocue AB, Angelholm, Schweden
Mikrokiivetten Hemocue®, Hemocue AB, Angelholm, Schweden

Eis

Heizkissen

Zentrifuge: Minifuge 2, Heraeus Instruments, Fabriknr. 0088282

Pipette Eppendorf Reference®, variabel 100 — 1000 pl (Bestellnr. 4910 000. 069)
+ Standartips 1000 pl (Bestellnr. 0030 015. 002)

Kiivetten: Rohren, Sarstedt Aktiengesellschaft & Co (Bestellnr. 55.484)
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2.2.3 Messmethoden

Ermittlung der Plasmaglucosekonzentration
Bestimmung mittels HEMOCUE®

Mit Hilfe dieses photometrischen Verfahrens konnte wihrend des Tests eine
sofortige Messung der Glucosekonzentration direkt aus Vollblut durchgefiihrt
werden. Das Blut wird in die 5 pl fassende Kavitdt der Kiivette gegeben, an deren
inneren Winden sich das Reagenz befindet. Aufgrund der geringen Tiefe der Kiivette
(0,16 mm) ist die photometrische Bestimmung in unverdiinntem Blut mdglich. Durch
das im Reagenz befindliche Saponin kommt es zu einer Lyse der Erythrocyten, durch
die Mutarotase wird die Umwandlung von o-D-Glucose in p-D-Glucose

beschleunigt, um letztendlich folgende Reaktionen zu ermdoglichen:

B-D-Glucose + NAD —Glucose-Dehydrogenase_y 51,00n0lacton + NADH

NADH + MTT (chromogenes Tetrazoliumsalz) —>#P""**_y NAD + MTTH

Die Konzentration des farbigen MTTH ist proportional zur Glucosekonzentration.

Die photometrische Messung erfolgt bei 660 und 840 nm.
Messbereich: 0— 400 mg/dl
Normbereich: niichtern 70 — 100 mg/dl

Spezifitdt: keine Beeinflussung durch Bilirubin, Creatinin oder Harnsdure in

pathologischen Konzentrationen
Prdzision: Intraassay-Variation: SD < 2,5 mg/dl

Interassay-Variation: SD <3 mg/dl
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Bestimmung mittels BECKMAN Glucoseanalysator 2 (Fa. Beckman Instruments Inc.
Fullerton, USA)

Mit dieser Methode wurde die Glucosekonzentration nach dem Test noch einmal aus
den Seren der viertelstiindlich abgenommenen Blutproben bestimmt. Es handelt sich
um ein polarographisches Verfahren basierend auf der enzymatischen Oxidation der
Glucose durch das Enzym Glucose-Oxidase (GOD). Dabei l4uft folgende Reaktion
ab:

Glucose + O, + H,O —6OP_ Glukonsiure + H,0,

Die Sauerstoffabnahme verhélt sich proportional zur umgesetzten Glucose. Aus der
Geschwindigkeit der Abnahme wird die Glucosekonzentration berechnet, wobei die
maximale Geschwindigkeit ein direktes MaB3 fiir die urspriingliche Konzentration ist,

und digital in mg/dl angegeben wird.

Voraussetzung flir eine korrekte Messung ist die Entfernung des entstandenen
Wasserstoffperoxids, bevor dieses sich unter Bildung von Sauerstoff zersetzen kann.

Dazu dienen folgende Hilfsreaktionen:
H,0, + Ethanol —%***_5 Acetaldehyd + H,0
H,0, + 2H" + 2] ~ Moty 5, 4+ 2H,0

Die zweite Umsetzung verhindert falsche Messergebnisse, falls die Katalase-

Aktivitit der Reagenzldsung durch Lagerung verlorengegangen sein sollte.

Von der Firma wird eine absolute Spezifitit angegeben, auch komme es zu keiner
Beeinflussung durch Antikoagulantien, Glykolysehemmer, ikterische, lipdmische

oder hiamolytische Proben.
Messbereich: 10 - 450 mg/dl
Normbereich: 70 — 100 mg/dl (niichtern)

Interferenzen: stirkedhnliche Plasmaexpander, Hé&molyse bei Héamoglobin-

konzentrationen > 1 g/dl,
Sensitivitdt: 10 mg/dl

Prdzision: Intraassay-Variation: SD < 2,5 mg/dl (bzgl. 150 mg/dl Glucose-
Standard)

Interassay-Variation: SD < 3 mg/dl (im Normbereich)
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Material:

1. BECKMAN Glucose Analyzer 2 ®, Seriennr. 3284, Fa. Beckman Instruments
GmbH Miinchen

2. Beckman Accustroke Pipet 10 ul + Pipet Tips (Bestellnr. 651576), Fa.

Beckman Instruments GmbH Miinchen

3. Reagenzien: Glucose Reagent (Glucoseoxidase 140 U/ml) + 150/50
Glucose/Urea Nitrogen Standard (B-D-Glucose 150 mg/dl, Harnstoff 50 mg/dl)
(Kit Bestellnr. 671640), Fa. Beckman Instruments inc. Galway, Ireland

Ermittlung der Cortisolkonzentration mittels TDx® Cortisol Assay (Firma

Abbott)

Das Verfahren basiert auf einem kompetitven Fluoreszenspolarisations-
Immunoassay. Mit Tracer (Fluorescein) markiertes Antigen und Patienten-Antigen
konkurrieren um die Bindungsstellen an den Antikorpern. Je mehr Tracer-Antigen-
Komplexe an Antikorper gebunden sind, desto weniger befinden sich in Losung.
Enthélt die Patientenprobe eine geringe Konzentration an Antigen, so ist nach
Erreichen des Reaktionsgleichgewichts eine hohe Konzentration an gebundenen
Tracer-Antigen-Komplexen vorhanden, was sich in einer hohen Polarisation
widerspiegelt. Die Bestimmung der Beziehung zwischen Polarisation und
Konzentration des Hormons erfolgt durch Ermittlung der Polarisationswerte von
Kalibratoren mit bekannten Konzentrationen des Hormons. Aus den
Polarisationswerten wird die Konzentration iiber eine gespeicherte Kalibrierungs-

kurve berechnet.
Messbereich: 0,64 — 60 ng/dl

Normbereich: 5 — 18 pg/dl zwischen 7 und 9 Uhr, 2 — 13 pg/dl zwischen 16 und 18
Uhr

Interferenzen: fiir erhohtes Protein (bis 10 g/dl), erhohte Lipide (Cholesterin bis
500 mg/dl, Triglyceride bis 900 mg/dl), Himolyse (bis 0,5 g Hb/dl)
und Antikoagulantien Interferenz von <59%, fiir Bilirubin-

konzentrationen > 10 mg/dl Interferenz > 10 %.
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Spezifitdt: Kreuzreaktivitit von 0,1-4,7% fiir endogene Steroide, fiir
Prednisolon 35 %

Sensitivitdat. 0,64 ng/dl

Prdzision: Intraassay-Variation: VK <5 % (fiir Konzentrationen von 15

bzw. 40 pg/dl) bzw. < 12 % (fiir 4 pg/dl)

Interassay-Variation: VK <5 % bzw. <12 %

Material:
1. TDX® Analyzer, Seriennr. K 00544
2. X Systems  Sample Cartridges + Cuvettes (Bestellnr. 9518-05 + -06)

3. Reagenzien: X Systemsm Calibrators Cortisol + Controls Cortisol, TDX®

Cortisol Reagent Pack (Antiserum, Fluorescein-Tracer, Vorbehandlungslosung)

(Bestellnr. 9116-01, -10, -60)
— jeweils Abbott GmbH Diagnostika, Wiesbaden-Delkenheim

4. Pipette Eppendorf Reference®, variabel 100 — 1000 pl (Bestellnr. 4910 000. 069)
+ Standartips 100 pl (Bestellnr. 0030 003. 004)

Ermittlung der Glukagonkonzentration (Biochem Immunosystems)

Das Testprinzip beruht auf einem kompetitiven Radioimmunoassay. Unmarkiertes
Antigen (Patientenproben bzw. Standards) und radioaktiv markiertes Antigen (‘*I-
markiertes, lyophiliertes Glukagon in Phosphatpuffer mit BSA und 0,5 %
Natriumacid) konkurrieren wihrend der Inkubation um die begrenzte Anzahl der
Antikorper-Bindungsstellen  eines  spezifischen Antiserums  (Anti-Glukagon-
Antikorper vom Kaninchen in Phosphatpuffer mit BSA und 0,05 % Natriumacid).
Nach der Gleichgewichtseinstellung entsprechend dem Massenwirkungsgesetz
erfolgt eine Trennung von freiem und gebundenem Glukagon mit Hilfe von
Polyethylenglykol. Ungebundenes Antigen wird mit dem Uberstand dekantiert und

das zuriickbleibende Prézipitat im Gammacounter gemessen. Die ermittelte Aktivitét

verhélt sich proportional zur Glukagonkonzentration der Proben.
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Die genauen Konzentrationen der Proben werden iiber eine Standardkurve berechnet,
die bei jedem Test mit Hilfe von sieben Standards mit jeweils bekannter
Glukagonkonzentration erstellt wird. Von allen Messwerten wird der {iber den

Nullstandard ermittelte Wert fiir die unspezifische Bindung subtrahiert.
Messbereich: 15— 800 pg/ml

Normbereich: 60 —200 pg/ml

Interferenzen: hamolysierte Proben, Kontaminationen mit radioaktiven Isotopen

Spezifitdt: fiir Proinsulin vom Rind Kreuzreaktivitdt von 0,0005 %, fiir Proinsulin

vom Schwein 0,035 %
Sensitivitdt: 14,5 pg/ml
Prdzision: Intraassay-Variation: VK 8,0 - 9,5 %

Interassay-Variation: VK 8,2 - 9,0 %

Material:

1. Gammacounter: LKB-Wallac CliniGamma 1272-014, Seriennr. 2721208
2. BECKMAN J-6B Centrifuge

3. Mischer: Vibrofix V71 Electronic, Janke & Kunkel IK A®-Labortechnik

4. Reagenzien: Glucagon-Tracer ('*’J-markiertes, lyophiliertes Glukagon in
Phosphatpuffer), Glucagon Standards (Glukagon in den Konzentrationen 0, 15,
50, 100, 200, 400 und 800 pg/ml in Phosphatpuffer), Glucagon Antiserum (Anti-
Glukagon-Antikorper vom Kaninchen in Phosphatpuffer), TW PEG Solution
(20 % Polyethylenglykol, 0,1 % Tween 20, 0,1 % Natriumarid), Carrier Serum
(Iyophilisierte bovine Gammaglobuline), Biochem Immunosystems GmbH,

Freiburg

5. Pipette und Pipettenspitzen s.o., zusitzlich Eppendorf Multipette® 4780,
Combitips 5 ml + 50 ml (Bestellnr. 0030 048. 067 bzw. 105), Adapter (Bestellnr.
0030 046. 030), Standartips 1000 pl (Bestellnr. 0030 015. 004)

6. Dekantier-Rack

7. Kiivetten und Eindriickstopfen (s. o0.)
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Ermittlung der STH-Konzentration mittels HGH Maiaclone® (Biochem
Immunosystems)

Das Testprinzip beruht auf einem immunradiometrischen Assay mit einem '>J-

markierten und einem fluoresceinmarkierten STH- Antikorper (monoklonaler Maus-
Antikorper in  Phosphatcitratpuffer mit Rinderserumalbumin, Schaf- und
Mausserum), die an unterschiedliche Epitope des STH-Molekiils binden. Die
Trennung von gebundenem und ungebundenem '*°J erfolgt magnetisch durch Zugabe
eines Anti-Fluorescein-Antikorpers, der an magnetisierbare Partikel gebunden ist
(Antikorper vom Schaf in Trispuffer mit Rinderserumalbumin und 0,1 %
Natriumacid) . Durch zwei1 Waschschritte (Trispuffer mit 0,8 % Natriumacid) wird
die nichtspezifische Bindung auf ein Minimum reduziert. Der danach in den
Rohrchen noch vorhandene Riickstand wird im Gammacounter gemessen. Die
ermittelte Radioaktivitdt verhdlt sich proportional zur Konzentration des Antigens,
d. h. des STH. Berechnet wird die Konzentration iiber die Aktivitdt der Standards mit

bekannten Konzentrationen.

Messbereich: 0— 100 pulU/ml (1 pIU/ml & 0,5 ng/ml)
Normbereich: <10 ulU/ml

Interferenzen: stark hamolysierte, lipdmische oder ikterische Proben

Spezifitdt: Kreuzreaktivitiat von 0,1 % fir HPRL, 0,0056 % fiir HPL, 0,0012 %
fiir TSH, 0,006 % fiir HCG

Sensitivitdat: 0,04 pIU/ml

Prdzision: Intraassay-Variation: VK 2,38 - 2,87 %
Interassay-Variation: VK 1,79 - 2,54 %

Material:

1. - 3.: s. Glukagonbestimmung

4. Vortexmischer: Serono Vibrax

5. Wasserbad

6. Reagenzien: Anti-HGH Reagent (‘**J-markierte Anti-HGH-Antikérper von der
Maus, monoklonal in Phosphatcitratpuffer), HGH Maiaclone Standards (HGH in
den Konzentrationen 0, 1, 3, 10, 30 und 100 plU/ml in Rinderserum und
Natriumacid), HGH MAIAclone Separation Reagent (Anti-Fluorescein-
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Antikorper vom Schaf, kovalent an magnetisierbare Partikel gebunden in Tris-
Puffer mit Rinderserum wund Natriumacid), MAIAclone Wash Buffer
Concentrate (Tris-Puffer mit 0,8 % Natriumacid), Serotest (lyophiliertes
humanes Kontrollserum mit Natriumacid), Biochem Immunosystems GmbH,

Freiburg
7. Pipetten und Pipettenspitzen (s. 0)

8. Magnet-Dekantier-Rack (Fa. Biochem)

Ermittlung der Insulinkonzentration mittels Enzymun-Test® (Bochringer

Mannheim Immundiagnostica)

Das Testverfahren beruht auf einem Enzym-Immunassay (ELISA). Das Insulin der
zu bestimmenden Probe bindet an die Insulin-Antikorper, mit denen die Testréhrchen
beschichtet sind, und an diese wiederum Enzym- (hier POD-) markierte Insulin-
Antikorper. Nach Auswaschung ungebundener Antikdrper kann durch Zugabe eines
chromogenen Substrats (hier ABTS) eine photometrische Bestimmung der
Immunkomplex-gebundenen Markerenzyme erfolgen. Die Ermittlung der Antigen-
(Insulin-) Konzentration der Proben erfolgt durch Vergleich mit den Standards

bekannter Enzymaktivitét {iber eine Bezugskurve der Extinktionsmittelwerte.
Messbereich: 0—250 pU/ml
Normbereich: 3 —17 nU/ml

Interferenzen: Hamolyse (Freisetzung von Insulin-abbauenden Enzymen aus den

Erythrocyten), Lipdmie und Bilirubin nicht

Spezifitdt: Kreuzreaktivitit von 40 % fiir Human Proinsulin, 35 % fiir

Rinderinsulin, 85 % fiir Schweineinsulin
Sensitivitdt: <3 pU/ml

Prdzision: Interassay-Variation: VK 2,1 -9,1 %

Material:
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1. Pipettier- und Waschstation ES 33, Photometer 4010
2. 100 pl-Pipette und Pipettenspitzen (s. 0.)

3. Enzymun-Test® Insulin: Inkubationspuffer (Phosphatpuffer 40 mmol/l), anti-
Insulin-POD-Konjugat, Standards, Substrat-Puffer-Losung (Phosphat/Citrat
100 mmol/l), Substrat-Chromogen-Losung (ABTS 1,9 mmol/l), mit Anti-Insulin-
Antikorpern  beschichtete  Kunststoffrohrchen, Roche Diagnostics  (Kit
Bestellnr. 1289 101)

Ermittlung der HbAlc-Konzentration mittels DIAMAT® ( Bio-Rad

Laboratories)

Das Testprinzip beruht auf der Auftrennung der einzelnen HbAlc-Fraktionen an
einer Kationenaustauschersédule als stationdrer Phase unter hohem Druck im Sinne
einer High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Uber eine Pumpe, die
Durchflussgeschwindigkeit und -menge reguliert, wird die hdmolysierte Probe im
Eluenten (drei Phosphatpuffer in steigender Ionenstdrke) iiber die Trennsédule
geleitet. Nach Selektion und Anreicherung von jeweils gleichen Probenbestandteilen

erfolgt die Detektion der einzelnen Fraktionen bei 415 und 690 nm.
Normbereich: 4,3 - 6,1 % (95%-Konfidenzintervall)

Interferenzen: deutlich verldngerte oder verkiirzte Erythrocyteniiberlebenszeit, HbF >
5%, HbA,; > 1,5 %, keine Beeinflussung des Tests durch lipdmische

Proben
Prdzision: Intraassay-Variation: VK 0,4 - 2,3 %

Interassay-Variation: VK: 0,6 - 3,1 %

Material:

1. Bio-Rad DIAMAT " Analysensystem, Seriennr. 909 59 211 (Bestellnr. 196-
1001)
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2. Bio-Rad Reagenziensatz: Hidmolysereagenz (0,1 % Polyoxiethylenether in
Boratpuffer), Elutionspuffer (Phosphatpuffer mit Natriumacid), Waschlosung
(Phosphatpuffer mit Natriumacid) (Kit Bestellnr. 196-1004)

3. Analytische Trennsdule (HPLC-Sédule mit sphirischem Kationentauscher und

vier Vorfiltern)
4. HbA,. Referenzstandard (lyophilisiertes Vollbluthimolysat)
5. Polypropylenréhrchen 1,5 ml

— jeweils Bio-Rad Labaratories, Miinchen

7. Wasserbad

Ermittlung der Catecholaminkonzentration

Die Bestimmung erfolgte ebenfalls mittels HPLC, hierbei unter Anlagerung an
Aluminiumoxid und elektro-chemischer Detektion (Entstehung eines Elektronen-
flusses durch Oxidation und Reduktion von funktionellen Gruppen) anhand der
verschiedenen Retentionszeiten der einzelnen Probenbestandteile bis zum Erreichen

des Detektors.

Material:

1. Elektrochemischer Detektor Coulochem Model 5100A (esa Fa. Bischoff)
2. Zentrifuge

3. Vortexmischer (s. 0.)

4. Reagenzien: D-Reagenz (TRIS-Puffer + EDTA + 5N HCL — pH 8.,7),
Aluminiumoxid, E-Waschpuffer (TRIS-Puffer + EDTA + SN HCL — pH 8§,1),
AFG-Extraktionsmittel (100%ige Essigsdure + 10%iges Natriumdisulfid +
5%iges EDTA), Int. Standard (DHBA), Eluenz (Fa. Bischoft)

5. Kiivetten, Pipetten und Pipettenspitzen (s. 0.)
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Ermittlung der C-Peptid-Konzentration (Double Antibody, Diagnostic Product
Corporation)

Die Bestimmung erfolgt in Analogie zu der des Glukagons mittels eines
kompetitiven Radioimmunoassays mit gleicher Markierungssubstanz ('2°J),

Antikorpern ebenfalls vom Kaninchen und gleicher Separationssubstanz (PEG).
Normbereich: 0,8 - 4,0 ng/ml (95%-Konfidenzintervall)

Interferenzen: kein Einfluss durch Himolyse oder Proteine

Spezifitdt: Kreuzreaktivitdt von 20 % beziiglich Proinsulin

Sensitivitdt: 0,05 ng/ml

Prizision: Intraassay-Variation: VK 3 -5,3 %

Interassay-Variation: VK 1,9 -10,0 %

Material:

1. Gammacounter: Multi Crystal Gamma Counter LB 2103, Seriennr. 1606 (Fa.
Berthold)

2. Zentrifuge
3. Vortexmischer (s. 0.)

4. C-Peptide Double Antibody Reagenzienkit: C-Peptide Antiserum (PED1),
1257 C-Peptide (PED2), C-Peptide Controls (PED3-9, X), Precipitating Solution
(PEGQG)

5. C-Peptid-Kontrollen
6. Dekantier-Rack
— 4. - 6. jeweils DPC® Biermann, Bad Nauheim

8. variable Pipette, Pipettenspitzen, Kiivetten (s. 0.)
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Test der cardiovaskuliren autonomen Funktion

Um das Vorliegen einer diabetischen autonomen Neuropathie bei den an der Studie
teilnehmenden Diabetikern auszuschlieBen, wurde vor der Durchfiihrung des
hypoglykdmischen Clamps eine Untersuchung dhnlich einem von Ewing (51)
beschriebenen Test durchgefiihrt. Bestimmt wurden die Herzfrequenzvariabilitit
tiber 150 artefaktfreie RR-Intervalle in Ruhe, der Quotient von lidngstem und
kiirzestem RR-Intervall wihrend tiefer Respiration und wihrend eines Valsalva-
Manovers und der Quotient aus dem kiirzesten RR-Intervall um den 15. und dem
langsten um den 30. Herzschlag nach dem Aufstehen aus liegender Position. Die
Diagnose einer diabetischen autonomen Neuropathie wurde gestellt, wenn zwei oder

mehr Parameter pathologisch ausfielen.

2.3 Auswertung

2.3.2 Bestimmung der Stirke der hormonellen Gegenregulation

Die Ermittlung der Stirke der hormonellen Gegenregulation erfolgte jeweils durch
Berechnung der Fliache unter der Kurve (area under the curve - AUC) in den
einzelnen Konzentrations- / Zeit-Diagrammen der verschiedenen Hormone. Somit
konnte sowohl die Hohe als auch die Dauer des Anstiegs der Hormonkonzentration

berticksichtigt werden.

Zur Berechnung der AUC wurde die Trapezregel
1 n-1
AUC = 5 z (t -1 —t)(yi+yi +1) in vereinfachter Form
i=0

AUC = T*xMW * verwendet.

Hierbei ist T* die Zeitspanne vom Beginn eines signifikanten Anstiegs der
Hormonkonzentration bis zu Minute 150, und MW entspricht dem Mittelwert aller
gemessenen Werte in diesem Zeitraum abziiglich des Wertes zu Beginn des

Anstiegs.
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Konzentration

Abb. 2.2: Schematische Darstellung zur Verdeutlichung der Berechnung der area under the
curve (AUC) fiir die gegenregulatorischen Hormonantworten, T* = Zeitspanne vom
Beginn eines signifikanten Hormonanstiegs bis Minute 150, MW = Mittelwert aller
gemessenen Hormonkonzentrationen in diesem Zeitraum, y = Hormonkonzentration
bei Beginn des Anstieges, MW* = MW —y

Ein Anstieg wurde als signifikant bezeichnet, wenn dieser {iber mindestens drei
aufeinanderfolgende Werte mindestens das Zweifache des Variationskoeffizienten
des jeweiligen Assays betrug. Beziiglich des Cortisols vollzog sich der Anstieg der
Serumkonzentration zum Teil erst bei Minute 135, dann aber so deutlich, dass

trotzdem eine Signifikanz angenommen werden konnte.

2.3.3 statistische Methodik

Da es sich bei den zu untersuchenden Zielvariablen hauptsdchlich um biologische
GroBen handelte und insgesamt nicht von einer Normalverteilung ausgegangen
werden konnte, wurden nicht-parametrische Tests verwendet bzw. bei Verwendung

parametrischer Testverfahren die Variablen zuvor logarithmiert.

Da zur Logarithmierung keine Variable den Wert Null annehmen darf, mussten bzgl.
der AUC in den Fillen, in denen keine signifikante Gegenregulation zu verzeichnen
war, Ersatzwerte gefunden werden. Durch die Multiplikation mit dem Faktor Zeit
ergaben sich bei der Berechnung der AUC je nach zu untersuchendem Parameter
zum Teil auch bei nur noch sehr geringer gegenregulatorischer Hormonantwort
Werte im dreistelligen Bereich, so dass ein Ersetzen der Nullwerte (keine
signifikante Gegenregulation) durch den Wert 1 (logl =0) nicht angemessen
erschien. So erfolgte fiir jedes Hormon gesondert die Anpassung der Ersatzwerte an

den jeweiligen niedrigsten AUC-Wert und zwar wie folgt: fiir Cortisol =20 pg x
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min/dl, fiir Adrenalin =300 pg x min/dl, fiir Noradrenalin = 800 pg x min/dl , fiir
Glukagon = 300 pg x min/ml und fiir STH = 20 ng x min/ml.

Die Auswertung beziiglich einer moglichen Korrelation zwischen der Hohe der
residualen endogenen Insulinreserve und der (noch) vorhandenen Stirke der
hormonellen Gegenregulation erfolgte mit Hilfe von zwei verschiedenen
Testverfahren, die jeweils die enge Korrelation zwischen Diabetesdauer und Hohe
der C-Peptid-Konzentration (r =0,8) beriicksichtigten. Die Dauer der Erkrankung
wurde dabei als Storgrofle betrachtet, um dadurch den alleinigen Einfluss der Hohe
der C-Peptid-Konzentration auf die Stirke der hormonellen Gegenregulation

betrachten zu kOnnen.

Es erfolgte zum einen als nicht-parametrisches Verfahren die Berechnung des

partiellen Rangkorrelationskoeftizienten nach Spearman nach folgender Formel:

_ Ip T I XTI

e e k(- )

mit A ¢ Zielvariable (verschiedene Parameter der hormonellen Gegenregulation)

B » C-Peptid
C ¥ Diabetesdauer

Dann ist rysc der partielle Korrelationskoeffizient zwischen Hohe der C-Peptid-
Konzentration (B) und der Stirke der hormonellen Gegenregulation als Zielvariablen

(A) unter Konstanthaltung der Diabetesdauer (C) als Storgrofe.

Zusitzlich wurde als parametrisches Verfahren unter vorheriger Logarithmierung
aller Variablen eine multiple Regressionsanalyse mit Berechnung der
Irrtumswahrscheinlichkeiten flir den gemeinsamen und den jeweils alleinigen
Einfluss von C-Peptid-Konzentration und Diabetesdauer auf die Stirke der
hormonellen Gegenregulation verwendet. Als Zielparameter diesbeziiglich galten
zum einen die jeweiligen AUC fiir Cortisol, Adrenalin, Noradrenalin, Glukagon,
STH und der Mittelwert der AUC aller Hormone und zum anderen die
Glucoseinfusionsrate (in mg/kgKG/min) wéhrend der ersten (Minute 0 — 25) und der
letzten (Minute 105 - 145) Phase der Untersuchung sowie der Differenz der
Glucoseinfusionsraten wéhrend der ersten (Minute30—75) und zweiten

(Minute 105 — 145) hypoglykdmischen Phase.
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Zum Vergleich der subjektiven Wahrnehmung von hypoglykdmieanzeigenden
Symptomen sowie der Konzentrationsfahigkeit wahrend hypoglykédmischer Episoden
zwischen den verschiedenen Untersuchungsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test
als nicht-parametrisches Verfahren fiir mehr als zwei unverbundene Stichproben
angewendet. Es erfolgte zum einen die Unterteilung anhand des Vorhandenseins
einer noch stimulierbaren C-Peptid-Konzentration im Serum (CPP vs. CPN) und zum
anderen anhand des Kriteriums ,,schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte®
»aware vs. ,,unaware®) jeweils auch in Gegeniiberstellung zur Kontrollgruppe. Bei
Nachweis von statistisch signifikanten Unterschieden wurden zur genaueren

Interpretation derselben die mittleren Rangzahlen der einzelnen Gruppen betrachtet.

Zusitzlich wurde mittels Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman auf das Vorliegen einer mdglichen Korrelation zwischen der Hohe der C-
Peptid-Konzentration im Serum nach Stimulation und der Stirke der subjektiven
Symptomwahrnehmung sowie einer Korrelation mit der anamnestischen
Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfahigkeit getestet. Beziiglich der zuletzt genannten
Fragestellung erhielten die Diabetiker mit einer subjektiv und objektiv
uneingeschrinkten Wahrnehmung von hypoglykdmieanzeigenden Symptomen
(,,aware**) die Rangzahl 1, solche mit einer lediglich subjektiven Einschrinkung
derselben (anamnestisch rezidivierend leichte hypoglykdmische Episoden, jedoch
keine objektivierbaren schweren Hypoglykdmien =, subjektiv unaware®) die
Rangzahl 2 und solche mit eindeutig schweren Hypoglykédmien in der Vorgeschichte
(bzw. mindestens einer = ,,unaware*) die 3.

Der Kruskal-Wallis-Test kam auch zur Anwendung zum Vergleich des zeitlichen
Beginns der hormonellen Gegenregulation in den einzelnen Gruppen. Im Rahmen
der Einteilung anhand der anamnestischen Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfihigkeit
war ein statistischer Vergleich aber nur fiir die gegenregulatorische
Adrenalinsekretion mdglich, da bei den anderen Hormonen auf Grund eines bei
einzelnen Probanden nicht mehr vorhandenen signifikanten Hormonanstieges, die

einzelnen Gruppengrdéflen zu klein wurden.



3. Ergebnisse

3.1 Verlauf des hypoglykdmischen Clamps

In der folgenden Abbildung sind die mittleren Konzentrationen von Plasmaglucose
und Insulin im Verlauf des hypoglykdmischen Clamps unter Zusammenfassung der
gesunden Probanden und der Diabetiker graphisch dargestellt. Der unter Punkt 2.2.1
beschriebene angestrebte Verlauf der Blutzuckerkonzentration konnte weitestgehend
eingehalten werden. Die Verdoppelung der Insulininfusionsrate wahrend des zweiten
Abschnitts des Clamps ab Minute 75 spiegelt sich wider in einer entsprechend

verdoppelten Insulinkonzentration im Serum.
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Abb. 3.1: Verlauf der mittleren Konzentrationen von Plasmaglucose (Glc) und Insulin (Ins)

wdhrend des Clamps (Diabetiker und gesunde Probanden)

Mit Beginn der eigentlichen Testphase (Minute 0) hatten die Diabetiker eine
Plasmaglucosekonzentration von im Mittel 109 mg/dl. Die mittleren Konzentrationen

wihrend der beiden hypoglykdmischen Perioden betrugen 65 bzw. 48 mg/dl.

Bei den Kontrollpersonen lag die mittlere Blutzuckerkonzentration zu Beginn des
Tests bei 89 mg/dl, fiel aber dann ca. 15-30 Minuten nach Beginn der
Insulininfusion sehr rasch ab (bei Minute 45 durchschnittlich 50 mg/dl), so dass der

Mittelwert der Blutzuckerkonzentrationen in der ersten hypoglykdmischen Testphase
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(Minute 30 - 75) 55 mg/dl betrug. Dieser unerwiinschte Abfall lie sich auch durch
frithzeitiges Erhohen der Glucoseinfusionsrate nicht vermeiden. Andererseits konnte
in diesem Kollektiv spéter das niedrigste Plateau des Blutzuckerverlaufs trotz starker
Reduktion der Glucoseinfusionsgeschwindigkeit bis hin zum Ausschalten nicht

immer ganz erreicht werden (Mittelwert in der zweiten hypoglykdmischen Phase
49 mg/dl).

Die basale Insulinkonzentration betrug bei den gesunden Probanden im Mittel
12 pU/ml. In der ersten Testphase lag die Insulinkonzentration durchschnittlich bei

ca. 50 pU/ml und nach Verdopplung der Insulininfusionsrate dann bei ca.

108 pU/ml.

Da bei den Typ-1-Diabetikern bei der ersten Blutentnahme meist eine
Blutzuckerkonzentration gréfer als 120 mg/dl gemessen wurde, wurde die
Insulininfusion hier haufig schon vor Beginn des eigentlichen Clamps gestartet, und
zum Teil wurden auch, wie schon beschrieben, einzelne intravendse Bolusgaben
zusdtzlich verabreicht. So lag die Plasmainsulinkonzentration bei den Diabetikern
schon bei Minute -10 bei durchschnittlich 60 pU/ml . Dies war auch der Mittelwert

der gesamten ersten Phase, in der zweiten Phase waren dies ca. 130 pU/ml.

3.2 Hormonelle Gegenregulation wahrend des Clamps

3.2.1 Glukagon

Bei neun Probanden der Kontrollgruppe (82 %) war nach einer anfianglichen
Suppression infolge der Insulinzufuhr ein signifikanter = Anstieg der
Glukagonkonzentration im Serum zu verzeichnen. Dieser Anstieg begann meist nach
75 Minuten (Minimum 30, Maximum 105) und unterlag in seiner Stirke einer
deutlichen interindividuellen Variabilitdt bei einem Median der AUC von 2043 und
einem Maximum von 9222. Bei zwei Kontrollpersonen erzielte der Anstieg keine

signifikante Hohe.

Unter den Diabetikern mit noch residualer endogener Insulinsekretion (C-Peptid-

positiv) blieb bei acht Studienteilnehmern (35 %) die gegenregulatorische Glukagon-



Antwort unter dem Signifikanzniveau. Bei den iibrigen begann die Gegenregulation
durchschnittlich nach 87 Minuten (Median 90, Minimum 30, Maximum 120). Der
Median der AUC betrug 3674 und lag somit noch iiber dem der Kontrollgruppe,
ebenso der Maximalwert (16845 vs. 9222).

In der Gruppe der C-Peptid-negativen Patienten war bei fiinf Personen bzw. 25 %
(alle ohne schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte) ein noch iiber dem
geforderten Signifikanzniveau liegender Anstieg der Glukagonkonzentration zu
erkennen. Dieser begann meist nach 105 Minuten. Auf Grund des groflen Anteils von
Patienten ohne signifikante Gegenregulation (und damit per def. einer AUC = 300)
betrug der Median der AUC 300 (Mittelwert 445).

Im Folgenden sind die erwdhnten Zahlenwerte noch einmal tabellarisch aufgefiihrt
(Tab. 3.1) und in einer zweiten Tabelle (Tab. 3.2) den mittleren
Blutzuckerkonzentrationen in den einzelnen Gruppen wéhrend der ersten und

zweiten hypoglykdamischen Testphase gegeniibergestellt.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber den Anteil an Probanden mit signifikanter gegenregulatorischer
Glukagon-Antwort, sowie jeweils Median und Mittelwert (MW) der Stirke der
Gegenregulation (als AUC) und des zeitlichen Beginns derselben in den einzelnen
Gruppen, AUC in pg xmin/ml

Anteil mit Anstieg Median/MW der Median/MW
prozentual | absolut Zeit bis Anstieg | AUC Glukagon

Kontrollgruppe 82 9/11 75/ 80 min 2043 /2461

CPP 65 8/23 90 / 87 min 3674 /2561
CPN 25 5/20 105/ 102 min 300/ 445
aware 53 19/36 105/91 min 819/1915
unaware 0 0/7 # 300/ 300

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die mittleren Blutzuckerkonzentrationen wéihrend der ersten (Minute

30-75) und zweiten (Minute 105—150) hypoglykimischen Testphase in den
einzelnen Gruppen

mittlere BZ-Konz. mittlere BZ-Konz.
Min. 30 — 75 Min. 105 - 150
Kontrollgruppe 55 mg/dl 49 mg/dl
CPP 66 mg/dl 49 mg/dl
CPN 64 mg/dl 47 mg/dl
aware 65 mg/dl 48 mg/dl
unaware 63 mg/dl 47 mg/dl




48 ERGEBNISSE

Im Rahmen der multiplen Regressionsanalyse zeigte sich eine statistisch signifikante
Korrelation (p = 0,01) zwischen Stirke der gegenregulatorischen Glukagonsekretion
und der Hohe der C-Peptid-Konzentration im Serum nach Stimulation. Uber die
Berechnung des partiellen Rangkorrelationskoeffizienten lie sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang nach Elimination des Einflusses der Diabetesdauer

nicht mehr nachweisen.

Erfolgte die statistische Auswertung liber den Gesichtspunkt der Hypoglykdmie-
Wahrnehmungsfahigkeit unter Betrachtung der Vorgeschichte von leichten und
schweren Hypoglykdmien, so ergab sich im Rahmen der Rangkorrelationsanalyse
nach Spearman (mit der Wichtung ,aware*“=1, ,subjektiv unaware”=2,
,sunaware = 3) eine sehr deutliche Korrelation (r =-0,46, p =0,002) im Sinne eines
positiven  Zusammenhanges zwischen  Stirke der noch  vorhandenen
gegenregulatorischen Glukagonsekretion und Ausprigung der Hypoglykdmie-
Wahrnehmungsfahigkeit. Der ungerichtete Vergleich zwischen den gesunden
Probanden und Diabetikern mit und ohne schwere Hypoglykdmien in der
Vorgeschichte iiber den Kruskal-Wallis-Test zeigte ebenfalls einen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen, wobei die mittlere
Rangzahl in der Gruppe der Kontrollpersonen am hochsten und in der der Diabetiker

mit schweren Hypoglykdmien am niedrigsten war.

Der Beginn der gegenregulatorischen Glukagonsekretion in den Gruppen CPP, CPN
und gesunde Probanden war statistisch signifikant unterschiedlich (Kruskal-Wallis-
Test), anhand der mittleren Rangzahlen im Sinne eines frithen Beginns in der

Kontrollgruppe und eines spéten in der Gruppe der C-Peptid-negativen Diabetiker.

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 3.2) gibt den Zusammenhang zwischen der
Stirke der Glukagon-Antwort und der Hohe der residualen endogenen

Insulinsekretion graphisch wieder.
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Abb. 3.2: Stdrke der gegenregulatorischen Glukagonsekretion (logarithmiert) als area under
the curve AUC (pgxmin/ml) in Abhdngigkeit von der Hohe der C-Peptid-
konzentration nach Stimulation

3.2.2 Adrenalin

Die Stirke der Gegenregulation im Rahmen der Adrenalinsekretion in der
Kontrollgruppe unterlag einer groBen Schwankungsbreite (Minimum / Median /
Maximum = 0 bzw. per def. 300 /30615 /62925), die meisten Werte lagen jedoch
um den Median. Auch der Zeitpunkt des Beginns eines signifikanten Anstiegs
schwankte stark (Minute 0 vs. Minute 120), befand sich aber meist bei Minute 30.
Bei einer Probandin blieb ein gegenregulatorischer Adrenalinanstieg in signifikanter

Hohe aus.

In der Gruppe der C-Peptid-positiven Diabetiker zeigte sich noch bei allen Clamp-
Teilnehmern ein signifikanter Anstieg der Adrenalinsekretion. Die Stirke der
Gegenregulation schwankte auch hier stark bei einem Median der AUC von 19148
und Minimum bzw. Maximum von 690 bzw. 101805. Der Anstieg der
Adrenalinkonzentration im Blut begann durchschnittlich bei Minute 36 (Median 30)

bei einer Streubreite von Minute 0 bis Minute 120.
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Unter den Diabetikern ohne residuale endogene Insulinsekretion war bei einem
tiberhaupt keine gegenregulatorische Adrenalinantwort mehr nachweisbar. Der
Median der AUC lag in dieser Gruppe bei 4680, das Maximum bei 94200. Die
Reaktion dieser Patienten im Sinne einer gesteigerten Adrenalinsekretion auf den
hypoglykdmischen Reiz hin erfolgte im Mittel bei Minute 76 (Median 90). Bei einem

Patienten begann die Gegenregulation schon bei Minute 0.

In der Gruppe der Diabetiker ohne schwere Wahrnehmungsstérung (aware) betrug
die AUC durchschnittlich 28935 (Median 18779) bei einem Maximalwert von
101805 und einer Person ohne signifikanten Anstieg der Adrenalinkonzentration, in
der mit einer solchen Stérung (unaware) im Mittel 2839 (Median 3660, Max. 4500,
Min. 690).

Mit der Tabelle 3.3 erfolgt noch einmal eine zusammenfassende Darstellung der

beschriebenen Ergebnisse.

Tab. 3.3: Ubersicht iiber den Anteil an Probanden mit signifikanter gegenregulatorischer
Adrenalin-Antwort, sowie jeweils Median und Mittelwert (MW) der Stirke der
Gegenregulation (als AUC) und des zeitlichen Beginns derselben in den einzelnen
Gruppen, AUC in pgxmin/d|

Anteil mit Anstieg Median/MW der Median/MW
prozentual | absolut Zeit bis Anstieg | AUC Adrenalin
Kontrollgruppe 91 10/ 11 30 /39 min 30.615/31.677
CPP 100 23/23 30 /36 min 19.148 / 33.455
CPN 95 19/20 90 /76 min 4.680/16.520
aware 97 35/36 45 /48 min 18.779 / 28.935
unaware 100 7177 90 / 86 min 3.660/2.839

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Stirke der Adrenalin-
Antwort und der Hohe der stimulierten C-Peptid-Konzentration war mittels keinem
der beiden verwendeten statistischen Verfahren nachweisbar, wenn der gemeinsame

Einfluss der Diabetesdauer rechnerisch eliminiert wurde.

Im Rahmen der Auswertung bzgl. der Hypoglykdmievorgeschichte ergaben sich
jedoch statistisch signifikante Beziehungen analog denen fiir das Glukagon
beschriebenen. Hier war die mittlere Rangzahl beim Gruppenvergleich (gesunde

Probanden, aware, unaware) mittels Kruskal-Wallis-Test in der Gruppe der gesunden



Probanden aber kaum grofBer als die der Diabetiker ohne schwere Hypoglykédmien in

der Vorgeschichte.

Betrachtet man den zeitlichen Beginn der hormonellen Gegenregulation iiber die
mittleren Rangzahlen im Rahmen des Kruskal-Wallis-Testes, so fand dieser bei den
Diabetikern mit residualer endogener Insulinsekretion und den Kontrollpersonen
ungefdhr zum gleichen Zeitpunkt statt, bei den C-Peptid-negativen Diabetikern aber
deutlich spéter. Der Unterschied war statistisch signifikant (p =0,001). Auch
hinsichtlich der Hypoglykdmieanamnese zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen (p = 0,02), entsprechend den mittleren Rangzahlen im Sinne
einer positiven Korrelation zwischen spdtem Beginn der gegenregulatorischen
Adrenalinsekretion und dem Auspriagungsgrad von stattgehabten Hypoglykédmien

(keine, leichte, schwere).

In Abbildung 3.3 ist die Stirke der gegenregulatorischen Adrenalinsekretion als
AUC der Hohe der C-Peptid-Konzentration im Serum gegeniibergestellt.
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Abb. 3.3: Stirke der gegenregulatorischen Adrenalinsekretion (logarithmiert) als area under
the curve AUC (pgxmin/dl) in Abhdngigkeit von der Hohe der C-Peptid-
konzentration nach Stimulation

3.2.3 Noradrenalin

Im Kontrollkollektiv schwankte die Hohe der AUC fiir die noradrenerge
Gegenregulation zwischen 3975 und 18900 bei einem medianen Wert von 6221. Der
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Zeitpunkt fiir den Beginn einer signifikanten Noradrenalinanstiegs lag im Mittel bei

Minute 70 (Median 75, Minimum 15, Maximum 105).

Unter den C-Peptid-positiven Diabetikern begann die gegenregulatorische
Noradrenalinsekretion durchschnittlich nach 60 Minuten (Median 68, Minimum 0,
Maximum 105). Der Median der AUC betrug 14099, wobei der hochste Wert bei

30870 lag. Bei einer Person (4 %) war kein signifikanter Anstieg zu verzeichnen.

Der fritheste und spéteste Beginn des Noradrenalinanstiegs lag bei den Diabetikern
ohne residuale Insulinsekretion jeweils zum gleichen Zeitpunkt, der Median diesbzgl.
war mit 90 Minuten aber deutlich grof8er. Der Median der AUC betrug 4230 und war
damit kleiner als der unter den gesunden Probanden, ebenso der Maximalwert mit
16770. In dieser Gruppe hatten sechs Personen (30 %) keine Noradrenalin-Antwort
mehr. Davon gehorten vier zu den sog. ,,unaware. Der hochste Wert fiir die AUC
lag unter den ,,unaware* bei 4425.

Die nachfolgende Tabelle (Tab. 3.4) fasst die Ergebnisse bzgl. des Noradrenalins

noch einmal zusammen.

Tab. 3.4: Ubersicht iiber den Anteil an Probanden mit signifikanter gegenregulatorischer
Noradrenalin-Antwort, sowie jeweils Median und Mittelwert (MW) der Stirke der
Gegenregulation (als AUC) und des zeitlichen Beginns derselben in den einzelnen
Gruppen, AUC in pgxmin/dl

Anteil mit Anstieg Median/MW der Median AUC
prozentual | absolut Zeit bis Anstieg Noradrenalin
Kontrollgruppe 100 11/11 75 /70 min 6.221/8.086
CPP 96 22/23 68 / 60 min 13.300/10.064
CPN 70 14 /20 90 / 80 min 4.230/5.444
aware 94 34/36 90 /67 min 6.360 / 8.854
unaware 43 3/7 90 / 85 min 800 /1.728

Wie schon fiir die Variable Adrenalin beschrieben, konnte auch fiir Noradrenalin
nach rechnerischer Elimination des Einflusses der Diabetesdauer keine statistisch
signifikante Korrelation mehr nachgewiesen werden zwischen Stirke der
Hormonantwort und Hohe der residualen endogenen Insulinreserve.

Jedoch ergab sich auch hier ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen dem
Auspragungsgrad von = stattgehabten Hypoglykdmien und der Stirke der
gegenregulatorischen Hormonsekretion (p =0,0002, r=-0,56). Auch der unge-
richtete Vergleich der Gruppen gesunde Probanden und Diabetiker mit und ohne

schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte zeigte statistisch signifikante



Unterschiede auf, wobei hier die mittleren Rangzahlen der Kontrollpersonen (29,8)
und der Diabetiker ohne anamnestisch schwere Hypoglykdmien (30,6) nahezu
identisch waren, aber deutlich groBer als die der von schweren Hypoglykdmien
betroffenen Diabetiker (7,7).

Die mittleren Rangzahlen bzgl. des Beginns der gegenregulatorischen
Noradrenalinsekretion bei den gesunden Probanden und den Diabetikern mit und
ohne Stimulierbarkeit der C-Peptid-Konzentration im Serum waren entsprechend den
oben genannten Medianen angeordnet. Die Unterschiede waren aber nicht mehr

statistisch signifikant.

Mit der Abbildung 3.4 erfolgt noch einmal eine graphische Darstellung der oben

genannten Ergebnisse.
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Abb. 3.4: Stirke der gegenregulatorischen Noradrenalinsekretion (logarithmiert) als area

under the curve AUC (pgxmin/dl) in Abhdngigkeit von der Hohe der C-
Peptidkonzentration nach Stimulation

3.2.4 Cortisol

Der Anstieg der Cortisolkonzentration wéahrend des hypoglykdmischen Clamps bei
den gesunden Probanden verlief interindividuell sehr unterschiedlich. Bei dreien
(27 %) war {iiberhaupt kein Anstieg zu verzeichnen, stattdessen zog sich die bei allen
anfianglich vorhandene Suppression iiber den ganzen Testverlauf hinweg. Als
Median der AUC ergab sich 204, das Maximum betrug 1481. Bei einigen erfolgte
der Anstieg erst sehr spét (d. h. ab Minute 135) - dann aber umso deutlicher mit
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> 100 % , so dass der mittlere Zeitpunkt bei Minute 98 (Median 105), der friiheste
bei Minute 45 lag.

Beziiglich des Cortisols war bis auf eine Ausnahme (4 %) noch bei allen Patienten
mit endogener Insulinreserve ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen, der im Mittel
nach 79 Minuten (Median 75, Minimum 30, Maximum 120) begann. Der Median der
AUC lag mit 492 noch deutlich iiber dem der Kontrollgruppe. Auch die maximale
Starke der Gegenregulation war grofler (1952 vs. 1481).

Bei sechs der 20 C-Peptid-negativen Patienten (30 %) fehlte ein signifikanter Anstieg
der Cortisolkonzentration auf den hypoglykdmischen Reiz hin. Der Median der AUC
befand sich mit 117 deutlich unter dem der beiden anderen Gruppen (204 und 492).
Der grofite Wert fiir die AUC betrug hier 1071. Bei zwei Patienten zeigte sich schon
nach 45 Minuten ein signifikanter Anstieg, ansonsten erfolgte dieser aber erst spat

(Median = Minute 105, Maximum = Minute 135).

Von den sieben als ,,unaware bezeichneten Diabetikern hatten drei (43 %) keine
gegenregulatorische Cortisol-Antwort mehr. Bei den iibrigen war diese nur gering
ausgepragt (Median der AUC 42, Maximum 182). Unter den ,,aware* betrug der
Median 395, das Maximum 1952.

Im Folgenden werden die erlduterten Ergebnisse noch einmal tabellarisch (Tab. 3.5)

aufgefiihrt.

Tab. 3.5: Ubersicht iiber den Anteil an Probanden mit signifikanter gegenregulatorischer
Cortisol-Antwort, sowie jeweils Median und Mittelwert (MW) der Stirke der
Gegenregulation (als AUC) und des zeitlichen Beginns derselben in den einzelnen
Gruppen, AUC in ugxmin/dl

Anteil mit Anstieg Median/MW der Median
prozentual | absolut Zeit bis Anstieg AUC Cortisol
Kontrollgruppe 73 8/11 105 /98 min 204 /384
CPP 96 22/23 75 /79 min 492 / 669
CPN 70 14/20 105 /100 min 117/268
aware 89 32/36 83 /83 min 396 /582
unaware 57 4/7 120/ 116 min 42 /68

Mittels der multiplen Regressionsanalyse liel sich ein statistisch signifikanter

positiver Zusammenhang (p = 0,04) zwischen der Hohe der gegenregulatorischen



Cortisolsekretion und der Hohe der C-Peptid-Konzentration nach Stimulation zeigen.
Erfolgte die statistische Auswertung iiber den partiellen Rangkorrelations-

koeffizienten, so war diese Korrelation nicht mehr statistisch signifikant.

Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman bzgl. der Vorgeschichte von
Hypoglykdmien ergab ein dhnliches Ergebnis wie bei den bisher beschriebenen
Hormonen (p=0,0001, r=-0,56). Das Ergebnis des Kruskal-Wallis-Testes war
ebenfalls statistisch signifikant mit den folgenden mittleren Rangzahlen:
Kontrollpersonen 24,2, Diabetiker ohne stattgehabte schwere Hypoglykdmien 31,8
und solche mit 10,4.

Beziiglich des zeitlichen Beginns des gegenregulatorischen Anstiegs der
Cortisolkonzentration ergab sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den gesunden Kontrollpersonen und den Diabetikern mit und ohne eigene
Insulinreserve, wobei die mittleren Rangzahlen der zuerst und zuletzt Genannten
kaum differierten (26 bzw. 27), die der C-Peptid-positiven Diabetiker aber deutlich

darunter lag (18) im Sinne eines fritheren Beginns.

Mit der folgenden Abbildung (Abb. 3.5) erfolgt eine graphische Darstellung des
Zusammenhanges zwischen gegenregulatorischer Cortisolsekretion und residualer

endogener Insulinsekretion.
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Abb. 3.5: Stdrke der gegenregulatorischen Cortisolsekretion (logarithmiert) als area under
the curve AUC (ugxmin/dl) in Abhdngigkeit von der Hohe der C-Peptid-
konzentration nach Stimulation
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3.2.5STH

Der hypoglykdmiebedingte Anstieg der STH-Konzentration im Serum in der
Kontrollgruppe begann nach einer anfanglichen Suppression durchschnittlich nach
50 Minuten (Median 30). Bei zwei Personen war von Anfang an ein Anstieg zu
verzeichnen, bei einer Probandin kam es erst bei Minute 135 zu einer dann aber sehr
deutlichen Gegenregulation. Der Median der AUC ergab 1688 bei einer Streubreite

zwischen minimal 126 und maximal 4787.

Unter den Patienten mit noch residualer endogener Insulinsekretion stieg die STH-
Konzentration bei sechs von Anfang an. Der durchschnittliche Beginn lag mit
Minute 41 (Median 45) etwas friiher als in der Kontrollgruppe (spitester Zeitpunkt:
Minute 105). Die Stirke der Gegenregulation gemessen am Median der AUC war in
der Gruppe der C-Peptid-positiven Patienten (1313) etwas geringer als unter den

gesunden Probanden (1688). Die minimale Stirke betrug 365, die maximale 3971.

Bei den C-Peptid-negativen Patienten war die Stirke des STH-Anstiegs wihrend des
hypoglykdmischen Clamps bzgl. des Medians der AUC mit 777 wiederum noch
geringer, bzgl. des Mittelwertes aber identisch (1496). Ein signifikanter Anstieg, der
im Mittel nach 61 Minuten (Median 45, Minimum 0, Maximum 120) begann, war

noch bei 18 von 20 Patienten (90 %) nachweisbar. Die maximale Stirke betrug 7920.

Am geringsten war die Ausprigung des STH-Anstiegs unter den Diabetikern mit
schweren Hypoglykdmien in der Vorgeschichte (Median der AUC 630, MW 684).
Die beiden Testpersonen ohne signifikanten STH-Anstieg gehorten allerdings nicht
zu diesen. Unter den sog. ,,aware* ergab der Median der AUC 1302 (MW 1518).

In der nachstehenden Tabelle erfolgt noch einmal eine Zusammenfassung der oben

genannten Ergebnisse.



Tab. 3.6: Ubersicht iiber den Anteil an Probanden mit signifikanter gegenregulatorischer
STH-Antwort, sowie jeweils Median und Mittelwert (MW) der Stirke der
Gegenregulation (als AUC) und des zeitlichen Beginns derselben in den einzelnen

Gruppen, AUC in ng xmin/ml

Anteil mit Anstieg Median/MW der Median
prozentual | absolut Zeit bis Anstieg AUC STH
Kontrollgruppe 100 11/11 30 /50 min 1.688/1.645
CPP 100 23/23 45 /41 min 1.313/1.496
CPN 90 18/20 45 /61 min 777/1.496
aware 94 34/36 45 /48 min 1.302/1.518
unaware 100 7/7 53 /60 min 630/ 684

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen Stirke der gegenregulatorischen
Hormonantwort und Hohe der C-Peptid-Konzentration liel3 sich fiir das STH mit den

beiden verwendeten statistischen Verfahren nicht nachweisen.

Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,03 konnte noch von einer statistisch
signifikanten Beziehung zwischen Ausprigung der anamnestischen Hypoglykdmie-
Wahrnehmungsfahigkeit und der gegenregulatorischen STH-Sekretion ausgegangen
werden. Entsprechend der oben genannten Wichtung der einzelnen Gruppen fiir die
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman betrug der Korrelationskoeffizient —0,33.
Der ungerichtete Gruppenvergleich (Kruskal-Wallis-Test) unter Einbeziehung der

gesunden Probanden ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Ebenfalls zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des zeitlichen

Beginns der gegenregulatorischen STH-Sekretion.

Die Abbildung 3.6 gibt eine graphische Darstellung der Beziehung zwischen
stimulierter C-Peptid-Konzentration und Stirke der gegenregulatorischen STH-

Sekretion.
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Abb. 3.5: Stdrke der gegenregulatorischen STH-Sekretion (logarithmiert) als area under the

curve AUC (ugxmin/dl) in Abhdngigkeit von der Hohe der C-Peptidkonzentration
nach Stimulation

3.2.6. Glucoseinfusionsrate

Um einen zu starken bzw. zu schnellen, nicht ausreichend durch die endogene
Glucosemobilisation im Rahmen der hormonellen Gegenregulation kompensierbaren
Abfall der Blutzuckerkonzentration wihrend der Insulinzufuhr zu vermeiden,
erfolgte auch eine exogene Glucosezufuhr. Die Tabelle 3.7 bringt eine
Zusammenfassung der durchschnittlichen Glucoseinfusionsraten wihrend der
verschiedenen Phasen der Untersuchung und fiir die Differenz zwischen erster und
zweiter hypoglykdmischer Testphase unter Gegeniiberstellung der einzelnen
untersuchten Gruppen.

Es fillt insgesamt eine hohe interindividuelle Variabilitdt im Sinne einer groflen
Standardabweichung in den verschiedenen Gruppen auf. In der ersten
Untersuchungsphase sind Median und Mittelwert eindeutig in der Kontrollgruppe am
niedrigsten, wiahrend der Hypoglykdmie dann aber unter den C-Peptid-positiven
Diabetikern. Die durchschnittlich groffite Menge an Glucose benétigten die Patienten
mit schweren Hypoglykdmien in der Vorgeschichte (unaware) und zwar
insbesondere wihrend der zweiten hypoglykdmischen Phase. Eine deutlich positive
Differenz, d. h. geringerer Glucosebedarf wihrend der Phase der ausgeprigteren

Hypoglykédmie, ergab sich im Mittel nur bei den gesunden Probanden und angedeutet



auch bei den Diabetikern ohne gegeniiber denen mit objektivierbar gestorter
Hypoglykdmiewahrnehmung.

Statistisch signifikante Unterschiede bezogen auf die Hohe der stimulierten C-
Peptid-Konzentration lieBen sich nicht nachweisen.

Fiir die Phase der tiefsten Hypoglykdmie zeigte die Rangkorrelationsanalyse bzgl.
der Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfihigkeit eine statistisch signifikante Korrelation
entsprechend der bereits bei den Hormonen beschriebenen Wichtung im Sinne eines
hoheren Glucosebedarfes bei schlechterer anamnestischer Wahrnehmungsfahigkeit
(p =0,006, r=0,41). Fiir diese Phase liefen sich auch mit dem Kruskal-Wallis-Test
signifikante Unterschiede zwischen den gesunden Kontrollpersonen und den
Diabetikern mit und denen ohne schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte
nachweisen, wobei die mittlere Rangzahl bei letzteren am groBten war (im Sinne
eines hohen Glucosebedarfes) und bei den Diabetikern ohne stattgehabte schwere
Hypoglykdmien am niedrigsten. Dieser ungerichtete Vergleich ergab auch fiir die
Differenz der Glucoseinfusionsrate zwischen erster und zweiter hypoglykdmischer
Testphase einen statistisch signifikanten Gruppenunterschied, anhand der
Rangzahlen im Sinne eines bei den Kontrollpersonen und den Diabetikern ohne
schwere Hypoglykdmien in der Vorgeschichte im Verlauf der Hypoglykédmie
abnehmenden und bei denen mit einer solchen Vorgeschichte zunehmenden

Glucosebedarfes.

Tabelle 3.7: Median (Med.), Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) der Glucose-
infusionsraten in mg/min/kgKG wdhrend verschiedener Phasen (Minute 0 — 25, 30 -
75 und 105 - 145) der Untersuchung und fiir die Differenz zwischen erster (Minute
30 - 75) und zweiter (Minute 105 - 145) hypoglykdmischer Phase

MW (0 - 25) MW (30 - 75) MW (105 - 145) Differenz

Med. | MW | SD |Med.| MW | SD |Med. | MW | SD |Med. | MW | SD

Probanden 0,46 10,53 [0,39 (3,61 |4,10 |1,50 |3,46 |3,50 (2,17 [0,64 (0,34 |1,43

CPP 0,87 | 1,35 | 1,42 (2,04 {2,38 |1,73 | 1,88 |2,5 [2,6 0,09 (-0,13|2,17
CPN 0,99 | 1,44 | 1,41 (2,99 2,89 |1,40 |3,34 |3,13 |1,79 [-0,36(-0,24 | 1,31
aware 0,87 | 1,32 1,41 (2,04 |2,40 | 1,55 |2,25 |2,36 (2,2 (0,39 0,04 |1,38

unaware 09 |13 1,04 3,82 3,67 |1,61 |552 |5,06 [1,09 [-1,59(-1,39]0
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3.3 Symptomwahrnehmung wéhrend des hypoglykdmischen Clamps

In den Abb. 3.7 - 3.9 werden zunichst die gesunden Probanden der Gesamtheit der
Diabetiker bzgl. ihrer Symptomwahrnehmung wihrend der verschiedenen
Testphasen gegeniibergestellt. Abb. 3.10 gibt auBerdem die Differenz der Hohe der
Symptomen-Scores wihrend Normoglykdmie und der zweiten hypoglykdmischen
Phase (durchschnittliche Blutzuckerkonzentration 40 — 45 mg/dl) wieder. Dargestellt
sind jeweils oberes und unteres Quartil sowie Median, Maximum und Minimum. In
beiden Gruppen bestand zu allen Zeitpunkten eine hohe interindividuelle Variabilitit
in der subjektiven Wahrnehmung von hypoglykdmieanzeigenden Symptomen. Der
Bereich zwischen oberem und unterem Quartil lag in der Gesamtgruppe der
Diabetiker wiahrend allen Testphasen fiir alle Symptomgruppen bei hdheren bzw.
dhnlichen Scorewerten wie in der Gruppe der gesunden Probanden. Das untere
Quartil fir die Differenz des Symptomen-Scores zwischen zweiter
hypoglykdmischer und normoglykdmischer Testphase war immer positiv. Der
Median der Differenzen der Gesamtscores betrug bei den gesunden Probanden 5 und

in der Gruppe der Diabetiker 6 (davon cholinerg 3 bzw. 4).
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Abb. 3.7: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden und der Gesamtheit der

Diabetiker (Patienten) wihrend der Phase der Euglykdmie (Blutzuckerkonzentration
80— 120 mg/dl), ges. = gesamt, aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg,
neuro. = neuroglykopenisch
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Abb. 3.8: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden und der Gesamtheit der
Diabetiker (Patienten) wihrend der ersten hypoglykimischen Phase (Blutzucker-
konzentration 60— 70 mg/dl), ges. = gesamt, aut. = autonom, adr. = adrenerg,
chol. = cholinerg, neuro = neuroglykopenisch
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Abb. 3.9: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden und der Gesamtheit der
Diabetiker (Patienten) wihrend der zweiten hypoglykdmischen Phase (Blutzucker-
konzentration 40—45 mg/dl), ges. = gesamt, aut. = autonom, adr. = adrenerg,
chol. = cholinerg, neuro .= neuroglykopenisch
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Abb. 3.10: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden und der Gesamtheit der

Diabetiker (Patienten), Differenz der jeweiligen Symptomen-Scores wdhrend
Euglykdmie und zweiter hypoglykdmischer Phase, ges. = gesamt, aut. = autonom,
adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. = neuroglykopenisch

Im Folgenden wird die Gruppe der gesunden Probanden den beiden Untergruppen
von Diabetikern CPP (C-Peptid-positive Diabetiker) und CPN (C-Peptid-negative
Diabetiker) gegeniibergestellt. Im Rahmen des 50 %-Quartils fallen wéhrend
Normoglykdmie und dem niedrigstem Blutzuckerplateau keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen auf. Die oberen Quartile liegen
in der Gruppe der CPN mit Ausnahme des autonomen Symptomen-Scores wahrend
Normoglykdmie jeweils etwas iliber denen der CPN (vgl. Abb. 3.11 - 3.14).
Statistisch signifikante Unterschiede lieBen sich wéhrend der Blutzucker-
konzentration 60 — 70 mg/dl fiir den Gesamt-Score und bei nidherer Differenzierung
den autonomen bzw. cholinergen Symptomen-Score nachweisen. Im Rahmen des
Kruskal-Wallis-Testes waren die mittleren Rangzahlen jeweils in der Gruppe der C-
Peptid-negativen Diabetikern am hochsten, danach folgten die gesunden Probanden
und danach die Diabetiker ohne residuale endogene Insulinsekretion. Die
Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman ergab eine negative
Korrelation zur Hohe der stimulierten C-Peptid-Konzentration im Serum fiir die

genannten Scores.
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Abb. 3.11: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der C-Peptid-positiven

(CPP) und C-Peptid-negativen Diabetiker (CPN) wdihrend der Phase der
Euglykdmie (Blutzuckerkonzentration 80— 120 mg/dl), ges. = gesamt, aut. =
autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. = neuroglykopenisch
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Abb. 3.12: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der C-Peptid-positiven
(CPP) und C-Peptid-negativen Diabetiker (CPN) wdhrend der ersten
hypoglykdmischen Phase (Blutzuckerkonzentration 60— 70 mg/dl), ges. = gesamt,
aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. = neuroglykopenisch
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Abb. 3.13: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der C-Peptid-positiven
(CPP) und C-Peptid-negativen Diabetiker (CPN) wdhrend der zweiten
hypoglykdmischen Phase (Blutzuckerkonzentration 40— 45 mg/dl), ges. = gesamt,
aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. = neuroglykopenisch
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Abb. 3.14: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der C-Peptid-positiven

(CPP) und C-Peptid-negativen Diabetiker (CPN), Differenz der jeweiligen
Symptomen-Scores ~ wihrend — Euglykdmie und zweiter  hypoglykdmischer
Phase, ges. = gesamt, aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg,
neuro. = neuroglykopenisch

Die nichsten Abbildungen ( Abb. 3.15 - 3.18) zeigen in derselben Darstellungsweise

die Symptomwahrnehmung wéhrend des Clamps fiir die Gruppe der Diabetiker mit

schwerer / schweren Hypoglykdmie(n) in der Vorgeschichte (unaware) und fiir
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solche ohne (aware), wieder in Gegeniiberstellung zu den Nicht-Diabetikern. Das
50 %-Quartil liegt in der Gruppe der ,,aware* fiir den Gesamtscore wie auch fiir die
verschiedenen Symptomgruppierungen jeweils iiber dem der ,unaware”. Die
grofleren Unterschiede in den Symptomen-Scores wihrend Euglykdmie und der
zweiten hypoglykdmischen Testphase unter den Diabetikern mit schweren
Hypoglykédmien in der Vorgeschichte im Vergleich zu denen ohne eine solche
Vorgeschichte fallen bei den autonomen Symptomen etwas deutlicher auf (50 %-

Quartil 2 - 9,25 vs. —1 - 2) als bei den neuroglykopenischen (1 — 4,25 vs. 0 — 2).
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Abb. 3.15: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der Diabetiker ohne
(aware) und mit objektivierbarer Wahrnehmungsstorung (unaware) wéihrend der
Phase der Euglykimie (Blutzuckerkonzentration 80— 120 mg/dl), ges. = gesamt,
aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. = neuroglykopenisch
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Abb. 3.16: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der Diabetiker ohne
(aware) und mit objektivierbarer Wahrnehmungsstorung (unaware) wéihrend der
ersten  hypoglykdmischen  Phase  (Blutzuckerkonzentration 60— 70 mg/dl),
ges. = gesamt, aut. = autonom  adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. =
neuroglykopenisch
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Abb. 3.17: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der Diabetiker ohne

(aware) und mit objektivierbarer Wahrnehmungsstérung (unaware) wdhrend der
zweiten  hypoglykdmischen — Phase  (Blutzuckerkonzentration 40— 45 mg/dl),
ges. = gesamt, aut. = aqutonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg, neuro. =
neuroglykopenisch
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Abb. 3.18: subjektive Symptomwahrnehmung der gesunden Probanden, der Diabetiker ohne

(aware) und mit objektivierbarer Wahrnehmungsstorung (unaware), Differenz der
Jeweiligen Symptomen-Scores wdihrend Euglykdmie und zweiter hypoglykdmischer
Phase, ges. = gesamt, aut. = autonom, adr. = adrenerg, chol. = cholinerg,
neuro. = neuroglykopenisch

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich im Rahmen des Kruskal-Wallis-
Testes fiir alle Symptomgruppierungen auBler dem adrenergen Score wihrend des
niedrigsten Blutzuckerplateaus und filir die entsprechenden Differenz-Scores
zwischen Euglykdmie und der zweiten hypoglykdmischen Phase. Die mittleren
Rangzahlen waren hierbei in der Gruppe der ,,unaware jeweils am niedrigsten und

unter den ,,aware* noch hoher als in der Kontrollgruppe.

Im Rahmen der Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
wurden diejenigen Patienten unter den sog. ,aware” als gesonderte Gruppe
(,,subjektiv unaware*) betrachtet, die liber wiederholte hypoglykdmische Ereignisse,
die sich aber nicht im Sinne einer schweren Hypoglykdmie objektivieren lieen,
berichtet hatten. Die Kontrollgruppe wurde nicht miteinbezogen. Hierbei ergaben
sich aufler in den oben genannten Bereichen auch fiir den adrenergen Score
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen wéhrend der Phase
der tiefsten Hypoglykdmie zugunsten eines hoheren Scores bei den ,,aware* gefolgt

von den ,,subjektiv unaware*.
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3.4 Konzentrationstest

Unter den gesunden Probanden fiel insgesamt eine sehr geringe Beeintrachtigung
bzgl. des Niederschreibens der Zahlenreihe auf. Nur eine Probandin benétigte eine
deutlich langere Zeitspanne schon wihrend der ersten hypoglykdmischen Testphase
und etwa genauso lange fiir den dritten Test. Bei einem Probanden tauchten in der
dritten Zahlenreihe einige Fehler auf, bei zweien wurde die Schrift zittrig. Abb. 3.19
zeigt die Zeitdifferenz zwischen der Dauer fiir das Schreiben der Zahlenreihe
wihrend einer Blutzuckerkonzentration von 40 — 45 mg/dl und 60 — 70 mg/dl. Die
Darstellungsweise erfolgt analog zu der der Symptomwahrnehmung mittels
Quartilen. Die gesunden Probanden sind hier zunédchst der Gesamtheit der
diabetischen Testpersonen gegentibergestellt. Letztere waren meist im zweiten Test
sogar schneller als im ersten, brauchten dann aber fiir den dritten Test in der Regel
wieder deutlich ldnger. Der Median der Zeitdifferenz zwischen zweitem und drittem
Test lag unter den Diabetikern bei 31,5 Sekunden, das Minimum bei —65 Sekunden,
die groBte Differenz betrug 125 Sekunden (Kontrollkollektiv -3 s, -10's, 13 s).
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Abb. 3.19: Differenz der fiir den Konzentrationstest benotigten Zeit wihrend

erster und zweiter hypoglykdmischer Phase unter den gesunden
Probanden und der Gesamtheit der Diabetiker (Patienten)

In der Gruppe der Diabetiker mit noch residualer endogener C-Peptid-Konzentration
war ein Proband iiberhaupt nicht zum Schreiben der Zahlenreihe in der Lage, eine
Probandin musste beim dritten Test nach 130 Sekunden abbrechen und eine weitere

konnte in der letzten Testphase gar nicht mehr mit dem Schreiben beginnen. Der
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Median der Zeitdifferenz betrug 30 Sekunden, der groB3te Unterschied 125 Sekunden,

ein Clamp-Teilnehmer war im dritten Test 60 Sekunden schneller als im zweiten.

Unter den C-Peptid-negativen Diabetikern mussten vier den Konzentrationstest
wiahrend der Testphase mit der angestrebten Blutzuckerkonzentration von 40 - 45
mg/dl abbrechen (nach 60, 70 , 75 bzw. 390 Sekunden). Vier andere waren schneller
als wiahrend der zweiten Testphase. Die grofite Zeitdifferenz betrug 121 Sekunden,

der Median lag bei 32,5 Sekunden.

Der Kruskal-Wallis-Test wies einen signifikanten Unterschied zwischen den drei
Gruppen CPN, CPP und gesunde Probanden nach. Die mittleren Rangzahlen
betrugen 31, 30 und 15. Mit Hilfe der Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman konnten bzgl. der Konzentration des stimulierten C-Peptids unter
Ausschluss der Kontrollgruppe keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen

werden.

Abb. 3.20 stellt die gesunden Probanden den beiden Gruppen CPP (Diabetiker mit
noch stimulierbarem C-Peptid) und CPN ( C-Peptid-negative Diabetiker) gegeniiber.
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Abb. 3.20: Differenz der fiir den Konzentrationstest benotigten Zeit wihrend erster und

zweiter hypoglykdmischer Phase unter den gesunden Probanden, den C-Peptid-
positiven (CPP) und C-Peptid-negativen Diabetikern (CPN)

In der néchsten Abbildung (Abb. 3.21) erfolgt nun wieder eine Gegeniiberstellung
der Diabetiker mit (unaware) und ohne (aware) Vorgeschichte schwerer
Hypoglykdmien. Das 50 %-Quartil der ,,unaware* (33 - 89 s) liegt deutlich iiber dem
der ,,aware* (7 - 41 s), das der Nicht-Diabetiker (-5 - 7,5 s) noch unter dem der
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»aware®. Auch hier ergab der Gruppenvergleich (gesunde Probanden, ,,aware* und
»unaware*) mittels Kruskal-Wallis-Test einen statistisch signifikanten Unterschied
(mittlere Rangzahlen 13, 30 und 33), die Berechnung des Rangkorrelations-

koeffizienten mit der Wertung ,,aware* — subjektiv unaware — unaware* allerdings

keinen.
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Abb. 3.21: Differenz der fiir den Konzentrationstest benotigten Zeit wihrend erster und zweiter

hypoglykdmischer Phase unter den gesunden Probanden, den Diabetikern mit
(unaware) und ohne (aware) objektivierbare Wahrnehmungsstorung



4. Diskussion

4.1 Angewandte Methodik

4.1.1 Kollektiv

Als zu untersuchendes Kollektiv diente eine Gruppe von 43 Typ-1-Diabetikern, die
sich zum Zeitpunkt der Durchfiihrung des Clamps in ambulanter oder stationérer
Behandlung in der Medizinischen Klinik III und Medizinischen Poliklinik der Justus-
Liebig-Universitit GieBen befanden und der Untersuchung zugestimmt hatten. Bei
einem Teil bestanden schon Anfangsstadien diabetischer Folgeerkrankungen oder
auch andere Begleiterkrankungen. Das Vorliegen einer autonomen Neuropathie
wurde bei allen ausgeschlossen. Dies wurde auch in den meisten Studien mit
Durchfiihrung hypoglykédmischer Clamps vorausgesetzt (14, 25, 40, 53, 58, 82, 83,
100), oder die Studienteilnehmer wurden entsprechend diesem Kriterium in
verschiedene Gruppen aufgeteilt (19, 64, 95, 114). Beziiglich gleichzeitig
bestehender Folge- bzw. Begleiterkrankungen neben einer autonomen Neuropathie
finden sich in der Literatur unterschiedliche, zum Teil auch keine Angaben, (14, 19,
21, 46, 64) bzw. nur die Information, dass die Probanden keine Medikamente auf3er
Insulin (82) oder zusétzlich noch L-Thyroxin (56) einnahmen. Die meisten konkreten
Ausschlusskriterien finden sich in einer Studie von Dagogo-Jack et al. (40):
Nephropathie, unbehandelte proliferative Retinopathie, KHK, Hypertonus. Howorka
et al. sorgten dagegen lediglich dafiir, dass in den zu vergleichenden Gruppen die
Haufigkeit und Art von Komplikationen vergleichbar war (4). Bei manchen ist
jegliche Art von mikroangiopathischen bzw. nicht ndher beschriebenen diabetischen
Folgeerkrankungen ein Ausschlusskriterium (42, 58, 70), andere formulieren
lediglich das Nichtvorliegen einer (nicht ndher beschriebenen) Neuropathie (2, 25),
einer Nieren- bzw. Leberfunktionsstdrung (72) oder einer proliferativen Neuropathie
und die Voraussetzung einer normalen Nierenfunktion (definiert iiber die Serum-
Creatininkonzentration) (1), ohne auf weitere Einzelheiten einzugehen. In einer
Studie von Fanelli et al. lag bei einem Teil der Probanden eine Retinopathie
(Schweregrad nicht beschrieben) vor, sonst aber keine Komplikationen (53). In

unserem Kollektiv bestand bei vier Personen eine leichte Nephropathie mit
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persistierender Mikroalbuminurie aber ohne Einschrinkung des Glomerulumfiltrates,
bei zweien eine periphere Neuropathie und bei dreien eine leichte (nicht-
proliferative) Retinopathie. Uber das gleichzeitige Bestehen bzw. Nicht-Vorliegen
von anderen Erkrankungen gibt es in nur wenigen Studienprotokollen iiberhaupt
Aussagen. Jones et al. (72) erwdhnen das Vorliegen akuter Erkrankungen als
Ausschlusskriterium, in zwei anderen Studien (83, 102) wird der Ausschluss anderer
Erkrankungen beschrieben, in vielen das Fehlen einer anderen Medikation auf3er
Insulin. Unter den Diabetikern dieser Studie lag bei dreien ein arterieller Hypertonus
vor, bei zweien eine Hyperlipoproteindmie, bei einer eine Thyreoiditis und bei einem
ein IgG-Mangel. Dementsprechend war unter der Medikation aufler Insulin die
Einnahme von L-Thyroxin, eines ACE-Hemmers, eines Calcium-Antagonisten und
eines Statins sowie eines pflanzlichen Immunstimulans zu verzeichnen. Die
Einnahme von L-Thyroxin bzw. ACE-Hemmern ist auch in anderen Studien
beschrieben (29, 56). Insgesamt wurde darauf geachtet, dass es sich ausschlieBlich
um Medikamente handelte, die dem gegenwértigen Wissensstand entsprechend
keinen Einfluss auf das autonome Nervensystem haben. Beziiglich der Einnahme von
ACE-Hemmern bleibt zu erwédhnen, dass von Pedersen-Bjergaard et al. in einer
neueren Studie eine positive Korrelation zwischen der Hohe der ACE-Aktivitdt im
Serum und der Hiufigkeit von schweren Hypoglykdmien beschrieben wird (102).
Einige Frauen sowohl aus dem Kollektiv der Diabetiker wie auch aus dem
Kontrollkollektiv. nahmen ein orales Kontrazeptivum ein. Da  unter
Ostrogenapplikation die Konzentration von Cortisol-bindendem Globulin (CBG)
erhoht ist und Cortisol zu 75 % an CBG gebunden vorliegt (98), fiihrte dies zu einer
zwei- bis dreifach erhohten Ausgangskonzentration von Cortisol im Serum und damit
zum Teil zu Problemen bei der Auswertung der Cortisol-Antwort bei prolongierter
Suppression durch die Insulinzufuhr. In der entsprechenden Literatur findet die

Einnahme von Kontrazeptiva keine gesonderte Erwdahnung.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde nicht zwischen ICT und CT unterschieden,
da nur ein sehr geringer Anteil der Probanden konventionell behandelt wurde und
dies nur solche mit noch residualer endogener Insulinsekretion waren, die auch unter
diesem Therapieregime eine gute metabolische Kontrolle erreichen konnten.
Andererseits fanden sich unter den vielen Patienten unter ICT auch einzelne mit

HbAlc-Werten >9%. Es wurde ferner davon ausgegangen, dass die Qualitét der



Stoffwechseleinstellung im HbAlc-Wert ausreichend représentiert ist. Vielfach
findet sich in der Literatur die Aussage, dass unter ICT das Risiko der Entwicklung
schwerer Hypoglykdmien deutlich groBer sei als unter CT (1, 108, 119, 122, 129)
bzw. intermittierende leichte Hypoglykdmien zu einer gestorten Gegenregulation und
damit einem erhohten Risiko fiir schwere Hypoglykdmien fiihren (29, 39, 82, 106,
130). Dabei bleibt zu bedenken, dass der HbAlc-Wert dabei in der intensiviert
behandelten Gruppe in der Regel deutlich geringer war. Im DCCT lag der HbAlc-
Anteil zu Studienbeginn in beiden Gruppen bei ca. 9 %. Im weiteren Verlauf kam es
zu einer deutlichen Reduktion desselben unter ICT, nicht aber unter CT. Es fiel auf,
dass der prozentuale Risikoanstieg fiir eine Reduktion des HbA1lc-Anteils um 10% in
der intensiviert behandelten Gruppe deutlich geringer war als unter den konventionell
Behandelten und in beiden Gruppen wiederum die Hohe dieses Risikoanstieg mit der
aktuellen Hohe des HbAlc-Anteiles fiel (vgl. auch Punkt 1.1.4.5). Fiir etwa 60 % der
zwei- bis dreifach erhohten Inzidenz schwerer Hypoglykdmien unter intensiviert
behandelten Diabetikern lieBen sich Unterschiede in den HbAlc-Werten als

wahrscheinliche Ursache eruieren (120, 121).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung war bemerkenswerterweise der Median
des HbAlc-Wertes bei Einteilung der Diabetiker anhand der Hypoglykdmie-
vorgeschichte in der Gruppe der ,,aware** am niedrigsten (7 %) und am hochsten
unter den als ,,subjektiv unaware* Bezeichneten (8,4 %). Eine vorhandene residuale
endogene Insulinsekretion war tendenziell mit einer besseren Diabeteseinstellung
verbunden im Sinne eines hoheren Median-Wertes fiir den prozentualen HbAlc-
Anteil in der Gruppe der CPN gegeniiber den CPP (7,6 vs. 6,7 %). Diese
Gruppenunterschiede erreichten aber, wahrscheinlich infolge der recht hohen
interindividuellen Variabilitdt innerhalb der einzelnen Gruppen, keine statistische
Signifikanz. Eine gesonderte statistische Auswertung zur mdglichen Elimination
eines eigenstindigen FEinflusses der Diabetesdauer auf die Giite der

Diabeteseinstellung erfolgte nicht.

Die hier verwendete Einteilung der Diabetiker bzgl. der Hypoglykdmie-
Wahrnehmungsfahigkeit anhand der Hypoglykdmievorgeschichte ist sicherlich nicht
ganz unproblematisch — insb. was die Gruppe der ,,subjektiv unaware* betriftt. Die
Definition fiir diese Gruppe entbehrt zum einen wirklich ,,harter” Kriterien, da die

Zuverléssigkeit der hiduslichen Blutzuckermessung nicht als absolut angesehen
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werden kann, zum anderen werden die so bezeichneten Diabetiker bei den
Auswertungen, die nur zwischen ,,aware und ,,unaware‘ unterscheiden, den ,,aware*
zugeordnet, so dass sich gewisse Uberschneidungen ergeben. Zunichst sollte nur
zwischen ,,aware® und ,,unaware® unterschieden werden, wobei die ,,unaware* das
,harte Kriterium von mindestens einer schweren Hypoglykdmie innerhalb des
letzten Jahres erfiillen mussten. Angesichts von einigen Patienten, die {iiber
rezidivierende Blutzuckerkonzentrationen von < 50 mg/dl berichteten, sollte diese
Tatsache jedoch nicht vollig unberiicksichtigt bleiben — insb. unter der Annahme,
dass bei entsprechender Hiaufung solcher Messungen nicht allein von
Fehlbestimmungen auszugehen sein diirfte. Einzelne Messungen von
Blutzuckerkonzentrationen < 50 mg/dl wurden dagegen nicht beriicksichtigt. Die
statistischen Auswertungen wurden schlieBlich zum einen anhand der mit
objektivierbaren Kriterien erfolgten Gruppeneinteilung ,,gesunde Probanden®,
aware” und ,,unaware‘ und zusétzlich anhand der etwas differenzierteren, aber nicht
ginzlich objektivierbaren Einteilung ,,aware**, ,,subjektiv unaware* und ,,unaware*

durchgefiihrt.

4.1.2 Untersuchungsmethode

Intravendse Insulininfusionstests bei Diabetikern und gesunden Probanden werden
schon lange in Studien genutzt, um die hormonelle Gegenregulation und
Symptomwahrnehmung wéhrend hypoglykdmischer Episoden beurteilen zu kénnen —
u. a. mit dem Ziel, Patienten mit einem erhdhten Risiko fiir Hypoglykédmien unter
intensivierter Insulintherapie zu identifizieren (129). Anfangs wurde nur Insulin
kontinuierlich in einer festgelegten Geschwindigkeit {iber einen bestimmten Zeitraum
infundiert und dann u. a. der niedrigste erreichte Blutzuckerwert registriert (12, 13,
26, 46, 129). Spéter wurden immer héufiger hypoglykdmische Clamps durchgefiihrt,
bei denen die Plasmaglucosekonzentration mittels konstanter Insulin- und variabler
Glucoseinfusionsrate gezielt in mehreren Schritten abgesenkt wird (1, 2, 53, 54, 72,
130). Wéhrend bei den reinen Insulininfusionstests die Insulininfusionsrate in der
zweiten Testhédlfte in der Regel halbiert wird, um zu schwere Hypoglykdmien zu
vermeiden, wird sie bei den Untersuchungen mit gleichzeitiger Glucoseinfusion
verdoppelt, um der normalerweise einsetzenden hormonellen Gegenregulation

Rechnung zu tragen.



In einer Studie von Bolli et al. (13) erwies sich ein solcher Test als sehr gut
reproduzierbar mit Variationskoeffizienten von durchschnittlich <8 % fiir die
gegenregulatorischen Hormonantworten wihrend drei im Abstand von drei bis vier
Wochen aufeinanderfolgender Untersuchungen an jeweils demselben Kollektiv (Typ-

1-Diabetiker ohne Insulinreserve und gesunde Probanden).

White et al. konnten eine gestorte hormonelle Gegenregulation wahrend ihres
Insulininfusionstestes deutlich mit dem Risiko der Entwicklung schwerer
Hypoglykdmien unter intensivierter Insulintherapie korrelieren, wihrend sich fiir das
Vorliegen einer peripheren oder autonomen Neuropathie oder einer Vorgeschichte
von schweren Hypoglykdmien wunter konventioneller Insulintherapie keine
Korrelationen ergaben (129). Auch in einer Studie von Schneider et. al. erwies sich
der hyperinsulindmisch-hypoglykdmische Clamp als wesentlich zuverlédssiger in der
Beurteilung der Hypoglykdmiegefdhrdung und der Erfassung einer gestorten
hormonellen Gegenregulation als die alleinige Erhebung der Hypoglykdmieanamnese

(110).

Andererseits finden sich zwischen den verschiedenen Studien bzgl. der Ergebnisse
im Detail (insbesondere Schwellenwerte fiir hormonelle Gegenregulation und
Hypoglykdmiewahrnehmung) zum Teil nicht unerhebliche Unterschiede. Diese
lassen sich auch nur teilweise durch die ebenfalls bestehenden Unterschiede in den
Studienprotokollen wie Definition von Patientenkollektiv (Ein- und Ausschluss-
kriterien) und Signifikanz eines Befundes (insbesondere bzgl. des Anstiegs der
Serumkonzentration eines gegenregulatorischen Hormons), Ablauf der Untersuchung
(Geschwindigkeit des Blutzuckerabfalls, Dauer der Hypoglykdmie, Insulin- und
Glucoseinfusionsrate) und Messmethoden (arterialisiertes vs. vendses Blut,
Haufigkeit der Blutentnahmen fiir die Hormonbestimmung, Art und Weise und

Haufigkeit der Erfassung der Hypoglykdmiewahrnehmung) erkléren.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde ein vereinfachtes Studienprotokoll zur
problemlosen ambulanten = Durchfilhrung verwendet. Bei den meisten
Studienteilnehmern wurde der hypoglykdmische Clamp auch tatsdchlich ambulant
durchgefiihrt, so dass sich diese nicht schon am Vortag in stationdre Behandlung
begeben mussten. Auch konnten die Probanden nach Stabilisierung der

Blutzuckerkonzentration noch am selben Tag wieder entlassen werden. Bei keinem
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traten nach der Entlassung Probleme auf, insbesondere keine protrahierten

Hypoglykdmien.

Die GroBe der Insulininfusionsrate wird in den meisten Studien in Korrelation zur
Korperoberfliche oder zum Kdorpergewicht des Probanden gesetzt. Hier erfolgte die
Berechnung der individuellen Insulininfusionsrate iiber den Body-Mass-Index (BMI)
der einzelnen Versuchspersonen, um so die unterschiedliche Verstoffwechselung von
Insulin in den verschiedenen Geweben des Korpers beriicksichtigen zu konnen. Kahn
et al. fanden beim Menschen eine negative Korrelation zwischen der Expression von
GLUT4-Glucosetransportern und dem BMI und zwischen dem prozentualen
Fettanteil und dem Anteil an Typ-I-Muskelfasern. An Ratten konnten sie nachweisen,

dass die GLUT4-Expression in Typ-I-Muskelfasern am hochsten ist (22).

Andererseits erhielten so aber z. T. Personen, die sich bzgl. des Kdrpergewichtes
und der KorpergroBe deutlich unterschieden aufgrund eines iibereinstimmenden BMI
dieselbe Menge Insulin. Bei den spiter gemessenen Plasmainsulinkonzentrationen
fanden sich auch zum Teil interindividuell recht groe Unterschiede, die sich aber

zumindest nicht allein hierauf zuriickfithren lief3en.

Im Rahmen vieler dieser hypoglykdmischen Clamps wurden auch die
Schwellenwerte der Blutzuckerkonzentration fiir die Auslosung der verschiedenen
hormonellen gegenregulatorischen Antworten und der Symptomwahrnehmung
bestimmt. Um arterialisiertes Blut zu gewinnen (durchschnittliche Differenz der
Plasmaglucosekonzentration zwischen arteriellem und arterialisiertem vendsen Blut
ca. 0,1 mmol/l bzw. 1,8 mg/dl, zwischen arteriellem und vendsem ca. 0,2 mmol/l
bzw. 3,6 mg/dl, (125)), wurde deshalb in der Regel eine Handriickenvene retrograd
kanniiliert und die Hand fiir die Dauer des Tests in eine Wérmebox gelegt.
Nichtsdestotrotz ergaben sich in den einzelnen Studien zum Teil sehr deutliche
Unterschiede im Hinblick auf die glykdmischen Schwellen fiir die verschiedenen
Hormone und Symptome (1, 2, 47, 53, 54, 72, 100, 130). Dies konnte zum einen an
der unterschiedlichen Geschwindigkeit der Absenkung der Blutzuckerkonzentration
liegen (wobei sich allerdings in einer Studie von Amiel et al. (2) keine Korrelation
zwischen Geschwindigkeit des Abfalls der Glucosekonzentration und den
glykdmischen Schwellen zeigte), zum anderen an den nicht -einheitlichen

Definitionen, was als Schwellenwert zu betrachten ist. Weiterhin kommt hierbei



sicherlich eine hohe interindividuelle Variabilitdit zum Tragen, die sich auch unter

Gesunden beobachten lésst (1, 2) und auch im Rahmen dieser Untersuchung auffiel.

In der vorliegenden Studie wurde auf die Schwellenwertbestimmung verzichtet und
stattdessen der Schwerpunkt auf die Ermittlung der Stirke der hormonellen
Gegenregulation gelegt. Somit wurde auch auf die Verwendung arterialisierten
Blutes fiir die laborchemischen Untersuchungen verzichtet, so dass an beiden Armen
- wahrscheinlich weniger schmerzhaft - eine Unterarmvene antegrad punktiert

werden konnte.

Um wihrend des Clamps schneller auf abfallende Blutzuckerkonzentrationen
reagieren zu konnen, erfolgte die fiinfminiitliche Bestimmung derselben mittels
Glucose-Dehydrogenase-Technik aus vendosem Vollblut. Weiterhin ist dieses
Vorgehen bedingt durch den Wegfall des Zentrifugierens und Pipettierens jeder
einzelnen Blutprobe wihrend des Clamps auch mit einem geringeren personellen
Aufwand verbunden. Anhand der 15miniitigen groeren Blutentnahmen wurden im
Anschluss an die Untersuchung die Plasmaglucosekonzentrationen mittels Glucose-
Oxidase-Technik bestimmt. Nur diese Werte gingen in die Auswertung ein. In dieser
Art und Weise gingen zum Beispiel auch Havel und Ahren und Hepburn et al. in
thren Studien vor, die ebenfalls nicht auf die Bestimmung von glykdmischen

Schwellen abzielten (63, 66).

Aufgrund des hoheren prozentualen Wasseranteils von Plasma bzw. Serum
gegeniiber Vollblut ist davon auszugehen, dass die in Vollblut gemessene
Glucosekonzentration ca. 12 % groBer ist. Da zu starke Hypoglykdmien wéhrend der
Untersuchung vermieden werden sollten und wahrend des Clamps die Bestimmung
der Glucosekonzentration ja aus Vollblut erfolgte, liegen daher bei den meisten
Probanden die spiter bestimmten, in die Auswertung eingehenden Plasmaglucose-
konzentrationen insbesondere in der letzten Testphase tendenziell eher im oberen
angestrebten Bereich oder etwas dariiber. Andererseits entsprechen die wihrend der
Untersuchung zur Einschédtzung der Ausprigung der Hypoglykédmie beriicksichtigten
Glucosekonzentrationen in Vollblut eher den Gegebenheiten im alltdglichen Leben

eines Diabetikers (66).

Zur Einschitzung der Konzentrationsfahigkeit der Testpersonen im Rahmen der

Entwicklung einer Hypoglykdmie wurde der in Kapitel 2.2.1 beschriebene Zahlentest
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verwendet. Dieser konnte einfach, schnell und ohne groferen personellen und
materiellen Aufwand durchgefiihrt werden. Allerdings stellte sich heraus, dass sich
das Niederschreiben der Zahlenreihe fiir Personen, die den Umgang mit Zahlen nicht
gewohnt waren, sehr schwierig gestaltete (eine Person war sogar iliberhaupt nicht
dazu in der Lage), andere dies aber scheinbar tun konnten, ohne iiberhaupt dariiber
nachdenken zu miissen. In der zuerst genannten Personengruppe reduzierte sich die
zum Schreiben der Zahlenreihe bendtigte Zeitspanne zumeist von der
euglykdmischen zur ersten hypoglykdmischen Testphase. Dies diirfte wohl auf einen
Ubungseffekt zuriickzufiilhren sein. Um diesen Effekt verbunden mit der sehr
unterschiedlichen ,,Ausgangsschnelligkeit™ der einzelnen Probanden zu reduzieren,
gingen in die statistische Auswertung jeweils nur die Differenzen der bendtigten Zeit
fiir die Durchfiihrung des Zahlentestes in der ersten und zweiten hypoglykédmischen

Testphase ein.

Die Beurteilung der Wahrnehmungsfihigkeit von hypoglykédmieanzeigenden
Symptomen erfolgte in den einzelnen Phasen der Untersuchung jeweils anhand des
unter Punkt 2.2.1 beschriebenen Fragebogens. Dieser wurde unter Beriicksichtigung
der Studienergebnisse von Towler et al. (123) erstellt. Dies erfolgte auch in vielen
anderen Studien in sehr dhnlicher Art und Weise (z. B. 40, 70). Hepburn et al.
ermittelten und unterteilten mit Hilfe einer Faktoranalyse hypoglykdmieanzeigende
Symptome. Sie empfahlen daraufthin die Verwendung eines insgesamt 28 Symptome
(inkl. zehn ,,dummy questions‘‘) mit einer Abstufung von 1 (nicht vorhanden) bis 7
(maximal vorhanden) enthaltenden Fragebogens (66). Beziiglich der Einordnung der
Symptome kamen sie zu etwas anderen Ergebnissen. Insbesondere die Wahrnehmung
Hunger konnte nicht eindeutig nur der autonomen Gruppe zugeordnet werden. Das
Symptom ,,warmness®, welches von Towler et al. als neuroglykopenischer Genese
eingestuft wurde, fiel dagegen in dieser Studie in die Gruppe der autonomen
Symptome. In unseren Fragebogen wurde es daher und aufgrund der etwas
problematischen Definition nicht aufgenommen. Inwieweit die Verwendung von sog.
»dummy questions zur Aufdeckung einer nachlassenden Ernsthaftigkeit der
Studienteilnehmer bei der Beantwortung der Fragen notwendig ist, oder ob nicht
gerade eine so groBe Zahl von Fragen der Compliance eher abtriglich ist, sei

dahingestellt.



4.1.3 Auswertung

Bei den in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Daten bzgl. der hormonellen
Gegenregulation handelt es sich um serielle Messungen mit Abhingigkeit der
einzelnen Werte einer Messreihe voneinander. Matthews et al. beschreiben als
statistisch giiltige und addquate Methode zur Analyse solcher Daten die Bestimmung
der jeweiligen Flachen unter den einzelnen Kurven (AUC - area under the curve) mit
anschlieBendem Vergleich der so gewonnenen Zahlenwerte (92). So wurde auch hier
vorgegangen. Da biologische Variablen aber in der Regel nicht normalverteilt sind,
wurden die berechneten AUC-Werte vor dem Vergleich untereinander log-

transformiert (vgl. auch 64).

Mit der Auswahl des Parameters AUC als Indikator fiir die Stirke der hormonellen
Gegenregulation wurde auch der hohen interindividuellen Variabilitit im Verlauf der
hormonellen Antworten dahingehend Rechnung getragen, dass sowohl Dauer als
auch Hohe des Anstiegs der jeweiligen Hormonkonzentrationen im Serum in die
Auswertung miteingingen. Durch das Einbeziehen des Zeitfaktors erfolgte indirekt
auch eine Beriicksichtigung der Schwelle fiir den Beginn einer signifikanten
hormonellen Gegenregulation. Auch in verschiedenen anderen Studien zur
Hypoglykédmie-Gegenregulation wurde dieser Parameter zur Darstellung und zum

Vergleich der Hormonantworten verwendet (14, 29, 63, 77, 81, 87).

Zusiatzlich erfolgte eine statistische Auswertung bzgl. des zeitlichen Beginns der
gegenregulatorischen Hormonsekretion. Dies erschien angesichts einer jeweils nicht
exakt nach Protokoll kontinuierlich fallenden bzw. konstant bleibenden
Blutzuckerkonzentration angemessener als der Vergleich der jeweils gerade zum
Zeitpunkt des Beginns der Gegenregulation gemessenen

Plasmaglucosekonzentration.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 hormonelle Gegenregulation
Wie schon unter Punkt 2.3.3 beschrieben erfolgte die Auswertung beziiglich einer

moglichen Korrelation zwischen Hohe der residualen endogenen Insulinsekretion
und Stdrke der hormonellen Gegenregulation {iber statistische Testverfahren, die die
enge Korrelation zwischen Diabetesdauer und Konzentration des stimulierten C-

Peptids beriicksichtigten im Sinne einer Elimination des Einflusses der
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Diabetesdauer. Betrachtet man die rohen Rangkorrelationskoeffizienten, so liegen
diese fiir alle Hormone bis auf STH (r= 0,16 bzw. r =-0,29) zwischen 0,5 und 0,7
(C-Peptid) bzw. —0,5 und —0,6 (Diabetesdauer) und lassen so eine deutliche
Korrelation vermuten. Auch im Rahmen der multiplen Regressionsanalyse gehen die
Irrtumswahrscheinlichkeiten fiir eine Korrelation zwischen Stirke der hormonellen
Gegenregulation und dem gemeinsamen Einfluss von C-Peptid und Diabetesdauer
fiir alle Hormone auler STH gegen Null. Diese Betrachtungsweise ldsst aber die enge
Korrelation zwischen Hohe der stimulierten C-Peptid-Konzentration und der
Diabetesdauer (r=-0,85, bei alleiniger Betrachtung der C-Peptid-positiven Diabe-
tiker r=-0,4) auBler Acht. Daher wurde zusitzlich der partielle Rangkorre-
lationskoeffizient bzw. im Rahmen der multiplen Regressionsanalyse die
Irrtumswahrscheinlichkeiten flir den jeweils alleinigen Einfluss von C-Peptid und
Diabetesdauer berechnet. Ohne dieses weitere Verfahren ldsst sich jedoch
letztendlich schon folgern, dass die Kombination aus zunehmender Diabetesdauer
und abnehmender endogener Insulinreserve deutlich mit einer abnehmenden Stirke
der hormonellen Gegenregulation korreliert ist. Ebenso lieB sich mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Testes anhand der mittleren Rangzahlen eine deutliche Tendenz zu
einem spéteren zeitlichen Beginn der Gegenregulation in der Gruppe der C-Peptid-
negativen Diabetiker fiir alle Hormone aufler STH zeigen (am deutlichsten fiir
Adrenalin mit p=0,0011). Erfolgte die statistische Auswertung unter dem
Gesichtspunkt  einer  moglichen  Beziehung  zwischen = Schwere  der
Hypoglykdmieanamnese (keine / rezidivierende leichte / schwere Hypoglykédmien in
der Vorgeschichte) und Stiarke der hormonellen Gegenregulation, so ergaben sich fiir
alle Hormone klar signifikante Ergebnisse sowohl im Rahmen des gerichteten
Vergleichs (aware* / subjektiv unaware / unaware) als auch des ungerichteten
Vergleichs (gesunde Probanden / aware / unaware) im Sinne einer negativen
Korrelation. Dies korreliert mit der Annahme, dass eine gestorte hormonelle
Gegenregulation das Risiko fiir (schwere) Hypoglykdmien erhoht oder auch
umgekehrt wiederholte Hypoglykdmien die Stirke der gegenregulatorischen

Hormonantworten negativ beeinflussen.

4.2.1.1 Glukagon

Betrachtet man die graphische Darstellung der Beziehung zwischen Hohe der C-

Peptid-Konzentration und Stirke der hormonellen Gegenregulation, so scheinen die



hoheren AUC-Werte flir Glukagon tendenziell schon weiter rechts, also bei hoheren
C-Peptid-Konzentrationen, zu liegen — ein Eindruck der sich im Rahmen der
statistischen ~ Auswertung Dbestdtigte. Unter den Patienten mit schweren
Hypoglykdmien in der Vorgeschichte (unaware) gab es keinen mit einer noch
signifikanten gegenregulatorischen Glukagonsekretion. Unter den {ibrigen waren
jedoch sogar noch einzelne ohne noch stimulierbare C-Peptid-Konzentration, die
noch eine gewisse Glukagonausschiittung als Reaktion auf die Hypoglykdmie
aufwiesen. Andererseits erreichte bei zwei gesunden Kontrollpersonen die
Glukagonsekretion keine signifikante Hohe, und der Median der AUC lag in der
Kontrollgruppe insgesamt deutlich unter dem der C-Peptid-positiven Diabetiker.

Im Verlauf des Clamps war bei allen Studienteilnehmern zunéchst eine — durch die
exogene Insulinzufuhr bedingte — Suppression der Glukagonsekretion zu
verzeichnen, so dass es meist erst spiat (wenn vorhanden) zu einem Wiederanstieg
kam. Es scheint sinnvoll, zu bedenken, ob der Reiz hierfiir nicht nur die Tiefe der
Hypoglykédmie sondern auch die Dauer derselben (und der exogenen Insulinzufuhr)
sein konnten. Diese Hypothese ergibt sich zum Teil auch aus den differierenden
Ergebnissen anderer Studien mit unterschiedlichen Studienprotokollen wie schon
unter Punkt 4.1.2 beschrieben. In diesem Sinne konnte den Diabetikern, die mit einer
deutlich erhohten Blutzuckerkonzentration zu der Untersuchung kamen, die
Vorlaufphase mit Insulinzufuhr sozusagen einen ,,Vorteil“ verschafft haben. Die
gesunden Probanden dagegen kamen alle mit einer Blutzuckerkonzentration kleiner
als 120 mg/dl zur Untersuchung und erreichten zusdtzlich in der letzten Testphase
keine so niedrige Plasmaglucosekonzentration wie die Diabetiker. Insbesondere bei
den  beiden  Kontrollpersonen = ohne  signifikante  gegenregulatorische
Glukagonsekretion hatte die Blutzuckerkonzentration nicht unter 50 mg/dl gesenkt
werden kdnnen. Was den zeitlichen Beginn der Gegenregulation betrifft, so lagen die
gesunden Probanden aber tendenziell noch vor den C-Peptid-positiven Diabetikern
(kleinere mittlere Rangzahl beim Kruskal-Wallis-Test).

In die statistische Auswertung bzgl. der Stirke der hormonellen Gegenregulation in
Relation zur stimulierten C-Peptid-Konzentration gingen schlielich nur die Daten
der Diabetiker ein. Der oben beschriebene graphische Eindruck einer positiven
Korrelation zwischen Hohe der residualen endogenen Insulinsekretion und Stirke der

Glukagon-Antwort bestdtigte sich im Rahmen der multiplen Regressionsanalyse mit
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einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1%. Uber die Berechnung des partiellen
Rangkorrelationskoeffizienten war aber nach Elimination des Einflusses der
Diabetesdauer kein statistisch signifikanter Zusammenhang mehr nachweisbar. Dies
diirfte darauf zuriickzufiihren sein, dass die multiple Regressionsanalyse gegeniiber
der Rangkorrelationsanalyse, die die urspriinglichen Zahlenwerte durch Rénge ersetzt
und somit nur noch die Rangfolge, nicht aber die Grofle der Unterschiede zwischen
den einzelnen Zahlenwerten beriicksichtigt, das sensiblere Verfahren ist. Es lasst sich
mutmallen, dass auch die Rangkorrelationsanalyse bei einem groferen Kollektiv mit
insbesondere einem groBeren ,,Mittelfeld” bzgl. der C-Peptid-Konzentration (d. h.
Werte zwischen ca. 3 ng/ml und der Nachweisgrenze) und der Diabetesdauer (d. h.
zwischen ca. einem Jahr und fiinf Jahren) ein signifikantes Ergebnis erbracht hitte,
zumal der Korrelationskoeffizient flir die Beziehung zwischen Hohe der C-Peptid-
Konzentration und der Diabetesdauer bei alleiniger Betrachtung der C-Peptid-
positiven Diabetiker im Rahmen dieser Untersuchung schon deutlich geringer war als
bei Zusammenfassung von CPP und CPN (r=-0,45 vs. r=-0,85). In diesem
Zusammenhang sei auch darauf hingewiesen, dass die multiple Regressionsanalyse
fiir die alleinige Korrelation zwischen Diabetesdauer und Glukagon-Antwort nach
Elimination des FEinflusses der residualen Insulinsekretion kein signifikantes
Ergebnis erbrachte (p = 0,54). Dies konnte ein zusétzlicher Hinweis darauf sein, dass
der vielfach beschriebene Verlust der Glukagon-Antwort in den ersten Jahren eines
,Diabetikerlebens* (vgl. auch Punkt 1.3.1) tatsdchlich eher direkt auf den Verlust der
endogenen sekretorischen B-Zellfunktion zuriickzufiihren ist als auf die zeitliche
Dauer des Diabetikerdaseins.

Bereits 1983 beobachteten Madsbad et al. im Rahmen einer Studie an C-Peptid-
positiven und C-Peptid-negativen Diabetikern sowie gesunden Kontrollpersonen,
dass die Glukagon-Antwort auf einen hypoglykdmischen Reiz hin bei den
Diabetikern mit residualer B-Zellfunktion nicht wesentlich niedriger war als die der
gesunden Probanden, die der Diabetiker ohne endogene Insulinreserve aber deutlich
geringer ausgepragt war (87). Bolli et al. hingegen fanden im selben Jahr im Rahmen
threr hypoglykdmischen Clamp-Untersuchung zwar eine sehr enge negative
Korrelation zwischen der Diabetesdauer und der Stirke der gegenregulatorischen
Glukagonsekretion aber keinen Zusammenhang von letzterer mit der Konzentration

des C-Peptids nach Stimulation (12).



Fukuda et al. beobachteten wenige Jahre spiter wiederum eine enge positive
Korrelation zwischen residualer B-Zellfunktion und Reaktionsfdhigkeit der a-Zellen
auf eine hypoglykdmische Situation hin und stellten die Hypothese auf, dass die im
Verlauf schwindende  gegenregulatorische  Glukagon-Antwort auf einen
zunehmenden Verlust der hypoglykdmieinduzierten Hemmung der endogenen
Insulinsekretion (bei zunehmendem Funktionsverlust der B-Zellen) zuriickzufiihren
sein konnte (57). Dies geschah unter Bezugnahme auf eine tierexperimentelle Studie
im Rahmen derer sich am Rattenpankreas nach Perfusion mit Anti-Insulin-Serum
unter Euglykdmie ein deutlicher Anstieg der Glukagonsekretion zeigen lief3 (90).
Taborsky et al. konnten nachweisen, dass die sekretorische Aktivitit der a-Zellen
selbst im Rahmen des [B-Zellverlustes aber erhalten bleibt (uneingeschrinkte
Glukagonfreisetzung als Reaktion auf die Gabe von Arginin) und erginzten die
obengenannte Hypothese um die Theorie einer erhohten Sensibilitit der a-Zellen
gegeniiber dem hemmenden Einfluss des exogenen Insulins mit Abnahme der
endogenen Insulinfreisetzung (114).

Weiterhin lassen sich Hinweise dafiir finden, dass die P-Zellen einen wichtigen
Beitrag zur Innervation der Inselzellen liefern (Insulin, C-Peptid, Inselzell-Amyloid
und GABA als mogliche neurotrope Faktoren bzw. Produktion von anderen, bisher
noch nicht bekannten neurotropen Faktoren durch die B-Zellen) und somit deren
Verlust auch ein direkter Verlust an Stimuli fiir die Glukagonfreisetzung aus den o-
Zellen bedeuten konnte (97). Insgesamt ist bei der Betrachtung der Stirke der
gegenregulatorischen  Glukagonsekretion auch zu bedenken, dass die
Plasmainsulinkonzentrationen wéhrend solcher Untersuchungen sicher deutlich {iber
denen im Rahmen einer Behandlung mit regelméBigen s. c. Injektionen von Insulin
liegen und so die Fahigkeit zur gegenregulatorischen Glukagonsekretion auf Grund
des stiarkeren hemmenden Einflusses des exogenen Insulins unter Umstinden
unterschitzt wird. So beschrieben zum Beispiel Kerr et al. und Liu et al. deutlich
reduzierte Glukagon-Antworten nach Verdreifachung der Insulindosis und ansonsten
unverandertem Studienprotokoll bei der Durchfiihrung von hypoglykdmischen

Clamps bei Typ-1-Diabetikern (77, 87).

4.2.1.2 Adrenalin
Die gegenregulatorische Adrenalinsekretion auf einen hypoglykdmischen Reiz hin

geht wie schon beschrieben (Punkt 1.3.1) nach Literaturangaben bei Diabetikern
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meist einige Jahre nach der Glukagon-Antwort verloren bzw. ist dann deutlich
reduziert. Auch im Rahmen dieser Studie fanden sich bei den meisten Probanden mit
einer Diabetesdauer von mehr als fiinf Jahren nur noch Adrenalin-Antworten mit
einer AUC maximal im vierstelligen Bereich. Es gab jedoch einzelne, die auch bei
sehr langer Diabetesdauer noch eine ausgeprigte gegenregulatorische
Adrenalinsekretion zeigten. Eine statistisch signifikante Korrelation diesbeziiglich
oder beziiglich von Stirke der Adrenalin-Antwort und Hohe der stimulierten C-
Peptid-Konzentration lief§ sich nicht nachweisen, sofern man nicht den gemeinsamen
Effekt von Diabetesdauer und Stirke der residualen sekretorischen B-Zellkapazitit
auf die gegenregulatorische Hormonausschiittung betrachtete. Dieser war jedoch
statistisch klar signifikant.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Diabetiker mit mindestens einer schweren
Hypoglykédmie im vorausgegangenen Jahr als ,,unaware* bezeichnet. Im Sinne des
von Cryer vielfach beschriebenen ,hypoglycemia-associated autonomic failure*
miisste gleichzeitig eine gestorte hormonelle Gegenregulation (insb. bzgl. des
Adrenalins) vorliegen. Tatsdchlich waren die Adrenalin-Antworten bei den als
,Lunaware® bezeichneten Probanden durchweg nur noch sehr gering oder nicht mehr
vorhanden. Andererseits fiel aber auch auf, dass es Diabetiker gab, bei denen sich im
Rahmen der Untersuchung keine Glukagon-Antwort und nur noch eine sehr geringe
Adrenalin-Antwort nachweisen lie3, die aber trotzdem noch nie eine schwere
Hypoglykédmie erlebt hatten. Dies waren zumeist Personen, die aber zumindest iiber
eine ,,subjektive unawareness* mit rezidivierenden leichten Hypoglykédmien in der
Vorgeschichte berichtet hatten. Von den als ,,subjektiv unaware* bezeichneten
Probanden hatte nur eine (14 %) einen AUC-Wert bzgl. des Adrenalins im
flinfstelligen ~ Bereich, unter  denen  ohne  jegliche anamnestische
Wahrnehmungsstorung gab es dagegen nur vier (19 %) mit nur vierstelligen Werten.
Weiterhin fand sich sogar bei einer gesunden Kontrollperson eine fehlende
Adrenalin-Antwort.

Schneider et al. berichten, dass im Rahmen ihrer Studie nur in 40 % aus der
Hypoglykdmieanamnese (keine / leichte / schwere Hypoglykdmien in der Vorge-
schichte) ein Riickschluss auf die Stirke der Adrenalin-Antwort moglich war und
folgern daraus, dass die alleinige anamnestische Erfassung von Hypoglykémie-

ereignissen nicht ausreichend ist, die tatsdchliche Hypoglykdmiegefahrdung zu



beurteilen (110). Dies setzt voraus, dass, wie in der Literatur beschrieben (39), eine
fehlende bzw. deutlich reduzierte Adrenalin-Antwort sicher mit einem deutlich
erhohten Hypoglykdmierisiko verbunden ist. Da die entsprechenden Erkenntnisse
diesbeziiglich aber immer aus der Zusammenfassung von vielen Patientendaten
hervorgehen, muss auch die Moglichkeit bedacht werden, dass die entsprechenden
Probanden, die im Rahmen von hypoglykdmischen Clamps eine gestorte
Gegenregulation bzgl. Glukagon und Adrenalin zeigen, aber (noch) eine leere
Anamnese bzgl. (schwerer) Hypoglykdmien haben, vielleicht iiber diesem Problem
entgegenwirkende Schutzfaktoren verfiigen bzw. weitere begleitende Risikofaktoren
nicht haben. So ist zum Beispiel bereits eine positive Korrelation zwischen Hohe der
ACE-Aktivitdt im Serum und der Haufigkeit schwerer Hypoglykdmien beschrieben
worden, wobei diese Korrelation gerade bei C-Peptid-negativen Diabetikern mit
gestorter Hypoglykdmie-Gegenregulation und -Wahrnehmung am deutlichsten
ausgepragt war (102).

Die Betrachtung des zeitlichen Beginns der gegenregulatorischen Adrenalin-
ausschiittung ergab statistisch deutlich signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen, die anhand der mittleren Rangzahlen eine Deutung im Sinne
eines dhnlichen Beginns bei den C-peptid-positiven Diabetikern und den gesunden
Kontrollpersonen, aber eines viel spéteren Einsetzens der Gegenregulation bei den C-
Peptid-Negativen sowie einer Korrelation zwischen spdterem Beginn der
Adrenalinausschiittung und Auspridgungsgrad von stattgehabten Hypoglykédmien
(keine / leichte / schwere) erlaubten. Dies unterstiitzt die Annahme, dass ein spétes
bzw. fehlendes Einsetzen der gegenregulatorischen Adrenalinsekretion das Auftreten
von (schweren) Hypoglykdmien begiinstigt.

Eine klinisch manifeste konventionelle diabetische autonome Neuropathie lag bei
keinem der Diabetiker vor, so dass die defekten Adrenalin-Antworten im Rahmen
der Diskussion um einen Zusammenhang zwischen gestorter gegenregulatorischer
Adrenalinsekretion und DAN (vgl. Punkt 1.3.1.1) allenfalls als eine subklinische —
funktionelle — Form (63, 114) der diabetischen autonomen Neuropathie interpretiert

werden konnten.

4.2.1.3 Noradrenalin

Im Rahmen der Betrachtung der gegenregulatorischen Noradrenalinsekretion fielen

neben interindividuellen Schwankungen innerhalb der einzelnen Gruppen bzgl. der
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AUC auch deutliche Schwankungen innerhalb des Verlaufs der einzelnen Clamps
auf, die sich nicht tiber Schwankungen der Blutzuckerkonzentrationen erkléren lieen
und die Berechnung der AUC zum Teil erschwerten. In diesem Zusammenhang muss
u. a. bedacht werden, dass die Einschdtzung der Stirke der gegenregulatorischen
Noradrenalinsekretion tiber die Plasmakonzentration dadurch erschwert wird, dass
ein signifikanter Anteil des lokal freigesetzten Noradrenalins durch einen effektiven
lokalen Re-Uptake-Mechanismus und enzymatischen Abbau gar nicht erst ins Blut
gelangt (16, 89).

Bottini et al. konnten im Rahmen ihres hypoglykédmischen Clamps (Reduktion der
Blutzuckerkonzentration auf 40 mg/dl innerhalb von sechs Stunden) bei den Nicht-
Diabetikern nur einen geringen, aber nicht signifikanten Anstieg der Noradrenalin-
konzentration nachweisen und bei den Diabetikern iiberhaupt keinen (19). Die
vorliegende Studie erbrachte fiir die meisten Probanden noch eine gewisse, wenn
auch hdufig eher geringe gegenregulatorische Noradrenalin-Antwort. Insbesondere
fiel auf, dass der grofite Teil der Diabetiker mit noch residualer endogener
Insulinsekretion eine ausgepragtere gegenregulatorische Noradrenalin-ausschiittung
zeigte als die gesunden Probanden. Auch der zeitliche Beginn lag — gemessen an den
mittleren Rangzahlen im Kruskal-Wallis-Test — bei den C-Peptid-positiven
Diabetikern tendenziell (ohne statistische Signifikanz) vor dem in der Kontrollgruppe

(p=0,15).

4.2.1.4 Cortisol

Die Auswertung der gegenregulatorischen Cortisolsekretion wurde unter anderem
dadurch erschwert, dass sich die anfiangliche, durch die Insulinzufuhr bedingte
Suppression der Cortisolkonzentration im Serum um so ausgeprigter bzw.
langfristiger zu vollziehen schien, je grofer die Ausgangskonzentration des Cortisols
war. Bei den Probandinnen, die ein orales Kontrazeptivum einnahmen und dadurch
eine sehr hohe Ausgangskonzentration von Cortisol hatten, fiihrte dies dazu, dass
entweder nur noch ein sehr spéter oder tiberhaupt kein gegenregulatorischer Anstieg
mehr zu verzeichnen war. Auch bei einer minnlichen Kontrollperson betrug die
Cortisolkonzentration zu Beginn der Untersuchung um 40 pg/dl. Weiterhin war der
Anteil der Probanden mit einem erh6hten Ausgangswert fiir Cortisol in den einzelnen

Gruppen recht unterschiedlich (45 % in der Kontrollgruppe, 4 % bei den C-Peptid-



positiven, 15 % bei den C-peptid-negativen Diabetikern, 33 % bei den ,,subjektiv
unaware®, 7 % bei den ,,aware** und 0 % bei den ,,unaware®).

In die statistische Auswertung bzgl. einer Korrelation zwischen Hohe der residualen
endogenen Insulinreserve und der Stirke der gegenregulatorischen Cortisolsekretion
ging die Kontrollgruppe mit dem hohen Anteil an Probanden mit einer hohen
Ausgangskonzentration von Cortisol nicht mit ein.

In der Gruppe der Patienten mit stattgehabten schweren Hypoglykdmien in der
Vorgeschichte (,,unaware®) war die mittlere Rangzahl im Kruskal-Wallis-Test mit
deutlichem Abstand am niedrigsten, obwohl gerade unter diesen Probanden keine(r)
einen erhohten Ausgangswert fiir Cortisol hatte. Der Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen (gesunde Probanden, Diabetiker mit und ohne schwere
Hypoglykdmien in der Vorgeschichte) war statistisch signifikant. Die im Vergleich
zu den Diabetikern ohne stattgehabte schwere Hypoglykédmien in der Kontrollgruppe
niedrigere mittlere Rangzahl diirfte auf den hohen Anteil von Probanden mit einer
hohen Ausgangskonzentration von Cortisol zuriickzufiihren sein.

Da auch die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman bezogen auf die Vorgeschichte
an hypoglykdmischen Ereignissen (keine, rezidivierend leichte, mindestens eine
schwere Hypoglykdmie bzw. aware*, subjektiv unaware, unaware) ein statistisch
signifikantes Ergebnis erbrachte, konnte hieraus geschlussfolgert werden, dass auch
eine gestorte Cortisol-Antwort einen Risikofaktor fiir die Entwicklung von
Hypoglykdmien darstellt. Andererseits ergaben sich beziiglich der Glukagon- und
Catecholamin-Antworten korrelierende Ergebnisse im Rahmen der statistischen
Auswertung, so dass die gestorte gegenregulatorische Cortisolsekretion im Rahmen
einer Vorgeschichte von rezidivierenden leichten bzw. schweren Hypoglykédmien mit
einer defekten Glukagon- und Adrenalin-Antwort verbunden sein diirfte und somit
kaum als eigenstindiger Risikofaktor interpretiert werden kann. Dies ist auch
insofern anzunehmen, als dass im allgemeinen davon ausgegangen wird, dass
zunéchst die gegenregulatorische Glukagon- und dann auch die Adrenalinsekretion
schwindet und selbst eine intakte Cortisol-Antwort den Verlust der Glukagon- und
Adrenalin-Antwort nicht kompensieren kann (vgl. auch Punkt 1.2.1 und 1.3.1).

Uber die multiple Regressionsanalyse ergab sich eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen Hohe der residualen endogenen Insulinreserve und der Stirke

der gegenregulatorischen Cortisol-Antwort. Eine direkte Erkldarung hierfiir ist in der
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vorliegenden Literatur nicht zu finden. Ansatzpunkte ergeben sich aus den bisher
beschriebenen Effekten von C-Peptid im Organismus. Wahren et al. und Johansson
et al. konnten zeigen, dass durch die Substitution von C-Peptid u. a. eine
Verbesserung des renalen Blutflusses und der Funktion von autonomem und
sensiblem Nervensystem erzielt werden kann — iiber eine Aktivierung der NO-
Synthase (vaskuldre Effekte) und der Na-/K-ATPase (neuronale Effekte) durch C-
Peptid (70, 71, 126, 127, 128). So konnte das Vorhandensein von C-Peptid iiber eine
verbesserte Nebennierendurchblutung zu einer ausgeprigteren Cortisol-Antwort auf
einen hypoglykédmischen Reiz hin beitragen. Eine Normalisierung bzw. Verbesserung
einer gestorten Na-/K-ATPase-Aktivitidt von Neuronen konnte auf hypothalamischer

Ebene im Rahmen der CRH-Freisetzung eine Rolle spielen.

4.2.1.5 STH

Zwar war bei fast allen Probanden eine anfangliche Suppression der STH-
Konzentration im Blut zu verzeichnen, bei den meisten begann aber innerhalb von
einer Stunde ein signifikanter Anstieg. Danach kam es — unabhéngig von der weiter
fallenden Blutzuckerkonzentration — meist noch einmal zu einer Reduktion der
Serumkonzentration (jedoch nicht unter den Nadir). Nur bei zwei Studienteilnehmern
(C-Peptid-negative Diabetiker mit subjektiv gestorter Wahrnehmungsféhigkeit fiir
Hypoglykdmien) blieb ein signifikanter Anstieg der STH-Konzentration auf den
hypoglykdmischen Reiz hin vollig aus. Statistisch signifikante Zusammenhédnge mit
der Hohe der stimulierten C-Peptid-Konzentration oder der anamnestischen
Hypoglykdmie-Wahrnehmungsféhigkeit bzw. schweren Hypoglykdmien in der
Vorgeschichte lielen sich nicht nachweisen. In den meisten Studien wird auch keine
Beeintrachtigung der STH-Antwort durch vorausgegangene Hypoglykdmien oder
eine  DAN beschrieben und auch im Rahmen des von Cryer definierten
»hypoglycemia-associated autonomic failure (vgl. Punkt 1.1.4.3) findet das STH
kaum Erwdhnung. Unter Umstdnden wird die Betrachtung der gegenregulatorischen
STH-Antwort auch dadurch erschwert, dass die STH-Sekretion schon unter
physiologischen Bedingungen episodenhaft erfolgt und es auBerdem auch ohne einen
bekannten addquaten Reiz zu einer zusidtzlichen STH-Ausschiittung kommen kann
(123).

In einer Studie von Boyle und Cryer (20) lieB sich eine Funktion des STH nur im

Rahmen der Bekdmpfung prolongierter Hypoglykdmien nachweisen, auch wenn der



Anstieg, wie beschrieben, schon relativ friih erfolgt. Eine Kompensation einer
defekten Glukagon- und Adrenalin-Antwort war akut nicht moglich. Dies konnte sich
dadurch erkldren lassen, dass sich nach exogener Zufuhr von STH infolge der
insulindhnlichen Wirkung von Somatomedin C zundchst ein Abfall der
Blutzuckerkonzentration beobachten ldsst und erst nach ca. einer Stunde ein
Wiederanstieg durch die dann einsetzende Verstoffwechselung von Glykogen und

Fett (133).

4.2.1.6 Glucoseinfusionsrate

Die notwendige Menge an exogen zuzufiihrender Glucose kann als indirekter
Parameter der Stirke der hormonellen Gegenregulation im Sinne einer umgekehrten
Korrelation betrachtet werden, da durch die gegenregulatorischen Hormone eine
Mobilisation endogener Glucose erfolgt. Im Rahmen der Auswertung lieBen sich
bzgl. Mittelwert und Median auch zum Teil deutliche Unterschiede in den einzelnen
Gruppen erkennen. So waren Mittelwert und Median der Glucoseinfusionsraten
wiéhrend der Anfangsphase des Clamps (Minute O - 25, Absenken der Blutzucker-
konzentration auf 60 — 70 mg/dl) in allen Diabetikergruppen ungefdhr gleich, in der
Kontrollgruppe aber nur etwa halb so groB. Dies ist unter Umstinden darauf
zuriickzufithren, dass ein groBer Anteil der Diabetiker mit einer erhohten
Glucosekonzentration zur Untersuchung kam und schon vor dem eigentlichen Beginn
Insulin injiziert bekam, so dass die Insulinkonzentration im Serum bei Minute 0
meist deutlich {iber der der gesunden Probanden lag. Die iibrigen Ergebnisse im
Sinne eines durchschnittlich geringeren Glucosebedarfs wihrend der Hypoglykdmie
unter den C-Peptid-positiven gegeniiber den C-Peptid-negativen Diabetikern und
eines dariiber hinaus besonders groBen Bedarfes an exogener Glucose unter den
Patienten mit schweren Hypoglykdmien in der Vorgeschichte (unaware) passen zu
der Vorstellung einer umgekehrt abgestuften Stirke der hormonellen
Gegenregulation. Als statistisch signifikant lieBen sich die beschriebenen
Beobachtungen aber nicht nachweisen. Dies diirfte auf die hohe interindividuelle
Variabilitit innerhalb der einzelnen zu vergleichenden Gruppen zuriickzufiihren sein.
Diese wiederum wurde unter Umstédnden auch durch die interindividuell zum Teil
deutlicher variierenden Insulinkonzentrationen im Serum mitverursacht. Diese
Thematik wurde bereits unter Punkt 4.1.2 erldutert. Andererseits ergab aber auch die

Auswertung bzgl. der Differenz der Glucoseinfusionsraten wéhrend erster und
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zweiter hypoglykdmischer Phase, im Rahmen derer sich dieses Problem minimieren
miisste, kein statistisch signifikantes Ergebnis. Der durchschnittliche Glucosebedarf
wiéhrend niedriger Blutzuckerkonzentrationen war unter den gesunden Probanden
deutlich hoher als unter den C-Peptid-positiven Diabetiker. Die Kontrollgruppe war
aber die einzige, in der Mittelwert und Median der Differenz deutlich positiv waren
und damit der Bedarf an exogener Glucose wihrend der tieferen Hypoglykdmie

geringer war als wéihrend der leichten Hypoglykédmie.

4.2.2 Symptomwahrnehmung

Auffallend ist vor allem eine insgesamt sehr geringe subjektive Wahrnehmung von
hypoglykdmieanzeigenden =~ Symptomen in der Gruppe der gesunden
Kontrollpersonen. Selbst wéhrend des niedrigsten Blutzuckerplateaus blieb der
Gesamtscore mit einem Median von 7 und einer Streubreite zwischen 1 und 16
relativ niedrig. Hierbei ist sicherlich zu bertlicksichtigen, dass es sich bei diesen
Probanden hauptséchlich um im medizinischen Bereich titige Personen handelte, die
der Untersuchung sehr differenziert und weitgehend angstfrei gegeniiberstanden und
so die Situation wohl am ,objektivsten® beurteilen konnten, andererseits aber
wahrscheinlich Symptome wie Angst und Nervositit in dem Wissen um die
Sicherheit der Situation nicht so deutlich wahrnahmen. Es ist sicherlich hier wie auch
in der Gruppe der Diabetiker nicht auszuschlieBen, dass dieselben
Blutzuckerkonzentrationen in einer weniger kontrollierten Situation auch angesichts
wahrscheinlich vieler nicht erfassbarer Einflussfaktoren von manchen subjektiv

anders wahrgenommen worden wiren.

Weiterhin ist bei der Interpretation der Ergebnisse bzgl. der Symptomwahrnehmung
in den verschiedenen Gruppen zu beriicksichtigen, dass die durchschnittliche
Blutzuckerkonzentration wéhrend der euglykédmischen Phase des Clamps unter den
Diabetikern (in der Gesamtgruppe wie auch in den einzelnen Untergruppen) deutlich
iiber der in der Kontrollgruppe lag und ein grofler Teil der Diabetiker mit einem noch

hoheren Blutzuckerwert zu der Untersuchung gekommen war.

Im Sinne der Theorie der cerebralen Adaptation an eine langfristig erhdhte bzw.
erniedrigte Blutzuckerkonzentration konnten demnach die ,,normalen Serumwerte

fiir Glucose fiir die an hohere Werte ,,gewohnten Diabetiker bereits eine ,,relative



Hypoglykédmie* bedeutet haben und die hypoglykédmischen Phasen einen relativ noch
starkeren hypoglykdmischen Reiz. Analog dazu sollte dann bei solchen Patienten, die
unter rezidivierenden Hypoglykdmien leiden (und somit niedrige Blutzucker-
konzentrationen ,,gewohnt sind), eine geringere subjektive Wahrnehmung von

Symptomen zu verzeichnen sein.

Allerdings waren im Rahmen dieser Untersuchung Median und Mittelwert des
prozentualen HbAlc-Anteils in der Gruppe der ,,aware* und der ,,unaware“ sehr
dhnlich (Median 7 vs. 7,2 % und Mittelwert 7,3 vs. 7,2 %), unter den als ,,subjektiv
unaware* Bezeichneten aber hoher (Median und Mittelwert 8,4 %). Statistisch
signifikant waren diese Gruppenunterschiede jedoch nicht. Sie konnen aber als
deutlicher Hinweis darauf gewertet werden, dass eine gute Diabeteseinstellung im
Sinne eines niedrigen prozentualen HbAlc-Anteiles nicht mit rezidivierenden und /
oder schweren Hypoglykdmien verbunden sein muss und auch kein direkter
Riickschluss vom HbAlc-Wert auf die Hypoglykdmieanamnese moglich ist. Werden
vom Diabetiker dagegen subjektiv hdufig Hypoglykdmien erlebt, so kann die Angst
vor (weiteren) Hypoglykdmien auch dazu fiithren, dass dieser tendenziell hohere
Blutzuckerkonzentrationen zuldsst, um hypoglykdmische Ereignisse zu vermeiden
(vgl. hoherer HbAlc-Anteil unter den als ,subjektiv unaware* bezeichneten
Diabetikern). Auf die in der Literatur beschriecbene Morbiditdt infolge von

Hypoglykdmien wurde bereits unter Punkt 1.1.2 eingegangen.

Bei Unterteilung der Diabetiker in drei Gruppen anhand der Hypoglykdmieanamnese
(keine / leichte / schwere vorausgegangene Hypoglykdmien bzw. ,,aware*“/
»subjektiv unaware* / ,,unaware*) und anschlieBender statistischer Auswertung mit
Hilfe der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman ergab sich eine signifikante
Korrelation zwischen anamnestischer Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfihigkeit und
Ausprigung der Symptomwahrnehmung wéhrend der Untersuchung fiir das
niedrigste Blutzuckerplateau und die Differenz der Symptomen-Scores wihrend der
ersten und zweiten hypoglykdmischen Testphase (bei den neuroglykopenischen

Symptomen nur fiir die Differenz).

Eine solcher Zusammenhang bestand auch fiir alle gegenregulatorischen
Hormonantworten. Somit ergibt sich diesbeziiglich insgesamt eine gute Korrelation

zwischen den klinisch-anamnestischen Gegebenheiten und der Testsituation.
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Weiterhin fiel auf, dass dort, wo sich im Rahmen des Kruskal-Wallis-Testes
zwischen den gesunden Probanden und den Diabetikern mit und ohne schwere
Hypoglykdmien in der Vorgeschichte statistisch signifikante Unterschiede
nachweisen lieBen, die mittleren Rangzahlen bei den ,,unaware” mit deutlichem
Abstand am niedrigsten waren im Sinne eines durchschnittlich niedrigeren
Symptomen-Scores. Unter den Nicht-Diabetikern waren wiederum die mittleren
Rangzahlen tendenziell niedriger als unter den Diabetikern ohne stattgehabte schwere

Hypoglykdmien.

Frier beschreibt in diesem Zusammenhang gesunde Probanden, die im Bewusstsein
der hypoglykdmischen Situation von einer Blutzuckerkonzentration von 1 -
L5 mmol/l (18 —-27mg/dl) vollig unbeeintrachtigt  schienen, adiquat
kommunizieren konnten und fiir kognitive Tests nur unwesentlich mehr Zeit
bendtigten, die Diabetiker mit dem Syndrom der ,,unawareness* aber schwer
beeintrichtigt waren und die kognitiven Tests iiberhaupt nicht mehr durchfiihren

konnten (55).

Die Feststellung, dass sich statistisch signifikante Zusammenhéinge bzw.
Unterschiede zwischen anamnestischer Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfahigkeit und
Symptom-wahrnehmung wihrend der Untersuchung erst wihrend des niedrigsten
Blut-zuckerplateaus zeigten, lieBe sich damit erkldren, dass erst im Bereich solcher
Blutzuckerkonzentrationen Unterschiede in der Wahrnehmungsfihigkeit von
hypoglykédmieanzeigenden Symptomen deutlich manifest werden bzw. klinische

Konsequenzen zeigen.

Wurden die statistischen Tests bzgl. der Symptomwahrnehmung wihrend des
Clamps dagegen anhand einer Einteilung bzgl. des Merkmals der Hohe der
stimulierten C-Peptid-Konzentration im Serum durchgefiihrt, so ergaben sich nur im
Blutzuckerbereich von 60 — 70 mg/dl signifikante Unterschiede. Hier waren die
mittleren Rangzahlen in der Gruppe der Diabetiker ohne residuale endogene
Insulinsekretion mit deutlichem Abstand am groBten. Dies widre angesichts der
Tatsache, dass diese zum einen mit einer durchschnittlich deutlich hoheren
Ausgangsblutzuckerkonzentration zu der Untersuchung kamen und zum anderen
einen hoheren mittleren HbA1c-Anteil hatten, mit der oben beschriebenen Hypothese
der cerebralen Adaptation vereinbar. Dass dieser Unterschied fiir das niedrigste

Blutzuckerplateau nicht mehr statistisch signifikant ist, konnte dadurch erklart



werden, dass zum einen diese Blutzuckerkonzentrationen fiir alle ein ausreichender
hypoglykdmischer ~Reiz waren und zum anderen die Stirke der
Symptomwahrnehmung nicht kontinuierlich mit der Intensitdt des hypoglykdmischen
Reizes zunehmen diirfte, sondern stattdessen irgendwann gewissermallen eine

LSdttigung® erreicht.

Dagegen konnten zum Beispiel Hepburn et al. aus ihrer Studie gar keine
Unterschiede in der Symptomwahrnehmung zwischen Nicht-Diabetikern,
neudiagnostizierten und langjdhrigen Diabetikern ableiten (66). Insgesamt erscheint
es problematisch eine standardisierte Mdglichkeit zur Erfassung der tatsdchlichen /

fiir die Klinik relevanten Wahrnehmungsféhigkeit fiir Hypoglykédmien zu finden.

4.2.3 Konzentrationstest

Vergleichbar mit den niedrigen Symptomen-Scores unter den gesunden Probanden
fiel auch im Rahmen des Konzentrationstestes eine sehr geringe Beeintrichtigung
durch die Hypoglykdmie in dieser Gruppe auf. Dies war so deutlich, dass sich bei der
statistischen Auswertung jeweils signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen lieBen, wenn eine der zu untersuchenden Gruppen die der gesunden
Probanden war. Diese hatte dann jeweils eine deutlich niedrigere Rangzahl. Die
Problematik bzgl. des verwendeten Zahlentestes zur Einschitzung der
Konzentrationsfdhigkeit der Studienteilnehmer im Rahmen der sich entwickelnden
Hypoglykédmie wurde bereits oben erwédhnt. Bezugnehmend darauf muss erwéhnt
werden, dass sich die Gruppe der gesunden Probanden eben ausschlieBlich aus
solchen Personen zusammensetzte, die den Umgang mit Zahlen gewohnt waren bzw.
einen relativ hohen Bildungsgrad hatten. Dies war unter den Diabetikern nur

teilweise der Fall.



5. Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus gehdrt zu den hdufigsten Stoffwechselkrankheiten weltweit
und ist noch dazu mit einer stetig wachsenden Inzidenz behaftet. Nach Einfiihrung
der Insulinsubstitution 1922 sind viele Erfolge erzielt worden, um eine bessere
Lebensqualitit und hohere Lebenserwartung des Diabetikers zu erreichen. Heute
gehort das Erreichen einer nahe-normoglykdmischer Stoffwechseleinstellung zur
Vermeidung von hyperglykdmiebedingten Spitschiden zum Standard der
Diabetesbehandlung. Damit ergibt sich vermehrt das Problem des haufigeren
Auftretens von Hypoglykdmien und dadurch bedingten Stérungen. Somit ist die
Hypoglykdmie mittlerweile die einzige wichtige Komplikation im Rahmen der
Diabetesbehandlung geworden.

Vor diesem Hintergrund wurden schon zahlreiche Studien zur Erforschung der
Physiologie und Pathophysiologie der Hypoglykdmie-Gegenregulation und
-Wahrnehmung durchgefiihrt. Als Standardverfahren in der klinischen Forschung
wurde die hypoglykdmische  Clamp-Untersuchung mit  kontinuierlicher
Insulininfusion und variabler Glucoseinfusion entwickelt. Dabei findet eine
schrittweise Reduktion der Blutzuckerkonzentration unter gleichzeitiger Messung der
Konzentration gegenregulatorischer Hormone im Blut statt. Die Hypoglykdmie-
Wahrnehmung der Probanden bzw. deren cerebrale Beeintrachtigung durch die
Hypoglykdamie wird mittels standardisierter Verfahren dokumentiert.

Die vorliegende Untersuchung zeigte einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen anamnestischer Hypoglykédmie-Wahrnehmungsfahigkeit gemessen an der
Hypoglykédmieanamnese (keine, rezidivierende leichte oder schwere Hypoglykédmien
in der Vorgeschichte) und der Symptomwahrnehmung wie auch der Stirke der
hormonellen Gegenregulation wihrend des Clamps. Damit ergab sich eine gute
Korrelation zwischen der medizinischen Anamnese und der Testsituation. Weiterhin
erwies sich das Studienprotokoll als gut reproduzierbar. Es war problemlos und mit
relativ geringem personellen und materiellen Aufwand auch ambulant durchfiihrbar.
Einschrinkungen der Beurteilbarkeit ergaben sich bei der Auswertung des
verwendeten Konzentrationstestes auf Grund eines bei vielen Probanden zu
beobachtenden Ubungseffektes im Verlauf der Untersuchung sowie bei der
Berechnung der individuellen Insulininfusionsrate iiber den BMI und dem nicht

immer moglichen exakten Einhalten des vorgesehenen Blutzuckerverlaufs
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insbesondere infolge einer Neigung zu frithzeitigen Hypoglykdmien unter den
gesunden Probanden.

Eine zentrale Fragestellung dieser Untersuchung war die Klarung moglicher
Zusammenhidnge zwischen der Ausprdgung der residualen endogenen
Insulinsekretion und der Stirke der hormonellen Gegenregulation wie auch der
anamnestischen Haufigkeit von (schweren) Hypoglykdmien.

Die Hohe der C-Peptid-Konzentration erlangte in der klinische Forschung zunéichst
insbesondere insofern Bedeutung, als dass eine noch vorhandene residuale endogene
Insulinsekretion mit der Moglichkeit einer besseren Stoffwechselkontrolle verbunden
wurde. Daher ist der Erhalt derselben iiber einen moglichst langen Zeitraum ein
wichtiges Ziel im Rahmen der Diabetesbehandlung geworden. SchlieBlich gab und
gibt es aber auch vermehrt Hinweise darauf, dass eine noch stimulierbare C-Peptid-
Konzentration das Risiko einer Entwicklung schwerer Hypoglykdmien reduziert.
Eine lange Diabetesdauer verbunden mit fehlender endogener Insulinreserve war im
Rahmen dieser Untersuchung statistisch eindeutig (p < 0,005) korreliert mit einer
gestorten Gegenregulation fiir alle untersuchten gegenregulatorischen Hormone
auBBer STH (Glukagon, Adrenalin, Noradrenalin und Cortisol). Erfolgte dagegen eine
statistische Betrachtung des jeweils alleinigen Einflusses der Hohe der stimulierten
C-Peptid-Konzentration auf die hormonelle Gegenregulation, so ergab sich eine
signifikante Korrelation fiir die gegenregulatorische hormonelle Antwort insgesamt
(Mittelwert der AUC aller Hormone, p =0,03), im Einzelnen aber nur fiir die
Glukagon- und Cortisol-Antwort (p = 0,04 bzw. p = 0,01). Der alleinige Einfluss der
Diabetesdauer korrelierte dagegen mit keiner gegenregulatorischen Hormonantwort
in signifikanter Weise. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass die
Bewahrung einer residualen B-Zellaktivitit auch zu einem Erhalt der hormonellen
Gegenregulation und damit zu einem reduzierten Risiko fiir die Entwicklung
schwerer Hypoglykdmie unabhédngig von der Diabetesdauer beitragen kann. Hierzu
wird es notwendig sein, mehr Diabetiker mit einer noch vorhandenen Restaktivitit

der B-Zellen bei schon ldngerer Diabetesdauer zu rekrutieren und zu untersuchen.

Weiterhin fielen im Rahmen dieser Untersuchung mehrere Diabetiker auf, die trotz
fehlender bzw. nur noch minimaler gegenregulatorischer Glukagon- und Adrenalin-
Antwort (noch) keine schweren Hypoglykdmien erlitten hatten. Diesen ist zum einen

nach dem bisherigen Wissensstand ein sehr hohes Risiko fiir die Entwicklung einer



schweren Hypoglykédmie zu attestieren, um daraus ggf. Konsequenzen fiir die weitere
Stoffwechselfiihrung zu ziehen; zum anderen ist zu bedenken, ob mdoglicherweise
andere Faktoren existieren, die diese Probanden bisher vor schweren Hypoglykédmien
schiitzten.

Wurde vielfach ein niedriger HbAlc-Anteil an sich als Risikofaktor bzw. Indikator
fiir rezidivierende Hypoglykédmien angesehen, so waren dagegen in der vorliegenden
Untersuchung Mittelwert und Median des HbA 1c-Anteils in der Gruppe der ,,aware*
und der ,,unaware* sehr dhnlich (MW 7,2 vs. 7,3 %, Median 7 vs. 7,2 %) und unter
den als ,,subjektiv unaware“ Bezeichneten sogar tendenziell am hochsten (MW und
Median 8,4 %). Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant, sind aber
Hinweis darauf, dass eine gute Diabeteseinstellung nicht zwingend mit
rezidivierenden Hypoglykdmien verbunden sein muss und umgekehrt von der Hohe
des HbAlc-Anteiles kein direkter Riickschluss auf die Hypoglykdmieanamnese

moglich ist.
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7. Anhang

7.1 weitere Tabellen und Abbildungen

Tabelle 7.1: Irrtumswahrscheinlichkeiten p fiir die Korrelation zwischen der Stirke der
hormonellen Gegenregulation fiir die einzelnen Hormone (MW = Mittelwert aller
Hormone) bzw. der Gréfie der nitigen Glucoseinfusionsrate (GIR 1 = Rate wihrend
Minute 0— 25, GIR 3 = Rate wihrend Minute 105 — 145, GIR (Diff.) = Differenz der
Raten zwischen Minute 30— 75 und Minute 105 — 145) und dem Einfluss der Hohe
der stimulierten C-Peptid-Konzentration fiir den gemeinsamen Einfluss = p (gesamt)
und den jeweils alleinigen Einfluss von C-Peptid = p (C-Peptid) und Diabetesdauer
= p (Diabetesdauer)
p (gesamt) p (C-Peptid) p (Diabetesdauer)
Glukagon 0 0,01 0,54
Adrenalin 0,0006 0,25 0,16
Noradrenalin 0,0035 0,13 0,54
Cortisol 0,001 0,04 0,76
STH 0,19 0,77 0,12
GIR 1 0,72 0,46 0,69
GIR 3 0,01 0,33 0,35
GIR (Diff.) 0,43 0,85 0,54
MW (Hormone) 0 0,03 0,14
Tabelle7.2: Irrtumswahrscheinlichkeiten (pl) und Korrelationskoeffizienten (rl) fiir eine
Korrelation  zwischen — anamnestischer — Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfihigkeit
gemessen an der Hypoglykimievorgeschichte und Stirke der hormonellen
Gegenregulation sowie Irrtumswahrscheinlichkeiten (p2) und mittlere Rangzahlen
fiir den ungerichteten Vergleich zwischen den Gruppen Gesunde, ,,aware und
., unaware
mittlere Rangzahlen
pl rl p2
Gesunde aware unaware
Glukagon 0,002 -0,46 0,003 37,4 27,4 12,5
Adrenalin 0,0002 -0,54 0,005 32,5 29,4 9,8
Noradrenalin 0,0001 -0,56 0,002 29,8 30,6 7,7
Cortisol 0,0001 -0,56 0,003 24,2 21,8 10,4
STH 0,03 -0,33 0,46 29,3 28,7 18,6
GIR 1 0,5 0,1 0,13 20,3 28,2 35,4
GIR 3 0,006 0,41 0,008 30,7 23,1 42,1
GIR (Diff.) 0,14 -0,23 0,04 32,1 28,1 14
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Tabelle7.3: Irrtumswahrscheinlichkeiten p und mittlere Rangzahlen fiir den ungerichteten
Vergleich der Gruppen Gesunde, C-peptid-positive Diabetiker (CPP) und C-Peptid-
negative Diabetiker (CPN) bzgl. des zeitlichen Beginns der verschiedenen
gegenregulatorischen Hormonantworten

p (Beginn Gegen- mittlere Rangzahlen
regulation) CPP CPN Gesunde
Glukagon 0,15 16 21 12
Adrenalin 0,0011 21 37 22
Noradrenalin 0,152 20 29 24
Cortisol 0,085 18 27 26
STH 0,43 24 30 32

Tabelle7.4: Irrtumswahrscheinlichkeiten (pl) und Korrelationskoeffizienten (rl) fiir eine
Korrelation zwischen Hohe der stimulierten C-Peptid-Konzentration und
Ausprdgung der Symptomwahrnehmung wdhrend der Untersuchung wdhrend einer
Blutzuckerkonzentration von 60— 70 mg/dl (BZ 60), 40 — 45 mg/dl (BZ 45) und der
Differenz der Symptomen-Scores zu diesen Zeitpunkten (Diff.) jeweils fiir den
Gesamt-Score (ges.), die autonomen (aut.), adrenergen (adr.), cholinergen (chol)
und  neuroglykopenischen  (neur) Symptome  gesondert sowie  Irrtums-
wahrscheinlichkeiten (p2) und mittlere Rangzahlen fiir den ungerichteten Vergleich
diesbzgl. zwischen den Gruppen Gesunde, CPP und CPN, Konz.test = Differenz der
fiir den Konzentrationstest wihrend erster und zweiter hypoglykdmischer Testphase
bendtigten Zeit

mittlere Rangzahlen
pl rl p2
Gesunde CPP CPN

BZ 60 (ges.) 0,01 -0,38 0,04 25 22 34
BZ 45 (ges.) 0,77 0,05 0,66 24 28 29
Diff. (ges.) 0,43 0,12 0,97 26 28 28

BZ 60 (aut.) 0,01 -0,38 0,05 26 22 33
BZ 45 (aut.) 0,56 0,09 0,96 27 27 28
Diff. (aut.) 0,23 0,19 0,95 28 28 27

BZ 60 (adr.) 0,87 -0,03 0,92 28 26 27
BZ 45 (adr.) 0,49 0,11 0,83 30 27 27
Diff. (adr.) 0,78 0,04 0,57 30 25 29

BZ 60 (chol) 0,001 -0,47 0,01 26 21 34
BZ 45 (chol) 0,9 0,02 0,38 22 27 31
Diff. (chol) 0,33 0,15 0,75 24 29 28

BZ 60 (neur) 0,16 -0,22 0,22 23 25 31
BZ 45 (neur) 1 0 0,28 21 29 30
Diff. (neur) 0,9 0,02 0,44 22 29 29

Konz.test 0,69 -0,06 0,004 15 30 31




Tabelle 7.5:

Irrtumswahrscheinlichkeiten (pl1) und Korrelationskoeffizienten (rl) fiir eine
Korrelation  zwischen — anamnestischer — Hypoglykdmie-Wahrnehmungsfihigkeit
gemessen an  der  Hypoglykdmievorgeschichte — und  Ausprdgung  der
Symptomwahrnehmung wdhrend der Untersuchung wdhrend einer Blutzucker-
konzentration von 60— 70 mg/dl (BZ 60), 40 — 45 mg/dl (BZ 45) und der Differenz
der Symptomen-Scores zu diesen Zeitpunkten (Diff.) jeweils fiir den Gesamt-Score
(ges.), die autonomen (aut.), adrenergen (adr.), cholinergen (chol) und neuro-
glykopenischen (neur) Symptome gesondert sowie Irrtumswahrscheinlichkeiten (p2)
und mittlere Rangzahlen fiir den ungerichteten Vergleich diesbzgl. zwischen den
Gruppen Gesunde, ,,aware” und ,,unaware”, Konz.test = Differenz der fiir den
Konzentrationstest wdhrend erster und zweiter hypoglykdmischer Testphase
bendtigten Zeit

ol ” 2 mittlere Rangzahlen
Gesunde aware unaware
BZ 60 (ges.) 0,77 0,05 0,7 25 28 23
BZ 45 (ges.) 0,02 -0,37 0,04 24 31 16
Diff. (ges.) 0,01 -0,41 0,02 26 31 13
BZ 60 (aut.) 0,72 0,06 0,85 26 28 25
BZ 45 (aut.) 0,02 -0,35 0,06 27 30 15
Diff. (aut.) 0,01 -0,41 0,03 28 30 13
BZ 60 (adr.) 0,88 -0,02 0,91 28 27 25
BZ 45 (adr.) 0,02 -0,35 0,16 30 29 17
Diff. (adr.) 0,1 -0,25 0,28 30 28 19
BZ 60 (chol) 0,7 0,06 0,87 26 28 25
BZ 45 (chol) 0,04 -0,31 0,01 22 32 14
Diff. (chol) 0,01 -0,41 0,02 24 31 13
BZ 60 (neur) 0,78 0,04 0,57 23 28 26
BZ 45 (neur) 0,07 -0,28 0,06 21 31 20
Diff. (neur) 0,05 -0,3 0,08 22 31 19
Konz.test 0,78 0,04 0,004 13 30 33
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Tab. 7.6: Ubersicht iiber die Situation vor Beginn der eigentlichen Testphase unter
Beriicksichtigung der Zeitdauer bis zum Testbeginn (Minuten bis Beginn), der
Blutzuckerkonzentration bei der ersten Blutentnahme (Ausgangs-BZ), eines
mdoglichen Beginns einer kontinuierlichen Insulininfusion (Perfusor ja/nein) bzw. von
Insulinbolusgaben (Altinsulin) vor Minute 0 und dem Zeitpunkt der letzten
Bolusgabe, Min. = Minute, Hibliche morgendliche Dosis, 21— 2 Stunden zuvor
eingenomme Mabhlzeit, 31 ,5 Stunden zuvor injizierte Altinsulindosis bei einer
Blutzuckerkonzentration von 352 mg/dl

Pat.-ID | Min. bis | Ausgangs- | Perfusor | Altinsulin Insulin Bemerkungen

Beginn BZ (ja/nein) (IE) zuletzt (Min.)
1*1 0 131 nein 0 # Basalinsulin'
1*2 35 131 ja 0 # #
1*3 0 98 nein 0 # #
1*4 60 194 ja 0 # #
1*5 0 124 nein 0 # #
1*6 60 188 ja 3 -65 #
1*7 0 110 nein 0 # #
1*8 40 147 ja 2 -50 #
1*9 0 101 nein 0 # #
1*10 25 131 ja 0 # #
1*11 60 155 ja 0 # #
1*12 30 130 ja 0 # #
1*13 30 146 ja 0 # #
1*14 35 209 ja 4 -45 #
1*15 40 135 ja 0 # #
1*16 10 142 ja 0 # #
1*17 60 163 ja 0 # #
1*18 50 292 ja 5 -50 #
1*19 0 117 nein 0 # #
1*20 105 277 ja 15 -65 #
1*21 50 204 ja 4 -45 #
1*22 30 172 ja 0 # #
1*23 35 191 ja 0 # #
2*1 85 267 ja 15 -55 #
2*2 150 322 ja 0 # #
2*3 50 247 ja 3 -65 #
2%4 25 220 Ja 6 -35 #
2*5 25 210 ja 6 -35 #
2*6 70 390 ja 33 -45 #
2%7 55 152 ja 0 # #
2%8 50 312 ja 6 -60 2BE?, Alt fiir 2BE, Basal'
2*9 0 99 nein 0 # 2BE
2*10 60 348 ja 20 -40 #
2*11 40 245 ja 3 -50 #
2*12 85 301 ja 18 -55 #
2*13 0 87 nein 0 # #
2*14 55 213 ja 0 # #
2*15 135 340 ja 0 # #
2*16 135 275 ja 0 # #
2%17 75 223 ja 4 -70 2BE’
2*18 60 269 ja 3 -55 #
2*19 0 120 nein 0 # #
2*20 30 216 ja 4 -40 14IE Alt’




Tabelle 7.7: Ubersicht iiber den jeweiligen prozentualen Anteil an Probanden mit signifikanter
gegenregulatorischer Hormonantwort

Glukagon | Adrenalin | Noradrenalin | Cortisol STH
Kontrollgruppe 82 91 100 73 100
CPP 65 100 96 96 100
CPN 25 95 70 70 90
aware 53 97 94 89 94
unaware 0 100 43 57 100
Abb. 7.1: wihrend der Untersuchung verwendeter Fragebogen zur Beurteilung der subjektiven
Hypoglykimie-Wahrnehmungsfihigkeit
Hypoglykimiesymptome
Name:
Minute:
0 1 2 3 4 5
Zittern
Herzklopfen
Nervositit
Angstlichkeit
Schwitzen
Hunger
Kribbeln
Konzentrationsschwéche
Verschwommensehen
Schwindel
Abgeschlagenheit/Schwiche




120 ANHANG

Abb. 7.2: Physiologie und Pathophysiologie der Hypoglykdmie-Gegenregulation und -
Wahrnehmung

Cortisol

1) Mechanismus bei Diabetikern ohne residuale endogene Insulinsekretion (C-Peptid-
Negativitdt) nicht mehr vorhanden

2) Verlust der Glukagon-Antwort meist in den ersten Jahren nach Diabetesmanifestation
(eng korreliert mit C-Peptid-Negativitit)

3) Verlust der Adrenalin-Antwort hdufig einige Jahre nach der Glukagon-Antwort,
dadurch dann stark gestorte Hypoglykdmie-Gegenregulation (Wirkbeginn von Cortisol

und STH zu spét fiir eine Kompensation)
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