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1. Einleitung

1.1. Allgemein

Die Pravalenz des Diabetes mellitus ist in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich
angestiegen. Einer Hochrechnung entsprechend ist weltweit bis zum Jahr 2025 mit
einer Verdoppelung der Zahl der Diabetiker zu rechnen, wobei die
Entwicklungslander die starkste Zunahme verzeichnen werden (King 1998). Im Jahr
2025 wirden demnach 5-6 % der Weltbevdlkerung (ca. 300 Millionen Menschen) von
Diabetes mellitus betroffen sein. In Deutschland liegt die Pravalenz des bekannten
Diabetes bei 5-9 % mit steigender Tendenz, was bedeutet, daB ca. 4-7 Millionen
Patienten wegen eines Diabetes mellitus behandelt werden. Dabei ist eine hohe
Dunkelziffer zu bericksichtigen (Hauner 2003). Das Risiko flr das Auftreten einer
koronaren Herzkrankheit erhéht sich bei Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 auf
das 2- bis 4fache gegeniber der Normalbevélkerung. Typ-2-Diabetiker sterben in bis
zu 80 % der Félle an GefaBkomplikationen, von denen 75 % der Todesfalle durch
Komplikationen der koronaren Herzkrankheit (KHK) bedingt sind (Sixt 2004).

Die Atherosklerose steht als Todesursache in den westlichen L&ndern an erster
Stelle (Ross 1999).

Weitere klinische Folgen der Atherosklerose sind Myokardinfarkt, zerebrale
Durchblutungsstérungen und chronische periphere Verschlusskrankheit (pAVK).
Pathologische und angiographische Studien haben gezeigt, dass sich der Diabetes
durch eine diffuse und akzelerierte Form der Atherosklerose auszeichnet. Diabetiker
weisen mehr komplexere Plaques auf, die haufiger Folgeprobleme mit sich bringen.
Angiographische Untersuchungen bei Diabetikern mit instabiler Angina pectoris
zeigten eine hdhere Inzidenz von Plaqueulzerationen und Thrombenbildung. Diese
Plaques waren auch lipidreicher mit zahlreichen Komponenten einer Entziindung
(Moreno 2000).



1.2. Atherosklerose, Inflammation und endotheliale Dysfunktion

Es wurde in den letzten Jahren deutlich, dass die Pathogenese der Atherosklerose
ein hochkomplexer, aktiver Prozess ist, in dessen Entwicklung die Inflammation

eine zentrale Rolle spielt (Ross 1999).

Sogenannte Surrogatparameter - Parameter, die mit der Entstehung einer
Atherosklerose assoziiert sind - spielen dabei auf allen Ebenen der Atherogenese
eine Rolle und sind, da im Blut I6slich, auch messbar (Libby 2002).

In einer Reihe von prospektiven Studien konnte ein deutlicher Zusammenhang
zwischen systemisch messbaren Inflammationsmarkern wie Zytokinen (IL-6),
Adhésionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin), Chemokinen (MCP-1),
verschiedenen klassischen Inflammationsparametern (hs-CRP, Homocystein, Lp(a),
Fibrinogen), Faktoren des hamostaseologischen Systems und konsekutiven
kardiovaskularen Endpunkten gezeigt werden (Blake 2002).

Zusatzlich wurden in den letzten Jahren in prospektiven Studien erfolgreich
zahlreiche inflammatorische Biomarker beziglich ihrer pradiktiven Aussagekraft far
die Entwicklung eines Diabetes untersucht, ferner zeigte sich, das diese bei
Diabetikern im Vergleich zu gesunden Probanden im Serum erhdht sind (Pickup
1997, 1998, 2004).

Die frihe Phase der Atherogenese ist gekennzeichnet durch die so genannte
endotheliale Dysfunktion. Bekannte Risikofaktoren wie z. B. Rauchen, Ubergewicht,
kérperliche Inaktivitdt, Hyperlipoproteindmie und Typ-2-Diabetes sowie andere
bislang noch nicht identifizierte Faktoren fihren zu einer Schadigung des Endothels,
wodurch dessen Permeabilitat flr Lipoproteine und andere zirkulierende Stoffe im
Plasma gesteigert ist. Im weiteren Verlauf werden Endothelzellen aktiviert und
exprimieren vermehrt so genannte Adh&sionsmolekile auf der Zelloberflache (Libby
2002). Bestimmte Adhéasionsmolekiile, vor allem so genannte Selectine, vermitteln
zundchst den temporéren, reversiblen Kontakt bestimmter Blutzellen wie Monozyten
und T-Lymphozyten mit dem Endothel. Eine weitere Gruppe von Adhéasions-
molekilen, so genannte Cellular Adhesion Molecules (CAMs), vermitteln die feste
Anheftung dieser Zellen an die GefaBwand (Abb.1, Libby 2002).



Gesteigerte endotheliale  Leukozyten - Endotheliale Leukozyten -
Permeabilitat Migration Adhésion Adhésion

Abb.1: Endotheliale Dysfunktion

Zu Anfang der Entstehung atheromatdser L&sionen kommt es nach dem Paradigma der "Response-
to-injury“-Hypothese zu einer "Verletzung“ des Endothels durch verschiedene Risikofaktoren, was zu
einer erhdhten Permeabilitédt des Endothels fiir Lipoproteine und andere im Plasma zirkulierende
Stoffe fihrt. Die Hochregulation von Adhasionsmolekiilen wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selectin fihrt
zu erhéhter endothelialer Adhasion von Leukozyten. Die folgende Migration dieser Zellen wird unter
anderem vermittelt Gber oxidiertes LDL und MCP-1 (Ross 1999, Libby 2002).

Mechanische Krafte spielen vor allem an GefaBaufzweigungen — hier entstehen
gehauft arteriosklerotische L&sionen — eine Rolle. Erhéhte Scherkrafte kénnen die
Bildung von endothelialem Stickstoffmonooxid (NO) verringern (Topper 1996). NO
wirkt vasodilatorisch und besitzt antiinflammatorische Eigenschaften (De Caterina
1995). Darlber hinaus flhren erhéhte Scherkrafte zu gesteigerter Bildung von
Adhasionsmolekilen mit den oben geschilderten Folgen (Nagel 1994).
Im weiteren Verlauf wandern Monozyten und in geringerem Ausmaf T-Lymphozyten
per Diapedese in den subintimalen Raum ein (Libby 2002). Dies wird durch eine
andere Gruppe von Molekilen, zu denen unter anderem das Chemokin Monocyte-
Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1) gehért, vermittelt (Hansson 2002). Es kommt zur

Differenzierung in Makrophagen und nach Lipidaufnahme entstehen Schaumzellen



(Abb.2), die die charakteristischen Zellen der atherosklerotischen Plaque darstellen
und die vermehrt proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie Tumor-Nekrose-
Faktor-alpha (TNF-alpha), Interleukine (IL), Wachstumsfaktoren und andere
Mediatoren freisetzen. Diese ,inflammatorische® Umgebung aktiviert glatte
Muskelzellen in der GefaBwand, die aus der Media in die entstehende intimale
Lasion wandern und sich dort weiter teilen (Libby 2002). Endothelzellen und glatte
Muskelzellen reagieren nicht nur auf Botenstoffe, sie sind auch in der Lage, diese
selber zu bilden und auszuschatten und halten damit zusammen mit den
Makrophagen und den aktivierten T-Lymphozyten den inflammatorischen Prozess
der Plaqueentstehung in Gang (Young 2002).

Migration von Schaumzell-  T-Zell Aktivierung  Adhé&sion und Adhasion und
Glatten Muskelzellen formation Aggregation von Migration der
Thrombozyten Leukozyten

Abb.2: Bildung von ,,Fatty streaks*

Sogenannte Fettstreifen ( ,Fatty streaks”) bestehen aus lipidreichen Monozyten und Makrophagen

( Schaumzellen) zusammen mit T-Lymphozyten und eingewanderten glatten Muskelzellen.

Die Aufnahme von oxidiertem LDL-Cholesterin Giber den LDL- und den Scavenger-Rezeptor der
Monozyten fiihrt zur Formierung von einzelnen Schaumzellen und nachfolgend zur Bildung der "Fatty
streaks". Diese sind charakterisiert durch eine erhdhte Akkumulation von Makrophagen sowie dem
Auftreten von Schichten von Schaumzellen und eingewanderten glatten Muskelzellen (Ross 1999).



Im weiteren Verlauf akkumulieren Schaumzellen in der wachsenden Léasion. Durch
Apoptose von Zellen und weitere Lipidaufnahme kommt es zur Bildung eines
nekrotischen Kerns in der Lasion (Ross 1999). Die gleichzeitig eingewanderten

glatten Muskelzellen bilden zusammen mit extrazellularer Matrix eine fibrése Kappe,

die das zirkulierende Blut und die atherosklerotische Plague voneinander trennt
(Abb.3, Ross 1999).

Akkumulation von Makrophagen  Bildung eines nekrotischen Bildung einer fibrésen Kappe
Kerns

Abb.3: Fortschreiten der Lasion

Im weiteren Verlauf kommt es zu einer kontinuierlichen Einwanderung und Akkumulation von
lipidbeladenen Makrophagen sowie durch multiple extrazellulére Lipidablagerungen zur Bildung eines
Lipidkernes. Durch die Bildung einer fibrésen Kappe wird die L&sion von dem GeféaBlumen getrennt.
Der nekrotische Kern ist das Ergebnis von Apoptose und Nekrose, gesteigerter proteolytischer
Aktivitat und Lipidakkumulation (Ross 1999).

Kommt es zur verminderten Bildung von extrazellularer Matrix durch glatte
Muskelzellen und deren vermehrtem Abbau durch Enzyme - so schitten z.B.
Makrophagen und Schaumzellen Matrixmetalloproteinasen aus - so folgt daraus die
Ausdinnung der fibrésen Kappe und eine stabile Plaque kann instabil werden (Libby
2001). Unter dem Einfluss von Scherkraften kann die fibrése Kappe aufreiBen.

Der thrombogene Lipidkern der Plaque und Kollagen in der GefaBwand werden
freigelegt. Die Aktivierung des Hamostasesystems fihrt zur okkludierenden oder
nicht okkludierenden Thrombusbildung (Libby 2001). Klinisch manifestiert sich die
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Plaqueruptur mit Thrombusformation als instabile Angina pectoris oder akuter
Myokardinfarkt (Abb.4).

Plaque-Ruptur Ausdiinnung der fibrésen Kappe Blutung aus kleinen Plaque-BlutgefaBen

Abb.4: Instabile Plaque und Plaqueruptur

Verminderte Bildung und verstarkter Abbau der extrazellularen Matrix fihren zur Ausdiinnung der
fibrésen Kappe mit konsekutiver Plague-Instabilitdt und drohender Rupturgefahr. Metalloproteinasen
wie MMP-9 und andere proteolytische Enzyme, die von Makrophagen sezerniert werden, flihren zur
Instabilitét der Plaque. In Folge kann es zur Ruptur mit Thrombusformation kommen (Ross 1999).
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1.3. Diabetes mellitus und Atherosklerose

Wie oben erwahnt, zeichnen sich Patienten mit Typ-2-Diabetes durch eine
akzelerierte und progrediente Form der Atherosklerose aus.

Warum weisen gerade Diabetiker in besonderem MaBe Zeichen der Inflammation
und Thrombose auf ?

Hier sind vier bisher bekannte Faktoren hervorzuheben:

Hyperglykdmie und Endothelfunktion

Patienten mit gestértem Glukosestoffwechsel verbringen 11-12 Stunden taglich

in einem postprandialen Status (Nesto 2004). Bei Patienten mit Diabetes mellitus
vermindern die Hyperglykdmie, die erhdhten Spiegel freier Fettsduren und die in den
meisten Fallen vorliegende Insulinresistenz die endotheliale Stickstoffmonoxid (NO) -
Produktion sowie dessen Bioverflgbarkeit.

Essentiell flir eine normale Endothelfunktion ist die Produktion und Freisetzung von
Stickstoffmonoxid. NO wird in den Endothelzellen durch die endotheliale Isoform der
NOSynthase (eNOS) gebildet. NO ist eine vasodilatierende Substanz, die die
Adhéasion von Monozyten und Leukozyten an das Endothel, aber auch die
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen (SMC) verhindert. Es reduziert
die Produktion freier Sauerstoffradikale (ROS) und inhibiert die Oxidation

von low density lipoprotein- (LDL-) Cholesterin. Damit wirkt es antiatherosklerotisch
und durch die Verhinderung der Adh&sion und Aggregation von Thrombozyten auch
antithrombotisch.

Dyslipidamie

Gemeinsam mit einem niedrigen HDL-Cholesterin (HDL-C) sind die Hyper-
triglyzeriddmie und das ,small dense” LDL-Cholesterin (LDL-C) eine typische
Konstellation bei Diabetes mellitus (Kwiterovich 2000). Erhéhte Werte von
Triglyzeriden, LDL-C und erniedrigtes HDL-C sind Folge erhdhter Spiegel freier
Fettsduren. Bei Insulinresistenz ist die durch Insulin vermittelte Suppression der
Lipolyse im Adipozyten gestért. In der Folge resultieren daraus verminderte
Plasmaspiegel des HDL-C (Assmann 2004). Damit haben Diabetiker in vermindertem
MaBe einen Schutz gegen vaskulare Ereignisse. HDL-C wirkt auf verschiedene
Weise kardioprotektiv. Dazu gehdren der reverse Cholesterin-Transport, die
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Inhibierung der LDL-Oxidation, die Reduktion von erhdéhten Spiegeln der
Adhasionsmolekile (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin) und eine gesteigerte Fibrinolyse
(Calabresi 2003). Bei Patienten mit Diabetes kommt es dann wegen der
Verminderung des HDL-C zu einer Steigerung der LDL Oxidation. Das oxidierte LDL-
C stimuliert dann im folgenden u.a. die Produktion von MCP-1, induziert die Adh&sion
von Monozyten an der Endothelzelloberflache und erhdht die Produktion von
plasminogen activator-inhibitor-1 (PAI-1) im Sinne eines prothrombotischen Milieus
(O Conell 2001).

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

NO wird aus L-Arginin durch das Enzym NO-Synthase gebildet. Im Kérper kommen
dem L-Arginin chemisch ahnliche Verbindungen vor, die an den entsprechenden
Stellen ein oder zwei Methylgruppen tragen, und so die Bildung von NO kompetitiv
blockieren kdnnen. Eine dieser Substanzen ist asymmetrisches Dimethylarginin
(ADMA). Bei einer Reihe kardiovaskularer Risikofaktoren sind erhéhte ADMA-Spiegel
nachgewiesen worden. Dazu zahlen Alter, Hypertonie, Diabetes mellitus, Insulin-
resistenz, gestdorte Glukosetoleranz, Hypertriglyzeriddmie und Hyperhomo-
cysteindmie. Erhéhte ADMA-Spiegel sind mit kardiovaskuldren Komplikationen wie
Apoplex, Herzinsuffizienz, peripherer arterieller VerschluBkrankheit und ausgepragter
Atherosklerose assoziiert (Bdger 2004). ADMA reduziert die NO-Synthese, erhdht die
Adhasivitat von Monozyten flr Endothelzellen und steigert die Bildung von freien
Sauerstoffradikalen (ROS) [ Cooke 2004].

Mononukleare Zellen von Patienten mit Hypercholesterinamie sind hyperadhésiv und
es konnte gezeigt werden, dass dies positiv mit dem Plasma-ADMA Spiegel korreliert
(Cooke 2004). ADMA aktiviert auch NF-kB (Nuclear Faktor-kappa B) und induziert so
die Expression proinflammatorischer Zytokine und Adhasionsmolekile. LDL-C und
ox-LDL-C wiederum erhdhen die ADMA-Bildung in Endothelzellen (Cooke 2004).
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Advanced glycation end products (AGE)

Obwohl die Hyperglykdmie eine Reihe von proatherogenen Mechanismen in Gang
setzt, fallt dem Anstieg nicht-enzymatischer Glykosylierung von Proteinen und
Lipiden mit der Bildung und Ablagerung von ,advanced glycation end products®
(AGE) in der Pathogenese der akzelerierten Atherosklerose beim Diabetiker die
Schlusselrolle zu.

AGE sind Produkte einer nicht enzymatischen Reaktion zwischen Glukose und
Aminogruppen von Proteinen.

In  immunhistochemischen Analysen von atherosklerotischen Plagques mit
monoklonalen Anti-AGE-Antikdrpern zeigten sich sowohl diffuse extrazellulare als
auch dichte intrazellulare AGE-Ablagerungen in Makrophagen und glatten
Muskelzellen. Die AGE-Konzentration korrelierte dabei mit dem Schweregrad der
atherosklerotischen Lasionen (Basta 2004). AuBerdem kdnnen AGE die Integration
und Funktion von GefaBen stéren, indem sie Verbindungen zwischen
Makromolekilen und der GefaBwand herstellen, wodurch eine Reihe von Zellen am
Endothel adh&rent werden kdnnen.

Auch kommt es durch AGE Gber Aktivierung von Nuklear Faktor-( NF-) kB zu einer
gesteigerten Expression von E-Selectin, VCAM-1 und ICAM-1, wodurch es zu
vermehrter Interaktion von zirkulierenden Monozyten mit dem GefaBendothel bei
Diabetikern kommt (Schmidt 1995, Basta 2002).

14



1.4. Inflammationsmarker der Atherosklerose

Ziel der vorliegenden Arbeit war es im Rahmen einer prospektiven Studie den
Einfluss einer Insulintherapie auf Surrogatparameter der Atherosklerose bei
Patienten mit Typ-2-Diabetes zu untersuchen.

Im folgenden soll auf die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Parameter néher

eingegangen werden.

1.4.1. Inflammationsmarker

Das C-reaktive Protein (CRP), ein vor allem in der Leber synthetisiertes, aus flnf 23
kD groBen Untereinheiten bestehendes zirkulierendes Pentraxin, ist der bislang am
haufigsten untersuchte inflammatorische Marker (du Clos 2000). Das CRP hat seinen
Namen von seiner Fahigkeit mit dem C-Polysacharid der Pneumokokken Prazipitate
zu bilden. Induziert u.a. durch proinflammatorische Cytokine wie Interleukin-1,
Tumor-Nekrose-Faktor o und Interleukin-6, steigt dessen Konzentration bei
Entzindungen, Infektionen oder Traumata an (Gabay 1999).

Obwonhl im Allgemeinen als Akute-Phase- Protein bezeichnet , deutet eine Reihe von
Untersuchungen auch auf eine direkte Beteiligung des CRP bei der Entstehung der
Atherosklerose hin (Abb.5). Dartber hinaus zeigen Untersuchungen, dass neben
Hepatozyten auch SMC (glatte Muskelzellen) in menschlichen Koronararterien einen
Syntheseort darstellen und dies vor allem in atherosklerotischen GeféaBabschnitten
(Calabro 2003).

Das CRP beeinflusst die Fibrinolyse, die Expression von Adhasionsmolekilen und
férdert die endotheliale Dysfunktion (Szmitko 2003).

Auch Mausmodelle belegen die wichtige Rolle des CRPs in der Atherogenese. So
wurde ein deutlich erhéhtes Thromboserisiko und eine gesteigerte Atherogenese bei
genetisch veranderten Mausen, die humanes CRP exprimieren, festgestellt
(Danenberg 2003, Paul 2004).
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Abb.5: CRP, Inflammation und endotheliale Aktivierung

Das CRP ist der bislang am besten untersuchte Risikomarker der Atherosklerose. Neben seiner
neuen Rolle als Marker und seiner klassischen Funktion als Akute Phase Protein tragt das CRP auch
neueren Erkenntnissen zur Folge zur Pathogenese der Atherosklerose bei. CRP fiihrt zur
Hochregulation von Adh&sionsmolekilen (u.a. VCAM-1, ICAM-1), Chemokinen (MCP-1), sowie
nuclear factor B (NF«B), erniedrigt die mRNA der endothelialen Isoform der NO-Synthase und damit
auch die Verfligbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) und steigert die ROS Produktion sowie die
Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen (VSM). Auch vasokonstriktorische Faktoren wie
Endothelin-1 (ET-1) und der Angiotensin - Typ-1 Rezeptor scheinen durch das CRP hochreguliert
werden zu kdnnen (Szmitko 2003).

Mittlerweile mehr als 20 prospektive, epidemiologische Studien zeigen das CRP als
unabhangigen pradiktiven Risikomarker flur Myokardinfarkt, pAVK, Apoplex und
plétzlichen Herztod bei scheinbar gesunden Individuen. So ist das Risiko zwei- bis
vierfach erhéht flr kardiovaskularen Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall und pAVK,
sowohl einzeln untersucht wie auch als kombinierter Endpunkt, wenn man die
oberste mit der untersten Quartile der CRP-Konzentration vergleicht (Torres 2003).

Auch das Zytokin Interleukin-6, ein aus 184 Aminosauren bestehendes Glykoprotein,
das je nach Glykosylierungsgrad ein Molekulargewicht von 22 bis 26 kD besitzt (May
1991), wird als klassisches proinflammatorisches Zytokin bezeichnet (Coppack
2001), gilt aber vor allem als Marker von Entziindungen im Organismus. Hierbei kann
die Konzentration im Plasma z.B. durch bakterielle Endotoxine induziert, von
Normwerten unter 10 pg/ml auf das 100 — bis 1000fache ansteigen. IL-6 bewirkt eine
Aktivierung und Differenzierung der T-Zellen, eine Reifung der B-Zellen sowie in der
Leber die Bildung von Akute Phase Proteinen wie unter anderem des CRP.

16



Homocystein (HCY), eine schwefelhaltige Aminosaure mit Funktion im Methionin-
Stoffwechsel, gilt als ein weiterer kardiovaskularer Risikoindikator (Hankey 1999,
Christen 2000, Poddar 2001, Bostom 1999).

Homocystein liegt im Plasma in drei Formen vor: freies oder ungebundenes

HCY (1-2 % ), Homocysteindimere ( 10-20 %), oder proteingebunden ( >80%).
Gesamt-Plasma-Homocystein (HCY), frei und gebunden, wird allgemein als
Homocystein bezeichnet (Langman 1999).

Eine Beziehung zwischen Homocysteinurie und der Entwicklung vorzeitiger
atherosklerotischer Erkrankungen wurde vor (ber 30 Jahren zum ersten Mal
beobachtet (McCully 1969). Erste Hinweise auf die Bedeutung des Homocysteins fir
die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen ergaben sich aus Beobachtungen an
Patienten mit der seltenen erblichen homozygoten Form der Homocysteinurie. Ein
GroBteil der Betroffenen entwickelt vor dem Alter von 30 Jahren kardiovaskulare
Komplikationen (Welch 1998). Dabei spielen verschiedene Mechanismen eine Rolle.
So fuhrt Homocystein zur endothelialen Dysfunktion, Plattchenaggregation und zur
verstarkten Oxidation von LDL-C (Poddar 2001).

Prospektive Kohortenstudien konnten einen Zusammenhang zwischen erhéhtem
Homocystein und kardiovaskularen Erkrankungen belegen (Bostom 1999, Nygard
1997). Neuere Metaanalysen u.a. von Wald et al. brachten wiederum
widerspruchliche Ergebnisse und konnten keine starke Korrelation finden (Wald
2002, Homocysteine Studies Collaborations 2002).

Interventionsstudien, mit dem Ziel durch Senkung erhdéhter Homocysteinspiegel
mittels Folsdure und den Vitamin B6 und B12 eine Reduktion kardiovaskularer
Ereignisse zu erreichen, erbrachten nicht die erhofften Ergebnisse. In der bisher
gréBten Untersuchung, der Hope-2 Studie (Heart Outcomes Prevention Evaluation
Trial), die 5522 Patienten umfasste- die meisten mit manifester GefaBerkrankung -,
konnte trotz Senkung der Homocystein - Konzentration mit Vitaminen (2,5 mg
Folsaure, 50 mg Vitamin B6 und 1 mg Vitamin B12) in der Verumgruppe keine

Reduktion kardiovaskularer Ereignisse erreicht werden. (Lonn 2006).

Lipoprotein(a) [Lp(a)] gehért zur Klasse der cholesterinreichen, apoB-haltigen Lipo-
proteine des menschlichen Plasmas. Es besteht aus einem Low Density Lipoprotein
(LDL)-Partikel und dem spezifischen Antigen, Apolipoprotein-a [Apo(a)], wobei
letzteres Uber eine Disulfidbriicke mit ApoB verbunden ist (Kostner 1992).
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Die Mittelwerte flr Lp(a) in der weiBen Bevdlkerung betragen 17 mg/dl. Als
Grenzwert, ab welchem ein erhéhtes Atheroskleroserisiko auftritt, gilt allgemein 25—
30 mg/dl (Kostner 1990). Die Atherogenitdt von Lp(a) wurde in zahlreichen
prospektiven Studien dokumentiert und ebenso konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit erhéhtem Lp(a) ein hdheres vaskulares Risiko haben (Danesh 2000,
Luc 2002). Seine Strukturahnlichkeit mit Plasminogen bedingt méglicherweise eine
kompetitive Hemmung der endogenen Fibrinolyse (Loscalzo 1990), auBerdem findet
es sich gehauft in atherosklerotischen Lasionen (Caplice 2001, Buechler 2001).
Jedoch ist Uber eine mdgliche physiologische Funktion von Lp(a) sehr wenig

bekannt.

1.4.2. Endotheliale Marker

ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin

Zu den Adhé&sionsmolekilen werden E-Selectine, ICAM-1 und VCAM-1 gezahilt.
Ihnen féllt bei der Leukozytenmigration im Rahmen der Atherogenese eine zentrale
Rolle zu (Abb.6).

Das E- Selectin gehért zur Gruppe der Selectine, einer Gruppe monomerer Proteine,
die sowohl von endothelialen als auch leukozytédren Zellen exprimiert werden.
Benannt nach der Lektin-dhnlichen Bindungsstelle, interagieren sie mit
muzinahnlichen Glykoproteinen. Selectine vermitteln den initialen Kontakt der
Leukozyten mit dem Endothel und bewirken ein Rollen der Leukozyten auf dem
aktivierten Endothel (Lawrence 1991, McEver 1995, Springer 1994).
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Abb.6: Modell der Leukozytenmigration und Rolle der endothelialen Marker

Schema der Abfolge der Leukozytenmigration in das Endothel von links nach rechts.

Selectine vermittelten initial ein Rollen der Leukozyten auf dem Endothel. Es folgt der feste Arrest
durch endotheliale Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und VCAM-1. Die gerichtete Migration ins Gewebe
bendtigt einen Chemokingradienten. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und sein CCR-2
Rezeptor aktivieren Monozyten und flihren zur Chemotaxis in die Intima.

Uber Scavenger - Rezeptor vermittelte Lipidaufnahme fuhrt zur Schaumzellbildung. Die dadurch
aktivierten lipidbeladenen Makrophagen sezernieren Zytokine und Metalloproteinasen wie MMP-9, die
zum Abbau der extrazellularen Matrix und zur Ausdinnung der fibrésen Kappe der atheromattsen
Léasion fiihren (Libby 2002).

Dies ist eine essentielle, aber auch reversible Vorraussetzung flr die nachfolgenden
Schritte der festen Adhasion und Diapedese von Leukozyten. Zusatzlich zu ihrer
Bedeutung flr die Leukozytenrekrutierung im Rahmen entzindlicher Prozesse
beteiligen sich die Selectine auch bei der Steuerung der Leukozytenrezirkulation und
fungieren als sogenannte homing Rezeptoren und Addressine (Springer 1994).

ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (Vascular cell adhesion
molecule-1) zahlen, aufgrund ihrer den Antikérpern dhnlichen Struktur von variablen
und konstanten Domé&nen, zur Gruppe der Immunglobulinsuperfamilie (Williams
1988, Bork 1994, Holness 1994).

ICAM-1 besitzt finf Immunglobulindomanen und wird durch entzlindliche Stimuli wie
IL-1, TNF-a, Lipopolysaccharide und Interferone in seiner Expression induziert
(Pober 1986, Springer 1990).
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VCAM-1 besteht aus sieben Immunglobulindomanen, wird von endothelialen Zellen
exprimiert und durch entziindliche Stimuli in seiner Expression deutlich hochreguliert
(Bevilacqua 1993).

E-Selectin, ICAM-1 und VCAM-1 vermitteln die Adhésion und transendotheliale
Migration von Leukozyten in die Arterienwand. Hierbei kommt es im Rahmen der
endothelialen Dysfunktion zu Beginn der Atherogenese zur Hochregulation unter
anderem dieser Adhasionsmolekile (Ross 1999).

Mehrere Studien bei Patienten mit KHK fanden erhdhte Konzentrationen von ICAM-
1, VCAM-1 und E-Selectin im Vergleich zu gesunden Probanden (Wallen 1999,
Ridker 1998, Blankenberg 2001, Kowalska 2002).

AuBerdem zeigte sie sich in mehreren Studien eine Assoziation mit kardiovaskularen
Erkrankungen. Fir ICAM-1 und E-Selectin, weniger jedoch fir VCAM-1, zeigt sich
eine deutliche Assoziation mit der Atherosklerose (Hwang 1997, Christie 2002).

Ob die Bestimmung dieser Adhéasionsmoleklle viel Zusatzinformation zur
Bestimmung der etablierten Inflammationsmarker und Risikofaktoren bringen wird, ist

gegenwartig Gegenstand der Diskussion (Malik 2001).

MCP-1

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), ein Polypeptid mit einer Gr6Be von
8,7 kDa, ist ein Mitglied der CC Chemokinfamilie. Zusammen mit Selectinen und
Integrinen beteiligen sie sich an der Steuerung der Leukozytenmigration.

Die biologische Wirkung der Chemokine wird Uber Rezeptoren vermittelt. MCP-1
enfaltet seine Wirkung Uber Bindung an den CC Chemokine Rezeptor 2 (CCR2), der
hauptsachlich auf Monocyten exprimiert wird, aber auch von T — Lymphozyten,
dendritischen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten (Yoshimura 1991 und 1992).
Eine Vielzahl von experimentellen und klinischen Untersuchungen der letzten Jahre
unterstreicht die Bedeutung von MCP-1 als einen wichtiger Faktor in chronisch
entzindlichen Prozessen wie der Atherosklerose und haben ihn deshalb auch als
bisher einzig messbares Chemokin als Inflammationsmarker interessant gemacht
(Ross 1999, Libby 2002).

Die Uberaus wichtige Rolle von MCP-1 in der Atherogenese konnte in verschiedenen
Mausmodellen nachgewiesen werden. So zeigten Mause mit Uberexpression von
MCP-1 eine dreifach gesteigerte Lipideinlagerung in atherosklerotischen Plaques in
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die Aorta und nach der Blockade des MCP-1 spezifischen Rezeptors zeigten apoE
defiziente Mause dreimal weniger atherosklerotische Lasionen in der Aorta im
Vergleich zu apoE defizienten Madusen ohne CCR2- Blockierung (Han 1999, Kowala
2000).

In atherosklerotisch veranderten arteriellen humanen GefaBen konnte im Gegensatz
zu gesunden GefaBen eine Uberexpression von MCP-1 nachgewiesen werden.
Zusatzlich waren in den atherosklerotischen Plagues vor allem die
makrophagenreichen Regionen reich an MCP-1 (Nelken 1991, Yla-Herttuala 1991).
Mehrere klinische Studien fanden eine Assoziation von erhéhten MCP-1-
Plasmaspiegeln mit kardiovaskularen Ereignissen wie arteriellem Hypertonus,
Herzinfarkt und Angina Pectoris (lkeda 2002, Mazzone 2001, Lemos 2003).
AuBerdem scheint MCP-1 mit Restenoseraten nach Angioplastie zu korrelieren. Der
MCP-1 Plasmaspiegel bei Patienten mit einer Restenose war 48 Stunden und 6
Monate nach Stentimplantation deutlich erhdht.

Entzindliche Verdnderungen mit Infiltration von Monozyten/Makrophagen in die
Arterienwand werden als Hauptursache eines frihen Restenoseprozesses nach
einer Angioplastie oder Stentimplantation angesehen. Interaktionen zwischen MCP-1
mit seinen CCR-2 Rezeptoren scheinen eine zentrale Rolle in diesem Prozess zu
spielen (Mori 2002, Oshima 2001).

MMP-9

MMP-9 (Matrix-Metalloproteinase-9), eine 92 kDa groBe Gelatinase, gehdrt der
Familie der Metalloproteinasen an, einer Gruppe zink- und kalziumabhéangiger
Endopeptidasen. Diese sind in der in der Lage, die extrazellulare Matrix, die u.a. aus
Kollagenen, Proteoglykanen und Fibronectin besteht, aufzulésen (Werb 1997,
Nagase 1999). MMP-9 befindet sich besonders in den Schaumzell - reichen

Regionen atheromatéser Plaques (Abb.7).
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Abb.7: MMP-9, von der Progression zur Destabilisierung der Plaque

Aktivierung von MMP-9 fihrt zum Abbau der extrazelluldren Matrix. Dies erleichtert eine Migration von
Monozyten und glatten Muskelzellen in die sich bildende Plaque. In der Folge fuhrt exzessive MMP-9
Aktivitat zur Ausdiinnung der fibrésen Kappe, zur Plaque —Instabilitét und schlieBlich zur Ruptur der
Plaque (Szmitko 2003).

Unterschiede in der MMP-9 Expression korrelieren mit dem Vorhandensein und der
Starke der Auspragung der Atherosklerose (Galis 2002, Morgan 2003). Auch bei der
Plagueruptur scheinen Matrixmetalloproteinasen eine Rolle zu spielen (Newby 1999,
de Nooijer 2006). Death et al. konnten zeigen, dass Hyperglykamie die Expression
und Aktivitait von Matrixmetalloproteinasen (MMP) in Endothelzellen und
Makrophagen erh6ht (Death 2003).

Neuere klinische Studien zeigen eine Assoziation der MMP-9- Konzentration im
Serum mit vorzeitiger Koronarsklerose (Noji 2001), als auch mit instabiler Angina
pectoris und Myokardinfarkten (Inokubo 2001) und untermauern damit die

wachsende Bedeutung von MMP-9 als Inflammationsmarker der Atherosklerose.
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1.4.3. Hamostaseologie, Gerinnungsfaktoren und Marker der

Fibrinolyse

Die Rolle des hdmostaseologischen Systems bei der Entwicklung der koronaren
Herzkrankheit und ihrer akuten Komplikationen instabile Angina pectoris, akuter
Myokardinfarkt und plétzlicher Herztod, hat in den letzten Jahren zunehmendes
Interesse gefunden, da sich in einer Reihe von Untersuchungen auch einzelne
hamostaseologische Faktoren als Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit
erwiesen haben (Kannel 2005) AuBerdem hat sich gezeigt, dass im Rahmen des
Diabetes eine Vielzahl von Gerinnungsfaktoren wie Fibrinogen, Faktor VII, Faktor
VIIl, Faktor Xl, Faktor Xll, Kallikrein und von Willebrand Faktor erhdht sind (Carr
2001, Acang 1993, Carmassi 1992). Ebenso ist die Fibrinolyse vermindert, unter
anderem durch erhbhte Konzentration von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ-1
(PAI-1) (Carr 2001). All dies lasst es - so Carr - zu, Diabetes mellitus als

Lhypercoagulable state zu bezeichnen.

Fibrinogen

Fibrinogen, das Substrat des Thrombins und des Plasmins, wird in der Leber
synthetisiert und gehdrt zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine.

Fibrinogen ist ein unabh&ngiger Risikofaktor fur atherosklerotische Erkrankungen
(Framingham-Studie, Northwick Park Heart - Studie, Wilhelmsen 1984, Kannel 1987,
Ma 1999, Danesh 1998).

Danesh et al. (2005) fanden nach Durchfihrung einer Meta-Analyse von 31
prospektiven Studien mit insgesamt 154 211 Teilnehmern, ohne bekannte KHK oder
Apoplex in der Anamnese, eine Assoziation von Fibrinogen mit dem Risiko einer
KHK und eines Apoplex .

In groBen prospektiven Studien korrelierte die Plasmakonzentration von Fibrinogen
unabhangig von anderen Faktoren sowohl bei gesunden Probanden als auch bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit der Inzidenz von akutem Myokardinfarkt
und plétzlichem Herztod (Ernst 1993, Heinrich 1994, Meade 1993, Thompson 1995).
Selbst bei hohem LDL-Cholesterin im Serum war das koronare Risiko bei niedrigem
Fibrinogen im Plasma relativ gering (Heinrich 1994, Thompson 1995). Der erhéhte

Fibrinogenspiegel  reflektiert ~ wohl  nicht nur die  atherosklerotische
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Entzindungsreaktion, sondern kdnnte auch an der Pathogenese der Atherosklerose
beteiligt sein. So stimuliert Fibrinogen die Migration und Proliferation glatter
Muskelzellen, beglnstigt die Thrombozytenaggregation und ist Bestandteil

atherosklerotischer Plaques (Folstom 1997).
PAI-1

PAI-1 (,plasminogen activator inhibitor type-1“) ist ein einkettiges Glykoprotein mit
einer Molekllmasse von 50 000 Da, das in Endothelzellen und Hepatozyten
synthetisiert wird. PAI-1 reguliert die Fibrinolyse durch Hemmung von t-PA (tissue-
type plasminogen activator) und der vor allem im Gewebe vorkommenden u-PA
(Urokinase). Im Plasma wird PAI-1 durch Bindung an Vitronektin stabilisiert oder
zirkuliert als inaktiver Komplex mit Urokinase oder t-PA (Saksela 1988).

Die in unserer Studie bestimmte PAI-1 -Aktivitat erlaubt eine Abschatzung des
Uberschusses an PAI-1 (Inhibitor der Fibrinolyse) tber t-PA und u-PA (Aktivatoren
der Fibrinolyse) und ist in diesem Zusammenhang ein geeigneter Marker, um den
Uberschuss der Hemmung der Fibrinolyse im Blut abzuschatzen. Erhdhte PAI-1-
Spiegel sind z.B. bei thromboembolischen, septischen und malignen Erkrankungen
nachweisbar.

Unter den Faktoren des fibrinolytischen Systems besteht flir PAI-1 der engste
Zusammenhang mit verschiedenen vaskularen Erkrankungen (Nordt 1999).

Erhdhte PAI-1 Spiegel scheinen das Risiko atherothrombotischer Vorfélle zu erh6hen
und moglicherweise auch die Progression der Atherosklerose zu beférdern (Vaughan
2005).

Prospektive Studien zeigen eine Assoziation zwischen erhdhten PAI-1- Spiegeln und
kardiovaskularen Erkrankungen. So zeigte sich in einer prospektiven Studie von
Thogersen et al. (1998), dass erhdhte PAI-1- Spiegel einen Risikofaktor fir einen
Myokardinfarkt bei Mannern und Frauen darstellen und Hamsten et al. (1987) fanden
eine Assoziation von erhéhten PAI-1-Spiegel mit dem Risiko eines Re-Infarktes bei

Mannern mittleren Alters.
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Faktor VIl

Faktor VIl ist ein einkettiges, Vitamin-K abh&ngiges, Plasma-Glykoprotein, welches in
der Leber synthetisiert wird. Wahrend des Gerinnungsvorganges wird Faktor VII
proteolytisch durch Thrombin, Faktor [Xa, Faktor Xa oder Faktor Xlla zur
Serinprotease Faktor Vlla aktiviert. Bei der Ruptur einer atherosklerotischen Plaque
wird unter anderem subendothelialer Gewebefaktor (Tissuefaktor) freigesetzt. Dieser
aktiviert Faktor Vlla und der entstandene Enzymkomplexes katalysiert die
Umwandlung von Faktor IX zu 1Xa und von Faktor X zu Xa (Eilertsen 2004).

In den prospektiven Northwick-Park-Heart- und PROCAM-Studien konnte bei
gesunden Mannern eine Korrelation zwischen der Faktor VII - Aktivitdt und der
Haufigkeit von tddlichen Myokardinfarkten oder plétzlichem Herztod beobachtet
werden (Heinrich 1994, Meade 1993).

Faktor VIII

Faktor VIl ist ebenso ein Plasma-Glykoprotein, dessen Syntheseort hauptsachlich in
der Leber wie auch in Endothelzellen liegt. Faktor Vllla ist Cofaktor des Faktor IXa
bei der Faktor X Aktivierung. Das Faktor-VIII-Molekl ist nicht kovalent an den von-
Willebrand-Faktor gebunden, der den Faktor VIII im Plasma vor Proteolyse schitzt
(Kannel 2005).

D-Dimer

Das D-Dimer ist ein Spaltprodukt des Fibrins. Am Ende des plasmatischen
Gerinnungsablaufs steht die Quervernetzung des I6slichen Fibrins zum unléslichen
Fibrin. Die Fibrinolyse als Gegenreaktion hat die Aufgabe, das Fibringerinnsel wieder
zu lysieren. Im Mittelpunkt dieses Systems steht die Endopeptidase Plasmin, welche
das unlésliche Fibrin an spezifischen Stellen spaltet. Dieser Vorgang vollzieht sich in
mehreren Stufen Uber hochmolekulare Fragmente und lésliche Aggregate bis zu den
D-Dimer-Fragmenten, die durch Plasmin nicht weiter abgebaut werden kénnen. Der
Nachweis der D-Dimere ermdglicht einen direkten Nachweis der Plasmin-Aktivitat.

Werte im Referenzbereich (< 500 ng/Liter Plasma) dienen der Ausschlussdiagnostik
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einer Lungenembolie, einer DIC (Disseminierte Intravasale Koagulopathie) oder der
tiefen Beinvenenthrombose (Palareti 1993).

Auch das D-Dimer wurde als Risikofaktor der Atherosklerose identifiziert (Lowe
2004). So konnte gezeigt werden, das Fibrin-Spaltprodukte wie unter anderem das
D-Dimer, verschiedene Effekte auf Entziindungsprozesse und Akut-Phase-Antworten
haben. Unter anderem kommt es zur Aktivierung von Monozyten, zur Sekretion von
Cytokinen (u.a. IL-6, IL-1) und zur Synthese von Akute-Phase-Proteinen in der Leber,
einschliesslich des CRPs und des Fibrinogens (Ritchie 1982, Edgington 1985,
Gauldie 1990, Robson 1994).

Prospektive Studien der letzten Jahre zeigen eine signifikante Assoziation zwischen
der Konzentration des D-Dimers und der koronaren Herzerkrankung. Patienten mit
D- Dimer Werten im oberen Drittel haben ein um 70 % héheres KHK-Risiko als jene
mit Werten im unteren Drittel (Danesh 2001, Ridker 1984, Lowe 2001, Folsom

2001).
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1.5. Insulin: pro- oder antiinflammatorisch ?

Die Insulinresistenz, zusammen mit Ubergewicht, arteriellem Hypertonus, gestérter
Glukosetoleranz bzw. Diabetes und Dyslipidamie - charakterisiert durch hohe
Triglyzeride und niedrigem HDL - ist Bestandteil des Metabolischen Syndroms
(Eckel 2005).

Dieses wiederum ist assoziiert mit einem erhéhten Risiko einer Erkrankung an
Diabetes mellitus Typ 2 (Grundy 2004) und an kardiovaskuldaren Erkrankungen
(Isomaa 2001, Lakka 2002, Malik 2004).

Mehrere Studien zeigen, dass das Metabolische Syndrom Pradiktor eines
zukinftigen Diabetes sein kann (Hanson 2002, Laaksonen 2002).

Die Insulinresistenz spielt eine grundlegende Rolle bei der Entwicklung des
metabolischen Syndroms. VergrdoBerte Adipozyten vor allem des viszeralen
Fettgewebes werden gegenitber den anti-lipolytischen Wirkungen von Insulin
resistent und es kommt zum Uberschuss von zirkulierenden freien Fettsduren
(Goldstein 2002).

Diese bewirken in der Leber eine gesteigerte Produktion von Glukose und
Triglyzeriden und reduzieren in Muskelzellen die Insulin-vermittelte Aufnahme von
Glukose. SchlieBlich kommt es durch die erhéhte Glukose im Blut und zum Teil durch
Steigerung der Insulinsekretion im Pankreas durch die freien Fettsduren zur
Hyperinsulinamie (Eckel 2005).

Die Rolle von Insulin in der Atherogenese ist seit Jahren Gegenstand der Diskussion
(Dandona 2002).

Bisherige Daten, die eine Assoziation der Hyperinsulindmie mit der koronaren
Herzerkrankung und mit der Atherosklerose zeigten, wurden als Beweis aufgeflihrt,
dass Insulin einen Atherogenese-férdernden und pro- inflammatorischen Effekt
haben kénne (Festa 1999, Kekalainen 1996, Stout 1991,1992 und 1996).

Auch in vitro Untersuchungen, die einen Anstieg von Wachstumsfaktoren wie
Platelet-derived Growth Faktor (PDGF) und des kardiovaskuldren Risikofaktores
PAI-1 unter sehr hohen Insulindosen zeigten, unterstrichen diesen potentiellen Effekt
(Begum 1998, Goalstone 1998, Juhan-Vague 1989, Alessi 1988, Schneider 1991).
Jedoch nicht alle Studien zeigten diese Assoziation. So fehlte dieser Zusammenhang

ganzlich in einer groBen Studie mit alteren Patienten (Wingard 1995).
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Auch das Fehlen eines vermehrten Auftretens der Atherosklerose bei Patienten mit
Insulinom und daraus resultierender chronischer Hyperinsulindmie widerspricht
einem unmittelbarem Zusammenhang (Leonetti 1993).

Eine Reihe neuerer Funde haben nun einen potentiellen antiinflammatorischen und
antiatherogenen Effekt von Insulin neben seinen bekannten metabolischen
Wirkungen zeigen kénnen (Dandona 2002 und 2005).

So werden durch Insulin drei wichtige pro-inflammatorische Transkriptionsfaktoren
und damit korrespondierende Gene, die Inflammation vermitteln, in ihrer Aktivierung
gehemmt: NF-kB, activator protein-1 (Ap-1) und early growth response—1 (EGR-1).
Damit korrespondierende Gene, die Inflammation vermitteln, kodieren u.a. fir MCP-
1, ICAM-1, 1I-6, MMP-9 sowie PAI-1 und werden somit durch Insulin gehemmt
(Dandona 2003 und 2001, Aljada 2002 , Ghanim 2001). In einer Studie an Patienten
mit akutem Koronarsyndrom konnte durch eine Insulininfusion ein Absinken von PAI-
1 beobachtet werden (Chaudhuri 2004). Bei Patienten mit Typ-2-Diabetes konnte
durch eine Insulintherapie eine signifikante Reduktion des hs-CRP erreicht werden
(Takebayashi 2004).

Insulin besitzt auch vasodilatorische Eigenschaften und férdert die endotheliale NO-
Produktion (Yki-Jarvinen 2003). In seinen Zielorganen stimuliert Insulin sowohl den
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Pathway (PI3-K-Pathway) als auch den mitogen-
aktivierten Proteinkinase-Pathway (MAPK) (Kim 2006, Creager 2003). Die
Aktivierung des PI3-KPathways ist fir die insulinvermittelte Glukoseaufnahme in die
Zielorgane wichtig. Dieser Pathway reguliert die insulinabhéngige endotheliale NO-
Produktion. Bei Ubergewichtigen und Diabetikern ist die Funktion dieses
Mechanismus deutlich reduziert und steht somit in einem engen Zusammenhang mit
der Insulinresistenz und dem metabolischen Syndrom (Kobayashi 2005). Die
verminderte Aktivitdt des PI3-K-Pathways durch Insulin fihrt zu vermehrter
Stimulation des MAPK-Pathways (Toba 2006). Uber diesen Weg stimuliert Insulin
das Zellwachstum und die Migration von SMC und Monozyten. Es werden aber auch
die Expression von PAI-1, ICAM-1 und MCP-1 vermittelt. Der MAPK-Pathway wirkt
migrationsférdernd, proinflammatorisch, prothrombogen und somit proatherogen
(Hsueh 2003).
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1.6. Die Rolle der Insulintherapie bei Patienten mit Typ-2-Diabetes

Die Rolle der Insulintherapie bei der Verbesserung der diabetischen
Stoffwechseleinstellung und bei der primaren und sekundaren Pravention von
mikrovaskularen Komplikationen sowohl bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 als
auch bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 wurde in einer Reihe groBer
prospektiver Studien dokumentiert (Diabetes Control and Complications Trial [1993],
Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications study [EDIC 2003],
UKPDS 33 [1998], Ohkubo [1995], Kumamoto Study [Shichiri 2000] ).

Eine verbesserte diabetische Stoffwechseleinstellung reduziert sowohl das Risiko
einer Entwicklung mikrovaskularer Komplikationen wie Retinopathie, Nephropathie
und Neuropathie als auch deren Voranschreiten (Ohkubo 1995).

Die Frage, ob eine Insulintherapie makrovaskuldre Morbiditat und Mortalitat
reduzieren kann, ist jedoch ungeklart. Im Rahmen der vorliegenden Studie war es
unser Ziel den Einfluss einer Insulintherapie auf Biomarker der Atherosklerose, nicht
jedoch auf Endpunkte wie Mortalitat und Morbiditat zu untersuchen. Gleichwohl sollte
auf diese so wichtige Fragestellung kurz eingegangen werden und der derzeitige
Stand der Untersuchungen dargestellt werden.

Mehrere Interventionsstudien haben sich bisher dieser Frage angenommen.

Die United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) schloss 3867 Patienten
mit neu diagnostiziertem Typ-2-Diabetes ein. Ziel dieser groBen Studie war
herauszufinden, ob eine intensive Blutzuckerkontrolle das Risiko mikro- und
makrovaskularer Komplikationen verringern kann und inwieweit eine antidiabetische
Therapie einer Anderen Uberlegen ist.

Hierbei konnte durch eine Verbesserung der Diabeteseinstellung das Risiko flr
mikrovaskuldre Folgeschaden deutlich reduziert werden (UKPDS 33 1998).
Hinsichtlich der makrovaskuldren Komplikationen wie zum Beispiel der
Myokardinfarkthdufigkeit lies sich bei Patienten mit intensivierter
Blutzuckereinstellung (Metformin, Sulphonyl-harnstoff oder Insulin) ebenfalls eine
Tendenz zur Verringerung finden, aber der Einfluss auf kardiovaskulare Endpunkte
erreichte wahrend des zehnjahrigen Beobachtungszeitraumes keine statistische
Signifikanz (UKPDS 33 1998). Einer der vermuteten Griinde kdnnte in der gewahlten

Studienpopulation liegen mit ausschlieBlich neu diagnostizierten Typ-2-Diabetikern
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angesichts einer doch langen Progression von makrovaskularen Komplikationen und
deswegen mdglicher zu kurzer Beobachtungszeit.

Die Rolle von Insulin in der Atherogenese ist seit Jahren Gegenstand der Diskussion
(Dandona 2002). Exogen zugefluhrtes Insulin wurde in der Literatur gelegentlich als
potentiell schadliche Behandlung aufgeflihrt. In-vitro und epidemiologische Studien,
die eine Assoziation der Hyperinsulindmie mit der koronaren Herzerkrankung und mit
der Atherosklerose zeigten, wurden als Beweis aufgeflhrt, dass Insulin einen
Atherogenese-férdernden und pro- inflammatorischen Effekt haben kénne (Festa
1999, Kekalainen 1996, Stout 1991,1992 und 1996). In der UKPD Studie fand sich
dagegen im Studienarm der Patienten mit Insulintherapie, trotz héherer Nlchtern-
Insulinspiegel als in den anderen Behandlungsgruppen, keinerlei erhéhte
Myokardinfarkhaufigkeit.

Die University Group Diabetes Program Studie (UGDP 1975), die 409 Patienten
einschloss, untersuchte Uber einen Zeitraum von 13 Jahren den Einfluss einer
Insulintherapie auf das kardiovaskulare Risiko im Rahmen dreier Behandlungsarme
(variable Insulingabe, fixe Insulingabe, Diat plus orale Plazebogabe). Auch hier
fanden sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der kardiovaskularen
Morbiditat und Mortalitdt sowie der Gesamtmortalitat (Genuth 1996). Leider liegen zu
dieser Studie keine Daten zum HbAic der Patienten vor.

Die VACSDM Studie (Veterans Affairs Cooperative Study on Glycemic Control and
Complications in  Type Il Diabetes) untersuchte an 153 mannlichen
Studienteilnehmern die Effekte einer verbesserten Blutzuckereinstellung im Rahmen
einer zwei Jahre dauernden Pilotstudie. Hierbei erhielten die Patienten in der Gruppe
mit der intensivierten Therapie eine intensivierte Insulintherapie mit variablen
Insulingaben. Trotz einer deutlichen Stoffwechselverbesserung (HbAic -2,1%)
zeigten sich keine Unterschiede in der Gesamt- als auch in der kardiovaskularen
Mortalitat (Abraira 1997).

Die DIGAMI Studie 1 und 2 (Diabetes Mellitus, Insulin Glucose Infusion in Acute
Myocardial Infarction) hatte ihren primaren Fokus auf eine Akutintervention bei
Patienten mit Diabetes, die wegen Verdacht auf akuten Myokardinfarkt klinischer
Behandlung bedurften. Hierbei wurden aber auch die Langzeiteffekte einer
intensivierten Insulintherapie untersucht. Patienten in der DIGAMI 1 Studie erhielten
im Behandlungsarm wéahrend der Akutphase mit Verdacht auf Myokardinfarkt eine

Insulininfusion Ober 24 h und anschliessend wahrend der folgenden Monate eine
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intensivierte Insulintherapie. Nach Gber drei Jahren konnte hierbei eine Reduktion
der Gesamtmortalitdt um 11% bei diesen Hochrisikopatienten festgestellt werden.
(Malmberg 1997).

Die DIGAMI 2 Studie sollte mehr Aufschluss Uber die Ursache dieser deutlichen
Reduktion der Sterblichkeit bringen. Dafir wurden die Patienten in drei
Behandlungsarme randomisiert. Die Patienten in Gruppe 1 und 2 erhielten eine
Insulininfusion Uber 24h, die in der ersten Behandlungsgruupe aber zusatzlich eine
sich unmittelbar anschlieBende intensivierte Insulintherapie mit strengerer
Blutglukosekontrolle. Patienten in Gruppe 2 und 3 erhielten nach den ersten 24
Stunden dazu im Gegensatz nur eine Standardtherapie nach Vorgabe des
behandelnden Arztes. Die DIGAMI 2 Studie konnte die These einer Reduktion der
Sterblichkeit durch eine akut begonnene und langfristig fortgeflihrte Insulingabe nicht
bekraftigen. Die Mortalitdt sowie die Morbiditat unterschied sich nicht signifikant in
den drei Behandlungsgruppen. Allerdings konnte in der Gruppe, die eine intensivierte
Insulintherapie erhielt, keine bessere Blutglukoseeinstellung als in den anderen
Gruppen im Behandlungszeitraum erreicht werden. Es lasse sich somit, so die
Autoren, ein vorteilhafter Effekt nur durch eine Insulingabe unabhangig von einer
besseren Blutglukoseeinstellung nicht feststellen (Malmberg 2005).

Eine Meta-Analyse von Huang et al. (2001) untersuchte anhand von randomisierten
klinischen Interventionsstudien den Effekt einer Glukose senkenden Therapie wie
auch einer Cholesterin- und Blutdruck senkenden Therapie auf die kardiovaskulare
Morbiditats- und Mortalitdtsrate von Typ-2-Diabetikern. Hierbei kommen die Autoren
zu dem Schluss, dass eine verbesserte Blutglukoseeinstellung essentiell zur
Vermeidung mikrovaskuléarer Folgeerkrankungen ist, aber zur Reduzierung von
makrovaskularen Folgen eine Senkung des Cholesterinsspiegels und des
Blutdruckes nach heutigem Stand effektiver ist. Wie sehr eine Senkung der
Blutglukosespiegel das kardiovaskulare Risiko bei Patienten mit Typ-2-Diabetes
senken kann, bleibt unklar und bedarf weiterer gréBerer prospektiver Studien (Huang
2001).
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1.7. Fragestellungen

Klinische Untersuchungen Uber den Effekt einer Insulintherapie auf Inflammations-
marker der Atherosklerose bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 sind rar.
Insbesondere prospektive Studien, die einen langeren Verlauf untersuchen, wurden
bislang kaum durchgefuhrt.

Primar wurde im Rahmen unserer Studie eine Verbesserung der diabetischen
Stoffwechsellage — sichtbar an einer signifikanten Reduktion des Hbaic und der
NUchtern-Blutglukose — durch die Umstellung auf eine intensivierte Insulintherapie
erwartet.

Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob die Verbesserung der Stoffwechsellage zu
einer Reduktion von systemisch messbaren inflammatorischen Biomarkern der
Atherosklerose fuhrt.

Hierfir wurden Inflammations- und endotheliale Marker der Atherosklerose sowie
Gerinnungsfaktoren und Marker der Fibrinolyse Uber einen Zeitraum von 6 Monaten
untersucht.

Gleichzeitig sollten wahrend der Studie auBer an dem Insulinregime keine
Anderungen an der bestehenden Medikation vorgenommen werden, um vorhandene

Einflisse mdglichst auszuschliessen.

Unsere Fragestellung war:

- Haben eine neu begonnene Insulintherapie und eine damit verbundene signifikante
Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage einen Einfluss auf die im Serum
gemessenen Konzentrationen von hs-CRP, MCP-1, VCAM-1, ICAM- 1, E-Selectin,
MMP-9, IL-6, Homocystein, Lp(a), D-Dimer, Fibrinogen, PAI-1, Faktor VIl und
Faktor VIII?

- Sind die Konzentrationen der gemessenen inflammatorischen Biomarker zum

Zeitpunkt des Studieneinschlusses — verglichen mit Daten aus prospektiven
Untersuchungen bei gesunden Probanden gleichen Alters — erhéht ?
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Rekrutiert wurden 17 Patienten der Diabetes- Ambulanz und der Schwerpunktstation
Endokrinologie- Diabetologie der Medizinischen Klinik Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen mit Typ-2-Diabetes unter Therapie mit oralen
Antidiabetika, die auf eine Insulintherapie umgestellt werden sollten.
Einschlusskriterien :

Patienten mit Typ-2-Diabetes, bisher behandelt mit oraler antidiabetischer Therapie
mit nun notwendig gewordener Umstellung auf eine Insulintherapie wegen entweder
ungenitgender Stoffwechseleinstellung (HbAic > 7,0% trotz intensivierter oraler
antidiabetischer Medikation bzw. Kombinationstherapie ) oder Unvertraglichkeit der
oralen Medikation.

Ausschlusskriterien:

BMI > 40 kg/m?, akute schwere Erkrankungen insbesondere jegliche

akute Entzindung, Leberinsuffizienz, Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide
Arthritis, M.Crohn, Linksherzinsuffizienz, Myokardinfarkt oder instabile Angina
pectoris in den letzten 6 Monaten vor Studieneinschluss und Beginn einer Medikation
mit ACE-Hemmer, Statinen oder B-Blocker in den letzten 6 Wochen.

Die Studie wurde nach den Prinzipien der Deklaration von Helsinki durchgefihrt.

Die Studienteilnehmer wurden nach den Vorgaben der Ethikkommission der LMU
Minchen mindlich und schriftlich eingehend Uber Ziel und Ablauf der Untersuchung
aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis mit Unterschreiben des Aufklarungs- und
Einwilligungsbogens. Der Zeitraum der Untersuchung betrug 16 Monate

(September 2003 bis Januar 2005).
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2.2. Studiendesign

Die Studie wurde als unkontrollierte und offene Pilotstudie in einem prospektivem
Design durchgefiihrt. Die Datendokumentation wurde mittels standardisierter
Fragebdgen durchgefihrt.

Bei jeder Visite erfolgte neben einer Blutentnahme und Urinprobe eine ausfuhrliche
Anamnese mit Alter, Geschlecht, Diabetesdauer, KérpergroBe, Kdrpergewicht,
Blutdruck, Body-Mass-Index und Risikofaktoren (Nikotinkonsum, Dyslipidamie,
Arterielle Hypertonie) sowie eine kérperliche Untersuchung zum Ausschluss akuter

Entziindungen.

Die Dokumentation diabetischer Begleiterkrankungen bestand aus anamnestischen
Angaben sowie aus aktuell erhobenen Befunden.

Blut wurde zweimal im Abstand von einer Woche unter der bisherigen oralen
antidiabetischen Therapie abgenommen und sechs Monate nach Umstellung auf die

Insulintherapie. Eine Urinuntersuchung auf Alouminurie erfolgte bei jeder Visite.

Die Feststellung diabetischer Folgeerkrankung der Augen erfolgte entsprechend der
Patientenanamnese sowie aufgrund von fachérztlicher ophthalmologischer

Untersuchung und umfasste das Kriterium diabetische Retinopathie.

Eine diabetische Nephropathie wurde nach Ausschluss von Glomerulonephritis,
interstitieller Nephritis, Zystennieren und Harnwegsinfekt an Hand einer
Mikroalbuminurie von mehr als 2,0 mg/dl mittels mindestens zwei positiver

Bestimmungen diagnostiziert.

Die Feststellung einer diabetischen Polyneuropathie basierte auf dem Vorkommen

von Parasthesien und sensorischen- sowie sensiblen Nervenausfallerscheinungen.

Beim diabetischen FuBsyndrom wurden der neuropathische FuB (warm, trocken,
rosig mit Hyperkeratosen, Krallenzehen, schmerzlosen Ulzera, nachweisbaren
FuBpulsen, herabgesetzter Tiefensensibilitdt und Schmerzwahrnehmung), der
ischamische FuB infolge arterieller Verschlusskrankheit (kdhl, livide Verfarbung,
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Claudicatio intermittens, Ulzera an den Akren, keine FuBpulse, erhaltene Sensibilitét)

und die Kombination aus beiden Typen beschrieben.

Ein arterieller Hypertonus wurde konstatiert bei Blutdruckwerten Gber 135 mmHg
systolisch bzw. 85 mmHg diastolisch, gemessen nach mindestens 5 Minuten in Ruhe
oder wenn der Patient bereits unter antihypertensiver Therapie stand.

Die Beurteilung des Kriteriums Makroangiopathie umfasste anamnestische Angaben,
Ergebnisse der klinischen Untersuchungen und Daten aus apparativer Diagnostik

(Dopplersonographie, Ruhe-EKG, Belastungs-EKG, Myokardszintigraphie und
invasive Diagnsotik z.B. durch Koronarangiographie). Dokumentiert wurden die
Ereignisse transitorische ischamische Attacke (TIA), Apoplex, Angina pectoris und
Myokardinfarkt in der Vorgeschichte des Patienten sowie das Vorliegen einer

peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK).

Eine Hyperlipoproteinamie wurde festgestellt bei Uberschrittenen Grenzwerten fir
Gesamt-Cholesterin (> 200 mg/dl) LDL-Cholesterin (>100 mg/dl), Triglyzeride
(> 200 mg/dl ntichtern) oder wenn der Patient bereits Lipidsenker einnahm.

Die eingenommenen Medikamente wurden erfasst, insbesondere die bisherige orale
antidiabetische Therapie sowie Statine, ASS, ACE- Hemmer, Ca-Antagonisten, B-
Blocker und AT-2 Rezeptorblocker. Es wurden wahrend des Studieneinschlusses
keine Interventionen bezlglich des Medikamentenregimes durchgefihrt.

Ein Insulinschema wurde nicht vorgegeben, wurde aber, mit Anzahl der gespritzten
Einheiten, dokumentiert.

35



2.3. Analvytische Methoden

2.3.1. Blutentnahme und Probenaufbereitung

Vendses Blut wurde morgens im Nichternzustand entnommen. Die Laborparameter
wurden in den klinikeigenen Labors bestimmt.

Die Parameter Hamoglobin, HbA1ic, Blutglukose, Gesamtcholesterin, LDL-
Cholesterin, HDL- Cholesterin, Triglyzeride, Kreatinin, Fibrinogen sowie Albumin im
Urin wurden sofort nach Probenentnahme im Zentrallabor analysiert.

Um Verfahrensfehler zu reduzieren, erfolgte die Messung aller experimentellen
Parameter in einem Ansatz am Ende der Studie aus tiefgefrorenen Plasmaproben.

2.3.2. hs-CRP

Die Bestimmung des hs-CRP erfolgte mit einem quantitativen Sandwich-Enzym-
Immunoassay der Firma DRG International, Inc. (USA).

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte, versehen mit einem fixierten, fir CRP
spezifischen monoklonalen Maus-Antikérper, werden Standardreihen und
Probenmaterial und ein weiterer nicht-gebundener enzymmarkierter anti- CRP -
Antikoérper hinzugefigt. Wahrend einer 45 mindtigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur bindet das in der Probe enthaltene CRP an den an die
Mikrotiterplatte fixierten Antikbrper und gleichzeitig an die enzymmarkierten l6slichen
anti- CRP -Antikérper. Nicht gebundene Antikérper werden herausgewaschen und
eine aus Tetrametylbenzidin bestehende Reagenz hinzugegeben, wodurch sich nach
20 Minuten Inkubationszeit ein blauer Farbton entwickelt.

Nach dem Hinzuflgen einer Stoplésung wird die Farbintensitdt, die dem
gebundenen CRP direkt proportional ist, bei 450 nm photometrisch gemessen

(DRG Instruments CRP HS ELISA 2003).
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2.3.3. IL-6

Die Bestimmung des hs-Interleukin-6 erfolgte mit dem Testkit Quantikine® HS der
Firma R&D Systems. Bei dem Verfahren handelte es sich um ein high sensitives (hs)
quantitatives Sandwich-Enzym-Immunoassay.

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte, versehen mit einem fixierten, fur IL-6
spezifischen monoklonalen Antikérper, werden Standardreihen und Probenmaterial
hinzugefligt. Wé&hrend einer zweistiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
bindet das enthaltene IL-6 an den an die Mikrotiterplatte fixierten Antikérper. Nach
Herauswaschen der ungebundenen Substanzen wird ein enzym-gebundener
polyklonaler Antikdrper hinzugefligt. Dieser bindet wahrend einer sechsstiindigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur an das fixierte IL-6. Nicht gebundene Antikérper
werden herausgewaschen und ein Substrat fir das Enzym hinzugefligt. Nach einer
60 minltigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird eine Amplifier Lésung
hinzugefiigt und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei diesem
Amplifikationssystem dephosphoriliert eine alkalische Phosphatase die reduzierte
Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) zu reduziertem NADH.
Dieses NADH dient als Cofaktor flir einen, von einem Alkohol-Dehydrogenase und
Diaphorase Enzym System (Amplifier) gleiteten Redox-Zyklus. In dieser Reaktion,
katalysiert von dem Enzym Diaphorase, reduziert NADH ein Tetrazolium Salz
(INTviolet).

Es entsteht eine intensive Farbe und NAD+. Die entstehende Farbe ist dem
gebundenen IL-6 direkt proportional und wird 30 Minuten spater und nach dem
Hinzuflgen einer Stoplésung gemessen. Die untere Nachweisgrenze dieser Methode
liegt bei 0,02pg/ml (Quantikine® HS Human IL-6 Immunoassay, R&D Systems
2004).

2.3.4. MMP-9, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin

Die Bestimmung von MMP-1 und MCP-1 erfolgte mit dem Testkit Quantikine®
der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA), die Bestimmung von ICAM-1,
VCAM-1 und E-Selectin mit dem Testkit Parameter® der Firma R&D Systems
(Minneapolis, USA).
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Bei beiden Verfahren handelt es sich um quantitative Sandwich-Enzym-
Immunoassays. Das fir MMP-9 geschilderte Testprinzip gilt analog fir die weiteren
analysierten Parameter.

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte, versehen mit einem fixierten, fir MMP-9
spezifischen monoklonalen Antikdrper, werden Standardreihen und Probenmaterial
hinzugefligt. Wé&hrend einer zweistiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur
bindet das in der Probe enthaltene MMP-9 an den an die Mikrotiterplatte fixierten
Antikorper. Nach Herauswaschen der ungebundenen Substanzen wird ein enzym-
gebundener polyklonaler Antikérper hinzugefligt. Dieser bindet wahrend einer
einstindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur an einer anderen Stelle als der
monoklonale Antikérper an das fixierte MMP-9. Nicht gebundene Antikérper werden
herausgewaschen und ein Substrat fir das Enzym hinzugefiigt.

Die entstehende Farbe ist dem gebundenen MMP-9 direkt proportional und wird 30
Minuten spater und nach dem Hinzufligen einer Stoplésung gemessen (Quantikine®
Human MMP-9 Immunoassay, R&D Systems 2003).

2.3.5. C-Peptid

Mit Hilfe eines kompetitiven Radioimmunassays wurde C-Peptid beim nlchternen
Patienten erfasst. Unmarkiertes Antigen (Patienten-Serum bzw. Standards),
radioaktiv markiertes Antigen und ein spezifisches Antiserum werden in definierten
Mengen in einem Réhrchen gemischt und inkubiert.

Die radioaktiven markierten und unmarkierten Antigene konkurrieren wahrend der
Inkubation um die begrenzte Anzahl der Antikdrper-Bindungsstellen. In dieser
Reaktion bilden markiertes und unmarkiertes Antigen mit dem Antiserum Antigen-
Antikérperkomplexe. Nach der Inkubation wird die Trennung von freiem und
ungebundenem C-Peptid mit Polyathylenglykol (PEG) durchgeflihrt. Das entstandene
Immunprazipitat wird zentrifugiert.

AnschlieBend wird mit dem Uberstand das ungebundene freie Antigen dekandiert
oder abgesaugt. Das im Réhrchen verbliebene Prazipitat wird in einem Gamma-
Counter gemessen. Mit den gemessenen Standardwerten wird eine Eichkurve
erstellt, aus der die Werte der Patientenseren ermittelt werden kénnen (Hoekstra
1982).
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2.3.6. HbAic

Die Gesamt-Hb- und HbAic-Konzentrationen wurden nach der Hamolyse der
antikoagulierten Vollblutprobe ermittelt. Das Gesamt-Hb wird hierbei kolorimetrisch
gemessen. Hbaic wird dagegen immunturbidimetrisch bestimmt (Roche Diagnostics,
Cobras Integra 700, Mannheim). Das Verhaltnis zwischen beiden Konzentrationen
ergibt das endgultige HbA1c -Ergebnis [HbA1c (%)].

Zuerst wird die antikoagulierte Vollblutprobe automatisch mit HbAic Hemolysis
Reagent in der Vorverdinnungskivette hamolysiert. Die Erythrozyten werden dabei
durch niedrigen osmotischen Druck lysiert. Das freigesetzte Hb wird durch Pepsin
proteolytisch abgebaut, wodurch die N-terminalen Strukturen flr den Immunoassay
besser zuganglich werden. AuBerdem werden die Hamanteile fir den Hb-Test
oxidiert. Das Gesamt-Hb des Hamolysats wird anhand einer cyanidfreien
kolorimetrischen Methode, die auf der Bildung eines braungriinen Chromophors
(alkalisches Hamatin D-575) in einer alkalischen Detergenzlésung basiert, bestimmt
(Zander 1984).

Die Farbintensitat ist proportional zur Hb-Konzentration der Probe und wird durch
Messung der Extinktionszunahme bei 552 nm bestimmt. Das Testergebnis wird
anhand eines konstanten Faktors berechnet, der sich aus dem Primarkalibrator
Chlorh@dmin eqibt.

HbAic wird danach unter Verwendung von monoklonalen an Latexpartikel
gebundenen Antikdrpern ermittelt. Die Antikérper binden die N-terminalen Fragmente
des HbA1c. Die restlichen freien Antikdrper werden mit einem synthetischen Polymer,
das mehrere Kopien der N-terminalen Struktur des HbAic tragt, agglutiniert. Die
Tribungséanderung verhalt sich umgekehrt proportional zur Menge der gebundenen
Glycopeptide und wird turbidimetrisch bei 552 nm gemessen. Fir die Kalibration wird
ein synthetisches Polypeptid mit der N-terminalen Struktur von HbAic verwendet
(Wolf 1984).

Das Endergebnis wird als HbAic in Prozent ausgedriickt und errechnet sich aus dem
Verhéltnis HoA1c / Hb wie folgt:

Protokoll 1 (geman IFCC): HbA1c (%) = HbA1c /Hb x 100
Protokoll 2 (gemaB DCCT/NGSP): HbAic (%) = (HbAic /Hb) x 87,6 + 2,27
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2.3.7. Gesamt-Cholesterin

Die Bestimmung des Gesamt-Cholesterin erfolgte mit Hilfe eines enzymatischen
Farbtestes (Roche Diagnostics, Cobras Integra 800, Mannheim).

Bei der Hydrolyse von Cholesterinestern durch Cholesterinesterase entstehen
Fettsaduren und freies Cholesterin. Dieses wird von Sauerstoff unter Mitwirkung von
Cholesterinoxidase zu Cholest-4-en-3-on und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Das
entstandene Wasserstoffperoxid bildet mit 4-Aminoantipyrin und Phenol unter
katalytischer Wirkung der Peroxidase einen roten Farbstoff. Die Farbintensitat des
gebildeten Farbstoffs ist direkt proportional zur Cholesterinkonzentration. Sie wird
durch Messung der Extinktionszunahme bei 520 nm bestimmt (Allain 1974, Trinder
1969).

2.3.8. HDL - Cholesterin

Die Bestimung von HDL-Cholesterin erfolgte ebenfalls mittels eines homogenen
enzymatischen Farbtestes (Roche Diagnostics, Cobras Integra 800, Mannheim).

In Gegenwart von Magnesiumsulfat und Dextransulfat werden wasserlésliche
Komplexe mit LDL, VLDL und Chylomikronen gebildet, die gegen PEG-modifizierte
Enzyme resistent sind. Mit Cholesterinesterase und Cholesterinoxidase, mit PEG an
die Aminogruppen (ca. 40%) gebunden, wird die Konzentration von HDL-Cholesterin
enzymatisch bestimmt. Die Cholesterinester werden unter Einwirkung der
Cholesterinesterase in freies Cholesterin und Fettsduren gespalten. Das Cholesterin
wird in Gegenwart von Sauerstoff unter Mitwirkung von Cholesterinoxidase zu A4-
Cholestenon und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Die Farbintensitat des gebildeten
blauen Chinoniminfarbstoffs ist direkt proportional zur HDL-Cholesterinkonzentration.
Sie wird durch Messung der Extinktionszunahme bei 583 nm bestimmt (Sugiuchi
1995).

40



2.3.9. LDL-Cholesterin

LDL- Cholesterin wurde nach der Friedewald-Formel berechnet (Friedewald 1972).
Das Gesamt-Cholesterin muss hierbei kleiner 450 mg/dl und die Triglyzerid-

konzentration kleiner 400 mg/dl betragen.

LDL-Cholesterin = Gesamt- Cholesterin — HDL-Cholesterin — Triglyzeride / 5

2.3.10. Triglyzeride

Die Bestimmung der Triglyzeride erfolgte enzymatisch, kolorimetrisch mit
Glycerolphosphatoxidase und 4-Aminophenazon (Roche Diagnostics, Cobras Integra
800, Mannheim).

Triglyceride werden durch Lipoproteinlipase (LPL) zu Glycerol und Fettsauren
hydrolysiert. Das Glycerol wird danach durch ATP in einer durch Glycerolkinase (GK)
katalysierten Reaktion zu Glycerol-3-phosphat phosphoryliert. Die Oxidation von
Glycerol-3-Phosphat wird durch Glycerolphosphatoxidase (GPO) katalysiert, wobei
Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid (H202) entstehen. In Anwesenheit
von Peroxidase (POD) reagiert Wasserstoffperoxid mit der oxidativen Bindung von 4-
Chlorphenol und 4-Aminophenazon zu einem roten Chinoniminfarbstoff, der bei 512
nm gemessen wird. Die Absorptionszunahme ist direkt proportional zur Triglycerid-
konzentration in der Probe (Fossati 1982, McGowan 1983).

2.3.11. Blutglukose

Die Blutglukose wurde enzymatisch mit dem Enzym Hexokinase analysiert (Roche
Diagnostics, Cobras Integra 800, Mannheim).
Hexokinase katalysiert die Phosphorylierung von Glucose durch ATP, wobei
Glucose-6-phosphat und ADP entstehen. AnschlieBend wird ein zweites Enzym,
Glucose-6 phosphat-dehydrogenase, als Katalysator der Oxidation von Glucose-6-
phosphat durch NAD* genutzt, wobei NADH gebildet wird. Die Konzentration des
gebildeten NADH ist direkt proportional zur Glucosekonzentration. Sie wird durch
Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm bestimmt (Neeley 1972).
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2.3.12. Kreatinin

Kreatinin wurde quantitativ mit Hilfe einer kinetischen Jaffé - Reaktion bestimmt
(Roche Diagnostics, Cobras Integra 800, Mannheim).

In alkalischer Lésung reagiert Kreatinin mit Pikrat und bildet ein gelbrotes Addukt.

Die Bildungsgeschwindigkeit des Farbstoffes (Farbintensitat) ist direkt proportional zu
der Kreatininkonzentration in der Probe. Sie wird durch Messung der Extinktions-
zunahme bei 512 nm bestimmt (Jaffé 1886, Bowers 1980).

2.3.13. Albumin

Albumin im Urin wurde quantitativ im Spontanurin, vorzugsweise im ersten
Morgenurin, mittels Immunturbodimetrie bestimmt (Roche Diagnostics, Cobras
Integra 700, Mannheim).

Hierbei bildet Albumin mit einem spezifischen Antiserum einen Niederschlag, der
turbodimetrisch bei 340 nm bestimmt wird (Gerbaut 1987).

2.3.14. Lipoprotein (a)

Die Messung des Lp(a) erfolgte durch einen automatisierten turbodimetrischen

Immunassay (Roche Diagnostics, Hitachi 911, Mannheim)

2.3.15. Fibrinogen

Fibrinogen wurde koagulometrisch mit photooptischer Detektion mit der Methode
nach Clauss bestimmt. Hierbei wird Citrat-Plasma mit einem groBen UberschuB an
Thrombin zur Gerinnung gebracht. Nach Bestimmung der Gerinnungszeit wird
anhand einer Eichkurve die Konzentration bestimmt (Multifiboren U, Dade Behring
GmbH, Marburg 2003; Amax CS 190).
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2.3.16. D- Dimer

Mit einem vollautomatischen Latex-Immunassay (HemoslIL, Instrumentation
Laboratory, Lexington, USA) wurde D- Dimer quantitativ bestimmt.

Das verwendete D- Dimer Latex Reagenz ist eine Suspension aus Polystyren-
Latexpartikeln einheitlicher GréBe, die mit monoklonalen Antikdrpern, die
hochspezifisch flir D- Dimer —haltige Fibrinspaltprodukte sind, beschichtet sind.
In Anwesenheit von D- Dimer im Plasma agglutinieren die mit monoklonalen
Antikérpern beschichteten Latexpartikeln. Der Grad der Agglutination nimmt
proportional zur D- Dimer — Konzentration der Probe zu. Die Bestimmung erfolgt
durch die Messung der durch die Agglutination bedingten Abnahme der
Lichtdurchlassigkeit bei 405 nm (Newman 1992).

2.3.17. Faktor VII

Die Ermittlung der Faktor VII - Aktivitat erfolgte auf Basis einer modifizierten
Thromboplastinzeit- Bestimmung (TPZ, Quick). Verdiinntes Patientenplasma wurde
mit einem immunologisch erzeugtem Faktor VII- Mangelplasma

gemischt. Die Verkirzung der Gerinnungszeit ist proportional zum Gehalt (Aktivitat
%) von Faktor VIl in der zugesetzten Probe. Die Menge wurde Uber eine
Kalibrationskurve quantifiziert (Instrumentation Laboratory, Lexington, USA 2004).

2.3.18. Faktor VIl

Die Ermittlung der Faktor VIII - Aktivitat erfolgte auf Basis einer modifizierten
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit- Bestimmung (aPTT). Verdiinntes
Patientenplasma wurde mit einem immunologisch erzeugtem Faktor VIII-
Mangelplasma gemischt. Die Verklrzung der Gerinnungszeit ist proportional zum
Gehalt (Aktivitat %) von Faktor VIl in der zugesetzten Probe. Die Menge wurde (ber
eine Kalibrationskurve quantifiziert (Instrumentation Laboratory, Lexington, USA
2004).
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2.3.19. Homocystein

Die Bestimmung von Homocystein erfolgte mittels kompetitivem Immunoassay mit
direktem Chemilumineszenz-Verfahren.

Das durch ein Reduktions- und Enzymreagenz zu S- Adenosyl-homocystein (SAH)
umgewandelte Homocystein der Patientenprobe konkurriert mit kovalent an
paramagnetische Partikel gebundenem SAH um eine begrenzte Menge
Acridiniumester-markiertes Anti- SAH. Uber das umgekehrt proportionale Verhéltnis
zwischen der Homocystein - Menge und den vom System gemessenen relativen
Lichteinheiten werden die Proben ausgewertet (ADVIA Centaur HCY-Test, Bayer
HealthCare 2003).

2.3.20. PAI-1

Die PAI-1 Aktivitat im Plasma wurde mit einem Bio- Immunoassay bestimmt.
Verdiinntes Testplasma wird hierbei in Mikrotitervertiefungen, die mit rekombinantem
t-PA beschichtet sind, inkubiert. AusschlieBlich aktiver PAI-1 bindet an das t-PA und
wird an die Festphase fixiert. Nach einem Waschschritt wird das Immunkonjugat, ein
Peroxidase -gekoppelter monoklonaler Maus-Anti-PAl-1-Antikérper, zugegeben und
bindet an ein definiertes Epitop des immobilisierten PAI-1. Nach einem erneuten
Waschschritt wird in Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H202) die Bildung eines
blauen Farbstoffes induziert. Durch Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsdure
entsteht eine Gelbfarbung, deren Intensitat direkt proportional zur Aktivitat des
humanen PAI-1 in der Probe ist (Declerck 1988, Haemochrom Diagnostica GmbH,
Essen 2005).

Die Bestimmung von PAI-1 Antigen erfolgte mit Hilfe eines Ein-Stufen-Sandwich-
Elisa.

Hierbei wird ein Immunkonjugat, ein Peroxidase- gekoppelter, monoklonaler Anti-
PAI-1-Antikérper, in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettiert, die mit einem
weiteren monoklonalen Anti-PAI-1-Antikdrper beschichtet sind. AnschlieBend wird
sofort verdiinnte Probe zugegeben, worauf die Immunreaktion startet. PAI-1 Ag
bindet Uber ein definiertes Epitop an die Festphasen-gebundenen monoklonalen
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Anti-PAI-1 Antikérper und bindet den zweiten Peroxidase- gekoppelten
monoklonalen Anti-PAI-1 Antikérper Uber ein weiteres definiertes Epitop.

Nach einem Waschschritt wird durch Zugabe des Peroxidasesubstrates
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H202)
die Bildung eines blauen Farbstoffes induziert. Durch Abstoppen der Reaktion mit
Schwefelsaure entsteht eine Gelbfarbung, deren Intensitat direkt proportional zur
Aktivitat des humanen PAI-1 Ag in der Probe ist (Declerck 1988, Haemochrom
Diagnostica GmbH, Essen 2004).

2.4. Statistik

Falls im Text nicht anders angegeben, erfolgte die Angabe der Ergebnisse nach
Uberpriifung auf Normalverteilung als Mittelwert mit einfacher Standardabweichung
Zur Durchfiihrung der statistischen Analysen wurde die Computersoftware SPSS
12.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA) angewandt.

Die Prifung auf Normalverteilung erfolgte dabei mit dem Kolmogorov-Smirnov und
dem Shapiro-Wilk-Test, die statistischen Analysen unter Verwendung des Wilcoxon
matched-pairs signed-rank Testes. Unterschiede mit einem p-Wert kleiner als 0,05

wurden als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Patienten

17 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (10 Manner, 7 Frauen) wurden in die Studie
eingeschlossen und von oraler antidiabetischer Medikation auf eine Insulintherapie
eingestellt. Alle Patienten tolerierten die Umstellung der Therapie problemlos. Es gab
keine Studienabbrecher.
Das mittlere Alter der Patienten betrug 66 Jahre (Range 51-76; SD 7,7).

- mittleres Alter der Manner : 65 Jahre+8,5 (51-76)

- mittleres Alter der Frauen : 69 Jahrex5,1 (59-73)

Das mittlere Kérpergewicht der Patienten betrug zu Beginn der Studie 82,7 kg+16,7
(58-124) mit einem mittleren Body-Mass-Index (BMI) von 28,7 kg/m?+4,3
(22,9-37,2).

Obwohl bei 13 Patienten nach sechsmonatiger Insulintherapie eine Gewichts-
zunahme festgestellt wurde, konnten 4 Patienten eine deutliche Abnahme ihres
Kérpergewichts mittels Diat und Bewegung erreichen, so dass sich dadurch
insgesamt keine signifikante Erh6hung des KGs als auch des BMI feststellen 1&sst.
Der Anteil der Patienten mit Normalgewicht (BMI < 25 kg/m?) betrug 24 %,
wohingegen erwartungsgeman 76 % der Patienten Ubergewichtig waren. Hierbei
betrug der Anteil der Patienten mit Adipositas Grad | (BMI 25-30 kg/m?) 35 %

und bei 41 % der Patienten lag eine Adipositas Grad Il und Ill vor mit einem BMI >
30 kg/m2 vor.

Im Durchschnitt erhielten die Patienten eine mittlere Insulindosis von 40,5 1U/d nach
24 Wochen.

Die Patienten-Charakteristika sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
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Charakteristika ( x+SD)

Baseline

Nach 6 Monaten

Alter ( Jahre) 66
Geschlecht weiblich (%) 41
Diabetesdauer ( Jahre ) 1118
HbA1c (%) 8,1+1,1 7,5+0,7
Body-Mass Index ( kg/m?) 28,7+4,3 29+3,8
Adipositas Grad | (BMI 25-30 kg/m? in%) 35 35
Adipositas Grad II-lll ( BMI > 30 kg/m2in%) | 41 41
Blutdruck ( mmHg )
Systolisch 133+14 136111
Diastolisch 82+9 816
Art. Hypertonie (%) 65 65
Nikotinkonsum (%) 11,7 11,7
Lipide
HDL-Cholesterin (mg/dl) 53+15 56118
LDL -Cholesterin (mg/dl) 93130 108130
Gesamt-Cholesterin (mg/dl) 182136 196136
Triglyzeride (mg/dl) 177+86 158+89
Dyslipidamie (%) 47 47
Nierenfunktion
Mikroalbuminurie (%) 41 41
Serum-Kreatinin (mg/dl) 0,910,2 0,910,2
Dialyse (%) 0 0
Medikation
ASS (%) 29 29
Statin (%) 7 71
ACE-Hemmer bzw.AT2-Blocker (%) | 71 71
Beta-Blocker (%) 59 59

Tabelle 1: Klinische Charakteristika der Studienpatienten:

Dargestellt sind die klinischen Charakteristika der Studienteilnehmer zu Anfang der
Untersuchung und nach sechs Monaten. Die Medikation umfasst nur die flr die

Untersuchung als relevant eingestuften Stoffklassen.

Tabelle 2 zeigt die orale antidiabetische Therapie der Patienten vor der Umstellung

auf die Insulintherapie. 70 % der Patienten hatten als antidiabetische Therapie

Metformin entweder als Monotherapie (12%) oder in Kombination mit einem

Sulphonylharnstoff (35 %). Am zweithaufigsten erhielten die Patienten die

Kombination eines Metformins mit einem Glinid (17 %). Die neueste Stoffklasse der




oralen Antidiabetika, die Glitazone, erhielten nur 12 % der Teilnehmer.

Die Diabetischen Folge- und Begleiterkrankungen sind in Tabelle 3 zusammen-

gefasst.

Tabelle 3: Diabetische Folge- und Begleiterkrankungen.

Medikation nach Einzelstoffen

Metformin 70 %
Sulphonylharnstoff 59 %
Glinid 35 %
Glitazon 12 %
Medikamente nach Stoffgruppen
Monotherapie mit

Metformin 12%
Sulphonylharnstoff 12%
Glinid 6 %
Glitazon 0%
Kombinationstherapie mit

Metformin/Glinid 17 %
Metformin/Sulphonylharnstoff 35 %
Metformin/Glinid/Glitazon 6 %
Sulphonylharnstoff/Glinid 6 %
Sulphonylharnstoff/Glitazon 6 %

Tabelle 2: Orale antidiabetische Therapie vor Umstellung.
Dargestellt ist die orale antidiabetische Medikation in Prozent gegliedert nach den
Einzelstoffen und die individuellen Therapieschemata nach Stoffgruppen in Prozent.

Charakteristika

Baseline (%)

Arterielle Hypertonie 65 %
Diabetische Nephropathie 41,2 %
KHK 23,5 %
Z.n. Myokardinfakt 17,6 %
Diabetische Retinopathie 17,6 %
Diabetische Polyneuropathie 17,6 %
Chronische Niereninsuffizienz 6 %
Z.n. Apoplex 6 %
pAVK 6 %

Dargestellt sind die Folge- und Begleiterkrankungen der Patienten festgestellt durch Anamnese oder

bei Vorliegen entsprechender Befunde im Klinik-eigenen Dokumentationssystem

-Ein arterieller Hypertonus wurde konstatiert bei Blutdruckwerten Gber 135 mmHg systolisch bzw. 85

mmHg diastolisch, gemessen nach mindestens 5 Minuten in Ruhe oder wenn der Patient bereits

unter antihypertensiver Therapie stand.
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-Eine diabetische Nephropathie wurde an Hand einer Mikroalbuminurie von mehr als 2,0 mg/dl mittels
mindestens zwei positiver Bestimmungen diagnostiziert.
-Die Feststellung einer diabetischen Polyneuropathie basierte auf dem Vorkommen von Parasthesien
und sensorischen- sowie sensiblen Nervenausfallerscheinungen.
-pAVK (periphere Arterielle Verschlusskrankheit) wurde diagnostiziert an Hand folgender Kriterien:
(Haut kiihl mit livider Verfarbung, Claudicatio intermittens, Ulzera an den Akren, keine FuBpulse,

erhaltene Sensibilitat)

3.2. Stoffwechselparameter

Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte der Stoffwechselparameter vor Beginn der Studie und

sechs Monate nach Umstellung auf eine Insulintherapie.

Tabelle 4 Stoffwechselparameter

Baseline 6 Monate unter Insulintherapie p (0 +6Mon.)
HbA1c (%) 8.1(6,4-10,5) 7,5(6,3-9,0) 0,019
BZ niichtern (mg/dI) 223 (151-409) 165 (89-252) <0,001
basales C-Peptid (ng/ml) 4,3 (1,7-7,7) 2,9 (0,3-9,9) 0,004
Albumin im Urin (mg/dI) 18,4 (0,7-142,0) 22,3 (0,7-129,0) 0,173
BMI (kg /m?) 28,7 (22,9-37,2) 29,0 (23,7-35,3) 0,214

Erwartungsgeman verbesserte sich die Blutglukoseeinstellung der Patienten durch

die Insulintherapie im Laufe der sechs Monate Beobachtungszeitraum.

Die Nuchternblutglukose sank hochsignifikant um 26,2 % (58,5 mg/dl) von 223,5
mg/dI+68,3 auf 165,0 mg/dl+42,4 (p < 0,001).
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Abb.8: Baseline - Konzentration der Niichtern -Blutglukose (BZ) und

Veranderung nach 6 Monaten Insulintherapie.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme (p< 0,001).Der Boxplot zeigt die 25.Perzentile,
den Median und die 75. Perzentile sowie Minimum und Maximum

als horizontale Linie ausserhalb der Box.

Das HbA1c sank von 8,1 %+x1,1 auf 7,5 %=+0,7 nach sechsmonatiger Insulintherapie
(p=0,019).

p< 0,02

%

Abb.9:

T T
HbA1c Baseline HbA1c nach 6 Monaten

Baseline - Konzentration des HbA1c und Veranderung

nach 6 Monaten Insulintherapie.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme (p< 0,02).

Der Boxplot zeigt die 25.Perzentile, den Median und die 75. Perzentile
sowie Minimum und Maximum als horizontale Linie ausserhalb der Box.

Das Nuchtern-C-Peptid nahm um 32,5 % (1,4 ng/ml) von 4,3 ng/ml+1,6 auf 2,9
ng/mlx2,3 ab (p = 0,004).
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Abb.10: Baseline - Konzentration des Niichtern- C-Peptid und
Veranderung nach 6 Monaten Insulintherapie.
Es zeigt sich eine signifikante Abnahme ( p< 0,004 ). Der Boxplot
zeigt die 25.Perzentile, den Median und die 75. Perzentile sowie
Minimum und Maximum als horizontale Linie ausserhalb der Box.

Eine Mikroalbuminurie fand sich bei 41 % der Patienten. Die Insulintherapie hatte
weder einen Einfluss auf die Albuminkonzentration im Morgen-Urin der Patienten

noch auf das Lipidprofil der Patienten.

3.3. Inflammationsparameter

Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte der Inflammationsmarker vor Beginn der Studie und

sechs Monate nach Umstellung auf eine Insulintherapie.

Tabelle 5 Inflammationsparameter

Baseline 6 Monate unter Insulintherapie p (0 +6Mon.)
hs-CRP (mgll) 3,6 (0,3-11,1) 4,2 (0,4-14,3) 0,813
IL-6 (pg/ml ) 5,6 (0,8-34,5) 4,4 (0,8-27,2) 0,468
Homocystein (umol/l) 13,1 (8,2-20,7) 13,4 (8,5-21,4) 0,586
Lp(a) (mg/dI) 21,4 (0,0-157,0) 21,2 (0,0-161) 0,705

Die mittlere CRP-Konzentration nahm um 0,6 mg/l (14,3 %) wahrend des
Studienzeitraumes zu, wobei die Zunahme statistisch nicht signifikant war
(p= 0,813). Zu Anfang der Studie betrug die CRP-Konzentration 3,6 mg/I£3,2,

nach sechsmonatiger Insulintherapie 4,2 mg/I+4,1.
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Abb.11: Baseline - Konzentration des high- sensitiven C-reaktiven Proteins
( hs-CRP ) und Veranderung nach 6 Monaten Insulintherapie.
Es zeigt sich eine nicht-signifikante Zunahme ( p< 0,813 ). Der Boxplot zeigt
die 25.Perzentile, den Median und die 75. Perzentile sowie Minimum
und Maximum als horizontale Linie ausserhalb der Box.

Im Gegensatz hierzu nahm die Konzentration von IL-6 statistisch nicht-signifikant um
21,4 % (1,2 pg/ml) von 5,6 pg/ml+9,8 auf 4,4 pg/ml+6,7 ab (p=0,468).

p= 0,468

R — I

T T
IL-6 Baseline IL-6 nach 6 Monaten

pg/ml

Abb.12: Baseline - Konzentration von Interleukin-6 (IL-6) und
Veréanderung nach 6 Monaten Insulintherapie.
Es zeigt sich eine nicht-signifikante Abnahme ( p< 0,468 ).
Der Boxplot zeigt die 25.Perzentile, den Median und die 75. Perzentile
sowie Minimum und Maximum als horizontale Linie ausserhalb der Box.

Die Konzentrationen von Lp(a) (21,4 mg/di+36,4 vs. 21,2 mg/dI£37,9 , p= 0,705) und
von Homocystein (13,1 umol/I+3,8 vs. 13,4 umol/I+3,6, p= 0,586) blieben von der

Insulineinstellung unbeeinflusst.
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3.4. Endotheliale Marker

Tabelle 6 zeigt die Mittelwerte der untersuchten endothelialen Marker vor Beginn der

Studie und sechs Monate nach Umstellung auf eine Insulintherapie.

Tabelle 6 Endotheliale Marker

Baseline 6 Monate unter Insulintherapie p(0+6Mon.)
MMP-9 (ng/ml) 252 (106,7-624,9) 333 (120,6-841,8) 0,084
MCP-1 (pg/ml) 418 (223,7-1479,8) 483 (226-1913,6) 0,049
E-Selectin (ng/ml) 66,3 (29,9-146,1) 65,5 (22,3-137,4) 0,435
ICAM-1 (ng/ ml) 311 (180,8-787,6) 310 (187,3-795,5) 0,831
VCAM-1 (ng/ml) 800 (557,5-1483,2) | 834 (525,8-1795,9) 0,492

3.4.1. MMP-9

Die Konzentration von MMP-9 stieg nichtsignifikant um 32 % (81 ng/ml) von 252,6
ng/ml+152,7 auf 333,6 ng/ml+213,7 (p=0,084).

800
p= 0,084
700
600
500
4004
300
200
100
T T
ng/m| MMP-9 Baseline MMP-9 nach 6 Monaten

Abb.13: Baseline - Konzentration der Matrix Metalloproteinase- 9 (MMP-9) und

Veréanderung nach 6 Monaten Insulintherapie.

Es zeigt sich eine nicht-signifikante Zunahme (p< 0,084). Der Boxplot zeigt die

25.Perzentile, den Median und die 75. Perzentile sowie Minimum und Maximum

als horizontale Linie ausserhalb der Box.
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3.4.2. MCP-1

Die Konzentration von MCP-1 stieg signifikant um 15,5 % (65,2 pg/ml) von 418,5
pg/mli+284,7 auf 483,7 pg/ml+378,0 (p=0,049).
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p= 0,049
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Abb.14: Baseline - Konzentration des Monocyte-chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und
Veranderung nach 6 Monaten Insulintherapie.

Es zeigt sich eine signifikante Zunahme (p < 0,05).Der Boxplot zeigt die 25.Perzentile,
den Median und die 75. Perzentile sowie Minimum und Maximum als horizontale Linie
ausserhalb der Box.

3.4.3. ICAM-1

Die Konzentration von ICAM-1 blieb wahrend des Studienzeitraumes unverandert
(311,0 ng/mI=151,0 vs. 310,6 ng/mi+158,0, p=0,831).

3.4.4. VCAM-1

Die Konzentration von VCAM-1 stieg nichtsignifikant leicht um 4,3 % (34,6 ng/ml) von
800,2 ng/ml+216,7 auf 834,8 ng/ml+293,4 (p= 0,492).

3.4.5. E-Selectin

Die Konzentration von E-Selectin zeigte keine signifikanten Veranderungen im

untersuchten Studienzeitraum (66,3 ng/mI+37,6 vs. 65,5 ng/mI+36,7, p= 0,435).
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3.5. Gerinnungsparameter

Tabelle 7 zeigt die Mittelwerte der untersuchten Gerinnungsparameter vor Beginn der

Studie und sechs Monate nach Umstellung auf eine Insulintherapie.

Tabelle 7 Gerinnungsparameter

Baseline 6 Monate unter Insulintherapie p (0 +6Mon.)
Fibrinogen (mg/dI) 313,7 (195,0-400,0) |313,1(179,0-459,0) 0,850
Faktor VII (%) 105 (14,6-148,0) 114 (24,8-159,0) 0,020
Faktor VIII (%) 95,0 (50,4-147,5) 105 (57,3-157,0) 0,118
D-Dimer (mg/ml) 205 (86,9-1024,5) 223 (63,8-1132,0) 0,309
PAI-1 Aktivitat (ng/ml) 2,11(0,26-7,5) 2,12 (0,15-7,6) 0,501
PAI-1 Ag (ng/ml) 22,0 (6,0-49,0) 23,1 (5,0-50,0) 0,79

3.5.1. Fibrinogen

Im untersuchten Studienzeitraum zeigte sich die Konzentration von Fibrinogen

unverandert (313,7 mg/di+53,1 vs. 313,1£313,1 mg/dI+60,9, p= 0,850).

3.5.2. Faktor VIl

Die Aktivitat von Faktor VIl erhéhte sich signifikant (p= 0,02) von 105 %+29,3

auf 114,7 %=x31,1. Dies entspricht einer prozentualen Veranderung von 9,2 % .
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Abb.15: Baseline - Aktivitat von Faktor VIl und Veranderung nach 6 Monaten
Insulintherapie.
Es zeigt sich eine signifikante Zunahme (p< 0,02). Der Boxplot zeigt die 25.Perzentile,
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den Median und die 75. Perzentile sowie Minimum und Maximum
als horizontale Linie ausserhalb der Box.

3.5.3. Faktor VIl

Die Aktivitat von Faktor VIII stieg nichtsignifikant um 9,6 % (9,2%) von 95,8 %t28,8
auf 105 %129,5 (p=0,118).

3.5.4. D-Dimer

Die Konzentration des D-Dimers erhdhte sich statistisch nicht signifikant um 8,8 %
(18,1 ng/ml) von 205,1 mg/ml+228,5 auf 223,2 ng/ml+247,7; p= 0,309).

3.5.5. PAI-1

Die PAI-1 Aktivitat (2,11 ng/ml+2,13 vs. 2,12 ng/ml £2,2 ; p= 0,501) zeigte ebenso
wie die PAI-1 -Ag Konzentration (22,0 ng/mi+14,6 vs. 23,1 ng/ml+£15,8 ; p=0,794)

keine relevante Anderung.
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4. Diskussion

4.1. Sind inflammatorische Biomarker bei Patienten mit Typ-2-

Diabetes erhoht?

Die Atherosklerose ist ein lokaler, unspezifischer inflammatorischer Prozess, der von
einer systemischen Antwort begleitet wird (Lind 2002).

Eine Vielzahl von Untersuchungen deuten auf eine enge Verbindung von Typ-2-
Diabetes mit subklinischen systemischen Entziindungsvorgangen hin (Pickup 2004).
Bei Patienten mit Diabetes als auch bei Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen konnten klinische Untersuchungen erhéhte Spiegel einer Vielzahl von
inflammatorischen Biomarkern im Plasma nachweisen. Prospektive Studien der
letzten Jahre zeigten dazu, dass erhéhte Konzentrationen verschiedener
inflammatorischer Parameter pradiktiv fir die Entwicklung eines Typ-2-Diabetes sind.
Im Einklang mit vielen Untersuchungen der letzten Jahre fanden sich auch bei
unseren Patienten vor Beginn der Therapieumstellung erhdhte Spiegel bei einer
Mehrheit der untersuchten Inflammationsmarker. Samtliche in unserer Studie
untersuchten Marker einer endothelialen Dysfunktion (MMP-9, MCP-1, E-Selectin,
ICAM-1 und VCAM-1) als auch hs-CRP, PAI-1 sowie Homocystein zeigten sich
erhéht im Vergleich mit gesunden Probanden.

Damit verbundene endotheliale Entzindungsvorgédnge und deren systemische
Messbarkeit und Nachweisbarkeit im Serum belegen deutlich das vorhandene
kardiovaskulare Risiko von Patienten mit Diabetes. Unsere Studie unterstreicht somit
die auch von anderen Autoren beschriebenen Funde. Typ-2-Diabetiker mit
ungeniigender Stoffwechselkontrolle zeigen Kennzeichen einer endothelialen
Dysfunktion und einer niedriggradigen systemisch messbaren Entziindung.

Das C-reaktive Protein gilt als der bisher am besten untersuchter Biomarker (Ridker
2004) und ist in prospektiven Studien zum Typ-2-Diabetes am haufigsten untersucht
worden, wenn auch mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen. So berichtet eine
Vielzahl von Studien Uber eine Assoziation von erhdhten CRP-Spiegeln mit dem
zukinftigen Risiko eines Typ-2-Diabetes nach Adjustierung fir den Body-mass-Index
(Pradhan 2001, Barzilay 2001, Freeman 2002, Spranger 2003, Nakanishi 2003, Hu
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2004), wahrend andere Studien nach Abgleich mit dem BMI keine Assoziation mehr
fanden (Festa 2002,Thorand 2003). Die Konzentrationen des hs-CRP zeigen sich im
Serum von Patienten mit Typ-2-Diabetes erhéht (Avilés-Santa 2006).

Im Gegensatz zu den anderen Entziindungsparametern bietet die Bestimmung des
hs-CRP aber auch zusatzliche prognostische Information zum kardiovaskularen
Risiko in Addition zum Framingham Risc Score (FRS) und zu den Konzentrationen
des LDL (Ridker 2004). Im Jahr 2003 wurden von der Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) und der American Heart Association (AHA) erstmalig klinische
Leitlinien zur Risikoabschatzung mittels hs-CRP veréffentlicht. Danach bedeutet eine
Konzentration von <1,0 mg/l ein niedriges Risiko, zwischen 1 bis 3 mg/l ein mittleres
Risiko und >3,0 mg/I ein hohes Risiko.

Mit einer mittleren hs-CRP Konzentration von 3,6 mg/l bzw. von 4,2 mg/l nach
sechsmonatiger Insulintherapie fallen die Patienten unserer Studie danach in die
Risikoklasse mit hohem vaskularen Risiko.

IL-6 wurde von einigen Autoren als Insulinresistenz-auslésender Faktor klassifiziert,
da erhdhte IL-6 Plasmaspiegel bei Ubergewicht, Insulinresistestenz und Typ-2-
Diabetes auftreten (Pickup 1997, Vozarova 2001). In verschiedenen Studien zeigte
sich die Hoéhe der IL-6 Plasmakonzentrationen mit der Entstehung von
Insulinresistenz und der Entwicklung eines manifesten Typ-2-Diabetes assoziiert
(Fernandez-Real 2001, Pradhan 2001).

Eine prospektive 5-Jahres-Studie Uber die kombinierte Auswirkung von
Hyperhomocysteindmie und Diabetes mellitus Typ 2 auf die Mortalitdt von 2484
Méannern und Frauen hat gezeigt, dass die Hyperhomocysteindmie unabhangig von
anderen Risikofaktoren mit der Mortalitat in Beziehung steht und bei Patienten mit
Typ-2-Diabetes ein starkerer Mortalitatsfaktor ist (1,9 mal hdéher) als in Patienten
ohne Diabetes (Hoogeveen 2000).

Erhdhte Konzentrationen von Lp(a) im Serum von Patienten mit Typ-2-Diabetes sind
assoziiert mit einem hohen Risiko an kardiovaskularen Erkrankungen (Shai 2004,
Hiraga 1995). Inwieweit Lp(a) bei Typ-2-Diabetikern erhéht ist und ob sich eine
Senkung durch eine Verbesserung der Blutglukoseeinstellung erreichen lasst, ist
nicht eindeutig. Eine Studie verglich die Serum Lp(a) - Konzentrationen von
gesunden Probanden mit zwei unterschiedlichen Gruppen von Typ-2-Diabetikern
(HbA1ic < 8,0% bzw. HbA1c 8,0% und héher). Hierbei fanden sich keine signifikanten
Unterschiede in den Serumspiegeln (Chang 1995). Eine weitere Studie untersuchte,
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ob sich die Serumspiegel von Lp(a) in unterschiedlichen Behandlungsgruppen (Diat
— orale Antidiabetika — Insulintherapie) unterscheiden. Heller et al. (1993) fanden
hierbei hohe Lp(a)-Spiegel im Serum von Patienten mit Insulintherapie und
vermuteten als Ursache die chronische Hyperinsulindmie jener Gruppe.

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 haben auch erhéhte Plasma-Konzentrationen
der I6slichen Adhasionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selectin (Moussavi 2004,
Cominacini 1995, Steiner 1996, Fasching 1996). Wahrend ICAM-1 ein friiher Marker
der Vaskulopathie und ein Pradiktor der kardiovaskularen Morbiditdt und Mortalitat
bei Typ-2-Diabetikern zu sein scheint (Lim 1999, Jude 2002, Becker 2002), ist
VCAM-1 ein Indikator fir die Ausprédgung der atherosklerotischen Lasionen und ist
zusatzlich assoziiert mit der kardiovaskularen Mortalitat (Otsuki 1997, Peter 1997,
Jager 2000).

In einer groBen prospektiven Kohortenstudie zeigten sich erhdhte Konzentrationen
von E-Selectin und ICAM-1 als Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Diabetes Typ 2.
Besonders Manner mit E-Selectin —Spiegel im héchsten Tertil hatten ein 2,6 fach
héheres Risiko als jene Probanden im niedrigsten Tertil (Thorand 2006).

Obwohl noch wenig untersucht, weisen Untersuchungen auch auf erhdhte MCP-1
Konzentrationen im Serum von Patienten mit Typ-2-Diabetes hin (Simeoni 2004).

In der Monica / Kora Augsburg Studie zeigte sich MCP-1 als Pradiktor flr einen sich
spater entwickelnden Diabetes mellitus unabhangig von den anderen klassischen
Risikofaktoren (Herder 2006).

Eine Reihe klinischer Studien fand eine Assoziation der MMP-9- Konzentration im
Serum mit vorzeitiger Koronarsklerose (Noji 2001), als auch mit instabiler Angina
pectoris und Myokardinfarkten (Inokubo 2001).

Zu der H6he der MMP-9 Spiegel im Plasma von Patienten mit Typ-2-Diabetes jedoch
gibt es nur sehr vereinzelte Untersuchungen. Lee et al. (2004) fanden bei 80
Patienten mit Typ-2-Diabetes keine erhdhten Konzentrationen im Vergleich zu
gesunden Probanden. Death et al. konnten wiederum zeigen, dass Hyperglykamie
die Expression und Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen (MMP) in Endothelzellen
und Makrophagen erhdht (Death 2003).
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Auch fir Faktoren des hameostaseologischen Systems gibt es Hinweise auf deren
Erhéhung bei Vorliegen eines Diabetes.

Noch wenig untersucht, aber auch Fibrinogen scheint bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 erhéht (Ganda 1992).

Carmassi et al. (1992) konnten bei Typ-2-Diabetikern mit schlechter
Stoffwechseleinstellung erhéhte Konzentrationen von Faktor VII nachweisen.

Faktor VIl ist erhéht in Entzindungsprozessen (Mathonnet 1996) und assoziiert mit
neu auftretendem Typ-2-Diabetes (Duncan 1999). AuBerdem konnte in der
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Studie gezeigt werden, dass Faktor VIII
Pradiktor einer kardiovaskuldren Erkrankung bei Patienten mit Typ-2-Diabetes ist
(Saito 2000). Seine Konzentration bei Patienten mit Typ-2-Diabetes scheint erhdht
(Adelstein 1979, Garcia 1987, Hughes 1983).

Im Plasma von Patienten mit Typ-2-Diabetes wurden hdhere PAI-1-Aktivitaten
gemessen als bei vergleichbaren Nichtdiabetikern (Juhan-Vague 1991).

In der IRAS-Studie (Insulin Resistance Atherosclerosis Study) war PAI-1 ein
signifikanter Pradiktor flr einen sich spater entwickelnden Diabetes. Diese
Assoziation war auch noch signifikant, wenn multivariat fiOr die Ublichen
Risikofaktoren sowie fir Nichterninsulin, BMI und Bauchumfang ausgeglichen wurde
(Festa 2002 und 2006).

Zur Hoéhe der D-Dimer-Spiegel bei Patienten mit Typ-2-Diabetes wurden bisher nur
wenige prospektive Studien durchgefiihrt. So fanden Reverter et al. (1997), Aso et al.
(2002) und Coban et al. (2005) erhéhte D-Dimer —Konzentrationen, wahrend Garcia

et al. (1987) sogar verminderte Spiegel feststellten.

4.2. Der Einfluss einer Insulintherapie auf Inflammationsmarker der

Atherosklerose

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Inflammations- und endotheliale Marker
der Atherosklerose sowie Gerinnungsfaktoren bzw. Marker der Fibrinolyse vor und
sechs Monate nach Beginn einer Insulintherapie bei 17 Patienten mit Typ-2-Diabetes
im Rahmen einer prospektiven klinischen Studie gemessen.

Wie zu erwarten, konnten wir eine signifikante Verbesserung des Glukose-
Stoffwechsels, sichtbar an einer verbesserten Nuchtern-Blutglukose und an einem
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Absinken des HbA1C, erreichen. Obwohl in unserer Studie eine Verbesserung der
diabetischen Stoffwechseleinstellung in einem Zeitraum von 6 Monaten erreicht
wurde, konnte von uns kein anti-inflammatorischer Effekt des Insulins auf die
untersuchten inflammatorischen Biomarker gefunden werden. Vielmehr fanden wir
eine signifikante Zunahme des Chemokins MCP-1 um 15,5 %, der Aktivitat des
Gerinnungsfaktors VIl um 9,2 % und einen tendenziellen, jedoch nicht statistisch-
signifikanten Anstieg weiterer Marker wie hs-CRP, MMP-9, VCAM-1, Faktor VIII und
D-Dimer nach sechsmonatiger Insulintherapie. Insulin hatte in unserer Studie keinen
statistisch messbaren Einfluss auf das hs-CRP. Tendenziell beobachteten wir sogar
einen Anstieg des C-reaktiven Proteins um 14,3 % auf 4,2 mg/l durch die
Insulinapplikation.

Experimentelle und klinische Untersuchungen belegen, dass Inflammationsmarker
nicht nur allein Marker einer Inflammation sind, sondern vielmehr auch auf allen
Ebenen der Pathogenese der Atherosklerose eine Rolle spielen.

Die systemische Messbarkeit der Biomarker sowie standardisierte und
reproduzierbare laborchemische Testverfahren mit einfacher Durchfihrbarkeit haben
Interventionsstudien zum Einfluss von antidiabetischer Medikation auf jene
Inflammationsmarker méglich gemacht.

Der Einfluss einer Insulintherapie wurde bisher nur in wenigen prospektiven
klinischen Studien untersucht.

GroBe prospektive Plazebo-kontrollierte Studien zum Effekt einer Insulintherapie auf
Marker der Atherosklerose fehlen bislang. Jedoch gibt es eine Reihe kleinerer
Studien mit jedoch zum Teil widersprlchlichen Ergebnissen. Eine Vergleichbarkeit
wird erschwert, da die existierenden Studien unterschiedliche Biomarker in
unterschiedlichem Studiendesign untersuchen.

4.2.1. hs-CRP

Einen signifikanten antiinflammatorischen Effekt des Insulins auf das hs-CRP fanden
Yudkin et al. (2000). In einer vom Umfang mit unserer Arbeit vergleichbaren
prospektiven Studie bei 22 Patienten mit Typ-2-Diabetes fanden die Autoren ein
signifikantes Absinken des hs-CRPs nach sechzehnwdchiger Insulintherapie. Alle
weiteren untersuchten Parameter hingegen, wie unter anderem E-Selectin, ICAM-1,

Fibrinogen und IL-6, zeigten keine Anderungen. Interessanterweise hatte eine
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Vergleichsgruppe in derselben Crossover-Studie durch eine Sulphonylharnstoff-
Therapie trotz signifikanter Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage keinerlei
messbaren Effekt auf die untersuchten Marker inklusive des hs-CRP. Ein durch
Sulphonylharnstoff-Therapie zwar genauso wie durch Insulingabe auf 8,6%
abgesunkener HbA1c, jedoch ein weniger stark erreichter Anstieg des endogenen
Insulins haben scheinbar kein Absinken der Konzentration des hs-CRP zur Folge.
Das, so die Autoren, sprache flr einen antiinflammatorischen Effekt des Insulins auf
hepatische Akute-Phase-Proteine und verweisen hierbei auf Untersuchungen bei
hepatischen Zellen von Ratten. Hier zeigte sich Insulin als starker Inhibitor einer
Cytokin- induzierten Transkription von Akute-Phase-Proteinen (Campos 1992).

In einer prospektiven Studie von Takebayashi et al. (2004) bei 18 ungenigend
eingestellten japanischen Patienten mit einem HbA1c von 11,0% bei Studienbeginn,
zeigte sich innerhalb eines Zeitraumes von 2 Wochen eine geringe, aber signifikante
Reduktion des hs-CRP. Fibrinogen und MCP-1 blieben unveréndert. Eine
Vergleichbarkeit mit anderen Studien erschweren folgende zwei Punkte: Der
Therapieerfolg konnte wegen der kurzen Dauer nur an einer signifikanten Reduktion
der Nuchtern-Blutglukose bemessen werden und der mittlere BMI von 24,4 kg/m?, mit
einer fur Ubergewichtige asiatische Patienten typischen GrdBe, ist in westlichen
Studienpopulationen deutlich héher.

Avilés-Santa et al. (2006) untersuchten in vergleichbarem Studiendesign im Rahmen
einer prospektiven Studie den Langzeiteinfluss einer Insulintherapie auf eine Vielzahl
von Inflammationsmarkern (hs-CRP, Homocystein, PAI-1, Fibrinogen, vWF, ICAM-1,
VCAM-1, E-Selectin, MCP-1, Adiponectin) bei Patienten lateinamerikanischer
Herkunft, in den USA lebend. Rekrutiert werden konnten 57 Patienten mit schlecht
eingestelltem Diabetes mellitus Typ 2, die vorher entweder schon mit Insulin oder mit
OAD in Monotherapie oder Kombinationstherapie behandelt wurden. Sowohl nach 52
Wochen mit 23 Patienten als auch nach 104 Wochen mit noch 18 Patienten konnte
trotz signifikanter Verbesserung des HbAic von 10,3% auf 8,0% bzw. 9,8% auf 7,5%
keine Verbesserung der Konzentrationen der Inflammationsmarker festgestellt
werden. Vielmehr, so die Vermutung der Autoren, sei es trotz signifikanter Zunahme
des BMI durch die Insulintherapie, nicht zu einer Verschlechterung gekommen.
Ahnlich wie in unserer Studie zeigten sich auch hier vor Beginn der Umstellung
erhéhte Konzentrationen von MCP-1 sowie des hs-CRP und gleichzeitig konnte nach
52 Wochen ein tendenzielles Ansteigen des hs-CRP beobachtet werden.
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Insulin hatte in unserer Studie keinen statistisch messbaren Einfluss auf das hs-CRP.
Tendenziell beobachteten wir sogar im Gegensatz zu Yudkin et al. (2000), dessen
Arbeitsgruppe einen antiinflammatorischen Effekt des Insulins auf das CRP fanden,
einen Anstieg des C-reaktiven Proteins um 14,3 % auf 4,2 mg/l durch die Insulingabe
und gleichzeitig ein statistisch signifikantes Ansteigen des Chemokins MCP-1.

Dieses gilt als wichtigstes Chemokin der Atherogenese.

Basierend auf Daten aus Versuchen mit knockout Mausen geht man davon aus,
dass die priméare biologische Funktion von MCP-1 in der chemotaktischen Wirkung
auf Monozyten in inflammatorischen Arealen liegt. Das Chemokin ist in der Lage
Chemotaxis, Aktivation und Adhé&sion von Monozyten an Endothelzellen unter
Flussbedingungen zu triggern und damit die Extravasation von Monozyten zu
fordern. Obwohl es mehrere Phanotypen von MCP gibt, zeigt MCP-1 die starkste
chemotaktische Wirkung und die starksten proangiogenen Eigenschaften (Butcher
1996, Horuk 1994 und 1996, Baggiolini 1997).

Das C-reaktive Protein wiederum férdert Uber eine Hochregulierung des CC
Chemokin 2 Rezeptors die Bildung von MCP-1 (Han 2004, Venugopal 2005).

Unsere Beobachtung, dass sowohl MCP-1 (signifinkant) als auch das hs-CRP
(tendenziell) nach sechs Monaten angestiegen sind, liese sich vor diesem
Hintergrund erklaren.

4.2.2. Lp(a)

In der prospektiven Veterans Affairs Cooperative Study in Type 2 Diabetes Mellitus
fand sich nach intensivierter Insulintherapie mit verbesserter Stoffwechseleinstellung
keine Anderung in den Lp(a) Konzentrationen (Emanuele 1998). Dagegen konnte in
einer anderen prospektiven Studie durch eine verbesserte Blutglukoseeinstellung,
entweder durch eine Insulintherapie oder durch Sulphonylharnstofftherapie, eine
Senkung der Lp(a) Konzentration im Vergleich zu unbehandelten Patienten erreicht
werden (Alagozlu 2000).
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4.2.3. Endotheliale Marker (E-Selectin, VCAM-1, ICAM-1, MCP-1, MMP-9)

Eine signifikante Reduktion von E-Selectin fand eine prospektive Studie von Ryysy et
al. (2001). Lésliche Adhéasionsmolekile (E-Selectin und VCAM-1) wurden bei 81
Patienten mit Typ-2-Diabetes, 3 und 12 Monate nach Beginn einer Kombinations-
therapie von NPH-Insulin mit entweder Glibenclamid (n=19), Metformin (n=17),
Glibenclamid und Metformin (n=17) oder morgendlicher Gabe von NPH-Insulin
(n=23) untersucht. Hierbei fanden die Autoren unabhangig von der Art der
antidiabetischen Therapie drei Monate nach Studienbeginn und nach Erreichen einer
signifikant verbesserten diabetischen Stoffwechsellage, sichtbar an einer Reduktion
des HbA1c, ein Absinken der E-Selectin Spiegel.

Eine weitere prospektive Studie untersuchte, ebenso Uber zwei Wochen, den
Einfluss einer Insulintherapie bei 16 Patienten mit Typ-2-Diabetes auf die
Adhésionsmolekile VCAM-1, ICAM-1 und E-Selectin. Albertini et al. (1998) fanden
hierbei einer signifikante Reduktion von E-Selectin. Die Patienten, mit einem HbA1c
von 9,5% unter maximaler oraler antidiabetischer Medikation und ebenso wie die
Patienten unserer Studie mit einem hohen Anteil diabetischer Folgeerkrankungen,
wurden im Fall dieser Studie allerdings im Unterschied zu anderen Studien wahrend
eines stationaren Aufenthaltes mittels Insulinpumpentherapie behandelt.

Einen unmittelbaren suppressiven Effekt von Insulin auf MMP-9 und VEGF

(Vascular Endothelial Growth Factor) mittels Insulininfusion (2 1U/h Gber 4 Stunden)
bei zehn adipésen, nicht-diabetischen gesunden Probanden, fanden Dandona et al.
(2003). Eine Dextrose-Infusion erhdhte dagegen die Konzentration von MMP-9,
wahrend Kochsalz-Gabe keinerlei Effekt auf die Marker hatte.

Die oben erwahnte Studie von Avilés-Santa et al. (2006) untersuchte auch den
Einfluss einer Insulintherapie auf endotheliale Marker (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin,
MCP-1). Trotz signifikanter Verbesserung des HbAic fand sich keine Verbesserung
der Konzentrationen dieser Inflammationsmarker.

Die Wirkung einer verbesserten Stoffwechseleinstellung auf endotheliale Marker
unabhangig von der dazu benétigten antidiabetischen Therapie wurde von Bagg et
al. (2001) in einem anderen Studiendesign mit einer Studiendauer von 20 Wochen
und insgesamt 41 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 untersucht. Ziel war
Erreichen einer euglykdmischen Stoffwechsellage in einer Gruppe von Patienten mit

intensivierter Stoffwechselkontrolle unter anfanglicher oraler Medikation und
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schrittweiser Eskalation bis zu einer Insulingabe bei Nichterreichen vorgegebener
Werte bei den Selbstmessungen. Die damit erreichte verbesserte Stoffwechsellage
zeigte sich in einem signifikant verbessertem HbAic von 8,2% (Baseline: 10,8%) und
wurde verglichen mit einer Gruppe von Typ-2-Diabetikern mit nur einfacher
Stoffwechselkontrolle (Vermeidung von symptomatischer Hyperglykdmie), deren
mittlerer HbA1c im Verlauf der Studie unverandert blieb (10,47% vs. 10,23%). Auch
hier zeigten sich zu Beginn im Vergleich mit einer Kontrollgruppe bestehend aus 21
gesunden Probanden erhdhte Spiegel endothelialer Marker. Nach 20 Wochen - in
der Gruppe der intensivierten Stoffwechseleinstellung erhielten 94% aller Patienten
nun Insulin allein oder in Kombination mit OAD - zeigten sich in beiden Gruppen
keine Anderungen in den Konzentrationen von E-Selectin, ICAM-1, VCAM-1 und
PAI-1. Patienten mit einem BMI von 28 kg/m? oder weniger hatten Konzentrationen
von E-Selectin und ICAM-1 vergleichbar mit den gesunden Probanden.

4.3. Der Einfluss einer Insulintherapie auf Gerinnungsfaktoren und

Marker der Fibrinolyse

Waéhrend die Zahl an Studien, die Verdnderungen in der Haemostaseologie, sei es
quantitativ oder qualitativ, beim Diabetes zeigen, hoch ist, gibt es nur wenige
Interventionsstudien. Hughes et al. (1983) fanden im Gegensatz zu unserem
Ergebnis - mit keiner feststellbaren Anderung - durch eine Insulintherapie eine
Abnahme schon zu Beginn erhdhter Faktor VIII Aktivitat.

Den Einfluss einer Insulintherapie auf Faktor VIl und andere haemostaseologische
Faktoren untersuchten zwei prospektive Studien. Keinen Effekt durch Insulin und
eine verbesserte diabetische Stoffwechseleinstellung bei 61 Patienten mit Typ-2
Diabetes fanden Knobl et al. (1994). Weder Fibrinogen, D-Dimer oder Faktor VII,
allesamt erhdht verglichen mit einer Kontrollgruppe gesunder Probanden, zeigten
nach 6 Monaten eine Anderung ihrer Konzentration.

Dagegen konnten wiederum in einer anderen prospektiven Studie 17 Patienten — in
diesem Fall jedoch mit Typ-1-Diabetes und Proteinurie — von einer 12 monatigen
intensivierten Insulintherapie mit begleitender signifikanter Verbesserung des HbAic
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profitieren. Faktor VIl und Fibrinogen — ebenfalls im Sinne einer Hyperkoagulabilitat
vor Beginn der Studie erhéht — zeigten eine signifikante Reduktion (D Elia 2001).

In unserer Studie wiederum fand sich nach 24 Wochen eine statistisch signifikante
Zunahme der Faktor VII Aktivitat um 9,2%.

PAI-1, fir den unter den Faktoren des fibrinolytischen Systems der engste
Zusammenhang mit vaskularen Erkrankungen besteht (Nordt 1999) zeigte sich
erhdht vor Studienbeginn, wurde aber durch die Insulintherapie nicht beeinflusst.
Ebenso fanden Vukovich et al. (1992) in einer prospektiven Studie bei 19 Patienten
keinen Effekt einer Insulintherapie auf PAI-1 nach 16 Wochen Insulintherapie.

Auch in der oben beschriebenen Studie von Bagg et al. (2001) zeigte sich trotz
signifikant verbesserter Diabetes Einstellung im Vergleich zu der Behandlungsgruppe
mit einfacher Stoffwechselkontrolle keinerlei Anderungen in den Konzentrationen von
PAI-1.

Wiederum ein anderes Ergebnis liefern Jain und Kollegen (1993). In deren
prospektiver Studie fand sich eine Suppression der PAI-1-Aktivitdt durch eine
Therapie mit Insulin bei einer kleinen Studienpopulation von 11 Patienten mit Typ-2
Diabetes. Dies in einem kurzem Zeitraum von 8 Wochen und bemerkenswerterweise
sogar unabhé&ngig von einer Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage.

Faktor VIl wird in der Leber synthetisiert. Sehr wenig ist bisher bekannt Uber eine
Synthese ausserhalb der Leber. Wilcox et al. konnten mit Hilfe
immunhistochemischer Untersuchungen, in-situ Hybridisation und reverser
Transcriptase — Polymerase Kettenreaktion (TR-PCR) zeigen, dass Faktor VII in
atherosklerotisch verédnderten und in geringem MaBe auch in normalen
GeféBabschnitten nachweisbar ist. Vor allem aber fanden die Autoren, dass Faktor
VIl an Stellen atherosklerotischer Lé&sionen von Makrophagen und glatten
Muskelzellen (SMC) synthetisiert wird (Wilcox 2003). Dies, so die Autoren weiter,
erhbhe mdglicherweise das thrombogene Potential in den artherosklerotischen
Plaques und deute auf ein unmitteloares Mitwirken von Faktor VII an der
Atherogenese hin.

In unserer Studie stellten wir einen signifikanten Anstieg der Faktor VII Aktivitat um

9,2 % von 105% auf 114,7% nach sechsmonatiger Insulintherapie fest.
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4.4. Limitationen des Studiendesigns

Mit einer Anzahl von 17 Patienten und nicht Plazebo-kontrolliert kann unsere Studie
nur als erster Schritt und als Pilotstudie angesehen werden.

Unsere Patienten - mit einem hohen Anteil an diabetischen Folgeerkrankungen -
wurden interindividuell beobachtet und es fehlte eine Kontrollgruppe.

Eventuell waren weitere statistisch relevante Effekte bei einer hoheren
Probandenzahl zu sehen gewesen. Andere Studien, die den Einfluss einer
Insulintherapie auf Inflammationsmarker untersuchen wollten, umfassen jedoch zum
GroBteil eine &hnliche Patientenzahl mit teilweise weniger oder nur ungleich mehr
Patienten.

Die Beobachtungszeit von sechs Monaten ist fir eine offene, unkontrollierte
Pilotstudie sicherlich ausreichend. Andere bisher vorliegende Studien untersuchten
teilweise nur Kurzzeiteffekte des Insulins mit einer Beobachtungszeit von zwei
Wochen, wahrend andere den Effekt Gber 12 Monate beobachteten. GroB angelegte
prospektive  Interventionsstudien  sollten  jedoch einen noch langeren
Beobachtungszeitraum umfassen, um auch mdgliche Langzeiteffekte der Insulingabe

zu erfassen.

4.5. Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt lasst sich gegenwartig nach Betrachtung der vorhandenen Studien kein
endglltiges oder schllssiges Urteil Uber den Effekt einer Insulintherapie auf
inflammatorische Biomarker geben. Wéahrend mehrere Studien eine Reduktion
inflammatorischer Biomarker sahen, fanden andere Studiengruppen zumindest einen
neutralen Effekt. Erschwerend ist, dass sich die Ergebnisse innerhalb einzelner
Studien nicht zu einem Bild erganzen. Unsere Studie - mit einem signifikantem
Anstieg zweier Biomarker (MCP-1, Faktor VII) und keiner signifikanten Anderung bei
den Ubrigen Parametern — fligt sich in dieses Bild.

Zusammen mit dem signifikanten Anstieg von MCP-1 und dem tendenziellen Anstieg
weiterer Inflammationsmarker (hs-CRP, MMP-9, VCAM-1, D-Dimer) findet sich in
unserer Arbeit kein antiinflammatorischer Effekt des Insulins auf die von uns
untersuchten Marker. Vielmehr sprechen die von uns im Plasma gemessenen
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héheren Konzentrationen bzw. Aktivitaten fir ein mdgliches Fortschreiten
atherosklerotischer Vorgange.

Unsere Patienten hatten einen hohen Anteil an diabetischen Folgeerkrankungen und
eine Diabetesdauer von im Durchschnitt 11 Jahren.

Im Studienzeitraum von sechs Monaten wurde, wie zu erwarten, eine signifikante
Verbesserung des Glukose-Stoffwechsels, sichtbar an einer verbesserten Nlchtern-
Blutglukose und an einem Absinken des HbA1c, erreicht.

Ein deutlich vorhandener antiinflammatorischer Effekt des Insulins misste, aus
unserer Sicht, gerade an einem solchen Patientengut, welches typisch ist fir eine
notwendig gewordene Insulinumstellung, nachweisbar werden.

Kritisch bemerkt werden muss jedoch auch, dass wir zwar eine signifikante
Verbesserung der Stoffwechseleinstellung erreichten, jedoch die von den
Fachgesellschaften empfohlenen Zielwerte innerhalo von 24 Wochen nicht
erreichten.

Hat vielleicht erst eine weitere Verbesserung des HbA1c auf den in den Leitlinien der
Deutschen Diabetes Gesellschaft geforderten Zielwert von 6,5% und eine noch
bessere Senkung der Nuchtern -Blutglucose sowie vor allem der postprandialen
Werte einen antiinflammatorischen Effekt auf die Konzentrationen der Marker ?

In einer Untersuchung von Festa et al. (2002) zeigten sich erhéhte CRP-Spiegel
starker assoziiert mit postprandialer Hyperglykdmie als mit erhdéhter Nlchtern-
Blutglukose.

Eine andere Mdglichkeit des fehlenden antiinflammatorischen Effektes kdnnte eine
zu kurze Beobachtungszeit sein. Angesichts einer mittleren Diabetesdauer von 11
Jahren in unserem Patientengut mit teilweise ungenigender diabetischer
Stoffwechseleinstellung - verbunden mit Dyslipidamie, arterieller Hypertonie,
Nikotinkonsum und Ubergewicht - sind durch die an den Endothelien abgelaufenen
Entziindungsprozesse mdglicherweise irreversible bzw. nur langfristig beinflussbare
atherosklerotische Veranderungen initiiert worden. Schon erwahnte beobachtete
antiinflammatorische Effekte des Insulins wie Inhibition von pro-inflammatorischen
Transkriptionsfaktoren wie  Egr-1  oder NF-kB und damit Hemmung
korrespondierender Gene, die Inflammation vermitteln, kdnnten maéglicherweise in
vivo nur von einer langeren erfolgreichen Insulintherapie beeinflussbar sein.

Die Patienten in der Studie von Yudkin et al. hatten beispielsweise nur eine
durchschnittliche Diabetesdauer von vier Jahren.
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Um dieser Frage nachzugehen fehlen jedoch bislang groBe Uber einen langen
Zeitraum angelegte Plazebo-kontrollierte Interventionsstudien.

Von groBer Bedeutung musste hierbei auch auf die zeitliche Beziehung der
Veranderungen in den Konzentrationen der zirkulierenden Biomarker im Verlauf der
Entwicklung einer gestoérten Glukose-Toleranz hin zum manifesten Typ-2-Diabetes
gelegt werden. In der Insulin Resistance Atherosclerosis Study (IRAS) konnte zum
Beispiel ein Anstieg der PAI-1 Spiegel bei pradiabetischen Individuen mit Gber die
Zeit steigenden Glucose-Konzentrationen im Serum und mit der Entwicklung eines
manifesten Diabetes beobachtet werden (Festa 2006).

Eine lang angelegte prospektive Studie mit Kindern oder jungen Erwachsenen, von
denen ein immer gréBerer Prozentsatz einen Typ-2-Diabetes in Verbindung mit
Ubergewicht entwickeln, kdnnte hierzu ein interessanter Ansatz sein.

In unserer Studie konnten wir keine signifikante Gewichtszunahme feststellen, jedoch
waren die Patienten wie in den meisten anderen vergleichbaren Studien mit einem
BMI von 28,8 bzw. 29,0 kg/m? deutlich Gbergewichtig.
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5. Zusammenfassung

Die Pathogenese der Atherosklerose ist ein hochkomplexer, aktiver Prozess, in
dessen Entwicklung die Inflammation eine zentrale Rolle spielt.

Patienten mit Typ-2-Diabetes haben ein hohes vaskulares Risiko. Die Assoziation
von Hyperinsulindmie und KHK, sowie ein Anstieg von Wachstumsfaktoren durch
Insulin in vivo fihrten zu der Annahme Insulin sei potentiell atherogen und pro-
inflammatorisch.

Eine Reihe neuerer Funde haben dagegen einen antiinflammatorischen und anti-
atherogenen Effekt von Insulin neben seinen bekannten metabolischen Wirkungen,
zeigen kénnen.

Ein Teil der Patienten entwickeln ohne bestehende Risikofaktoren wie Dyslipidamie
eine koronare Herzerkrankung. Dies macht die Suche nach neuen Risikomarkern
notwendig, um Hochrisikopatienten friihzeitig zu erkennen und einer manifesten

Atherosklerose mit all ihren Komplikationen vorzubeugen.

Sogenannte Surrogatparameter - Parameter, die mit der Entstehung einer
Atherosklerose assoziiert sind - spielen auf allen Ebenen der Atherogenese eine
Rolle und sind, da im Blut I6slich, auch messbar.

Eine Vielzahl prospektiver Studien konnte einen deutlichen Zusammenhang
zwischen systemisch messbaren Inflammationsmarkern wie Zytokinen (IL-6),
Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin), Chemokinen wie MCP-1
(monocyte-chemoattractant-protein-1), verschiedenen klassischen Inflammations-
parametern (hs-CRP, Homocystein, Lp(a), Fibrinogen), Faktoren des
h&amostaseologischen Systems (D-Dimer, PAI-1, Faktor VII, Faktor VIIlI) und
konsekutiven kardiovaskularen Endpunkten zeigen.

Zusatzlich wurden in den letzten Jahren in prospektiven Studien erfolgreich
zahlreiche inflammatorische Biomarker beziglich ihrer pradiktiven Aussagekraft far
die Entwicklung eines Diabetes untersucht, auch zeigte sich, dass diese bei
Diabetikern im Vergleich zu gesunden Probanden im Serum erhéht sind.

Bisher kaum untersucht wurde der Einfluss einer Insulintherapie auf diese im Blut
I6slichen und messbaren Biomarker Uber einen langeren Zeitraum.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Insulintherapie auf
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Inflammations- und endotheliale Marker der Atherosklerose sowie auf
Gerinnungsfaktoren bzw. Marker der Fibrinolyse bei Patienten mit Typ-2-Diabetes
untersucht. In dieser prospektiven Pilotstudie wurden 17 Patienten mit ungentgender
Stoffwechseleinstellung unter oraler antidiabetischer Therapie auf eine
Insulintherapie umgestellt.

Obwohl durch eine Insulintherapie eine Verbesserung der diabetischen
Stoffwechseleinstellung in einem Zeitraum von sechs Monaten erreicht wurde,
konnte kein antiinflammatorischer Effekt des Insulins auf die untersuchten
inflammatorischen Biomarker gefunden werden. Vielmehr fanden wir eine signifikante
Zunahme des endothelalen Markers MCP-1 um 155 %, der Aktivitdt des
Gerinnungsfaktors VIl um 9,2 % und einen tendenziellen, jedoch nicht statistisch-
signifikanten Anstieg weiterer Marker wie hs-CRP, MMP-9, VCAM-1, Faktor VIII und
D-Dimer nach sechsmonatiger Insulintherapie.

Alle weiteren untersuchten Biomarker zeigten keine statistisch signifikanten
Anderungen.

Der signifikante Anstieg von MCP-1 als wichtigstes Chemokin der Atherogenese und
essentiell fir die Leukozytenmigration, der Aktivitdt von Faktor VII und der
tendenzielle Anstieg von hs-CRP, MMP-9, VCAM-1 und des D-Dimers kann auch als
fortschreitende Atherosklerose gedeutet werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich bei Patienten mit Typ-2-Diabetes durch
eine Insulintherapie Uber einen Zeitraum von sechs Monaten mit damit verbundener
Verbesserung der diabetischen Stoffwechseleinstellung kein antiinflammatorischer
Effekt auf Biomarker der Atherosklerose feststellen Iasst.

Zur abschliessenden Beurteilung bedarf es jedoch grdBerer prospektiver Plazebo-
kontrollierter Studien.
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7. Abklrzungsverzeichnis

ACE-Hemmer
ADMA
ApoB
AGE
ApoE
Ap-1
ASS
AT2-Blocker
ATP
BMI

BZ

Ca
CCR-2
EGR-1
ET-1
H202
Hbaic
HDL
HCY
hs-CRP
ICAM-1
IL-6

kD

KHK
LDL
Lp(a)
MAPK
MCP-1

MMP-9
NADPH

Angiotensin-Converting-Enzyme —Hemmer
asymmetrisches Dimethylarginin
Apolipoprotein B

Advanced glycation end products
Apolipoprotein E

activator protein-1

Acetylsalicylsaure

Angiotensin 2-Blocker
Adenosintriphosphat
Body-Mass-Index

Blutglukose

Calzium

Cystein-cystein -Chemokine- Rezeptor 2
early growth response-1

Endothelin-1

Wasserstoffperoxid

glykosiliertes Hamoglobin
High-density-lipoprotein
Homocystein

high-sensitives C-reaktives Protein
intercellular cell adhesion molecule -1
Interleukin-6

Kilodalton

koronare Herzkrankheit
Low-density-lipoprotein

Lipoprotein (a)

mitogen-aktivierte Proteinkinase
Monocyte-Chemoattractant-Protein-1

Matrix-Metalloproteinase-9
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
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NF-kB
nm

NO
NOS
NPH
n.s.
OAD
Ox-LDL

PAI-1
pAVK
PDGF
PEG
PI3-K
ROS
SD
SMC
TNF-@
t-PA
u-PA
VCAM-1
VEGF
vWF

Nuclear Faktor-kappa B

nanometer

Stickstoffmonooxid

NO-Synthase

Neutrales Protamin Hagedorn

nicht signifikant

orale Antidiabetika

oxidiertes-LDL

Wabhrscheinlichkeit

plasminogen activator-inhibitor-1
periphere arterielle Verschlusskrankheit
Platelet-derived Growth Faktor
Polyathylenglykol
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Reactive Oxygen Species (freie Sauerstoffradikale)
Standardabweichung

Smooth Muscle Cells (glatte Muskelzellen)
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
tissue-type plasminogen activator
Urokinase

vascular cell adhesion molecule -1
Vascular Endothelial Growth Factor
von Willebrand Faktor
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