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Abstract

Ziele: Die Atherosklerose korreliert eng mit dem Diabetes mellitus Typ 2.

Als Grundlage vieler kardiovaskularer Erkrankungen wird sie heute als eine chronische
subklinische Entzundungsreaktion gesehen. Ein friher Marker in der Entwicklung der
Atherosklerose ist die mittels hochauflosendem Ultraschall zu messende endotheliale
Dysfunktion. Es waére durchaus nutzlich, einfache Verfahren zu finden, die eine
Risikoabschatzung beziglich der Diabetes- bzw. Atheroskleroseentwicklung
ermdglichen. Daher bestimmten wir biochemische und molekulare Entziindungsmarker
in vivo und suchten nach Korrelationen zwischen Insulinresistenz, endothelialer
Dysfunktion und diversen Entziindungsparametern.

Probanden und Methodik: Wir untersuchten 94 normotensive und normoglyk&mische
erstgradige Verwandten von Typ-2-Diabetikern (31 Manner, 31 Frauen, Alter: 32,4 +
0,86 Jahre, BMI: 25 + 0,44 kg/m? HbAlc: 5,1 + 0,038 %, Die Flow-Associated-
(Vaso-)Dilation (FAD%), als ein Parameter fiir die Endothelfunktion, wurde mittels
eines hochauflésenden Ultraschallsystems (13,0 MHz) gemessen.
Die Insulinsensitivitat, ausgedruckt in der Metabolic Clearance Rate (MCR), wurde
durch einen euglyk&mischen Clamp ermittelt. Das soluble intercellular adhesion
molecule 1 (sSICAM-1) wurde mit einem chromogenen Substrattest gemessen. Das c-
reaktive Protein (CRP) wurde durch die turbidimetrische, das hochsensitive CRP
(CRP_HS) durch die nephelometrische Methode bestimmt. Die Werte wurden als
Mittelwerte = Standardfehler der Mittelwerte (means + SEM) mit Hilfe eines Spearman
Correlation Test angegeben.

Ergebnisse: FAD% korreliert positiv mit MCR (R = 0,31. p= 0,0025). Es besteht ein
Trend zu einer negativen Korrelation zwischen sICAM.-1 und MCR (R = -0,25.
p = 0,085). MCR korreliert nicht mit CRP (p = 0,61), aber dafir eindeutig negativ mit
CRP_HS (R=-0,34. p= 0,001).

SchluRfolgerung: Die vorliegenden Daten belegen eine Korrelation zwischen der
endothelialen Dysfunktion und CRP_HS und wahrscheinlich auch sICAM-1.
Da die Probanden noch gesunde Nachkommen von Typ 2 Diabetikern sind, kénnen die
einfach zu bestimmenden Parameter als Frihmarker einer beginnenden Atherosklerose

gewertet und in entsprechenden Risikogruppen schnell und effizient eingesetzt werden.
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2. Einleitung

2. Einleitung

2.1. Diabetes und Folgeerkrankungen
2.1.1. Diabetes und Atherosklerose

Der Typ-2-Diabetes mellitus (D.m.) ist eine der haufigsten internistischen
Erkrankungen mit einer Prévalenz von ca. 5-6% bei weiter steigender Tendenz [1].
D.m. ist obligat mit der Atherosklerose verbunden [2,4]. Oft wird die Diagnose
Diabetes erst durch die klinische Manifestation von GefalRkomplikationen z.B. einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) gestellt.

Seit langem ist bekannt, da Apoplexe bei Diabetikern signifikant haufiger auftreten als
bei Nicht-Diabetikern [8].

Die Patienten sterben nicht an Diabetes selbst, sondern an den sich daraus
entwickelnden Makroangiopathien. Ménnliche Diabetiker erkranken viermal haufiger
an einem akuten Myokardinfarkt als Nicht-Diabetiker, weibliche Diabetiker siebenmal
so oft [5].

2.1.2. Diabetes und Nephropathie

Der D.m. wird auf3erdem fir ca. 35% aller Félle einer terminalen Niereninsuffizienz
verantwortlich gemacht. Mit jahrlichen Behandlungskosten pro Fall von ca. 50000 €
sind diese diabetischen Folgeerkrankungen eine erhebliche Belastung des
Gesundheitshaushaltes. Die Fiinfjahreslberlebensrate in Europa bei Diabetikern mit
terminaler Niereninsuffizienz betrégt nur 31%.

Bei Nicht-Diabetikern sind dies immerhin 55% [7].
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2.2. Endotheliale Dysfunktion

Als ein sehr friher Schritt in der Entstehung der Atherosklerose gilt heute die
Funktionsstorung des Endothels [3,70]. Diese, vom Patienten noch unbemerkte
sogenannte “endotheliale Dysfunktion”, geht den morphologischen Veranderungen, die
fur die klinische Manifestation verantwortlich sind, voraus. Man kann die endotheliale
Dysfunktion als einen der friihesten quantifizierbaren Parameter einer beginnenden
Atherosklerose bezeichnen [6]. Wéhrend man sich vor ein paar Jahren in erster Linie
auf die morphologischen Veranderungen an den Gefallwénden konzentrierte, geht man
heute einen Schritt weiter und sucht nach funktionellen Stérungen. Nicht zuletzt
deshalb, weil die funktionellen den morphologischen Veranderungen vorausgehen und
im Gegensatz zu diesen reversibel sind [3]. Dies bietet einen Ansatzpunkt fiir eine echte
Primérpravention der Atherosklerose. Mittlerweile spricht man bei der Atherosklerse
von einer systemischen, eher chronisch als akut verlaufenden Entziindungsreaktion. Der
eigentlichen Verletzung des Endothels geht die Dysfunktion desselben voraus [4].
Durch die Stérung der physiologischen Endothelfunktion kommt es zu Interaktionen
zwischen der glatten GefalBmuskulatur in der GefaBwand und korpuskuléren
Blutbestandteilen, die schlieflich die thromboembolischen Komplikationen der
Atherosklerose auslosen [13]. Das beeintrachtigte Endothel produziert nur noch
vermindert  Prostazykline (Prostazykline besitzen  eine  vasodilatative,
thrombozytenaggregationshemmende Wirkung); das von den Thrombozyten sezernierte
Thromboxan A2 gerat somit ins Ubergewicht und 16st durch seine vasokonstriktive und
aggregationsfordernde Wirkung, in Verbindung mit einer Lipideinlagerung in die
Plaques, den circulus vitiosus der Plagueentstehung aus [9,10].

Lange bevor man morphologische Veranderungen oder eine klinische Symptomatik bei
den Betroffenen entdecken kann, ist es mdglich, diese frihfunktionelle Stérung mit
Hilfe einer hochauflésenden Ultraschallmethode sichtbar zu machen [4,11,12,].

Auf entsprechende Reize, die eine Vasodilatation notwendig machen, sezerniert das
Endothel physiologischerweise Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) [21].
Diese Substanz konnte als Stickstoff-Monooxid (NO) identifiziert werden [14,15].
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Storungen dieses physiologischen Regelkreises lassen sich mit Hilfe des
hochauflésenden Ultraschalls als fehlende Zunahme des Lumendiameters nachweisen
[11,16]. Hierbei handelt es sich um den Durchmesser einer Arterie (in diesem Fall
standardisiert um den Durchmesser der rechten Arteria brachialis), der erst als
Ausgangswert in Ruhe (LD_rest) und nach Offnen eines Stauschlauches, nach einer vier
minutigen Stauung des rechten Unterarmes, gemessen wird. Bei letzterem spricht man
von der Flow-Associated- (Vaso-)Dilation (FAD). Infolge dieser Stauung kommt es zu
einer Minderperfusion des distal der Manschette liegenden Areals. Wird die Manschette
nach vier Minuten wieder ge0ffnet, treten durch die kompensatorische
Mehrdurchblutung Scherkréafte am Endothel der A.brachialis, proximal der Stauung auf.
Diese Scherkrafte bewirken beim Gesunden eine lokale Mehrausschiittung von NO im
GeféalRendothel; es resultiert eine Vasodilatation [11,17,18].

Als Kontrollmessung wird anschlieBend die endothelunabhdngige Vasodilatation
bestimmt, indem man 4 min. nach sublingualer Gabe von 400ug (= 1 Hub Nitrospray)

Glyceroltrinitrat (GTN) erneut den Lumendiameter ausmift.
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2.3. Atherosklerose

2.3.1. Allgemeines:

Risikofaktoren fiir die Atherosklerose sind Rauchen, Ubergewicht, Hypertonie,
Hyperurikdmie, Hyperlipidamie, Bewegungsmangel, Strel und Diabetes mellitus
[19,23]. Letzterer vervierfacht das Risiko, an einer peripher-arteriellen
VerschluBkrankheit ~ zu erkranken [20]. Liegt eine Kombination der genannten
Risikofaktoren vor, potenziert sich die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung
entsprechend [25]. Die pathophysiologischen Vorgange in der
Atheroskleroseentstehung werden zunehmend besser verstanden.

Die Atiologie entspricht einem komplexen, multifaktoriellen Geschehen, auf dessen
Einzelheiten hier nur sehr vereinfacht eingegangen werden soll. Sicher ist, daB frih in
der Pathogenese die Endothelfunktion durch die erwahnten Risikofaktoren gestort wird
[3,6,22].

Abb. 1: Pathogenese der Atherosklerose-Entstehung /
Endothelfunktionsstérung (Siegenthaler W, Kaufmann W,
Hornbostel H, Waller HD. Lehrbuch der Inneren Medizin; Tieme Verl. 1992)



2. Einleitung

Schliel3lich kommt es zu einer morphologischen Schadigung des Endothels, gefolgt von

einer Wandadhé&sion von Makrophagen und Thrombozyten [13].

i
Enciot helial Leukocyte Ervcothedinl Leukacyle
parrmaaldling migratien aolhpsien adbasion

Abb. 2: Pathogenese der Atherosklerose-Entstehung / Frihstadium der Plagueentstehung
(Ross R Atherosclerosis - an inflammtory disease N Engl J Med 1999)
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Hierdurch freigesetzte Wachstumsfaktoren, wie z.B. Platelet Derived Growth Factor
(PDGF), induzieren eine Proliferation und Immigration glatter Muskelzellen der Media
in die Intima. Dies fihrt schluBendlich zu einer Verdickung der inneren zwei
GeféaBwandschichten, die man als Intima-Media-Dicke (Intima-Media-Thickness)

messen kann [24,26].

Adheremce and Adherance
Smooth-muscla  Foam-call T-call aggregation of and entry
migration formation  activation platelais of leukocytes

Abb. 3: Pathogenese der Atherosklerose-Entstehung / Spatstadium der Plaqueentstehung
(Ross R Atherosclerosis - an inflammtory disease N Engl J Med 1999)
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Atheromattse Plaques bestehen typischerweise aus Kollagen, Elastin und
Proteoglykanen. Diese Bestandteile werden in groBen Mengen von besagten
Muskelzellen produziert. In den Plaques werden die eingewanderten glatten
Muskelzellen, sowie die Monozyten und Makrophagen zu Schaumzellen umgewandelt.
Vermutlich durch ein Ungleichgewicht zwischen Ein- und AusfluR des Cholesterins bei
der GefalRwandperfusion kommt es zu einer Cholesterinspeicherung in den Plaques.

Die protektive Wirkung des HDL kommt durch einen begunstigten Cholesterinausflul

zustande [9].

Plaguee ruphure Thirning of filberass cap Hrlrrurﬂ'-g-l fram plague
At iR

Abb. 4: Pathogenese der Atherosklerose-Entstehung / instabiler Plaque

(Ross R Atherosclerosis - an inflammtory disease N Engl J Med 1999)

M raphege scoursalslion Formation of FilerCoum-Gam Tor sl i
[ T ]
Abb. 5: Pathogenese der Atherosklerose-Entstehung / Plaqueruptur
(Ross R Atherosclerosis - an inflammtory disease N Engl J Med 1999)
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2.3.2. Atherosklerose als eine chronische Entziindungsreaktion:

Heute wird die Atherosklerose als eine chronische subklinische Entziindungsreaktion
angesehen.
Es konnte gezeigt werden, dal? das Vorliegen einer Atherosklerose eng vergesellschaftet

ist mit einem Anstieg von Entziindungsparametern wie z.B. CRP oder ICAM-1 [27].

2.3.2.1. CRP:
CRP (C-reaktives Protein) ist das klassische Akut-Phase-Protein, das auf eine

entziindliche Reaktion hin vermehrt in der Leber synthetisiert wird. Es besteht aus flnf
identischen Polypeptidketten in Form eines finfgliedrigen Ringes mit einer
Molekiilmasse von 120000 Dalton. Ist das CRP erhoht, ist dies pathologisch und spricht
fir ein inflammatorisches Geschehen [29,30]. In der akuten Phase entzundlicher
Prozesse ist das CRP der empfindlichste Marker und steigt sehr schnell an [31]. Im
direkten Vergleich zur BSG (Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit), erfolgt die
Erhohung der Werte schneller, und nach dem Abklingen der Erkrankung sinken die
Werte ebenfalls auch schneller wieder ab. Die Normalwerte werden oft einige Tage
fruher erreicht, als die Normalisierung der BSG. Bei Verwendung des turbidimetrischen
Assays liegt die CRP-Konzentration im Serum oder Plasma beim Gesunden unter 5
mg/l, wahrend sie in der akuten Phase verschiedener Erkrankungen innerhalb von 4-8
Stunden auf Werte von ca. 20-500 mg/l ansteigen kann [31]. Neben einer Aktivierung
des Komplementsystems und einer Initiierung der Opsonierung und Phagozytose
eingedrungener Zellen, besteht die Hauptaufgabe des CRPs in der Bindung und
Detoxikation toxischer, korpereigener Substanzen, welche aus Gewebeschadigungen
hervorgegangen sind [32]. Ublicherweise wird das CRP bestimmt, um systemische
Entzindungen zu  entdecken, den Erfolg einer antibiotischen  bzw.
antiinflammatorischen  Therapie zu beurteilen, intrauterine Infektionen nach
Blasensprung zu erkennen, zwischen aktiver und inaktiver Form mit zusétzlicher
Infektion (z.B. bei System. Lupus Erythematodes oder Colitis ulcerosa) zu
differenzieren, die Aktivitat rheumatischer Krankheiten einzuschétzen, postoperative
Komplikationen (Thrombosen, Pneumonien, Wundinfektionen) friihzeitig zu bemerken

oder eine Infektion von einer TransplantatabstofRungsreaktion zu unterscheiden [33].
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Mittlerweile sind auf dem Markt zwei verschiedene Kits zur CRP-Bestimmung
erhaltlich. Neben dem altbekannten turbodimetrischen Assay, gibt es seit kurzer Zeit
auch einen empfindlicheren nephelometrischen Assay, mit dem man das sogenannte
hochsensitive CRP (CRP_HS) bestimmt. Hier liegt der MeRbereich zwischen 0,175 —
1100 mg/l, wéhrend er bei dem herkdmmlichen Kit nur zwischen max. 3 — 480 mg/I
liegt. Somit lassen sich sensitivere Ergebnisse, insbesondere im unteren Normbereich
erfassen [34,35].

2.3.2.2. ICAM-1:
Das ICAM-1 (Intercellular-Adhesion-Molecule-1) gehort zur Familie der

Immunglobuline und ist ein 95000 Dalton Zelloberflachen-Glykoprotein.

Prinzipiell wird es auf einigen Geweben exprimiert bzw. durch pro-inflammatorische
Zytokine, wie IL-1, IFN-y und TNF-a induziert [36]. ICAM-1 ist in die Adhdasion der
Leukozyten involviert und findet sich auf verschiedenen Zellen, wie Endothel,
Thymusepithel, Makrophagen, T- und B-Zellen sowie bestimmten Tumorzellen wieder
[28]. Es konnte gezeigt werden, dall ICAM-1 sowohl eine Rolle in der Extravasation
der Granulozyten durch das Endothel [39], als auch bei der Abstolung von Nieren- oder
Herztransplantaten spielt [40,41]. Ebenso konnte in Versuchen bei Hasen die Teilnahme
an der Einwanderung von Neutrophilen in entziindetes Lungengewebe, der Migration
von Eosinophilen, sowie der Uberreagibilitat der Luftwege beobachtet werden [42].
Aulerdem fungiert das ICAM-1 als Rezeptor fir Rhinoviren [43] und ist beteiligt an
der Adhésion der Erythrozyten an das Endothel bei der zerebralen Manifestation der
Malaria [44].

Der erste Hinweis darauf, dal3 es auch eine 16sliche Form des ICAM-1 (soluble ICAM-1
= sICAM-1) geben konnte, resultierte aus der Beobachtung, daf} Lymphozyten und
bestimmte B-Lymphoblasten (Jy Zellen) dazu in der Lage sind, eine lésliche Form des
ICAM-1 zu produzieren, wenn sie in vitro kultiviert werden. Durch immunologische
oder molekularbiologische Techniken konnte man meRbare Spiegel von sSICAM-1 im

Serum gesunder Personen nachweisen.
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Das sICAM-1 konnte als Mittel zur Kontrolle der adhésiven Wechselwirkung zwischen
einzelnen Zellen eingesetzt werden. Zumal gezeigt werden konnte, dal? rekombinantes
sICAM-1 teilweise die Leukozytenadhasion blockiert [46].

Der entscheidende Hinweis fiir eine eigene biologische Funktion der l6slichen Form,
resultiert aus der Beobachtung, daR das rekombinante sSICAM-1 die Manifestation einer
Infektion mit Rhinoviren verhindert. Dies spricht dafr, dal’ es sich eventuell um einen
antiviralen, auf alle Félle antiinflammatorischen Wirkstoff handeln kénnte [47].

Aufgrund seiner Ligandenfunktion fir die Adh&sion von aktivierten polymorphkernigen
Zellen auf GefélRendothelien [28], bietet sich das SICAM-1 als molekularer Marker in

der Frihphase der beginnenden Atherosklerose an.

-10 -



2. Einleitung

2.4. Typ-2-Diabetes

Grundsatzlich unterscheidet man beim priméren Diabetes mellitus neben vielen

Sonderformen, gemall WHO-Einteilung von 1998, folgende zwei Hauptformen:

* Diabetes mellitus Typ 1 (fraher: insulinabhangiger Diabetes mellitus (IDDM))

» Diabetes mellitus Typ 2 (fruher: insulinunabhéngiger Diabetes mellitus (NIDDM))

Zwischen 1,5-2% der Bevolkerung im westlichen Europa leidet an Diabetes mellitus,
wobei hierbei nur ca. 13% auf den Typ 1 entfallen und die restlichen 87% dem Typ 2
zuzuordnen sind [37]. In neueren Studien bezlglich der Pravalenz des Diabetes mellitus
bei erwachsenen Deutschen wurden (ber 7000 Personen zwischen 18-79 Jahre
untersucht. Die Prévalenzrate betrug 4,7% bei den Ménnern und 5,6% bei den Frauen
mit einem deutlich steigenden Anteil bei zunehmendem Alter. Bei den 70-79 jahrigen
Frauen leidet mittlerweile etwa jede fiinfte an Diabetes [38]. In der San Antonio Heart
Study stieg die Inzidenz der weiRen Bevolkerung im Schnitt von 2,6% (1980) auf
nunmehr 9,4% (1988). Dies entspricht ca. einer Verdreifachung der Inzidenz [45].
Wahrend flr den Typ-1-Diabetes ein autoimmunes Geschehen seit langerem bekannt
ist, steht beim Typ-2-Diabetes eine Kombination aus nachlassender Sekretionskapazitét
der Inselzellen des Pankreas und einer einerseits genetischen, andererseits mit
Adipositas assoziierten peripheren Insulinresistenz im Vordergrund. Es gibt Hinweise,
dal in den meisten Féllen von Typ-2-Diabetes die Insulinresistenz das Hauptproblem
darstellt [9].

In der industrialisierten Welt spielt der Diabetes mellitus vom Typ 2 allein aus
quantitativen Grinden die Hauptrolle [2].

Die Ursachen sind genauso einleuchtend wie offensichtlich. Zum einen erndhren wir
uns durch unseren Gppigen Wohlstand zu kalorien- und fettreich.

Der zunehmende Bewegungsmangel &Rt unseren Energieumsatz sinken und die
anfallenden Fettsauren werden schlechter verwertet. Es kommt zu einer vermehrten

Fetteinlagerung [25].

-11 -
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Im Laufe der Zeit werden somit die [-Zellen des Pankreas Uber Gebihr stark
beansprucht und dadurch mdglicherweise schneller insuffizient. SchlieBlich sind sie
nicht mehr dazu in der Lage, eine ausreichende Menge an Insulin zu sezernieren. Zu
diesem Zeitpunkt spricht man haufig schon von einem manifesten Typ-2-Diabetes.
Zusatzlich spielt die Genetik beim eine zunehmende Rolle. So erkranken signifikant
mehr Menschen mit familidarer Diabetesbelastung an einem Typ-2-Diabetes, bei
welchen eine positive Familienanamnese beziglich der Stoffwechselkrankheit besteht
[1,5,8]. Gerade diese Vererblichkeit in Verbindung mit Auslésern der Erkrankung, wie
z.B. Adipositas, machen Fehl- und Uberernihrung sowie Bewegungsmangel den Typ-2-
Diabetes fiir Familienuntersuchungen interessant.

Die Diagnosestellung erfolgt hdufig erst bei bereits manifestem Diabetes.

-12 -
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2.5. Insulinresistenz als friihe bzw. friheste auftretende Stérung in
der Entwicklung zum Typ-2-Diabetes

Wenn die Wirkung bzw. die Wirksamkeit des Insulins herabgesetzt ist, spricht man von
einer Insulinresistenz. Die Ursache hierfiir beruht sowohl auf einer Stérung der
Interaktion zwischen dem Insulin und seinem Rezeptor an der Zelloberflache, als auch
auf einem sogenannten Postrezeptordefekt [49]. Hierunter versteht man eine Stdrung
der Signallbertragung bzw. der Glucoseverwertung in der Zelle [51]. Bemerkenswerter
Weise lassen sich in der Frihphase des Typ-2-Diabetes normale oder erhohte
Insulinkonzentrationen im Blut nachweisen. Dies liegt am gesteigerten Insulinbedarf bei
peripherer  Insulinresistenz. Wenn eine Sekretionsstérung auftritt, kommt es zur
klinischen Manifestation.

MeRgroRe der Insulinsensitivitat ist die Metabolic Clearance Rate (MCR), die das
virtuelle Blutvolumen angibt, das pro Zeiteinheit durch die Insulinwirkung von der
Glucose geklart wird. Man bestimmt sie mit Hilfe der eu- bzw. isoglykamischen
hyperinsulinamischen Glucose-Clamp-Technik [53]. MCR-Werte (ml/kg*min™) von
0-5 gelten als insulinresistent, 5-8 als grenzwertig und groRer 8 wird als insulinsensibel
bezeichnet [53, 55].

-13-



2. Einleitung

2.6. Insulinresistenz und Pradiabetes

Ein wichtiger Schritt in der Diabetes-Pravention ist die Friherkennung von Anzeichen,
welche vor der eigentlichen Manifestation der Erkrankung vorhanden sind und dieser
regelmaRig voraus gehen. Ein solches Anzeichen ist die Insulinresistenz.

Direkte Nachkommen von Typ-2-Diabetikern sind tberzuféllig hdufig insulinresistent
[4,57]. Dabei liegt aber noch keine manifeste Form einer Erkrankung vor.
Insulinresistente  Menschen entwickeln auffallend haufig eine Atherosklerose, die
haufig bereits weit fortgeschritten ist, wenn der Typ-2-Diabetes als manifest erkannt
wird [103]. Die Zahl der Neuerkrankungen bei Personen mit einer Insulinresistenz ist
signifikant hoher als die der Insulinsensitiven [57]. Deshalb ist es wichtig, ein
Verfahren zur Verfligung zu haben, das eine einfache und schnelle Risikoabschéatzung
bei diesem Kollektiv ermdoglicht. Ziel der Arbeit ist daher die Evaluierung bzw.
Korrelation der Parameter der endothelialen Dysfunktion mit laborchemischen Markern
einer chronischen Entzindungsreaktion bei gesunden Nachkommen von Typ-2-
Diabetikern.
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2.7. Ziel der Arbeit

Endotheliale Dysfunktion stellt eine sehr friihe Veranderung in der Entwicklung der
Atherosklerose dar. Gleichzeitig gilt das Stadium der Insulinresistenz als ein sehr friihes
Entwicklungsstadium fiir Typ-2-Diabetes. Die Insulinresistenz kann als Risikoindikator
fir Atherosklerose gesehen und damit als Aufforderung zum konsequenten
kardiovaskularen Risikofaktorenmanagement herangezogen werden [103]. Wenn man
nun die Kenntnisse aus der Atheroskleroseforschung, welche Atherosklerose als eine
chronische subklinische Entziindungsreaktion definiert, mit den oben genannten
Kenntnissen zu verbinden versucht, stellt sich die Frage, ob bei Menschen, die noch
vollig gesund sind, jedoch ein erhohtes kardiovaskuldres Risikoprofil besitzen, sich
bereits eine endotheliale  Dysfunktion, Insulinresistenz  und/oder  erhdhte
Entzindungsmarker finden lassen. Wenn ja, kénnten diese Parameter, eventuell in
Kombination, eine mdoglichst grofle Risikovorhersage im Sinne einer priméren
Atherosklerosepravention darstellen [52].

Da an der Medizinischen Klinik der Universitdt Tibingen einerseits sowohl die
labortechnischen Mittel zur Bestimmung der Entziindungsparameter CRP, CRP_HS und
SICAM-1 zur Verfugung standen, als auch die Methoden zur Messung der
Endothelfunktion und der Insulinresistenz, war es fur uns interessant herauszufinden, ob
es nicht Assoziationen gibt, zwischen in vivo gemessenen biochemischen und
molekularen  Entzindungsmarkern, sowie den Indikatoren der endothelialen

Dysfunktion und der Insulinresistenz.

-15-
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3. Methodik

3.1. Probanden
Bei der Studie wurden insgesamt 94 Personen im Alter zwischen 18 und 50 Jahren

untersucht. Aus zeitlichen, terminlichen oder organisatorischen Ursachen konnten aber
nur von 62 Probanden komplette Datensatze erhoben werden, bei den restlichen 32
fehlten am Ende der Untersuchung einer oder mehrere Werte. Von den 62 Probanden
mit vollstdndigen Datensatzen waren jeweils 31 mannlich und 31 weiblich. 46 der 62
Personen konnten einen Verwandten ersten Grades mit Typ-2-Diabetes vorweisen,
wahrend bei den anderen 16 entweder bei einem hoheren Verwandtschaftsgrad oder bei
keinem Familienmitglied ein D.m. bekannt war. Bei den teilnehmenden Probanden
handelte es sich um gesunde Probanden. Blutdruckauffalligkeiten, sowie bestehender
Diabetes oder ein pathologischer OGTT (oraler Glucose-Toleranz-Test) fiihrten ebenso
zum Ausschlul3, wie bestehende kardiovaskuldre Erkrankungen.

Der Nutzen fir die Probanden bestand darin, einen kostenlosen und sehr ausfihrlichen
“Check-up* zu bekommen. Auferdem bekamen alle Teilnehmer eine Prognose

bezuglich ihres personlichen Diabetesrisikos mitgeteilt.
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3.2. Euglykdmischer Clamp

3.2.1. Hintergrund

Die Glucose-Clamp-Untersuchung wird zur Bestimmung der Insulinsensitivitat der
Muskulatur durchgefthrt [51,53]. Bei in vivo Untersuchungen besteht das Problem der
Ruckkopplung zwischen Glucose- und Insulinspiegel im Blut. So kann normalerweise
keiner der beiden Parameter konstant gehalten werden. Auf der einen Seite wird die
Insulinsekretion durch einen Blutglucoseanstieg stimuliert, auf der anderen Seite aber
auch die zellulare Glucoseaufnahme durch den resultierenden Insulinanstieg gesteigert
und damit der Glucosespiegel gesenkt. Diese beiden Vorgange laufen gleichzeitig ab.
Durch den Glucose-Clamp ist es mdglich, die Blutglucose konstant zu halten und so den
negativen Feedback-Mechanismus zwischen Insulin und Glucose zu unterdriicken. Die
Menge an Insulin, die zur Konstanterhaltung des Blutzuckers erforderlich ist, stellt ein
indirektes MaR fir die ,,Insulinempfindlichkeit* des untersuchten Organismus dar.

Je mehr Insulin bendtigt wird, desto resistenter ist der Organismus. Umgekehrt ist der
Organismus besonders sensibel, wenn nur geringe Insulinmengen fiir das steady-state
benotigt werden, das Insulin demnach schnell in die Zellen transportiert werden und

dort wirken kann.

3.2.2. Durchfuhrung

Nach einer né&chtlichen Fastenperiode wird die Insulinwirkung mit dem
euglyk&mischen- hyperinsulindmischen Glucose-Clamp gemessen.

Dem Probanden wird zunéchst an den beiden Unterarmen je eine Venenverweilkanile
(Vasofix Brauniilen, B. Braun Melsungen AG, Germany) gelegt. Dann erfolgt die Gabe
eines Insulinbolus und anschlieBend wird mit der Infusion einer konstanten Insulinrate
von 1mU/min/kg Korpergewicht (Insulin H, Hoechst Marion Roussel, Frankfurt)
begonnen. Nach drei Minuten wird mit der Infusion einer variablen 40 % igen

Glucoseltsung (Delta Pharma GmbH, Pfullingen) begonnen,
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und diese wird alle finf Minuten an den aktuellen Plasma-Glucose-Spiegel angepasst,
mit dem Ziel, innerhalb von £ 10 % der anfanglichen Nichtern-Glucosekonzentration
zu bleiben. Die Insulinsensitivitdt wird ausgedriickt als Metabolische Clearance Rate
(MCR) in ml/kg/min. Die MCR wird berechnet aus der exogen zugefuhrten
Glucoseinfusionsrate wahrend des steady-state (die letzten 40 Minuten wahrend des
Clamp) dividiert durch die Plasmaglucosekonzentration wahrend des steady-state und
normalisiert durch das Kdrpergewicht in kg.

Die aktuelle Plasmaglucose wird durch die Glucose-Oxidase-Methode (YSI 2300,

Yellow Springs Instruments, USA) gemessen.
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3.3. Messung der peripheren Endothelfunktion

3.3.1. Theoretischer Hintergrund

Die Ultraschallmessungen wurden nach einer von Celermajer und Wendelhag
entwickelten und spater von Enderle et al. etwas modifizierten Methode durchgefiihrt
[67,69].

Um eine moglichst genaue Bestimmung des Gefalistatus durchzufiihren, bedient man
sich der Dilatationsmessung der Gefale, welche aus drei Teilen besteht.

¢ FluRassoziierte Dilatation (FAD%)

Die Zunahme des Blutflusses stellt einen der starksten mechanischen Reize fiir eine
NO-Freisetzung an der Endothelzelle dar. Eine verminderte NO-Freisetzung bzw. NO-
Wirkung mit reduzierter Dilatation ist ein Parameter flr frihfunktionelle Stérungen in
den GefélRen. Mit einer kunstlich erzeugten BlutfluBzunahme 1Bt sich die FAD%
(flow associated dilation = fluBR-assoziierte Dilatation, in Prozent) stimulieren und
dadurch die Dilatationsfahigkeit der GeféalRe bestimmen, indem das GefaRlumen vor
(LD_rest) und nach dem fluRassoziieten Dilatationsreiz gemessen wird [67,69]. Die
FAD% ist das Mal} oder derjenige Wert, der représentativ fur die Endothelfunktion
bzw. — dysfunktion ist.

¢ endothelunabhangige Vasodilatation (GTN%)

Um gegebenenfalls zwischen einer verminderten NO-Freisetzung und einer
verminderten Sensibilitdt gegenuber NO unterscheiden zu kénnen, erfolgt nach einer
Ruhephase eine erneute  Kontrollmessung mit einer  Applikation  von
Nitroglyceroltrinitrat sublingual als externer NO-Donator. Vier Minuten spater erfolgt
die GeféaRdilatation durch Relaxation der Gefalwandmuskulatur (tunica media). Die
hierdurch verursachte endothelunabhangige Vasodilatation wird als GTN% angegeben.
GroRere, fortgeschrittenere GefaBwandveranderungen (Plaques, Mediasklerose) kdnnen

dadurch im Vorfeld ausgeschlossen werden.
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¢ Intima-Media-Dicke
Als frihmorphologische Veranderung der GefaBwande imponiert gegebenenfalls eine
VergrolRerung der Intima-Media-Dicke (IMT). Gemal3 friiherer Arbeiten wurde am

bulbus der A.carotis communis die IMT beidseitig ausgemessen.

3.3.2. Mel3prinzip

Zur Bestimmung der FAD% wird die rechte A. brachialis in Supinationsstellung, bei
einer konstanten Raumtemperatur von 25°C + 2°C auf Hohe des M. biceps in
Langseinstellung des Schallkopfes vermessen, wobei die Melistelle nach erstmaligem
Auffinden markiert wird, so dal3 alle folgenden Messungen an selber Stelle statt finden
konnen. Nach Eintreffen der Probanden im Untersuchungsraum, legen diese sich
maoglichst bequem auf eine Liege. Durch mehrmaliges Messen von Puls und Blutdruck
kann sichergestellt werden, daR die Versuchsperson ruhig und entspannt ist.

Eine Blutdruckmanschette wird am rechten Unterarm angebracht, der rechte Arm
abduziert und bequem auf einem Hocker gelagert. Dabei wird darauf geachtet, dal? sich
der Arm auf Herzhohe befindet (Abb. 6).

FluRvolumen A 3 Scherkrafte reaktive Hyperamie 4

Abb. 6: Darstellung der FAD-Messung

Waéhrend der gesamten Mel3zeit wird bei der Versuchsperson ein EKG abgeleitet.
Diese MaRRnahme dient zur R-Zacken getriggerten Feststellung des Melzeitpunktes in

der Enddiastole des Herzzyklus.
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Zur Bestimmung von FAD%, GTN%, LD rest und IMT diente ein hochauflésendes
Ultraschallgerat (AUS ldea, ESAOTE Biomedica, Minchen) in Verbindung mit einem
10-13 MHz Schallkopf (Mittenfrequenz: 11,7 MHz). Die axiale Auflésung betréagt

0,12 mm, bei einer Eindringtiefe von 1,0- 4,5 cm.

anatomisch sonomorphologisch

Adventitia

Media »hear wall“

= Intima_ A - Linie

Lumen

Intima . . Intima
Media Media-

Komplex
Adventitia

waSE ARTERTEM
laLAays 1348 w3 : i6 FED 99 @8 85

EDT 24 .6 mm "B T

Hl= 71 him

Abb.7: Gegenuberstellung der anatomischen und sonomorpholgischen Verhéltnisse
bzw. Strukturen im GefaR. Das obere Bild zeigt eine schematische Darstellung,

das untere ein original Sonographiebild aus den Untersuchungen (nach Nitrogabe).
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Abb. 7 zeigt anschaulich die Unterschiede zwischen den anatomischen Gegebenheiten
und des sich sonographisch darstellbaren Bildes des Gefél3es. Die A- und B-Linie steht
jeweils fur die erste, dem Schallkopf ndhere Echogrenzflache (leading edge”), die
durch den Dichtesprung des sonographierten Gewebes verursacht wird. Die weiter
entfernte zweite Echogrenzflache wird “far edge” genannt. Durch friihere entsprechende
Versuche konnten diese Linien als die den anatomischen Strukturen entsprechenden
nachgewiesen werden. Die A-Linie entspricht demnach dem anatomischen Korrelat der
Intima-Lumen-Grenzflache, der oberflachlicher gelegenen GeféBwand (near wall”)

und die B-Linie dem der tiefer gelegenen GefalRwand ("far wall”) [67].

Wie von Pignoli et al. beschrieben und definiert, sollte die IMT stets zwischen den in
der unten stehenden Abb. gezeigten ”leading edges” der far wall” gemessen werden.
Hier spiegelt der erste Echoreflex die echte Intima-Lumen-Grenze wider, wahrend der
zweite Reflex dem morphologischen Korrelat der kollagenhaltigen Oberflache der
Tunica adventita entspricht [48]. Bei der ”near wall” (berschneidet sich die ”leading
edge” der Grenzflache von Periadventitia zu Adventitia mit derjenigen, der Grenzflache
von Adventitia zu Media. Deshalb 18Rt sich an der “near wall” die Intima-Media-Dicke

derzeit aus technischen Grunden noch nicht zuverldssig messen.

3.3.3. Durchfiihrung

Die erste Messung (LD_rest) am rechten Oberarm erfolgt nach sichergestellter Ruhe
des Probanden. Zur Verifizierung des entspannten Zustandes wird 2-3 mal kurz
hintereinander der Blutdruck und Puls gemessen.

Der Unterarm des Probanden wird fur ca. 4min. mit einem Manschettendruck

> 200mmHg komprimiert. Nach Offnung der Okklusion wartet man standardmaRig
45 Sekunden, da nach dieser Zeit mit der intensivsten NO-Wirkung zu rechnen ist.
Demnach bleibt ein Zeitfenster von 15 Sekunden zur Messung der FAD%, da sich

anschlieRend der dilatierte Lumendurchmesser wieder zuriickbildet.
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In der anschlieBenden Erholungszeit fur das Gefall wird die IMT an der A. carotis
communis bds. direkt distal des Bulbus caroticus an jeweils 3 Stellen gemessen.
Nachdem die A.brachialis ausreichend Zeit zur Erholung gehabt hat, erfolgt nun die
Bestimmung der endothelunabhdngigen Vasodilatation (GTN/GTN%). Hierzu
appliziert man 1 Hub ( 0400 ug) Nitrolingualspray sublingual und wartet exakt 4 min.
bevor man erneut den Lumendurchmesser der A. brachialis mift.

FAD% und GTN% geben jeweils die prozentuale Abweichung in Bezug zu LD_rest an.
Die Intra-Untersucher-Variabilitat betragt bei dieser Methode 1,2 - 4,2 %.

Die Inter-Untersucher-Variabilitat betragt <8%, bei einem max. SEM von 0,18 mm oder
SD von 0,10 mm.

Dies entspricht einem Unterschied von weniger als 0,21 mm bei 95% aller MeR3werte.
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3.4. Labortechnisch erhobene Werte

3.4.1. CRP (klassische alte MeRmethode)

Der turbidimetrische Testkit (Tina-quant a CRP von Boehringer Mannheim) beruht auf
dem Prinzip des immunologischen Agglutinationstests [72]. Der Test ist ein
immunologischer Trlbungstest, bei der die Probe zuerst mit dem Puffer (R1) versetzt

wird. Durch die Zugabe eines CRP-Antikorper/Puffer Gemisches (R2) wird die

.|+'(~(

CRP-Antigen CRP- Anhkorper

Reaktion gestartet.

Extinktion
*
r Konz

Antigen-Antikbrper- Turbidimetrische
Komplex Messung

Abb. 8: Prinzip des Agglutinationstest

Die CRP-Antikorper reagieren mit dem Antigen aus der Probe und bilden einen
Antigen-Antikorper-Komplex. Dieser kann nach der Agglutination turbidimetrisch
gemessen werden. Einen schnelleren Endpunkt der Reaktion erreicht man hierbei durch
die Zugabe von Polyethylenglykol, welches die Empfindlichkeit erhéht und das Risiko
verringert, bei Proben mit Antigentberschul? falsch negative Werte zu messen.
Gemessen wird mit dem Analyseautomaten: BM/Hitachi 704/902.

Der Referenzbereich liegt bei Boehringer Mannheim < 5,0 mg/ I, bei IFCC / CRM 470
(gemaR CRM 470 Protein-Standardisierung) ebenfalls < 5,0 mg / I.

Die Reproduzierbarkeit wurde gemal internationaler Richtlinien bestimmt und ergab
eine Standardabweichung zwischen 0,3-0,6 mg/l in der Serie und 1,2-1,5 mg/l an

verschiedenen Tagen.
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Sensitivitat: Die analytische Nachweisgrenze liegt bei 3mg /| und entspricht der
niedrigsten melRbaren CRP-Konzentration, die von Null unterschieden werden kann.
Sie wird aus drei Standardabweichungen von 21 Proben des niedrigsten Standards

berechnet.

3.4.2. CRP_HS (hochsensitives CRP, neue Melimethode)

Das Prinzip der Methode ist eine Agglutination der in dem Kit (N Latex CRP mono,
Dade Behring Marburg GmbH, 35041 Marburg) enthaltenen Polystyrol-Partikel mit
CRP enthaltenden Proben. Die Polystyrol-Partikel sind mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das CRP beladen. Bei der nun folgenden nephelometrischen Messung
hangt die Intensitat des Streulichtes im Nephelometer vom CRP-Gehalt der Probe ab.
So ist der CRP-Gehalt der Probe nur durch den Vergleich mit Verdiinnungen eines
Standards bekannter Konzentration zu ermitteln.

Die Standardisierung der Bestimmung am Referenzpraparat ergibt im Vergleich zur
bisherigen Standardisierung der Dade Behring Marburg GmbH eine identische
CRP-Konzentration [73].

Das N Latex-CRP-mono-Reagenz besteht aus einer Suspension von Polystyrol-
Partikeln, die mit einem monoklonalen Antikdrper (Maus) gegen CRP beladen sind.

Als Untersuchungsmaterial kommen maoglichst oder tiefgefroren gelagerte Serum- oder
Heparin- und EDTA-Plasmaproben in Frage. Die Probengewinnung erfolgt mit der
Ublichen Technik der Venenpunktion. Die Probe sollte innerhalb 60min. von Gerinnseln
und festen Partikeln gereinigt werden und mufR vollstdndig geronnen sein. Stark
lipdmische Proben oder eingefrorene, die nach dem Auftauen trib werden, missen
durch Zentrifugation vor der Bestimmung geklart werden. Stark lipdmische Proben, die
nicht zu klaren sind, mussen von der fir CRP spezifischen Bestimmung ausgeschlossen
werden.

Eine Warmeinaktivierung der Proben sollte man vermeiden (zu niedrige CRP-Werte),

Komplementfaktoren hingegen storen nicht.
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Alle zur Vorbereitung und Messung erforderlichen Schritte erfolgen automatisch im
Zentrallabor.
Der Referenzbereich flir Gesunde, nicht schwangerer Erwachsener liegt fur CRP-Serum
bei < 5mg /| [74].
Sensitivitdt : Die geringste noch meRbare Konzentration betragt 0,175 mg/l
(gegenuber 3 mg/l bei der alten CRP-Bestimmung) und ist eine typische
Nachweisgrenze bei Messung aus einer minimalen Probenverdiinnung von 1:20.
Richtigkeit: Zum Methodenvergleich wurde ein Panel von 71 Seren (CRP-
Konzentration bis ca. 500 mg/l) mit dem N-Latex-CRP-mono-Reagenz (y) und dem N-
Latex-CRP-Kit (x) gemessen. Der Vergleich der Ergebnisse durch die
Regressionsanalyse [75] ergab folgende Ausgleichsgerade:

y = 0,95x + 1,43 (mg/l).
Diese angegebenen Werte stellen typische Ergebnisse dar und sind nicht als

Spezifikationen fur die N-Latex-CRP-mono-Bestimmung anzusehen.

3.4.3. sICAM-1

Die Konzentration des sICAM-1 wird mit Hilfe eines immunenzymometrischen
Verfahrens, dem R&D Systems' sSICQAM-1 assay (R&D Systems GmbH, 65205
Wiesbaden) bestimmt. Das sSICAM-1 reagiert hierbei mit zwei Antikorpern, die gegen
verschiedene Epitope des SICAM-1 Molekils gerichtet sind. Einer der beiden
Antikdrper haftet an den Wanden der Mikrotiterschéchte, der andere ist mit dem Enzym
Meerettich-Peroxidase (HRP=Horseradish peroxidase) konjugiert. Das anwesende
sICAM-1 bildet eine Briicke zwischen den beiden Antikdrpern aus.

Die Menge des an den Schacht gebundenen Konjugates wird durch eine Reaktion mit
einem Substrat bestimmt.

Dieses Substrat ist spezifisch flr ein Enzym, das ein farbiges, photometrisch mebares
Reaktionsprodukt bildet, welches proportional zur Menge des Konjugates und somit der
Menge von sICAM-1 in der Probe ist [76].

Was die Serum- bzw. Plasmagewinnung anbelangt, siehe unter CRP_HS.
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Auch bei der Bestimmung der sICAM-1 Werte sind Ergebnisse nur durch einen

Vergleich mit den industriellen Standards mit vorgegebenen Konzentrationen moglich.

Die Ergebnisse errechnen sich folgendermalien: Man erstellt eine Standardkurve indem
man fiir jede Standardkonzentration die Werte der mittleren Absorption auf der y-Achse
gegen die Konzentration auf der x-Achse auftrdgt. Nun zeichnet man eine
Néherungskurve durch die Punkte des Diagramms oder benutzt alternativ eine
entsprechende Routine (z.B. 5PL).

Die sICAM-1 Konzentrationen der unbekannten Proben lassen sich korrespondierend
zu der mittleren Absorption der Standardkurve errechnen.

Um den exakten Wert zu erhalten, muR die Konzentration noch mit dem
Verdinnungsfaktor multipliziert werden.

Intra-assay-Precision: Vier Serumproben wurden auf 10 Portionen verteilt, um die
Prézision innerhalb eines Versuchs zu ermitteln.

Inter-assay-Precision: Vier Serumproben wurden in jeweils 18 Portionen verteilt und

durch vier Untersucher untersucht, um die Prazision zwischen den Versuchen zu

ermitteln.
Intra-assay Precision ___Inter-assay Precision
Sample | 1 | 2 3 4 1 2 3 4
S . S e ST .
n | 10 10 10 10 18 18 . 18 18
Y S : R |
Mean ‘ 66.1 | 1259 | 280.6 | 4755 842  117.3 | 2000 . 452.9
(ngmi) | | : ! |
CV(%) 48 | 48 3.3 4.6 101 7.4 60 | 6.1
| i |

Abb.9: Préazision innerhalb eines bzw. zwischen den Versuchen
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Nachweis von Verlusten:

Serum specimens were spiked with recombinant siICAM-1 at three

levels.
sICAM-1 Number Mean %
added {ng/mL) of sera i sICAM-1
! recovered
B4 5 95.4%
1815 i 5 o 92.4% |
370.4 | 5 ; 93.8%

Culture fluid specimens were spiked with recombinant sICAM-1 at

three levels.
sICAM-1 Number | Mean %
added {ng/mL) of culture sICAM-1
fluids | recoverad
L 86.4 4 . 97.8%
18_1 5 4 | ___1_04.2%_ ]
3704 4 100.4%

Abb.10: Serumproben bzw. geléste Kulturen wurden mit rekombinantem sICAM-1

in drei Stufen versetzt
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Sensitivitat:
Die Sensitivitat betragt weniger als 0,35 ng/ml. Sie wurde ermittelt als die
Konzentration, die zwei Standardabweichungen tUber dem mittleren Nullstandard
liegt. Dies entspricht einer Probensensitivitdt von 7 ng/ml, wenn die Probe im

Verhéltnis von 1:20 verdlnnt ist.

Linearitat:

500
200 |—

800
400

700
300
500

200 400

300

100 200 |

Observed sICAM-1 concentration (ng/ml)

100 |

Observed sICAM-1 concentration (ng/ml)

Il 1 1 L A
100 200 300 400 500 L L L L L L L

L
100 200 300 400 500 B0C 700 800 900

Expected sICAM-1 concentration (ng/mil}
Expected sICAM-1 canecentration (ng/mil)

@ &)
Abb.11: Finf Proben (1) und vier in Flussigkeit geldste Gewebekulturen (2) wurden in Serien-Zweistufen-

Verdiinnung untersucht.

Spezifitat:
Dieser Kit erkennt sowohl rekombinantes, als auch humanes sICAM-1. Es wurden
keine Kreuzreaktionen mit nattrlichem humanen 1gG, sVCAM-1 oder l6slichem
E-Selectin beobachtet.
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3. Methodik

Erwartete Werte:

Eine Reihe von 131 Seren gesunder weiblicher und ménnlicher Spender wurde auf die
sICAM-1 Konzentration untersucht:

Mittel: 210,6 ng/ml 2 SD: 114,7 - 306,4 ng/ml

3.4.4. Weitere Parameter

Die Blutglucosespiegel wurden wie oben erwédhnt im Rahmen eines oralen Glucose-
Toleranz-Tests ermittelt [53]. Hierbei wird eine Venenverweilkanule in die Ellenbeuge
gelegt und nach einer Eingangsblutentnahme eine standardisierte Glucoselésung (40g
Glucose/m® Korperoberflache in 300ml Fliissigkeit) zu trinken gegeben. Nach jeweils
15, 30, 60, 90 und 120min. wird aus der liegenden Kaniile erneut Blut abgenommen und
anschlieBend der Blut- sowie der Insulinspiegel bestimmt. Insgesamt werden so ca.
140ml Blut entnommen.

Die eigentliche Bestimmung der Blutglucose erfolgte mit der HemoCue® Blutglucose
Methode (HemoCue AB, Box 1204, S-26223, Angelholm, Schweden).

Die Insulinwerte wurden mit Hilfe des Abbott IMx® Insulin - Tests ermittelt (ABBOTT,
Max-Planck-Ring 2, 65205 Wiesbaden). Hierbei handelt es sich um ein MEIA
(Mikropartikel-Enzymimmunoassay) zur quantitativen Bestimmung von humanem

Insulin in Humanserum und Humanplasma (EDTA und Heparin).

HbAlc, Cholesterin, Triglyceride, HDL und LDL wurden nach den tblichen Methoden
in unserem Zentrallabor bestimmt.

Auch in puncto Korrelation von kardiovaskuldren Erkrankungen mit Endothelfunktion
und Lipiden (v.a. Cholesterin) gibt es mittlerweile Arbeiten die sich dieses
Zusammenhangs angenommen haben [78,79]. Folglich war nattrlich auch fir uns

wichtig, diese Werte zu erheben.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Statistisches Verfahren:

Zur Ergebnisanalyse kam die Software SAS fir Windows in der Version 6.11 zur
Anwendung. Um die Mittelwerte kontinuierlicher Variablen zu ermitteln, wurde der
t-Test, bei den qualitativen Variablen der x? angewendet.

Den Vergleich der kontinuierlichen, normal verteilten Variablen fihrten wir mit Hilfe
einer Varianzanalyse, den der nicht normal verteilten mit einem Kruskal-Wallis-Test
durch. Korrelationen wurden mit einer Ranganalyse nach Spearman errechnet.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 festgelegt. Die Angaben der Ergebnisse
erfolgen in Mittelwerten + Standardabweichung (SD), sowie standard error of the
mean (SEM).
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4. Ergebnisse

4.2. Probanden:

Die Ergebnisse beruhen auf insgesamt 94 Probanden. Von jeweils 31 Frauen und 31
Mannern war der Datensatz vollstandig. Bei den restlichen Probanden konnten nicht
alle Parameter komplettiert werden. Die statistischen Auswertungen wurden jeweils mit

den zur Verfligung stehenden Werten durchgefihrt.

mexinum 100.0% 50,000 Mean 3241489
N.5% 50,000 SdDev 835427
97.5% 49,000 Sd Eror Mean 086168
0.0% 45,000 Upper 95% Mean 34,12602
quertile 75.0% 38250 Lower 9% Mean 30,70377
15 20 .3} 0 K3 40 45 50 median 50.0% 31,000 N 94,00000
quertile 50% 25,000 SUmWeights 94,00000
10.0% 23,000
25% 18375
05% 18,000
minimum 0.0% 18,000
Abb.12: Alter
4.2.1. Alter

Die teilnehmenden Probanden hatten im Mittel ein Alter von 32,4 Jahren bei einer
SD von + 8,35 Jahren und einem SEM von 0,86 Jahren.
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4. Ergebnisse

BMI

maximum 100.0% 39,550 Mean 2502511
99.5% 39,550 Std Dev 4,30246
975% 37,015 Std Error Mean 0,44376
90.0% 30,930 Upper 95% Mean 2590634
T T T T T T t T T T quartile 75.0% 26,925 Lower 95% Mean 2414387
20 25 30 35 40 median 50.0% 24,190 N 94,00000
quartile 250% 21,947 Sum Weights 94,00000

10.0% 20,410

25% 19,179

05% 19,130

minimum 0.0% 19,130

Abb.13: Body-Mass-Index (BMI)

4.2.2. Body-Mass-Index

Der Body-Mass-Index betrug bei den Probanden im Mittel 25 kg/m? bei einer SD

von * 4,3 kg/m? und einem SEM von 0,44 kg/m?
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4. Ergebnisse

MEAN24HS

maximum 100.0% 151,00 Mean 119,7586
99.5% 151,00 Std Dev 17,3481
97.5% 149,57 Std Error Mean 2,2779
90.0% 135,20 Upper 95% Mean 124,3201
T T T quartile 75.0% 125,25 Lower 95% Mean 115,1972
0 50 median 50.0% 120,00 N 58,0000
quartile 25.0% 116,00 Sum Weights 58,0000
10.0% 109,80
2.5% 56,65
0.5% 12,00
minimum 0.0% 12,00
maximum 100.0% 103,00 Mean 73,55932
99.5% 103,00 Std Dev 8,13522
97.5% 102,00 Std Error Mean 1,05912
90.0% 87,00 Upper 95% Mean 75,67937
quartile 75.0% 75,00 Lower 95% Mean 71,43927
60 65 70 75 80 85 90 95 100 median 50.0% 72,00 N 59,00000
quartile 25.0% 69,00 Sum Weights 59,00000
10.0% 65,00
2.5% 60,50
0.5% 60,00
minimum 0.0% 60,00

Abb.14: Blutdruck

MEAN24HS = systolischer mittlerer RR Uber 24 Stunden.
MEAN24HD = diastolischer mittlerer RR (ber 24 Stunden

4.2.3. Blutdruckmessung tber 24 Stunden

Wir fuhrten eine 24 stiindige RR-Messung durch.
Hierbei ergab sich ein mittlerer systolischer Wert von 120 mmHg, SD + 17,34 mmHg

und einem SEM von 2,28 mmHg.

Der mittlere diastolische Wert betrug 74 mmHg, SD + 8,14 mmHg

und einem SEM von 1,06 mmHg.
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maximum 100.0% 120,00 Mean 87,25532
995% 120,00 Std Dev 9,37388
975% 105,63 Std Error Mean 0,96684
J M 90.0% 100,00 Upper 95% Mean 89,17529
f — T t— — ™ quartile 75.0% 92,25 Lower 95% Mean 85,33535
60 70 80 90 100 110 120 median 50.0% 88,00 N 94,00000
quartile 25.0% 81,00 Sum Weights 94,00000

10.0% 76,00

25% 6563

0.5% 62,00

minimum 0.0% 62,00
maximum 100.0% 180,00 Mean 99,6774
995% 180,00 Std Dev 27,6669
975% 178,30 Std Error Mean 2,8689
4 AN 90.0% 133,60 Upper 95% Mean 105,3754
T T T quartile 75.0% 113,00 Lower 95% Mean 93,9794
40 60 80 100 120 140 160 180 median 50.0% 97,00 N 93,0000
quartile 25.0% 7950 Sum Weights 93,0000

10.0% 68,40

25% 56,35

0.5% 50,00

minimum 0.0% 50,00

Abb.15: Niichtern sowie 2 Std. nach Glucosegabe gemessener Blutzucker

BG_SOBER = Nichternblutzucker, BG_120 = Blutzucker nach 2 Stunden

4.2.4. Blutzucker

Die Bestimmung des Blutzuckers erfolgte einmal nilichtern (BG_SOBER) und

anschlieRend zwei Stunden nach Glucosegabe (BG_120).

BG_SOBER betrug im Mittel 87 mg/dl, SD £ 9,37 mg/dl und SEM 0,97 mg/dlI.

BG_120 betrug im Mittel 100 mg/dl, SD + 27,67 und SEM 2,87 mg/dlI.
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maximum 100.0% 6,1000 Mean 512872
995% 6,1000 Std Dev 037059
975% 6,0625 Std Error Mean 0,03822
/m\ 90.0% 5,6000 Upper 95% Mean 5,20463
T T T T T T T T T T quartile 75.0% 5,3000 Lower 95% Mean 5,05282
4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 median 50.0% 5,1000 N 94,00000
quartile 25.0% 4,9000 Sum Weights 94,00000
100% 4,7000
25% 4,3375
05% 4,1000
minimum 0.0% 4,1000

Abb.16: HbA;,

4.2.5. HbA1c
Als Langzeitparameter der Glucosestoffwechsellage wurde HbA;. bestimmt.

Der Mittelwert betrug bei unseren Probanden 5,13 % bei einer SD von £ 0,37 %
und einem SEM von 0,04 %.
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Die Cholesterinwerte sowie die Triglyceride und HDL wurden in mg/dl,

LDL in mmol/l berechnet und anschlielend in mg/dl umgerechnet.
(Umrechnungsfaktor siehe bei: DGFF eV. [/ Lipid-Liga e\V. ,Arztlicher
Beratungsdienst®, Waldklausenweg 20, 81377 Miinchen)

HOL_MG
naxi mim 100.0% 299,00 Mean 198, 4468
99.5% 299,00 Sd v 35, 7646
97.5% 272,25 Std Error Mean 3, 6888
90.0% 250,00 Upper 95% Mean 205, 7722
’7 quartil e 75.0% 220,00 Lover 95% Mean 191, 1215
T T | nedian 50.0% 192,00 N 94, 0000
150 200 250 300 | quartile 25.0% 173,50 Sum Véi ght s 94, 0000
10.0% 155,00
2.5% 132,25
0.5% 125,00
i ni num 0.0% 125,00

Abb.17: Cholesterin

4.2.6. Cholesterin
Wir bestimmten das Cholesterin in mg/dl.

Dabei ergab sich ein Mittelwert von 198 mg/dl, SD + 35,8 mg/dl
und ein SEM von 3,7 mg/dl.

-37-
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I I I I I I I I I I
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

naxi num 100. 0%
99.5%

97.5%

90. 0%

quartil e 75.0%
nedi an 50.0%
quartil e 25.0%
10.0%

2.5%

0.5%

n ni num 0.0%

450,00
450,00
359,88
186,50
136,50
83,50
64,75
49,50
35,50
25,00
25,00

Mean

Sd Dev

Std Error Mean
Upper 95% Mean
Lover 95% Mean
N

Sum Wi ght s

108, 3723
72,8179
7, 5106

123, 2870
93, 4577
94, 0000
94, 0000

Abb. 18: Triglyceride

4.2.7. Triglyceride

Wir bestimmten die Triglyceride. Die Auswertung ergab einen Mittelwert

von 108,4 mg/dl, SD % 72,8 mg/dl und einen SEM von 7,5 mg/dl.
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4. Ergebnisse

HDL MG
naxi mim  100.0% 103,00 Mean 62, 24468
99.5% 103,00 Sd ev 14, 84811
97.5% 97,75 || Std Error Mean 1, 53147
90.0% 81,50 || Upper 95% Mean 65, 28588
quartile 75.0% 72,25 Lover 95% Mean 59, 20348
— —T—1 | nedian 50.0% 63,00 || N 94, 00000
30 40 50 60 70 80 90 100 110 | quartile 25.0% 52,00 || Sum Wights 94, 00000
10.0% 42,00
2.5% 35,50
0.5% 31,00
n ni num 0.0% 31,00

Abb. 19: HDL-Cholesterin

4.2.8. HDL
Die Angabe der HDL-Cholesterinwerte erfolgt in mg/dl.

Der Mittelwert des HDL betrug 62,2 mg/dl bei einer SD von £ 14,8 mg/dl und einem
SEM von 1,5 mg/dl.
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4. Ergebnisse

maximum 100.0% 5,4900 Mean 3,14138
995% 5,4900 Std Dev 082121
975% 5,2825 Std Error Mean 0,08470
90.0% 4,3700 Upper 95% Mean 3,30958
T T T T T T T T T quartile 75.0% 3,6100 Lower 95% Mean 2,97318
L5 20 25 30 35 40 45 50 55 median 50.0% 2,8900 N 94,00000
quartile 25.0% 2,5425 Sum Weights 94,00000
10.0% 2,2750
25% 1,9200
05% 1,8200
minimum 0.0% 1,8200

Abb. 20: LDL-Cholesterin

4.2.9. LDL

Aufgrund der verwendeten Analysegerdte wurde das LDL-Cholesterin zundchst in
mmol/l erhoben und im Anschluf? in mg/dl umgerechnet.
Bei einem Referenzbereich < 4,1 mmol/l bzw. <160 mg/dl ermittelten wir einen
Mittelwert von 3,14 mmol/l (SD: + 0,82 mmol/l) bzw. 121,48 mg/dl (SD: = 31.76
mg/dl) mit einem SEM von 0,08 mmol/l bzw. 3,28 mg/dl.
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4. Ergebnisse

4.3. Sonographische Ergebnisse:

LD_REST

Quantiles

maximum 100.0%
995%

975%

90.0%

quartile 75.0%
median 50.0%
quartile 25.0%
10.0%

25%

05%

minimum 0.0%

5,5500
5,5500
4,9900
4,4300
4,1500
3,5400
3,2375
3,0400
2,7112
2,5900
2,5900

Mean

Std Dev

Std Error Mean
Upper 95% Mean
Lower 95% Mean
N

Sum Weights

3,68883
0,58286
0,06012
380821
3,56945
94,00000
94,00000

Abb. 21: Lumendiameter der A. brachialis

4.3.1. Lumendiameter in Ruhe

Der sonographisch in Ruhe und entspanntem Zustand gemessene Durchmesser des

GefaBlumens der A.brachialis betrug

SEM 0,06mm.

im Mittel

3,7/mm, SD

0,58mm und
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4. Ergebnisse

maximum 100.0% 31,600 Mean 6,31226
995% 31,600 Std Dev 495655
/ 975% 18,914 Std Error Mean 051397
90.0% 12,630 Upper 95% Mean 7,33305
T T T T T quartile 750% 8,595 Lower 95% Mean 529146
0 5 10 15 20 25 30 35 median 50.0% 5170 N 93,00000
quartile 250% 3,315 Sum Weights 93,00000
10.0% 1,394
25% 0,000
05% 0,000
minimum 0.0% 0,000

Abb. 22: FAD%: FluB-assoziierte Dilatation

4.3.2. Die FluRR-assoziierte Dilatation (FAD)
Nach vierminutiger Stauung des Oberarmes =200mmHg betrug die, durch

Scherkrafte an der GefalRwand induzierte, mittlere FAD 6,3% bei einer
SD + 4,96% und SEM 0,5%.
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4. Ergebnisse

maximum 100.0%

99.5%

97.5%

90.0%

——T1 T T 71 - | Quarle 750%
10 0 10 20 30 40 median 50.0%
quartle 25.0%

10.0%

25%

05%

minimum 0.0%

41,000
41,000
38,530
27,570
22,593
17,290
13,055

7,650

1,562
9,600
-9,600

Mean

Std Dev

Std Error Mean
Upper 95% Mean
Lower 95% Mean
N

Sum Weights

17,72500
839675
0,86606

1944483

16,00517

94,00000

94,00000

Abb.23: GTN%: Dilatation nach Gabe von Glyceroltrinitrat

4.3.3. Dilatation nach Gabe von Glyceroltrinitrat (GTN%)

Als Positivprobe wurde nach Gabe von einem Hub Glyceroltrinitrat die Dilatation
erneut gemessen (GTN%). Durchschnittlich betrug die GTN% 17,7% bei einer

SD =+ 8,40% und SEM 0,87%.
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4.4. Entziindungsparameter:

CRP

maximum 100.0% 4,3900 Mean 0,25613
99.5% 4,3900 Std Dev 047948
97.5% 1,2725 Std Error Mean 0,04972
Q 90.0% 0,4860 Upper 95% Mean 035488
T T T T T T T T T T quartile 750% 0,2350 Lower 95% Mean 0,15738
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 median 50.0% 0,1100 N 93,00000
quartile 250% 0,1000 Sum Weights 93,00000

10.0% 0,1000

25% 0,1000

05% 0,1000

minimum 0.0% 0,1000

Abb. 24: CRP: C-reaktives Protein

44.1. CRP

Das C-reaktive Protein betrug im Durchschnitt 0,26 mg/dl mit einer SD £ 0,48 mg/dI
und einem SEM 0,05 mg/dl.
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CRP_HS

(cuantes ]

maximum

| L L LA B R quartile
0 10 20 30 40 50 | median
quartile

minimum

100.0%
99.5%
975%
90.0%
75.0%
50.0%
25.0%
10.0%

25%
05%
0.0%

46,000
46,000
11,093
4816
1,920
0,790
0,410
0,168
0,160
0,160
0,160

Mean

Std Dev

Std Error Mean
Upper 95% Mean
Lower 95% Mean
N

Sum Weights

2,11967
508201
053274
3,17806
106128
91,00000
91,00000

Abb. 25: CRP_HS: Hochsensitives CRP

4.4.2. CRP _HS

Die Melergebnisse des hochsensitiven CRP ergaben durchschnittlich 2,12 mg/dl.
Die SD betrug + 5,08 mg/dl, der SEM 0,53 mg/dlI.
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4. Ergebnisse

sICAM-1

100 150 200 250

maximum 100.0%
995%

975%

90.0%

quartile 75.0%
median 50.0%
quartile 25.0%
100%
25%

0.5%

minimum 0.0%

238,20
238,20
237,35
179,60
153,50
136,00
122,70
110,00

90,60

8780

8780

Mean

Std Dev

Std Error Mean
Upper 95% Mean
Lower 95% Mean
N

Sum Weights

141,5918
29,1720
4,1674
149,9710
133,2127
49,0000
49,0000

Abb. 26: sICAM-1: Losliches Interzellulares Adhasionsmolekiil

4.4.3. sICAM-1

Die Konzentration des l6slichen Interzelluldaren Adh&sionsmolekils betrugen im Mittel

141,6 ng/ml, SD % 29,2 ng/ml und der SEM 4,2 ng/ml.
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4.5. Ergebnis der CLAMP-Untersuchung:

MCR
maximum 100.0% 25,230 Mean 738702
995% 25,230 Std Dev 351814
97.5% 16,324 Std Error Mean 0,36287
90.0% 11,525 Upper 95% Mean 810761
T 1T T T T T quartile 75.0% 9,697 Lower 95% Mean 6,66643
0 5 10 15 20 25 median 50.0% 6,630 N 94,00000
quartile 25.0% 4832 Sum Weights 94,00000
100% 3,930
25% 2,069
05% 1480
minimum 0.0% 1,480

Abb.: 277 MCR: Glucose-Verschwinderate (Metabolic Clearance Rate)

4.5.1. Metabolic Clearance Rate (MCR)

Waéhrend der CLAMP-Untersuchung wurde die MCR bestimmt.

Diese betrug bei den Probanden im Mittel 7,4 ml/kg min™.

SD + 3,5 ml/kg min™,
SEM 0,36 ml/kg min™.
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4.6. Korrelationen:

35 T
30 T
25 T

20

FAD%

-5 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
MCR ml/kg min™

Abb. 28: Korrelation zwischen FAD% und MCR.

4.6.1. FAD % zu MCR

Die periphere Endothelfunktion (FAD%) korreliert positiv mit der Insulinsensitivitét
(R=0,31; p=0,0025), ausgedrickt als Metabolic Clearance Rate (MCR).
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250

200

ICAM1
ng/ml
150 —

100 —

0 5 10 15 20 25
MCR ml/kg min™

Abb. 29: Korrelation zwischen sICAM1 und MCR.

4.6.2. sICAM-1 zu MCR

Zwischen sICAM1 und MCR besteht tendenziell eine negative Korrelation:
(R=-0,25 ; p=0,085)
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1,6 7

1,4

1,2 =

1,0 .
CRP 0,8 T
mg/dl

0,6

0,4 7

0,2 - -~

0,0 L L R R
0 5 10 15 20
MCR ml/kg min™

Abb. 30: Korrelation zwischen CRP und MCR

46.3. CRP zu MCR

CRP korreliert nicht mit MCR: (p=10,61)
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12 —
11
10
9
g —
7
CRPHS 6
mg/l 5 —
4
3 —
5 —
1 -

MCR ml/kg min*

Abb. 31: Korrelation zwischen CRP_HS und MCR

4.6.4. CRP_HS zu MCR

CRP_HS korreliert eindeutig negativ mit MCR: (R=-0,34 ; p=0,001)
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5. Diskussion

5.1. Uberblick

Die Manifestation des Typ-2-Diabetes ist ein schleichender Prozel3. Vor der Erkrankung
an einem Diabetes mellitus Typ-2 steht der Prédiabetes. Préadiabetes ist gekennzeichnet
durch eine erhohte Insulinresistenz, was sich in einer Abnahme der Metabolic Clearance
Rate (MCR) wiederspiegelt [50,51,57]. Bestimmen lait sich die MCR durch einen
euglykédmischen hyperinsulindmischen Clamp. Diese Methode gibt dariiber Aufschluf,
wieviel Glucose der Organismus mit einer zuvor definierten Menge an Insulin in die
Zellen transportieren kann. Mit anderen Worten: VVon welcher Menge Glucose kann das
Blut in einer vorgegebenen Zeit durch eine vorgegebene konstante Insulinmenge geklart

werden. Der Clamp gilt als Goldstandard zur Bestimmung der Insulinsensitivitét [53].

Diabetiker sterben vor allem an den kardiovaskularen Folgeerkrankungen, welche durch
den Diabetes ausgeldst werden [52]. Am Anfang dieses kardiovaskuldren Endpunkts
steht die Atherosklerose, deren Genese multifaktoriell ist [2,9].

Die endotheliale Dysfunktion scheint eine friihe funktionelle Stérung der Atherosklerose
zu sein [54].

Wie in der TREND-Studie gezeigt, ist sie reversibel und tritt schon zu einem Zeitpunkt
auf, an welchem die Person noch vollig symptomfrei, bzw. nach klinischen Kriterien
noch gesund ist [58]. Die endotheliale Dysfunktion aufert sich in einer sonographisch
meRbaren Abnahme der Dilatationsfahigkeit des Gefalles, sowie in einer VergrolRerung
des Lumendiameters (LD) [59].

Bei Persistenz von einwirkenden Risikofaktoren kommt es neben der endothelialen
Dysfunktion auch zu einer Verdickung des Intima-Media-Komplexes (Intima-Media-
Thickness = IMT) [60,61].

Diese stellt neben einer verdickten Basalmembran in der Niere das derzeit friiheste
morphologische Korrelat fur Atherosklerose dar und ist bei Diabetikern frih
diagnostizierbar [61,63].
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Dariiber hinaus beginnt man in letzter Zeit Atherosklerose zunehmend als chronische,
subklinische systemische Entziindungsreaktion des arteriellen Gefél3systems zu
verstehen [27,67]. Entzindliche Vorgange in der Gefdlwand fordern indirekt die
Plaqueentstehung, welche zur GefaRverengung und schliellich zum Verschlu3 fiihrt.
Entziindungsparameter wie z.B. CRP, CRP_HS, sICAM-1, etc. lassen sich heute mittels
kommerziell erhaltlicher Kits einfach bestimmen. Die Frage ist, ob bereits in einem pra-
atherosklerotischen Stadium vermehrte Entziindungszeichen gefunden werden kdnnen
[68,80].

5.2. Vorgehensweise und Ziel unserer Arbeit

Wir untersuchten 94 gesunde Nachkommen von Typ-2-Diabetikern auf eine bestehende
endotheliale  Dysfunktion, Insulinresistenz  und  Veranderungen bestimmter
laborchemischer Entziindungsmarker wie CRP, CRP_HS und sICAM-1. Dahinter steckt
die Uberlegung, ob Pradiabetiker mit verminderter MCR auch bereits pra-
atherosklerotische Veranderungen haben (verminderte FAD%, erhohtes CRP_HS oder
sICAM-1), bzw. ob sich daraus bei potentiellen Patienten wie den Pradiabetikern ein
System zur Friherkennung der Atherosklerose entwickeln 1&6t, z.B. durch die
Kombination von FAD% + CRP_HS oder FAD% + sICAM-1.

Ziel dieser Studie war, bei Nachkommen von Typ-2-Diabetikern, vor dem Hintergrund

der Insulinresistenz, Assoziationen aufzudecken, zwischen der endothelialen

Dysfunktion und den molekularen Markern der chronischen Entziindung.
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5.3. Probanden

Ohne signifikante Unterschiede waren die Probanden in puncto Alters- und
Geschlechtsverteilung, GroRe, Gewicht, BMI, Blutdruck, der Cholesterinfraktionen
sowie der Triglyceride und des Lumendiameters in Ruhe vergleichbar.

Diese Gegebenheiten waren auch eine unabdingbare Voraussetzung zur Durchfiihrung
bzw. Teilnahme an der Studie, da pathologische Werte als Ausschlu3kriterium gewertet

wurden.
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5.4. Korrelation zwischen MCR und der Endothelfunktion

Insulinresistenz ist als reduzierte insulinstimulierte Gesamtkdrper-Glucoseaufnahme
definiert, wie sie z.B. mittels Glucose-Clamp-Technik gemessen werden kann. Da in der
dieser Methode Uberwiegend die Aufnahme und Speicherung von Glucose in die
Skelettmuskulatur eingeht, wird haufig angenommen, dass der Insulinresistenz ein
muskelspezifischer Defekt zugrunde liegt. Allerdings manifestiert sie sich auch an
Leber, Fettgewebe und Niere sowie im Zusammenhang mit Muskelperfusion,

Antilipolyse, Lipoproteinlipase-Aktivitat, Apoptose und Kationentransport [103].

Wir konnten eine geringe aber signifikant positive Korrelation zwischen der
Insulinresistenz, ausgedrickt als MCR und der Endothelfunktion, ausgedriickt als
FAD% nachweisen (p = 0,0025, R=0,31).

Dal3 das Ergebnis von GTN% gegeniiber FAD% deutlich héher ausfallt, ist dadurch zu
begriinden, daR es sich bei Glyceroltrinitrat um eine Art positive Kontrollprobe handelt,
bei welcher der Vasodilatator NO quasi in Reinform appliziert wird.

Die bei der NO-Gabe applizierte Menge an NO wird auflerdem vermutlich deutlich
grofler sein, als diejenige, die bei der FAD freigesetzt wird [4,11].

Damit liegen die Ausgangswerte fir FAD% im gleichen Bereich wie sie auch
beispielsweise Enderle oder Celermajer gefunden haben [4,69]. Die Werte fir MCR

decken sich ebenfalls mit denen der Literatur [55].

Personen mit einer verminderten Endothelfunktion bzw. endothelialen Dysfunktion sind
signifikant haufiger insulinresistent. Dieses Ergebnis pafit zu denen von Haffner et al,
der atherosklerotische Veranderungen im préadiabetischen Status in erster Linie bei
Insulinresistenten gefunden hat [57]. Auch Balletshofer beschreibt die Assoziation
zwischen einer Endothelschadigung und der Insulinresistenz bei jungen, gesunden
erstgradigen Verwandten von Typ-2-Diabetikern [50].

Rett erklart in seiner Arbeit wie auf zelluldrer Ebene uberschussiges Insulin die

Atherogenese in mehrerer Hinsicht beeinflusst.
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So interagiert Insulin mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren in der Kommunikation
zwischen GefaBwandzellen und einer Vielzahl von Mediatoren. Endothelfunktion und
Insulinwirkung interagieren  wechselseitig und frihzeitig [50]. Auf glatte
GefaBmuskelzellen wirkt Insulin als spezifischer Wachstumsfaktor und stimuliert
andererseits die Genexpression des Angiotensin-11-Typ-1-(AT;-)Rezeptors, wodurch

GeféaBwandhypertrophie und VVasokonstriktion geférdert werden [103].
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5.5. Korrelationen zwischen MCR und molekularen
Entziindungsmarkern

Die Zusammenhange zwischen den biochemischen/molekularen Entziindungsmarkern

und der Insulinresistenz waren uneinheitlicher:

MCR vs. SICAM-1:

Vergleicht man bei den Probanden die Werte des Adhésionsmolekils sSICAM-1 mit
denen der Insulinresistenz (MCR), zeigt sich lediglich ein Trend fir eine negative
Korrelation (R = - 0,25, p = 0,085). Personen mit einer Insulinresistenz haben in
unserer Studie tendenziell erhohte sICAM-1 Werte. Daraus laBt sich folgern, daR
erhohte sICAM-1 Werte bereits zu dem Zeitpunkt der préatherosklerotischen
Veranderungen vorliegen. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund der friheren Literatur
interessant, die erhohte SICAM-1 Werte bei manifesten atherosklerotischen

Erkrankungen beschreibt [81].

Morisaki untersuchte 114 gesunde Personen, 112 mit Hypercholesterindmie und 38 mit
einer KHK. Gesucht wurde nach einer signifikanten Assoziation zwischen sICAM-1
und der Entstehung von Atherosklerose. Alters- und geschlechtsunabhéngig war
SICAM-1 nur signifikant bei der KHK-Gruppe erhéht (p < 0.001). Bemerkenswert ist
die Tatsache, dal} mit dem AusmaR der KHK auch das sICAM-1 ansteigt [81]. Dies
kdnnte auch eine Erklarung dafir sein, daR bei unseren gesunden aber insulinresistenten
Probanden die Erhéhung des sICAM-1 entsprechend gering ausgefallen ist, da eine

manifeste atherosklerotische Erkrankung zu diesem Zeitpunkt noch nicht vorliegt.

Ceriello et al. untersuchten 25 Typ-2-Diabetiker noch ohne diabetische
Folgeerkrankungen, die alle diatetisch und/oder mit oralen Antidiabetika eingestellt
waren. Untersucht wurde initial und 3 Monate nach Optimierung der diabetischen
Stoffwechsellage. Ceriello et al fanden eine signifikante Korrelation zwischen HbAlc

und sICAM-1. Je besser dabei die Stoffwechselsituation war, desto niedriger waren die
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Spiegel des sSICAM-1. Unabhéngig vom Vorhandensein angiopathischer Veranderungen
finden sich zusétzlich erhohte SICAM-1 Werte bei Typ-2-Diabetikern.

Ceriello et al schlielen daraus auf einen Zusammenhang zwischen oxidativem StreR und
abhéangigem sICAM-1, sowohl bei Diabetikern als auch bei Gesunden und vermuten
einen pathogenetischen Zusammenhang zu vaskularen Komplikationen bei Diabetikern
[82]. Dieses Ergebnis der Arbeitsgruppe aus Italien liegt im Trend. Wir kdnnen es
erweitern, indem wir die Verbindung zwischen sICAM-1 und der vaskuldren Situation

zu einem friiheren Zeitpunkt, praatherosklerotisch, aufzeigen.

Zu é&hnlichen Resultaten kommen die Gruppen um Cominacini und Fasching.
Cominacini untersuchte ein Kollektiv von 31 Diabetikern (13 mit Typ-2), 10 mit
Hyperlipoproteindmie und 20 gesunden Personen. Er fand sich eine signifikante
Korrelation (p < 0,01) ausschlief3lich in der Gruppe der Typ-2-Diabetiker [95].

Ebenso verhdlt es sich bei Fasching, der 159 metabolisch stabile Typ-2-Diabetiker mit
71 gesunden Probanden verglich [98]. Hier gab es die gleiche deutliche Korrelation wie
bei den anderen Arbeitsgruppen (p < 0,001). Fasching stutzt unsere Hypothese einer
wenn auch nur tendenziellen Korrelation zwischen sICAM-1 und der MCR mit der
Erklarung, dall die hohe Zahl der klinisch stummen atherosklerotischen Lé&sionen bei
Typ-2-Diabetikern ein Grund fur den fehlenden Unterschied zwischen sICAM-1-
Konzentrationen bei Patienten mit oder ohne Makroangiopathien sein kdonnten.

Damit schlief3t sich auch bei diesen zwei Arbeitsgruppen der Kreis zum Pradiabetiker

mit klinisch stummen, aber bereits dennoch vorhandenen Gefalischaden.

Weitere in letzter Zeit veroffentlichte Arbeiten bestatigen ebenfalls die positive
Korrelation von sICAM-1 zu atherosklerotischen Geféalischaden, wie cerebralen Insulten
bei Diabetikern [99] oder zu hohen Blutglukosewerten [100].

Steiner hingegen findet keine signifikant erhohten sSICAM-1 Werte bei Diabetikern.

Seine Arbeitsgruppe untersuchte 60 Typ-2-Diabetiker, die alle unter 60 Jahre alt waren
[96].
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Warum Steiner zu einem, von der sehr deutlichen Korrelation der anderen
abweichenden, Ergebnis kommt, ist anhand unserer Datenlage nicht erklarbar. Vielleicht
lagen unterschiedliche Laborbedingungen vor, oder es gab mdglicherweise doch

unbeabsichtigte Unterschiede im Kollektiv.

MCR vs. CRP / CRP_HS:

Das herkdmmliche C-reaktive Protein (CRP) zur Erfassung von Entziindungsvorgéangen
bei Patienten korreliert nicht mit der MCR fur die Insulinresistenz (p = 0,61),
was eventuell durch die geringe Sensitivitat der Methode erklart werden konnte, da das
hochsensitive CRP (CRP_HS) negativ zur Insulinresistenz (MCR) korreliert
(R=-0,34, p=0,001).

Die Literatur berichtet iber eine starke unabhéngige Assoziation zwischen CRP und

kardiovaskularen Erkrankungen, unter anderem auch bei Diabetikern.

Frohlich beschreibt kirzlich die signifikante CRP Erhohung, abhéngig von der Anzahl
der Manifestationen des metabolischen Syndroms. Dabei fiel ihr auf, dal Personen mit
D.m. deutlich hdhere Werte hatten, als solche ohne einen D.m. Es gab eine direkte

Abhangigkeit der Hoéhe des CRPs von der Insulinkonzentration [101].

Analog zu den Ergebnissen beim sICAM-1 lassen sich auch unsere Ergebnisse mit
denen von Fréhlich erklaren: Wenn die Hohe des CRP von der Insulinkonzentration
abhéngig ist, kann beim Pradiabetiker die CRP Konzentration in einer entsprechend
geringen Grole erhoht sein, welche durch die unsensitive Bestimmungsmethode nicht
erfalit werden kann.

Diese Hypothese wird durch unsere Ergebnisse des CRP_HS untermauert.

Bei dieser hochsensitiven Methode zeigt sich jetzt eine signifikante Korrelation zur
Insulinresistenz. Die Atherosklerose kann somit als subklinische Entzlindungsreaktion

gewertet werden, die nur Uber die hochsensitive Methode erfaf3t wird.
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Festa untersuchte im Rahmen einer Multicenterstudie die Beziehung des CRP zur
Insulinresistenz bei Nichtdiabetikern.

Von den 1008 untersuchten Probanden wurde wie bei uns eine KHK ausgeschlossen.
Auch Festa nutzte die hochsensitive Methode der CRP Bestimmung. Analog zu unseren
Ergebnissen zeigte sich bei seiner Arbeit die deutliche Korrelation zwischen CRP_HS

und der Insulinsensitivitat (p < 0,0001).

Wie auch bei Frohlich, berichtet er ber einen linearen Anstieg des CRP_HS mit
steigender Zahl metabolischer Komplikationen (Hyperlipidamie, Hypertonus,
Adipositas, Insulinresistenz) [102].

Festa findet Anzeichen fur eine Beziehung zwischen hohen CRP_HS Werten und hoher
Insulinresistenz, was einer niedrigen MCR entspricht. Damit besteht bei Festa wie bei

uns eine negative Korrelation zwischen CRP_HS und MCR.
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5.6. Kiritikpunkte

Mit 62 komplett untersuchten Personen konnten partiell  signifikante
Untersuchungsergebnisse erhoben werden. Eine noch groBere Zahl an Probanden hatte
sicherlich die Ergebnisse noch eindrucksvoller werden lassen, andererseits aber den
Rahmen dieser Arbeit tberschritten.

Alle unsere Probanden kamen freiwillig von zu Hause und standen uns nicht etwa im
Rahmen eines stationdren Aufenthaltes zur Verfiigung. Es war ein erheblicher
apparativer und personeller Aufwand fiir unsere Arbeit nétig. Der Realisation eines

noch deutlich groReren Kollektivs sind daher Grenzen gesetzt.

Wir fuhrten die Messungen alle frih morgens kurz vor Beginn des Glucose-Clamps
durch. Nachdem der jeweilige Proband im Versuchslabor eingetroffen war, durfte er
sich sogleich auf ein Bett legen. Bis alle ndtigen Vorbereitungen getroffen und alle
Geratschaften installiert waren, vergingen ca. 5-10 min. Nach dieser Zeitspanne hatten
sich die Probanden beruhigt; es lagen normale Kreislaufverhéltnisse vor. Obwohl wir in
allen Féallen auf normale Blutdruckverhéltnisse und Herzfrequenzen achteten, sei als
Kritikpunkt an dieser Stelle angemerkt, dal einige der Probanden am Untersuchungstag
mit dem Fahrrad anreisten und somit unter Umstanden bei Untersuchungsbeginn andere
Stoffwechselverhaltnisse boten, als diejenigen, die mit dem Auto kamen. Dies stellt ein
generelles Problem jeglicher Studien dar. Retrospektiv betrachtet, ware bei diesen

Personen eine um ein paar Stunden friihere Anreise sinnvoll gewesen.
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6. Zusammenfassung

Im Hinblick auf die Tatsache, dal der Myokardinfarkt als eine der hé&ufigsten
Todesursachen in der industrialisierten Welt Uberzufallig haufig in Folge eines Diabetes
auftritt, war es von Interesse, nach Gemeinsamkeiten bei denjenigen zu suchen, die
besonders geféhrdet sind, einen D.m. zu entwickeln. So wurden die direkten
Nachkommen von Typ-2-Diabetikern untersucht.

Es ist bekannt, dal? eine Insulinresistenz einem manifesten Diabetes vorausgeht. Weiter
ist bekannt, dafl die sonographisch gemessene endotheliale Dysfunktion eine
fruhfunktionelle Stérung der Gefalfunktion und gleichzeitig eine Vorstufe des
atherosklerotischen Prozesses darstellt. Dal bei der Atherosklerose auch eine

entziindliche Genese eine Rolle spielt, konnte unléngst gezeigt werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Suche nach Zusammenhangen zwischen der
endothelialen Dysfunktion und molekularen Entzindungsmarkern wie CRP, CRP_HS
und sICAM-1 bei direkten Nachkommen von Typ-2-Diabetikern mit und ohne
Insulinresistenz.

Die FAD% als Parameter flr die endotheliale Dilatationsféhigkeit in Prozent, sowie das
klassische CRP, das hochsensitive CRP_HS und das intrazelluldre Adh&sionsmolekl
SICAM-1 als Entziindungsmarker wurden in Beziehung gesetzt zu der MCR, als Mal3

der Insulinresistenz

Zwischen der FAD% und der MCR konnte eine deutlich sichtbare positive Korrelation
festgestellt werden. Dagegen war die im Trend erkennbare Korrelation zwischen dem
SICAM-1 und der MCR nicht signifikant.

Vermutlich aufgrund einer zu unempfindlichen Methode fand sich keine Assoziation
zwischen CRP und MCR. Damit ist die Erfassung einer subklinischen Entziindung hier
nicht méglich.

Dagegen lie3 sich eine eindeutig negative Korrelation zwischen CRP_HS und MCR

ermitteln.
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Eine Insulinresistenz geht mit einem gesteigerten Risiko fir kardiovaskulare
Erkrankungen einher.

Die chronische subklinische Entzindungsreaktion stellt einen gewichtigen Teil der
Insulinresistenz dar. Mit dem Ausmal der Insulinresistenz steigen auch die Werte fir
Entziindungsmarker wie CRP_HS und tendenziell SICAM-1.

Dies ist im Einklang mit der Vorstellung von der Atherosklerose als einer chronischen
Entzindungsreaktion. Dabei sind die untersuchten Entziindungsmarker als hinreichend
sensitiv zu beurteilen, was die Detektion eines sehr friihen Stadiums dieser chronischen
Entzindungsreaktion betrifft. Ein Stadium, in dem noch keine manifeste
Atherosklerose, wohl aber funktionelle vaskulére bzw. endotheliale Dysfunktionen

vorhanden sind.
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7. Ausblick

Die enge Korrelation von FAD zu MCR, CRP_HS zu MCR und sICAM-1 zu MCR
konnte gezeigt werden.

Die Hypothese, dass sich im pradiabetischen Stadium eine chronische
Entzlindungsreaktion manifestiert und diese als Ausloser des pathologischen Prozesses

zu werten ist, wurde durch unsere Ergebnisse eindeutig unterstitzt.

In einem ndchsten Schritt ware es gegebenenfalls wiinschenswert, nach Maglichkeiten
zu suchen, die diesen frihen Entziindungsprozess verlangsamen bzw. unterbinden.
Hierbei ist beispielsweise an antiinflammatorische, antiphlogistische Medikationen zu
denken.

Unter dem Aspekt, dal} korperliches Training und die Erndhrungsumstellung auf eine
kalorienreduzierte, fettmodifizierte Vollwertkost die Insulinsensitivitdt verbessern,
bieten sich priméarpraventive Behandlungsprogramme mit dem gemeinsamen Ziel der
Insulinwirkungsverbesserung, Endothelfunktionsverbesserung und der Atherosklerose
Primarprévention an.

Ein medikamenttser Ansatz ware in der Gabe von Insulinsensitizern oder Statinen zu
sehen.

Man wird in Zukunft auf die Ergebnisse entsprechender Studien gespannt sein kénnen.
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