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1. Einleitung

Der Diabetes mellitus 2 wird durch eine Stérung der insulinvermittelten
Glucoseaufnahme (Insulinsensitivitit), (De Fronzo et al. 1992) und der Stérung der (-
Zellfunktion verursacht. Neben dieser Stérung der Insulinsensitivitit (SI) und [3-
Zellfunktion ist auch die Glucoseeffektivitit (SG) bei Patienten mit einem Diabetes
mellitus 2 verdndert (Basu et al. 1997; Taniguchi et al. 1992). Die sogenannte
Glucoseeffektivitit beschreibt den Masseneffekt der Glucose, d.h. die Glucose ist allein
in der Lage, sowohl die eigene Aufnahme in die Peripherie (Muskulatur) zu steuern, als
auch den hepatischen Glucoseausstrom bei basalem Insulinspiegel zu blockieren.

Hinter den veridnderten Mechanismen der Insulinsensitivitdt und Glucoseeffektivitit
steht die Storung der Glucoseaufnahme (Bonnadonna et al.1964; Kelley et al. 1996;
Roden et al. 1996 ), die Translokation der Glucosetransporter zur Membran nach einer
Glucosebelastung (Galante P. et al. 1995 ) und Veridnderungen der anaeroben und
aeroben Glucoseoxidation (Mandarino et al. 1990; Thorburn et al. 1990; Meyer et al.
1980).

Bei adiposen Patienten mit einem Diabetes mellitus 2 sind die Lactat- und Pyruvat-
Interkonversionen im Muskel deutlich erhoht (Avogaro et al. 1996). Diese Verdnderung
der aeroben Glucoseoxidation scheint mit einer verdnderten Pyruvat- dehydrogenase-
Aktivitdit einher zu gehen. Die Pyruvatdehydrogenase (PDH) ist das
Schrittmacherenzym der aeroben Glucoseoxidation (Randle 1985).

Untersuchungen an Patienten mit Diabetes mellitus 2 haben gezeigt, dass ein Defekt in

der aeroben Glucoseoxidation vorhanden ist, der nicht durch Erhohung der



Insulinkonzentration, Gewichtsreduktion oder durch eine verdnderte Fettoxidation
behoben werden kann (Henry et al. 1991; Thorburn et al.1990). Die PDH scheint in
threr Funktion durch einen anderen Defekt im Bereich der mitochondrialen Ebene
gestort zu sein (Henry et al. 1991).

Experimentelle Arbeiten mit o-Liponséure, einem Kofaktor der PDH (Randle et
al.1985) haben gezeigt, dass diese Substanz in der Lage ist, nicht nur als freier
Sauerstoffradikalfanger (Nagamatsu et al. 1995) Hyperglykimie bedingte
Verdnderungen an den Gefdflen und Nerven zu verhindern, sondern auch den Glucose-
stoffwechsel giinstig zu beeinflussen (Klip et al. 1994; Haugaad et al. 1970).

Die Gabe von a-Liponsdure fiihrte bei diabetischen Ratten zu einer Verminderung der
Lactat- und Pyruvat-Konzentration, die wahrscheinlich durch eine Stimulation der
PDH-AKktivitat verursacht wird (Wagh et al. 1987). Untersuchung am Menschen
hinsichtlich dieser Glucosemetabolite gibt es allerdings nicht. a-Liponsdure zeigt auch
einen positiven Effekt auf Prdvention von Hypertonie, Insulinresistenz und oxidativen
Stress bei diabetischen Ratten (El Midaoui et al. 2002). Andere Untersuchungen
konnten belegen, dass o-Liponsdure bei Patienten mit Diabetes mellitus 2 die
Insulinsensitivitéit verbessert (Basu et al. 1997; Best et al. 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der oralen Therapie mit a-Liponsdure bei
normal- und iibergewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus 2 auf die Lactat.-,
Pyruvat-, Glucose- und Insulin-Konzentration untersucht. Hierbei wurde vor und vier
Wochen nach der Therapie mit a-Liponsédure (2x 600 mg/d Thioctacid) eine intravendse
Glucosebelastung durchgefiihrt. Parallel dazu wurde eine Kontrollgruppe mit normal-
und iibergewichtigen Kontrollpersonen untersucht. Die ermittelten Glucose- und
Insulinkonzentrationen wurden mit Hilfe der Minimal-Modeling-Technik analysiert.
Diese computerisierte Auswertung erlaubt die Bestimmung der Glucoseeffektivitit und
Insulinsensitivitd bei nicht-diabetischen und diabetischen Patienten. Weiter wurde in
dieser Studie untersucht, inwieweit die orale Therapie mit a-Liponséure die SI und die

SG verbessert und den Pyruvat- und Lactat-Metabolismus giinstig beeinflusst.



2. Material und Methoden

2.1. Studienplan

2.1.1. Studienaufbau

Im Rahmen einer klinischen Verlaufsstudie wurden in der Zeit von November 1994
bis Februar 1996 jeweils 10 normal- und {ibergewichtige ménnliche Patienten mit
einem Diabetes mellitus 2 untersucht. Diese waren bis zum Zeitpunkt der Untersuchung

in keiner Behandlung wegen einer peripheren diabetischen Polyneuropathie.

Die Patienten erhielten eine Therapie mit o-Liponsédure (Thioctacid® der Firma Viatris
AG, Frankfurt/Main) 2 x 600 mg per os pro Tag). Es wurden vor und vier Wochen nach
Einleitung der a-Liponséduretherapie ein 4-stiindiger ,,Frequently Sampled Intravenous
Glucose Tolerance Test (FSIGTT) durchgefiihrt. Die gemessenen Parameter wurden
auch bei je 10 normal- und iibergewichtigen Stoffwechselgesunden (Kontrollgruppe)

nach einem Glucose-Belastungstest untersucht und mit denen der Diabetiker verglichen.

2.1.2. Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden jeweils 10 normal- und iibergewichtige Patienten mit
Diabetes mellitus 2 untersucht.

Die Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie waren eine Herz-, bzw.
Niereninsuffizienz, Lebererkrankungen, ein Alter > 65 Jahre, sowie konsumierende
Erkrankungen.

Voraussetzung fiir eine Teilnahme an der Untersuchung war das Einverstindnis des

Patienten.



2.2. a-Liponsiure

Die a-Liponsdure (1,2-Dithiolan-3-Pentansdure) ist ein natiirlich vorkommendes
Thiol, das als Coenzym der Pyruvatdehydrogenase bekannt ist und chemisch dem
Glutathion nahesteht. Sie leitet sich chemisch von der n-Oktansdure ab (Abb. 1).

An den Positionen C6 und C8 werden die Wasserstoffatome durch SH -Gruppen ersetzt.
Die Verbindung wird als 1,2 Dithiolan-3-pentansdure bezeichnet. Wegen ihrer
Ahnlichkeit mit einer Fettsiure nannte man sie a-Liponsdure bzw. Thioctsiure (von
»Thio® = Schwefelverbindung und ,,-octsdure“ = Sdure mit achtgliedriger
Kohlenstoffkette) (Reed et al.1995; Bullock et al.1952).

a-Liponsdure kommt iiberwiegend in der oxidierten Form vor. Die beiden
Schwefelatome sind  hierbei iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden,
wodurch ein flinfgliedriger Dithiolanring entsteht (Hayden, 1992). Nach Reduktion

offnet sich der Ring und es bildet sich die Dihydroliponsédure oder 6,8-Dithiooctanséure.

Abbildung 1: zeigt die Strukturformel der a -Liponsdure und die reduzierte Form, auch

Dihydroliponséure genannt.

O»CH2-CH2-CH2-CH2-COOH SN
S /\* CH2-CH2-CH2-CH2-COOH

HS HS

Strukturformel der Strukturformel der o-Liponsdure

Dihydroliponséure
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2.3. Pyruvat-Dehydrogenasekomplex

Der Pyruvat-Dehydrogenasekomplex (PDH) ist ein mitochondrialer Multi-Enzym-
komplex, der sich aus der Pyruvatdehydrogenase, der Acetyltransferase und der
Dihydrolipoyl-Dehydrogenase zusammensetzt. Der PDH-Komplex katalysiert die
Oxidation von Pyruvat in Acetyl-CoA, und ist deshalb ein Schliisselenzym zwischen

dem Kohlenhydrat- und dem Fettstoffwechsel.

o -Liponsaure

v

Glucose
Pyruvat-
Dehydrogenase * +
Lactat —> Pyruvat

Dihydrolypoyl- <+

Transacetylase ¢ - +
Dihydrolypoyl- Fettsidure

Dehydrogenase >

> Acetyl- CoA

v

Aminoséure —_—

Abbildung 2: Pyruvat-Dehydrogenase Komplex. (Linnemann et al. 1999 Biochemie fiir

Mediziner)

Die Aktivitit von PDH wird zum einen durch Feedback-Hemmung der aktiven Form
des Enzyms und zum anderen durch das Phosphoprotein Phosphatase-G-Kinase
gesteuert (Stansbie 1976). Die durch den PDH-Komplex induzierte oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat erfolgt in mehreren Teilschritten (Reed 1974). Zuerst
lagert sich Pyruvat unter Abspaltung von Kohlendioxid dem Vitamin B; an, danach

wird der Substratrest auf die a-Liponsédure iibertragen, die dabei reduziert wird. Die so
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entstandene Dihydroliponsédure reagiert mit Acetyl-CoA und der Acetylrest wird in den
Citratzyklus abgegeben. Die a-Liponsdure wird durch Abgabe der H- Atome an FAD
bzw. NAD wieder oxidiert.

Die NADH,; liefert fiir die Endoxidation des Citratzyklus die nétigen H-Atome. Somit
spielt die a-Liponsdure im PDH-Komplex eine Schliisselrolle, in dem es Acetyl- und

H,-Gruppen tibertrégt.
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2.4. Modeling Technik zur Bestimmung der Insulinsensitivitit und Glucose-

effektivitit

2.4.1. FSIGTT

Nach einer Nahrungskarenz tiber Nacht (ca. 10-12 h) wurden bei allen Gruppen zwischen
08.00 und 09.00 Uhr die Glucosebelastungstests vor und 4 Wochen nach o-
Liponséduretherapie (nur bei Diabetischen Gruppen) durchgefiihrt. Die Blutentnahmen
erfolgten im Cubitalareal liber eine Verweilkaniile. Das im Rahmen der intravendsen

Belastungen applizierte Insulin wurde am kontralateralen Arm injiziert.

FSIGTT: Der intravendse Glucosetoleranztest wurde nach dem modifizierten Protokoll
nach Welch et al. (1990) durchgefiihrt. Nach Bestimmung der Basalwerte von Glucose,
Insulin, C-Peptid, Lactat und Pyruvat sowie der gegenregulatorischen Hormonen
(Glucagon, Cortisol und ACTH) zu den Zeitpunkten -15,-10, -5 und 0 Minuten, wurde
den Patienten 300 mg/kgKG Glucose 50 % iiber 2 Minuten als Bolus intravends injiziert
(Coates et al. 1994). AnschlieBend wurde iiber einen Zeitraum von 240 Minuten zu den
angegebenen Zeitintervallen Proben zur Glucose-, Insulin- und C-Peptid-Bestimmung
entnommen. Die Serumlactat- und Serumpyruvat-Konzentrationen wurden nach 30, 60, 90,
120 und 180 Minuten gemessen.

Nach 20 Minuten wurden 0.05 U/Kg KG Insulin als Bolus injiziert (Welch et al. 1990).

Glucoseinjektion (300 mg/kg KG) Insulininjektion (0,05 U/kg KQG)

Zeit(min) -15 -10 -5 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 19 22 25 27 30 40 50

' .

60 70 8090 100 120 140 180 240 min.
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2.5. Minimal Model

Die Analyse des FSIGTT zur Bestimmung der Insulinsensitivitit und der
Glucoseeffektivitit erfolgte mit dem Softwareprogramm ,,SAAM II, Version 1.0.2.“ und
basiert auf der ,,Minimal-Modeling-Technique of Glucose Kinetics® (Bergmann et al.
1979). Die ,,Minimal-Modeling-Technik* beschreibt physiologische Regelkreisldufe mit
Hilfe kompartimentaler Modelle. Ein Kompartiment ist ein hypothetischer,
stoffwechselabhéngiger Volumenbereich, in dem sich eine zugefiihrte Substanz homogen
und unter identischen kinetischen Gesetzen verteilt. Wird einem solchen kompartimentalen
System (siche Abb. 3) eine Substanz mit einer definierten Konzentration zugefiihrt
(Eingangskompartiment, z. B. intramuskuldre Applikation), so erhdlt man durch
Konzentrationsmessungen der zugefiihrten Substanz ins Ausgangskompartiment (z. B.
Harn) einen Verlauf der Konzentration, der sich immer wieder reproduzieren ldsst. Nach
Applikation einer Substanz verteilt sich diese in einem zentralen Kompartiment (z.B.
intravasaler Raum), das wiederum mit einem peripheren Kompartiment in Verbindung
steht (z.B. extravasaler Raum). Die Kinetik dieser Konzentrationen kann mathematisch
beschrieben werden. Der Austausch zwischen unterschiedlichen Kompartimenten wird

durch ,,Ubertrittskoeffizienten* beschrieben (Forth et al. 1983).

Abbildung 3: Darstellung eines Kompartimentalen Modells (Forth et al. 1983)
K= Ubertrittkonstante oder Koeffizient

Kompartiment I
(i.m. Gabe) Eingangskompartiment

¢ K2
K;.3

Kompartiment I1 Kompartiment I1I

(intravasaler Raum) — (extravasaler Raum)

K;-o ¢ K3

Kompartiment 0
(Ausgang; Harn)
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Zwei unterschiedliche physiologische Mechanismen fithren zu einer Glucoseabnahme

wihrend des FSIGTT:

1. Der sog. Masseneffekt der Glucose, Glucoseeffektivitit, der unmittelbar nach
Glucosegabe unter basalen Insulinkonzentrationen die Glucoseaufnahme in der
Peripherie induziert und gleichzeitig die hepatische Glucoseabgabe blockiert, also ohne
einen Anstieg des Insulins.

2. Die insulinvermittelte Glucoseabnahme, Insulinsensitivitit, die in der Peripherie und

in der Leber die Glucoseaufnahme bzw. -abgabe reguliert (Bergmann 1989).

Die Modeling-Technik simuliert die dynamischen Prozesse der Glucosehomdostase mit
Hilfe eines kompartimentalen Modells (Abb. 4). Die Dynamik zwischen den verschiedenen
Kompartimenten wird durch die ,,Ubertrittskoeffizienten K1 - K6 beschrieben. K1
entspricht dem Masseneffekt der Glucose auf ihre periphere Utilisation, dieser Effekt wird
in synergistischer Weise durch Insulin gefordert (K4). Die Inhibition der hepatischen
Glucoseproduktion durch Glucose wird durch K5 beschrieben, dieser Effekt wird ebenfalls
synergistisch durch Insulin beeinflusst (K6). K2 und K3 reprisentieren den
Insulintransport in  bzw. aus seinem ,wirksamen“ Kompartiment (,,Remote

Compartment*).

Abbildung 4: Darstellung des Glucosestoffwechsels anhand eines kompartimentalen

Modelles (Bergman et al. 1981 ).

K2 K3

R t
Plasma- ) »Remote =) | Insulinabbau in

Compartment*
der Leber

Insulin

K4
Leber Periphere
(HGP, Plasma- Glucose
Glykogen- Glucose — (Muskel-,
Synthese) Pool Fettgewebe)

K1
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Die Glucoseabnahme innerhalb einer bestimmten Zeit nach erfolgter Injektion kann durch
Differentialgleichungen dargestellt werden (Gleichung 1). In dhnlicher Weise kann die
Insulinkinetik nach einer Glucoseinjektion als Differentialgleichung beschrieben werden

(Gleichung 2).

1)dG (t)/dt=- (P1+X ) x G () +P1 G (b) (1)
2)dX (t)/dt=-P2 X (t) + P3 (1 (t) — I (b)) )

G (t) ist die Plasmaglucosekonzentration zum Zeitpunkt t, I (t) die Plasmainsulin-
konzentration zum Zeitpunkt t, G (b) und I (b) entsprechend die Plasma-konzentrationen
vor der Glucosebelastung. X (t) ist die Insulinkonzentration in seinem ,,wirksamen*
Kompartiment. P1 reprisentiert die Fiahigkeit der Glucose, die Glucoseaufnahme
unabhéngig von einem Anstieg des Basalinsulins zu induzieren. P 3  reprisentiert den
Anstieg des ,,wirksamen* Insulin, P 2 die Insulin-Elimination aus seinem ,,wirksamen*
Kompartiment  (Bergman  1989).  Anhand der im  Serum  gemessenen
Glucosekonzentrationen wédhrend des FSIGTT (,Input®) wird zundchst ein
hypothetischer Insulinverlauf mathematisch ermittelt und anschlieBend mit den real
gemessenen Insulinwerten (,,Output®) verglichen. Das Angleichen des hypothetischen
Insulinverlaufes an den real gemessenen Insulinverlauf wird als ,,Fitting* bezeichnet.
AnschlieBend errechnet der Computer in einer nicht-linearen Analyse basierend auf dem
Marquardt-Algorithmus (Marquardt, 1963) die Modeling-Parameter P1, P2 und P3 (Pacini
et al., 1986). Diese konnen in abgewandelter Form durch die Koeffizienten K1- K6
wiedergeben werden. Dabei gilt: P1=K1 + K5, P2 = K3 und P3 = K2 (K4 + K6).

P1 ist mit der Glucoseeffektivitit identisch, diese betrdgt bei Kontrollpersonen
durchschnittlich ca. 2 x 10% min™ (Bergman. 1989). Dies bedeutet, dass ein Anstieg der
Plasmaglucose um 100 mg/dl ohne Anstieg des Basalinsulins zu einer Erhéhung der
Glucoseumsatzrate aus dem Plasma von ca. 2.1 mg pro Minute fiihrt.

Der Quotient P3 / P2 entspricht der Insulinsensitivitit. Bei der Kontrollgruppe wurden
durchschnittlich Werte von SI = 5x 10 min" pU ml" gemessen (Bergman 1989). Dies
bedeutet, dass eine Insulinausschiittung von 100 pU/ml die Glucoseumsatzrate aus dem

Plasma um ca. 5% pro Minute erhdht.
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Die Normalisierung des Plasmaglucosespiegels nach einer Glucoseinjektion entspricht
einer monoexponentiellen Funktion, d.h. die Glucose wird nach Aufnahme in einem
einzelnen Kompartiment verteilt und aus diesem wieder eliminiert. Dies ist allerdings eine
vereinfachte Form der Glucoseregulation, erlaubt aber dennoch die Evaluierung der
Glucosetoleranzfaktoren. Die Physiologie der Glucosetoleranz vollzieht sich aber in zwei
Kompartimenten, die mittels markierter Glucose genau nachvollzogen werden kann
(Avogaro et al. 1996; Quan et al. 1994). Das zweite Kompartiment entspricht vermutlich
dem Interstitium und wird als ,,Remote Compartment bezeichnet (Bergman 1989). Diese
Untersuchungsmethode ist allerdings teuer und sehr aufwendig und deshalb zur
Routinediagnostik nicht einsetzbar. Daher wird das monokompartimentale Model der

Glucoseregulation als ,,Minimal-Modeling-Technik* bezeichnet.

2.6. Parameter des Glucosestoffwechsels

2.6.1. Glucose in Serum

Der quantitative Nachweis von Glucose im vendsen Vollblut erfolgte in
Doppelbestimmung auf enzymatischem Weg nach der Hexokinasemethode. In
Anwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) wird Glucose durch Hexokinase (HK) zu
Glucose-6-Phosphat (Glu-6-P) phosphoryliert. In einem 2. Schritt wird Glucose-6-
Phosphat durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Glu-6-P-DH) unter Reduktion
des Coenzyms NADP" zu 6-Phospho-Gluconolacton umgewandelt (Kruse-Jarres et al.
1995).

Hexokinase

Glucose + ATP =————sss——— (Glu-6-ADP

GLU-6-P
Glu-6-P+ NADP " =i  (_P_Gluconolacton *NADH
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MeBgroBe ist die Reduktion von NADP" zu NADH, das photometrisch bei 340 nm
gemessen werden kann. Die im Ansatz vorhandene Glucosemenge ist direkt proportional
zur NADH Zunahme.

Beim Ansatz wurden 20 pl vendses Blut direkt nach der Entnahme in NHy-heparinisierte
Einmal-Kapillarpipetten (Firma Brand) aufgezogen, in Eppendorf-Reaktionsgefa3en mit 1
ml Hémolysehemmer (H&molyse Reagenz ,Fluid“, Boehringer Mannheim), der
Dodecysulfat (1.8/1) enthilt, gut vermischt und in geschlossenem Zustand bei 4°C gelagert.
Alle Analysen wurden innerhalb einer Woche nach Entnahme mit dem
computergesteuerten Analysegerdt ,,Beckmann Clinical System 700“ im Labor der
Diabetes-Ambulanz durchgefiihrt. Von den Doppelbestimmungen wurde dann der
Mittelwert errechnet.

Als Reagenz wurde Glucoquant Glucose von Boehringer Mannheim verwendet. Die
Normalwerte werden zwischen 76-110 mg/dl bzw. 4.22-6.11 mmol/l (in Serum und Plasma

im Niichternzustand) angegeben.

2.6.2. Pyruvat

Pyruvat wird mittels Lactatdehydrogenase (LDH) und NADH enzymatisch zu L-Lactat

reduziert.

LDH
Pyruvat + NADH + H® =~ e—f— L-Lactat + NAD"

Da das Reaktionsgleichgewicht weit nach rechts verschoben ist, entspricht die Abnahme
der NADH-Menge der Menge an Pyruvat. (Czock et al. 1974) NADH kann aufgrund
seines Absorptionsmaximums photometrisch bei 365 nm als MeBgréfe bestimmt werden.

(Rick 1974)
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Beim Ansatz werden 4 ml Vollblut unmittelbar nach Entnahme mit 4 ml eiskalter
Perchlorséure (1 mol/l) enteiweillt und zunichst im Eisbehdlter aufbewahrt. Im Anschluss
an die Untersuchung zentrifugiert man die Proben bei 3000 U/min 10 Minuten lang. 2 ml
des Uberstandes werden in einem Reagenzglas mit 1 ml Phosphat versetzt, ca. 15 Minuten
im Eisbehélter stehen gelassen und danach 10 Minuten lang zentrifugiert. In eine Kiivette
pipettiert man davon 1 ml Uberstand und 0.1 ml NADH, mischt das Ganze mit einem
Plastikspatel und mifit dann mit dem Photometer (LKB-Biochrom Ultraspec II, Pharmica
Biosystem, Freiburg) die Extinktion E1. Die enzymatische Reaktion wird durch Zugabe
von 0.01 ml LDH ausgelost. Die Losung wird erneut mit einem Spatel gemischt und der
Stillstand der Reaktion abgewartet, der ca. nach 15 Minuten eintritt. Danach kann man mit

dem Photometer die Extinktion E2 bestimmen.

Von jeder Blutabnahme wurde eine Doppelbestimmung ausgefiihrt und aus den beiden
Werten der Mittelwert gebildet. Der Pyruvatgehalt in pmol/l entspricht dann 905 x dE
(Extinktionsdifferenz dE = E1 - E2).

Als Reagenz wurde MPR 1 Pyruvat 124982 von Boehringer Mannheim verwendet. Die

Normalwerte werden zwischen 41 - 67 umol/l (im Niichternblut) angegeben.

2.6.3. Lactat und 3-Hydroxybutyrat

Lactat wird in Gegenwart der Lactatdehydrogenase (LDH) und NAD" zu Pyruvat und
NADH oxidiert. Da das Gleichgewicht dieser Reaktion weit nach links verschoben ist,
muss das Reaktionsgleichgewicht zur Bestimmung des Lactatgehaltes auf die rechte Seite
verlagert werden. Diese erreicht man durch einen NAD -UberschuBf und das Herstellen
eines alkalischen Milieus. Die Entfernung des Pyruvats erfolgt unter der enzymatischen
Einwirkung der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) mit Glutamat durch Umwandlung
in Alanin und o-Ketoglutarat. In einem 3. Schritt wird B-Hydroxybutyrat und NAD" durch
die B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (B-HBDH) zu Acetoacetat und NADH oxidiert
(Rick 1974 ).
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LDH
Lactat + NAD" =iy~  Pyruvat + NADH + H"

GPT
Pyruvat + Glutamat e~ Alanin + a-Ketoglutarat

f-HBDH
B-Hydroxybutyrat+ NAD' e A cctacetat + NADH + H'

Im Ansatz werden 2 ml Blut in ein Reagenzglas mit 25 pl Gerinnungshemmer (s.u.)
pipettiert. Nach dem Mischen wird der Ansatz zunichst im Eisbehélter autbewahrt, und
innerhalb von ca. 2 Stunden, 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Der gewonnene

Uberstand wird dekantiert und zur Bestimmung eingesetzt.

0.02 ml Patientenserum (1), 2 ml Tris-Glutamat-Puffer (2), 0.2 ml NAD-L&sung (3) und
0.02 ml GPT (4) werden in eine Kiivette im Doppelansatz pipettiert. Gleichzeitig werden 2
Leerwerte (mit jeweils 2, 3, 4) und 2 Kontrollwerte (mit jeweils 2, 3, 4, und 0,02 ml
Validate) vorbereitet. Nach dem Mischen der Ansédtze wird die Extinktion E1 mit einem
Photometer (4010, Boehringer Mannheim) bei einer Wellenldnge von 340 nm gemessen.
Die Ansitze werden wieder gut gemischt und nach 20 Minuten wird die Extinktion E2
photometrisch bestimmt. Zum Schlu3 gibt man jeweils 0,02 ml LDH dazu, und mif3it 10
Minuten nach dem Mischen die Extinktion E3. Es wurden folgende Reagenzien
verwendet:

Tris (Hydroxymethyl)-Aminomethan (Boehringer Nr. 127434), L-Glutaminsdure (Merck
Nr. 291), Naturlauge Imol/l N (Merck Nr.9137), B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase
(Boehringer Nr. 127833), Lactatdehydrogenase (Boehringer Nr. 127230), Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (Boehringer Nr. 737127), NAD 100% freie Sdure (Boehringer Nr.
127973), Kontrollserum Validat-N (Goedecke Nr. 917613), Kaliumfluorid (Merck Nr.
4994), KEDTA=Aethylendiamin-Tetraessigsdure-Di-Kaliumsalz-Dihydrat (Roth).
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Bei der Herstellung von Tris-Glutamat-Puffer (PH 9.5) wird 24g Tris mit 3g
Glutaminsédure und 700 ml Aqua dest. gemischt, mit 1 N NaOH auf pH 9.5 eingestellt und
auf 1000 ml mit Aqua dest. aufgefiillt. Fiir die NAD-Losung werden 0.2054 g NAD in
10ml Aqua dest. gelost. Fiir den Gerinnungshemmer wird eine 25 %ige Losung von
Kaliumfluorid (2.5 g KF in 10 ml H,O) und eine 20 %ige Losung von KEDTA (2.0 g
KETDA in 10 ml H,O) hergestellt, und davon 1 Teil Kaliumfluorid und 2 Teile KEDTA (5
ml KF und 10 ml K-EDTA-Losung) miteinander vermischt. Von den

Doppelbestimmungen wird der Mittelwert errechnet.

Die Berechnung erfolgt wie folgt:

Extinktion E2 - Extinktion E1 - Leerwertdifferenz x 358 = 3-Hydroxybutyrat
Extinktion E3 - Extinktion E2 - Leerwertdifferenz x 312 = Lactat

Als Normalwerte gelten fiir f-Hydroxybutyrat bis 2.0 mg/100 ml Plasma, fiir Lactat
zwischen 6 - 20 mg/ 100 ml (0.63-2.44 mmol/l) Plasma.

2.6.4. Insulin

Die quantitative Bestimmung des Insulin wurde mit einem Doppel-Antikorper-
Radioimmunoassay (RIA) vorgenommen (,,Pharmacia Insulin RIA 100, der Firma Kabi
Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala).

In der Probe konkurriert Insulin mit einer bestimmten Menge Jod'*’-markiertem Insulin
um die Bindungsstellen der spezifischen Antikorper. Gebundenes und freies Insulin
werden mit Hilfe einem zweiten Antikdrperimmunabsorbent und anschliefender
Zentrifugation und Dekantierung getrennt. Danach wird die Radioaktivitit mit dem
Gamma-Counter (LB 2111 der Firma Berthold) gemessen. Die Radioaktivitdt ist der
Menge unmarkiertem Insulin in der Probe umgekehrt proportional (Kabi Pharmacia
Diagnostics AB, 1993). Fiir den Ansatz wird in Serumrdhrchen entnommenes Venenblut

bei 3000 U/min 10 Minuten zentrifugiert. Das so gewonnene Patientenserum wird
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zunéchst bei —24°C tief gefroren, und danach nach der Anleitung des ,,Pharmacia Insulin
RIA* (Kabi Pharmacia Diagnostics AB 1993) nach o. g. Prinzip ausgewertet.

Die Normalwerte (mittleren Niichternwert) werden unterhalb 20 pU/ml gemessen

Prazision: Probe Mittelwert Intra- Assay Inter- Assay
(nU/ml) ) (%)
1 11.6 5.8 5.8
2 32.7 54 6.4
3 65.2 5.7 6.5

2.6.5. C-Peptid

Die quantitative Bestimmung erfolgt mit dem Radioimmunoassay (,,C- Peptid- RIA.
DAK/PEG ( J'** ), Diagnostic Products Corporation DPC, Bad Nauheim).

Das Testprinzip entspricht ebenfalls einer kompetitiven RIA. Messung der C-
Peptidkonzentration mit dem ,,Multi Kristall Gamma Counter LB 2111*. Die Normalwerte
im Niichternblut (Serum) liegen zwischen 0.8 — 4.0 ng/ml (DPC, 11/91).

2.7. Statistische Methoden

Auswertung der Parameter unter Glucosebelastungstest erfolgte durch Berechnung der
AUC fiir diese Parameter.

Die AUC beschiftigt sich mit der Berechnung von Fldcheninhalten, die durch den
Graphen einer Funktion begrenzt wird.

Die Ermittlung des AUC einer Funktion wird dann folgend berechnet:

Der Graph der Funktion F, die X-Achse zwischen den Stellen t; und t; sowie die

vertikalen t = a und t = b begrenzen die Fliche A.
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A Yy I®

a/Al B | C D e
0 30 90 120 180 *x (min)

Fliache A = (30-0) x (a+b) Fliache C = (120-90)x (atb+c+d)
2 2
Flache B = (90-30) x(_atb+c) Flache D = (180-120) x (atb+c+d+e)
2 2

AUC= A +B+C+D

Die Daten sind als mittlere Fehler des Mittelwertes (+ SEM) angegeben. Unterschiede
innerhalb der Kontrollgruppen wurden mit dem Student’s t-Test bzw. Rangsummentest,
zwischen Kontrollgruppen und Patienten mit Diabetes mellitus 2 mit der Varianzanalyse

(ANOVA) ermittelt. Ein P < 0.05 war signifikant.
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1. Ergebnisse

3.1. Kontrollkollektiv

Niichternglucose, Lactat- und Pyruvatkonzentrationen waren in der Gruppe mit den

iibergewichtigen Kontrollpersonen, verglichen mit den normalgewichtigen Kontrollpersonen

deutlich erhoht (Tabelle 1).

Tabelle 1: zeigt die Eigenschaften der Kontrollgruppe

normalgewichtig (n=10) iibergewichtig (n=10)

Alter

(Jahre) 53.5+6 51.7+7
BMI

(Kg/m?) 23.8+0.9 29.5+£0.3%*
HbA .

(%) 44+£0.2 4.8+03

Glucose (niichtern)

(mmol/1) 42+0.1 4.7+0.2

Insulin

(Pmol/l) 44.0+3 78.3 & 5%
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Tabelle 1

normalgewichtig (n=10) iibergewichtig (n=10)
Lactat
(mmol/1) 1.78 £0.2 2.26+0.21
Pyruvat
(umol/l) 60.7+3.4 87.2+6.6%*
SI
(x 10" min™ x pU™" x mI™) 522+1.01 1.75 + 0.65%**
SG
(x 10 min™) 2.68 +0.24 1.79 + 0.45%*
(FSD %) 20+ 6 24+ 4
AUC (Lactat)
mmol/l 197.8 £19 2443 + 18
AUC (Pyruvat)
umol/l 7920 + 624 6443 £ 773

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SEM. Normalgewichtige wurden mit

iibergewichtigen Kontrollpersonen verglichen (** P < 0.01; *** P <0.001).
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3.1.1. SI und SG Werte bei der Kontrollgruppe

Die Niichtern-Glucosekonzentrationen waren zwischen beiden Kontrollgruppen nicht
signifikant verdndert. Unter Glucosebelastung stiegen die Glucose- und Insulinwerte bei den
iibergewichtigen Kontrollpersonen deutlicher als bei den normalgewichtigen an (Abb. 2a,
2b).

Die errechneten Werte fiir Insulinsensitivitit betrugen bei normalgewichtigen Probanden
SI = 522 % 1.01 vs. 1.75 % 0.65 (x 10* min"' x pU'x ml™") bei iibergewichtigen
Kontrollpersonen, P < 0.001. Die SI Werte waren bei allen iibergewichtigen Personen in
einer negativen Relation zum Niichtern-Glucosespiegel (r = -0.46, * P < 0.05). Die Werte
fiir Glucoseeffektivitit waren bei normalgewichtigen (SG = 2.68 * 0.24 x 10 min™)
gegeniiber iibergewichtigen Kontrollpersonen (SG = 1.79 + 0.45 x 10 min™) signifikant
héher (** P <0.01).

3.1.3. Lactat und Pyruvatkonzentration unter intravenoser Glucosebelastung

Im Niichternzustand waren die Lactatkonzentrationen in den iibergewichtigen Gruppen
deutlich hoher. Unter Belastung waren zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede
festzustellen.

Die Fliche unter der Kurve (AUC) fiir Lactat war in beiden Gruppen dhnlich (197.8 = 19
mmol/l bei normal- und 244.3 + 18 mmol/l bei tibergewichtigen Kontrollpersonen) (P=0.06)
(Abb. 2¢).

Auch die Pyruvatkonzentrationen bei den libergewichtigen Kontrollpersonen verglichen mit
den normalgewichtigen Probanden waren vor der Belastung deutlich erhéht (87.2 + 6.6
umol/l vs. 60.70 + 3.4 umol/ ,** P <0.01).

Die AUC fiir Pyruvat war bei iibergewichtigen im Vergleich zu normalgewichtigen
Kontrollpersonen signifikant erhht. (7920 + 624 vs. 6443 += 773 umol/l, * P < 0.05) (Abb.
2d).
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Glucose (mmol/l)
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Abbildung 2a: Glucosekonzentration nach FSIGTT bei normalgewichtigen (/1) und
iibergewichtigen Kontrollgruppen (H) (* P<0.05)
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Abbildung 2b: Insulinkonzentration nach FSIGTT bei normalgewichtigen ([1) und
tibergewichtigen Kontrollgruppen (B) (* P<0.05)
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Abbildung 2c: AUC fiir Lactat bei Normalgewichtigen (Kontrollgruppe)
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Abbildung 2 zeigt die Glucose- (2 a), Insulin- (2 b), AUC fiir Laktat- (2 ¢) und Pyruvat (2d)
nach intravendser Glucosebelastung (FSIGTT) bei iibergewichtigen (M) und
normalgewichtigen (Z) Kontrollpersonen mit normaler Glucosetoleranz. Wihrend der
FSIGTT als auch nach 240 Minuten sind die Insulin- und Glucosekonzentrationen bei den
tibergewichtigen Patienten deutlich erhoht (* P < 0.05, ** P < 0.01). SI hat eine negative
Relation zu dem Niichternglucosewerten. Die AUC fiir Laktat- und Pyruvat vor Belastung
sind in der Gruppe mit iibergewichtigen Probanden hoher.

(Lactat P = 0.06; Pyruvat * P < 0.05)
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3.2. Patienten mit Diabetes mellitus 2

Bei den iibergewichtigen Patienten waren die Glucose-, Pyruvat- und Insulin -
Konzentrationen im Niichternzustand verglichen mit den normalgewichtigen Patienten
deutlich erhoht (Tabelle 2). Die Niichternlactatkonzentrationen waren zwischen beiden

Diabetikergruppen nicht signifikant verandert.

Tabelle 2. zeigt die Eigenschaften der Patienten mit Diabetes mellitus 2

DM 2

Normalgewichtig (n=10) Ubergewichtig (n=10)
Alter (Jahre) 56.2+1.7 51.5+24
Diabetesdauer (Jahre) 73+1.0 5.8+£0.7
BMI kg/m? 23.6+0.5 29.9£0.7 **
HbA . 6.5+0.2 8.1 £0.2 ***
Basale Glucose 9.04+04 11.7£0.6 ***
(mmol/1)
Basales Insulin 48.8 +4.7 68.1 £4.6 **
(pmol/l)
Basales Lactat 2.42+0.17 276 £0.12
(mmol /1)
Basales Pyruvat 90.99 + 6.1 128.87 £ 8.9%**
(umol/1)

Die Daten sind als Mittelwerte = SEM angegeben. Es wurden die normalgewichtigen mit

tibergewichtigen Diabetiker verglichen (** P <0.01, *** P <0.001)
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3.2.1. SL, SG, Glucose-, Lactat- und Pyruvatkonzentrationen, wihrend

Glucosebelastung vor der Therapie

Vor der Therapie zeigten die SI und SG Werte in beiden Diabetikergruppen dhnliche
Verldufe (1.28 + 0.17 x 10" min” x pU" x ml™ vs. 1.02 + 0.16 x 10*min” x pU" x ml™;
Tab. 3 und 1.28 £ 0.14 x 10”min" vs. 1.07 + 0.11 x 10 min™'; Tab. 4 ).

Die Niichternglucosekonzentrationen waren vor der Therapie in der Gruppe der
normalgewichtigen Diabetiker niedriger als in der iibergewichtigen Gruppe (9.04 + 0.4
mmol/l vs. 11.7 £ 0.6 mmol/l, (*** P <0.001); Tab. 2). Wahrend des Glucosebelastungstests
stiegen in beiden Gruppen die Glucosewerte pathologisch an. Die Werte waren nach 240
Minuten bei libergewichtigen Diabetikern deutlich erh6ht (Abb. 3a - 4a).

Die Lactatkonzentrationen bei den normalgewichtigen Diabetiker waren im
Niichternzustand verglichen mit den normalgewichtigen Kontrollpersonen deutlich erhoht
(2.42 £ 0.17 mmol/l vs. 1.78 = 0.20 mmol/l, ** P < 0.01; Tabelle 1, 2). Die AUC fiir Lactat
war bei den normalgewichtigen Diabetikern verglichen mit den normalgewichtigen
Kontrollgruppe groBler (272 + 19 mmol/l X min vs. 197.8 £ 19 mmol/l x min, Abb. 2c, 3b).
Auch bei den iibergewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus lag die Niichternlactat-
Konzentration hoher als bei der libergewichtigen Kontrollgruppe (2.76 + 0.12 mmol/l vs.
2.26 £0.21 mmol /1, ** P <0.01; Tabelle 1, 2).

Die AUC fiir Lactat war bei den iibergewichtigen Diabetikern grofer als bei der
tibergewichtigen Kontrollgruppe (354.9 = 34.5 mmol/l x min vs. 244.3 + 18 mmol/l x min).
Die Niichternpyruvatkonzentrationen waren sowohl in der normalgewichtigen als auch in
der {ibergewichtigen Patientengruppe mit Diabetes mellitus 2 verglichen mit den
entsprechenden Kontrollgruppen deutlich erhéht (60.7 + 3.4 pmol/l vs. 90.99 £+ 6.1 umol/l
*#% P<0.001 und 87.2 £ 6.6 umol/l vs. 128.87 + 8.9 umol/l ** P<0.01 Tab. 1, 2).

Die errechneten AUC fiir Pyruvat waren bei beiden Diabetikergruppen &hnlich (Abb. 3b,
3c), wohl aber groBer als bei den Kontrollgruppen (Abb. 2c¢, 2d).
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3.2.2. SI, SG, Glucose-, Lactat- wund Pyruvatkonzentrationen, wihrend

Glucosebelastung nach o-Liponsiuretherapie

Nach vierwochiger Behandlung mit a-Liponsdure wurde bei normalgewichtigen
Diabetikern eine signifikante SI-Zunahme beobachtet (Tab. 3, 4). Bei den iibergewichtigen
Diabetikern hingegen hatte sich die SI vor der Therapie (1.02 +0.16 x 10* min™" x pU™'x
ml" vs. 1.21 + 0.15 x 10 min™ x U x ml™) nach der vierwdchigen Behandlung nicht
signifikant verandert.

Die Glucoseeffektivitit stieg nach a-Liponsduretherapie bei beiden Gruppen signifikant an.
Der Effekt war aber bei normalgewichtigen Diabetikern deutlicher (Tab. 3). Bei
normalgewichtigen Diabetikern war eine Zunahme der SG (1.28 £ 0.14 x 107 ml™ vs. 1.93 +
0.13 x 10 min™, ** P <0.01), wie bei iibergewichtigen Diabetikern (1.07 £ 0.11 x 10 min!
vs. 1.53 + 0.08 x 10”min-1, * P < 0.05) zu beobachten.

Nach vierwochiger Behandlung mit a-Liponsédure fielen die Niichternwerte fiir Glucose in
der normalgewichtigen Gruppe mit Diabetes mellitus signifikant ab (* P < 0.05; Abb. 3a).
Bei den iibergewichtigen Diabetikern wurden die Niichternglucosekonzentrationen
niedriger, statistisch lieB3 sich aber keine Signifikanz ermitteln ( P =0.06; Abb. 4a).

Unter a-Liponsduretherapie konnte man nach Glucosebelastung keine Erhohung der
Lactatkonzentrationen feststellen, vielmehr lielen sich Konzentrationen messen, die
niedriger waren als in den entsprechenden Kontrollgruppen. Auch bei iibergewichtigen
Diabetikern war eine signifikante Abnahme der Lactatwerte festzustellen. Die AUC fiir
Lactat nahm unter a- Liponsdure Therapie in beiden Gruppen ab (272.9 + 19 mmol/l x min
vs. 226.4 = 18 mmol/l x min (P = 0.08) bei normalgewichtigen Diabetikern und 354.9 +
34.5 mmol/l x min vs. 255.3 £ 22.4 mmol/l x min (* P < 0.05) bei iibergewichtigen
Diabetikern.

Die Einnahme von a-Liponsdure fiihrte zu einer Abnahme der Pyruvatkonzentration bei
beiden Diabetikergruppen. Die a-Liponsdureeinnahme war mit einer Abnahme der AUC
fiir Pyruvat verbunden (11.021 + 669 umol/l x min vs. 7.921 + 624 umol/l x min bei
normalgewichtigen (** P<(0.01) und 12.242 + 871 umol/l x min vs. 8.723 + 1.069 umol/l x
min (** P <0.01) bei libergewichtigen Diabetikern).
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Tabelle 3: zeigt die SI Werte bei normalgewichtigen und iibergewichtigen Diabetikern vor und
nach Therapie mit a- Liponsdure

normalgewichtige
Diabetiker (n=10) S FSD% S FSD%
x 10*min"x mU'x mI" | min" [x 10 min x mU x m!" min '
Vorher Nachher
1 2.03 23 2.13 12
2 1.32 16 1.88 11
3 0.79 28 0.56 32
4 1.21 43 1.09 33
5 0.86 9 1.43 15
6 0.76 3 0.86 23
7 1.88 14 2.42 15
8 1.31 7 1.66 8
9 0.66 4 1.14 9
10 1.99 8 2.38 11
Mittelwert £+ SEM 1.28+0.17 1.56 +£0.21**
iibergewichtige
Diabetiker (n=10) Vorher Nachher
- ———————————————— ————— ———————————— ———
1 0.99 12 1.03 18
2 0.34 25 0.37 28
3 1.35 38 1.45 18
4 1.52 31 1.42 11
5 0.88 12 1.87 9
6 0.23 20 0.67 27
7 1.75 15 1.76 41
8 0.66 9 1.07 22
9 1.50 8 1.29 7
10 0.99 11 1.19 9
Mittelwert =+ SEM 1.02 +£0.16 1.21 £0.15
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Tabelle 4: zeigt die SG Werte bei den normalgewichtigen und iibergewichtigen
Diabetikern vor und nach a- Liponsdure Therapie

normalgewichtige SG
Diabetiker (n=10)

x 102 min™

Vorher

1.45
0.89
1.68
1.72
1.83
1.56
0.89
0.55

1.09
1.10

O 01O Lt B WIN K~

—_
(=]

Mittelwert + SEM  1.28 £0.14

FSD (%)

min ~

15
23

14
17

16

SG

x 102 min™

Nachher

1.86
1.06
1.96
1.53
2.29
231
2.14
1.64

2.09
2.38

1.93 +£0.13 **

FSD (%)

min !

12
10

24
28

23
12

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Es wurden die SI -Werte bei den
normalgewichtigen und iibergewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus 2 jeweils vor und

nach a-Liponséuretherapie verglichen (* * P <0.01)



iibergewichtige Vorher Nachher
Diabetiker (n=10)
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1 1.23 12 1.77 8
2 1.66 14 1.20 6
3 1.35 7 1.72 24
4 0.86 8 1.54 26
5 0.39 21 1.86 17
6 1.09 22 1.52 3
7 1.24 15 1.76 9
8 0.66 4 1.45 17
9 1.21 3 1.29 21
10 0.99 8 1.19 6
Mittelwert £ SEM  1.07 +0.11 1.53 £0.08*

Die Daten sind als Mittelwerte = SEM angegeben. Es wurden die SG Werte bei den
normalgewichtigen und {bergewichtigen Diabetikern jeweils vor und nach o-
Liponséduretherapie verglichen (** P <0.01, * P <0.05)
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Abbildung 3a: Glucosekonzentrationen bei normalgewichtigen Diabetikern vor @ ) und

nach Therapie \) (* P<0.05)
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Abbildung 3b: Il AUC fiir Lactat bei normalgewichtigen Diabetikern vor Therapie

[J AUC fiir Lactat bei normalgewichtigen Diabetikern nach Therapie
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Abbildung 3c: Bl AUC fiir Pyruvat bei normalgewichtigen Diabetikern vor Therapie,

LJAUC fiir Pyruvat bei normalgewichtigen Diabetikern nach Therapie
(** P<0.01)

Abbildung 3 zeigt die Glucosekonzentration (3a) und AUC fiir Lactat (3b) nach FSIGTT bei
normalgewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus 2 vor ll und nach [J o— Liponsiure
AN
A
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Gabe iiber 4 Wochen. Nach Therapie sind die basalen Glucosewerte signifikant
niedriger als vor der Therapie (* P<0.05) . Vor der Therapie war das AUC fiir Lactat
(272.9 £19 vs 226.4 +£18 nach der Therapie deutlich erhoht.

Die AUC fiir Pyruvat (3c) war unter o-Liponsédure deutlich niedriger als vor der Therapie

(** P<0.01).

Glucose (mmol/l)

0 I I I I I I 1
0 40 80 120 160 200 240

Zeit (min)

Abbildung 4a: Glucosekonzentrationen bei iibergewichtigen Diabetikern vor (@ ) und nach

Therapie (O ) (P =0.06)
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Abbildung 4b: B AUC fiir Lactat bei iibergewichtigen Diabetikern vor Therapie

[J AUC fiir Lactat bei iibergewichtigen Diabetikern nach Therapie

(* P<0.05)

14000 -
= 12000 -
(=]
g
=.
g 10000 - %%
> T
E 8000 -

6000 -

vor nach 4 Wochen

Abbildung 4c: B AUC fiir Pyruvat bei iibergewichtigen Diabetikern vor Therapie
1 AUC fiir Pyruvat bei tibergewichtigen Diabetikern nach Therapie
(**P<0.01)

Abbildung 4 zeigt die Glucose (4a) AUC fiir Lactat (4b) nach FSICTT bei iibergewichtigen
Patienten mit Diabetes mellitus 2 vor ggund nach [ oa-Liponsduregabe iiber 4 Wochen.
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Nach Therapie sind die basalen Glucosekonzentration zwar niedriger als vor der Therapie
a aber ohne signifikanz (P=0.06). Die AUC fiir lactat fallen im Vergleich zu vor der
Therapie signifikant ab ( 255.3 + 22.4 vs. 354.9 + 34.5 mmol/l X min, * P<0.05).

Die AUC fiir Pyruvat nimmt auch unter a- Liponsdure Therapie deutlich ab ( 12242+871 vs.
8723+ 1069 umol/l x min, ** P<0.01 ).

4. Diskussion

4.1. Insulinresistenz und intrazellulire Glucoseverwertungsstorung

Diverse Defekte und Fehlsteuerungen auf ganz unterschiedlichen Ebenen der
Glucoseregulation konnen fiir die Pathogenese des Diabetes mellitus 2 verantwortlich sein.
Der Diabetes mellitus 2 ist vor allem durch eine Insulinresistenz der Zielorgane allein oder
in der Kombination mit einer Sekretionsstorung charakterisiert (Kolterman et al. 1981; De
Fronzo et Ferrannini, 1982; Chen et al. 1982; De Fronzo 1988; Beck- Nielsen et al. 1992;
1995). Die Glucoseintoleranz und der manifeste Diabetes mellitus entwickeln sich durch
Defekte auf der Ebene der B-Zellen, eine gestorte Insulinsekretion und Insulinresistenz,
Storung der Glucoseaufnahme und -verwertung in der Leber, im Muskel und im Fettgewebe.
Beim Diabetes mellitus 2 ist bisher noch nicht endgiiltig geklart, ob die gestorte
Insulinsekretion des Pankreas oder die Insulinresistenz des Muskels und der Leber der
Primérdefekt ist. Trotzdem nimmt man an, dass beim normalgewichtigen Diabetiker primér
hauptsichlich die Insulinsekretion gestort ist, wihrend beim iibergewichtigen Diabetiker
primir die periphere und hepatische Insulinresistenz fiir die gestorte Glucosehomdostase
verantwortlich sind (De Fronzo 1988). Die Interaktion zwischen Insulinsekretion und

Insulinresistenz ist als eine dynamische, sich gegenseitig beeinflussende Beziehung zu
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sehen, die zu einer erniedrigten Glucose-Clearance (Kolterman et al. 1981; De Fronzo et al.
1982; Chen et al. 1988; De Fronzo 1988; 1992) und einer reduzierten Unterdriickung der
hepatischen Glucoseproduktion fiihrt (Best et al. 1982; De Fronzo et al.1982; Bogardus et al.
1984; Campbell et al. 1988), wodurch vor allem die Niichternhyperglykédmie begiinstigt wird
(De Fronzo 1988; Gerich et al. 1990). Eine erhdhte und durch Insulin vermindert hemmbare
hepatische Glucoseproduktion beim Diabetes mellitus 2 fiihrt schon frith zur Erhéhung des
Niichternglucosespiegels (De Fronzo et al. 1989; De Fronzo 1988; Consoli et al. 1990).
Insulin  ist normalerweise ein  wirkungsvoller  Suppressor der  hepatischen
Glucoseproduktion, so dass dieser Befund fiir eine Insulinresistenz der Leber spricht
(Nurjhan et al. 1986; Campbell et al. 1988). Diese hepatische Dysregulation beim Diabetes
mellitus 2 (Ahlorg et al. 1976; Jahoor et al. 1990; Jenssen et al. 1990) fiihrt zu einem
erhohten Substratangebot von Laktat, Pyruvat, Glycerol, Alanin und anderen
glucohepatischen Aminosduren und demzufolge zu einer erhohten Gluconeogenese
(Cherrington et al. 1986).

Fine Verminderung des insulinabhingigen Glucosetransportes und der Glucose-
phosphorylierung in der Skelettmuskulatur stellt die wesentliche Ursache fiir die
Insulinresistenz bei Patienten mit Diabetes mellitus 2 dar (Bonnadonna et al. 1996; Kelley
et al. 1996; Roden et al. 1996). In der Skelettmuskulatur der Patienten mit dem Diabetes
mellitus 2 konnte allerdings eine reduzierte Glucosetransporterrate und nicht eine
verminderte Expression des GLUT4 Transportproteins festgestellt werden (O” Rahilly et
al.1991).

Muskel-, Fettzelle B — Zelle
Insulinsekretion Insulinresistenz
GLUT 2 v ~ - GLUT 4

Hyperglykimie
,,Glucosetoxizitat*

Glucosetransporter +

Glucosetransporter + Glykogensynthese +

T

B-Zell-Glucosesensor
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Abbildung 5: Schema der Interaktion von Insulinsekretion und Insulinresistenz tiber Hyper-
glykdmie (,,Glucosetoxizitits“-Hypothese der Diabetes mellitus 2 Pathogenese) (Robertson
etal. 1991).

In eine kiirzlich erschienene Studie haben Krebs et al. (2002) den Effekt der Aminosduren
auf die Insulinresistenz untersucht und konnten zeigen, dass ein héherer Aminosaurespiegel
durch Hemmung des Glucosetransports und der Glucosephosphorylierung in der
Skelettmuskulatur zu einer Insulinresistenz beitragt.

In verschiedenen Studien konnte bei Patienten mit Diabetes mellitus 2 eine erhdhte
Produktion von glucogenetischen Vorldufern, wie z. B. Lactat und Alanin, nachgewiesen
werden (Consoli et al. 1990; Nurjhan et Consoli 1990; Vaag et al. 1992). Einige
Untersuchungen zeigen einen signifikant hoheren Einfluss der Skelettmuskulatur auf die
Gesamt-Laktatproduktion (Capaldo et al. 1990; Consoli et al. 1990; 1992). Jedoch scheinen
nicht nur der Skelettmuskel (Jackson et al. 1986; Yki-Jarvinen et al. 1990; Frayn et al. 1991;
Avogaro et al. 1996) und andere Gewebe, wie z. B. Erythrozyten, Nervengewebe und Haut,
bei der Lactatproduktion eine Rolle zu spielen (Groop et al. 1989). Moglicherweise ist auch
das Fettgewebe eine Hauptquelle fiir die Produktion von Lactat (Frayn et al. 1989; Hagstrom
et al. 1990; Jansson et al. 1990; 1994).

Nach Kohlenhydratzufuhr spielt die reduzierte Unterdriickung der hepatischen
Glucoseproduktion eine wichtige Rolle beim Diabetiker (Firth et al. 1986; Ferrannini et al.
1988; McMahon et al. 1989; Mitrakou et al. 1990; Butler et al. 1991), d.h. auch im
postprandialen Stadium scheint die erhdhte Gluconeogenese der Hauptmechanismus fiir die
erhohte hepatische Glucoseproduktion bei Patienten mit Diabetes mellitus 2 zu sein

(McMahon et al. 1989; Nurjhan et al. 1990). Dazu kommen die Adipositas induzierte
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Hyperglykdmie wird als zwangsldufige Folge von Insulinresistenz und abnormer

Insulinsekretion aber auch als direkter Verursacher der Insulinresistenz und abnormer

Insulinsekretion angesehen, wobei die B-Zellen die erhdhte Sekretionsrate, die aufgrund von

Hyperglykdmie und Insulinresistenz erforderlich wére, nicht mehr aufrechterhalten kénnen

(,,p-Zell-Erschopfung).
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Abbildung 6: Hypothetisches Modell der interaktiven Pathogenese der Diabetes mellitus 2,
ausgehend von Adipositas und B-Zell-Defekt (Robertson et al. 1991).

4.1.1. Intrazellulire Glucoseverwertungsstorung und Mitochonderiale Dysfunktion

Der relative bzw. absolute Insulinmangel bei Diabetes mellitus 2 fiihrt zu einer verstirkten
Lipolyse. Durch die Insulinmangellipolyse und verminderte Triglyceridsynthese steigt die
Konzentration der freien Fettsduren (FFA) an. Es werden in der Leber vermehrt Ketonkorper
gebildet, die zusammen mit den erhohten FFA-Konzentrationen wichtige Schliisselenzyme
der Glykolyse hemmen (Randle et al. 1963; 1988; Taegtmeyer et al. 1985). Die exzessive
Oxidation von freien Fettsduren bewirkt eine intrazelluldre Akkumulation von Acetyl-CoA
und einen erhéhten NADH/NAD+ -Quotienten, der zu einer Hemmung der PDH und des
Krebszyklus fiihrt (De Fronzo et al.1988). Aus einer Abschwichung der PDH-Aktivitdt
resultiert eine verminderte Oxidation von Pyruvat in Acetyl-CoA und eine erhdhte
Umwandlung von Pyruvat in Lactat mittels Lactatdehydrogenase (Mondon et al. 1992).

Durch die Blockierung der mitochondrialen Enzyme wird die Glucosedurchsatzrate im
Citratzyklus vermindert, was eine gestorte intrazelluldre Glucoseutilisation und verminderte
Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) zur Folge hat (Ehrenthal et al. 1985). Eine ATP-
Verarmung hat fiir die Energie abhéngigen Stoffwechselprozesse in den jeweiligen Organen
und Geweben entsprechende Konsequenzen und beglinstigt die Sauerstoff-Radikalbildung.
An nicht-insulinsensitiven Geweben, wie z. B. dem peripheren Nervensystem, wird durch
einen Mangel an ATP die Funktion der Natrium-Kalium-Pumpe (Na'-K'-ATPase) gestort,

die zur Aufrechterhaltung und Wiederherstellung (Repolarisation) des Nervenpotentials von
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essentieller Bedeutung ist. Zudem wird durch eine ATP-Verarmung der axonale Transport,
der ebenfalls energieabhéngig ist, beeintrachtigt. Der ATP-Mangel und Sauerstoff- Radikale
beim Diabetes mellitus 2 fiihren somit sowohl am peripheren als auch am autonomen
Nervensystem zur diabetischen Polyneuropathie, die sich nur in frithen Stadien noch
erfolgreich therapeutisch beeinflussen lasst.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Lactat- und Pyruvatkonzentrationen vor und nach
Glucosebelastung bei normal- und iibergewichtigen Kontrollpersonen und Patienten mit
einer Diabetes mellitus 2 untersucht. Bereits die Niichternkonzentrationen von Pyruvat und
Lactat dndern sich in Abhédngigkeit von dem AusmaBl der Verdnderungen im
Glucosestoffwechsel: die Pyruvatkonzentration ist am niedrigsten bei normalgewichtigen
Kontrollpersonen und erreicht die Hochstkonzentrationen bei iibergewichtigen Patienten mit
Diabetes mellitus 2, die durch eine schlechte Blutzuckereinstellung, hohe
Niichterntriglycerid- und Glucosekonzentrationen charakterisiert sind. In Bezug auf Pyruvat-
und Lactat- Konzentrationen konnten wir ein &hnliches Ergebnis wie in der Arbeit von
Hoflich 1997 feststellen, wo diese Parameter bei den gleichen Patientenkollektiv mittels
oralem Glucosebelastungstest (OGTT) mit 75 g Dextrose untersucht wurden. Die Parameter
wurden in gleichen Zeitintervallen (0, 30, 60, 90, 120 Minuten) gemessen. Die hohen Lactat-
und Pyruvatspiegel in der iibergewichtigen Kontrollgruppe weisen darauf hin, dass die
Glucoseoxidation bereits bei normoglykdmischen {ibergewichtigen Kontrollpersonen
verandert ist. Als mogliche Ursache werden die bei libergewichtigen normoglykdmischen
Personen beobachteten erhohten freien Fettsduren angesehen, welche fiir die Hemmung der
Pyruvatdehydrogenaseaktivitit (Randle et al. 1963), Glucosetransport und -
phosphorylierungsrate verantwortlich sind. (Krebs et al. 2001). Wéhrend sich unter
intravendser  Glucosebelastung  die  Pyruvat- und  Lactatkonzentrationen  bei
normoglykdmischen Personen nur unwesentlich verénderten, stiegen diese Konzentrationen
bei iibergewichtigen diabetischen Patienten an. Ubergewichtige Diabetiker haben eine
erhohte Glucoserecyclingrate (Zawadzki et al. 1988), d.h. dass persistierende hohe
Glucosekonzentrationen und verzogerte Glucoseoxidation, eine Erhéhung von Lactat im
Gewebe zu Folge haben.

Dariiber hinaus ist die Lactatproduktion im Fettgewebe der iibergewichtigen Diabetiker
deutlich erh6ht (Mondon et al.1992; Lovejoy et al. 1992; Kreisberg et al. 1970). Das so im
Gewebe gespeicherte Lactat wird nach einer Glucosebelastung freigesetzt, so dass die

erhohten Lactatspiegel nach einer Glucosebelastung eine erhohte intrazelluldre
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Lactatspeicherung wiedergeben. Dariiber hinaus ist bei iibergewichtigen Diabetikern die
Lipidoxidation deutlich erh6ht, die durch Hemmung der Glucosetransport und —
phosphorylierungsrate zu eine verminderte Glucoseoxidation fiihrt. Hohere Lipidoxidation
induziert die Sauerstoff- Radikalenbildung, die durch Membranschidigung fiir viele
Folgeerkrankungen bei Diabetes mellitus 2 verantwortlich ist. Bei normalgewichtigen
Diabetikern jedoch ist die Lipidoxidation nicht verdndert, so dass eine verminderte
Glucoseoxidation auf Grund einer erhdhten Lipidoxidation, ein solcher Defekt nicht erkldren
lasst (Golay et al. 1988).

Vergleicht man unsere Ergebnisse, mit denen in der Literatur beschriebenen Befunden, so
scheint es einen Defekt in der Glucoseoxidation auch bei normalgewichtigen Diabetikern zu
geben. Dieser Defekt kann weder durch Ubergewicht, noch durch eine erhdhte Fettoxidation
oder durch eine verminderte Glucoseaufnahme erklért werden.

Bei normal- und iibergewichtigen Kontrollpersonen lie sich ein umgekehrtes Verhiltnis
zwischen der Insulinsensitivitdt und der Niichtern-Lactatkonzentration feststellen, d.h., dass die
Insulinsensitivitdt mit zunehmende Niichternlactat abnimmt (Lovejoy et al. 1992). Bei Patienten
mit einem Diabetes mellitus hingegen konnte eine solche Relation nicht festgestellt werden.

Eine Erklarung hierfiir ist wahrscheinlich der multiple Pathomechanismus des Diabetes mellitus.

4.1.2 Insulinsensitivitits- und Glucoseeffektivitiit

Die von uns ermittelten SI-Werte waren vor der Therapie in beiden diabetischen Gruppen
erniedrigt. In einer Studie von Kahn et al. (1993) wurde eine Wechselwirkung zwischen
Adipositas und Insulinsensitivitdtsabnahme bei gesunden und jungen Personen (Alter < 45 J)
mit einem BMI von 19.5 - 52.2 kg/m? und Niichternglucose-spiegeln < 6.4 mmol/l
untersucht. Es wurde eine umgekehrt-proportionale Beziehung zwischen SI- Werten und
BMI festgestellt, je kleiner der BMI, desto héher die SI. Ahnliche Kurvenverhiltnisse haben
sich im Vergleich der SI und B-Zell-Funktion, der SI und der Plasmainsulinkonzentration
und der SI mit dem potentiellen Glucoseabbau ergeben. Die SI-Abnahme bei
normalgewichtigen Patienten mit Diabetes mellitus 2 zeigt, dass beim Diabetiker die SI
nicht nur vom Gewicht, sondern von der Diabeteserkrankung an sich abhéngt.

Unsere Studie bestitigt andere Studienergebnisse (Lovejoy et al. 1992), dass es eine
umgekehrte Beziehung zwischen SI und basalem Lactatspiegel gibt, so dass eine

Insulinresistenz mit einer Zunahme der Lactatkonzentration verbunden ist.
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In dieser und anderen Studien (Henriksen et al. 1994) konnte ein signifikanter Unterschied
der SG zwischen normalgewichtigen und tlibergewichtigen Diabetikern gefunden werden
(Tab. 4). Die SG-Abnahme bei insulinresistenten iibergewichtigen Diabetikern zeigt, dass
die Fettleibigkeit ein hoheres Risiko fiir die Entstehung von Diabetes mellitus darstellt, da
die Fettleibigkeit zu einer Beeintrdchtigung des Glucosestoffwechsels fiihrt (Martin et
al.1992).

In anderen Untersuchungen war die SI bei den Kontrollpersonen von Fettleibigkeit und
korperlicher Aktivitit, die SG hingegen mehr vom Geschlecht abhingig (Clausen et al.
1996). Andere Studien haben {iber eine enge Beziehung zwischen SI und AUC fiir Lactat
und zwischen SG und Lactat berichtet (Lovejoy et al.1992; Watanabe et al.1995).

Wir haben aber bei unserer Untersuchung keine Wechselwirkung zwischen diesen
Parametern feststellen konnen. Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte am

unterschiedlichen Patientenkollektiv liegen.

4.2. Einfluss von a-Liponsiure auf die Insulinsensitivitit und Glucoseeffektivitit im

Niichternzustand und unter Glucosebelastung

In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine vierwochige Behandlung mit o-
Liponsdure sowohl bei normalgewichtigen als auch bei {libergewichtigen Patienten mit
Diabetes mellitus 2 zu einer Verbesserung des Glucosestoffwechsels beitragt (Abb. 3a-c, 4a-
c¢). Bei normalgewichtigen Diabetikern verbesserte sich sowohl die insulin- als auch die
glucoseabhidngige  Glucoseaufnahme. Niedrige Glucosekonzentrationen und ein
verminderter Glucoseanstieg wéihrend der intravendsen Glucosebelastung in dieser Gruppe
belegen die verbesserte Insulinsensitivitit und Glucoseeftektivitét.

Da die Niichternhyperglykdmie beim Diabetes mellitus 2 primdr durch eine
Stoffwechseldysregulation im Bereich der Leber verursacht wird, (Consoli 1992) kann
davon ausgegangen werden, dass o-Liponsdure im Niichternzustand die hepatische
Glykogenolyse anscheinend vermindert und damit die Niichternblutzuckerwerte bei
Patienten mit Diabetes mellitus 2 deutlich erniedrigt. Dieser Befund steht in

Ubereinstimmung mit tierexperimentellen Ergebnissen (Natraj et al. 1984; Gandhi et al.
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1985), aus denen hervorgeht, dass o-Liponsdure den hepatischen Glucose-Stoffwechsel im
Diabetes-Tiermodell deutlich verbessert.

a-Liponsdure scheint in experimentellen Daten (Waghert et al. 1990; Blumenthal et al.
1984) sowohl die hepatische Ketonkorperproduktion als auch die Gluconeogenese zu
vermindern. Dies wiirde die erniedrigten Niichternblutzuckerwerte, vor allem bei
normalgewichtigen Diabetesgruppen erkldren. Jacob et al.(1996) haben gezeigt, dass eine
Therapie mit a-Liponsdure zu einer verbesserten Glucoseaufnahme iiber den nichtoxidativen
und oxidativen Glucosestoffwechsel im Muskelgewebe von insulinresistenten Ratten fiihrt.
Die Verbesserung des Glucosestoffwechsels war mit einer Verminderung des
Plasmainsulins und der freien Fettsduren verbunden.

Andere Studien zeigen, dass a-Liponsdure zu einer Verbesserung des Glucosetransports in
L6-Neofibrillen in An- und Abwesenheit von Insulin (Klip et al. 1994) und in den
Muskelzellen in vitro (Bashan et al. 1993) und in vivo (Henriksen et al. 1995) fiihrt.
Loffelhardt et al.(1995) haben in ihren Untersuchungen bei diabetischen Ratten gezeigt,
dass a-Liponsdure die Glucoseaufnahme und Glucoseutilisation verbessert und das
myokardiale ATP-Niveau deutlich anhebt. Andererseits fiihrt eine o-Liponsduregabe bei
diabetischen Ratten durch Hemmung der Glutation-Peroxidaseaktivitidt und Normalisierung
der  Superoxidantien-Produktion in der Aorta, zu einer Reduktion der

Insulinresistenzentwicklung und der Hypertonie und zu einer Abnahme des oxidativen

Stresses (El Midauie et al. 2002).

4.3. Einfluss der a-Liponsidure auf Lactat- und Pyruvatkonzentrationen

Die niedrigeren Pyruvatkonzentrationen wihrend der a-Liponsidure-Behandlung, sowohl im
Niichternzustand als auch unter Glucosebelastung, weisen darauf hin, dass o-Liponsiure
wahrscheinlich die aerobe Glucoseoxidation auf dem Niveau der mitochondrialen PDH
stimuliert (Wagh et al. 1987). Das wiirde bedeuten, dass durch einen erhdhten
Pyruvatumsatz vermehrt Pyruvat im Krebszyklus eingeschleust wird und dadurch zu einer
Erh6hung der intrazelluldren energiereichen Phosphate fiihren wiirde. Experimentelle Daten
belegen diesen Mechanismus. So konnte gezeigt werden, dass o-Liponsdure die

Glucoseaufnahme und die Glucoseverstoffwechselung in diabetischen Rattenherzen
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verbessert (Loffelhardt et al. 1995). Diese Wirkungen waren von einer Erhéhung der
intrazelluldren Energieproduktion und einer Erh6hung der Herzleistung begleitet.

Es ist allerdings nicht geklidrt, ob die oa-Liponsdure nur auf der Ebene der
Pyruvatdehydrogenase die Glucoseoxidation beeinflult. Untersuchungen mit a-Liponsédure
als auch mit der PDH-stimulierenden Substanz Dichloroacetat haben gezeigt, dass beide
Substanzen die Glucosekonzentration in den diabetischen Rattenherzen verbessern. Dartiber
hinaus verminderte a-Liponsdure die Acetoacetat-Konzentrationen, das Dichloroacetat
jedoch nicht, da die o-Liponsdure nicht nur die PDH stimuliert, sondern auch die
Fettsdureoxidation und damit die Ketonkorperbildung reduziert (Wagh et al. 1987). Sing
und Bowman  (1970) haben  unter  o-Liponsduretherapie  eine  erhdhte
Phosphofructokinaseaktivitit und demzufolge eine hohere Glycolyse in der
Rattenmuskulatur festgestellt.

Wir miissen einschrinkend sagen, dass bei unseren Untersuchungen die Pyruvat- und
Lactatkonzentrationen aus vendsem Blut des Unterarmes gemessen wurden, so dass der
genaue Ursprung dieser Metaboliten nicht festgestellt werden kann. Nidhere Befunde von
Avogaro et al. weisen allerdings darauf hin, dass die Interkonvention zwischen Lactat und
Pyruvat intrazelluldr im Unterarm von Patienten mit Diabetes mellitus erhoht ist. Deshalb
kann man vermuten, dass die von uns gemessenen erhohten Pyruvat- und
Lactatkonzentrationen aus diesem Gewebe stammen. Die Autoren fiihren diese erhohte
Interkonventionen auf eine verminderte Pyruvat-Degradation bei Diabetikern zuriick, die
wahrscheinlich auf einem Defekt der Pyruvatdehydrogenase beruht. Als Begriindung weisen
die Autoren darauf hin, dass die Rate der Pyruvatoxidation in erster Linie durch die
Aktivierung der Pyruvatdehydrogenase bestimmt wird (Avogro et al. 1996; Randle et al.
1988). Eine Verminderung der PDH-Aktivitit wiirde deshalb zu einer verminderten
Oxidation von Pyruvat zu Acetyl-CoA fithren und das wiederum zu einer vermehrten
Konversion von Lactat und Pyruvat iiber die Pyruvatdehydrogenase beitragen und
konsekutiv zu einem erhohtem Lactatspiegel im Blut fiihren.

Die Metaboliten des Glucosestoffwechsels (Lactat, Pyruvat und Alanin) stammen in erster
Linie aus dem Abbau des Glykogens im Muskelgewebe (Consoli et al. 1992). Bei erhohten
Konzentrationen werden sie im Muskel abgegeben und in der Leber im Rahmen der
Gluconeogenese zu Glucose verstoffwechselt. Dieser als ,,Cori“- Zyklus beschriebene
physiologische Ablauf ist vor allem bei iibergewichtigen Diabetikern deutlich erhoht

(Zawadzki et al. 1988). Die Gabe von a-Liponsdure scheint also bei Patienten mit Diabetes
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mellitus 2 die intrazellulire Glucoseverstoffwechselung im Fett-, Muskel- und im
Lebergewebe giinstig zu beeinflussen, so dass sowohl verminderte Glucosekonzentrationen
im Nichternzustand als auch verminderte Laktat- wund Pyruvatanstiege nach
Glucosebelastung im Serum dieser Patienten zu messen sind. Vermutlich stimuliert o-
Liponsdure die aerobe Glucoseoxidation auf mitochondrialer = Ebene durch PDH-
Aktivierung. Die Abnahme der Pyruvatkonzentration nach a-Liponsduretherapie ldsst
vermuten, dass Pyruvat in den Zitratzyklus eintritt und zu einer Steigerung des
intrazelluldren energiereichen Phosphats beitrdgt. Barbioli et al. (1995) konnten
demonstrieren, dass a-Liponsédure zu einer erhohten Energieverfiigbarkeit im Gehirn und der
Muskulatur fiihrt (Haugaad et al. 1970; Jacob et al. 1996). Es bleibt umstritten, ob die
Wirkung von a-Liponsédure auf Pyruvat und Lactat nur durch Interaktion mit PDH zustande
kommt. Diese Interaktion fithrt zu einer erhohten Verschiebung von Lactat zum
Kohlendioxid und fiihrt dadurch zu einer Abnahme des Substrates fiir die Gluconeogenese in
der Leber und damit nach der Therapie zu einer niedrigeren Pyruvat-, Lactat- und

Glucosekonzentration im Nuchternzustand.
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Zusammenfassung

In dieser klinischen Studie wurden 10 normalgewichtige und 10 iibergewichtige Patienten
mit Diabetes mellitus 2 und einer unbehandelten diabetischen Polyneuropathie iiber vier
Wochen mit a-Liponsédure 1200 mg/die per os behandelt.

Vor und nach der Therapie wurde ein intravendser Glucosebelastungstest bei jedem
Patienten durchgefiihrt und die ermittelten Glucose-, Insulin-, Pyruvat- und Lactatspiegel

mit einer Kontrollgruppe (10 normalgewichtige und 10 libergewichtige normoglykédmische
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Kontrollpersonen) verglichen. Die SI und SG Werte wurden mit Hilfe der Minimal-

modeling Technik ermittelt.

In dieser Studie wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1.

Die SI- und SG-Werte waren bei der normalgewichtigen Kontrollgruppe hoher als bei
den libergewichtigen Kontrollpersonen.

Die SI und SG waren bei beiden diabetischen Gruppen verglichen mit den
Kontrollgruppen vermindert.

Die SI-Verminderung in beiden diabetischen Gruppen deutet auf eine priméire
Insulinresistenz hin, die fiir die Entwicklung der Erkrankung entscheidend ist.

Bei den Kontrollgruppen waren die Niichternpyruvatspiegel bei den Uber-gewichtigen
hoher als bei den Normalgewichtigen, wobei die Steigerung der Lactat- und
Pyruvatspiegel und damit die errechnete AUC fiir Pyruvat und Lactat unter dem
Glucosebelastungstest keine signifikanten Unterschiede in beiden Gruppen zeigte.

Die Niichternlactatspiegel waren sowohl bei normal- als auch bei iibergewichtigen
Patienten mit Diabetes mellitus 2, verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe, deutlich
erhoht. Die Niichternpyruvatspiegel waren bei iibergewichtigen Diabetikern jedoch
deutlich hoher als bei normalgewichtigen Diabetikern.

Die deutlich erhohten Lactat- und Pyruvatspiegel im Niichternzustand bei diabetischen
Patienten weisen auf eine beeintrichtigte basale Glucoseoxidation hin.

Unter intravendser Glucosebelastung stiegen die Pyruvatspiegel stirker als die
Lactatspiegel an und waren vor allem bei iibergewichtigen Diabetikern deutlich erhoht.
Dieser starke Anstieg belegt die verminderte Glucoseoxidation bei Diabetikern.

Die vierwochige o-Liponsduretherapie verbessert signifikant die SG sowohl bei
normalgewichtigen- (** P<0.01) als auch bei iibergewichtigen Diabetikern (* P<0.05).
Der Therapieeffekt von a-Liponsdure auf die SI war bei normalgewichtigen Patienten
deutlich hoher als bei libergewichtigen Patienten. Der SG- und SI-Effekt auf die
Glucose-Wiederaufbaurate war nach der Therapie verbessert.

Bei normalgewichtigen Patienten fiihrte eine vierwochige a-Liponsduretherapie zu einer
verbesserten Glucoseverstoffwechselung. Der weniger ausgepragte Therapieeffekt von
a-Liponsdure bei iibergewichtigen Diabetikern mag wohl auf der Schwere der

Stoffwechselentgleisung in dieser Patientengruppe beruhen.
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10. a-Liponsdure fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der AUC fiir Pyruvat und Lactat in
beiden Gruppen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass a-Liponsdure wahrscheinlich
tiber eine Stimulation auf dem Niveau des Pyruvat-Dehydrogenasekomplexes
wirkt. o—Liponsdure scheint also sowohl im Niichternzustand als auch unter

Glucosebelastung die Glucoseoxidation bzw. den Pyruvatmetabolismus zu verbessern.

Bei Patienten mit Diabetes mellitus 2 ist die Glucoseabbaurate durch eine verminderte
aerobe und anaerobe Glucoseoxidation gehemmt. Grund dafiir ist wahrscheinlich eine PDH
Aktivitidtsabnahme. Die stindige Hyperglycdmie fiihrt zu einer Zunahme der Pyruvat- und
Lactatkonzentration und einer Abnahme der SI und SG.

Die orale Einnahme von a-Liponsdure beschleunigt anscheinend den intrazelluldren
Glucosemetabolismus durch Stimulation der PDH und erhdéht das intrazelluldre Redox-
potential. Es kommt dadurch wahrscheinlich zu einer Verbesserung der Energiegewinnung
aus Phosphaten und mobilisiert den Glucosetransporter, wodurch sich der Glucosetransport
in die Muskelgewebe verbessert. Damit fiihrt o-Liponsdure zu einer verbesserten

Glucoseutilisation bei Patienten mit Diabetes mellitus 2.

6. Abstract

Influence of a-Lipoic Acid on insulin sensitivity and glucose effectiveness of patients
with type 2 Diabetes- an investigation with the minimal modelling analysis

Objective
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We examined the effect of lipoic acid (LA), a cofactor of the pyruvate dehydrogenase
complex (PDH), on insulin sensitivity (SI) and glucose effectiveness (SG) and on serum
lactate and pyruvate levels after modified frequently sampled intravenous glucose tolerance

tests (FSIGTTs) in lean (n=10) and obese (n=10) patients with type 2 diabetes

Research design and methods

FSIGTT data were analyzed by minimal modelling technique to determine SI and SG
before and after oral treatment (600 mg, twice a day, for 4 weeks). Serum lactate and
pyruvate levels of diabetic patients after glucose loading were compared with those of lean
(n=10) and obse ( n=10) healthy control subjects in which SI and SG were also determined
from FSIGTT data.

Results

Fasting lactate and pyruvate levels were significantly increased in patients with type 2
diabetes. These metabolites did not exceed elevated fasting concentrations after glucose
loading in lean patients with type 2 diabetes. However, a twofold increase of lactate and
pyruvate levels was measured in obese diabetic patients. LA treatment was associated with
increased SG in both diabetic groups ( lean 1.28 + 0.14 to 1.93 = 0.13; obese 1.07 £ 0.11 to
1.53 £0.08 x 10? min™', * P < 0.05). Higher SI and lower fasting glucose were measured in
lean diabetic patients only ( * P <0.05 ). Lactate and pyruvate concentration before and after
glucose loading were ~ 45% lower in lean and obese diabetic patients after LA treatment.
Area under the curve (AUC) of lactate after intravenous glucose loading decreased in both
groups under LA treatment ( in lean diabetic patients, 272.9 + 19 vs. 226.4 = 18 mmol/l x
min after LA, P = 0.08, in obese diabetic patients, 354.9 + 34.5 vs. 255.3 + 22.4 mmol/l x
min, * P <0.05). LA treatment was also associated with a decrease of AUC pyruvate from
11.021 £ 669 to 7.921 + 624 pumol/l x min (** P < 0.01) in lean patients and from 12.242 +
871 to 8.723 &+ 1.069 umol/l x min ( ** P <0.01) in obese patients with type 2 diabetes.

Conclusions
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Treatment of lean and obese diabetic patients with LA prevents hyperglycemia- induced
increments of serum lactate and pyruvate levels and increases SG and SI. Orale treatment
with LA seems to improve intracellular glucose utilisation probably by stimulating PDH,

and increases glucose-mediated glucose disposal in patienten with typ 2 diabetes.
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