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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Diabetes mellitus ist eine der haufigsten chronischen
Stoffwechselerkrankungen, an der derzeit etwa 366 Mio. Menschen leiden.
Bedingt durch den wandelnden Lebensstil gekennzeichnet durch wenig
Bewegung bei gleichbleibender Erndhrung, aber auch durch die vermehrte
Urbanisierung, dem steigenden Lebensalter und der wachsenden Bevolkerung
ist die Pravalenz fur Typ 2 Diabetes im Steigen begriffen. Prognosen zu Folge
wird die Gesamtzahl der Diabetiker um 50,7% steigen, wobei vor allem in den
einkommensschwachen Landern mit einem Anstieg um 92% zu rechnen ist.

Es ist bekannt, dass an Typ 2 Diabetes erkrankte Personen einem erhéhten
oxidativen Stress ausgesetzt sind. Die Entstehung von mikro- und
makrovaskularen Erkrankungen wird damit in Zusammenhang gebracht. Eine
Anderung des Ernahrungsverhaltens, das eine verbesserte Blutzuckerkontrolle
ermdglicht, kann zur Senkung des oxidativen Stresses beitragen.

Eine  Lebensstiimodifikation im  Bereich des  Ernahrungs- und
Bewegungsverhaltens hat sich sowohl in der Primér- als auch in der
Sekundarpravention des Typ 2 Diabetes als sinnvoll erwiesen. Die
Konsumation von hochwertigem Pflanzenél, welches reich an ungesittigten
Fettsauren ist, und viel Gemise wird mit einem gesunden Lebensstil
verbunden. Ergebnisse aus einigen epidemiologischen Studien liefern Hinweise
Uber positive Effekte dieser Lebensmittelgruppe. Bisweilen liegen aber nur
wenige Interventionsstudien mit Lebensmitteln aus pflanzlicher Herkunft bei Typ
2 Diabetikern vor. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der DIAPLANT Studie
am Institut fur Erndhrungswissenschaften eine 8-wochige Interventionsstudie
mit Pflanzendl und Gemise durchgefihrt. Die verschiedenen Parameter
wurden in einer Dissertation und mehreren Diplomarbeiten evaluiert. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit war es festzustellen, in wie weit das antioxidative
System durch eine Pflanzendl- und Gemdiseintervention beeinflusst wird. Die
Aktivitat der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase
und Katalase wurde bei Typ 2 Diabetikern, bei Personen mit gestorter

Nuchternglucosekonzentration und bei Gesunden untersucht.
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2. LITERATURUBERBLICK

2.1 Diabetes mellitus

2.1.1 Definition und Diagnostik

Diabetes ist charakterisiert durch Hyperglykamie verursacht durch einen
absoluten oder relativen Insulinmangel, einer gestorten Insulinwirkung oder eine
Kombination beider Faktoren.

Bei der Diagnose wird der Nichternblutglucosewert an mindestens zwei
verschiedenen Tagen gemessen. Ein sogenannter oraler Glukosetoleranztest
(OGTT) nach den Richtlinien der WHO wird bei einem klinischen Verdacht und
widerspriichlichen Ergebnissen durchgefiihrt. Zwei Stunden nach der
Glucoseaufnahme (75g Glucose in 250-300ml Wasser geldst) sollte sich eine
Glucosekonzentration von < 7,8mmol/l im vendsen Plasma eingestellt haben.
Die normale Nuchtern- Blutglucosekonzentration im vendsen Plasma liegt bei <
100mg/dI (£5,6mmol/l) (Roden, 2009).

Zur Diagnose von Diabetes mellitus werden von der American Diabetes
Association (ADA) folgende Kriterien herangezogen:

1. HbAi: = 6,5% wobei der Test standardisiert und zertifiziert sein
muss (NGSP, National Glycohemoglobin Standardization Program
und DCCT, Diabetes Control and Complications Trial) ODER

2. Nuchternplasmaglucose (FPG = fasting plasma glucose) = 126
mg/dl (7 mmol/l) bei mindestens 8h Nahrungskarenz ODER

3. 2-h-Plasmaglucose = 200mg/dl (11,1mmol/l) wahrend eines
oralen Glucosetoleranztests (OGTT) nach WHO Kriterien ODER

4. klassische Symptome des Diabetes mellitus (Polyurie,
Polydipsie, unerklarbarer Gewichtsverlust mit ev. Polyphagie,
Sehtribung) und Plasmaglucose = 200mg/d! (11,1mmol/l)

Bei Abwesenheit einer eindeutigen Hyperglykdmie sollen die Punkte 1-3
wiederholt werden (ADA, 2011).
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Die Anwendung von HbA;. als Diagnosekriterium ist neu. Als Begrindung fur
seinen Einsatz wurde die Beurteilbarkeit des chronischen Glykamieverlaufes

und die Variabilitéat der Glucosebestimmung angefuhrt (Roden, 2009).

2.1.2 Pathophysiologie und Klassifizierung

Der Begriff ,Diabetes” bezeichnet eine Gruppe von Stoffwechselstérungen, die
nicht nur die Umsetzung von Kohlenhydraten, sondern auch andere Systeme
des Korpers betreffen. Ursache dafur ist entweder
¢ eine verminderte oder fehlende Synthese von Insulin hervorgerufen
durch eine Schadigung des Pankreas
¢ ein falsch synthetisiertes und in seiner Struktur verandertes Insulin
e oder ein an dem Zielorgan nicht bzw. nur ungentigend wirksames Insulin
(Kasper, 2009)
Bei Typ 2 Diabetes kann zum einen eine gestorte Insulinwirkung
(Insulinresistenz) am Zielorgan, aber auch eine Stérung der Insulinsekretion
vorliegen. Insulin wird im Pankreas in den B- Zellen der Langerhans‘schen
Inseln gebildet. Die Insulinausschittung wird durch einen Glucoseanstieg im
Blut induziert. Die Insulinsekretion garantiert nach der Nahrungsaufnahme eine

Normalisierung des Blutzuckerspiegels (siehe Abbildung 1).

steigert hoher
Blutzucker- Blutzucker-

spiegel spiegel

fordert
Insulinausschottung

stimuliert
Glykogenabbau

Glycogen  Glucose

stimuliert Bildung

von Glycogen
Insulin
Stimuliert
Glucoseaufnahme aus
Blut

fordert

Glucagonfreisetzung
Gewebszelle

senkt niedriger
Blutzucker- Blutzucker-
spiegel spiegel

Abbildung 1: Produktion und Funktion von Insulin (mod. nach IDF, 2011)

Insulin hat daneben eine mannigfaltige Wirkung im menschlichen Korper. In

anabolen Prozessen beeinflusst es das Fettgewebe und den Muskel durch
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Stimulation der Protein- und der Glykogensynthese. Die Lipogenese wird durch
Insulin in der Leber und im Fettgewebe verstarkt. Gleichzeitig hemmt es die
Lipolyse, Glycolyse und Proteolyse in den genannten Geweben. Insulin
unterstitzt aber auch den Transport von Aminosauren und lonen an der
Zellmembran (Mehnert et al., 2003).

Normalerweise kénnen sich die B-Zellen an die Insulinwirkung anpassen. Bei
einer vorliegenden Insulinresistenz  wird anfanglich durch gesteigerte
Insulinausschittung (Hyperinsulindmie) ausgeglichen um eine normale
Blutglucosekonzentration zu garantieren (Evans et al., 2003). Bei Patienten mit
IGT (impaired glucose tolerance) oder Typ 2 Diabetes ist jedoch die [-
Zellfunktion nicht mehr ausreichend fur den jeweiligen Grad der
Insulinsensitivitat (Stumvoll et al., 2005).

Insulinmangel oder seine Unwirksamkeit im Korper hat schwerwiegende
Folgen. Der Blutglucosespiegel steigt an (Hyperglykamie), spater sind durch die
anhaltende Hyperglykédmie auch andere Organsystem betroffen und werden in
Mitleidenschaft gezogen (siehe Kapitel 2.1.3).

Typ 2 Diabetes verlauft im Gegensatz zu Typ 1 Diabetes oft asymptomatisch
und wird haufig erst bei einer Routineuntersuchung entdeckt (Leitzmann et al.,
2009).

Die meisten Typ 2 Diabetiker entwickeln nach 10 Jahren aufgrund der [3-
Zellschadigung des Pankreas einen schweren Insulinmangel (Stumvoll et al.,
2005). Dieses Phanomen kann durch das Prinzip der Glucotoxizitat (,glucose
toxicity“) erklart werden. Dabei werden [B-Zellen durch den anhaltend hohen
Blutzuckerspiegel und der damit verbundenen gesteigerten ROS (reactive
oxygen species) Produktion negativ beeinflusst, sodass es zum Zelluntergang
kommen kann. Superoxidanionen, die im Stoffwechsel entstehen, werden
normalerweise durch SOD dismutiert bzw. durch Katalase und GSH-Px zu H,O
abgebaut. Bei Diabetikern ist diese Stoffwechsellage Uber das normale Mafl3
gesteigert und das antioxidative System somit Uberfordert, es kann zur

oxidativen Zellschadigung kommen (Robertson et al., 2003).
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Diabetes hangt stark mit Ubergewicht und Adipositas zusammen. Dabei kommt
es zu vermehrter Fetteinlagerung vor allem im viszeralen und im subkutanen
Fettgewebe und zur verstarkten Einlagerung von Triglyceriden in Adipozyten.
Da diese gegen Insulin resistent sind, findet in ihnen eine gesteigerte Lipolyse
statt. Sowohl bei Diabetikern als auch bei Nichtdiabetikern sind erhohte
Konzentrationen an nicht-veresterten Fettsduren (non-esterified fatty acids,
NEFA) nachweisbar. Eine anhaltend hohe Konzentration zirkulierender NEFA
kann ebenfalls Insulinresistenz verursachen (Buse, 2006, Evans et al., 2003,
Stumvoll et al., 2005). Dieses Phanomen wird als Lipotoxizitat (,lipotoxicity®)
bezeichnet und betrifft sowohl Leber, Pankreas als auch die Muskulatur (siehe
Abbildung 2).

ADIPOZYTEN

gesteigerte Speicherung
| zirkulierende FAs | * von TG

gesteigerte Lipolyse |

Akkumulation von TG
auferhalb des
Fettgewebes

)

LEBER PANKREAS

gestorte Insulinsekretion
B-Zell Dysfunktion/Apoptosis

gesteigerte
Gluconeogenese

EmEm I-IIIIIIIIII’

reduzierter Insulin- ]
Clearance
MUSKELN
rhohte Lipidaufnahme und Speicherung —
‘ von TG
: reduzierte Glucoseoxidation
L
. A .
L]

lllllllllllllllll.llllll’ll HYPER'NSUL'NAM'E

Abbildung 2: NEFA und ihre lipotoxische Wirkungsweise (mod. nach Manco et al., 2004);
FAs: fatty acids; TG: Triglyceride

Zur Klassifizierung von Diabetes mellitus hat das Expertenkomitee der ADA
vier Typen beschrieben, die eine Unterscheidung ermoglichen. Da bei dieser
Studie Typ 2 Diabetiker untersucht wurden, wird hierbei ndher auf diesen Typ
eingegangen.
1. Typ 1 Diabetes: Hiervon sind 5-10% der an Diabetes Erkrankten
betroffen, wobei man wiederum 2 Typen unterscheiden kann. Beim

immunologisch vermittelten Typ kommt es zur Stérung der
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Insulinsekretion durch Zerstérung der B-Zellen im Pankreas, welcher
haufig in einem absoluten Insulinmangel resultiert. Unterschiedliche
Antikdrper kdnnen serologisch nachgewiesen werden. Die Erkrankung
wird meist im Kindesalter oder bei Jugendlichen diagnostiziert, jedoch
kann sich die Stoffwechselstérung auch erst im Erwachsenenalter
manifestieren. Die idiophatische Form mit unbekannter Atiologie trifft
man in Europa selten an.

2. Typ 2 Diabetes: 90-95% der Diabetiker weisen diesen Typ auf. Es kann
eine vorwiegende Storung der Insulinwirkung mit einem relativen
Insulinmangel aber auch ein Uberwiegender Insulinmangel mit
Insulinresistenz vorliegen. Als Hauptursache fur Typ 2 Diabetes gilt
muskulére und hepatische Insulinresistenz gemeinsam mit viszeraler
Adipositas (Kasper, 2009). Das Vorliegen des metabolischen Syndroms
ist dabei nicht selten (Kerner and Briickel, 2011). Generell steigt das
Risiko an diesem Typ des Diabetes zu erkranken mit dem Alter
(charakteristisch ist das Auftreten nach dem 40. Lebensjahr, wobei aber
immer mehr junge Menschen davon betroffen sind (Leitzmann et al.,
2009)). Typ 2 Diabetes ist mit genetischer Pradisposition assoziiert und
tritt familiar gehauft auf (Nolan et al., 2011).

3. Andere spezifische Diabetes-Typen: Erkrankungen des exokrinen
Pankreas (z.B.: Pankreatitis, zystische Fibrose), Endokrinopathien (z.B.:
Cushing-Syndrom), medikamentds-chemische Ursachen, genetische
Defekte der Insulinsekretion (z.B.: MODY, maturity-onset diabetes of the
young) und der Insulinwirkung (z.B.: Lipoatropher Diabetes), andere
genetische Syndrome, Infektionen und seltene Formen des autoimmun
vermittelten Diabetes kénnen hier Ursachen sein (Roden, 2009).

4. Gestationsdiabetes: Diese Art des Diabetes tritt das erste Mal wahrend
der Schwangerschaft als Glukosetoleranzstérung auf. Meist normalisiert
es sich nach Gravitation wieder. 1-14% aller Schwangerschaften sind
von Gestationsdiabetes betroffen (Roden, 2009, ADA, 2011).
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Als Préadiabetes wird eine beginnende Stdrung des Kohlenhydratstoffwechsels
bezeichnet. Dabei kann man eine abnorme Nuchternglucose (impaired fasting
glucose, IFG) oder eine gestorte Glucosetoleranz (impaired glucose tolerance,
IGT) nachweisen. IFG und IGT kdnnen nicht als ein eigenes klinisches Bild
angesehen werden, aber sie weisen auf ein erhodhtes Risiko sowohl flr
Diabetes als auch fur kardiovaskulare Erkrankungen hin. Beide Formen treten
oft gemeinsam mit Adipositas, Dyslipidamie und Bluthochdruck auf. Eine
Lebensstilintervention mit einer Steigerung der korperlichen Aktivitat,
Gewichtsreduktion und Einnahme von Medikamenten kann die Entwicklung von

Diabetes vor allem bei IGT verlangsamen bzw. sogar verhindern (ADA, 2011).

2.1.3 Akutkomplikationen und Spéatfolgen

Zu den Akutkomplikationen z&hlen das Coma diabeticum (am haufigsten
ketoazidotische hyperosmolare Form) und der hypoglykamische Schock.
Benommenheit bis tiefe Bewusstlosigkeit, obstartiger Geruch der Ausatemluft
verursacht durch Aceton, vertiefte Atmung, Polyurie und Exsikkose sind
Zeichen fir das diabetische Koma (Kasper, 2009).

Bei langer bestehendem Typ 2 Diabetes konnen sich im Laufe der Zeit
Spatkomplikationen entwickeln. In vielen Fallen sind diese jedoch bereits bei
der Erstdiagnose von Diabetes mellitus zu finden. Dabei kann man
Erkrankungen im mikrovaskularen (kleinen Gefaf3e) und im makrovaskularen
(groBen GefalRe) Bereich unterscheiden. Das sogenannte diabetische
FuRsyndrom mit diabetischen Ulzera, die haufig zu Amputationen fihren, nimmt
dabei eine Zwischenstellung ein (Rieder et al., 2004).

Der genaue Mechanismus, wie es zur Entwicklung dieser Komplikationen
kommt, ist bisweilen noch nicht zur Ganze geklart. Es gilt als gesichert, dass
erhohter oxidativer Stress (siehe Kapitel 2.2.4) und mangelhafte antioxidative
Abwehr bei Diabetikern verstarkt vorkommen. Oxidativer Stress und gesteigerte
Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies tragen durch verschiedene
Mechanismen zur Entwicklung von diabetischen Spéatkomplikationen bei
(Kassab and Piwowar, 2012, Szabo, 2009). Chronische extrazellulare

Hyperglykdmie, die durch verminderte Glucoseaufnahme in das Muskel- und
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Fettgewebe entsteht, wirkt dabei gewebsschadigend (Valko et al., 2007).
Zudem haben Diabetiker ein erhdhtes Risiko fur Infektionen (IDF, 2011b).

Zu den Mikroangiopathien zahlen Erkrankungen der Augen (Retinopathie), der
Nieren (Nephropathie) und des Nervensystems (Neuropathie). Diabetische
Retinopathie ist die Haupturasche fiir Erblindung bei Erwachsenen. Uber 60%
der Typ 2 Diabetiker entwickeln diese im Laufe der Krankheit (Fong et al.,
2003). Niereninsuffizienz als Endstadium der Nephropathie entwickeln
allerdings nur 20% der Typ 2 Diabetiker. Der Grund dafur konnte laut ADA die
erhohte kardiovaskulare Mortalitét bei den Patienten sein, sodass die terminale
Phase der Nephropathie vom Patienten nicht mehr erlebt wird (Molitch et al.,
2003). Die distale symmetrische sensomotorische Polyneuropathie tritt am
haufigsten bei Neuropathie auf. Betroffen sind hauptsachlich die Ful3e, spater
auch die Hande. Sie ist weiters ein bedeutender Faktor bei der Entstehung des
FuRsyndroms (Rieder et al., 2004).

Koronare Herzerkrankungen, zerebrovaskuldre Erkrankungen und periphere
Verschlusserkrankungen zahlen zu den haufigsten Ursachen  fir
Einschrankungen der Leistungsfahigkeit und Mortalitdit bei Diabetikern.
Diabetiker haben im Vergleich zu Nicht-Diabetikern ein 2-4fach erhfhtes Risiko
koronare Herzerkrankungen zu entwickeln (Rieder et al., 2004). Bluthochdruck,
hohe Blutglucose- und Cholesterinwerte und andere Faktoren sind
entscheidende Parameter fir kardiovaskulare Risiken (IDF 2011).

Kontrolle tber Bluthochdruck, Dyslipidamie und Adipositas spielt eine zentrale
Rolle bei der Pravention der Spatkomplikationen (Rieder et al., 2004, Choi et
al., 2008), wobei aber auch Genetik und die individuelle Krankheitsanfalligkeit
den Schweregrad der Erkrankung beeinflussen. Bei Mikroangiopathien
verursachen ROS eine Schadigung des Gewebes. Bei makrovaskularen
Erkrankungen und Schéadigungen im Herzen scheint erhdhte Oxidation von
Fettsauren resultierend aus der anhaltenden Insulinresistenz die Ursache zu

sein (Giacco and Brownlee, 2010).

2.1.4 Epidemiologie und Entwicklung

In einer Studie von Whiting et. al wurde die weltweite Préavalenz fur Diabetes

fur das Jahr 2011 mit Prognosen flir 2030 untersucht. Laut den Autoren waren
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2011 366 Mio. Menschen von Diabetes betroffen, wobei fir 2030 ein Anstieg
auf 552 Mio. vorhergesagt wird. Dabei ist der Zuwachs an Diabetikern indirekt
proportional mit dem Einkommen verbunden. Der hdchste Zuwachs wird in
Afrika erwartet, gefolgt von der Region im Mittleren Osten und Nordafrika.
Zwischen 2011 und 2030 wird die Zahl der Diabetiker um 25% in den Landern
mit hohem Einkommen und sogar um 92% in L&ndern mit niedrigem
Einkommen steigen. Die Gesamtzahl der Diabetiker wird in den nachsten 19
Jahren wahrscheinlich um 50,7% zunehmen, wobei 48% von den Diabetikern in
Indien und China zu finden sein werden. In den entwickelten Landern sind die
meisten Diabetiker Uber 60 Jahre alt, in den Entwicklungslandern findet man
den Grof3teil an Diabetes Erkrankten bei den 40-60-Jahrigen. Dieser
Unterschied wird sich aber aufgrund der steigendenden Lebenserwartung in
den Entwicklungslandern ausgleichen (Whiting et al., 2011).

Danaei et al. untersuchten nationale, regionale und globale Trends in Hinblick
auf IFG zwischen 1980 und 2008. Die Autoren kamen zum Ergebnis, dass 2008
der mittlere IFG global gesehen um 0,07mmol/l bei den Mannern und um
0,09mmol/l bei den Frauen gestiegen war. Auch die Diabetespravalenz war von
8,3% auf 9,8% bei méannlichen und von 7,5% auf 9,2% bei der weiblichen
Bevdlkerung gestiegen. Dies bedeutete einen Zuwachs von 153 Mio. auf 347
Mio. Diabetikern weltweit, wobei IFG und Pravalenz in Ozeanien, gefolgt von
Sudasien, Lateinamerika und der Karibik, am meisten stiegen. Betrachtet man
nun die einkommensstarken Subregionen so hatte Westeuropa den niedrigsten
und Nordamerika den meisten Zuwachs (Danaei et al., 2011). 2010 waren
weltweit Diabetes und seine Folgeerkrankungen in 6,8% der Falle Grund flr
Sterblichkeit, wobei Nordamerika mit 15,7% den hdchsten Anteil erbrachte
(Roglic and Unwin, 2010).

Diabetes ist eine der am haufigsten vorkommenden chronischen Erkrankungen
und die Zahl der Diabetiker wird vor allem in den Entwicklungsl&andern weiter
steigen. Grunde fiur diese Entwicklung sind die starkere Verflugbarkeit von
billigen, hochverarbeiteten Lebensmittel und die geringere korperliche Aktivitat.
AulRerdem steigt durch die bessere medizinische Versorgung die

Uberlebensrate der Diabetiker. Weitere Ursachen fir die steigende
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Diabetespravalenz sind die besseren und sensibleren Diagnosemethoden und
die immer junger werdende Patientengruppe bei Diabetikern. In den
kommenden Jahrzehnten werden die Landern Indien und China aufgrund der
wachsenden Inzidenz die meisten Diabetiker aufweisen. Dabei tragt
Ubergewicht und Adipositas die Hauptschuld, 80% der Falle von Diabetes
konnten dadurch vermieden werden (Bruno and Landi, 2011). Eine Studie zur
Lebenserwartung ergab, dass aufgrund der negativen Effekte von Adipositas
die durchschnittliche zu erwartende Lebensdauer nicht mehr steigen wird. Zwei
Drittel der Erwachsenen in den USA sind bereits jetzt entweder Ubergewichtig
oder adip6s (Olshansky et al., 2005).

In Osterreich litten laut IDF im Jahr 2011 571.000 Personen an Diabetes (Typ 1
und Typ 2), wobei auch hier die Zahl weiter steigt. Prognosen zufolge werden
2030 717.400 Diabetiker in Osterreich leben, was eine Zunahme der nationalen
Pravalenz von 9,1% auf 11,1% bedeutet. Ebenso wird die Zahl der Patienten
mit IGT von 573.900 (9,1%ige Pravalenz) auf 673.400 (10,5%ige Pravalenz)
steigen (IDF, 2011a). 5-10% aller Diabetiker sind von Typ 1 betroffen, das sind
etwa 50.000 Erkrankte in Osterreich (ODG, 2011).

2.1.5 Okonomische Folgen des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist einer der haufigsten Stoffwechselerkrankungen weltweit.
Vor allem die auftretenden Komorbiditaten, die damit verbundenen
Krankenhausaufenthalte und Pflegekosten werden zusehends eine Belastung
fur das Gesundheitssystem. So sind beispielsweise bei einem
Diabetespatienten mit einer mikro- und makrovaskularen Erkrankung die
Gesamtkosten fur die Behandlung im Vergleich zu einem Diabetiker ohne
Komplikationen um bis zu 250% erhoht (Williams et al., 2002). Die CODE-2-
Studie (The Cost of diabetes in Europe-Type Il Study) aus dem Jahre 2002
liefert einen guten Uberblick Gber die durchschnittlich verursachten Kosten fur
die Behandlung und Versorgung von Typ 2 Diabetikern. Die direkten
medizinischen Kosten werden mit insgesamt 29 Milliarden Euro beziffert, was
2.834 Euro im Jahr pro Person entspricht. Der Grof3teil entfallt auf
Krankenhausaufenthalte (55%), gefolgt von den Kosten fir Medikamente
(27%) und denen flur ambulante Behandlung (18%). 42% der
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Medikamentenkosten werden zur Behandlung mit kardiovaskular wirksamen
und lipidsenkenden Substanzen ausgegeben, orale Antidiabetika und Insulin
machten etwa ein Viertel der Medikamentenkosten aus (Jonsson and Board,
2002). Mit einer 70%igen Kostenerhohung ist bei Diabetespatienten mit
mikrovaskularen und mit einem 2fachen Anstieg bei makrovaskularen
Erkrankungen zu rechnen. Betrachtet man rein die Kosten fir einen
Krankenhausaufenthalt ist diese Entwicklung noch dramatischer (Williams et al.,
2002).

Laut IDF wurde in Osterreich im Jahr 2011 im Durchschnitt fur jeden Diabetiker
rund USD 5641.- ausgegeben (IDF, 2011a). In einer Studie von Rakovac et al.,
die zum Ziel die Ermittlung der Préavalenz von diabetischen Spatkomplikationen
unter Osterreichischen Typ 2 Diabetikern hatte, wurden Daten von 23.641
Patienten ausgewertet und bietet einen guten Einblick in den Gesundheitsstatus
dieser Bevélkerung. Das stark ibergewichtige Kollektiv (BMI 29,4kg/m?) wies
bei einem Filnftel zumindest einen der schwersten Endorganschaden wie
Amputation, Herzinfarkt, Schlaganfall, Blindheit oder Dialysepflichtigkeit auf.
Auffallend war, dass die Amputationsrate unter Mannern doppelt so hoch war
wie bei Frauen. Auch fand man unter den méannlichen Patienten haufiger Falle
von Herzinfarkt, mehr Bypassoperationen und gehauftes Auftreten von
Albuminurie. Im europaischen Vergleich (CODE-2-Studie) liegt Osterreich in
Bezug auf die ermittelten Prévalenzen, abgesehen von der etwas hoher
liegenden Schlaganfallpravalenz, im Durchschnitt (Rakovac et al., 2009). Bruno
et al. untersuchten die Kostenentwicklung bei Diabetikern in Turin, Italien. Mit
durchschnittlich € 3660,80.- pro Person pro Jahr waren die Kosten fur
Diabetiker um das 4fache erhdht im Vergleich zu Nicht-Diabetiker. Die Autoren
gaben an, dass auf Diabetiker 11,4% der gesamten Gesundheitsausgaben
entfallen (Bruno et al., 2011).
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2.2 Radikalstoffwechsel und oxidativer Stress

Wie Dbereits erwdhnt, leiden Diabetiker aufgrund ihrer gesteigerten
Stoffwechsellage vermehrt an oxidativem Stress. Daher ist es an dieser Stelle
angebracht, die Mechanismen der ROS-Produktion und die daraus

resultierenden Komplikationen genauer zu betrachten.

2.2.1 Freie Radikale

Ein freies Radikal ist eine chemische Verbindung, welche unabhangig, also
Jrei“, existieren kann. Es enthélt ein oder mehrere ungepaarte Elektronen,
welche ein atomares oder molekulares Orbital fiir sich selbst besitzen (Halliwell
and Gutteridge, 2007). Ein freies Radikal kann als Kation oder Anion vorliegen,
kann aber auch neutral sein. Das Wort Radikal stammt von radix (lat. Wurzel,
Ursprung) ab, was bereits auf die biologische Bedeutung in ablaufenden
Reaktionen mit freien Radikalen hinweist (Bergendi et al., 1999). Freie Radikale
kénnen bei fehlender oder mangelhafter Inaktivierung direkt zur Schadigung
von Proteinen, Kohlenhydraten, Fetten und Nukleinsauren fihren. So wird die
Schadigung der Proteinen im Auge mit der Entstehung von Katarakten in
Verbindung gebracht (Elmadfa and Leitzmann, 2004). Nebenprodukte des
Arachidonsaure-Stoffwechselweges wie Malondialdehyd (MDA) und 4-
Hydroxynonenal (4-HNE) wirken indirekt schadigend auf die DNA (Roberts et
al., 2010). Tabelle 1 zeigt Beispiele fur Radikale und Nicht-Radikale.

Tabelle 1: Radikale und Nicht-Radikale (mod. nach Johansen et al., 2005, Matough et al., 2012)

Radikale Nicht-Radikale

ROS Superoxide O, Hydrogenperoxid H,0,
Hydroxyl OH® Hypochlorsaure HOCI
Peroxyl ROO*® Ozon O3
Alkoxyl RO* Peroxynitrit ONOO’
Hydroperoxyl HO,

RNS Stickstoffmonoxid NO® Alkylperoxynitrit ROONO
Stickstoffdioxid *NO, Salpetrige Saure HNO,

RCS Chloridion CI Hypochlorige Saure HOCI
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H,O ist selbst kein Radikal, wandelt sich aber direkt nach seiner Bildung in der
sogenannten Fenton-Reaktion zu einem Hydroxylradikal (*OH) bei der
Anwesenheit von Halbmetallen wie Eisen oder Kupfer um (Pandey and Rizvi,
2011, Schafer and Werner, 2008). Zusatzlich sei erwahnt, dass H,0;
membrangangig ist und anders als O,* nicht am Entstehungsort wirkt. Daher
sind Antioxidantien, die H,O, in eine ungefahrliche Verbindung umwandeln,
sehr wichtig (Pérez-Matute et al., 2009).

2.2.2 Entstehung von Radikalen

ROS, RNS und reaktive Chlorspezies entstehen sowohl unter physiologischen
und als auch unter pathologischen Bedingungen, wobei immer Sauerstoff zur
Bildung bendtigt wird (Fang et al., 2002). Damit der Sauerstoff mit einer
organischen Verbindung reagieren kann, muss die Spin Restriktion des Triplett-
Sauerstoffs zunachst umgangen werden (Halliwell and Gutteridge, 2007,
Matough et al.,, 2012). Reaktive Sauerstoffspezies entstehen hauptsachlich
durch Ein-Elektronenreduktionen von molekularem Sauerstoff zum Superoxid-
Radikal O,* (Loffler et al., 2007) (siehe Abbildung 3).

o*
O Oz 0% ﬁ—’ 0z
SRS Sl & ST

Abbildung 3: Univalente Reduktion von Sauerstoff (mod. nach Gilbert, 2000):
4 Reduktionsstufen von Sauerstoff bis zum Wasser. O, :Superoxidanion, O,”": (Hydogen)Peroxidion,
O": (Hydr-)Oxylradikal

0,* wird als ,primares“ ROS (reactive oxygen species) bezeichnet und kann mit
weiteren Molekilen zu ,sekundaren ROS entweder direkt oder durch
enzymatisch oder metall-katalysierten Prozessen reagieren (Valko et al., 2007).
ROS wirken aber nicht nur schadigend auf den menschlichen Koérper. So
nehmen sie beispielweise eine wichtige Rolle in der Abwehr von pathogenen
Keimen, Viren oder Bakterien ein und werden von Granulozyten im
sogenannten ,respiratory burst” eingesetzt um diese zu vernichten (Loffler et

al., 2007). Sie sind bis zu einer bestimmten Konzentration fur die Wundheilung
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wichtig (Schafer and Werner, 2008) und kdnnen als second messenger agieren
(Pérez-Matute et al., 2009).

Zu den wichtigsten endogenen Quellen von reaktiven Sauerstoffverbindungen
zéhlen Reaktionen der NADPH- oder Xanthin-Oxidase, Lipoxygenase und
Cyclooxygenase, Oxidation von Reduktionsaquivalenten NADH+H" und FAD in
der mitochondrialen Atmungskette, das Cytochrom P-450 System und unter
Umstanden entkoppelte NOS (siehe Kapitel 2.2.2.1) (siehe Abbildung 4) (Fang
et al., 2002, Leopold and Loscalzo, 2005). Umweltfaktoren wie Ernédhrung und
Lebensstil (ionisierende Strahlung, Metalle, Pestizide, langlebige toxische
organische Verbindungen und Medikamente) bilden exogene Quellen fir ROS
(Limon-Pacheco and Gonsebatt, 2009).

NADH, NADPH und FADH, entstehen ausschlie3lich beim aeroben Abbau von
Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten. Ein Anstieg an Nahrungszufuhr ist somit
gleichzusetzen mit einer gesteigerten mitochondrialen Produktion freier

Radikale und einer Zunahme an oxidativem Stress (Fang et al., 2002).

2.2.2.1 Entstehung von Stickstoffradikalen:

In den Endothelzellen wird durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin und O
Stickstoffmonoxid (NO) synthetisiert. Dieses wirkt relaxierend auf die glatten
Muskelzellen, fungiert als Neurotransmitter und beeinflusst das Immunsystem
(Loffler et al., 2007, Fridovich, 1999). NO stellt somit eine wichtige Komponente
der GefalRhomoostase dar (Szabo, 2009) und wirkt antiatherogen (Minzel et
al., 2008). Bei NOS kann man zwischen der neuronalen (nNOS), der
endothelialen (eNOS) und der induzierten (iNOS) Isoform unterscheiden.
Sauerstoff, L-Arginin, Tetrahydrobiopterin, NADPH, Calmodulin, FAD, FMN und
Ham sind fur die Synthese von NO ndétig (Fang et al., 2002), eNOS und nNOS
bediirfen zusatzlich noch Ca** (Loffler et al., 2007).

Studien haben gezeigt, dass bei Diabetikern eine Stdrung der Vasodilatoren
aus dem Endothel vorliegt (Son, 2012). NO kann mit O," oder H,O, reagieren
und Peroxynitrit (ONOQ), eine Persaure und somit ein zytotoxisches Oxidans,
bilden (Szabo, 2009, Fridovich, 1999). Neben seiner schadigenden Wirkung auf
Lipide und Proteine, kann Peroxynitrit durch Oxidation von BH4 zu BH, zur

Entkopplung von eNOS fuhren, wodurch es zur Superoxidproduktion zu Lasten
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von NO kommt (Mlnzel et al., 2008, Druhan et al., 2008). Eine niedrige de novo
Synthese von BH, konnte ebenfalls bei Diabetikern vorliegen (Son, 2012).

cGMP-dependent Kinase (cGK-I)
Ca*'¥y

Relaxation

Abbildung 4: Endotheldysfunktion und die resultierenden Veranderungen (Minzel et al., 2008):
Bei Risikofaktoren produziert NADPH Oxidase groRe Mengen an 0,*, ONOO reagiert mit loslicher
Guanylatcyclase (sGC) und verhindert so Relaxation der Muskulatur

Es kann auch zur DNA Schadigung und damit zur Aktivierung von Poly(ADP-
ribose)-Polymerase (PARP-1) kommen. Abbau von NAD®, Stérung der
Glycolyse, des Citratzyklus und des mitochondrialen Elektronentransports mit
daraus resultierendem Mangel an ATP mit ev. Zelltod kénnen Folgen der
Uberaktivierung von PARP-1 sein. Wie in einem Review von Szabo berichtet,
haben Studien an Tieren gezeigt, dass sowohl die Neutralisierung von ONOO"
als auch die Inaktivierung von PARP zu einer deutlichen Reduzierung von
Kardiomyopathie, Retinopathie und anderen diabetischen Spatkomplikationen
gefuhrt hat (Szabo, 2009).

2.2.3 Oxidativer Stress

ROS werden im lebenden Organismus im Zuge der mitochondrialen
Elektronentransportkette ~ oder durch  verschiedene  Enzymreaktionen
kontinuierlich gebildet (Rosen et al., 1995, Masella et al., 2005). Oxidativer
Stress  entsteht, wenn ROS gegeniber antioxidativ ~ wirkenden
Schutzmechanismen Uberwiegen (Folli et al., 2011).
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Oxidativer Stress findet naturlich im Alterungsprozess statt, wird aber auch mit
der Entstehung von degenerativen Erkrankungen wie Atherosklerose,
kardiovaskularen Erkrankungen, Krebs und Diabetes Typ 2 in Verbindung
gebracht (Masella et al., 2005, Pandey and Rizvi, 2011).

2.2.4 Oxidativer Stress bei Diabetikern

Oxidativer Stress bei Diabetikern spielt eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung von Spatkomplikationen (Giacco and Brownlee, 2010, Bonnefont-
Rousselot et al., 2000), wobei der Funktionsverlust der Endothelzellen, die viele
vasoaktive Substanzen, Hormone und zytoprotektive Faktoren (Prostaglandine,
Koagulationsfaktoren u.a.) bilden, im Vordergrund steht. Diabetische
Endothelzellen sind unfahig eine ausreichende Menge an NO zu bilden (Szabo,
2009).

Es gibt aber auch Hinweise, dass bei der der Entwicklung von Insulinresistenz
(Evans et al., 2003, West, 2000) und bei der Manifestation von Typ 2 Diabetes
oxidativer Stress malf3geblich beteiligt ist (Matough et al., 2012). Auch ist es
moglich, dass Hyperglykamie selbst durch oxidativen Stress verursacht wird
(West, 2000).

Die Ursache fur die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen bei Diabetikern
ist vielseitig, dennoch scheint oxidativer Stress das vermittelnde Glied zwischen
Hyperglykdmie und kardiovaskularen Komplikationen zu sein (Folli et al., 2011).
Es gibt eine Vielzahl an Studien, die sich mit diesem Thema beschéftigen, der
exakte Mechanismus der schadigenden Wirkung des oxidativen Stress im
menschlichen Koérper bleibt aber unklar (Kowluru and Chan, 2007).

Bei anhaltender Hyperglykdmie kommt es bei Diabetikern zur vermehrten
Bildung freier Radikale und insbesondere ROS durch Protein-Glykosylierung
und Glucose-Autoxidation (Bonnefont-Rousselot et al., 2000, Rahimi et al.,
2005). Bei der letztgenannte Reaktion reagiert Glucose mit H>O, in
Anwesenheit von Kupfer- oder Eisenionen, wobei OH" entsteht (Pérez-Matute et
al., 2009). Gleichzeitig kdénnen reaktive Sauerstoffspezies Bestandteile des
antioxidativen Systems verringern (Kaliora et al., 2006), Konzentrationen an
Prooxidantien wie Ferritin und Homocystein werden hingegen erhéht (Rahimi et
al., 2005).
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Die wohl wichtigste ROS Quelle stellt die mitochondriale Atmungskette dar
(Sivitz and Yorek, 2010). Beim Abbau von Glucose und freien Fettsduren
entstehen NADH und FADH,, welche als Elektronendonatoren bei der
oxidativen  Phosphorylierung in  den Mitochondrien dienen. Beim
Elektronentransport tber die Komplexe [-IV der Atmungskette entsteht ein
Ladungsunterschied entlang der Mitochondrienmembran, der die ATP-Synthase
antreibt (Brownlee, 2005). Bei normaler Stoffwechsellage werden nur etwa 2-
4% der dabei verbrauchten Sauerstoffmolekiile zu Superoxiden umgewandelt
(Kassab and Piwowar, 2012). Durch Dismutation von O,” durch SOD und
weiteren Umbau durch Katalase und GSH-Px werden diese aber sofort
unschadlich gemacht. Bei Diabetikern Ubersteigt mit der Zeit der
Protonengradient einen gewissen Schwellenwert, der Elektronentransport wird
gestoppt und die ausstromenden Elektronen bilden Superoxide (Matough et al.,
2012, Giacco and Brownlee, 2010, Brownlee, 2005). Die erhdohte Produktion
von ROS durch die Mitochondrien stimuliert unter anderem die Aktivierung von
PKC, die Synthese von Wachstumsfaktoren und von Zytokinen, NFkB und
NADPH Oxidase (Mokini et al., 2010).

ROS konnen daruber hinaus zur Oxidation von LDL (low-density lipoprotein)
beitragen. Das oxidierte LDL wird von Makrophagen aufgenommen, es kommt
zur Schaumzellenbildung, die voller Cholesterol und oxidierten Lipiden sind
(Kaliora et al., 2006) und zur Entstehung von atherosklerotischem Plaque
(Johansen et al., 2005).

Schadigung der DNA durch ROS und die daraus resultierende Aktivierung von
PARPs hindern die im Cytosol vorkommende Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) (siehe Abbildung 5). Dadurch werden die in den
folgenden Kapiteln (siehe Kapitel 2.2.4.1 bis 2.2.4.4) beschriebenen
Pathomechanismen aktiviert (Choi et al., 2008, Szabo, 2009).
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Abbildung 5: Aktivierte Stoffwechselwege durch PARP (Szabo, 2009); BH4: Tetrahydrobiopterin;
PARP: Poly(ADP-ribose)-Polymerase; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-Phophat

Warum sind nun aber nur bestimmte Zellen, die das diabetische Krankheitsbild
formen, betroffen? Der Grol3teil der Zellen ist imstande, die Glucoseaufnahme
zu senken, wenn eine extrazellulare zellschadigende Hyperglykamie vorliegt.
Endothelzellen des GefalRsystems, Mesangialzellen in den Nieren, Neuronen
und Neuroglia des Nervensystems und die p-Zellen des Pankreas (Naudi et al.,
2012, Kassab and Piwowar, 2012) kdnnen die Aufnahme von Glucose nicht
dementsprechend regulieren, was zu einer intrazellularen Hyperglyk&mie fihrt
(Kaiser et al., 1993, Giacco and Brownlee, 2010). Die Generierungsrate von
ROS und der Sauerstoffverbrauch variiert also in den Zelltypen (Limon-Pacheco
and Gonsebatt, 2009, Kassab and Piwowar, 2012). Zellen in den kleineren
Kapillaren weisen eine hohere ROS Produktion auf als die grof3en, was
eventuell an der héheren Proliferationsrate liegt (Kassab and Piwowar, 2012).

Gleichzeitig variiert aber auch die Konzentration an Antioxidantien in den
verschiedenen Geweben. Differenzen in der antioxidativen Kapazitat der
verschiedenen Gewebstypen liegen daher auf der Hand (Limén-Pacheco and
Gonsebatt, 2009). Das Gehirn verfugt verglichen mit der Niere oder der Leber
Uber eine niedrige bis moderate Aktivitat an SOD, CAT oder GSH-Px (Dringen,
2000). Jang und Surh zeigten 2003 in Untersuchungen, dass die Expression
antioxidativer Enzyme durch Faktoren wie das Apoptose regulierende

Protoonkogen Bcl-2 gesteuert wird. Dabei ist der Einfluss von Bcl-2 auf die



Literaturtiberblick | 19

Expression und Aktivitdt dieser Enzyme gewebsspezifisch (Jang and Surh,
2003). Auch die B-Zellen verfugen uber ein geringes Mal} an antioxidativen
Enzymen, was sie fur die schadliche Wirkung der Glucose (,Glucotoxizitat®)
anfallig macht (Robertson et al., 2003).

Eine Vielzahl an Studien haben in den letzten drei Jahrzehnten
Stoffwechselwege, die durch erhohte Produktion von Superoxiden aktiviert
werden und die teils noch weitere Radikale produzieren und zur Entstehung der
Komplikationen fiihren, ins Auge gefasst. Diese sollen in den folgenden

Kapiteln naher erklart werden.

2.2.4.1 Polyolstoffwechselweg:

Dieser Stoffwechsel wird aktiviert, wenn der normale Glucoseabbau durch die
Glycolyse gesittigt ist und kann bei Diabetikern 30-35% der umgesetzten
Glucose ausmachen (Ramana et al., 2003). Als zentrales Enzym fungiert
Aldolasereduktase  (AR), welches Aldehyde reduziert und bei
hyperglykédmischen Bedingungen Glucose mit NADPH als Cofaktor zu Sorbit
(Zuckeralkohol) reduziert (siehe Abbildung 6).

NAD® MNADH

Glutathion-
reduktase

Abbildung 6: Polyolstoffwechsel (mod. nach Brownlee, 2001);
SDH: Sorbitoldehydrogenase
AR findet sich in verschiedenen Geweben wie Nerven, Retina, Linsen,
Glomerulus und Gefal3zellen (Ramasamy and Goldberg, 2010). In vielen dieser
Zellen geschieht die Aufnahme von Glucose mit Hilfe von insulinunabhangigen
Glucosetransportern (GLUT) und daher kann unbegrenzt Glucose

aufgenommen werden. Da nun aber das fur die Regeneration von oxidiertem
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Glutathion nétige NADPH verbraucht wird, kommt es in weiterer Folge zu einer
gesteigerten Anfalligkeit gegentiber oxidativem und nitrosativem Stress (Folli et
al., 2011, Giacco and Brownlee, 2010).

Weiters wird Sorbit mittels SDH und NAD" als Cofaktor zu Fructose oxidiert.
Das dabei entstehende NADH+ H” liefert weitere Substrate fiir Komplex | in den
Mitochondrien (Kassab and Piwowar, 2012). Bei anhaltender Hyperglykamie
kommt es zur Anhéufung beider Metaboliten, da sie weder rasch genug
verstoffwechselt werden, noch durch die Zelle diffundieren kénnen. Es kommt
zur Schadigung im Nervengewebe. Die osmotische Wirkung der Polyole kdnnte
einen osmotischen Stress in der Zelle bedeuten und bei der Entstehung
diabetischer Spatfolgen wichtig sein (Mehnert et al., 2003, Szabo, 2009).

2.2.4.2 Bildung von advanced glycation end products (AGES)

Advanced glycation end products (AGEs) kénnen auf viele Arten gebildet
werden und bilden daher eine heterogene Gruppe (Huebschmann et al., 2006).
Unter anderem entstehen AGEs bei nicht-enzymatischer Glykosylierung von
Proteinen mit reduzierendem Zucker. Uber Bildung einer Schiff'schen Base und
eines Amadori- Produkts konnen Carbonylverbindungen wie 3-Desoxy-
Glukoson, Glyoxal und Methylglyoxal entstehen, die mit weiteren Aminogruppen
zu intermediaren Glykosylierungsprodukten und schlie3lich zu AGEs reagieren
(Mulac, 2005), wobei die Glykierung der Proteine bei erh6htem Glucosespiegel
schneller ablauft.

Wenn AGEs an sogenannten RAGE (Rezeptor fur AGES) binden, kénnen diese
eine proinflammatorische Antwort mit zellularer Dysfunktion hervorrufen
(Huebschmann et al., 2006, Szabo, 2009, Goldin et al., 2006).

Studien haben gezeigt, dass Diabetiker erhdohte Konzentrationen von AGEs
aufweisen, wobei bei jenen mit Herzerkrankungen oder Mikroalbuminurie eine
um 40-100% Erhohung vorliegen kann (Huebschmann et al., 2006).

Zusatzlich kénnen AGEs zur weiteren Bildung von ROS lber NADPH Oxidase
beitragen (Jay et al., 2006).

Die Bildung von AGEs im menschlichen Organismus hat schwerwiegende
Folgen (Goldin et al., 2006, Huijberts et al.,, 2008). So verursacht eine

Anhaufung von AGEs in der extrazellularene Matrix anomale
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Quervernetzungen, die zu einem Elastizitatsverlust der Gefal3e fuhren
(Huijberts et al., 2008). Leber, Nieren und Erythrozyten sind besonders anfallig
fur AGEs-Bildung. Vor allem die Entstehung von Atherosklerose wird mit AGEs
in Zusammenhang gebracht (Valko et al., 2007).

2.2.4.3 Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)

Die Familie der Proteinkinase C beinhaltet mindestens 11 Isoformen (Koya and
King, 1998), wovon 9 durch den Lipid Second Messenger DAG (Diacylglycerol)
aktiviert werden (Brownlee, 2001).

Durch die Verstoffwechselung von Sorbit zu Fructose wird GAPDH inhibiert,
was zu einer Erhdhung der Triosephosphatkonzentration fuhrt. Dies wiederum
steigert die de novo Synthese von DAG (Brownlee, 2005). Laut Geraldes und
King konnten in einer Reihe von Untersuchungen an Diabetikern erhéhte
Konzentrationen von DAG in Retina, Aorta, Herz, Nierenkorperchen, Leber und
Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Geraldes and King, 2010). Bei
chronischer Hyperglykdmie werden Zytokine, Wachtumsfaktoren (GF, growth
factors) und Hormone wie Endothelin-1 und Angiotensin-Il vermehrt
ausgeschuttet, was zusatzlich die Aktivierung von PKC férdert, ebenso wie das
Vorliegen einer Dyslipidamie (Folli et al.,, 2011). Auch AGEs werden als
Ursache fir eine gesteigerte PKC Aktivitdt durch Aktivierung von NF-kB
diskutiert (Giacco and Brownlee, 2010, Brownlee, 2001, Pérez-Matute et al.,
2009).

PKC hat eine Reihe von Effekten auf die Genexpression vieler wichtiger
Botenstoffe, was unter anderem zu einer Veradnderung des Blutflusses, der
Gefallpermeabilitat, der Angiogenese und der pro-inflammatorischen

Genexpression fuhrt (Brownlee, 2005, Koya and King, 1998).

2.2.4.4 Hexosamin Stoffwechsel

Bei Hyperglykamie wird der Uberschuss an Nahrstoffen in den
Hexosaminstoffwechsel geleitet, dessen Endprodukt UDP-N-Acetlyglucosamin
(UDP-GIcNAC) darstellt (Folli et al., 2011).

Unter normalen Bedingungen werden etwa 2-5% der Glucose in den

Hexosaminweg abgebaut (Rolo and Palmeira, 2006), wobei im ersten Schritt
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Fructose-6-Phosphat und Glutamin zu Glucosamin-6-Phosphat und Glutamat
durch die stoffwechsellimitierende  Glutamin:Fructose-6-Amidotransferase
(GFAT) umgewandelt werden. UDP-GIcNAc reguliert in seiner Funktion als
allosterischer Feedback Inhibitor GFAT und ist ein Substrat fir O-GIcNAc
Transferase (OGT), welche die reversible posttranslationale Proteinmodifikation
katalysiert (Buse, 2006).

Giacco und Brownlee erklarten anhand von Studien, dass eine Inhibierung von
GFAT die Transkription von TGF-a und TGF-B; (Tranforming Growth Factor-a/-
B1) unterbinden kann. Hyperglykdmie kann auch eine um das 4fache
gesteigerte Expression von Spl (Specific Protein 1) bedeuten, was zur
Aktivierung von PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) in den glatten
Muskelzellen fuhrt (Giacco and Brownlee, 2010). TGF-B; und PAI-1 wirken sich
negativ auf die BlutgefaRe aus (Brownlee, 2005). Die Aktivitat von eNOS wird
durch O-GlcNacylierung gehemmt und tragt so zu vaskularen Komplikationen

bei (Giacco and Brownlee, 2010).
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2.3 Antioxidative Schutzsysteme

Sauerstoff ist fur die Energieerzeugung im aeroben Organismus essenziell,
kann aber auch zu chronisch oxidativem Stress in der Zelle fuhren. Daher
existieren Systeme, die den Organismus vor schadlichen
Sauerstoffverbindungen schitzen sollen (Limon-Pacheco and Gonsebatt,
2009). Diese stammen entweder aus der Nahrung oder werden endogen
synthetisiert und sind als Antioxidantien bekannt. Antioxidantien sind jene
Verbindungen, die eine oxidative Schadigung eines Zielmolekuls
verzdgern, verhindern oder beseitigen (Halliwell and Gutteridge, 2007).
Antioxidantien kann man nach Herkunft, nach Molekularstruktur und nach
Vorkommen in biologischen Kompartimenten einteilen (Ohlenschlager, 2000).
Die géngigste Unterscheidung ist jedoch zwischen enzymatischen und nicht-
enzymatischen Antioxidantien (Mokini et al., 2010). Dabei ist wichtig zu
erwahnen, dass nicht- enzymatische Antioxidantien selbst auch radikal werden
konnen (Ohlenschlager, 2000).

Abbildung 7 zeigt das Zusammenspiel der verschiedenen Antioxidantien beim
Inaktivieren der ROS.
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Abbildung 7: Antioxidative Schutzsysteme der Zelle und ROS- Quellen (mod. nach Pérez-

Matute et al., 2009); roter Blitz: Hauptquellen fir ROS; Mn: Magnesium; VitC: Vitamin C; Cu:

Kupfer; Zn: Zink; VitE: Vitamin E; Se: Selen; VitA: Vitamin A; Phyt: Phytochemikalien; Fe?":
Eisen(ll); Cu?*: Kupfer(ll)
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Bei Diabetikern liegen erniedrigte Konzentrationen sowohl an enzymatischen
als auch an nicht-enzymatischen Antioxidantien vor (West, 2000), wobei laut
Literatur bei Typ 2 Diabetikern vor allem Vitamin C, Glutathion und SOD
betroffen sind (Rahimi et al., 2005). Dabei ist ein hereditarer Einflussfaktor bei
einer veranderten Balance des Redoxstatus nicht auszuschlie3en (Leopold and
Loscalzo, 2005) und kann der Grund fur eine gesenkte Aktivitdt eines

antioxidativ wirksamen Enzyms sein (Flekac et al., 2008).

2.3.1 Nicht enzymatische Systeme

Diese Gruppe wird von niedermolekularen Substanzen, die teils im Korper
synthetisiert, teils mit der Nahrung zugefiihrt werden mussen, gebildet. Dabei
wirken sie nicht nur einzeln fur sich, sondern weisen auch synergistische
Interaktionen auf (z.B.: verstarkt Vitamin C die antioxidative Eigenschaft von
Vitamin E; Vitamin E schitzt B-Carotin) (Elmadfa and Leitzmann, 2004). Zu den
wichtigsten nicht-enzymatischen Antioxidantien zahlen die in Tabelle 2

zusammengefassten Verbindungen.
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Tabelle 2: Nicht-enzymatische
Johansen, 2005)

Antioxidantien (mod. nach Elmadfa and Leitzmann, 2004,

Schutzfaktor

Funktion

Vitamin A, B-Carotin

Vitamin C (im wassrigen
Milieu)

Vitamin E, a-Tocopherol
(im fettldslichen Milieu)
Glutathion (GSH)
Ubichinon/Coenzym Q10

(CoQuo)

a-Liponséaure,

Dihydroliponséaure

Fanger von Singulettsauerstoff u. Peroxyradikalen
(Unterbrechung der Lipidperoxidation)

gesteigerte NO-Produktion durch Stabilisierung
von BH,4, Stabilisierung von Radikalen, Hemmung
der Nitrosaminbildung, Fanger von
Singulettsauerstoff

Stabilisierung von Radikalen, schitzt v.a. MUFA
vor Oxidation (u.a. Zellmembran)

siehe Kapitel 2.3.1.1

Elektronencarrier an Komplex Il, Regenerierung
von Tocopherol, fangt O,* , schiitzt Lipoproteine
vor Oxidation

regeneriert andere AO (Vit.C, Vit.E, GSSG)

2.3.1.1 Glutathion (GSH)

Das Tripeptid GSH, bestehend aus y-Glutaminsaure, Cystein und Glycin,

kommt intrazellular mit einer Konzentration zwischen 0,5 und 10 mmol/l vor und

stellt somit das wichtigste Antioxidans im menschlichen Organismus dar. Die

Thiolgruppe reagiert leicht mit freien Radikalen wie zum Beispiel ROS unter

Bildung von Glutathion-Disulfid GSSG, der oxidierten Form von Glutathion. In

einer NADPH-abhangigen

Reaktion kann diese wieder zu GSH reduziert

werden (siehe Abbildung 8). Das Redoxpaar GSSG/2 GSH sorgt fur das stark

reduzierende Milieu im Inneren der Zellen und bestimmt ihre antioxidative

Kapazitat (Loffler et al., 2007). Glutathion kann auf direktem Wege oder als

Substrat fur Glutathionperoxidase und Glutathion-S-Transferase Radikale

inaktivieren (Masella et al., 2005). Die de novo Synthese von Glutathion findet

zum grofRen Teil in der Leber statt (Limon-Pacheco and Gonsebatt, 2009).
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Abbildung 8: GSH und Bildung von GSSG (mod. nach Marko, 2011); GSH: Glutathion; GSSG:
Glutathion-Disulfid

2.3.1.2 Weitere Nicht-enzymatische Antioxidantien

Daneben zeigen auch phenolische Verbindungen, und hier vor allem
Bioflavonoide, antioxidative Eigenschaften (Kaliora et al., 2006).
Spurenelemente wie Selen, Kupfer, Zink und Mangan sind als Cofaktoren fur
antioxidative Enzyme ebenfalls wichtig (Limon-Pacheco and Gonsebatt, 2009).
Folsaure, Harnsaure, Albumin und Vitamine wie B, B,, Bg und Bi» weisen

zusatzlich unterstiitzende Wirkung auf (Johansen et al., 2005).

2.3.2 Enzymatische Systeme

Die enzymatische Abwehr erfolgt durch sogenannte Metalloenzyme. Diese
enthalten bestimmte Mineralstoffe wie Selen, Kupfer, Magnesium oder Zink,
welche fur die Funktion der Enzyme entscheidend sind (Elmadfa and
Leitzmann, 2004)

2.3.2.1 Superoxiddismutase (SOD)

1969 erkannten McCord und Fridovich, dass Erythrozyten dazu fahig sind, O,*
katalytisch zu beseitigen und entdeckten das Enzym SOD (Abreu and Cabelli,
2010). SOD wandelt zwei Superoxid-Moleklle durch Disproportionierung in

Sauerstoff und Wasserstoffperoxid um.
202 +2H* —— H202 + (e

Man kann bei Saugetieren drei verschiedene Typen von Superoxid-Dismutasen

unterscheiden. Die Kupfer und Zink haltige dimere SOD1 wird fast
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ausschlie8lich im Cytoplasma gefunden. In den Mitochondrien liegt die
tetramere Mn-Superoxid-Dismutase (SOD2), im extrazellularen Raum kommt
die CuzZn-Superoxid-Dismutase (SOD3) vor (Loffler et al., 2007).

Dismutation durch SOD ist vom pH-Wert abhéngig und funktioniert am besten
bei einem pH-Wert von 7. Das Enzym verhalt sich gegeniber Hitze und
Proteinasen sehr stabil (Halliwell and Gutteridge, 2007).

2.3.2.2 Glutathionperoxidase (GSH-Px)
Es existieren mindestens 4 Typen von dieser Peroxidase. GSH-Px katalysiert
die Reduktion von H,0, zu H,0O, wobei gleichzeitig Glutathion zum

korrespondierenden Disulfid (GSSG) oxidiert wird.

H202+2 GSH ——— G55G + 2 H20

GSH-Px findet man haufig im tierischen Gewebe und weniger in Pflanzen und
Bakterien. GSH-Px ist weit verbreitet im Gewebe und ist meist spezifisch fur
GSH als H-Donor. GSH-Px katalysiert auch die Reduktion von aus Fettsauren
stammenden Hydroperoxiden, wobei die Peroxid- Gruppe zum entsprechenden
Alkohol reduziert wird (Halliwell and Gutteridge, 2007).

LOOH+2 GS5H —* GS5G + H20+ LOH

GSH-Px besteht aus 4 Untereinheiten, wobei jede Einheit einen Selenocystein-
Rest im aktiven Zentrum besitzt. Abbildung 9 zeigt die einzelnen Arbeitsschritte

der Glutathionperoxidase.



28 | Literaturtiberblick

ROOH
s
E-Se E-SeOH
Selenolat Selenische Sdure
GSSG GSH
+H+
H0
GSH E-Se-S-G
Selensulfid

Abbildung 9: Glutathionperoxidase (GSH-Px) (mod. nach Marko, 2011); Die Selenolat-Form (E-
Se’) reduziert das Peroxid zum Alkohol und wird dabei zur selenischen Saure (E-SeOH). Unter
Oxidation eines Glutathions entsteht ein Selenosulfid Addukt (E-Se-S-G). Ein weiteres Molekil

Glutathion regeneriert dann die aktive Form des Enzyms, unter Bildung von GSSG.

2.3.2.3 Katalase (CAT)
Das bei der Dismutation von O,* entstandene H,0O, kann durch Katalase in der

folgenden Reaktion abgebaut werden.

2H202 —— 2H20+ 02

Die meisten aeroben Lebewesen besitzen Katalase, auch bei einigen
Anaerobiern ist diese zu finden. Katalase kommt bei Tieren in allen Organen
vor, wobei Gehirn, Herz und Skelettmuskulatur niedrige Konzentrationen
aufweisen (Halliwell and Gutteridge, 2007). Katalase ist dabei in
Zelluntereinheiten wie den Peroxisomen zu finden (Limén-Pacheco and
Gonsebatt, 2009).

Tierische Katalase weist 4 identische Untereinheiten auf, wobei jede
Untereinheit eine Fe(lll)-Ham Gruppe gebunden hat (Halliwell and Gutteridge,
2007). Zusatzlich hat jede Einheit NADPH gebunden um eine oxidative
Inaktivierung des Enzyms zu vermeiden. Die Degradierung von H,O, geschieht
durch Konversion der 2 Konformationen Ferricatalase und Compound |

(Leopold and Loscalzo, 2005). Katalase kann bei Lagerung, Gefriertrocknung
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und Behandlung mit Sauren oder Basen leicht aufbrechen und nimmt dann in
ihrer Aktivitat stark ab.

Es ist schwer Katalase mit H,O, zu sattigen, da Vnyax fir Umsetzung von H,0;
enorm hoch ist. Wie die Reaktionsgleichung zeigt, missen 2 H,O,- Molekle flr
die Umsetzung mit Katalase vorhanden sein. Dies wird schwieriger, je weiter
die Reaktion fortgeschritten ist und die H;O,-Konzentration gesenkt wird
(Halliwell and Gutteridge, 2007).

2.3.2.4 Andere antioxidativ wirksame Enzyme
Neben den bereits beschriebenen finden sich die in Tabelle 3 aufgelisteten

antioxidative Enzyme im menschlichen Kérper.

Tabelle 3: Weitere antioxidativ wirksame Enzyme (mod. nach Leopold and Loscalzo, 2005)

Enzym Aktivitat

GR Reduktion von GSSG zu GSH NADPH als essentielles
(Glutathionreduktase) Co-Substrat

GST Anbindung von Glutathion an umfangreiche
(GSH-S-Transferase)  Xenobiotika Enzymfamilie

HMOX baut Ham zu Biliverdin, Fe und  Fe wird freigegeben und
(Hamoxygenase) CO ab an Ferritin gebunden
G6PD Reduktion von NADP™ zu ubiquitar; wichtiger
(Glucose-6-phosphat- NADPH als Redoxaquivalent Determinant fur
Dehydrogenase) und Cofaktor flr andere Redoxbalanz

Enzyme (GSH/GSSG)
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2.4 Ole und Gemiise in der Behandlung von Typ 2 Diabetikern

Bis Dato gibt es keine einheitliche Erndhrungsempfehlung bei Typ 2 Diabetes
(Psaltopoulou et al., 2010). Laut der Osterreichischen Diabetes Gesellschaft
sollte die Ernahrung fur Diabetiker auf Basis einer gesunden Mischkost, wie sie
auch fir gesunde Erwachsene empfohlen wird, erfolgen. Da Diabetiker oft unter
erhohtem oxidativen Stress leiden, ist es mdglich, dass bei schlecht
kontrolliertem diabetischen Stoffwechsel der Bedarf an Antioxidantien erhoht ist
(Schindler and Ludvik, 2009).

Typ 2 Diabetes ist vor allem durch den Wandel zu einem eher sitzenden
Lebensstil, bei gleichzeitig hochkalorischer Ernédhrung, im Steigen begriffen.
Zahlreiche Studien kamen zu dem Ergebnis, dass eine positive
Lebensstilmodifikation zur Vermeidung bzw. zur Reduktion von Diabetes
beitragt (Hu et al.,, 2001, Pan et al., 1997). Eine Metaanalyse von
randomisierten kontrollierten Studien zeigte, dass eine Aufklarung Uber eine
gesunde Lebensstilfihrung sich positiv sowohl auf Blutglucosewerte als auch
auf die Inzidenz fur Typ 2 Diabetes bei geféahrdeten Personen auswirkt
(Yamaoka and Tango, 2005). Die Finnish Diabetes Prevention Study (FDP)
liefert noch heute ein gutes Beispiel fur die Effekte einer Lebensstilanderung auf
die Entwicklung von Typ 2 Diabetes. So konnte eine 58% Reduktion des
Diabetesrisikos durch Gewichtsverlust, Umstellung auf eine ballaststoffreiche
(mind. 15g/1000kcal) und fettarme (<30% der Gesamtenergieaufnahme, <10%
SFA) Ernahrung in Verbindung mit korperlicher Aktivitat (mind. 30min/d) erzielt
werden (Tuomilehto et al., 2001).

Da Diabetes und seine Folgeerkrankungen eine grol3e finanzielle Belastung fur
das Gesundheitssystem darstellen, spielt vor allem die primare Pravention eine
entscheidende Rolle. Eine Ernahrungstherapie als primére Pravention fur Typ 2
Diabetes ist besonders wirkungsvoll (Psaltopoulou et al., 2010, Salas-Salvad6
et al., 2011Db).

Eine ballaststoffreiche Erndhrung mit niedrigem glykamischen Index, MUFA
(Mono-Unsaturated Fatty Acid) und PUFA (Poly-Unsaturated Fatty Acid),

Magnesium und Antioxidantien beeinflussen Diabetes positiv, wohingegen sich
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SFA (Saturated Fatty Acid), TFA (Trans Fatty Acid) und Lebensmittel mit
hohem glykéamischen Index negativ auswirken (Salas-Salvadoé et al., 2011b).

Die vielfach zitierte mediterrane Ernahrung, die eine adaquate Menge an Obst,
Gemiuse, Zerealien, Fisch, Niusse, Rotwein und Olivendl bereit halt und sich
durch ihre antiinflammatorischen und antioxidativen Eigenschaften auszeichnet,
stellt eine geeignete Ernahrungstherapie flir das metabolische Syndrom mit
seinen Begleiterkrankungen dar (Abete et al.,, 2011). Die groRRangelegte
Langzeit-Interventionsstudie PREDIMED untersucht die Auswirkungen zweier
mediterraner Ern&hrungsformen (mit gesteigerter Konsumation von Olivendl
oder Nissen) gegenuber einer low-fat Diat (Kontrollgruppe). Bei 418 Nicht-
Diabetikern mit erhéhtem Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen konnte eine
52%ige Reduktion der Inzidenz fuar Typ 2 Diabetes gegenuber der
Kontrollgruppe erzielt werden, wobei der Erfolg groRer war, je strenger die
mediterrane Diat befolgt wurde (Salas-Salvadé et al., 2011a). Ebenso konnte
die Plasmaglucose, der systolische Blutdruck und das Verhéltnis von
Cholesterin zu HDL positiv beeinflusst werden. Bei den Probanden mit
mediterraner Ern&hrungsintervention konnte eine Senkung der

Nuchternglucose herbeigefiihrt werden (Estruch et al., 2006).

2.4.1 Einfluss von Gemiise auf Typ 2 Diabetes

Obst und Gemuse werden als gute Quelle fir Antioxidantien angesehen (Abete
et al., 2011) und werden mit einer gesunden Erndhrungsweise verbunden
(Salas-Salvaddé et al., 2011b). Sie zeichnen sich durch eine geringe
Nahrstoffdichte, dem Fehlen von Cholesterol, einem geringen Fett- aber einem
hohen Vitamingehalt aus und bilden eine gute Quelle fur Mengen- und
Spurenelemente, sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen und Ballaststoffen
(Bechthold, 2007).

Um die Wirkung von Obst- und Gemisekonsumation auf die Inzidenz von Typ 2
Diabetes zu evaluieren, wurden in einer Metaanalyse von Carter et al.
verschiedene Studien zu diesem Thema untersucht. Die Autoren gaben einen
positiven, aber keinen signifikanten Effekt auf die Diabetesinzidenz an. Vor
allem grines Blattgemise wirkte sich mit seiner antioxidativen Kapazitat

vorteilhaft auf die Pravention von Diabetes aus. Nach Gesamteinschatzung der
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dazu vorliegenden Studien konnte eine 14%ige Reduktion des Risikos Diabetes
zu entwickeln erzielt werden. Vitamin C, B-Carotin, Polyphenole, a-Linolensaure
und Magnesium wurden dabei als wichtige Substanzen ausgewiesen (Carter et
al., 2010).

In der grol3 angelegten European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC) Kohortenstudie wurde die Aufnahme von Gemduse,
Leguminosen und Obst mit einem reduzierten Risiko fir Gesamtsterblichkeit
und Mortalitét durch kardiovaskuléare Erkrankungen verbunden. Eine mdgliche
Erklarung kdnnte sein, dass ein moderater Gewichtsverlust durch eine derartige
Erndhrungsweise unterstitzt wird und sich positiv sowohl auf Insulinsensitivitat
als auch auf das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen auswirkt. Die
antioxidative Wirkung der in Gemuise, Leguminosen und Obst enthaltenen
Stoffe wird erneut hervorgehoben (N6thlings et al., 2008).

Obwohl in mehreren Studien ein Zusammenhang erkennbar war, lasst sich laut
DGE durch eine erhthte Zufuhr von Obst und Gemise das Risiko an Typ 2
Diabetes zu erkranken wahrscheinlich nicht beeinflussen. Da es aber
wahrscheinlich eine Gewichtsreduktion unterstitzt bzw. eine Gewichtzunahme
im Erwachsenenalter verhindert, kann so indirekt die Diabetesinzidenz gesenkt
werden (Schulze, 2007).

2.4.2 Einfluss von Ol auf Typ 2 Diabetes

Fettsauren bilden mit ihren hydrophilen und hydrophoben Anteilen eine
Lipiddoppelschicht und sind Hauptbestandteil der zellularen Membranen. Man
ist sich noch nicht einig, inwieweit Nahrungsfett die Diabetesinzidenz
beeinflusst, aber es gilt als gesichert, dass sich eine Anderung der
Zellmembranzusammensetzung auf die Funktion der Membran und somit auch
auf den Glucosestoffwechsel auswirkt (Risérus et al., 2009).

Bei PUFA kann man zwischen n-6, die von Linolsaure (LA) abstammen, und n-
3 Fettsauren, welche sich aus a-Linolensaure (ALA) entwickeln, unterscheiden
(De Caterina et al., 2007). Walnussoél besteht hauptséchlich aus der mehrfach
ungesattigten Fettsauren Linolsdure, aber auch aus a-Linolenséaure und bildet
somit eine gute n-3 Quelle (Foster et al., 2009). Simopolous hob bereits 2002

das gunstige n-6/n-3 Verhaltnis von 4:1 in Walnissen hervor, welches vor allem
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in der Sekundarpravention von kardiovaskulare Erkrankungen unterstitzend
wirkt (Simopoulos, 2002).

Die aus n-3-Fettsduren entstehenden Prostanoide veranlassen eine geringere
Blutplattchen-Aggregation und wirken vasodilatorisch. Daher werden n-3-
Fettsduren auch fur ihre anti-inflammatorische Wirkungsweise ausgezeichnet
(Simopoulos, 2008).

Durch den hohen Gehalt an PUFA (bis zu 78% vom Gesamtfettgehalt) ist eine
umsichtige Vorgehensweise bei allen Bearbeitungsschritten, vor allem bei
Lagerung und Olpressung, von Néten (Martinez et al., 2010).

Im Allgemeinen zeichnen sich Nusse durch ihre einzigartige Zusammensetzung
aus (niedriger SFA-Gehalt, hoher MUFA-/PUFA-Gehalt, gute Proteinquelle v.a.
L-Arginin, Vorkommen antioxidativer Vitamine und phenolischer Komponenten).
In vielen epidemiologischen und klinischen Studien waren diese Eigenschaften
Kern der Untersuchungen in Bezug auf etwaige positiven Auswirkungen auf
Biomarker von Herzkreislauferkrankungen (Ros, 2009).

Jiang et al. zeigten in der grofRangelegten prospektiven Kohortenstudie eine
inverse Assoziation zwischen hohen Konsum von Nissen und Erdnussbutter
und dem Risiko fur Typ 2 Diabetes bei Frauen zwischen 30 und 55 Jahren. Das
relative Risiko (RR) Diabetes zu entwickeln, war bei Frauen, die mindesten 5
mal/Woche Nusse alden, im Vergleich zu jenen, die nie oder nur wenig davon
konsumierten, um 27% niedriger (Jiang et al., 2002). SFA und TFA werden
ebenso mit einem gesteigerten Risiko fur Diabetes Typ 2 verbunden. Ersetzt
man 5% bzw. 2% davon mit PUFA, kann das Risiko um 35% bzw. um 40%
gesenkt werden. Die Gesamtaufnahme von Fett konnte nicht mit einem
gesteigerten Risiko assoziiert werden (Salmerén et al., 2001).

Patienten mit manifestem Diabetes haben generell ein erhohtes
kardiovaskulares Risiko. Die Erndhrungstherapie und die konsequente
Behandlung der Hyperglykamie und der Begleiterkrankungen ist noch wichtiger
als bei der Primarpravention (Hauner and Schulze, 2006). Norris et al.
untersuchten 2009 in einer randomisierten, doppelblind Crossover-Studie die
Effekte von konjugierter Linolsaure (CLA) und Linolsdure reichem Distel6l auf

die Korperzusammensetzung bei postmenopausalen Frauen mit Typ 2
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Diabetes. Diese Bevolkerungsgruppe gilt als besonders gefahrdet,
Insulinresistenz und viszerales Ubergewicht resultierend im Metabolischen
Syndrom zu entwickeln. Die Supplementation von Distel6l verbesserte
signifikant die Nichtern-Glucose, CLA senkte signifikant sowohl BMI und
Gesamtkodrperfett ohne dabei die Magermasse zu beeinflussen. Da der
Gewichtsverlust erst nach 8 Wochen Intervention eintrat, lasst dies vermuten,
dass eine langere Supplementation von CLA noétig ware um winschenswerte
Ergebnisse zu erzielen (Norris et al., 2009). Ma et al. untersuchten bei Typ 2
Diabetikern den Effekt von taglicher Konsumation von Walnissen (56g/d =
366kcal/d) auf die Endothelfunktion mittels FMD (flow-mediated dilatation),
kardiovaskularen Biomarkern und die Korperzusammensetzung. Die
Endothelfunktion verbesserte sich signifikant, es konnte jedoch keine
signifikante Anderung bei der Insulinsensitivitat oder des Plasma A;c festgestellt
werden (Ma et al.,, 2010). Tapsell et al. zeigten in einer parallelen,
randomisierten, kontrollierten Studie an 58 ménnlichen und weiblichen Typ 2
Diabetikern, dass mit einer PUFA reichen Diat (30g Walnisse/Tag) mit einem
insgesamt niedrigen Fettgehalt (<30% der Gesamtenergie) ein signifikanter
Anstieg sowohl von HDL als auch bei HDL/Cholesterin Quotienten erreicht
werden kann. Daruber hinaus konnte der LDL Spiegel um 10% gesenkt werden
(Tapsell et al., 2004).

Uber den genauen Wirkungsmechanismus der verschiedenen Fettsauren
sowohl bei der Entstehung von Diabetes als auch tber den mdglichen Nutzen
in der Sekundarpravention bei Diabetikern erlangte man widerspriuchliche
Ergebnisse (Hauner and Schulze, 2006).

Auch wenn man sich bis dato tUber die genaue Wirkung auf Diabetes noch nicht
einig ist, so sollte die Konsumation von Niussen bei Typ 2 Diabetikern allein
schon wegen des gesenkten Risikos fir koronare Herzerkrankungen propagiert
werden (Jenkins et al., 2008).
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2.4.3 Wirkung von Olen und Gemiise auf den Radikalstoffwechsel bei Typ
2 Diabetikern

Laborchemische Daten aus Interventionsstudien, die sich mit dem Einfluss von
Pflanzendl und/oder Gemuse auf den oxidativen Status beschaftigen, sind in
der Literatur nicht haufig vertreten. Im folgenden Abschnitt sind einzelne
Ergebnisse aus einigen Studien, in denen eine Pflanzendl- oder
Gemiuseintervention erfolgte, zusammengefasst.

Um den Einfluss von verschiedenen PUFA- und Vitamin E-reichen Pflanzendlen
(Sesam-, Sonnenblumen- und Erdnussol) auf den Blutdruck, das Lipidprofil und
den Redoxstatus zu evaluieren, nahmen 530 hypertensive Patienten taglich 35¢g
Ol in einer 60-tagigen Interventionsphase ein. Sowohl der Blutdruck, als auch
das Lipidprofil wurden bei medikamentdser Behandlung allein (mit Nifedipin)
oder in Kombination mit einem der Ole verbessert. Die Aktivitat von SOD
konnte bei allen 3 Olen signifikant gesteigert werden, wohingegen die Aktivitat
von GSH-Px und CAT nur in der Sesamdlgruppe zunahm. Dieser Effekt lasst
sich laut den Autoren eventuell auf einen niedrigen Verbrauch der Enzyme
aufgrund der niedrigeren Lipidperoxidation im Sesamdl zurtickfihren (Sankar et
al., 2005).

Azzini et al. zeigten in ihrer Beobachtungsstudie an 131 gesunden ltalienern,
dass eine Ernahrung mit einem hohen MDS (Mediterranean Diet Score) und
daher reich an Obst und Gemise den oxidativen Status verbessert. Je hoher
der MDS lag, desto hohere Plasmawerte an Carotinoiden, Vitamin A und
Vitamin E (anhand a-Tocopherol) konnten nachgewiesen werden. Auch waren
steigende Werte endogener Antioxidantien (GSH-Px und SOD) mit einem MDS
>4 assoziiert, gleichzeitig nahm Malondialdehyd (MDA), ein Zeichen flr
Lipidoxidation, ab, je mehr Ubereinstimmungen mit der Mediterranen Ernahrung
vorlagen (Azzini et al., 2011).

Bei 43 gesunden Personen wurde in einer randomisierten, einseitig blinden
Interventionsstudie der Einfluss von nutritiven und nicht-nutritiven Faktoren von
Obst und Gemuse auf den Redoxstatus untersucht. SOD, CAT, GR und GST
wurden nicht signifikant verandert. Jedoch war die Aktivitdt von GSH-Px am

Ende der Intervention (nach 25 Tagen) bei den Probanden, die Obst und
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Gemuse verzehrten (fruveg), im Vergleich zu denen, die ein Vitaminpraparat
(supplement group) oder ein Placebo (Kontrollgruppe) erhielten, signifikant
erhoht - ein Zeichen dafir, dass nichtnutritive Faktoren in Obst und Gemdse fir
die Aktivitatssteigerung verantwortlich waren. Plasma MDA und Isoprostan im
Urin, ein durch oxidative Schadigung der Arachidonsédure gebildetes
Prostaglandinisomer, blieben unbeeinflusst (Dragsted et al., 2004).

Da der Einfluss von Pflanzenélen und von Gemuse auf den Radikalstoffwechsle
bei Typ 2 Diabetikern bis dato kaum untersucht wurde, war es das Ziel dieser

Diplomarbeit  einen Schritt  in  diese Richtung  zu machen.
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3.1 Studiendesign
Bei der Studie DIAPLANT handelte es sich um eine epidemiologische,

randomisierte,  prospektive  Interventionsstudie, welche durch die
Ethikkommission der Stadt Wien genehmigt wurde. Die Rekrutierung der
Probanden erfolgte durch drei Arzte des Gesundheitszentrums Wien Siid, durch
eine Beilage in der Zeitschrift ,Diabetes Info“ der Osterreichischen
Diabetikervereinigung (ODV) und durch einen Vortrag beim ,Wiener Diabetes
Tag®“. Interessierte Patienten, die den Einschluss- und Ausschlusskriterien
(siehe 3.2.1 und 3.2.2) entsprachen, wurden zu einem Informationsabend, an
dem auch die behandelnden Arzte anwesend waren, eingeladen. lhnen wurde
der Studienablauf und die richtige Einnahme von Gemiise und Ol erklart.
Weiters wurden sie Uber ihre Rechte und Pflichten aufgeklart. Wenn der
Wunsch an einer Teilnahme an der Studie bestand, wurde von ihnen eine

Einverstandniserklarung unterschrieben.

-
Gesamt
NIDDM ITDM2 IFG Gesund
n=41 n=35 n=12 n=11

Information
n=11

Information
n=11

Intervention
n=29

Intervention
n=5

Information
n=6

Intervention
n=9

Information
n=3

Intervention
n=25

NIDDM: non-insulin dependent diabetes mellitus; ITDM2: insulin-treated diabetes mellitus 2;

IFG: impaired fasting glucose

Abbildung 10: Studiendesign

Es konnte zwischen insulinpflichtigen (insulin-treated diabetes mellitus typ 2,
ITDM2) und nicht- insulinpflichtigen (non-insulin-dependent diabetes mellitus,
NIDDM) Typ 2 Diabetikern unterschieden werden. Als Kontrolle diente die
Gruppe der Gesunden. Wahrend der Studie wurde ersichtlich, dass einige der
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vermeintlich Gesunden abnorm hohe Nichternglucosewerte aufwiesen. So
ergab sich eine vierte Gruppe, ndmlich die der IFG (siehe Abbildung 10).

Die Probanden wurden randomisiert der Interventionsgruppe bzw. der
Informationsgruppe zugeteilt. Die erstgenannte Gruppe konsumierte wahrend
der 8-wochigen Intervention taglich 300g Gemiuse und 25g Pflanzenél. Sowohl
die Interventions- als auch die Informationsgruppe wurden Uber den Nutzen

einer gesunde und ausgewogene Erndhrungsweise aufgeklart.
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3.2 Probanden:

Insgesamt wurden fiur die Studie 121 Probanden rekrutiert, wovon 99 (81,8 %)

die Studie beendeten (siehe Tabelle 4). Der Ausfall ergab sich durch

mangelnde Compliance, Krankenhausaufenthalte oder Unvertraglichkeiten von

Gemiuse oder Interventionsol.

Tabelle 4: Studienkollektiv

Gruppe Probanden | Alter BMI
(n)
NIDDM | Weiblich | 22 64,27 £ 6,14 35,14 £ 6,32
Méannlich | 18 66,28 + 8,72 31,08 £5,28
ITDM2 | Weiblich | 20 64,80 + 7,86 35,46 £ 7,53
Mannlich | 16 65,19 + 7,69 31,65 + 3,94
IFG Weiblich | 6 61,83 £ 6,59 29,22 + 3,12
Mannlich | 6 65,83 £ 5,78 29,81 + 3,98
Gesund | Weiblich | 10 62,00 + 6,33 28,25 + 4,05
Méannlich | 1 51 23,07
Unter folgenden Ein- und Ausschlusskriterien wurden die
ausgewahlt.
3.2.1 Einschlusskriterien:

e Manner und Frauen mit Typ 2 Diabetes

e 40 - 80 Jahre

e Behandlung mit oralen Antidiabetika oder Insulin

e seit mind. 4 Wochen vor Studienbeginn:

Gleichbleibende Medikation

Harnsaure-Stoffwechsel

betreffend Glucose-,

Probanden

Fett- und

Gleichbleibende Essgewohnheiten und korperliche Betéatigung

Konstantes Korpergewicht
e HbA1c £9,5 % (Schwankungen < 10 %)

e Gesamtcholesterin < 300 mg/dl (mit oder ohne Medikation)
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Serum-Triglyceride < 500 mg/dl (mit oder ohne Medikation)
Kreatinin < 2,5 mg/dl

Medikation der Nicht-Insulin Gruppe: Metformin, DPP-IV-Hemmer,
Sulfonylharnstoffe, GLP-1 Mimetika
Medikation der Insulin Gruppe: Insulin oder Insulin + Metformin

Ausschlusskriterien:
Typ 1 Diabetiker

Patienten junger als 40 und alter als 80 Jahre

Raucher

Schwangere und stillende Frauen

Teilnahme an anderen klinischen Studien

Neue Medikation oder Anderung der Medikation bzgl. Glucose-, Fett- und
Harnsaure-Stoffwechsel 4 Wochen vor Studienbeginn

Einnahme von Fischolkapseln und anderen Fettsauren

Wahrend oder vor Beginn der Studie Absichten zur Anderung der
Ernahrungsgewohnheiten, der korperlichen Aktivitat, des Kérpergewichts
Kardiovaskulare Erkrankungen, definiert nach NYHA-Klassifikation = Il|
Lebererkrankungen (Transaminase-Grenzwert = 2,5-fach erhdht)
Chronische Niereninsuffizienz (Dialysepatient oder Kreatinin >2,5 mg/dl)
Organtransplantationen

Gastrointestinale Malabsorption (Pankreasinsuffizienz, Steatorrhoe,
Kurzdarmsyndrom)

Systemische Steroide

Drogen- und Alkoholmissbrauch (=80 g/d); Methadoneinnahme wahrend
der letzten 2 Jahre

Krebs, HIV

Glitazon-Einnahme
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3.3 Studienverlauf

Dem Probanden wurde bei jedem der insgesamt 4 Termine (TO, T1, T3, T4)
Blut abgenommen, Blutdruck gemessen sowie Mundschleimhautabstrich und
anthropometrische Messungen durchgefiihrt. Zu jedem Termin musste der
Proband einen QLQ (,Quality of Life Questionnaire®), einen FFQ (,Food
Frequency Questionair®) und am Tag vor der Blutabnahme ein 24h-Recall
ausfullen (siehe Abbildung 11).

_ Intervention normale Erndhrung
4 Wochen 4 Wochen 8 Wochen
TO T T2 T3

Blutabnahme, Korpergewicht, Korpergrofe,
Bauchumfang, diverse Fragebogen, Blutdruck

Abbildung 11: Zeitlicher Ablauf der Studie; TO, T3: Blutabnahme vor bzw. nach der Intervention; T1,

T2: Blutabnahme nach 4 bzw. 8 wéchiger Intervention

Alle Probanden der Interventionsgruppe fuhrten ein Ernahrungstagebuch, in
dem sie die tatsachlich verzehrte Gemisemenge dokumentierten. Die Gruppe
der NIDDM und ITDM2 zeichneten ihr Blutzuckerprofil auf. Zusatzlich fuhrten
Diabetiker, die bereits Insulin spritzen, ein Insulintagebuch. Die aktive Phase
der Studie mit der Ernahrungsintervention dauerte 8 Wochen. Danach folgte
eine 8 wochige Phase, in der kein Interventionsodl oder Gemuse verabreicht

wurde.
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3.4 Erndhrungsintervention

Wie bereits unter Punkt 3.1 beschrieben, dauerte die Erndhrungsintervention 8
Wochen an. In dieser Zeit mussten die Probanden téglich Gemise und

Interventionsol, welches nicht erhitzt werden durfte, zu sich nehmen.

3.4.1 Interventionsol

Das eingesetzte Interventionsol war reich an PUFA und Tocopherolen. In seiner
mittleren Zusammensetzung wies es die in Tabelle 5 dargestellten

Eigenschaften auf.

Tabelle 5: FS- Zusammensetzung des Studiendls

FS-Zusammensetzung (%) Mittelwert + SD
C16:0 7,28 + 0,09
C18:0 2,06 £ 0,07
C18:1n9c 16,4 + 0,99
C18:1n7c 0,95+ 0,03
C18:2n6¢c 61,76 £ 1,0
C18:3n3 11,49+ 0,43
Tocopherolgehalt (mg/100 g Ol) Mittelwert £ SD
y- Tocopherol 32,98 +£+1,82

a- Tocopherol 2,67+£0,14
Tocopherolaquivalente 10,91 £ 0,58

3.4.2 Gemduse

Der Proband erhielt kostenlos von der Firma IGLO eine Auswahl an
verschiedenen Tiefkihlgemisesorten (siehe Tabelle 6). Die Verteilung erfolgte
bei der Wiener Gebietskrankenkasse durch Studenten und durch Mitarbeiter
der Firma IGLO.
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Tabelle 6: Gemiseprodukte

Spinat passiert (Cremespinat)

Gemiusemischung | (Broccoli, Karfiol)

Blattspinat Zwutschgerl

Gemusemischung Il (Broccoli, Karotten orange

und gelb)

Fisolen Gemusemischung Il (Karotten, Erdapfel,
Kohlrabi, Porree, Erbsen)

Broccoli Gemusemischung IV (Erbsen, Karotten, Mais)

Kohlsprossen

Gemusemischung V (Karotten, Erdéapfel,

Broccoli, Fisolen, Karfiol)

Sojabohnen Rostgemise Korsika (Karotten, Broccoli,
Karfiol, Spargelfisolen, Zucchini)

Erbsen Roéstgemuise Gartnerin (Karotten,
Kohlsprossen, Kohlrabi, Spargelfisolen)

Babykarotten* Kochsalat mit Erbsen

Zarte Sojabohnen

Fertiggericht — Cremespinat mit Kartoffelrdsti

* Karotten als Ersatz im Falle einer Abneigung oder Unvertraglichkeit anderer Gemiisesorten

Die Probanden erhielten zusatzlich eine Rezeptbroschire mit Vorschlagen, wie

das Gemuse und das Interventionsol eingesetzt und zubereitet werden kdnnen.
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3.5 Blutaufbereitung

Dem nichternen Probanden wurde Venenblut in Heparin-, EDTA- und
Serumzentrifugenréhrchen abgenommen und mindestens 30 Minuten kihl
gelagert. Nach 10-mindtigem Zentrifugieren bei 3000U/min wurde das Plasma
abgenommen und aliquot in Cups verteilt. Im Anschluss erfolgte Begasung mit
Stickstoff und Lagerung bei -80 °C bis zur weiteren Analyse.

Fur die Enzymbestimmungen wurden Erythrozyten drei Mal mit isotonischem
Phosphatpuffer (siehe Kapitel 3.5.1) gewaschen, wobei zwischendurch je fur 10
Minuten eine Zentrifugation bei 3000U/min durchgefuhrt wurde. Die
Erythrozytensuspension wurde aliquotiert, mit Stickstoff begast und bei -80°C

tiefgefroren.

3.5.1 Herstellen des isotonischen Phosphatpuffers:

Fur die Herstellung des isotonischen Phosphatpuffers werden die in Tabelle 7
aufgelisteten Reagenzien bendotigt:

Tabelle 7: Chemikalien fir isotonischen Phosphatpuffer

Reagenzien Firma Artikelnummer

Dinatriumhydrogenphosphat

[Na;HPO,] Fluka 71640
NacCl Riedel-de Haén
Na,-EDTA Riedel-de Haén 27285

Dest. Wasser

1,42g Na,HPO,, 7,27g NaCl und 0,199 Na,-EDTA werden in ca. 800ml dest.
Wasser gelést und mit 1IN HCI pH 7,4 eingestellt. Anschlie3end wird mit dest.
Wasser auf 1000ml aufgefullt.
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3.6 Bestimmung der enzymatischen Antioxidantien

Die Bestimmung der Aktivitat der antioxidativen Enzyme wurde in Kooperation
mit Alexander Kauril gemacht, die sich im Zuge der BILIRUBIN Studie am
Institut  fur  Erndhrungswissenschaften ebenfalls mit enzymatischen

Antioxidantien beschaftigte.

3.6.1 Bestimmung von Katalase EC.1.11.1.6

3.6.1.1 Prinzip:
Die hier angewandte Methode nach Aebi beruht darauf, dass Katalase den

Abbau von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff rasch katalysiert.

2 H;05 Katalase 2H,0+ 0,

Bei der photometrischen Messung wird die Wasserstoffperoxidabnahme

erfasst, welche zur Reaktionsgeschwindigkeit proportional ist (Aebi, 1974).

3.6.1.2 Reagenzien und Gerate:
Fur die Bestimmung der Katalase-Aktivitdt werden die in Tabelle 8 aufgelisteten

Reagenzien benotigt:

Tabelle 8: Chemikalien fur die Aktivitatsbestimmung von Katalase

Reagenzien Firma Artikelnummer

Kaliumdihydrogenphosphat

[KH2PO4] Riedel de Haén | 30407
Dinatriumhydrogenphosphat
[NazHPO,] Fluka 71640

Wasserstoffperoxid [H20;], 30% Riedel de Haén | 31642

Dest. Wasser

Gerate:
e UV/VIS Photometer, Messung bei A= 240nm
e Eiswasser
e pH-Meter

e Makroklvetten aus Quarzglas, 1cm Schichtdicke
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3.6.1.3 Herstellen der Gebrauchslésungen:

Phosphatpuffer [SOmM]: 2,79 KH,PO,4 und 4,3g Na;HPO,4 in ca.800ml
dest. Wasser losen und mit 1 M NaOH pH7

einstellen; anschlieRend auf 1000ml auffillen

Wasserstoffperoxid-Lésung (diese Losung muss an jedem Analysetag
[30mM]: frisch hergestellt werden, da H;O, in

Verdinnung instabil ist) 170ul H,O, (30%ig)
mit Phosphatpuffer auf 50ml aufftllen

Hamoglobinreagenz: siehe Hamoglobin-Bestimmung

3.6.1.4 Durchfihrung:

100ul Erythrozytensuspension werden mit 500ul dest. Wasser vermengt um
eine Hamolyse zu erreichen.

Kurz vor der Analyse erfolgt eine weitere Verdiinnung (1:500) des Hamolysats.
Dabei werden 10ul des Hamolysats zu 5ml dest. Wasser pipettiert und
ordentlich vermengt. Anschlie3end erfolgt folgendes Pipettierschema:

Tabelle 9: Pipettierschema Katalase

Losung Leerwert [ml] Probe [ml]
Phosphatpuffer 1 -
Verdiinntes Hamolysat 2 2
H»0O,- Losung - 1

(Die Zugabe der H,0O,-LOsung erfolgt erst unmittelbar vor der photometrischen
Messung)
Nach dem Mischen erfolgt sofort das Umfillen in die Quarzkivette und die

Messung der Extinktionsabnahme bei 240nm tber 30 Sekunden.

3.6.1.5 Auswertung:
Da es sich bei dieser Reaktion um eine Reaktion 1. Ordnung handelt, kann die
Geschwindigkeitskonstante k als direktes Mal fir die Enzymkonzentration

herangezogen werden.
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k=23/t"log B/ E2

k.....Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion [s™]
t...... Messzeit [sek]

E:....Extinktion des Probenleerwerts zu Zeitpunkt O
E,....Extinktion nach 30 Sekunden

Wird die Absorption auf die Hamoglobin-Konzentration bezogen, erhalt man
schlie3lich als Messgro3e die Enzymaktivitat in [k/g Hb] bzw. [1.U./g Hb].

3.6.1.6 Qualitatssicherung:

Der Intra-VK der Methode betrug 4,4%.

Jede 8. Probe wurde doppelbestimmt. An jedem Analysetag wurde bei jedem 2.
Probanden  zusatzlich eine  Kontrollprobe  mitbestimmt um  die
Analysegenauigkeit zu U0Uberprifen. Dabei handelte es sich um eine
Erythrozytensuspension eines gesunden Probanden. Bis zum jeweiligen
Analysetag wurde diese bei -80°C gelagert. Dies ergab in Summe 53 Proben,
aus welchen der Inter-VK berechnet wurde. Der Inter-VK betrug 6,6%.

3.6.2 Bestimmung von Superoxiddismutase EC.1.15.11

3.6.2.1 Prinzip:

Die hier angewendete Methode beruht auf der F&higkeit von SOD, die
Autoxidation von Pyrogallol (1,2,3-Trihydroxybenmzol) zu hemmen. Pyrogallol
autoxidiert rasch in wassriger Losung, wobei ein gelber Farbstoffes gebildet
wird. Die Konzentration des Farbstoffes kann photometrisch gemessen werden.
Fir diese Reaktion ist allerdings die Anwesenheit von Superoxidanionen
erforderlich. SOD hemmt nun die Autoxidation, indem sie die Superoxidanion

unter Bildung von Wasserstoffperoxyd dismutiert:

202 " O2 + 2H202

SOD

Man bestimmt nun die Aktivitdat von SOD indem man eine autoxidierende

Pyrogallollosung mit steigender Menge an SOD-héltiger Probe versetzt und
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jene Probenkonzentration ermittelt, bei der die Autoxidation von Pyrogallol zu
50% gehemmt wird. (= 1.U.)

3.6.2.2 Reagenzien und Geréte:
Fur die Bestimmung der Superoxiddismutase-Aktivitat werden die in Tabelle 10

aufgelisteten Reagenzien bendétigt:

Tabelle 10: Reagenzien fir die Aktivitatsbestimmung von SOD

Artikelnummer

Reagenzien Firma

Salzsaure, 37% Riedel de Haén 30721
Natrium-EDTA Riedel de Haén 27285
Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan -HCL Merck 5196306936
Ethanol p.a. Merck 38122583748
Chloroform p.a. Merck 38408045805
Pyroga”ol Riedel de Haén 16040

Dest. Wasser

Gerate:
e pH-Meter
e UV/VIS Photometer, Messung bei A=340nm
e Wasserbad, auf 25°C temperierbar
e Zentrifuge, 3000/min
e Pyrexrohrchen

e Halbmikrokivetten, 1cm Schichtdicke

3.6.2.3 Herstellen der Gebrauchslésungen:

Tris-Puffer [1M]: 15,769 1M Tris- HCI und 186mg EDTA in ca. 80ml

dest. Wasser I6sen; mit 1M NaOH pH 8 einstellen

und anschlielend mit dest. Wasser auf 100 ml
auffillen

Pyrogallol-Lésung: (diese Losung muss an jedem Analysetag frisch
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Hamoglobinreagenz:

3.6.2.4 Durchfihrung:
300ul der Erythrozytensuspension werden mit 400ul dest. Wasser vermengt um

hergestellt werden!) 63,05mg Pyrogallol in etwa
25ml dest. Wasser losen und 41l HCI (37%ig)

dazupipettieren; anschlieRend auf 50ml mit dest.

Wasser auffillen;

siehe Hamoglobin-Bestimmung

eine Hamolyse herbeizufuhren. AnschlieRend werden 500ul des Hamolysats in

3,5ml dest. Wasser mit 1ml Ethanol p.a. und 600ul Chloroform fir 60 Sekunden

in einem Pyrexglas gevortext und danach 2 Minuten bei Raumtemperatur

stehen gelassen. Darauf erfolgt Zentrifugation der Suspension bei 3000U/min

fur 2 Minuten.

Mit dem Uberstand werden folgende Verdiinnungsstufen laut Pipettierschema

hergestellt:

Tabelle 11: Pipettierschema Superoxiddismutase

Losung Leerwert | Probe 1| Probe 2| Probe 3| Probe 4 | Probe 5
[ul] [ul] (] (] [ul] [ul]
Tris-HCI 100 100 100 100 100 100
Dest. Wasser | 880 840 820 780 730 680
Probe - 20 30 50 75 100

Mischen; jede Probe wird 10 wird fur 10

Minuten im Wasserbad bei 25°C inkubiert

Pyrogallol-

Losung

20

20

20

20

20

20

(Die Pyrogallol-Lésung wird erst unmittelbar vor der photometrischen Messung

zugefugt und mit der Probe gut gemischt)

Es folgt die Messung der Extinktionszunahme udber 2 Minuten bei einer

Wellenlange von 320nm.
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3.6.2.5 Auswertung

Die Aktivitat von SOD wird grafisch ermittelt, indem man die prozentuelle
Hemmung (= AE/min) gegen die eingesetzte Probenmenge (Oml; 0,02ml;
0,03ml; 0,05ml; 0,075ml; 0,1ml) auftragt. Mit Hilfe der allgemeinen
Geradengleichung kann nun die Probenmenge x ermittelt werden, bei der zu

50% die Hemmung der Pyrogallolautoxidation erfolgt.

y=k*x+d

.. (AE/min)/2 des Probenleerwerts
...Steigung der Konzentrationsgeraden einer Probe

...Probenmenge bei 50%iger Hemmung der Autoxidation von Pyrogallol

a x x <

...Schnittpunkt der Konzentrationsgeraden einer Probe mit der y-Achse

Die errechnete Probenmenge x wird in folgende Formel eingesetzt:

A=GV/(PV "x)

A..... Enzymaktivitat
GV...Gesamtvolumen (5,6ml)
PV....Probenvolumen (0,5ml)

X....Probenmenge bei 50%iger Hemmung der Pyrogallolautoxidation

Zuletzt bezieht man die Enzymaktivitat auf den Hamoglobingehalt:

A*100/Hb [g/dl] = Ulg HB

A.....Aktivitat von SOD

Hb...Hamoglobinkonzentration (bei einem eingesetzten Probenvolumen von
100pl ist Hb [g/dI] = Extinktion * 7,354)

U....Units (Enzymmenge, bei der zu 50% die Pyrogallolautoxidation gehemmt

wird)
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3.6.2.6 Qualitatssicherung

Der Intra-VK der Methode betrug 5,1%.

Um die Analysegenauigkeit zu Uberprifen wurde an jedem Analysetag eine
Kontrollprobe mitbestimmt. Bei der Kontrollprobe handelte es sich um eine
Erythrozytensuspensionmischung von 3 Personen, die im Zuge der
Bilirubinstudie abgenommen und aufbereitet wurde. Bis zum jeweiligen
Analysetag wurde diese bei -80°C gelagert. Bei jedem 2. bzw. 3. Probanden
wurde zusatzlich eine Kontrollprobe analysiert. Dies ergab in Summe 36
Proben, aus denen der Inter-VK berechnet wurde. Der Inter-VK dieser Methode
betrug 6,6%.

3.6.3 Bestimmung von Glutathionperoxidase EC 1.11.1.9

3.6.3.1 Prinzip

Das reduzierte Glutathion (GSH) wird durch das Enzym Glutathionperoxidase
(GSH-Px) in Anwesenheit von Hydroperoxyden (ROOH) zu dem oxidierten
Glutathion (GSSG) katalysiert. In einem zweiten, NADPH-abhéangigen Schritt
wird GSSG durch das Enzym Glutathionreduktase (GR) wieder reduziert.

2GSH + ROCH » GSSG + ROH +H20
GSH-PX

GSSG + NADPH:2 R » 2GSH + NADP*

Bei der hier verwendeten Methode dient t-Butylhydroperoxid als Hydroperoxid.
Die Abnahme der NADPH- Konzentration, welche proportional zur

Glutathionperoxidase- Aktivitat ist, wird gemessen.

3.6.3.2 Reagenzien und Gerate
Fur die Bestimmung der Glutathionperoxidase-Aktivitat werden die in Tabelle 12
aufgelisteten Reagenzien benétigt:
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Tabelle 12: Reagenzien flr die Aktivitatsbestimmung von GSH-Px

Reagenzien Firma Artikelnummer
Red. Glutathion [GSH] Sigma-Aldrich 1000573197
Glutathion-Reduktase [GR] Roche 10105678001
NADPH Tetranatriumsalz Roche 10107824001
t-Butylhydroperoxid, 70% Merck 5196306936
Tris(hydroxymethyl)- Fluka 93347
aminomethanhydrochlorid

[Tris-HCI]

Natrium- Riedel de Haen 27285
Ethylendiamintetraacetat

[Na-EDTA]

Dest. Wasser

Gerate:

e UV/VIS Photometer ATI Unicam UV4

e Software : ATl Unicam Vision 2.11.

e \Wasserbad

e pH-Meter

3.2.1.1. Herstellen der Gebrauchslosungen:
(Mit Ausnahme des Tris-Puffer missen alle Lésungen an jedem Analysetag

frisch hergestellt werden)

GSH-L6sung [0,1M]: 61,46mg Glutathion in 2ml destilliertem Wasser

I6sen

GR-L6sung [10U/ml]: 50ul GR-Losung in 2950ul destilliertem Wasser

|6sen

NADPH-L6sung [2mM]: 3,48mg NADPH in 2ml destilliertem Wasser l6sen

t-BHP-LOsung [7TmM]: 20ul t-BHP in 20ml destilliertem Wasser l6sen

Tris-Puffer [1M]: 15,769 Tris-HCI und 186g Na-EDTA in destilliertem
Wasser auflésen; danach folgt pH-Wert Einstellung
auf 8 mit 1 N NaOH; mit dest. Wasser auf 100ml|

auffillen
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3.6.3.3 Durchfihrung:

Vor der Aktivitatsmessung der GSH-Px stellt man ein Erythrozytenhdmolysat
her, indem man 100ul Erythrozytensuspension mit 900ul destilliertem Wasser
mischt.

Anschlieend werden die Testansatze nach folgendem Pipettierschema
hergestellt:

Tabelle 13: Pipettierschema GSH-Px

Reagenzien Leerwert [10ul] Probe [10pl]
Dest. Wasser 670 660
Tris- Puffer 100 100
GSH 20 20
GR 100 100
NADPH 100 100
Probenhamolysat - 10

Die Testansatze werden gemischt und anschlie3end bei 37°C fur 10 Minuten
inkubiert. Unmittelbar nach der Zugabe von 10yl t-BHP erfolgt die
photometrische Messung bei 340nm. Die photometrische Messung erfolgt tber
eine Zeitspanne von 90 Sekunden wobei die Extinktionsabnahme gegen den
Leerwert gemessen wird.

Die Bestimmung des Hamoglobins ist im Kapitel 3.6.4 erklart.

3.6.3.4 Auswertung:

Um die spezifische Enzymaktivitdt zu messen wird die Extinktionsabnahme auf
g Hamoglobin bezogen. Grundlage fur die Berechnung ist das Lambert-
Beer’sche Gesetz:

E....Extinktion

€.....molarer Extinktionskoeffizient [1/(mol*cm)]
C.....Konzentration

d.....Schichtdicke der Kuvette [cm=1]
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Nach Bericksichtigung der verwendeten Reaktionsvolumina wird folgende

Formel angewendet:

A=AE"Vc/ (6,22 *Vh)

A....... Aktivitat von GSH-Px

AE.....Extinktionsabnahme pro Min

Vec......Gesamtvolumen der Kuvette [ml]

6,22...molarer Extinktionskoeffizient [1/mol.cm] von NADPH bei A= 340nm

V..., Volumen des Hamolysats

Danach bezieht man die erhaltene Aktivitat auf die Hamoglobin-Konzentration.

LU/ g Hb = 100A / Hb [g/dI]

Hb....Hamoglobin, bei einem eingesetzten Probenvolumen von 100ul ist ¢ [g/dl]
=E*7,354

3.6.3.5 Qualitatssicherung:

Der Intra-VK der Methode betrug 3,5%.

Zur Uberprufung der Analysegenauigkeit wurde eine Kontrollprobe an jedem
Analysetag mitgefuihrt. Bei der Kontrollprobe handelte es sich um dieselbe
Erythrozytensuspension wie bei der Bestimmung der SOD- Aktivitdt. Nach
jedem 9. Probanden wurde die Kontrollprobe analysiert. Dies ergab in Summe
11 Proben, aus welchen der Inter-VK errechnet wurde. Der Inter-VK betrug
9,2%.

3.6.4 Bestimmung der Hamoglobinkonzentration

Die Bestimmung der Hamoglobinkonzentration ist fir die Analyse der
Enzymeaktivitdt notwendig. Die Konzentration der Enzyme wird dabei auf den

Hamoglobingehalt bezogen. Die Bestimmung erfolgt im Photometer bei 546nm.
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3.6.4.1 Reagenzien und Gerate:
Fir die Bestimmung der Hamoglobinkonzentration werden die in Tabelle 14

aufgelisteten Reagenzien bendétigt:

Tabelle 14: Chemikalien flr die Bestimmung von Hamoglobin

Reagenzien Firma Artikelnummer
Kaliumhexacyanoferrat | Merck Nr. 4973
Kaliumcyanid Aldrich Nr. 20781-0
Dest. Wasser

Gerate:
e UV/VIS Photometer, Messung bei A=546 nm

3.6.4.2 Herstellen der Gebrauchsldsungen:
198mg Kaliumhexacyanoferrat und 49mg Kaliumcyanid werden in dest.

Wasser gelost und auf 1000ml aufgefullt.

3.6.4.3 Durchfiihrung:
Zu 5ml des Hamoglobinreagenz werden 100ul des Hamolysats pipettiert und 30
min kdhl inkubiert. Danach erfolgt die photometrische Messung bei 546nm

gegen den Leerwert (= dest. Wasser).

3.6.4.4 Auswertung

Zur Berechnung der Hamoglobinkonzentration in 100ul Erythrozytensuspension
wird ein Faktor von 7,354 bertcksichtigt. Dies entspricht einem Funftel des in
der Literatur fur ein Probenvolumen wvon 20 pul angegebenen

Verdinnungsfaktors von 36,77.

clo/dl]=E * 7,354

c.... Hdmoglobin-Konzentration [g/dl]
E....Extinktion
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3.6.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit SPSS Version 17.0 fur Windows ausgewertet. Nachdem
die Ausreil3er bereinigt wurden, wurden die Daten auf Normalverteilung mittels
Kolgomorov-Smirnov-Test gepruft.

Da alle Daten normalverteilt waren, wurde der T-Test fur unabhangige
Stichproben angewandt, um TO Vergleiche zwischen Intervention/Information
bzw. zwischen Méannern und Frauen durchzufiihren. Die einfaktorielle ANOVA
wurde fir Vergleichen zwischen den Gesundheitszustdnde (NIDDM, ITDM2,
IFG, Gesund) zum Zeitpunkt TO verwendet.

Um Effekte wéahren der Intervention (TO-T1-T2 bzw. TO-T3) zu beurteilen, wurde
eine Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgefuhrt. AuRerdem kamen
bivariante Korrelationen zum Einsatz, wobei die Auswertung nach Pearson
erfolgte.

Das Signifikanzniveau lag bei p<0,05.
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4.1 Superoxiddismutase

4.1.1 Ausgangswerte der SOD-Aktivitat

Die erythrozytare SOD-Aktivitat des Gesamtkollektivs bewegte sich zu
Studienbeginn (TO) in einem Bereich von 1411 und 3066 1.U./g Hb. Dies ergab
einen Mittelwert von 2097 + 270 1.U./g Hb, der in dem von Bogdanska
aufgestellten Referenzbereich von 884-2119 1.U./g Hb fur gesunde 18-59-
jahrige Manner fallt (Bogdanska et al., 2003).

Vergleicht man die einzelnen Gesundheitszustande (ITDM2, NIDDM, IFG,
Gesund) miteinander, so war die Aktivitat von SOD bei IFG am hoéchsten,
gefolgt von NIDDM, den gesunden Teilnehmern und schlie3lich der Gruppe der
ITDM2, signifikant waren diese Unterschiede jedoch nicht (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Mittlere SOD-Aktivitat (1.U./g Hb) der einzelnen Gesundheitsgruppen zu TO
(ITDM2: insulin-treated diabetes mellitus 2; NIDDM: non-insulin dependent diabetes mellitus; IFG:
impaired fasting glucose)
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Es ist bekannt, dass eine erhdhte Aktivitat der antioxidativen Enzyme in einem
frihen Diabetesstadium auftreten kann (Vassort and Turan, 2010).
In der vorliegenden Studie konnte jedoch kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gesundheitsgruppen festgestellt werden.

Zu demselben Ergebnis kam man auch in anderen Studien. Probanden mit
einem hohen kardiovaskuléaren Risiko (entweder Vorliegen von Typ 2 Diabetes
oder 3 oder mehr kardiovaskulare Risikofaktoren wie Rauchen, Bluthochdruck,
Einnahme von Antihypertensiva usw.) zeigten keinen signifikanten Unterschied
der SOD-Aktivitat zur Kontrollgruppe (Fandos et al., 2009).

Eine Untersuchung an 61 alteren Personen (gesund, IGT, Typ 2 Diabetiker
ohne Komplikationen, Typ 2 Diabetiker mit Komplikationen) ergab, dass es zu
keiner Aktivitatsanderung von SOD in den einzelnen Gruppen kommt (Atli et al.,
2004).

SOzmen et al. fanden ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen

Diabetiker und Gesunden (S6zmen et al., 2001).

In der Literatur wird auf widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich der Aktivitat
von antioxidativen Enzymen hingewiesen. Es kann sowohl zu einer
gesteigerten (Seghrouchni et al., 2002, Ahmed et al., 2006), als auch zu einer
gesenkten Aktivitdt von SOD bei Typ 2 Diabetikern kommen (Colak et al.,
2006), allerdings gibt es auch Studien, in denen keine Aktivitdtsdnderung
beobachtet wurde (Johansen et al., 2005).

Mehrere Grinde fur eine veranderte SOD-Aktivitat werden im Folgenden
diskutiert werden.

Die Kontrolle der Blutglucose hat laut einigen Autoren einen Einfluss auf die
Aktivitat von SOD. Laut Seghrouchni et al. sind ITDM2 nach Typ 1 Diabetiker
die am besten vor oxidativem Stress geschutzte Gruppe und nehmen bei den
Parametern fur den oxidativen Status eine Stellung zwischen NIDDM und IDDM
ein, da eine Insulintherapie auf lange Sicht eine Verbesserung des oxidativen

Stress herbeifthrt. Diabetiker wiesen eine signifikant hohere SOD-Aktivitat auf,
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wobei bei IDDM und ITDM2 die Aktivitat mit der Dauer des Diabetes anstiegt
(Seghrouchni et al., 2002).

Bei Typ 2 Diabetikern war die SOD-Aktivitat bei guter glykdmischer Kontrolle
signifikant hoher als bei schlechter (Smaoui et al., 2006).

Zu einem gegenteiligen Ergebnis kam man in einer anderen Studie. Eine
signifikante SOD-Aktivitatserhbhung im Vergleich zu Gesunden lag bei Typ 2
Diabetikern zwischen 37 und 58 Jahren sowohl bei guter (HbA;c < 7% und
Serumglucosekonzentration < 7,8mmol/l) als auch bei schlechter (HbA;. = 8%
und Serumglucosekonzentration > 7,8mmol/l) glyk&dmischer Kontrolle vor, wobei
die Aktivitdit umso mehr stieg, je schlechter der Gesundheitsstatus (gute bzw.
schlechte glykamische Kontrolle und An-/Abwesenheit von vaskularen
Erkrankungen) war. SOD korrelierte positiv mit Serumglucose und mit HbA1.
Die erhbhten SOD-Werte werden von den Autoren als adaptive Antwort auf die
vermehrte Produktion von freien Radikalen und Peroxynitrit, die eine
gesteigerte SOD-Synthese bewirken, betrachtet (Komosinska-Vassev et al.,
2005).

SOD-AKktivitat in den Lymphozyten bei schlecht kontrollierten Typ 2 Diabetikern
war sowohl bei jenen mit, als auch bei jenen ohne chronische,
Wundheilungsstorungen signifikant erhdht (Arya et al., 2011).

Es liegen aber auch Studien vor, in denen bei Diabetikern die Aktivitat
vermindert ist. So wiesen Gesunde die héchste SOD-Aktivitat auf, Typ 2
Diabetiker die geringste, IFG und IGT lagen dazwischen. SOD war mit einer
besseren vaskularen Funktion verbunden (Su et al., 2008).

In einer Studie, die oxidativen Stress bei NIDDM untersuchte, lag eine
signifikant niedrige SOD-Aktivitdt vor. Auch die anderen enzymatischen (CAT
und GSH-Px) und nicht enzymatischen AO (3-Carotin, Retinol, Vitamin C und E,
Urinsaure) waren bei NIDDM (alle mit hypoglykamischen Medikamenten
behandelt) im Vergleich zu den gesunden Probanden signifikant erniedrigt.
Hohe Blutglucosewerte hindern die Aktivitat der enzymatischen AO, senken den
Gehalt an nichtenzymatischen AO und steigern somit den oxidativen Stress
(Ramakrishna and Jailkhani, 2008).
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Signifikant niedrigere Werte der enzymatischen und nicht-enzymatischen AO
(Vitamin A, C, E) ergab auch eine andere Studie (Pasupathi et al., 2009).

Bei Typ 2 Diabetikern ohne Komplikationen lag eine signifikant gesenkte SOD-
Aktivitat im Vergleich zu Nicht-Diabetikern vor. Eine Abnahme der Aktivitat kann
mit der L&nge der Diabeteserkrankung einhergehen (Arif et al., 2010).

Glucose glykosyliert CuZnSOD in den Erythrozyten und senkt so seine Aktivitat.
Dies ist wahrscheinlich der Grund fur erniedrigte SOD-Werte bei manchen
Diabetikern (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Eine &hnliche Erklarung fir eine veranderte Enzymaktivitat bietet eine andere
Studie. Hier wurde eine altersbedingte Aktivititsabnahme durch die
fortschreitende Enzyminaktivierung durch H,O, oder durch die zunehmende

Glykosylierung von SOD als mdgliche Grinde genannt (Bolzan et al., 1997).

Das Vorliegen einer oder mehrerer fur Diabetes typischen Komplikationen ist
eine weitere Mdglichkeit fur eine gesenkte Aktivitat von SOD.

So kann eine gesenkte SOD-Aktivitat bei Typ 2 Diabetikern mit Komplikationen
im Vergleich zu Diabetikern ohne Komplikationen auftreten (Lodovici et al.,
2009).

Zu diesem Ergebnis kamen auch Shinde et al. Hier war bei Typ 2 Diabetikern
mit mikro- und makrovaskularen Erkrankungen SOD signifikant niedriger als bei
gesunden Probanden. Laut den Autoren ist die Autoxidation von Glucose und
die daraus resultierenden Hydrogenperoxiden, welche SOD inaktivieren
konnen, der Grund fur eine gesenkte Aktivitat (Shinde et al., 2011).

Die SOD-AKktivitat war sowohl in der Gruppe mit Typ 2 Diabetes als auch in der
Diabetiker-Gruppe mit Fullulzerationen im Vergleich zu Gesunden leicht
erniedrigt. Die Autoren erklaren diese Abnahme in der Aktivitat mit einer
eventuellen Glykosylierung des Enzyms, die bei schlecht eingestellten
Diabetikern auftritt (Bolajoko et al., 2008).

Fujita et al. zeigten, dass bei Typ 2 Diabetikern mit fortgeschrittenem Verlauf
der Erkrankung (Vorliegen von diabetischer Nephropathie bei Mikroalbuminurie)
die Aktivitdt von SOD im Vergleich zu gesunden bzw. Diabetikern mit

Normoalbuminurie signifikant gesenkt ist. Eine niedrige SOD-Aktivitat ist laut
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den Autoren der Grund fur gesteigerten oxidativen und nitrosativen Stress bei
diabetischer Nephropathie mit Mikroalbuminurie (Fujita et al., 2011).

Bei Typ 2 Diabetikern mit distal-symmetrischer Polyneuropathie (DSPN) kommt
es ebenfalls zu einer signifikanten SOD-und GSH-Px-Aktivitdtsminderung im
Vergleich zu gesunden Probanden. Die Aktivitat von CAT war ebenfalls gesenkt
bei Diabetikern und Diabetikern mit DSPN (Kasznicki et al., 2012).

Dursun et al. untersuchten den Einfluss von Langzeit-Dialysebehandlung auf
Parameter des oxidativen Stress und erforschten einen maoglichen
Zusammenhang zwischen der Interna-Media-Dicke der Karotis (carotid artery
intima media thickness, CIMT) und Markern fur oxidativen Stress. CIMT wird als
Indikator fur beginnende Atherosklerose verwendet. Sowohl die Gruppe der Typ
2 Diabetiker ohne renale Erkrankungen (DM) als auch die mit
Dialysebehandlung (DHD) wiesen signifikant niedrigere SOD-Werte auf als die
Gesunden, wobei DHD signifikant niedrigere Werte als DM zeigten. Die Aktivitat
von CAT verhielt sich gleich, ebenso war GSH-Px bei DHD und DM im
Vergleich zu den Gesunden gesenkt, wobei wieder ein signifikanter
Aktivitatsunterschied zwischen den beiden Diabetes-Gruppen nachzuweisen
war. CIMT korrelierte negativ mit SOD und mit CAT und es konnte auch eine
signifikante Korrelation von CIMT und Alter bzw. Glucose aufgezeigt werden.
Ein eventueller Verlust der antioxidativen Enzyme durch die Dialyse wird als
maogliche Ursache fur die niedrigere Aktivitat bei dieser Patientengruppe von
den Autoren genannt (Dursun et al., 2009).

Zu einem gegenteiligen Ergebnis kam man in einer Studie, in der die oxidativen
Stressmarker bei Typ 2 Diabetikern mit/ohne Fululzeration (neuropathische
Ulzeration mit/ohne Infektion und neuroischamische Ulzeration mit/ohne
Infektion). Hier stieg die SOD-Aktivitat progressiv an je weiter das diabetische
FuRsyndrom fortgeschritten war mit Ausnahme bei Diabetikern mit
neuroischamischer Ulzeration mit Infektionen, wo die SOD-Aktivitat wieder
abnahm. Allerdings war in der Gruppe der Diabetiker ohne Erkrankungen der
Extremitaten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe die SOD-Aktivitat
erniedrigt. Ahnlich verhielt es sich mit der Aktivitait von CAT. Hier war die

Aktivitat bei Diabetikern signifikant erniedrigt. Auch hier stieg die Aktivitat von


http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Langzeit+Dialysebehandlung.html
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CAT progressiv an und nahm dann im Stadion mit Neuroischdmie wieder ab.
GSH-Px war in allen Diabetikergruppen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe erniedrigt, wobei aber allgemein betrachtet wieder ein Anstieg in
den einzelnen Gruppen mit Verschlechterung der Erkrankung zu verzeichnen
war. Die Autoren begriindeten den Anstieg der Enzymaktivitaten durch einen
adaptiven Mechanismus des Korpers, um der gesteigerten peroxidativen

Schadigung entgegen zu wirken (Vairamon et al., 2009).

Betrachtete man die Informations- und Interventionsgruppen, so konnte
ebenfalls kein signifikanter Unterscheid zu Studienbeginn festgestellt werden
(Information: 2072 + 297 1.U./g Hb; Intervention: 2108 + 259 I.U./g Hb).

Es lag auch kein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied der SOD-
Aktivitat vor (Frauen: 2124 + 326 1.U./g Hb; Manner: 2062 + 165 1.U./g Hb).

Dies stimmt mit Ergebnissen anderer Studien Uberein (Guemouri et al., 1991,
Casado et al., 2011).

Es liegen aber auch Ergebnisse anderer Studien vor, die einen Unterschied der
SOD-Aktivitat zwischen Frauen und Mannern ergaben. So zeigten Frauen in
einer Studie mit gesunden Personen (Durchschnittsalter 73 Jahre) signifikant
hoéhere SOD-Werte als Manner (Mariani et al., 2006).

Untersuchungen an 122 Typ 2 Diabetikern ergaben ebenfalls eine héhere SOD-
Aktivitat bei Frauen mit einem Durchschnittsalter von 58 Jahren (Adachi et al.,
2004).

Anders dagegen war eine weitere Studie mit Typ 2 Diabetikern, in der Manner

signifikant hdhere SOD-Werte aufwiesen (Soliman, 2008).

4.1.2 Aktivitdtsanderungen der SOD

In der Informationsgruppe kam es nach 8 Wochen zu keiner signifikanten

Anderung der Enzymaktivitat (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: SOD-Aktivitdt zu TO, T1 und T2 in der Informations- und in der

Interventionsgruppe

Dabei veranderte sich die SOD-Aktivitat innerhalb der Gesundheitsgruppen auf
unterschiedliche Weise (p<0,05). Bei ITDM2 blieb sie nach 8 Wochen in etwa
gleich, bei NIDDM stieg und bei den Gesunden bzw. bei IFG sank sie. Die
Gruppe der Gesunden und die der IFG konnten ein 11%ige bzw. eine 8%ige

Aktivitatsabnahme von TO auf T2 verzeichnen (siehe Tabelle 15).

Nach 16 Wochen nahm die mittlere SOD-Aktivitat der gesamten
Informationsgruppe einen Wert von 2006 + 265 1.U./g Hb an. Dies entspricht
einer Senkung von rund 3% (TO-T3 p<0,1).

In der Interventionsgruppe kam es zu keiner signifikanten Veranderung und die
Aktivitat blieb im Mittel in etwa gleich. 8 Wochen nach Ende der Intervention lag
die SOD-Aktivitat bei 2112 + 243 1.U./g Hb (T3).

Betrachtet man den Aktivitdtsverlauf bei IFG in der Interventionsgruppe, so

nahm auch hier die Aktivitat ab, erreichte aber keinen signifikanten Unterschied.
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Die Aktivitat bei IFG stieg anders als bei der Informationsgruppe allerdings nach
Beendigung der Nahrungsintervention wieder an. Tabelle 15 zeigt alle
Ergebnisse fur SOD der einzelnen Gesundheitsgruppen sowohl fir

Informations- als auch fir die Interventionsgruppe.

Tabelle 15: Messergebnisse von SOD der beiden Behandlungsgruppen zu TO, T1 und T2

Information Intervention

T0 T1 T2 T0 T1 T2

ITDM2 2079 £ 341 2089 * 330 2068 * 329 2080 + 311 2066 + 278 2095 + 237

NIDDM 2069 + 306 2128 + 327 2164 + 267 2115 + 246 2120 £ 219 2138 + 230

Gesund | 2091+305| 2168+163 | 1853+304 | 2092+173 | 2115+226 | 2062+ 216

IFG 2029 £ 226 1894 + 214 1873 + 299 2146 £240 | 2062 + 213 1992 + 226

Die Veranderung in der Informationsgruppe kann durch ein verbessertes
Erndhrungsbewusstsein verursacht werden. Jene Probanden setzten die

Ratschlage weiterhin um und folgten einem gestinderen Lebensstil.

In der Interventionsstudie kam es in allen Gesundheitsgruppen zu einer leichten
Reduktion von a-Tocopherol und in weiterer Folge von Tocopherolaquivalenten
(Millner, 2011). Die Reduktion von a-Tocopherol wurde mit einem erhéhten
Verbrauch zum Schutz vor freien Radikalen begrindet, eventuell hervorgerufen
durch das PUFA-reiche Ol. Das enzymatische und das nicht-enzymatische
antioxidative Abwehrsystem im menschlichen Korper arbeiten eng zusammen.
Die nicht-enzymatische Abwehr reichte daher scheinbar aus, um die
entstehenden freien Radikale abzufangen und die Aktivitdt der SOD nicht zu

verandern.

In anderen Interventionsstudien wurde bestétigt, dass eine Erndhrung mit AO
bzw. Konsumation von MUFA- und PUFA-reichen Olen zu einer signifikanten
Anderung der enzymatischen AO fiihrte (Sankar et al., 2005, Sankar et al.,
2006).
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Eine Behandlung mit hypoglykdmischen Medikamenten blieb ohne Effekt auf
die Enzymaktivitat, wohingegen bei einer kombinierten Einnahme des
Medikaments mit Vitamin E eine signifikante Steigerung der SOD-Aktivitat
erzielt werden konnte (Shinde et al., 2011).

In einer Interventionsstudie hatten Typ 2 Diabetiker zu Beginn signifikant
niedrigere Werte an antioxidativen Enzymen als die Kontrollgruppe. Nach
Verabreichung der gekochten Tomaten, welche reich an Lycopin sind, konnte
die Aktivitat von SOD, GSH-Px und GR signifikant gesteigert werden. Als Grund
fur diese Veranderung nannten die Autoren die Fahigkeit von Lycopin, O,* und
andere freie Radikale abzufangen, um so die enzymatische Aktivitat der AO zu
steigern (Bose and Agrawal, 2006).

In einer Interventionsstudie von Sankar et al. kam es zu einer signifikanten
Verbesserung der antioxidativen Enzyme bei Typ 2 Diabetikern. Die Aktivitat
von SOD, CAT und GSH-Px konnte durch eine tagliche Einnahme von 5 mg
Sesamol oder durch eine Kombination mit einem antidiabetischen Medikament
verglichen mit der alleinigen Einnahme des Medikaments deutlich gesteigert
werden. Laut den Autoren konnen die in dem Ol enthaltenen Lignine zur
Starkung der antioxidativen Kapazitdt des Sesamdls beitragen und so zur
Senkung des oxidativen Stress bei Diabetikern fuhren (Sankar et al., 2011).



66 | Ergebnisse und Diskussion

4.2 Katalase

4.2.1 Ausgangswerte der Katalase-Aktivitat

Die erythrozytare CAT-Aktivitdt des Gesamtkollektivs bewegte sich zu
Studienbeginn (TO) in einem Bereich von 59 und 228 1.U./g Hb. Dies ergab
einen Mittelwert von 159 + 31 |.U./g Hb, der in den von Bogdanska
aufgestellten Referenzbereich von 119 -292 1.U./g Hb fallt (Bogdanska et al.,
2003).

Vergleicht man die einzelnen Gesundheitszustande (ITDM2, NIDDM, IFG,
Gesund) untereinander, so war auch hier wieder die Aktivitat von CAT bei IFG
am hdchsten, gefolgt von den gesunden Teilnehmern, NIDDM und schliel3lich
ITDM2. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gesundheitsgruppen festgestellt werden (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Mittlere CAT-Aktivitat (1.U./g Hb) der einzelnen Gesundheitsgruppen zu TO
(ITDM2: insulin-treated diabetes mellitus 2; NIDDM: non-insulin dependent diabetes mellitus; IFG:

impaired fasting glucose)
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Auch bei CAT herrschen unterschiedliche Meinungen darlber, inwiefern es zu
einer Aktivitatsanderung bei Diabetes kommt. In einer Studie von Atli et al. war
die Aktivitdt von CAT bei Typ 2 Diabetikern mit oder ohne Komplikationen im
Vergleich zu Gesunden signifikant erhéht. In der Studie lag das
Durchschnittsalter bei 71 Jahren, in der vorliegenden Studie war dieses
niedriger (64 Jahre) (Atli et al., 2004).

Typ 2 Diabetiker (mit guter glykamischer Kontrolle: FPG < 180mg/dl, mit
schlechter glykamischer Kontrolle: FPG > 180mg/dl oder Diabetiker mit
koronaren Herzerkrankungen) hatten signifikant hohere CAT-Aktivitat als
gesunde Probanden. Da auch die SOD-AKktivitat erhoht war, ist eine gesteigerte
CAT das Resultat fur die vermehrte H,O,-Produktion (Likidlilid et al., 2010).

In einer weiteren Studie, in der ebenfalls erhhte Werte der CAT-Aktivitat
vorlagen, wurde Hyperglykamie als Ursache fur eine gesteigerte Aktivitat
genannt (Ahmed et al., 2006).

Zu einem gegenteiligen Ergebnis kam man in einer anderen Studie. Hier war
die Aktivitdt von CAT im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Typ 2 Diabetikern mit
guter glykdmischer Kontrolle ohne Vorliegen von vaskularen Komplikationen um
21% bzw. bei Patienten mit schlechter glykamischer Kontrolle und
GefalBerkrankungen um 38% verringert. CAT korrelierte negativ mit
Serumglucose und mit HbA;. (Komosihska-Vassev et al., 2005).

In einer weiteren Studie lag ebenfalls eine gesenkte CAT-Aktivitat bei Typ 2
Diabetikern vor. Bei Diabetikern ohne bekannten genetisch bedingten CAT-
Mangel kann ein zu geringes Mal3 an CAT zu einer erhfhte Konzentration an
H,O, fihren, was fiir B-Zellen des Pankreas toxisch ist (Gé6th, 2008).

Die Aktivitat von CAT war bei Typ 2 Diabetikern mit oder ohne chronischen,
Wundheilungsstorungen signifikant gesenkt. Eine Inaktivierung durch
Glykosylierung wird von den Autoren als Ursache fir die gesenkte Aktivitat
genannt (Arya et al., 2011).

Eine Fe(lll)-Ham-Gruppe bildet das Zentrum der Katalase und ist flr seine
Funktion zustandig. Hinsichtlich der Eisenkonzentration gab es zu
Studienbeginn  innerhalb der einzelnen Gesundheitsgruppen keinen

signifikanten Unterschied (Toferer, 2011). Dies wéare eine Erklarung dafir,
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warum im vorliegenden Kollektiv kein Aktivitatsunterschied gefunden werden

konnte.

Betrachtete man die Informations- und Interventionsgruppen, so konnte
ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Information: 161 +
26 1.U./g Hb; Intervention: 159 + 33 1.U./g Hb).

Allerdings war bei Frauen die Aktivitdt von Katalase signifikant hoher als bei
Mannern (Frauen: 167 = 32 1.U./g Hb; Manner: 149 + 26 1.U./g Hb; p<0,05)
(siehe Abbildung 15). Bolzan et al. kamen zum selben Ergebnis (Bolzan et al.,
1997).
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Abbildung 15: Aktivitdt von CAT (l.U./g Hb) des Gesamtkollektivs zu TO bei Manner und
Frauen; *p<0,05

Diesen Effekt konnte man auch bei einer anderen Studie feststellen.
Unterschiedliche Ernahrungsgewohnheiten bei Mannern und Frauen konnten

einen Grund darstellen (Mariani et al., 2006).
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Sfar et al. untersuchten den Einfluss von Spurenelementen (Zink, Kupfer) auf
den antioxidativen Status bei 200 gesunden Tunesiern. Dabei wurde deutlich,
dass Frauen generell eine signifikant héhere Enzymaktivitat aufweisen als
Manner. Sowohl bei Frauen, als auch bei Mannern nahm die Enzymaktivitat im
Alter ab. Laut den Autoren sind Ern&hrungsgewohnheiten, Aufnahme von
Mikron&hrstoffen und der genetische Hintergrund die grof3ten Einflussfaktoren
fur die unterschiedlichen Angaben der Enzymaktivitéat . Weiters sind Studien mit

geringer Fallzahl kritisch zu betrachten (Sfar et al., 2009).

4.2.2 Aktivitatsdnderungen der Katalase

Wahrend der Intervention mit Gemuse und dem Interventions6l kam zu einer
Aktivitatsveranderung. Die CAT-Aktivitat nahm von 159 + 33 |.U./g Hb (TO) auf
154 + 31 I.U./g Hb (T1) ab und sank weiter auf 151 + 34 1.U./g Hb (T2), was
eine 5%ige Aktivitatsabnahme bedeutet (siehe Abbildung 16).

Dieser Trend setzte sich auch nach der Ernédhrungsintervention fort und CAT
sank signifikant auf 148 + 29 [.U./g Hb (T3) (p<0,01). Dies entspricht einer
7%igen Aktivitatsabnahme (T0-T3) der CAT-Aktivitat in der Interventionsgruppe.
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Abbildung 16: CAT-Aktivitat zu TO, T1 und T2 in der Informations- und in der

Interventionsgruppe

Betrachtet man dabei die einzelnen Gesundheitsgruppen, dann sank in der
Gruppe der IFG die Aktivitat von TO zu T3 am starksten und fuhrte so zu einer
12%igen Aktivitatssenkung. Bei den gesunden Teilnehmern verringerte sich die
Aktivitat um 8%, bei ITDM2 um 6% und bei NIDDM um 5% (siehe Abbildung
17).
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Abbildung 17: Aktivitatsdnderung CAT von TO auf T3 in den einzelnen Gesundheitsgruppen;
(ITDM2: insulin-treated diabetes mellitus 2; NIDDM: non-insulin dependent diabetes mellitus; IFG:
impaired fasting glucose)

Auch in der Informationsgruppe sank die CAT-Aktivitat. Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Hier nahm die Aktivitat von 161 + 27 1.U./g Hb (TO) auf
157 + 30 1.U./g Hb (T1) bzw. auf 155 *+ 26 I1.U./g Hb (T2) ab. Dieser Trend hielt
an und erreichte einen Wert von 154 £ 26 1.U./g Hb (T3) und ergab eine 4%ige
Aktivitdtsabnahme in der gesamten Informationsgruppe, wobei sich die Gruppe
der gesunden Teilnehmer mit einer 12%igen Aktivitditsabnahme von TO auf T3
am starksten verédnderte. Tabelle 16 zeigt alle Ergebnisse fur CAT der
einzelnen Gesundheitsgruppen sowohl fir Informations- als auch fur die
Interventionsgruppe.
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Tabelle 16: Messergebnisse von CAT der beiden Behandlungsgruppen zu TO, T1 und T2

Information Intervention
TO T1 T2 TO T1 T2
ITDM2 148 + 21 150 + 24 145 + 24 157 + 33 150 + 34 147 + 40
NIDDM 163 + 23 165 + 42 162 + 32 158 + 31 154 + 26 151 + 28
Gesund 179+ 32 168 + 24 160 + 23 148 + 56 147 + 46 141 + 40
IFG 162 + 34 144 +9 159 + 10 173 + 28 169 + 25 170 + 26
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4.3 Glutathionperoxidase

4.3.1 Ausgangswerte der GSH-Px-Aktivitat

Die erythrozytdre GSH-Px-Aktivitdit des Gesamtkollektivs bewegte sich zu
Studienbeginn (TO) in einem Bereich von 11,31 und 49,64 1.U./g Hb. Dies ergab
einen Mittelwert von 26,64 + 7,4 1.U./g Hb, der knapp unterhalb des von
Bogdanska aufgestellten Referenzbereichs von 28,1-74,9 1.U./g Hb liegt
(Bogdanska et al., 2003).

Vergleicht man die einzelnen Gesundheitszustande (ITDM2, NIDDM, IFG,
Gesund) untereinander, so war die Aktivitdit von GSH-Px bei den gesunden
Teilnehmern am hochsten, gefolgt von NIDDM, ITDM2 und schliel3lich IFG. Es
konnte  jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gesundheitsgruppen festgestellt werden (siehe Abbildung 18).

Dies deckt sich mit Untersuchungsergebnissen anderer Studien (Sekeroglu et
al., 2000, Atli et al., 2004).
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Abbildung 18: Mittlere GSH-Px-Aktivitat (1.U./g Hb) der einzelnen Gesundheitsgruppen zu TO
(ITDM2: insulin-treated diabetes mellitus 2; NIDDM: non-insulin dependent diabetes mellitus; IFG:

impaired fasting glucose)
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In der Literatur herrscht Uneinigkeit dariiber, in wie weit sich die Aktivitat von
GSH-Px im hyperglykdmischen Stoffwechsel verandert.

In einer Studie an 150 Probanden mit kardiovaskularen Erkrankungen hatten
Diabetiker eine signifikant niedrigere GSH-Px-Aktivitdt als Nicht-Diabetiker
(Dandana et al., 2011).

Zu demselben Ergebnis kam man in anderen Studien (Seghrouchni et al.,
2002). Als mogliche Ursache fur eine gesenkte Aktivitat kann eine Inaktivierung
durch 4- Hydroxynonenal, ein Nebenprodukt der Lipidperoxidation von
zirkulierendem LDL, in Frage kommen (Colak et al., 2006).

Unterschiedliche Messergebnisse konnen durch den Einsatz von anderen
Gebrauchslosungen zu Stande kommen. So ermdglicht die Verwendung von t-
Butylhydroperoxid, wie sie auch in der vorliegenden Studie eingesetzt wurde,
die Bestimmung der Gesamt-GSH-Px-Aktivitat, wohingegen Hydroperoxid nur
die Messung von Selen-abhangige GSH-Px erlaubt (Bolzéan et al., 1997).

Eine gesenkte GSH-Px-Aktivitdt kann entweder durch einen niedrigen GSH-
Gehalt oder durch Enzyminaktivierung durch massiven oxidativen Stress erklart
werden (Ramakrishna and Jailkhani, 2008).

In einer weiteren Studie war bei Typ 2 Diabetikern die Aktivitat von GSH-Px um
15% bei guter bzw. um 36% bei schlechter glykdmischer Kontrolle gesenkt.
GSH-Px korrelierte negativ mit Serumglucose und mit HbA;. (Komosinska-
Vassev et al., 2005).

In einer Studie, in der sowohl IDDM, NIDDM und ITDM2 mit einer gesunden
Population verglichen wurden, lagen erhohte, jedoch nicht statistisch
signifikante GSH-Px-Werte bei Diabetikern vor (Seghrouchni et al., 2002).

Bei Typ 2 Diabetikern mit schlechter glykamischer Kontrolle und bei Diabetikern
mit koronaren Herzerkrankungen wurden signifikant héhere GSH-Px-Werte
gefunden (Likidlilid et al., 2010).

In einer Studie von Bolajoko et al. erkannte man eine GSH-Px-
Aktivitatssteigerung bei Diabetikern. Die Aktivitdt von GSH-Px war bei Typ 2
Diabetikern und bei Diabetikern mit FulRulzeration mit Grad Il nach Wagner um
21,87% bzw. um 20,94% im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht.
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Laut den Autoren konnte eine kompensatorische Anpassung des Enzyms zur
Aktivitatssteigerung gefuhrt haben (Bolajoko et al., 2008).

Vergleicht man nun die GSH-Px-Aktivitdt der Informations- und der
Interventionsgruppe, so lag auch hier zu TO kein signifikanter Unterschied vor.
In der Informationsgruppe lag GSH-Px im Mittel bei 28,06 + 7,8 1.U./g Hb, in der
Interventionsgruppe lag die Aktivitat von GSH-Px 26,00 + 7,2 1.U./g Hb.

Allerdings war bei Frauen (28,04 + 8,5 1.U./g Hb) die GSH-Px-Aktivitat
signifikant hoher als bei Mannern (24,70 = 5,2 1.U./g Hb) (p<0,05) (siehe
Abbildung 19).
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Abbildung 19: Aktivitdt von GSH-Px (I.U./g Hb) im Gesamtkollektiv zu TO bei Manner und
Frauen; *p<0,05

Laut Ho et al., die in ihrer Studie an gesunden Probanden zwischen 18-81
Jahren zu demselben Ergebnis kamen, ist ein Unterschied der GSH-Px-Aktivitat

zwischen den Geschlechtern durch die unterschiedliche Erndhrung méglich. Die
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Autoren verweisen dabei auf andere Studien, die belegen, dass Frauen mehr
Obst und Gemuse essen und weniger Alkohol trinken (Ho et al., 2005).
Guemouri et al. kamen in ihrer groRangelegten Studie (1782 gesunde
Probanden, zwischen 4-65 Jahren) zum selben Ergebnis (Guemouri et al.,
1991).

Andersen et al. zeigten ebenfalls, dass Frauen (zwischen 20 und 89 Jahren)
generell zu einer hoheren GSH-Px-Aktivitat tendieren. Allerdings nahmen
Frauen haufiger Supplemente zu sich als Manner, was eine Steigerung der
Aktivitat verursachen konnte (Andersen et al., 1997).

In einer Studie von Blankenberg et al. war die GSH-Px-Aktivitat bei Mannern
signifikant niedriger als bei Frauen (48,5 vs. 51,1 Units/g Hb). Weiters wurde
gezeigt, dass ein niedriger GSH-Px-Wert mit einem erhdhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert war (Blankenberg et al., 2003).

Einen anderen Erklarungsansatz fir einen geschlechterspezifischen
Aktivitatsunterscheid lieferte eine Studie, in der der Zusammenhang zwischen
Ostrogen und GSH-Px bei gesunden Personen untersucht wurde. Hier lag die
GSH-Px-Aktivitat bei pramenopausalen Frauen ebenfalls hoher als bei Mannern
derselben Altersgruppe. Ein signifikanter Unterschied der Aktivitat war zwischen
pra- und postmenopausalen Frauen zu erkennen, wobei eine Ostradioltherapie
einen signifikanten Anstieg der Enzymaktivitat bewirkte. Laut den Autoren kann
Ostrogen entweder durch eine aktivitatssteigernde Wirkung oder durch eine
vermehrte Bildung von GSH-Px diesen Effekt bewirken und so eine
antioxidative Funktion erfillen (Massafra et al., 2002).

Bei Untersuchungen des PREDIMED-Kollektivbei dem Einflussfaktoren von
kardiovaskularen Risikofaktoren auf den oxidativen Stress und auf die
Schadigung der DNA untersucht wurden, hatten Manner signifikant hoéhere
SOD und GSH-Px Werte. Das Durchschnittsalter lag, &hnlich wie in der
vorliegenden Studie, bei 66,8 £ 6,2 und alle Frauen waren postmenopausal.
Nur 5,4% der Frauen nahmen Hormone (Fandos et al., 2009).

Zu einem gegenteiligen Ergebnis gelangten Bolzan et. al. Hier wiesen Frauen
eine signifikant niedrigere GSH-Px Aktivitat auf (Bolzan et al., 1997).



Ergebnisse und Diskussion | 77

Weiters fiel auf, dass eine Einnahme von Supplementen tendenziell zu einer
Steigerung der Enzymaktivitat von GSH-Px fihrte (p<0,1). So zeigten
Personen, die keine Supplemente einnehmen, eine durchschnittliche Aktivitat
von 25,28 + 6,2 1.U./g Hb, wohingegen die GSH-Px-Aktivitat bei Personen mit
Supplementeinnahme im Mittel bei 28,21 + 8,4 1.U./g Hb lag.

4.3.2 Aktivitatsdnderung der GSH-Px
Es kam weder bei der Informations- noch bei Interventionsgruppe zu einer
signifikanten Anderung der GSH-Px-Aktivitat (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: GSH-Px-Aktivitdt zu TO, T1 und T2 in der Informations- und in der

Interventionsgruppe

In den einzelnen Gesundheitsgruppen zeigten IFG und die Gruppe der
Gesunden die gro3ten Veranderungen. Tabelle 17 zeigt alle Ergebnisse fur
GSH-Px der einzelnen Gesundheitsgruppen sowohl fur Informations- als auch

fur die Interventionsgruppe.
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Tabelle 17: Messergebnisse von GSH-Px der beiden Behandlungsgruppen zu TO, T1 und T2

Information Intervention
TO T1 T2 TO T1 T2
ITDM2 | 24,92+7,6 | 2531+7,4 | 26,66+7,0( 2597+8,7 | 26,00+9,0| 25,63+8.5
NIDDM | 29,34+8,6 | 29,17+8,7 | 30,11+85 | 26,7346,9 | 27,28 +7,5 | 26,95+ 7,3
Gesund | 32,88+6,5|33,26+7,1| 32,36+6,1 | 23,80+4,1 | 24,68+3,9 [ 23,82+3,7
IFG 25,83+4,8 | 27,83+5,6 | 2517 +3,5| 25,11 +5,4 | 2592+ 4,5 | 24,27+ 3,3

In einer Interventionsstudie konnte die Gesamt-GSH-Px-Aktivitat und die GSH-
Px-Aktivitdt im Plasma durch Gabe von Paranissen, welche reich an Selen sind
(2 Paranisse enthalten etwa 100 pg Selen), um 13,2% bzw. um 8,3%
gesteigert werden. Plasma-GSH-Px zeigt dabei kurzfristige und Gesamt-GSH-
Px reflektiert, durch die langere Lebensdauer der Erythrozyten, langfristige
Veranderungen. Die Gabe von Selenomethionin-Praparat fihrte zu einer
weniger ausgepragten GSH-Px-Steigerung. Eventuell war eine bessere
Bioverfiigbarkeit von Selen in den Paranissen Ursache fir eine starkere

Aktivitatssteigerung (Thomson et al., 2008).
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4.4 Weitere Untersuchungen

4.4.1 Einfluss von Rauchen auf Enzymaktivitat.

Ex-Raucher wiesen gegenidber Nicht-Rauchern keinen signifikanten
Aktivitatsunterschied  auf. Dies deckt sich auch mit anderen
Untersuchungsergebnissen (Bolzan et al., 1997, Guemouri et al., 1991). Eine
Senkung der GSH-Px-Aktivitat lag bei Ex-Rauchern gegentuber Nicht-Rauchern
(45,7 vs. 51,6 Units/g Hb) in einer anderen Studie vor (Blankenberg et al.,
2003). Zum selben Ergebnis kam man in einer Studie an gesunden Chinesen
(Ho et al., 2005).

4.4.2 Einfluss von BMI auf Enzymaktivitéat

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen BMI und Aktivitat von
SOD oder CAT zu TO gefunden. Allerdings korrelierte GSH-Px signifikant mit
BMI. Zu Beginn der Studie gab es bei ITDM2 einen Zusammenhang zwischen
BMI und GSH-Px (r=0,354; p<0,05) (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Korrelation zwischen BMI und GSH-Px zu TO bei ITDM2
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4.4.3 Einfluss von Alter auf Enzymaktivitat

Es gab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Alter und Enzymaktivitat.
Untersuchungen bei gesunden Frauen und Frauen mit NIDDM zeigten, dass
SOD im Alter ansteigt. Dieser Effekt ist aber bei gesunden starker ausgepragt
als bei Diabetikern (Carmeli et al., 2004).

Bolzan et al. kamen zu einem gegenteiligen Ergebnis. SOD-Aktivitat sank
beginnend mit 28 Jahren. Ebenso fand sich ein altersbedingter Einfluss auf
GSH-Px, wobei hier eine linearer Anstieg der Enzymaktivitat zu verzeichnen
war. CAT blieb vom Alter unbeeinflusst (Bolzén et al., 1997).

Ebenso war die erythrozytare SOD-Aktivitat bei gesunden Probanden tber 90
Jahre hoher als bei den 80-jahrigen. Gleichzeitig war der Zinkstatus bei den 90-
jahrigen gegeniber den jungeren erniedrigt. Es gab eine positive Korrelation
zwischen Alter und SOD, aber eine negative zwischen SOD und Zinkstatus. Ein
kompensatorischer Effekt, der durch einen Austausch zwischen gebundenem
und freiem Zink entsteht, um die Funktion von Zink-abhangigen Enzymen zu
erhalten, wurde als mdglicher Grund fur diesen Zusammenhang genannt. Laut
den Autoren steigt im Alter oxidativer Stress, da die Mitochondrien in den
Zellen gealtert sind bzw. die antioxidative Abwehr herabgesetzt ist. Das
Durchschnittsalter lag bei 73 Jahren (Mariani et al., 2006). Dieses Ergebnis
konnte in einer spateren Studie nochmals bestétigt werden. Zusatzlich fuhrte
eine Zink-Supplementation zu einer signifikanten SOD-Steigerung, wohingegen
CAT und GSH-Px in ihrer Aktivitdt abnahmen. Laut den Autoren, kann die
Aktivitatsabnahme von der Eisen-abhangigen CAT durch das Konkurrieren der

beiden Spurenelemente Eisen und Zink herriihren (Mariani et al., 2008).

4.4.4 Korrelationen der Enzymaktivitaten

Im Gesamtkollektiv konnte ein schwacher Zusammenhang zwischen den
einzelnen Enzymaktivitdten zu Beginn der Studie (TO) beobachtet werden. SOD
korrelierte positiv mit CAT (r=0,380; p<0,01) (Abbildung 22), ebenso konnte ein
Zusammenhang zwischen SOD und GSH-Px gefunden werden (r=0,334;
p<0,01) (Abbildung 23). GSH-Px und CAT korrelierten ebenfalls positiv
(r=0,339; p<0,01) (Abbildung 24).
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Abbildung 22: Korrelation SOD-CAT zu TO im Gesamtkollektiv (r=0,380; p<0,01)
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Abbildung 23: Korrelation SOD-GSH-Px zu TO im Gesamtkollektiv (r=0,334; p<0,01)
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Abbildung 24: Korrelation CAT-GSH-Px zu TO im Gesamtkollektiv (r=0,339; p<0,01)

SOD baut Superoxidionen unter Entstehung von H,O, ab. Hydrogenperoxid
wird dann sowohl von CAT, als auch von GSH-Px zu Wasser und Sauerstoff
weiter abgebaut. Eine erh6hte SOD-Aktivitat geht daher mit einer Zunahme der
beiden anderen antioxidativen Enzyme einher.

Colak et al. zeigten bei Typ 2 Diabetikern mit kardiovaskularen Komplikationen
ebenfalls eine positive Korrelation zwischen SOD und GSH-Px (Colak et al.,
2006). In einer anderen Studie konnte ein Zusammenhang zwischen SOD und
CAT beobachtet werden (Mariani et al., 2006).

445 Korrelation der Enzymaktivitdt mit C-Peptid

Da eine erhohte Insulin- bzw. C-Peptid-Produktion bei vorliegender
Insulinresistenz haufig bei Personen mit einem hohen BMI zu finden ist, soll an
dieser Stelle nicht auf eine Untersuchung auf einen mdéglichen Zusammenhang
zwischen den Aktivitdten der enzymatischen AO und dem C-Peptid verzichtet
werden.

Ein signifikant negativer Zusammenhang konnte zwischen GSH-Px und C-
Peptid zu TO bei den Gesunden und IFG zusammengefasst gefunden werden
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(r=-0,588; p<0,01). Betrachtet man nun die Gruppe der ITDM2, so zeichnet sich
ein gegenteiliges Bild ab und es konnte ein signifikant positiver Zusammenhang
zwischen GSH-Px und C-Peptid gezeigt werde (r=0,435; p<0,01). Laut diversen
Studien verursacht Insulinresistenz erhdhten oxidativen Stress (Evans et al.,
2003, Nolan et al., 2011). Eventuell reagiert der Korper darauf mit einer

gesteigerten GSH-Px-Produktion.
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45 Bemerkung

Es liegen kontroverse Ergebnisse Uber die Aktivitat der enzymatischen AO vor
(Likidlilid et al., 2010) und bis heute herrscht Uneinigkeit dartber, inwiefern
oxidativer Stress die Aktivitdt der enzymatischen Antioxidantien beeinflusst.
Einerseits lasst sich eine gesteigerte Aktivitat dieser als adaptive Antwort des
sensiblen enzymatischen Systems auf den erhthten Bedarf bei oxidativem
Stress interpretieren. Anderseits ist eine gesenkte Aktivitat der Enzyme durch
Inaktivierung freier Radikale mdglich (Ho et al., 2005). Verschiedene
inflammatorische Mediatoren u.a. auch ROS und RNS kdnnen die Expression
bzw. die Aktivitat antioxidativer Enzyme steigern. Eine Interpretation, warum es
zur Aktivitatssteigerung kommt, kann einerseits positiv ausfallen, da dies mit
einem guten antioxidativen Schutz verbunden werden kann. Andererseits zeugt
eine Steigerung von erhohter Radikalentstehung oder deutet auf einen
Entziindungsprozess hin (Robert-Koch-Institut, 2008). Au3erdem machen die
unterschiedlichen analytischen Methoden einen Vergleich der Ergebnisse

untereinander schwierig (Bogdanska et al., 2003, Bolzan et al., 1997).



Schlussbetrachtung | 85

5. SCHLUSSBETRACHTUNG

Zusammengefasst betrachtet kam es teilweise zu einer geringen Anderung der
Enzymaktivitat nach der Intervention mit Gemuse- und Pflanzendl bzw. nach
einer Aufklarung lber eine gesunde Ernahrung. Sowohl bei ITDM2, NIDDM,
IFG als auch bei Gesunden konnte eine leichte Aktivitatsdnderung von SOD
und CAT erreicht werden. Dabei zeigte die Gruppe der IFG und die gesunden
Teilnehmer die gro3ten Veranderungen.

Zu Beginn der Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Gesundheitsgruppen gefunden werden, was mit Ergebnissen aus
anderen Studien Ubereinstimmt. Sowohl bei CAT als auch bei GSH-Px konnte
eine erhohte Enzymaktivitat bei Frauen gegeniber Mannern festgestellt
werden. Auch andere Studien kamen zu dieser Erkenntnis. Die analysierten
Aktivitaten von CAT, SOD und GSH-Px lagen in vergleichbaren Bereichen
anderer Studien. Auffallend war, dass die Aktivitat von GSH-Px bei den
Gesunden gemeinsam mit IFG signifikant negativ mit C-Peptid korrelierte,
wohingegen ein signifikant positiver Zusammenhang bei ITDM2 gefunden
werden konnte. In jener Gruppe konnte auch eine positive Korrelation zwischen
BMI und GSH-Px festgestellt werden. Weder Rauchen in der Vergangenheit,
noch das Alter schien einen Einfluss auf die Aktivitat der antioxidativen Enzyme
zu haben. Alle 3 Enzyme korrelierten positiv miteinander.

Im Studienverlauf veranderte sich die Aktivitat von SOD innerhalb der einzelnen
Gesundheitsgruppen bei der Informationsgruppe auf unterschiedliche Weise,
wobei es nach 16 Wochen im Mittel zu einer 3%igen Aktivititsabnahme kam.
Diese wird in der Literatur unterschiedlich diskutiert. Laut anderen Studien
kénnen eine Inaktivierung durch sein Produkt H,O, oder eine Glykosylierung
des Enzyms Grinde fur eine Abnahme sein. Die Dauer des Diabetes, eine
schlecht kontrollierte Blutglucose und vorliegende Komplikationen nehmen
ebenfalls Einfluss auf die Enzymaktivitat. Die Konsumation von Gemuse und
Pflanzendl fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der CAT-Aktivitat in allen
Gruppen nach 8 Wochen nach der Ernahrungsintervention. Insgesamt sank die

Aktivitdt um 7%, wobei wiederum IFG mit einer 12%igen Aktivitdtssenkung die
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grofldte Verédnderung zeigte. In der Informationsgruppe gab es auch einen
tendenziellen Abwartstrend, jedoch konnte insgesamt keine signifikante
Veranderung beobachtet werden. Hier zeigte die Gruppe der Gesunden die
groldte Abnahme. Ein Anstieg an freien Radikalen und die Zunahme des
oxidativen Stress wird in der Literatur als Ursache fur eine Enzymsenkung
betrachtet. Andererseits kann eine Abnahme der Enzymaktivitdt von SOD und
CAT auch als Hinweis auf eine Verbesserung des oxidativen Stress durch die
gesteigerte Aufnahme von AO aus der Nahrung betrachtet werden. GSH-Px
blieb im Mittel in seiner Aktivitat sowohl in der Informations-, als auch in der
Interventionsgruppe gleich.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der stetig steigenden Zahl an Typ 2 Diabetikern und der mit dieser
Erkrankung einhergehenden Komplikationen sind neue Therapieformen im
Bereich Ernahrung in den Mittelpunkt des Interesses geriickt. Durch Primar-
und  Sekundarpravention erhofft man sich eine Entlastung des
Gesundheitssystems, da Diabetes mit einem hohen Kostenfaktor verbunden ist.
Aus diesem Grunde wurde am Institut fur Ernahrungswissenschaften der
Universitat Wien die randomisierte Interventionsstudie DIAPLANT durchgefuhrt.
Ziel war es den Einfluss von pflanzlichen Lebensmittel auf Risikofaktoren fur
Folgeerkrankungen bei Typ 2 Diabetikern zu untersuchen. An der Studie
nahmen insgesamt 99 Probanden teil, wobei 76 Teilnehmer insulinpflichtige
oder nicht-insulinpflichtige Diabetiker waren (ITDM2, NIDDM), 12 eine gestorte
Nuchternglucose aufwiesen (IFG) und 11 gesund waren. Alle Teilnehmer
wurden Uber die positiven Effekte einer gesunden Ernahrung aufgeklart.
Zusatzlich nahm die Interventionsgruppe 8 Wochen lang taglich 300 g Gemuse
und 25 ml eines Pflanzendls zu sich, wobei dem gesamten Studienkollektiv zu
Beginn, nach 4 Wochen, nach 8 Wochen (Interventionsende) und nach 16
Wochen Blut abgenommen wurde. Diese Diplomarbeit befasst sich mit dem
Einfluss der Ernahrungsintervention auf den antioxidativen Status. Mittels
Photometer wurde die Aktivitdt von Superoxiddismutase (SOD), Katalase (CAT)
und Glutathionperoxidase (GSH-Px) in der Erythrozytensuspension gemessen.
Es konnte kein Unterschied der Enzymaktivitdit zwischen den
Gesundheitsgruppen zu Beginn der Studie festgestellt werden. Frauen wiesen
signifikant hohere Aktivitaten bei GSH-Px und CAT als Manner auf. Rauchen
oder das Alter hatten keinen Einfluss auf die Aktivitat. Eine Aufklarung tber eine
gesunde Ernahrungsweise fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der SOD-
Aktivitdt. Die Intervention fuhrte zu einer signifikanten Senkung bei CAT 16
Wochen nach Studienbeginn. Weder in der Informations-, noch in der
Interventionsgruppe kam es zu einer Verédnderung bei GSH-Px. Sowohl eine
Ernahrungsberatung, als auch eine Erndhrungsintervention bewirkten geringe

Veréanderungen des Radikalstoffwechsels.
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7. SUMMARY

The number of people suffering from type 2 diabetes is tremendously
increasing. Thus, new forms of therapies, mainly nutritional based, are in focus
of primary and secondery prevention.

For this reason the randomized intervention study DIAPLANT was carried out at
the Department of Nutritional Science of the University of Vienna. The aim of
the study was to investigste the influence of an intervention with vegetables and
plant oil on risk factors for complications associated with type 2 diabetes.
Therefore 99 volunteers were included, of whom 76 persons were insulin-
treated or non-insulin dependent type 2 diabetics (ITDM2, NIDDM), 12 persons
showed impaired fasting glucose (IFG) and 12 subjects were of good health. All
participants were informed about the positive effects of a healthy diet.
Additionally the intervention group consumed 300 g of vegetables and 25 ml of
a vegetable based oil daily for 8 weeks. Blood samples were taken at baseline
and after 4, 8 (end of intervention) and 16 weeks.

In this thesis the influcence of an nutritional intervention on the antioxidative
status was examined. Antioxidative enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione-peroxidase (GSH-Px) in red blood cell
suspension were measured photometrically.

There was no difference in enzymes activity in any of the health-subgroups at
baseline. Females showed significantly higher CAT and GSH-Px values than
males. Enzyme-activity was not influenced by former cigarette-smoking or age.
Information about a healthy diet reduced the activity of SOD significantly. The
intervention led to a significant reduction of CAT after 16 weeks of the study.
GSH-Px was not influenced either by information or by intervention.

Both a nutrition based intervention and information about healthy diet influenced

radical metabolism.
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