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1. EINLEITUNG (Marlies Nitz, Alice Petschnig)

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, die zu erhdhten
Blutzuckerkonzentrationen fiihrt. Der Diabetes mellitus Typ I, charakterisiert
durch Insulinresistenz und eine relative Stérung der Insulin Sekretion, ist dabei
die am haufigsten auftretende Auspragung von Diabetes [MARION et al., 2010].
90% bis 95% aller Falle von Diabetes mellitus erkranken an dieser Form
[DANAEI et al.,, 2011]. Nach einer Erhebung der ,American Diabetes
Association® (ADA) waren im Jahre 2010 285 Millionen Erkrankungen zu

verzeichnen, die Inzidenz steigt jedoch rasant an [SHAW et al., 2010].

In einer Studie des Institutes fur Erndhrungswissenschaften der Universitat
Wien Uber den Einfluss einer Erndhrungsintervention auf das Auftreten von
Mikrokernen in Mundschleimhautzellen von Typ Il Diabetikern, wurden mithilfe
des Kleinkerntests Biomarker fir Chromosomenschaden gemessen. Zu diesen
Biomarkern zahlt man Micronuclei, Broken Eggs, Binucleated Cells, Condensed
Chromatin Cells, Karryorretic Cells, Pyknotic Cells und Karyolytic Cells. Beim
Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen handelt es sich um eine nicht invasive
Methode zum Nachweis von Chromosomenschaden [BONASSI et al., 2009].
Diese Methode wird an Mundschleimhautzellen oder Lymphozyten durchgeftihrt
und immer haufiger zur Ermittlung des Einflusses von Ernahrung und Lebensstil

auf Zelltod und Chromosomenschaden verwendet.

Die vorliegende Diplomarbeit, deren Ziel es ist den Einfluss einer
Ernahrungsintervention auf das Auftreten von Mikrokernen bei Diabetes-
Patienten zu untersuchen, ist ein Teil der sogenannten ,DIAPLANT Studie®
einem Projekt der Arbeitsgruppe ANTIOX (Emerging Field Oxidative Stress and
DNA Stability). Diese Diplomarbeit wurde zusammen mit Marlies Nitz verfasst,
die jeweilige Verfasserin der einzelnen Kapitel wird bei den Uberschriften

angefuhrt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Chromosomenaberration

2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Diabetes mellitus (marlies Nitz, Alice Petschnig)

2.1.1.Pathophysiologie des Diabetes mellitus

(Marlies Nitz)

Bei Diabetes mellitus handelt es sich um eine Gruppe metabolischer
Erkrankungen, die durch Hyperglykamie charakterisiert sind [MARION, 2010].
Die entscheidende Rolle bei dieser Krankheit spielt das Hormon Insulin,
welches im Pankreas gebildet wird und daflir sorgt, dass die Glukose in die
Zellen aufgenommen werden kann (Abb.1). Bei Diabetes-Patienten ist dieser
Vorgang gestort, was chronisch erhéhte Blutzuckerspiegel zur Folge hat
[INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF), 2009].
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Blood Blood
Sugar Sugar
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Stimulates
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Abb.1: Produktion und Wirkung von Insulin [IDF, 2009]



Die fehlende Insulinwirkung kommt entweder durch Insulinmangel oder durch
Insulinresistenz zustande. Beim Diabetes Typ Il ist eine Insulinresistenz haufig
mit einem relativen Insulinmangel kombiniert. Nach der Definition der ADA liegt
ein Diabetes dann vor, wenn der Glukose-Spiegel im Plasma unabhangig von
der Nahrungsaufnahme = 200 mg/dl oder der Nuchtern-Plasma-Glukose-
Spiegel = 126 mg/dl ist. Aufgrund der chronischen Hyperglykdmie kann es in
Folge zu bleibenden Schaden an zahlreichen Organen, insbesondere an den
Augen, den Nieren, den Nerven, am Herzen und an den BlutgefdRen kommen
[MARION, 2010].

2.1.2.Risikofaktor Adipositas (Marlies Nitz)

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert Menschen mit einem Body
Mass Index (BMI) Uber 25 als tibergewichtig und Personen ab einem BMI Uber
30 als adipds [WHO, 2000].

Adipositas kann zu verschiedenen Stoffwechselstérungen wie Insulinresistenz,
Hyperinsulindmie,  Glucoseintoleranz  oder  Hyperurikdmie, sowie zu
verschiedenen  Erkrankungen  wie  Diabetes Typ Il,  koronaren
Herzerkrankungen, Hypertonie, Gicht oder verschiedenen Krebserkrankungen
fuhren. Zum Beispiel sind knapp ein Funftel aller Kolon- und ein Achtel der
Brustkrebserkrankungen auf Ubergewicht zurtickzufuihren [JAMES et al., 2004].

Das Fettgewebe Ubernimmt neben seiner Speicherfunktion, auch endokrine und
sekretorische Aufgaben. In Adipozyten werden verschiedene Zytokine, wie der
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), das Interleukin 1b und Interleukin 6 (IL 6),
sowie auch parakrin und endokrin wirksame Metabolite wie Ostrogene, Leptin,
Angiotensinogene, Prostaglandine und Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
gebildet [DCMS-NEWS, 2003].



Risikofaktoren die mit Adipositas einhergehen:

e Erhohte Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL 6 und TNF-a

e Erhohte Konzentrationen an TNF-a induzieren eine Insulinresistenz: die
Tyrosinkinase-Aktivitdt des Insulin-Rezeptors und die Expression des
Glukosetransporters Typ 4 (GLUT4-Transporter) wird vermindert. Durch
eine Gewichtsreduktion wird die Bildung von TNF-a vermindert und flhrt
zu einer verbesserten Insulinsensivitat.

e Proteine, Aminosauren und Lipide werden in einem grélReren Umfang
oxidativ verandert, da Leukozyten Ubergewichtiger Personen vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden.

e Die Aktivitat antioxidativer Enzyme ist vermindert (Kupfer-/Zink
Superoxid-Dismutase (CuzZn-SOD) und Glutathion Peroxidase (GPX))

e Ubergewichtige weisen aufgrund eines Mehrbedarfs an bestimmten
Mikronéhrstoffen und einer falschen Ernahrungsweise haufig Stérungen
der Mikronahrstoffversorgung auf [DCMS-NEWS, 2003].



2.1.3.Klassifikation des Diabetes mellitus
(Alice Petschnig)

Laut ADA unterscheidet man vier Haupttypen des Diabetes mellitus:

Der Typ | Diabetes ist gekennzeichnet durch eine progrediente Zerstérung der
insulinproduzierenden (B-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas,
wodurch ein Insulinmangel entsteht [MARION, 2010].

Der Typ | Diabetes ist immer ein ,insulin-dependent diabetes mellitus® (IDDM),
bei dem die Patienten zu wenig oder gar kein Insulin mehr produzieren
[SURMINSKI, 2003].

Der Typ Il Diabetes betrifft ca. 90% aller Diabetiker, davon wiederum sind 90%
der Patienten adipés und nur 10% sind normalgewichtig [SURMINSKI, 2003].
Diabetes mellitus Typ Il ist durch relativen Insulinmangel oder Insulinresistenz
charakterisiert [KERNER et al., 2004].

Typ Il Diabetes kann mit oralen Antidiabetika, Insulin oder einer Kombination
von beiden behandelt werden. Folglich unterscheidet man zwischen IDDM und
,hon-insulin-dependent diabetes mellitus“ (NIDDM) [SURMINSKI, 2003].

Der Gestationsdiabetes stellt ein genetisch heterogenes Krankheitsbild mit
variierendem Schweregrad dar und ist die am haufigsten auftretende
Stoffwechselerkrankung in der Schwangerschaft [KERNER et al., 2004]. Nach
Angaben der Deutschen Diabetes-Gesellschaft tritt er bei 1% bis 5% aller

Schwangeren auf.

Andere Diabetes Typen sind genetische Defekte der [(-Zellfunktion,
genetische Defekte der Insulinwirkung sowie Erkrankungen des endokrinen
Pankreas [ADA, 2006].



2.1.4. Pravalenz (alice Petschnig)

Allgemein

Die Pravalenz von Diabetes mellitus Typ Il hat in den letzten Jahren aufgrund
des steigenden Alters der Bevolkerung und durch den modernen Lebensstil
immer mehr zugenommen, wodurch auch die gesundheitspolitische sowie die
gesellschaftliche Bedeutung dieser Erkrankung immer wichtiger geworden ist
[DUNSTAN et al., 2002].

Nach Angaben der ,International Diabetes Federation® waren 2001 177
Millionen Menschen im Alter von 20-79 Jahren an Diabetes mellitus erkrankt,
was eine Pravalenz von 5,2% zur Folge hat [RIEDER et al., 2004]. Im Jahre
1998 ging die WHO von einem Anstieg auf insgesamt 300 Millionen
Diabetikern fur das Jahr 2025 aus [KING et al.,, 1998]. In einer Studie von
SHAW aus dem Jahr 2010, wurde die Diabetespréavalenz von 216 Landern fur
2010 und 2030 berechnet. Man hat darin errechnet, dass die Pravalenz fur
Diabetes bis 2030 auf 7,7% weltweit ansteigen wird, was in Summe einer Zahl
von 439 Millionen Diabetikern entspricht. SHAW’s Angaben fur das Jahr 2010
lagen bei 285 Millionen Diabetikern, was wiederum bedeutet, dass es zwischen
2010 und 2030 in den Industrielandern zu einer Erhéhung um 69% und in den
Entwicklungslandern zu einer Steigerung um 20% kommen wird (Abb.2) [SHAW
et al., 2010]. Die Ergebnisse aus der Studie von DANAEI aus dem Jahre 2011,
ergaben 347 Millionen erwachsene Diabetiker im Jahr 2010. Die
unterschiedliche Anzahl der Diabetiker im Jahr 2010 der zwei Studien kénnten
sich durch die unterschiedlichen Ein,- und Ausschlusskriterien oder durch den

unterschiedlichen Umgang mit fehlenden Daten ergeben [DANAEI et al., 2011].
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Abb.2: Vorkommen von Diabetes in Industrie- und Entwicklungslandern [SHAW et al., 2010]

Situation in Osterreich

Nach Schatzungen der WHO lag die Pravalenz von Diabetes in Osterreich im
Jahre 2000 bei 2,1%, dem nach waren ca. 130.000 Personen an Diabetes
mellitus erkrankt (Tab.1l) [RIEDER et al.,, 2004; KING et al., 1998]. Nach
Angaben der Osterreichischen Diabetesgesellschaft sind derzeit 500.000
Menschen allein an dem Typ Il Diabetes erkrankt [OSTERREICHISCHE
DIABETES GESELLSCHAFT, 2011].



Tab.1: Pravalenz von Diabetes in Osterreich [RIEDER et al., 2004]

Jahr 2000

Pravalenz (%) 2,1

Gesamt 130.000

Manner 59.000 45%
Frauen 71.000 55%
20-44 Jahre 6.900 5%
45-64 Jahre 54.000 42%
>64 Jahre 69.000 53%

Im Rahmen einer Gesundheitsbefragung der Statistik Austria gaben insgesamt
6% der Bevolkerung an, dass sie an Diabetes leiden, wobei der Anteil der
Betroffenen mit zunehmendem Alter anstieg. So haben 16% der Uber 60-
Jahrigen angegeben an Diabetes  zu leiden. Die grofiten
geschlechtsspezifischen Unterschiede treten in diesem Zusammenhang bei den
Uber 75-Jahrigen auf. Hier geben 19% der Manner und 23% der Frauen an, an
Diabetes erkrankt zu sein [STATISTIK AUSTRIA, 2006/2007].

Aufgrund des chronischen Verlaufs von Diabetes mellitus und der signifikant
erhbhten Morbiditdt und Mortalitat, welche vor allem durch vaskulare
Komplikationen bedingt ist [ABDUL-GHANI et al., 2009], stellt die weltweite
Uberwachung und Kontrolle von Diabetes einen wichtigen Schritt in Richtung
Sekundarpravention dieser Krankheit dar [DUNSTAN et al., 2002]. Diabetes ist
allerdings nicht nur eine ernstzunehmende Gesundheitsbedrohung, sondern
fuhrt aulBerdem zu einer enormen finanziellen Belastung fur das
Gesundheitssystem des jeweilig betroffenen Staatshaushaltes [ABDUL-GHANI
et al., 2009].



2.1.5.Kosten der Erkrankung (marlies Nitz)

Wie schon eingangs erwahnt, handelt es sich bei Diabetes um eine Erkrankung
deren Pravalenz in den né&chsten Jahren ansteigen wird. Als Folge dessen
kommt es ebenso zu einem Anstieg, an Kosten in den betroffenen Staaten. Die
,CODE-2-Studie“ hat ergeben, dass die Kosten pro Patient und Jahr
durchschnittlich 2834.- Euro ausmachen, wobei sich 50% dieser Kosten auf die
stationare Behandlung, 13% auf die ambulante Versorgung und 27% auf die
medikamentose Behandlung dieser Erkrankung belaufen. Das Resultat der
Studie war, dass das Vorliegen von Komplikationen, verursacht durch Diabetes
mellitus, den grof3ten Einfluss auf die direkten Kosten im Zusammenhang mit
Diabetes hat. Vergleicht man Patienten ohne Komplikationen mit Patienten mit
mikrovaskularen Komplikationen, ergibt das einen Kostenanstieg von 70%. Bei
makrovaskularen Komplikationen erhdhen sich die Kosten sogar um 100%
[RIEDER et al., 2004]. Durch diesen Aspekt ergibt sich auch eine positive
Korrelation zwischen Dauer eines Diabetes und der Kostensteigerung
[HENRIKSSON et al., 2000]. Um eine Verringerung dieser Kosten zu erreichen,
sollte insbesondere die Pravention von mikro,- und makrovaskularen
Komplikationen im Vordergrund stehen [BROWN et al., 1999]. Bis heute
existieren allerdings fiur Osterreich bedauerlicherweise keine spezifischen
Angaben Uber die Diabetes assoziierten Kosten [RIEDER et al., 2004].

2.1.6.Komplikationen (alice Petschnig)

Da die Hyperglykamie einen Risikofaktor fur GefalRkomplikationen darstellt,
muss vor allem auch den Spatfolgen von Diabetes mellitus besondere
Aufmerksamkeit geschenkt werden [GIANI et al., 2004]. Die chronischen
Komplikationen im Zusammenhang mit Diabetes sind meist vaskulédr. Man
unterscheidet dabei mikrovaskulare von makrovaskularen Komplikationen
(Abb.3) [JENKINS et al., 2007].
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Abb.3: Diabetesassoziierte Komplikationen [INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2009]

Zu den makrovaskuléaren Folgen zahlen koronare Erkrankungen und periphere
vaskulare Erkrankungen, zu den mikrovaskuldren Folgen gehoren die
Neuropathie, die Retinopathie sowie die Nephropathie [ADREASSI et al., 2011].



11

2.1.6.1. Makroangiopathie (Alice Petschnig)

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlt man zu den haufigsten
Folgeschaden und sind fur die erhéhte Morbiditdt und Mortalitat in
diesem Kontext verantwortlich. In den modernen Industrielandern steht
Diabetes an vierter Stelle der haufigsten Todesursachen [UKPDS,
1998].

Kardiovaskulare Erkrankungen sind bei Diabetikern fur 75% der
Gesamtmortalitat verantwortlich [GEISS et al., 1995], das Risiko
koronarer Herzerkrankungen nimmt bei den Betroffenen mit der Dauer
eines Diabetes zu [KROLEWSKI et al., 1991].

Die Inzidenz von Schlaganfallen ist nach den Ergebnissen der
.,Honolulu Heart Study“ zwei bis dreimal so hoch wie bei
Nichtdiabetikern [RODRIGUEZ et al., 2002].

Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass Patienten mit Diabetes

mellitus Typ Il ein dreifach so hohes Risiko aufweisen an kardiovaskularen

Erkrankungen, wie Herzinfarkt oder Schlaganfall, zu erkranken [ABDUL GHANI
et al., 2009].

2.1.6.2. Mikroangiopathie (Alice Petschnig)

Die Mikroalbuminurie stellt das erste klinische Zeichen einer
Nephropathie dar.

Sie tritt bei ca. 30% bis 40% aller Patienten mit Diabetes Typ | auf und ist
bei Mannern haufiger anzutreffen als bei Frauen [HARVEY et al., 2001].
Bei Patienten mit Diabetes Typ Il lasst sich eine Mikroalbuminurie meist
schon bei der Diagnose nachweisen [ADLER et al., 2003].

Die Inzidenz einer Erblindung aufgrund eines Diabetes steigt ab dem

60. Lebensjahr steil an. Bei den unter 40-jahrigen Patienten betragt die
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Inzidenz 0,13 und bei den 60 bis 79-Jahrigen schon 7,80 [TRAUTNER
et al., 2003].

e Die diabetische Neuropathie ist eine Erkrankung der peripheren
Nerven. In einer klinischen Querschnittstudie litten 17% der Typ I,- und
35% der Typ Il Diabetiker an eine klinisch nachweisbaren peripheren
Neuropathie [ZIEGLER et al., 1993].

In den letzten Jahren wurde immer wieder diskutiert, dass Patienten mit
Diabetes, an erhohten oxidativen Desoxyribonukleinsaure-Schaden (DNA-
Schaden) leiden und dass diese Schadigungen einen wichtigen Marker
darstellen kdonnten um Komplikationen, die mit Diabetes in Zusammenhang
stehen, vorhersagen zu kbénnen [ADREASSI et al., 2011].

2.1.7.Therapiemdglichkeiten (marlies Nitz)

Allgemein muss bei der Therapie zwischen den verschiedenen Typen des
Diabetes unterschieden werden: Wéahrend bei Diabetes Typ | immer eine
Insulintherapie notig ist und diese auch ein Leben lang angewendet werden
muss, gibt es bei Diabetes Typ Il verschiedene Arten der Therapie, welche sich
hinsichtlich der Dauer der Erkrankung und dem Ausmald der Mitwirkung der

Patienten unterscheiden.

Beim Diabetes Typ Il wird zu Beginn der Behandlung immer eine
Lebensstilanderung in Kombination mit einer medikamentésen Therapie
angestrebt. Erst wenn diese Therapie nicht ausreicht um den Blutzucker zu
senken, wird mit einer Insulintherapie begonnen (Abb.4) [OSTERREICHISCHE
DIABETES GESELLSCHAFT, 2011].
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Fluss-Diagramm zur antihyperglykdmischen Therapie des Typ-2-Diabetes

Diagnose Typ-2-Diabetes

l

Schulung, Erndhrungstherapie, Bewegungstherapie, Metformin
Bei Kl / UV fur Metformin und HbA1c > 6,5%" nach 3-6 Monaten unter nicht pharmakologischer Therapie:
a-Glucosidase-Inhibitoren, Pioglitazon, Repaglinid, SH (alphabetische Listung)

|

‘ HbA1c < 7,5 % | HbA1C > 7,5 % |

l l

OAD-Kombinationstherapie OAD / Insulin
bzw. OAD / Exenatide Kombinationstherapie Kombinationsthe rapie
OAD (insbes.Metformin) +

|

e Metformin / Acarbose y "
e Metformin / DPP-4 Inhibitor Basalinsulin
e Metformin / Pioglitazon andere Option:
e Metformin / GLP-1 Analoga OAD (insbes.Metformin) +
e Metformin/ SH prandiale Insulintherapie
e Metformin / SHA I

(alphabetische Listung)

Intensivierung der Insulintherapie
ICT
CT, falls ICT nicht méglich / nicht indiziert
Jeweils Kombination mit Metformin, falls keine KI / UV
weitere Option: Kombination mit Pioglitazon, falls keine Kl / UV
weitere Option: CSI|, falls Therapieziel mit ICT nicht erreicht wird

Abb.4: Flussdiagramm zur antihyperglykamischen Therapie des Diabetes mellitus Typ Il
[MATTHAEI et al., 2009]

2.1.7.1. Medikamenttse Therapie (Marlies Nitz)

Eine medikamenttse Therapie kann bei Diabetes mellitus Typ Il angewendet
werden, da die Bauchspeicheldriise, anders als bei Diabetes mellitus Typ |
Patienten noch Insulin produziert. Bei Typ Il Diabetikern ist lediglich die Wirkung

des Insulins gestort.
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Tab.2: Orale Antidiabetika welche zur Therapie von Diabetes mellitus Typ Il verwendet werden
[VIGNERI et al., 2009]

Klasse Komponenten Wirkmechanismus

Rosiglitazone Insulin-Sensitizer
Thiazolidindione

Pioglitazone (reduzieren die Insulinresistenz)

Repaglinide Kurzfristige Sekretagoga
Meglatinide
Nateglinide (stimulieren Insulinsekretion)

Medikamente wie zum Beispiel Metformin regulieren den Blutzuckerspiegel
indem sie die Glukose-Aufnahme aus dem Darm verzdgern oder die Glukose-
Aufnahme in die Zellen verbessern. Sulfonylharnstoffe senken im Gegensatz
dazu den Blutzuckerspiegel indem sie die Insulinabgabe aus der
Bauchspeicheldriise ins Blut erhéhen [HARING et al., 2004].

Durch Metformin wird an der Leber sowie im Bereich der Muskulatur die
Insulinresistenz  vermindert. Sulfonylharnstoffe, Repaglinid und Nateglinid
hingegen fiihren durch eine Hemmung der Adenosintriphosphat (ATP)
empfindlichen Kaliumkanale der B-Zellen zu einer Senkung des Blutglukose-
Spiegels (Tab.2) [HARING et al., 2004].

Erst wenn der Blutzucker durch Medikamente nicht reguliert werden kann, wird
bei Diabetes Typ II-Patienten mit einer Insulintherapie begonnen [HARING et
al., 2004].
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2.1.7.2. Insulintherapie (Marlies Nitz)

Diese Art der Therapie korrigiert nicht nur einen Insulinmangel, durch die
Verminderung der Glukose-Toxizitat wird auch die Insulinresistenz verbessert

und die endogene Insulinsekretion gesteigert [HARING et al., 2004].
Effekte des Insulin:

e Supprimierung der Uberproduktion von Glukose in der Leber
e Forderung der Glukoseaufnahme nach den Mahlzeiten in periphere
Gewebe [HARING et al., 2004]

Des Weiteren Kkorrigiert das Insulin auch andere Stoffwechselstdrungen, wie
zum Beispiel die erhdhte Lipolyse. Einen zusatzlichen positiven Effekt von
Insulin stellt dessen glinstige Auswirkungen auf Blutfette dar [EMANUELE et
al., 1998].

Eine frihe glykamische Kontrolle kann die vaskularen Komplikationen
reduzieren und die Funktion der B-Zellen langer aufrechterhalten [HARTGE et
al., 2007; STEPPEL et al., 2004]. Es gibt immer grol3eres Interesse daran
herauszufinden, ob Insulin in einer frihen Phase der Erkrankung protektiv auf
die B-Zellfunktion wirkt [WENG et al., 2008].

In einer Studie aus dem Jahr 2008, waren 382 Personen, welche erst kirzlich
an Diabetes Typ Il erkrankt waren, beteiligt. Eine normale Glykamie wurde bei
95% der Personen, welche gleich anfangs mit Insulin behandelt wurden und bei
84% der Personen, welche mit Antidiabetikern behandelt wurden, erreicht
[WENG et al., 2008].

Im Rahmen einer Behandlung mit Insulin kénnen jedoch auch Nebenwirkungen
auftreten. In der ,UKPD-Studie“ traten Hypoglykdmien im Rahmen einer
Insulintherapie deutlich haufiger auf als bei einer Behandlung mit oralen
Antidiabetikern. Eine hdhere Gewichtszunahme und Allergien, welche durch

das Insulin selbst oder durch andere Zusatzstoffe ausgeldst werden kdnnen,
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sind weitere mogliche negative Auswirkungen einer Insulintherapie [UKPDS,
1998].

2.2. Diabetes mellitus und oxidativer Stress

(Marlies Nitz, Alice Petschnig)

2.2.1.Definition (Marlies Nitz)

Freie Radikale

Ein freies Radikal ist eine chemische Verbindung mit einem oder mehreren
ungepaarten Elektronen welches unabhangig existieren kann. Freie Radikale
kénnen entweder exogen entstehen und dann in den Kérper gelangen oder sie
entstehen bei metabolischen Prozessen. Werden freie Radikale wie das
Superoxidanion-Radikal (O°), das Hydroxyl- Radikal (OH") oder das Stickstoff-
Radikal (NO") nicht inaktiviert, kann es zur Schadigung von Makromolekilen
(Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden) kommen [ELMADFA und LEITZMANN,
2004].

Antioxidantien

Um freie Radikale inaktiven zu kdnnen, werden Abwehrmechanismen benétigt.
Hierbei differenziert man zwischen enzymatischen und nicht-enzymatischen
Mechanismen [ELMADFA und LEITZMANN, 2004].

Zu den enzymatischen Abwehrmechanismen gehdren die SOD, die GPX, sowie
die Katalase [BERGER et al., 2005].
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Die nicht-enzymatische Abwehr besteht aus niedermolekularen Substanzen,
wie Glutathion (GSH), Ubichinon und Harnsdure welche im Korper synthetisiert
werden. Andere Antioxidantien wie etwa Vitamin C, Vitamin E und B-Carotin
missen mit der Nahrung aufgenommen werden [ELMADFA und LEITZMANN,
2004].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit
Antioxidantien in Zusammenhang mit der Entstehung von Spatschaden bei
Diabetes mellitus eine wichtige praventive Rolle spielt. Auch im Rahmen der so
genannten ,ALADIN Studie, kam man zum Ergebnis, dass eine
Supplementation mit der antioxidativ wirkenden a-Liponsaure die Symptome

einer diabetischen Neuropathie verbessern kann [ROSEN et al., 2001].

2.2.2.0xidativer Stress (Alice Petschnig)

Gegenwertig gibt es ausreichend experimentelle Beweise daflr, dass die
Bildung von ROS bei beiden Typen von Diabetes erhoht ist und dass die
Entstehung von Diabetes mit oxidativem Stress zusammenhangt. Aus diesem
Grund soll im Folgenden auf die Grundlagen des oxidativen Stresses

eingegangen werden [ROSEN et al., 2001].

Oxidativer Stress resultiert aus einer Uberproduktion von Radikalen, wobei das
naturliche oxidative Gleichgewicht gestdrt wird und es zu Zellschadigungen
kommen kann. Das wiederrum bedeutet, dass das Gleichgewicht zwischen der
Produktion von ROS und dem antioxidativen Schutzsystem nicht mehr
aufrechterhalten werden kann [HALLIWELL et al., 1996].

Dieses Ungleichgewicht spielt jedoch nicht nur bei der Entstehung der
Krankheit an sich, sondern auch beim Krankheitsverlauf von Diabetes Typ Il
und dem Auftreten von Folgeerkrankungen eine entscheidende Rolle [RAINS et
al., 2011]. Eine diabetische Stoffwechsellage im Korper tragt zur weiteren
Progression der Erkrankung und dem Auftreten von Folgeschaden bei
[CERIELLO und MOTZ, 2004].
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Oxidativer Stress beschleunigt die Schadigungen der DNA. Daher sind DNA-

Schéaden in Zellen, welche oxidativem Stress ausgesetzt sind, h&aufiger zu

verzeichnen als in gesunden Zellen. Oxidativer Stress hat aber nicht nur direkte

Effekte auf die DNA, sondern beeinflusst auch die Signaltransduktion, die
Zellproliferation und den Zelltod [HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2004].

Aufgrund einer Uberproduktion von ROS werden verschiedene metabolische

Stoffwechselwege in der Zelle aktiviert, die vaskulare Schaden verursachen,

welche dann in weiterer Folge zu mikrovaskularen Komplikationen fiihren

kénnen (Abb.5) [ABDUL-GHANI et al., 2009].
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Abb.5: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies [modifiziert nach JOHANSEN et al., 2005]
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2.2.3.0xidativer Stress in Zusammenhang mit

Diabetes mellitus (alice Petschnig)

Eine chronische Hyperglykdmie kann tber vier metabolische Stoffwechselwege
zur Erhéhung des oxidativen Stress beitragen (Abb.6) [RAINS et al., 2011]:

Lipids Glucose
polyol pathway

advanced glutation end products
Glycolytic 7 protein kinase C isoforms
intermediates hexosamine pathway

.,

)

ATP—— ADP
Pyruvate

H.O
GSH
peroxidase
NAD(P)YH
Qamson),
Mitochondria
02--
H"‘
Electron transport chain AV,

Abb.6: Bildung von freien Radikalen [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005]

e Polyolstoffwechselweg

Die Hyperglykamie fuhrt in verschiedenen Geweben zur Anhaufung von
Sorbitol.
Durch die Hyperglyk&mie wird Glukose vermehrt tber den Polyolweg abgebaut,

es kommt zu erhohten Konzentrationen an Sorbitol und Fruktose.

Aldolase-Reduktase Sorbitdehydrogenase

Glukose > Sorbitol > Fruktose
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Es wird daher diskutiert, dass ein gesteigerter Polyolstoffwechsel zur
Entstehung von Mikroangiopathien beitragt. Ein erhohter Polyolstoffwechsel
fuhrt aber ebenso Zu einem Anstieg des zytosolischen
Nicotinamidadenindinucleotid Verhaltnisses (NADH/NAD+), zur Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und einem Verbrauch von
Nicotinamidadenindinucleodidphosphat (NADPH), welches zur Regeneration
von GSH bendtigt wird; dieses benotigt die Zelle zum Schutz vor oxidativem
Stress [HURTER und DANNE, 2005].

e Advanced Glycolysation Endproducts

So genannte Advanced Glycolysation Endproducts (AGE’s) entstehen durch
nicht enzymatische Reaktionen zwischen extrazellularen Proteinen und
reduzierenden Zuckern [ABDUL GHANI et al., 2009]. AGE's kénnen auf drei

verschiedenen Wegen zur Schadigung von Zellen fuhren:

1. Die Funktion von Proteinen wird durch die Bildung von AGE's gestort.

2. Durch die Produktion von AGE's kommt es zu irreversiblen
Plasmaproteinablagerungen und zu einer Stérung im Rahmen des

Aufbaus der Basalmembran.

3. An der Zelloberflache befinden sich spezifische Rezeptoren fir AGE's,
wodurch es zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren kommt. Diese
Wachstumsfaktoren spielen dann in weiterer Folge bei proliferativen
Entstehungsprozessen der Mikroangiopathie eine gewichtige Rolle
[HURTER und DANNE, 2005].



21

e Proteinkinase C

Bei Diabetes kommt es durch die Hyperglykdmie zu einer gesteigerten
Synthese von Diazylglyzerol. Vor allem in den Geweben der Retina, des
Herzens und der Aorta lasst sich dieser Vorgang nachweisen. Diazylglyzerol
fuhrt zu einer vermehrten Bildung von ROS und ist Aktivator der PKC [ROSEN
et al., 2001]. Von der PKC sind zwolf verschiedene Isoformen bekannt. Eine
zentrale Rolle hierbei spielen insbesondere die PKC - und PKC &-Isoformen.
In Zellkulturen sowie in Tierstudien konnte nachgewiesen werden, dass durch
eine Hemmung der PKC [B-Isoformen jene Vorgange, welche zu einer durch
Diabetes bedingten Retinopathie, Neuropathie und Nephropathie fiuhren,
gehemmt werden kénnen [HURTER und DANNE, 2005].

e Hexosaminstoffwechsel

Ein vermehrter Anfall von Fructose-6-Phosphat und seine Verstoffwechselung
im Rahmen des Hexosaminstoffwechselweges wird ebenfalls als eine der
mdglichen Ursache fur die Entstehung von Mikroangiopathien bei Diabetes
mellitus angesehen [HURTER und DANNE, 2005].

2.3. Erhdhtes Krebsrisiko bei Diabetikern (marlies Nitz)

Diabetes und Krebs sind zwei heterogene, multifaktorielle Erkrankungen mit
einem chronischen Verlauf, welche aufgrund ihrer Haufigkeit und ihrer
gegenseitigen Beeinflussung von grof3er Bedeutung sind [VIGNERI et al. 2009].
Es handelt sich dabei um Erkrankungen, deren Inzidenz weltweit dramatisch

ansteigt. Allein 2008 wurden 12,4 Millionen neue Féalle von Krebs diagnostiziert
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[GIOVANNUCCI et al., 2010]. Weltweit steht Krebs an zweiter und Diabetes an
zwolfter Stelle der zum Tode fuhrenden Erkrankungen [LOPEZ et al., 2006].

Diabetes mellitus und Krebs sind zwar zwei unterschiedliche Krankheiten, trotz
alledem haben sie gemeinsame Risikofaktoren wie Geschlecht, Alter,
Ubergewicht, Adipositas sowie gemeinsame Lebensstilfaktoren wie Rauchen,
Alkohol, und mangelnde Bewegung [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Es sollte aber an dieser Stelle erwahnt werden, dass Faktoren wie die Dauer
eines Diabetes, unterschiedliche Therapien und ein mogliches Vorliegen einer
chronischen Spatfolgeerkrankung eine richtige Bewertung des Krebsrisikos im
Zusammenhang mit Diabetes mellitus erschweren. Es gibt Anzeichen, dass
Hyperglykdmie und der erhdhte oxidative Stress ebenso zu einem erhdhtem
Krebsrisiko fuhren koénnen. Meta-Analysen deuten darauf hin, dass zwar
gewisse Krebsarten bei Diabetes mellitus vermehrt auftreten, andere jedoch wie
zum Beispiel Prostatakrebs bei Mannern, die an Diabetes mellitus leiden,
seltener auftreten [VIGNERI et al. 2009].

Epidemiologische Studien bestatigen den Verdacht, dass Diabetes mellitus-
Patienten ein erhohtes Risiko aufweisen bestimmte Krebsarten zu entwickeln,
wie zum Beispiel Pankreas,- Leber,- Brust,- und Kolorektalkrebs [VIGNERI et
al. 2009]. Man muss jedoch in diesem Zusammenhang beachten, dass
Diabetes mellitus eine Gruppe von metabolischen Funktionsstérungen darstellt,

welche durch eine Hyperglykamie charakterisiert sind [VIGNERI et al. 2009].

Der Mechanismus wie Diabetes mellitus und Krebs in Zusammenhang stehen
ist noch nicht vollstandig geklart, wahrscheinlich spielen hierbei Hyperglykamie
und Hyperinsulinamie eine entscheidende Rolle [BAUR et al., 2010].
Beobachtungsstudien an Menschen haben gezeigt, dass Patienten, welche
Insulin spritzen ein erhdhtes Risiko aufwiesen an Krebs zu erkranken
[BROWKER et al., 2006; CURRIE et al., 2009; YANG et al., 2004]. Im
Gegensatz dazu stellte sich heraus, dass Metformin das Krebsrisiko,
beziehungsweise das Mortalitatsrisiko im Falle einer Krebserkrankung
signifikant verringert [BAUR et al., 2010; LANDMANN et al., 2010].
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Auch konnte durch mehrere Metaanalysen nachgewiesen werden, dass eine
Assoziation zwischen Diabetes und Pankreaskrebs besteht. Auch ein
Zusammenhang zwischen Diabetes und Leberkrebs wird diskutiert [VIGNERI et
al. 2009], da Insulin in den B-Zellen des Pankreas erzeugt und dann zur Leber
transportiert wird. Diese zwei Organe sind somit besonders hohen
Konzentrationen von endogen erzeugtem Insulin ausgesetzt [GIOVANNUCCI et
al., 2010].

Die Studie von CHARI hat bestatigt, dass vor allem &ltere Personen, welche
erst spat in ihrem Leben an Diabetes mellitus erkrankten, ein achtfach so hohes
Risiko aufweisen innerhalb der darauffolgenden drei Jahre einen
Pankreaskrebs zu entwickeln als gesunde Personen des gleichen Geschlechts
und Alters [CARI et al., 2005].

In epidemiologischen Studien wird der IGF-1 mit einem erhdhten Risiko fur
Kolonkrebs in Verbindung gebracht. IGF-1 wirkt in diesem Zusammenhang
quasi als Promotor fur das Zellwachstum von Kolonkrebszellen [COUGHLIN et
al., 2004].

Im Gegensatz zum erhdhten Risiko fur Pankreas,- Leber,- und Brustkrebs, gibt
es zahlreiche Studien, die auf ein verringertes Prostatakrebsrisiko hinweisen
[BONOVAS et al.,, 2004, KASPER und GIOVANNUCCI, 2006]. Griinde daftr
konnten die verringerten  Testosteronwerte bei  Diabetikern  sein
[BETANCOURT-ALBRECHT und CUNNINGHAM, 2003], sowie die
unterschiedlichen Werte an Insulin und Leptin und natirlich die
verschiedenartige Behandlung dieser Erkrankung [KASPER & GIOVANNUCCI,
2006], wobei vor allem Metformin in diesem Zusammenhang eine positive
Wirkung zugeschrieben wird [EVANS et al., 2005].

Ebenso weisen Studien daraufhin, dass hohe Insulin-Konzentrationen im
Korper zu einem erhéhten Tumorwachstum beitragen kénnen. Im Rahmen
einer Studie von LIPSCOMBE et al. aus dem Jahre 2008 stellte sich heraus,

dass Brustkrebspatienten mit Diabetes signifikant ofter an den Folgen der
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Krebserkrankung starben als Patienten, welche nicht an Diabetes litten
[LIPSCOMBE et al., 2008].

In einer Studie von BAUR et al. aus dem Jahre 2010 hatten Diabetes Typ Il
Patienten, welche mit Insulin behandelt wurden, zwar kein erhohtes Risiko an
Krebs zu erkranken, bei Diabetes mellitus Typ Il Patienten, die jedoch schon an
Krebs erkrankt waren, konnte ein erhdhtes Sterberisiko nachgewiesen werden.
Das kann einerseits daran liegen, dass Insulin mdglicherweise das
Krebswachstum beschleunigt, andererseits darin begriindet sein, dass eine
Insulintherapie Uber andere Mechanismen zu einer erhéhten Mortalitat im Falle
einer Krebserkrankung fuhrt [BAUR et al., 2010].

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass Diabetes mellitus-Patienten ein
zweifach so hohes Risiko aufweisen an Krebs zu sterben und bei Patienten, die
mit Insulinbehandelt werden, sogar ein vierfach so hohes Mortalitatsrisiko
besteht. Die erhohte Sterblichkeit im Falle einer Krebserkrankung steht
maoglicherweise mit der Hyperinsulinamie und den Effekten, welche Insulin auf
die Zellproliferation hat, in Beziehung [BAUR et al., 2010].

2.4. Die Art der Therapie und das erhdhte Krebsrisiko
(Alice Petschnig)

Wahrend Patienten mit Diabetes mellitus Typ | unter einer generellen
Zerstorung der B-Zellen des Pankreas leiden und sofort und fiir ein Leben lang
eine Insulintherapie bendétigen, leiden Patienten mit Diabetes Typ Il entweder
unter einem Insulinmangel oder an einer Insulinrestistenz, wobei die B-Zellen
jedoch noch funktionstichtig sind. Somit ist bei Diabetes Typ Il eine
Insulintherapie gar nicht oder eben erst in einer spateren Phase dieser
Erkrankung notwendig [GIOVANNUCCI et al. 2010].
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Metformin wird in der Behandlung des Diabetes mellitus Typ Il am haufigsten
eingesetzt, da es die Glukosespiegel im Blut reduziert und die
Insulinausschittung bremst [NATHAN et al., 2009]. Studien konnten
nachweisen, dass Patienten, welche mit Metformin behandelt worden waren,
ein verringertes Risiko aufwiesen, an Krebs zu erkranken [GIOVANNUCCI et al.
2010]. Metformin hemmt einerseits die Zellproliferation, andererseits hat es eine
insulinsenkende Wirkung. Diese zwei Eigenschaften des Medikamentes
verringern das Krebsrisiko [GIOVANNUCCI et al., 2010], indem Metformin zu
einer Reduktion der Insulinresistenz und der Hyperinsulinamie fuhrt [BAUR et
al., 2010].

Thiazolidindionen sind Insulinrezeptor-Sensitizer welche die Insulinwirkung
verstarken. Durch die Induktion der Apoptose und Zelldifferenzierung kénnen
sie zu einer Verringerung des Krebsrisikos beitragen [GIOVANNUCCI et al.,
2010].

Die Verwendung von Sulfonylharnstoffen kann zu einer Verringerung des
HbAlc-Wertes beitragen, als Nebenwirkungen kommt es aber haufig zu
Hypoglyk&dmien und zu einer Gewichtszunahme. Es gibt des Weiteren auch
Studien, welche den Sulfonylharnstoffen eine Erhdhung des Krebsrisikos
zuschreiben [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Auch Insulin und Insulinanaloga werden mit einem erhdhten Krebsrisiko in
Verbindung gebracht. Eine Insulintherapie fihrt zu einer Hyperinsulinamie, was
bedeutet, dass Insulin in héheren Konzentrationen im Korper zirkuliert. Es
werden aber noch weitere Studien Uber den Einfluss von Insulin auf das
Krebsrisiko notwendig sein, denn bis heute ist nicht vollstandig geklart, ob das
Insulin an sich oder doch die Dauer der Erkrankung eine grof3ere Rolle in
diesem Zusammenhang spielt [GIOVANNUCCI et al., 2010].
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2.5. Buccal micronucleus cytome assay (BMCyt)

(Marlies Nitz)

Beim Mikrokerntest handelt es sich um eine nicht invasive Methode [BONASSI
et al. 2009] um DNA Schéaden, chromosomale Instabilitaten, Zelltod und das
regenerative Potential der menschlichen Schleimhaut zu untersuchen
[THOMAS et al., 2009]. Er wird aufgrund der vielfaltigen Mdglichkeiten seiner
Einsetzung und der geringen Kosten des Verfahrens weltweit fur in vivo- und in
vitro-Studien  zur  Ermittlung von  Chromosomenschéden verwendet.
[IARMACOVAI et al. 2008].

Erstmalig wurde der Mikrokerntest 1983 an Mundschleimhautzellen
angewendet [STICH et al., 1984], mittlerweile wird dieser Test in mehr als 40
Laboratorien in den verschiedensten Landern durchgefuhrt, wobei die Anzahl
der publizierten Artikel zu dieser Methode von Jahr zu Jahr ansteigt [PROIA et
al., 2006].

Anzumerken ist jedoch, dass es zum gegenwartigen Zeitpunkt noch keine
Standardisierung des Untersuchungsprotokolls gibt, sodass die Ergebnisse der
einzelnen Laboratorien nicht immer miteinander verglichen werden kdnnen
[HOLLAND. et al. 2008].

Der BMCyt wird im Rahmen molekular epidemiologischen Studien verwendet

um Auswirkungen von:

e Erndhrung

e Lifestyle Faktoren

e Bestrahlung

¢ Genotoxin-Belastung

e Genotypisierung von DNA Schéaden
e chromosomale Fehltrennung

e Zelltod

Zu untersuchen.
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Anhand der Mundschleimhautzellen kdbnnen auch noch andere Parameter wie
Veréanderungen der Telomerlange, Aneuploidie und Chromosomenstrangbriiche
untersucht werden [HOLLAND et al., 2008].

Faktoren, die die Anzahl der Mikrokerne in Mundschleimhautzellen beeinflussen
koénnen sind:

o Alter

e Geschlecht

e Genotyp

e Jahreszeit

e Erndhrung

e Mundhygiene

e Gesundheit der Zahne

e Lebensstil

e Rauchen

e Alkohol

e andere Suchtmittel

e Krebs

e neurodegenerativen Erkrankungen [THOMAS et al., 2009; HOLLAND et
al., 2008]

Die Mundschleimhaut ist eine natirliche Barriere gegenuber potentiellen
Karzinogenen, welche wiederum bei der Entstehung reaktiver Produkte beteiligt
sind. Mit Hilfe des BMCyt-Assays lassen sich frilhe genotoxische
Veranderungen aufdecken, die durch Inhalation oder Nahrungsaufnahme von

potentiellen Karzinogenen auftreten konnen [SPIVACK et al., 2004].

90% aller Krebsarten sind epithelialem Ursprungs. Aus diesem Grund stellt es
eine einzigartige Gelegenheit dar anhand der Mundschleimhautzellen das
regenerative Potential von epithelialem Gewebe zu untersuchen [HOLLAND et
al., 2008].
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2.5.1. Die Entstehung von Mikrokernen (Marlies Nitz)

Die menschliche Mundschleimhaut setzt sich aus mehreren Schichten

zusammen:
o Oberflachenschicht
o Stratum Spinosum
o Basalschicht
o Lamina Propria (das verbindende Gewebe)

Sie erhalt sich durch laufende Zellerneuerung, wobei die neu gebildeten Zellen
durch Mitose in der Basalschicht und in weiterer Folge in die
Oberflachenschicht aufsteigen. In der Basalschicht wiederum sind die
Stammzellen enthalten, welche DNA Schaden wie Mikrokerne wahrend der
Zellteilung entwickeln kbnnen [TOLBERT et al., 1992].

Mikrokerne entstehen aus ganzen Chromosomen oder aus
Chromosomenfragmenten, welche nach der Anaphase gebildet werden
[FENECH et al., 1999]. In der Telophase bleiben diese zurtickgebliebenen Teile
aul3erhalb des Tochterkernes [FALCK et al., 2002]. So entstehen in weiterer
Folge Tochterzellen, die Mikrokerne aufweisen kénnen, welche eventuell in das
Stratum Spinosum und anschlieend in die Oberflachenschicht differenzieren
[TOLBERT et al., 1992].

Diese Biomarker fir Genom-Schaden und Zelltod, welche in Abbildung 7
dargestellt sind, kdnnen sowohl in Mundschleimhautzellen, als auch in
Lymphozyten festgestellt werden [FENECH et al., 1999]. Grundlegend lasst
sich in diesem Zusammenhang sagen, dass die Mikrokernhaufigkeit (MN-
Haufigkeit) bei 0,05-11.5 MN/1000 Zellen liegt, wobei die Mehrheit der Werte
0,5-2,5 MN/1000 Zellen betragt [MACHADO-SANTINELLI et al., 1994].
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Abb.7: Entstehung verschiedener Anomalitaten [HOLLAND et al., 2008]

2.5.2.Die Anzahl der Mikrokerne (alice Petschnig)

Effekte der Zellteilung in Bezug auf die Anzahl der MN:

Das Auftreten von MN lasst sich nur in Zellen nachweisen, welche die
Zellteilung bereits vollzogen haben. Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl
an MN und der Anzahl an sich teilenden Basalzellen lasst sich noch nicht
eindeutig belegen. Mdglicherweise handelt es sich bei der Entstehung von MN

um eine Reaktion auf Umwelteinflisse oder auf genetische Defekte an
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Kontrollpunkten im Zellzyklus (sogenannte ,checkpoints®) [HOLLAND et al.
2008].

Viele Studien weisen darauf hin, dass das Alter sowie das Geschlecht wichtige
Einflussfaktoren fir die MN-Anzahl in Lymphozyten darstellen. Mittlerweile ist
belegt, dass die Anzahl der MN in Lymphozyten bei Frauen hoher ist, als bei
Mannern. FUr beide Geschlechter gilt jedoch, dass sie mit dem Alter ansteigt
[FENECH et al., 2005]. Studien, die an Schleimhautzellen durchgefuhrt wurden,
konnten jedoch keinen Einfluss von Geschlecht und Alter auf die MN-Anzahl
feststellen; diesbeziglich gibt es zum jetzigen Zeitpunkt noch widersprtchliche
Aussagen [FENECH et al., 2005].

MOORE et al., 1996 zeigte anhand des BMCyt auf, dass Krebspatienten nach
abgeschlossener Behandlung mit Photonen (Bestrahlung), eine 16-fach erhéhte
MN-Anzahl aufwiesen.

Anhand der Mundschleimhaut kann auch das sogenannte Bloom Syndrom, eine
seltene erbliche Krankheit, welche aus Chromosomeninstabilitaten resultiert,
identifiziert werden [ROSIN et al., 1985].

Der BMCyt wird ebenso eingesetzt um eindeutige Unterschiede im
sogenannten ,cytomeprofile zwischen Personengruppen verschiedener
Altersklassen im Zusammenhang mit Down Syndrom und Alzheimer zu
detektieren [THOMAS et al., 2007a; THOMAS et al., 2007b]

Aussagekraft der MN-Anzahl in Mundschleimhautzellen in Bezug auf das
Risiko von Krebs oder anderen chronischen Erkrankungen:

Mittlerweile ist durch Untersuchungen belegt, dass chromosomale Anomalien in
menschlichen Lymphozyten in Zusammenhang mit dem gesamten Krebsrisiko
stehen [HAGMAR et al., 2004]. Diese Annahmen wurden von BONASSI et al.
(2006) bestatigt. Allerdings ist weiter unklar, ob dies auch fir MN in
Mundschleimhautzellen gilt. Des Weiteren ist nicht geklart, ob das Krebsrisiko
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nur far die Mundregion begrenzt ist oder ob dieses Risiko auf den gesamten
Organismus ausweitbar ist [HOLLAND et al., 2008].

Zusammenhang der MN Anzahl in Mundschleimhautzellen mit der MN-

Haufigkeit in anderen Zelltypen:

In Studien werden bereits mehrere Zelltypen von derselben Person verwendet
um die MN-Anzahl zu bestimmen [SURRALLES et al., 1997], allerdings ist noch
immer nicht geklart, ob Ergebnisse von einem Zelltypen auf den anderen
ubertragen werden kdnnen. Vielmehr gilt es weiterhin zu erforschen, ob die MN-
Haufigkeit in der Mundschleimhaut, ausschliel3lich durch den direkten Kontakt
mit Karzinogenen in Zusammenhang steht oder ob diese auch durch den
Blutkreislauf beeinflusst wird. Solange der betreffende Zusammenhang noch
nicht ausreichend erforscht ist, missen die einzelnen Zelltypen getrennt
untersucht und bewertet werden [HOLLAND et al., 2008].

Weitere Untersuchungen die notwendig sind:

Um molekulare Ablaufe zytogenetischer Verdnderungen in Basalzellen und
differenzierten Zellen, welche durch Umwelteinflisse oder Erndhrung ausgelost
werden, besser verstehen zu kdnnen, werden noch weitere Untersuchungen
notwendig sein. Diese kdnnten dann Klarheit dartber bringen, ob auch andere
Zellstrukturen, wie z.B. keratohyalinen Granula, zusammen mit den MN
zunehmen [HOLLAND et al., 2008].
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2.5.3.Diabetes mellitus und erhdhte Anzahl an

MN (Marlies Nitz)

Ubergewicht und das metabolische Syndrom fiihren zu einem erhohten Risiko
fur Diabetes mellitus Typ Il und fur kardiovaskulare Erkrankungen. Diese zwei
Krankheiten zahlt man zu den haufigsten Todesursachen in Industrielandern.
Diabetes mellitus Typ Il und kardiovaskulare Erkrankungen lassen sich auf
dieselben Risikofaktoren wie zum Beispiel Ubergewicht, Insulinresistenz,
Lipidoxidation und auf hohe Blutglukosewerte zurtickfiihren [ADREASSI et al.,
2011]. Beim sogenannten metabolischen Syndrom handelt es sich um eine
Anhaufung von metabolischen Anomalitaten, welche in Tabelle 3 aufgelistet

sind:

Tab.3: Kriterien des Metabolischen Syndroms [IDF, 2011]

Manner Frauen
abdominales Ubergewicht (Taillienumfang) |>94 cm >80 cm
Hypertriglyceridamie 2150 mg/dl
reduziertes HDL Cholesterin <40 mg/dI <50 mg/dI
Hypertonie >130/85 mmHg
Hyperglycamie >100 mg/dl

Komplikationen, welche auf Diabetes mellitus zuriickzufiihren sind, entstehen
durch eine chronische Erhéhung der Blutglukose sowie durch eine erhdhte
Produktion von ROS [ADREASSI et al., 2011].

In den letzten Jahren wurde oxidativer Stress immer haufiger mit der
Erkrankung Diabetes in Zusammenhang gebracht. Aus diesem Grund wurde
die Forschung nach Markern fir oxidativen Stress intensiviert [BOTTO et al.,
2002].
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Es sind zwar schon mehrere Studien vorhanden, welche sich mit der
Entstehung von MN in Lymphozyten und dem Zusammenhang mit Diabetes
mellitus Typ Il beschéaftigen und auch eine signifikant erhéhte Anzahl an MN im
Falle von Diabetes mellitus belegen, trotz alledem reicht die gegenwaértige
Datenlage jedoch noch nicht aus, um konkrete Zusammenhange festzulegen
[MARTINEZ PEREZ et al., 2007].

In einer Studie von MARTINEZ-PEREZ et al. aus dem Jahre 2007 wurden 25
Personen, von welchen 15 an Diabetes mellitus erkrankt waren, auf die Anzahl
der MN in Lymphozyten untersucht. Bei denjenigen Personen, die an Diabetes
mellitus Typ Il litten, konnten héhere Werte an MN als bei gesunde Probanden
nachgewiesen werden [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007].

Dass Diabetes wahrscheinlich zu einer erhdhten Anzahl an MN fiihrt, 1asst sich

durch unterschiedliche Ursachen erklaren:

e durch den erhohten oxidativen Stress, welcher aufgrund einer
Anreicherung von ROS entsteht

e durch die sogenannte ,downregulation” von Insulin

e durch Medikamente, welche in der Therapie von Diabetes mellitus Typ
Il eingesetzt werden [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007]

Metformin kann zu einer verringerten Versorgung mit Vitamin B12 und dadurch
zu einer Erh6hung von Homocystein fuhren [FENECH et al., 1999].

Wie anhand der Studie von ZUNIGA GONZALEZ et al., 2007 belegt wurde,
fuhrt eine geringe Versorgung von Vitamin B12 zu einer Erh6éhung der Anzahl
an MN. Verschiedene Studien haben wiederrum bestatigt, dass sich bei
Diabetes mellitus Typ Il-Patienten hohere Werte an DNA-Schaden und eine
verringerte Wirksamkeit der DNA-Reparatur nachweisen lassen und dass im
Vergleich ein erhdhtes Krebsrisiko besteht [MARINEZ-PEREZ et al., 2007].
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2.5.4.Krebserkrankungen und die erhdhte

Anzahl an MN (Alice Petschnig)

MN sowie alle anderen Anomalitaten, welche beim Kleinkerntest ausgewertet
werden, sind Biomarker zur Erkennung von Schadigungen an Chromosomen
[BONASSI et al., 2011].

Bei mehreren  Krankheiten, darunter fallt auch Krebs, sind
Chromosomenschéaden um ein Vielfaches erhéht. Aufgrund dessen haben sich
schon mehrere Studien mit der Anzahl von MN und dem Zusammenhang mit
der Entstehung von Krebs beschéftigt [ BONASSI et al., 2011].

Die Krankheit Krebs stellt sich als ein mehrstufiger Prozess dar, der durch
mehrere genetische Veranderungen hervorgerufen wird. Die Risikoabschéatzung
fur diese Erkrankung reicht von der klassischen Epidemiologie bis hin zur
individuellen Belastung durch Kanzerogene. Der Kleinkerntest wird in diesem
Rahmen aufgrund seiner Vorteile immer oOfter flir die Abschéatzung
beziehungsweise fir die Beurteilung eines Krebsrisikos verwendet [EI-ZEIN et
al., 2011].

MN sowie andere Anomalitdten wie Broken Eggs und Binucleated Cells treten
vermehrt bei chromosomalen Instabilitdten, welche auch bei der Entstehung
von Krebs zu beobachten sind, auf. Mehrere Studien ergaben, dass vor allem
die Zahl an MN bei Krebspatienten erhoéht ist [BONASSI et al.,, 2011]. Die
Hypothese, dass es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der MN und

der Entstehung von Krebs gibt, stutzt sich auf folgende Beobachtungen:

1. Unbehandelte Krebspatienten weisen erhohte Werte an MN auf
[IARMACOVAI et al., 2008].

2. Es gibt eine Korrelation zwischen der Anzahl der MN und der Aufnahme
von gewissen Mikronahrstoffen, welche mit einem verringerten
Krebsrisiko in Zusammenhang stehen [IARMACOVAI et al., 2008].
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3. Es besteht ein Zusammenhang zwischen Stoffen, die zu einer Erhéhung
der MN-Anzahl fuhren und einer erhdohten Kanzerogenitat [BONASSI et
al., 2007].

In einer Studie von IARMARCOVAI et al. aus dem Jahr 2008 wurde die Anzahl
der MN in Lymphozyten von Krebspatienten mit denen von gesunden
Probanden verglichen. Bei allen Krebspatienten war eine héhere Anzahl an MN
zu verzeichnen, was eine grofl3ere Pradisposition in Bezug auf Schadigungen

der Chromosomen widerspiegelt.

Um daraus einen kausalen Zusammenhang ableiten zu konnen werden
allerdings, wie bereits erwahnt, noch weitere Studien bendtigt, denn es kdnnte
auch sein, dass ein erhohtes Level an MN die Konsequenz des
Erkrankungsstatus selbst darstellt [ARMACOVAI et al., 2008].
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2.5.5.Einfluss von Erndhrungsinterventionen auf

das Auftreten von MN (Alice Petschnig)

Die Versorgung mit Mikronahrstoffen spielt einerseits in der Entwicklung und
andererseits in der Vorbeugung von Chromosomenschaden eine bedeutende
Rolle.

Eine ausreichende Versorgung mit Mikronahrstoffen in der
Pravention von Krebs und anderer Krankheiten [FENECH et al., 2005]. Da MN

als Biomarker fuir Chromosomenschaden verwendet werden und gewisse

ist wichtig

Mikronahrstoffe eine positive Wirkung auf Chromosomenschéden ausiben,
wird in Tabelle 4 auf die Ergebnisse mehrerer Studien eingegangen [THOMAS
et al., 2011].

Tab.4: Einfluss verschiedener Ernahrungsinterventionen und die Haufigkeit von MN [THOMAS
et al., 2011]

Mikronahrstoff

Supplementation

Art und Dauer

der Intervention

Anzahl und Alter

der Probanden

Effekt auf die
Anzahl
der MN

Aufnahmen von Folat

in verschiedenen

Intervention Uber

N=9, Frauen im

Alter

signifikante

Dosen (56,11, 286, 3 Wochen zwischen 49-63 | Reduktion um 57%
516 pg/d) Jahren
B Vitamine
N= 159 (88 Frauen,
kontrollierte
5mg Folat 3 mal 71 Manner) signifikante
Intervention
taglich im Alter von 35,16 | Reduktion um 73%
Uber 30 Tage
+ 12,8 Jahren
N= 24 (11 Frauen,
Einzelne Intervention liber 13 Maénner) signifikante

Antioxidantien

alphaTocopherol
(400 1U)2 mal taglich

24 Wochen

im Alter zwischen

29-83 Jahren

Reduktion um 64%




B-Carotin
(180mg/Woche);

Vitamin A

(150000 IU/Woche)

Placebo-
kontrollierte
Intervention lber 9

Wochen

signifikante

Reduktion um 61%

far B-Carotin;
signifikante
Reduktion fr

Vitamin A um 58%

N= 20 (19 Frauen,

Intervention lber |1 Mann) | signifikante
B-Carotin 3 Monate im Alter zwischen | Reduktion um 78%
(15mg/4 mal pro Tag) 31-61 Jahren
Placebo-
kontrollierte signifikante
N=23
B-Carotin Intervention  Uber Reduktion
(180mg/Woche) 10 Wochen
signifikante
1. B-Carotin
Reduktion um 14,8
(180 mg/Woche); | Placebo-
N= 130, in Alter|fur B-Carotin;
Duale 2. B-Carotin | kontrollierte
von signifikante
Antioxidantien | (180mg/Woche) & | Intervention Uber 6
48,8 £ 12,9 Jahren |Reduktion fir B-

Vitamin A ( 100000

Monate

Carotin & Vitamin A

IU/Woche)
um 27,5%
Retinol
randomisierte
(15mg/Woche);
Multiple doppel-blinde keine signifikanten
Riboflavin N=170
Antioxidantien Intervention Uber 1 Unterschiede
(200mg/Woche);

Zink (50mg/Woche)

Jahr

37
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2.5.5.1. Folsaure, Vitamin B12 und Homocystein
(Alice Petschnig)

Folat und Vitamin B12 spielen im DNA-Metabolismus und in dessen Erhaltung
eine wichtige Rolle [FENECH et al., 2001].

Folat wird fur die Synthese von Deoxyuridinmonophosphate (dUMP) bendétigt.
Ein Mangel an Folat wirde in diesem Zusammenhang dazu fiihren, dass dUMP
sich anreichert, wodurch in der Folge Uracil anstatt Thymin in die DNA
eingebaut wird [ETO und KRUMDIECK, 1986]. Ein Mangel an Vitamin B12 hat
ahnliche Effekte, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit von
Chromosomenbrichen als Konsequenz einer Unterversorgung dieser beiden
Mikronéahrstoffe erhéht [ZHANG et al., 2003].

e Ergebnisse in Lymphozyten

In einer Studie von FENECH et al. aus dem Jahr 1997, bei der Manner im Alter
zwischen 50 und 70 Jahren teilnahmen, hatten diejenigen Personen, welche
normale Folat- und Vitamin B12-Werte, jedoch erhdhte Homocystein-Werte
(>10umol/l) aufwiesen, eine hohere Anzahl an MN als Personen, bei denen das

Homocystein ebenfalls im Normalbereich war.

Dieses Ergebnis lasst darauf schliel3en, dass Homocystein einen wichtigen

Faktor im Zusammenhang mit erhéhten Chromosomenschaden darstellt.

Die Studien von FENECH et al. aus den Jahren 1998 und 1999 bestétigen,

dass die MN Anzahl in Lymphozyten positiv mit Homocystein korreliert.

e Ergebnisse in Schleimhautzellen
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Eine Studie von TITENKO-HOLLAND et al. aus dem Jahr 1998 ergab, dass
eine tagliche Supplementation mit 516 pg Folat, zu einer Verringerung der MN
Anzahl in Schleimhautzellen bei neun postmenopausalen Frauen fihrt. Die
Studie von ZUNIGA-GONZALEZ et al. aus 2007, welche sich ebenfalls mit der
Supplementation von Folat und deren Auswirkung auf die Anzahl der MN
beschaftigte, bestatigt die Ergebnisse von Titenko-Holland. In dieser Studie

wurden zwischen drei verschiedenen Gruppen unterschieden:

e Gesunde Probanden (n= 81)

¢ Patienten mit Diabetes mellitus (n= 48)

e Patienten mit Diabetes mellitus, welchen drei Mal am Tag eine
Supplementation von 5mg Folsaure verabreicht wurde (n= 30)

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Diabetes-Patienten héhere Werte an MN
aufweisen, wenn man diese mit gesunden Probanden vergleicht, und dass bei
den 30 Diabetes-Patienten, welche Folsaure erhielten, nach 30 Tagen eine
signifikante Reduktion der Anzahl von MN festzustellen war [ZUNIGA-
GONZALEZ et al. 2007].

2.5.5.2. Vitamin C und Vitamin E
(Alice Petschnig)

e Ergebnisse in Lymphozyten

Vitamin C kann sowohl antioxidativ als auch prooxidativ wirken [SATOH und
SAKAGAMI, 1997]. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt beschaftigten sich nur
wenige Studien mit den Auswirkungen von Vitamin C auf das Vorkommen von
MN.

CROTT untersuchte die Auswirkungen von Vitamin C auf die Entstehung von
MN, kam aber zu keinem positiven Ergebnis [CROTT et al., 1999].
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SCHNEIDER et al. befasste sich im Jahre 2001 im Rahmen einer
Supplementation von Vitamin C (1000mg) und Vitamin E (335mg) mit den
Unterschieden zwischen Rauchern und Nichtrauchern im Zusammenhang mit
der Anzahl der MN. Die Anzahl an MN war bei beiden Gruppen nach der
Supplementation signifikant geringer.

Auch FENECH et al. untersuchte 1997 die Auswirkungen von Vitamin E (10 mg
pro Tag) auf das Auftreten von MN bei 60 mannlichen freiwilligen Probanden.
Es gab zwar eine signifikante Verringerung der MN Anzahl um 32%, nur kdnnte
im Rahmen dieser Studie nicht genau beurteilt werden, ob das Sojadl, welches
als Fetttrager verwendet worden war, ebenfalls Auswirkungen auf das Auftreten
von MN hat.

e Ergebnisse in Schleimhautzellen

Auch in Schleimhautzellen wurde der Effekt von Vitamin E auf das Auftreten
von MN untersucht. Durch eine Supplementation mit Vitamin E, zwei Mal pro
Tag und jeweils 400 IU Vitamin E, kam es zu einer Verringerung der MN-Anzahl
[BENNER et al.,, 1994], wobei diese Reduktion auch als Ergebnis einer
Modualtion des DNA-Reparatursystems gewertet werden kann, bei welcher
durch die Supplementation von Vitamin E die Entfernung von geschadigter DNA
effizienter vor sich geht [KONOPACKA et al., 1998].

2.5.5.3. Vitamin A und B-Carotin (Alice Petschnig)

STICH et al. 1984 und STICH et al., 1988 verwendete den Kleinkerntest um die
potenziellen positiven Effekte von Vitamin A und B-Carotin zu untersuchen. Die
Ergebnisse ergaben einen hemmenden Effekt beider Mikronahrstoffe auf die
Entstehung von MN in Mundschleimhautzellen.
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Bei einer dieser beiden Studien wurden auch die Effekte von Vitamin A und (3-
Carotin in Lymphozyten untersucht. STICH et al., (1988) kamen zu dem
Schluss, dass es keine groRen Unterschiede bei der MN Anzahl in

Lymphozyten in Vergleich zu den Mundschleimhautzellen gibt.
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3.MATERIAL UND METHODEN (Marlies Nitz, Alice Petschnig)

3.1. Studiendesign (Marlies Nitz)

Im Zuge dieser Diplomarbeit wird ein Teilbereich der DIAPLANT-Studie
behandelt. In der DIAPLANT-Studie wurden zahlreiche Parameter untersucht,

wobei nicht auf alle in dieser Arbeit naher eingegangen wird.

Diese Diplomarbeit beinhaltet die Auswertung von Chromosomen-Schaden in
Mundschleimhautzellen anhand des Mikrokerntests (buccal micronucleus

cytome assay).

Bei der DIAPLANT-Studie handelt es sich um eine prospektive,
epidemiologische, randomisierte Interventionsstudie. Sie wurde durch die
Ethikkommission der Stadt Wien genehmigt. Projektpartner sind unter anderem
die Medizinische Universitat in Bratislava und die Wiener Gebietskrankenkasse
(WGKK).

Interessenten wurden zu Informationsveranstaltungen eingeladen, in denen der
Studienablauf allgemein erklart wurde. Weiters wurde allen Teilnehmern der
Nutzen einer gesunden Ernéhrung néher gebracht.

Die teilnehmenden Probanden wurden in vier Gruppen, basierend auf ihrem
Gesundheitsstatus (IDDM, NIDDM oder Gesund) eingeteilt. Wahrend der Studie
stellte sich heraus, dass nicht alle Probanden, die laut eigenen Angaben
.gesund” waren, auch normale Nuchternblutglukosespiegel hatten. So entstand

die Gruppe der impairedfastingglucose (IFG)- Probanden.

Der gesamte Studienzeitraum fir einen Probanden betrug 16 Wochen, 8
Wochen davon Intervention, in denen die Probanden taglich 25ml
Interventionsdl und 300g Tiefkihlgemise zu sich nahmen. Die letzten 8
Wochen erhielten sie keine Intervention mehr. Es gab vier Zeitpunkte, zu denen

Blutproben, Mundschleimhautabstrich, anthropometrische Messungen (BMI,
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Bauchumfang (WHR)), Blutdruckmessungen durchgefihrt und Fragebdgen (24-
h-recall, Food Frequency Fragebogen (FFQ), Insulinprotokoll, Fasting Plasma
Glucose Protokoll (FPG), Quality of Life Questionnaire (QLQ)) ausgefullt und

abgegeben wurden.

Die Probanden der Interventionsgruppe wurden darauf aufmerksam gemacht

ein Ernahrungstagebuch zu fihren.

Die Diabetiker wurden gebeten ein Blutzuckerprofil und diejenigen, die Insulin

spritzten, taglich ein Spritzschema und Insulinprotokoll auszufullen.

Gesamte Zeitrahmen:

vor Einnahme Ernahrungsintervention Ruckkehr zur

normalen Ernahrung

4 \WWochen 4 \WWochen 8 Wochen

TO T1 T2 T3
Abb.8: Zeitplan der Studie

Einteilung der Teilnehmer:

Total
Participants
n=99
NIDDM IDDM IFG Healthy
n=40 n=36 n=12 n=11
Intervention [Con.trol] [ Intervention ] [ Control ] [Intervention] [Control] Intervention Control
n=29 n=11 n=25 n=11 n=9 n=3 [ n=5 ] [ n=6 ]

Abb.9: Einteilung der Teilnehmer



Auflistung des zur Verfugung gestellten Gemuses durch IgloAustria:

e Spinat passiert

e Karfiol Broccoli DUO

e Blattspinat Zwutschgerl
e Buntes Gemuse Trio

e Junge Fisolen

e Junges Sommergemuse
e Kochsalat mit Erbsen

e Cremespinat mit Mini-Rosti

Charakteristika des Interventionsol:

Junge Erbsen

Zarte Mischung
Broccoli
Suppengemise
Kohlsprossen
Rostgemuse Korsika
Zarte Sojabohnen

Rostgemuse Gartnerin
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In der Tabelle 5 ist die Fettsdurezusammensetzung und in Tabelle 6 der

Tocopherolgehalt des Interventionséls dargestellt:

Tab.5: Fettsaurezusammensetzung

% der

Gesamtfettsauren C16:0

C18:0

C18:1n9c

cl8:1n7c c18:2n6¢c

c18:3n3

Mittelwert

7,3+0,09 2,1+0,07

16,4 + 0,99

0,95 £+ 0,03 61,8 +1,00

11,5+0,43

Tab.6: Tocopherolgehalt

mg/100 g Ol y-Tocopherol

a-Tocopherol

Mittelwert 33,0+1,82

2,67+0,14
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Probandenrekrutierung
Die Probandenrekrutierung erfolgte durch:

e Arzte der Diabetesambulanz der WGKK
e Vortrag am ,Diabetestag®

e Beilage in ,Diabetes-Info*, einer Zeitschrift der Osterreichischen

Diabetikervereinigung (ODV)

Arzte des Gesundheitszentrums Wien Siid luden interessierte Probanden, nach
Uberprifung der Ein- und Ausschlusskriterien zu einer

Informationsveranstaltung ein.

Am ,Diabetestag® wurden Personen auf die Studie aufmerksam gemacht.
Geeignete Personen, unter Berlicksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien,
wurden in weiterer Folge zu Informationsveranstaltungen eingeladen. Dasselbe
Verfahren geschah mit interessierten Personen, die durch die Beilage in der

Zeitschrift ,Diabetes-Info* auf die Studie aufmerksam wurden.

Informationsveranstaltungen:

e 10 Veranstaltungen im Gesundheitszentrum Wien Sud
e 2 Veranstaltungen bei der ODV
e Insgesamt besuchten 130 Personen die Informationsveranstaltungen

e 21 Personen wurden zusatzlich telefonisch informiert

120 Personen unterschrieben die Einverstandniserklarung zur Teilnahme, 111
Personen starteten in die Studie wovon 99 Personen die Studie auch
beendeten.
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Kriterien der Probandenauswahl

Einschlusskriterien:

e Manner und Frauen mit Typ Il Diabetes
40 — 80 Jahre
Behandlung mit oralen Antidiabetika oder Insulin

e seit mind. 4 Wochen vor Studienbeginn:

. Gleichbleibende Medikation betreffend Glucose-, Fett- und
Harnsaure-STW

. Gleichbleibende Essgewohnheiten und kdrperliche Betatigung

. Konstantes Korpergewicht

e HbA1c <9,5% (Schwankungen < 10%)

e Gesamtcholesterin < 300mg/dl (mit oder ohne Medikation)

e Serum-Triglyceride< 500mg/dl (mit oder ohne Medikation)

e Kreatinin< 2,5mg/dl

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

e Medikation der Insulin Gruppe: Insulin oder Insulin + orale Antidiabetika
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Ausschlusskriterien

Typ-I-Diabetiker

Patienten junger als 40 und &lter als 80 Jahre

Raucher

Schwangere und stillende Frauen

Teilnahme an anderen klinischen Studien

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

Einnahme von Fischolkapseln und anderen Fettsauren

Wahrend oder vor Beginn der Studie Absichten zur Anderung

. der Ernahrungsgewohnheiten,
. der koérperlichen Aktivitat
. des Korpergewichts

Kardiovaskulare Erkrankungen, definiert nach NYHA-Klassifikation = 1l|
Lebererkrankungen (Transaminase-Grenzwert = 2,5-fach erhdht)
Chronische Niereninsuffizienz (Dialysepatient oder Kreatinin>2,5mg/dl)
Organtransplantationen

Gastrointestinale Malabsorption (Pankreasinsuffizienz, Steatorhoe,
Kurzdarmsyndrom)

Systemische Steroide

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

Krebs, HIV

Glitazon-Einnahme

In dieser Diplomarbeit wurden die Ergebnisse von 72 Proben der ersten (T0)

und dritten (T2) Mundschleimhautabnahme herangezogen, bearbeitet und

ausgewertet.



3.2. Buccal micronucleus cytome assay

(Marlies Nitz, Alice Petschnig)

3.2.1.Verwendete Materialien (marlies Nitz)

Tab.7: verwendete Materialien
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Name Einheit Hersteller
Zahnburste

VerschlieRbare Plastikréhrchen |50 ml Sarstedt
Zentrifugenrohrchen 1,5 ml

Sterile Pipette 10 ml chase

Objekttrager und Deckglaser

HD Schientific

Farbewanne

Biolab

3.2.2. Verwendete Reagenzien (Marlies Nitz)

Tab.8: verwendete Reagenzien

Name Einheit Hersteller
physiologische Kochsalzlosung

Ethanol Ajax Finechem
destilliertes Wasser

Salzséure 5M Merck
Ethanol 20%

Ethanol 50%

Schiff's Base Sigma
Light Green 0,20% | Gurr's
DePex Merck
Methanol 80%
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3.2.3. Probenaufbereitung (Marlies Nitz)

3.2.3.1. Schleimhautzellengewinnung (Marlies Nitz)

Vor der Schleimhautzellengewinnung wurden die Probanden aufgefordert sich
2-mal den Mund mit Leitungswasser auszuwaschen um UbermaRige

Ablagerungen zu entfernen.

Fur jeden Probanden wurde vorher schon ein wiederverschliel3bares Réhrchen
mit 10ml Kochsalzldsung vorbereitet. Das Rohrchen wurde mit dem Code des

jeweiligen Probanden und Abnahmezeitpunkt markiert.

Um die Schleimhautzellen zu isolieren, wurden die Probanden aufgefordert, die
ZahnbUrste an der Wangeninnenseite anzusetzen und 10-mal im Kreis zu
drehen. Dabei sollten sie Acht geben, nicht zu viel Druck auszuiiben, damit es
nicht zu Blutungen kommt, welche die Proben verunreinigen wiurden.
AnschlieBend wurde der Zahnbirstenkopf mit den gesammelten
Schleimhautzellen in der Kochsalzlosung abgewaschen und die
Schleimhautzellen von der Zahnbirste getrennt. Dieser Vorgang wurde auf
jeder Seite 2-mal wiederholt.

Anschliel3end wurde das Rohrchen verschlossen und bis zur Weiterbearbeitung
bei 4 °C gelagert.

3.2.3.2. Waschung und Isolierung der Schleimhautzellen (Marlies Nitz)

Die gesammelten Schleimhautzellen wurden in Zentrifugenréhrchen tberfihrt

und fur 10 min bei 581g und Raumtemperatur zentrifugiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen, sodass ca.
1ml der Zellsuspension Uberblieben. Dieser wurde mit 5ml Kochsalzlésung

suspendiert.
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Es folgte eine zweite Zentrifugation fir 10 min bei 581g und Raumtemperatur.

Durch die Kochsalzlésung werden Bakterien und Zellablagerungen entfernt und
endogene DNA, welche in der Mundschleimhaut prasent ist inaktiviert.

Der Uberstand wurde abgenommen und mit 5ml frischer Kochsalzlésung
resuspendiert. Anschlie@end wurde die Zellsuspension fur 2-3 min

homogenisiert.

Die letzte Zentrifugation wurde wieder fir 10 min bei 581g Raumtemperatur
durchgefiihrt [THOMAS et al., 2009].

3.2.3.3. Fixierung der Schleimhautzellen (Marlies Nitz)

Der Uberstand wurde abgenommen und die Probe mit 2-3ml 80%igen Methanol
versetzt, je nach Anzahl der Mundschleimhautzellen. Die Proben wurden bei -
20°C fur 20 Minuten zur Fixierung der Zellen aufbewabhrt.

Mit einer Pipette wurden 120-150ul von der Zellsuspension auf vorbereitete und
codierte Objekttrager aufgebracht und fir 10 min an der Luft getrocknet
[THOMAS et al., 2009].

3.2.3.4. Farbung (Marlies Nitz)

Die Objekttrager mit den fixierten Zellen wurden in Farbewannen eingesetzt und
mit 50%igen (vol/vol) und 20%igen (vol/vol) Ethanol aufgefillt. Nach 1 min

wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser gewaschen.

Die Objekttrager wurden wieder in die Farbewannen eingesetzt und mit 5 M
Salzsaure (HCI) fir 30 min versetzt. AnschlieRend wurden sie unter flieRendem

Wasser gewaschen.
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Um die Wirksamkeit der HCI Behandlung zu Uberprifen wurde als negative
Kontrollprobe ein Objekttrager in destilliertem Wasser anstelle in 5 M HCI

angesetzt.

Im nachsten Schritt wurden die Objekttrager mit Schiff'scher Base versetzt und

fir 60 min in Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach 1 Stunde wurde die Schiff'sche Base entfernt und die Objekttrager 5 min
lang zuerst mit Leitungswasser und anschlieend mit destilliertem Wasser

gewaschen.

Unter genauer Zeitmessung wurden die Objekttrager in den Farbewannen mit
0,2%igen (wt/vol) Light Green versetzt. Nach 30 sec wurden sie mit destilliertem

Wasser gewaschen.

Um die Restfeuchte zu entfernen wurden die Objekttrager senkrecht aufgestellt.
Dabei ist zu beachten, dass kein Druck auf die Oberflache ausgetbt wird, um

keine Zellen zu verschieben oder zu verletzen [THOMAS et al., 2009].

Um die Objekttrager vollstandig zu trocknen wurden sie Uber Nacht unter die

Abzugshaube gelegt.

3.2.3.5. Eindeckeln (Marlies Nitz)

Auf die getrockneten Objekttrager wurden mit einem Spatel mehrere Tropfen
Kleber (DePex) aufgetragen und mit einem Deckglas bedeckt. Durch leichte

Druckaustibung wurden Luftblasen beseitigt.

Mithilfe eines Papiertuchs wurde der Uberfliissige, austretende Kleber an den
Seiten und Ecken weggewischt. Dabei war zu beachten, dass kein Kleber auf
die Oberflache des Deckglases und die Codierung kam. Die fertigen
Objekttrager wurden auf einer Unterlage unter der Abzugshaube
nebeneinandergereiht und Gber Nacht getrocknet.
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Nach der Trocknung konnten sie in Boxen aufbewahrt und bei Raumtemperatur

gelagert werden.

3.2.3.6. Kontrolle unter dem Mikroskop (Marlies Nitz)

Durch die Farbung wurden die Zellkerne und MN rétlich (Magentarot) und das
Zytoplasma hellblau/grin gefarbt. In der Kontrollprobe durfte die Féarbung
anhand der Schiff'schen Base nicht angeschlagen haben und somit keine

rétliche Farbung sichtbar sein.
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3.2.4.Zahlkriterien (Alice Petschnig)

Die Zellen wurden unter einem Lichtmikroskop mit einem 40er Objektiv ( 400-
fache VergroBerung) ausgezéhlt. Bei nicht eindeutiger Differenzierung der

Zellen wurde mit Immersionsoél und einem 100er Objektiv gearbeitet.

3.2.4.1. Zelltypen (Alice Petschnig)

Differenzierte Zellen: (Abb. 10a)

e Eckiger als Basalzellen

e Gleichmé&Rig gefarbter runder Zellkern

e Geringeres Zellkern : Zytoplasma Verhaltnis

e Enthalt keine anderen DNA-Strukturen, aul3er dem Zellkern [THOMAS et
al., 2009]

Zellen mit MN: (Abb.10b +c)

e Beinhalten Zellkern und MN

MN sind rund oder oval, mit derselben intensiven Farbung wie der
Zellkern
Grol3e des MN: 1/3 bis 1/16 des Zellkerns

In einer Zelle kdnnen 1 oder mehrere MN vorkommen

e MN mussen vom Zellkern getrennt im Zytoplasma vorliegen

MN konnen in Basalzellen oder Differenzierten Zellen vorkommen

MN sind indikativ fir Chromosomenverlust oder Fragmentation, wahrend

der Zellteilung

Haufigkeit: in 1000 Zellen koénnen 0,5-2,5 Mikrokerne vorkommen
[HOLLAND et al., 2008]
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Broken egg (BE): (Abb. 10d)

Der Zellkern hat eine Ausbuchtung

Das BE ist mit dem Zellkern tGber eine Bricke verbunden

BE hat dieselbe Morphologie und Farbung wie der Zellkern

Die GroRe des BE reicht von der Halfte bis zu einem Viertel des
Zellkerns [NERSESYAN, 2005]

Binucleated cell (BNC): (Abb. 10e)

Beinhaltet 2 Zellkerne, welche dieselbe Grol3e, Farbung und Intensitat
aufweisen

Die Zellkerne kdnnen sich berihren oder sind sehr nahe beieinander
[SHI et al., 2005]

Die Bedeutung dieser Zellen ist noch nicht bekannt. Man nimmt an, dass
es sich um einen Defekt bei der Zytokinese handelt. Es kénnte sich um
einen Biomarker fur Aneploidie handeln, welche bei Personen mit Down
Syndrom vermehrt beobachtet wurde [THOMAS et al., 2007a; THOMAS
et al., 2007b]

Condensed Chromatin (CC): (Abb. 10f)

Der Zellkern weist auf Grund des verdichteten Chromatins ein gestreiftes
Muster auf

Gewisse Bereiche des Zellkerns sind intensiver gefarbt als andere
[STRANGE et al., 1992]

Weist der Zellkern eine starke Fragmentierung auf, so kdnnte dies eine
Vorstufe fur den Zelltod sein [WYLLIE et al., 1981]

Verdichtetes Chromatin muss aber nicht den Zelltod zufolge haben

Die Zellmembran ist noch intakt [THOMAS et al., 2009]
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Karyorrhectic Cell (KR): (Abb. 10g)

e Zellkernmembran ist nicht mehr intakt

e Zellkerninhalt kann ins Zytoplasma Ubergehen und wie MN aussehen,
wobei es nicht mit MN verwechselt werden darf

o Extensiveres verdichtetes Chromatin, nicht mehr gestreiftes sondern
gepunktetes Muster [CHEN et al., 1981]

e Man nimmt an, dass es eine spate Vorstufe zur Apoptose ist, aber es
muss nicht zum Zelltod fihren [THOMAS et al., 2009]

Pyknotic Cell (PC): (Abb. 10h)

e Die Zelle beinhaltet einen kleinen geschrumpften Zellkern, in dem das
nukleare Material in einer héheren Dichte vorliegt [WYLLIE et al., 1981]

e Intakte Zellkernmembran

¢ Intensivere Farbung

e Der Durchmesser des Zellkern betragt 1/3 bis 2/3 eines normalen
Zellkerns

e Die biologische Bedeutung ist noch unbekannt. Man nimmt an, dass es
sich um einen alternativen Mechanismus der Vorstufe zur Apoptose
handelt [HOLLAND et al., 2008]

Karyolytic Cell (KL): (Abb. 10i)

e Der Zellkern ist an DNA verarmt

e Geringere Farbung und erscheint deshalb wie eine “Ghost Zelle®
[WHYLLIE et al., 1981]

¢ Die Zelle macht den Anschein, dass sie keinen Zellkern beinhaltet

o Reprasentiert das letzte Stadium der Apoptose [THOMAS et al., 2009]

Bei der Auswertung der Zellen wurde CC und KR in eine Kategorie
zusammengelegt, da die unterschiedliche Charakterisierung oft schwer zu

erkennen ist und die Wissenschaftler selbst noch geteilter Meinung sind.



3.2.4.2. Bilder der verschiedenen Zelltypen (Alice Petschnig)
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Abb.10: Bilder der verschiedenen Zelltypen
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a) Differenzierte Zelle f) CC
b) Differenzierte Zelle mit 1 MN g) KC
c) Differenzierte Zelle mit 2 MN h) PC
d) BE i) KC
e) BNC

3.3. Statistische Auswertung (Alice Petschnig)

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand von SPSS Statistics
17.0.

Um Zusammenhange (Korrelationen) zwischen den Variablen zu ermitteln

wurden folgende Tests angewendet:

e Pearson bei Normalverteilung der Daten

e Spearman bei nicht normalverteilten Daten

Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogrov-Smirnov-

Anpassungstest bei einer Stichprobe ermittelt.

Es wurden folgende Test zum Zeitpunkt TO angewendet (TO-Vergleiche):
Bei 2 unabhangigen Variablen:

e T-Test bei Normalverteilung der Daten

¢ MANN-Whitney-U-Test bei nicht normalverteilten Daten

Vergleich von mehreren unabhangigen Variablen:
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e Einfaktorielle ANOVA bei Normalverteilung der Daten

e Kruskal-Wallis H Test bei nicht normalverteilten Daten

Um signifikante Effekte der Intervention zu ermitteln wurde folgender Test

angewendet (TO-T2-Vergeiche):

e Mauchly’s Test (Uberprifung der Spharizitat)
e Test der Innersubjekteffekte

e Test der Zwischensubjekteffekte

Das Signifikanzniveau betrug p< 0,05.
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4. ERGEBNISSE (Marlies Nitz, Alice Petschnig)

4.1. Ergebnisse vor der Intervention (Marlies Nitz)

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Fur diese Diplomarbeit wurde ein Teilkollektiv der DIAPLANT-Studie
ausgewertet. Die Ergebnisse beziehen sich auf 72 Probanden, wovon 30
Manner und 42 Frauen waren. Dabei wurden unterschiedliche Haufigkeiten bei
den Biomarkern PC und BNC festgestellt, wobei die Frauen bei beiden

Biomarkern jeweils signifikant hohere Werte aufwiesen.

Abbildung 11 zeigt geschlechtsspezifische Unterschiede der PC-Haufigkeiten
(p= 0,042). Das 95%ige Konfidenzintervall reichte bei Mannern von 0,50 bis
1,14 und bei Frauen von 0,10 bis 1,91.

Pyknotic cells

2,5

2,0

1,5

0,5 -

PC gesamt pro 1000 Diff. cells

0,0 -

Manner Frauen
Geschlecht

Abb.11: Geschlechtsspezifische Unterschiede der PC-Haufigkeiten (*p<0,05 vs. Manner)
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Abbildung 12 zeigt, dass Frauen mit einer Signifikanz von 0,022 hohere Werte
an BNC's im Vergleich zu Mannern aufwiesen. Bei Mannern reichte das 95%ige
Konfidenzintervall von 18,55 bis 24,58 und bei Frauen von 23,31 bis 33,25.
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Abb.12: Geschlechtsspezifische Unterschiede der BNC-Haufigkeiten (*p<0,05 vs. M&nner)

Auffalligkeiten bei BE-Haufigkeiten

Beim Biomarker BE konnte festgestellt werden, dass das Rauchverhalten, der
Ausgangswert von Low-density-Lipoprotein (LDL) und das Vitamin B12 einen

Einfluss haben.

Ca. 50% der Probanden waren Exraucher, wobei gezeigt werden konnte, dass
diese signifikant hohere Werte an BE’s aufwiesen (p= 0,02). Das 95%ige
Konfidenzintervall reichte bei Exrauchern von 0,62 bis 1,36 und bei
Nichtrauchern von 0,26 bis 0,60 (Abb. 13).
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Abb.13: Unterschied der BE-Haufigkeiten unter Berlcksichtigung von Personen, die in der

Vergangenheit geraucht haben (*p<0,05 vs Nichtraucher)

Abbildung 14 zeig einen signifikanten Unterschied (p=0,041), zwischen
Personen, bei denen LDL-Cholesterin im Normalbereich lag - welche aber
hohere Werte an BE’s aufwiesen - im Vergleich zu Personen die erhohte LDL-
Cholesterinkonzentration im Plasma aufwiesen. Zu bemerken ist jedoch, dass
es eine ungleichmaRige Verteilung zwischen den beiden Gruppen gab. Bei 63
Personen war der LDL-Cholesterin Plasmaspiegel im Normalbereich und das
95%ige Konfidenzintervall reichte von 0,54 bis 0,98. Bei lediglich 9 Personen
war die LDL-Cholesterinkonzentration erhéht und das  95%ige

Konfidenzintervall verlief von -0,19 bis 0,80.
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Abb.14: Unterschied der BE-Haufigkeit unter Berticksichtigung von LDL-Cholesterin (*p<0,05
vs LDL-C=4,14)

Bei Vitamin B12 ergab sich ein ahnliches Bild wie bei LDL-Cholesterin.
Personen, bei denen die Vitamin B12 Konzentration im Normalbereich lag,
wurden signifikant (p=0,02) haufiger BE's beobachtet. Der Referenzbereich liegt
zwischen 147-540pmol/L. Niemand lag unter 147pmol/L, bei 13 von 72
Probanden lag der Vitamin B12 Wert oberhalb des Normalbereiches (Abb. 15).
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Abb.15: Unterschiede der BE-Haufigkeiten in Bezug auf Vitamin B12 im Plasma (*p<0,05 vs
Vit. B12<540)
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Der Einfluss des Entzindungsmarkers C-reaktives Protein (CRP)

Abbildung 16 zeigt einen signifikanten Unterschied (p=0,028) zwischen
Probanden mit normalen und hohen CRP-Werten. Das 95%ige
Konfidenzintervall reichte bei CRP < 5,0mg/l von 14,13 bis 23,15 und bei CRP =
5,1mg/l von 16,77 bis 32,68. Auch KR und CC steigen mit zunehmender CRP-
Konzentration an (Abb. 17).
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Abb.16: Unterschied der KR & CC-Haufigkeiten in Bezug auf das CRP-Level (*p<0,05 vs
CRP<5,0)
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Abb.17: Korrelation zwischen CRP und KR & CC

Auffalligkeiten bei einer Magnesium-Supplementation (Mg)

64

Abbildung 18 zeigt einen signifikanten Unterschied der MNC-Haufigkeiten

(p=0,035) und MN-H&aufigkeiten (p=0,042) bei einer Mg-Supplementation.
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Abb.18: Unterschied der MNC & MN-H&ufigkeiten in Abhangigkeit einer Mg-Supplementation
(*p<0,05 vs Mg-Supplementation)
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Unterschiede zwischen den Gruppen IDDM, NIDDM, Gesund und IFG

Abbildung 20 zeigt unterschiedliche PC- Haufigkeiten zwischen IDDM, NIDDM,
Gesunden und IFG- Probanden. Es sind signifikante Unterschiede zwischen
NIDDM und IDDM (p=0,044) und NIDDM und Gesunden (p=0,018) zu
verzeichnen. Wogegen es zwischen IFG und IDDM, IFG und NIDDM, sowie
IFG und Gesunden keine signifikanten Unterschiede gab.

Pyknotic cells

pC gesamt pro 1000 Diff. cells

IDDM NIDDM GESUND IFG

Gesundheitszustand

Abb.19: Unterschied der PC-Haufigkeit in Bezug auf den Gesundheitszustand (* IDDM,
Gesund < NIDDM p<0,05)



4.2. Einfluss der Intervention (Alice Petschnig)
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Wahrend des Interventionszeitraumes ist sowohl in der Interventionsgruppe

(p=0,00) als auch in der Informationsgruppe (p=0,001) eine Senkung der BNC’s
festgestellt worden (Abb. 20).
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Abb.20: Entwicklung der BNC-Haufigkeiten wahrend des Interventionszeitraumes (*p<0,01 vs

TO)
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Beim Biomarker PC gab es nur in der Interventionsgruppe eine signifikante
Senkung (p=0,011). Das 95%ige Konfidenzintervall reichte vor der Intervention
von 0,97 bis 1,87 und nach der Intervention von 0,38 bis 0,71 (Abb. 21).
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Abb.21: Entwicklung der PC-Haufigkeiten in der Interventionsgruppe (*p<0,05 vs TO)

Abbildung 22 zeigt, dass auch bei KR & CC eine signifikante Senkung
(p=0,023) nach der Intervention 2zu verzeichnen war. Das 95%ige
Konfidenzintervall verlief vor der Intervention von 15,64 bis 24,15 und nach der
Intervention von 8,89 bis 17,26.
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Abb.22: Entwicklung der KR & CC-Haufigkeiten in der Interventionsgruppe (*p<0,05 vs T0)



68

Abbildung 23 zeigt nach der Intervention signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede beim Biomarker BE (p=0,02). Zu bemerken ist, dass bei Frauen

im Gegensatz zu den Mannern, die BE-Haufigkeit nach der Intervention anstieg.
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Abb.23: Geschlechtsspezifische Unterschiede der BE-Haufigkeiten wahrend des

Interventionszeitraumes in der Interventionsgruppe (*p<0,05 vs. T2 Manner)
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4.3. Ergebnisse vor der Intervention bei NIDDM-Patienten

(Marlies Nitz)

Bei erhbhten Hamoglobin Alc (HbAlc) Werten wurden signifikant hohere BNC-
Haufigkeiten (p=0,038) festgestellt. Bei einem HbAlc Wert < 7,0 reichte das
95%ige Konfidenzintervall von 16,24 bis 25,23. Lag der HbA1c Wert = 7,01
reichte es von 20,93 bis 39,92 (Abb. 24).
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Abb.24: Unterschied der BNC-Haufigkeiten in Bezug auf den HbAlc-Wert bei NIDDM (*p<0,05
vs HbAlc-Wert < 7,00)
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Geschlechtsspezifische Unterschiede konnten bei NIDDM-Probanden bei PC’s
festgestellt werden. Frauen hatten hoch signifikant hohere Werte als M&nner
(p=0,002; Abb. 25).
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Abb.25: Geschlechtsspezifische Unterschiede der PC-Haufigkeiten bei NIDDM (*p<0,01 vs

Ménner)

Einnahme von Supplementen

Abbildung 26 zeigt bei beiden Biomarkern (MNC & MN) signifikante
Unterschiede (p=0,000). Die NIDDM-Probanden, welche regelmalig
Supplemente einnahmen hatten hohere Werte an MNC und MN. Das 95%ige
Konfidenzintervall reichte bei MNC sowie auch bei MN von -0,21 bis 0,11 im
Vergleich zu 0,24 bis 0,80 bei MNC und 0,20 bis 0,97 bei MN bei Personen,

welche keine Supplemente zu sich nahmen.

Abbildung 27 zeigt, dass eine Mg-Supplementation alleine ebenfalls zu
signifikanten Unterschieden bei den MNC- und MN-Haufigkeiten fuhrt(p=0,002).
Dies wurde multivariat analysiert. Die Aufnahme von anderen Supplementen
wie z.B. Omega -3 Fettsauren, B-Vitamine und Multivitaminpraparate ergab

keine signifikanten Unterschiede.
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Abb.26: Unterschiede der MNC & MN-H&ufigkeiten bei NIDDM in Bezug auf die Einnahme von

Supplementen (*p<0,01 vs keine Einnahme von Supplementen)
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Abb.27: Unterschiede der MNC & MN-Haufigkeiten bei NIDDM in Bezug auf die Einnahme von
Mg-Supplemente (*p<0,01 vs Mg-Supplementation)
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4.4. Einfluss der Intervention bei NIDDM-Probanden

(Marlies Nitz)

Beim Biomarker BE gab es in der Informationsgruppe eine signifikante Senkung
wahrend der Intervention (p=0,007) (Abb. 28). In der Interventionsgruppe
konnten  geschlechtsspezifische tendenzielle  Unterschiede (p=0,055)

verzeichnet werden (Abb. 29).
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Abb.28: Unterschiede der BE-Haufigkeiten in NIDDM wahrend des Interventionszeitraumes in

der Informationsgruppe (*p<0,01 vs TO)
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Abb.29: Geschlechtsspezifische Unterschiede der BE-Haufigkeiten bei NIDDM in der

Interventionsgruppe

Wie beim Gesamtkollektiv konnte auch in der Gruppe der NIDDM bei KR & CC
eine signifikante Senkung (p=0,007) nach der Intervention verzeichnen werden.
Das 95%ige Konfidenzintervall verlief zu TO von 13,97 bis 28,27 und nach der
Intervention von 4,76 bis 16,32 (Abb. 30).
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Abb.30: Unterschiede der KR & CC-Haufigkeiten in NIDDM in der Interventionsgruppe (*p<0,01
vs TO)
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Abbildung 31 zeigt die signifikante Senkung der PC- Haufigkeiten (p=0,002) bei

NIDDM-Probanden in der Interventionsgruppe. Vor der Intervention verlief das

95%ige Konfidenzintervall von 1,11 bis 2,76, nach der Intervention von 0,36 bis

0,95.
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Abb.31: Unterschiede der PC-Haufigkeiten bei NIDDM in der Interventionsgruppe (*p<0,01 vs

TO)
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4.5. Ergebnisse vor der Intervention bei IDDM-Probanden
(Alice Petschnig)

Abbildung 32 zeigt mit einer Signifikanz von 0,003 niedrigere PC-Haufigkeiten
bei IDDM-Probanden mit einem HbAlc-Wert < 7. Das 95%ige
Konfidenzintervall reichte bei einem HbA1c Wert < 7,0 von -0,21 bis 0,41 und
bei einem HbA1c Wert = 7,01 von 0,43 bis 1,26.
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Abb.32: Unterschied der PC-Haufigkeiten in Bezug auf das HbAlc Level von IDDM (*p<0,01 vs
HbA1c < 7,00)

Bei beiden Biomarkern (MNC & MN) konnten signifikante Unterschiede in
Bezug auf den Nuichternblutzuckerspiegel (NBZ) festgestellt werden. Bei
Personen, welche erhohte NBZ-Werte aufwiesen, wurden geringere MNC- und
MN-Ha&ufigkeiten festgestellt. Die Signifikanz betrug bei MNC 0,011 und bei MN
0,005 (Abb. 33).
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Abb.33: Unterschied der MNC & MN- Haufigkeit in IDDM in Bezug auf unterschiedliche NBZ
Levels (*p<0,05 vs NBZ < 6,11 MNC; £p<0,01 vs NBZ < 6,11 MN)

Personen, welche im Laufe ihres Lebens an Krebs erkrankt waren, hatten
signifikant niedrigere KR und CC Werte, als Personen, welche nie Krebs hatten
(p=0,007) (Abb. 34).
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Abb.34: Unterschied der KR & CC-Haufigkeiten in IDDM in Bezug auf Krebserkrankung in der

Vergangenheit (*p<0,01 vs keine Krebserkrankung in der Vergangenheit)
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IDDM-Probanden bei denen der NBZ erhdht war, hatten tendenziell geringere
KL- Haufigkeiten, als Personen die einen NBZ < 6,11 mmol/l aufwiesen
(p=0,075). Bei einem NBZ = 6,12 mmol/l betrug die Ober- und Untergrenze des
95%igen Konfidenzintervalls 26,67 und 82,66, lag der NBZ < 6,11 betrug es -
20,50 bis 265,59 (Abb. 35).
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Abb.35: Unterschied der KL-Haufigkeit in IDDM in Bezug auf unterschiedliche NBZ Levels
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Abbildung 36 zeigt, bei hohen Folsdurewerten signifikant geringere BE-

Haufigkeiten (p=0,007). Dabei reichte das 95%ige Konfidenzintervall bei einem
Folsaure Wert = 30,6nmol/l von -0,17 bis 0,39.
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Abb.36: Unterschiede der BE-Haufigkeiten in IDDM in Bezug auf unterschiedliche Folsaure-

Konzentrationen im Plasma (*p<0,01 vs Folsaure < 30,60nmol/l)
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4.6. Einfluss der Intervention bei IDDM-Probanden
(Alice Petschnig)

In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass die PC-Haufigkeiten im Laufe der Studie
in der Interventionsgruppe signifikant abnahmen (p=0,05). Das 95%ige
Konfidenzintervall reichte vor der Intervention von 0,38 bis 1,47 und nach der

Intervention von 0,22 bis 0,69.
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Abb.37: Unterschiede der PC-Haufigkeiten in IDDM in der Interventionsgruppe (*p=0,05 vs T0)

Beim Biomarker BE ist ein tendenzieller, geschlechtsspezifischer Unterschied
zu verzeichnen (p=0,08). Wahrend die BE-Haufigkeiten bei Mannern leicht
sank, stieg sie bei den Frauen an (Abb. 38).
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Abb.38: Geschlechtsspezifische Unterschiede der BE-H&aufigkeiten in IDDM in der

Interventionsgruppe

Abbildung 39 zeigt eine tendenzielle Senkung (p=0,053) der BNC-Hé&ufigkeiten
in der Informationsgruppe. In der Interventionsgruppe war eine signifikante

Senkung (p=0,009) zu beobachten.
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Abb.39: Entwicklung der BNC-Haufigkeiten bei IDDM wahrend des Interventionszeitraumes

(*p=0,01 vs TO der Interventionsgruppe)
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In der Interventionsgruppe konnte eine signifikante Senkung der KL-
Haufigkeiten beobachtet werden (p=0,047). Das 95%ige Konfidenzintervall
verlief vor der Intervention von 40,25 bis 126,61 und nach der Intervention von
32,34 bis 81,41(Abb. 40).
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Abb.40: Unterschiede der PC-Haufigkeiten bei IDDM in der Interventionsgruppe (*p=0,05 vs
TO)
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5. DISKUSSION (Marlies Nitz, Alice Petschnig)

Alters- und Geschlechtspezifische Unterschiede

Die Studie von FENECH et al., 2005 weist darauf hin, dass das Alter sowie das
Geschlecht wichtige Parameter fur die MN- Anzahl darstellen. Diese Anzahl ist
bei Frauen hoher als bei Mannern, fir beide Geschlechter gilt aber, dass die
Anzahl mit dem Alter ansteigt [FENECH et al., 2005].

Zu Beginn der Studie konnten bei den 72 Probanden geschlechtsspezifische
Unterschiede fur die Biomarker PC und BNC festgestellt werden. Dabei wiesen
die Manner jeweils eine signifikant geringere Anzahl auf, bei PC waren die
Werte um 43% und bei BNC um 24% geringer. Betrachtet man nur Personen
der Gruppe NIDDM, konnten ebenfalls signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede der PC’s festgestellt werden. Bei Mannern waren hierbei sogar
um 82% weniger PC's zu verzeichnen. Bei der Gruppe IDDM konnten zu
Beginn der Studie keine geschlechtsspezifischen Unterschiede beobachtet

werden.

In der Literatur werden geschlechtsspezifische Unterschiede bei MN-
Haufigkeiten diskutiert. Was die Lymphozyten anbelangt ist es bestatigt, dass
Frauen hohere Werte an MN aufweisen als Manner [FENECH et al., 2005],
wahrend sich in  Mundschleimhautzellen widerspriichliche Ergebnisse

feststellen lassen.

VUONG et al., (1989) gelangte zu dem Ergebnis, dass Manner zwar weniger
Zellen mit einem MN aufweisen als Frauen, aber daflir kdnnen bei Mannern

haufiger Zellen mit zwei oder drei MN vorkommen.

Durch die Ernahrungsintervention wurden in der vorliegenden Studie
unterschiedliche Ergebnisse, was die BE- Haufigkeiten anbelangt erzielt.
Wahrend es bei Mannern zu einer Senkung der BE-H&aufigkeiten kam, konnte
bei Frauen ein Anstieg beobachtet werden. Dies gilt sowohl fir die gesamten 72

Probanden, als auch fur die einzelnen Gruppen NIDDM und IDDM.
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Viele Studien weisen darauf hin, dass das Alter eine gewichtige Rolle im Bezug
auf die Anzahl der Anomalitaten spielt [FENECH et al., 2005]. Bei unserer
Studie wurden aufgrund der Altershomogenitat der Probanden keine

Korrelationen zwischen dem Alter und den Biomarkern festgestellt.

Einfluss eines erhdhten Blutzuckerwertes auf Chromosomenschéaden

Zwei wichtige Parameter zur Ermittlung des Blutzuckerwertes sind der NBZ-
Wert und der HbAlc- Wert, wobei ersterer in der Diagnostik eingesetzt wird. Im
Gegensatz zum NBZ misst der HbAlc den durchschnittlichen Blutzuckerspiegel
der letzten sechs bis zehn Wochen, wird somit auch als Langzeit-
Blutzuckerwert bezeichnet und hat wéhrend der Behandlung von Diabetes
mellitus Typ Il einen héheren Stellenwert. Bis zu einem HbAlc von 7% spricht

man bei Diabetes von einer guten Kontrolle [ADA, 2010].

Unterschiede bei den Blutglukose-Parametern lieBen sich bei den Gruppen
IDDM und NIDDM feststellen.

Lag der NBZ-Wert bei Personen der Gruppe IDDM uber 6,12 mmol/l, so
konnten niedrigere KL-, MNC,- und MN,- Haufigkeiten festgestellt werden.

Betrachtet man hingegen den HbAlc-Wert, so konnten geringere PC-
Haufigkeiten bei der IDDM-Gruppe und geringere BNC-Haufigkeiten bei der
NIDDM-Gruppe festgestellt werden, sobald der HbAlc- Wert unter 7% lag.

Die Ergebnisse sind zwar widersprichlich, man kann aber durchaus annehmen,
dass dem HbAlc-Wert in diesem Zusammenhang eine wichtigere Bedeutung
zukommt, da dieser den durchschnittlichen Blutzucker tber einen l&ngeren

Zeitraum wiederspiegelt und der NBZ-Wert taglichen Schwankungen unterliegt.
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Unterschiede in den Gruppen IDDM, NIDDM, Gesund und IFG

Personen mit Diabetes sind erhéhtem oxidativen Stress ausgesetzt [RAINS et
al., 2011]. SEGHROUCHNI et al., (2002) verglichen verschiedene Parameter,
wie HbAlc, Lipidparameter, oxidative Stress-Marker und antioxidative

Parameter von Diabetes-Patienten mit gesunden Personen.

Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (TBARS) sind direkte Marker fur
oxidativen Stress. TBARS war bei Diabetes Typ 2-Patienten erhoht, bei
Diabetes Typ 1-Patienten jedoch unverandert. GSH und a-Tocopherol, sind
Antioxidantien, welche Lipide vor der Oxidation schiitzen sollen. GSH war bei
der NIDDM-Gruppe signifikant niedriger als bei Diabetes Typ 1-Patienten, bei a-
Tocopherol konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden [SEGHROUCHNI et al., 2002].

Die Autoren erklarten diese Unterschiede damit, dass Insulin moglicherweise
positive Effekte auf Parameter des oxidativen Stress haben kénnte. Personen,
die medikamentods behandelt wurden, hatten die hochsten Werte an PC’s zu
verzeichnen, Diabetes-Patienten, die mit Insulin behandelt wurden, hatten um
58% geringere Werte als NIDDM-Probanden. Gesunde Personen wiesen die
geringsten Werte auf. Nach der Ernahrungsintervention konnten zwischen den
einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede verzeichnet werden
[SEGHROUCHNI et al., 2002].

Des Weiteren gehen SEGHROUCHNI et al., (2002) auf das Lipidprofil von
Diabetes-Patienten ein: Verglichen mit gesunden Personen war der
Plasmatriglycerid-Spiegel signifikant erh6ht und das High density Lipoprotein
(HDL) hingegen signifikant niedriger, bei LDL-Cholesterin waren keine

signifikanten Unterschiede festzustellen.

Im Rahmen dieser Studie wurden bei einem LDL-Spiegel ab 4,15mmol/l, eine
signifikante Verringerung der BE-Haufigkeiten festgestellt.
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Einfluss der Erndhrungsintervention

Durch die Ernahrungsintervention konnten Verdnderungen verschiedenster

Biomarker erzielt werden.

Bei PC’s waren sowohl in der NIDDM- und der IDDM-Gruppe als auch bei den

gesamten 72 Probanden deutlich messbare Senkungen festzustellen.

Bei der IDDM-Gruppe konnte zusatzlich eine signifikante Senkung der KL-
Haufigkeiten beobachtet werden, eine Senkung der BNC-Haufigkeiten wurde

sowohl beim Gesamtkollektiv als auch in der IDDM-Gruppe erzielt.

Durch die Intervention konnten KR und CC in der NIDDM-Gruppe und beim

Gesamtkollektiv signifikant gesenkt werden.

Grinde fur die positiven Veranderungen verschiedenster Parameter, kénnte die

erhéhte Nahrstoffaufnahme durch den Konsum von Gemiise und Ol sein.

Diese positiven Effekte von Mikronahrstoffen auf Zellanomalitéaten werden durch
mehrere Studien bestatigt: STICH et al. 1984 erzielten durch eine
Supplementation mit Vitamin A und 3-Carotin signifikante Senkungen der MN’s
in Mundschleimhautzellen. Durch eine Supplementation mit Vitamin E wurde
des Weiteren eine Reduktion der MN-Haufigkeiten bewirkt. Leider wurden
andere Anomalitaten bei diesen Studien nicht bertcksichtigt [BENNER et al.,
1994].

Einfluss von Vitamin B12 und Folsaure auf Chromosomenschaden

Studien weisen darauf hin, dass Folsaure und Vitamin B12 Einfluss im DNA
Metabolismus haben und somit Chromosomenschaden reduzieren kdnnen
[THOMAS et al., 2011].

Im Rahmen der verglichenen Studie wurde beobachtet, dass Probanden der

IDDM-Gruppe mit einem Plasma Folsaure-Spiegel tber 30,6nmol/l um 87,5%
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geringere BE-Haufigkeiten aufwiesen, als Probanden derselben Gruppe mit
einem vergleichsweise niedrigeren Folsaure-Spiegel.

ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2007 kamen zu dem Ergebnis, dass die MN-
Haufigkeit in Mundschleimhautzellen bei Diabetes-Patienten zweimal so hoch
ist wie bei gesunden Personen und dass eine 30ig-tagige Supplementation mit
dreimal taglich 5mg Folsaure, zu einer signifikanten Reduktion der MN-
Haufigkeiten fuhrt.

Im Rahmen unserer Studie konnte auch ein Einfluss von Vitamin B12
beobachtet werden. Die BE-Haufigkeit war ab einem Vitamin B12 Plasma-Level
Uber 540pmol/l um 62,5% geringer.

Es gibt zwar keine Studien an Mundschleimhautzellen, welche den
Zusammenhang von MN und andere Anomalitaten mit Vitamin B12 behandeln,
Ergebnisse aus Studien an Lymphozyten weisen aber darauf hin, dass eine
Kombination von 700ug Folsaure und 7pg Vitamin B12 nicht nur Homocystein,
sondern auch die MN-Haufigkeiten senkt [STOPPER et al., 2008].

Der Einfluss einer Supplementation auf die MN-Haufigkeit

In der NIDDM-Gruppe nahmen 14 Probanden Supplemente wie Magnesium,
Multivitamin-Praparate, Vitamin D, Vitamin E oder B-Vitamine ein. Auffallig war,
dass Probanden die supplementierten hohere MNC- und MN- Haufigkeiten
aufwiesen. Das am haufigsten eingenommene Supplement dabei war
Magnesium. Insgesamt nahmen 21 Probanden Magnesium Supplemente,
wovon wiederum 12 der Gruppe NIDDM angehoérten. Betrachtet man gezielt die
Magnesium-Supplementation, kommt es beim Gesamtkollektiv (72 Probanden)
und in der Gruppe NIDDM ebenfalls zu einer signifikanten Erh6hung der MNC-
und MN-Haufigkeiten bei den Probanden die Magnesium supplementierten.

Aufgrund von Interaktionen mit Insulin spielt Magnesium eine wesentliche Rolle
bei Diabetes. Bargaballo beschreibt in seiner Studie, dass vor allem NIDDM-
Patienten niedrige intrazellulare Magnesiumkonzentrationen aufweisen. Dies ist

wahrscheinlich auf eine verringerte Tyrosin-Kinase-Aktivitat am Insulin-
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Rezeptor und auf erhdhte intrazellulare  Calcium-Konzentrationen
zurtckzufuhren. Die erwdhnten Effekte sind in diesem Zusammenhang fiur eine
Verminderung der Insulinaktivitdt und eine  Verschlechterung der
Insulinresistenz verantwortlich [ BARBAGALLO et al., 2003].

Des Weiteren ist bewiesen, dass Magnesium antioxidative Schutzmechanismen
moduliert. Ein Mangel an Magnesium fihrt im Nervengewebe zu einer
Verringerung von GSH, ein Effekt der von einer oxidativ bedingten Schadigung
(,neuronal death“) von Neuronen begleitet wird. Ahnliche Beobachtungen
konnten auch in Endothelzellen nachgewiesen werden [REGAN und GUO et
al., 2001].

Es sollte aber hierbei erwahnt werden, dass der Zusammenhang zwischen
einem Mangel an Magnesium und der oxidativen Schéadigung noch immer
umstritten ist [WOLF et al., 2003].

Magnesium ist ein essentieller Co-Faktor der Topoisomerase 2 Aktivitat, ein
Enzym, welches in die Prozesse der DNA-Replikation, der Transkription und
der Reparatur involviert ist [COVACCI et al., 2000].

Studien Uber den Effekt einer Magnesium-Supplementation  auf

Chromosomenschéaden gibt es bis dato keine.

Rauchen und die Auswirkungen auf Chromosomenschéaden

Die Mundschleimhaut ist eines der starksten Angriffsziele fir Krebs, welcher
durch das Rauchen verursacht wird [NERSESYAN et al., 2006]. 38% aller
Krebserkrankungen bei Mannern und 23% aller Krebserkrankungen bei Frauen
sind auf Rauchen zurtickzufiihren [SHOPLAND et al., 1995].

Jede Zigarette enthalt mehr als 4000 verschiedene Substanzen, davon
wiederum handelt es sich bei ca. 50 noch um unbekannte Kanzerogene
[HUSGAFVEL-PURSIAINEN, 2004].
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Probanden die an dieser Studie teilnahmen waren Nichtraucher oder
Exraucher. Bei Exrauchern konnten signifikant hoéhere BE-Haufigkeiten
beobachtet werden, wahrend bei MNC’s kein signifikanter Unterschied zu

bemerken war.

Das Ergebnis, dass die Entstehung von BE's und BNC’s empfindlicher auf das
Rauchen reagiert als auf MNC'’s, wird auch durch die Studie von THOMAS et
al., (2009) bestatigt.

Des Weiteren wurde auch in der Studie von NERSESYAN et al., (2006) gezeigt,
dass die BE-Haufigkeiten bei Rauchern 17-mal héher als bei Nichtrauchern

waren. Im Gegensatz dazu war die MN-Haufigkeit nur 3-mal so hoch.
Ergebnisse in Zusammenhang mit Krebs

In der IDDM-Gruppe konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Krebserkrankungen in der Vergangenheit und den Biomarkern KR und CC
festgestellt werden. Hierbei ist jedoch zu bemerken, dass es nur drei Personen
gab, welche jemals an Krebs erkrankt waren und diese lag in allen Fallen weit
zuriick. Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, da die Erkrankung bereits seit

langerer Zeit austherapiert war.
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6. SCHLUSSBETRACHTUNG (Alice Petschnig)

Zusammenfassend betrachtet, kann man sagen, dass es bereits zu Beginn der
Studie spezifische Unterschiede verschiedener Biomarker in Bezug auf
Lebensstilfaktoren, welche auch in der Literatur diskutiert werden, gab. Durch
die Ernahrungsintervention kam es bei mehreren Biomarkern zu positiven

Veranderungen.

Zu Beginn der Studie konnten bei den Parametern PC und BNC des
Gesamtkollektivs und in der NIDDM-Gruppe geschlechtsspezifische
Unterschiede  ermittelt werden. Die maéannlichen Probanden wiesen, im

Gegensatz zu den weiblichen, geringere Werte auf.

Bei einem geringeren HbAlc-Wert konnten in der NIDDM-Gruppe und in der
IDDM-Gruppe geringere BNC,- und PC-Haufigkeiten festgestellt werden. Im
Gegensatz dazu waren in der Gruppe IDDM bei einem geringeren NBZ-Wert
hohere KL,- MNC- und MN-Werte zu beobachten. Die BE-Haufigkeit war zu TO
bei einem erhdhten Vitamin B12-Spiegel (Gesamtkollektiv) und einem erhéhten

Folsaure-Spiegel (IDDM) vermindert.

Durch die Erndhrungsintervention kam es bei allen Probanden zu einer
Verminderung der Chromosomenschaden, insbesondere in der NIDDM-Gruppe
(Tab.9). Die einzige Ausnahme in diesem Zusammenhang stellt der Biomarker
BE dar: Hier kam es bei Ma&nnern zu einer Senkung, bei den Frauen jedoch zu

einem Anstieg.



Tab.9: Beeinflussung der Mutationen in der Mundschleimhaut durch die Erndhrungsintervention
(*signifikante Zeit und Geschlecht Interaktion)

PC

KR +CC

BE

1 60% (p<0,05)

{ 34% (p<0,05)

m 4 60% (p<0,05%)
w 1 36%

d 67% (p<0,01)

4 50% (p<0,01)

m 4 82% (p<0,1*)
w1 20%

{ 44% (p<0,05)

m 4 11% (p<0,1*)
w1 11%
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7. ZUSAMMENFASSUNG (alice Petschnig)

Man hat errechnet, dass die Pravalenz fir Diabetes bis 2030 weltweit auf 7,7%
ansteigen und 439 Millionen Menschen betreffen wird. Im Jahre 2001 lag die
Pravalenz fur diese Erkrankung vergleichsweise weltweit bei 5,2%. Da es sich
bei Diabetes um eine Stoffwechselerkrankung handelt und die betroffenen
Personen oft erhéhtem oxidativen Stress ausgesetzt sind, werden Betroffene

als Risikogruppe eingestuft.

Das Department fir Erndhrungswissenschaften der Universitat Wien hat im
Zuge der DIAPLANT-Studie eine prospektive, randomisierte Interventionsstudie
durchgefuhrt. Insgesamt wurden 99 Probanden rekrutiert, die in vier
verschiedene Gruppen (NIDDM, IDDM, Gesund und IFG) eingeteilt wurden. Die
Auswertung der Ergebnisse dieser Diplomarbeit basieren jedoch nur auf einen
Teilkollektiv von 72 Probanden. Wahrend der acht-wochigen Intervention
wurden taglich 300 g Tiefkiihigemuse und 25ml Interventionsol konsumiert. Vor
und nach der Intervention wurden den Probanden @ jeweils

Mundschleimhautzellen entnommen.

In der Literatur wird diskutiert, dass Typ Il Diabetiker wahrscheinlich vermehrt
chromosomale Schaden aufweisen und daher unter anderem einem erhdhten
Krebsrisiko ausgesetzt sein kdnnten. Ziel dieser Studie war deshalb zu ermitteln
ob eine Ernahrungsintervention einen positiven Einfluss auf MN, BE, PC, BNC,
KL, KR und CC hat. Diese Parameter stellen Biomarker fur chromosomale
Schéaden und Zelltod dar.

Aufgrund des derzeitigen Wissensstandes ist bekannt, dass verschiedene
Mikrondhrstoffe sowie das Geschlecht Einfluss auf diese Biomarker haben.
Dies wird teils durch unsere Ergebnisse bestatigt. Zu Beginn der Studie gab es
geschlechtsspezifische Unterschiede bei den PC und BNC Haufigkeiten, wobei
Frauen jeweils hohere Haufigkeiten aufwiesen. Des Weiteren hatten die
Mikronahrstoffe Folsdure und Vitamin B12 einen signifikanten Einfluss auf den
Parameter BE. Je besser die Versorgung der beiden Mikrondhrstoffe war, desto

seltener traten Chromosomenschéaden auf.
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Durch die Intervention konnten die Biomarker PC, BNC, BE, KL, KR und CC
gesenkt werden. Wobei beim Biomarker BE sich folgendes Bild ergab: Bei
Mannern kam es zu einer signifikanten Senkung, wohingegen bei Frauen ein

Anstieg zu verzeichnen war.

Bei der Informationsgruppe konnte nur bei der Gruppe NIDDM ein Unterschied

bei der BE-Haufigkeit erzielt werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Erndhrungsintervention auf
Chromosomenschéaden in  Mundschleimhautzellen einen positiven oft,

signifikanten Einfluss hatte.
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8. SUMMARY (Alice Petschnig)

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by high levels of blood
glucose, causing complications which in the long-term can increase the risk of
different diseases; therefore these patients are classified as a high risk group. In
2001 the worldwide prevalence of diabetes mellitus was 5,2% and in 2030 it will

rise up to 7,7% affecting by then 439 million people.

Within the DIAPLANT project, the Department of Nutritional Sciences of the
University of Vienna has performed a prospective, randomized nutritional
intervention study to investigate the effect of a nutritional intervention on
different biomarkers of DNA damage. Within this thesis the effect on

chromosomal damage of buccal cells was investigated.

99 subjects (with Non-Insulin Depended Diabetes Mellitus, Insulin Depended
Diabetes Mellitus, healthy, and Impaired Fasting Glucose) took part in this
intervention study. For the present work a subpopulation of 72 subjects was
evaluated. They were randomly assigned to the control (received information on
the potentials of a healthy diet) or intervention group. Subjects of the
intervention group had to consume daily 300 g of vegetables and 25 ml of plant
oil rich in polyunsaturated fatty acids. Buccal cells were collected from each
participant from the inner side of both cheeks before and after 8 weeks of

intervention.

At baseline women had higher levels of PC’s and BNC’s compared to men.
Results showed significant differences between the mean frequencies of BE's
based on folic acid and vitamin B12 plasma-levels; specifically, subjects with

higher levels of folic acid and vitamin B12 had a lower frequency of BE.

Previous studies had established that some micronutrients and the gender of
the patients show an influence on biomarkers concerning chromosomal
damage. This findings are supported by the results of the present work, which
demonstrated that the nutritional intervention with vegetables and oil reduced
the levels of PCs, BNCs, BEs, KLs, KRs and CCs. Regarding BE the outcome
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was different for men (showing a reduction of this biomarker) and for women

(showing an increase).

When increased chromosomal damage is observed, patients with Diabetes type

Il probably have a higher risk for cancer.

The overall result of this study showed that a nutritional intervention has positive

effects on chromosomal damage in buccal cells.
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