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1 EINLEITUNG

Da sitzende Tatigkeiten die korperliche Bewegung sowohl in der Arbeitswelt als auch in
der Freizeit zunehmend verdrangen und eine hochkalorische und zum Teil
unausgewogene Erndhrung sich immer mehr durchsetzt, ist eine beunruhigend hohe
Inzidenzrate an Diabetes Mellitus (DM), und davon groRtenteils Typ 2 Diabetes (DMT2),
ein Phdnomen, das sich nicht nur in den westlichen Gesellschaften, sondern
zunehmend auch in Schwellen- und Entwicklungslandern ausbreitet.

Viele Ausloser fir DMT2, wie ein erhohter BMI, oftmals fortgeschrittenes Alter und
ungesunde Erndhrung sowie mangelnde Bewegung konnen unter anderem die
Entstehung unterschiedlicher Krebserkrankungen beglinstigen.

Hinzu kommt, dass der gestorte Glukosestoffwechsel bei DM eine erhohte Anfilligkeit
fiir oxidative DNA-Schaden mit sich bringt, was zu einem erhohten Risiko fiir Herz-
Kreislauferkrankungen und Krebs bei Diabetikern beitragt.

Mit dem Cytochrome Block Micronucleus Assay (CBMN Assay) ist es moglich,
chromosomale Schaden anhand unterschiedlicher Parameter, darunter auch
Mikrokerne (MNi), zu bestimmen und zu bewerten.

Verschiedene Studien konnten einen positiven Zusammenhang zwischen dem
Krebsrisiko und einem erhohten Mikrokernvorkommen (MN) in menschlichen
periphdren Blutlymphozyten (PBL) feststellen.

Die erhoéhte Empfindlichkeit fir oxidative, chromosomale Schaden bei Diabetikern
lasst folglich ein erhohtes MN-Auftreten erwarten.

Unterschiedliche Studien zeigen eine Schutzwirkung vor oxidativen Schaden der DNA
und diabetischen Folgeschdaden durch unterschiedliche didtetische Antioxidantien und
Mikronahrstoffe. Eine Supplementierung mit Vitamin E, Folsaure oder Vitamin B12
zeigte die interessantesten Ergebnisse auf diesem Gebiet. Zusatzlich korrelieren
Folsdure und Vitamin B12 negativ mit Homocystein (Hcy), welches bei erhohter
Konzentration das Risiko fiir Herz-Kreislauferkrankungen beglinstigt.

Zu einem Zusammenhang zwischen gemisereicher Erndhrung und diabetischen

Folgeschaden sind bis dato wenig Informationen vorhanden.



Diese Arbeit ist im Zuge der DIAPLANT-Studie entstanden. Die DIAPLANT- Studie ist ein
EU-gefordertes, grenziiberschreitendes Projekt der medizinischen Universitat
Bratislava, Slowakei und dem Institut fiir Erndhrungswissenschaften der Universitat
Wien, Osterreich. Die Studie geht der Fragestellung nach, ob eine moderate Aufnahme
von Pflanzenol, kombiniert mit gemdusereicher Erndhrung, die Entstehung von
diabetischen Folgeschdaden positiv beeinflussen kann. Im Gegensatz zu
vorangegangenen Studien wurde hier nicht mit Mikrondhrstoffen supplementiert,
sondern mit vollwertigen Lebensmitteln interveniert.

Zu dem Zeitpunkt der Studie gab es erst eine vergleichbare Studie, die die
Mikrokernanzahl einer Studienpopulation von Typ 2 Diabetikern und einer gesunden
Kontrollpopulation beobachtete [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007]. Diese Studie wurde
jedoch mit einer sehr geringen Fallzahl durchgefihrt, was ihre Validitat stark
beeintrachtigt. Auferdem handelte es sich bei dieser Studie nicht um eine
Erndahrungsintervention. Eine weitere Besonderheit der vorliegenden Studie ist die
Unterteilung der Studienpopulation in folgende Gruppen: 1. Gesunde, 2. Erhohte
Nichternglukose (IFG), 3. Typ 2 Diabetiker mit Insulinbehandlung (,insulin dependent
diabetes mellitus”, IDDM), 4. Typ 2 Diabetiker mit medikamentdser Behandlung (,,non
insulin dependent diabetes mellitus“, NIDDM).

Schwerpunkt dieser Arbeit war es, den Effekt der Ernahrungsintervention auf
Parameter des CBMN Assay zu evaluieren. Insbesondere wird ein Vergleich der
Gesundheitsgruppe der IDDM mit den anderen Gesundheitsgruppen angestrebt. Die
bewerteten Parameter waren Apoptosen und Necrosen, als Biomarker fir die
Lebensfahigkeit der Zelle, MNi, ,,nucleoplasmic Bridges” (NPBs) und nucleoplasmic
Buds (NBUDs), als Biomarker fiir chromosomale Schiden oder Instabilitét.

Die Auswertung der Proben sowie einige Recherchearbeit und die Erstellung des
Literatur- und Material und Methodenteils dieser Arbeit sind in Zusammenarbeit mit
Sonja Adrigan und Roswitha Stiglmayer entstanden, weshalb einige Teile meiner Arbeit

sich  auch in den Arbeiten der Kolleginnen wiederfinden lassen.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 DIABETES MELLITUS (DM)

2.1.1 Pathologie
DM zeichnet sich durch eine Gruppe heterogener klinischer Symptome aus. Die
Krankheit resultiert in einer Stérung des Glukosestoffwechsels, betrifft aber auch
andere Stoffwechselvorgange. Die Ausléser sind eine verminderte oder fehlende
Insulinproduktion durch Schadigung der B-Zellen, die Synthese eines strukturell
veranderten Insulins oder die Unwirksamkeit des synthetisierten und sezernierten

Insulins am Zielorgan [KASPER H, 2004].

DM ist eine sehr haufig auftretende Erkrankung und geht oft mit Begleiterkrankungen
wie Adipositas, Hypertonie, Hyperlipidamie und kardiovaskularen Erkrankungen einher,
die zusammengefasst als metabolisches Syndrom bezeichnet werden [WALY et al.,

2010].

2.1.2  Klassifikation
DM wird von der American Diabetes Association (ADA) in folgende Kategorien

unterteilt:

Diabetes mellitus Typ 1 (DMT1), wurde friiher als ,insulin dependent diabetes
mellitus“ (IDDM) bezeichnet. Diese Form der Erkrankung betrifft 5-10% der
diagnostizierten Diabetiker. Ausloser ist die Zerstorung der B-Zellen durch eine
Autoimmunerkrankung, die zu einem Insulinmangel fihrt. Hierbei liegt eine genetische
Pradisposition vor, jedoch wird vermutet, dass auch Umweltfaktoren eine Rolle spielen
konnten. Die genaue Wirkungsweise dieser exogenen Faktoren ist bisher noch wenig

bekannt [ADA, 2010].



Dem Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2), welcher friher auch als ,non-insulin
dependent” (NIDDM) oder Altersdiabetes bezeichnet wurde, werden ca. 90-95% der
Diabetes mellitus Erkrankten zugeordnet [ADA, 2010]. Diese Form des Diabetes
zeichnet sich durch eine chronische Hyperglykdmie aus. Grund fiir den erhdhten
Blutzuckerspiegel ist ein multikausaler Insulinmangel und eine Abnahme der
Insulinwirkung im Gewebe vor allem der Muskulatur, Leber und Fettgewebe [LOFFLER,
2008].

Krankheitsursachen des DMT2 sind individuell verschieden und bis heute noch nicht
vollig erforscht. Fakt ist, dass bei dieser Form von Diabetes mellitus die genetische
Pradisposition ebenso eine sehr entscheidende Rolle spielt, jedoch aufgrund der
genetischen Komplexitat noch nicht ganzlich geklart ist. Das Risiko an dieser Form von
Diabetes zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter, Adipositas, Hypertonie,
Hyperlipiddmie, fettreicher und ballaststoffarmer Erndhrung und mangelnder
sportlicher Bewegung [ADA, 2010].

Ein GroRteil der DMT2-Patienten hat Ubergewicht und dadurch eine erhohte
Insulinresistenz. DMT2-Patienten mit Normalgewicht zeigen vermehrt einen erhéhten

Korperfettanteil im Abdominalbereich [ADA, 2010].

Weitere Formen des DM: Zu dieser Kategorie werden genetische Defekte gezahlt, die
Hyperglykdamie auslosen wie z.B. Defekte der R-Zellen und der Insulinwirksamkeit,
sowie das Down-Syndrom, Klinefelter Syndrom und Turner-Syndrom. Endokrine
Defekte, Medikamente, Chemikalien und Infektionen sind ebenso als Initiatoren fiir

Diabetes mellitus bekannt, sowie Autoimmunerkrankungen[ADA, 2010].

Gestationsdiabetes: Diese Form des DM tritt wahrend der Schwangerschaft auf. Nach
der Geburt des Kindes kann sich die Krankheit manifestieren, wenn sie vor der
Schwangerschaft nicht erkannt wurde. Normalerweise verschwindet der
Gestationsdiabetes nach der Geburt. Ungefahr 7% der schwangeren Frauen weisen

diese Form auf [ADA, 2010].



Flr Personen, die einen erhdhten Glukosespiegel (Impaired fasting Glucose, IFG) bzw.
erhohte Glukosetoleranz (impaired Glucose tolerance, IGT) aufweisen, besteht ein
grofReres Risiko an DM zu erkranken. IFG und IGT werden auch als Pre-diabetes
bezeichnet. Ein weiterer Parameter fir eine mogliche Manifestation dieser

Stoffwechselstorung bei Risikopatienten ist der HbAlc-Wert [ADA, 2010].

2.1.3 Diagnostik

Die ADA schlagt folgende Diagnosekriterien vor:

e HbA1C=>6,5%

e Nichternblut-Glukosekonzentration > 126 mg/dl (7,0 mmol/l), (8 h-
Nahrungskarenz)

e Blutglukosekonzentration > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) nach oralen
Glukosetoleranztest (OGTT) mit 75 g Glukose in Wasser aufgel6st

e Klassische Symptome wie Polyurie, Polydipsie, Gewichtsverlust, manchmal
Polyphagie und Sehstérungen, sowie eine Plasmaglukosekonzentration von > 200

mg/dl (11,1 mmol/l) gemessen zu einem willklrlichen Zeitpunkt [ADA, 2010].

Tabelle 1: Grenzwerte fur IFG, IGT und HbAlc im Blut [ADA, 2010].

Grenzwerte:

IFG 100-125 mg Glukose/d|l
IGT 140-199 mg Glukose/d|l
HbAlc 5,7-6,4 %

2.1.4 Epidemologie
Laut World Health Organisation (WHO) leiden mehr als 220 Millionen Menschen
weltweit an der Stoffwechselkrankheit DM. 2004 starben geschatzte 3,4 Millionen
Menschen durch die Spatschaden von Hyperglykdmie. Mehr als 80% der Todesfalle
durch die Spatfolgen von DM sind in Landern mit niedrigen und mittleren Einkommen

zu finden. Es wird vermutet, dass sich die Anzahl der Diabetiker zwischen 2005 und



2030 verdoppelt haben wird. Die Empfehlungen der WHO lauten ausgewogene
Erndhrung, regelmaBige Bewegung, normales Korpergewicht und nicht zu Rauchen

[WHO, 2011].

Schatzungen von 2010 deuten auf einen 20 prozentigen Anstieg der Diabetesrate in

Industrielandern bis 2030 (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Anstieg der DM-Rate in Industrieldandern bis 2030 [Shaw et al., 2010]

Andere Schatzungen gehen davon aus, dass 2010 weltweit 285 Millionen Menschen
(6,4% der Erwachsenen) an DM leiden. Es wird angenommen, dass die Anzahl der
erkrankten Personen bis 2030 auf 430 Millionen (7,7%) der Erwachsenen ansteigt. Die
groRte Zahl an Neuerkrankungen wird in Nordamerika vermutet, gefolgt vom Mittleren

Osten und Sudasien [SHAW et al., 2010].

In Osterreich sind laut Schatzungen 600.000 Personen an DM erkrankt. Hiervon sind
lediglich nur 420.000 Personen diagnostiziert und befinden sich in arztlicher
Behandlung. 180.000 Personen, das entspricht etwa 30%, sind sich ihrer Erkrankung
nicht bewusst [OGD, 2011].



Die International Diabetes Federation (IDF) gibt an, dass 11,2% der Osterreichischen
Bevolkerung zwischen 20 und 79 Jahren an DM erkrankt ist, dies betrifft 708.400
Menschen [IDF, 2009].

Im Jahr 2002 sind in Osterreich 2.038 Personen gestorben, die laut ICD-10 Kriterien
(International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems) als
Diabetiker eingestuft wurden. Das sind 2,7% von 76.131 Gesamttodesfallen [RIEDER et
al., 2004].

2.1.5 Spatschaden und Komplikationen
Spatschaden von DM sind Retinopathie und ein moglicherweise daraus resultierender
Verlust des Sehvermogens, Nephropathie und Nierenversagen, Neuropathie und das
daraus folgenden Diabetische Fullsyndrom, Charcot-Ful}, gastrointestinale
Beschwerden, Erkrankungen der Harn- und Geschlechtsorgane, sexuelle Dysfunktion
und Herzkreislaufkrankheiten. An Diabetes erkrankte Menschen haben ein hoheres
Risiko an Atheriosklerose zu erkranken. Eine weitere Spatfolge ist die Beeintrachtigung

des Lipoprotein-Stoffwechsels [ADA, 2010].

Tabelle 2: Spatschaden und Komplikationen von DM [RIEDER et al., 2004].

Spatkomplikation Manifestation Ursache(n)

MAKROANGIOPATHIE Koronare Herzerkrankung Atherosklerose
Schlaganfall

Periphere
Durchblutungsstérungen
GefaBverschluss der unteren

Extremitaten

MIKROANGIOPATHIEN

Retinopathie und
Makulopathie

Diffuse Augenverdickungen
an Auge und
Augenhintergrund,
reduziertes Sehvermaogen bis
zur Erblindung

Nepropathie
(Glomerulosklerose)

Erhéhung des
intraglomerularen
Filtrationsdrucks, Verdickung

advanced glycosylation
(end)products (z.B.) Hbalc 2>
Schadigung extrazellularer
Proteine des Bindegewebes
sowie intrazelluldre
Strukturproteine (HbAlc hat
groRere Affinitat zu 02 als
normales Hb - reduzierte




der Basalmembran,
Mikroalbuminurie,
Nephropathie mit
Proteinurie, Hypertonie,
Niereninsuffizienz

NEUROPATHIE

Sensomotorische
Neuropathie

Symmetrische
Missempfindungen,
Taubheitsgefiihle und
Schmerzen in den unteren
Extremitaten

Diffuse motorische
Polyneuropathie

Generalisierte
Muskelatrophie und —
schwéche, meist ohne
Schmerzen und
Sensibilitdtsstérungen

Autonome Neuropathie

Storungen der Organe, die
vom autonomen
Nervensystem innerviert
werden: Herz,
Gastrointestinaltrakt,
Harnblase, mannliche
Geschlechtsorgane

Sauerstoffabgabe ins Gewebe
-> Retinopathie) in
Nierenglomeruli, Retina,
Augenlinse und Nerven
reagiert Glukose zu Sorbitol
das zu Fruktose
weiterreagiert 2>
Fruktoseakkumulation fihrt
zu osmotischen Stress 2>
Gewebeschadigung oxidativer
Stress > Aktivierung der
Proteinkinase C =
GefaBanomalien an Retina,
Nieren, Herz

DIABETISCHES
FUSSSYNDROM

Lasionen, Ulkusbildung,
mangelndes Abheilen

Neuropathie und/oder
periphere
Durchblutungsstérungen

Die Akutkomplikationen, die am haufigsten vorkommen, sind das Coma diabeticum,

Hypoglycamie und der hypoglykdamische Schock [RIEDER et al., 2004].

2.1.6  Kosten
Die CODE-2 Studie versuchte die Kosten zu eruieren, die in Europa (8 ausgewahlte
Staaten) durch Diabetes mellitus anfallen. Die Kosten werden insgesamt auf 29
Milliarden Euro geschatzt, umgelegt auf einen einzelnen Patienten ergibt sich ein
jahrlicher Betrag von 2.834 Euro. Die stationdare Behandlung der Patienten ist mit 55%
der grofite Anteil. 27% der Kosten betreffen Medikamente wahrend 18% der Kosten
flir die ambulante Behandlung verwendet werden. Erwahnenswert ist, dass flr

Diabetesmedikamente wie Insulin oder orale Antidiabetika nur ein Bruchteil der



Kosten, namlich 7%, ausgegeben wird. Hauptsachlich sind kardiovaskuldre und
lipidsenkende Arzneimittel fiir den hohen Anteil an Gesundheitskosten verantwortlich
[RIEDER et al., 2004].

Im Jahr 2010 gaben die Institutionen der Gesundheitsvorsorge weltweit 11,6% ihres
Budgets flur die Behandlung von Diabetes mellitus aus. Die Aufwendungen der
einzelnen Lander bewegen sich zwischen 5% und 13%. Nordamerika und die
karibischen Staaten wenden 198 Milliarden US-Dollar, 52,7% der globalen Ausgaben,
fiir die Behandlung von DM auf, im Gegensatz dazu geben die afrikanischen Staaten
insgesamt 1,4 Milliarden US-Dollar, 0,4% der weltweiten Kosten, aus. 3/4 der
geschatzten Ausgaben sind fiir Patienten im Alter von 50 bis 80 Jahren. Fiir Frauen
wird in der Diabetesvorsorge mehr Geld ausgeben als fir Manner (53% vs. 47%). Es
sterben mehr Frauen als Manner durch Begleiterkrankungen von DM und durch DM
selbst. Die Ursache ist das hohere Mortalitatsrisiko bei Frauen mit DM [ROGLIC und

UNWIN, 2010].

2.2 THERAPIE VON DMT2

2.2.1 Orale anti-diabetische Medikamente
Die drei groBten Gruppen oraler Antidiabetika sind Biguanide (Derivate),
Thiazolidindione (TZDs) und Sulfonylharnstoffe [VIGNERI et al., 2009]. Diese werden
entweder einzeln, in Kombination oder zusammen mit Insulin eingenommen[LUDVIK

et al., 2007].

Tabelle 3: Wichtigste orale Antidiabetika bei DMT2 [VIGNERI et al., 2009].

Pharmakologische Klasse | Pharmakologische Wirkungsweise
Komponenten
Biguanide Metformin Insulin-Sensitizer

(reduzieren Insulinresistenz)

Thiazolidindione Rosiglitazone Insulin-Sensitizer

Pioglitazone (reduzieren Insulinresistenz)




Sulfonylharnstoffe Glipizide Sekretagoga

Gliclazide (stimulieren Insulinsekretion)
Glyburide
Gliquidone

Glycolypyramide
Glimepiride

Metformin wird schon sehr lange in der Therapie gegen DMT2 eingesetzt und gilt als
das meist verwendete Antidiabetikum bei DMT2 [GIOVANNUCCI et al., 2010;
GODSLAND et al.,, 2010]. Die Eigenschaften des Medikaments liegen darin, den
zirkulierenden Glukose- und Insulinspiegel bei Patienten mit Insulinresistenz und
Hyperinsulinamie zu senken. Dies wird einerseits durch die verstarkte Aktivierung des
Enzyms AMP- aktivierende Kinase (AMPK) initiiert, welches die Glukoseaufnahme in
den Muskelzellen fordert, andererseits durch die Unterdriickung der hepatischen
Glukoseproduktion und ebenso durch die Steigerung der peripheren Insulinsensitivitat,

erreicht [ATTIA et al., 2009; BAUR et al., 2010; VIGNERI et al., 2009].

Thiazolidindione gelten ebenfalls als Insulin-Sensitizer und verringern die
Insulinresistenz. Durch das Eingreifen dieser Stoffe in den Fettstoffwechsel, wird die
Insulinempfindlichkeit in den Fett- und Muskelzellen geférdert. Haufig werden sie in

Kombination mit Sulfonylharnstoffen und Metformin verabreicht [Ludvik et al., 2007]

Sulfonylharnstoffe zahlen zu den Insulin Sekretagoga. Diese binden an spezifische
Zellrezeptoren und stimulieren die Insulinsekretion der B-Zellen des Pankreas. Sie sind
fir ihre starke Reduktion des HbAlc bekannt und stehen im Zusammenhang mit

Gewichtszunahme und Hypoglykdamie [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Gliptine (DDP-4-Hemmer) stellen eine der neuesten Therapieformen dar. Sie sind in
der Lage, die Konzentration von Inkretinen (Hormonen) zu erhéhen und deren Abbau
zu verlangsamen. Inkretine sind dafiir bekannt, nur dann die Ausschittung von Insulin
aus dem Pankreas zu férdern und die Glukoseabgabe aus der Leber zu reduzieren,

wenn die Blutglukosewerte erh6ht sind [LUDVIK et al., 2007].
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2.2.2 Insulin oder Insulinanaloga
Insulin wird von jenen IDDM-T2 Diabetikern benétigt deren R-Zellen-Funktion durch
jahrelange Uberproduktion von Insulin, in Folge von Insulinresistenz, nachldsst
[GIOVANNUCCI et al., 2010]. Der Rickgang der R-Zellen-Funktion kann jahrelang

dauern und steht in Abhangigkeit von Gewichtsreduktion, Alter und Blutzuckerwerten.

Unterschieden werden kurzwirksames Insulin oder Insulinanalogon, langwirksames
Insulin oder Mischinsuline aus kurz- und langwirksamen Insulinen oder Insulinanaloga.
Insulin oder humanes Insulin ist nach dem menschlichen Insulin biotechnologisch exakt
gleich hergestellt, wobei die Insulinanaloga Strukturveranderungen aufweisen und
somit den Vorteil von gezielteren Wirkungsweisen mit sich bringen [LUDVIK et al.,

2007].

2.3 DMT2IM ZUSAMMENHANG MIT DEM KREBSRISIKO

Es gibt zahlreiche Studien, die sich in den letzten Jahren intensiv mit der Assoziation
von DMT2 und Krebsrisiko beschaftigten. Die Mehrheit der Ergebnisse lasst auf einen
Zusammenhang schlieRen, jedoch muss beachtet werden, dass DMT2 und Krebs zwei
sehr komplexe Krankheiten sind, die beide in enger Beziehung mit Lebensalter,
Ubergewicht und Adipositas [BAUR et al., 2010], genetischer Pradisposition, aber auch

Lebensstil- und Umweltfaktoren stehen [VIGNERI et al., 2009].

Die Ergebnisse mehrere Studien und Metaanalysen zeigen eine starke Pravalenz von
Leber-, Pankreas- und Gebarmutterkrebs sowie erhohte Risiken von Dickdarm-,
Harnblasen- und Brustkrebs bei DMT2 [BAUR et al.,, 2010; VIGNERI et al.,, 2009;
GIOVANNUCCI et al., 2010].

Der enge Zusammenhang zwischen Leberkarzinomen und DMT2 wird einerseits durch

die hohe Konzentration an endogenem Insulin, dem die Leberzellen ausgesetzt sind
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und andererseits durch diabetes-spezifische Leberkrankheiten, die als Risikofaktoren

flir hepatozellulare Karzinome bekannt sind, vermutet [VIGNERI et al., 2009].

Hyperinsulindmie als Ausloser von Pankreaskrebs bei DMT2 zu bestimmen, miusste
kritisch betrachtet werden, da diese Hypothese nicht das gehdufte Auftreten bei
IDDM-T1 Patienten, deren Pankreaszellen keiner erhohten Konzentration von Insulin

ausgesetzt sind, bericksichtigt [VIGNERI et al., 2009].

Langsamere Transitzeit des Darmes sowie die vermehrte Produktion von Insulin und
Gallensduren [COUGHLIN et al., 2004] sowie erhdhter oxidativer Stress bei DMT2 wird
mit dem gesteigerten Auftreten von Kolonkarzinomen assoziiert [KEJARIWAL et al.,

2008].

Nur bei Prostatakrebs wird DM mit einem geringeren Risiko in Verbindung gebracht
[CURRIE et al., 2009; VIGNERI et al., 2009]. Als mogliche Griinde werden hier die
niedrigeren Testosteronwerte, verdnderte Insulin- und Leptinkonzentrationen,

antidiabetische Therapie, sowie der Lebensstil angesprochen [VIGNERI et al., 2009].

2.3.1 Mégliche Krebsrisikofaktoren bei DMT2

Tabelle 4: Mogliche direkte oder indirekte Krebsrisikofaktoren bei DMT2 [VIGNERI et al., 2009].

Direkte Risikofaktoren Indirekte Risikofaktoren
Hyperinsulinamie Adipositas
Hyperglykdmie Alter

Insulinresistenz Geschlecht

‘N Oxidativer Stress Erndhrungsweise

M Chronische Entziindungen Bewegungsmangel

M Fettsduresynthease Expression Rauchen

Antidiabetika Alkohol
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Bis jetzt ist noch vollig ungewiss, ob Diabetiker Gber direkte oder eher Uber indirekt
veranderbare und nicht verdanderbare Risikofaktoren, die gemeinsam mit Krebs und

DM auftreten, ein erhdhtes Krebsrisiko aufweisen [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Hyperinsulindmie tritt im Zusammenhang mit Insulinresistenz bei DMT2 auf und spielt
moglicherweise bei der Krebsentstehung eine bedeutende Rolle [BAUR et al., 2010;
GODSLAND, 2010; VIGNERI et al., 2009;]. Grund dafiir kdnnte der mitogene Effekt von
Insulin sein. Steigt die Insulinkonzentration an, ist Insulin imstande, an den Insulin-like-
growth Faktor 1 Rezeptor (IGF1R) zu binden, welcher dem Insulin Rezeptor (IR) zu 80%
homolog ist und kann diesen somit aktivieren. Im Vergleich zum IR weist der IGF1R
einen erhohten mitogenen Effekt sowie eine erhdhte Transformationsaktivitdt auf und
verursacht (iber mehrere Phosphorylierungskaskaden die Aktivierung oder
Deaktivierung verschiedener Proteine und beeinflussen dadurch die Zellteilung, das
Zellwachstum, das Uberleben der Zelle und den Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus

[GODSLAND, 2010].

Weiters wird vermutet, dass Insulin die Konzentration von IGF 1- bindenen Proteinen
senkt, welche anti-tumorgenetische und moglicherweise auch apoptotische

Eigenschaften besitzen [GODSLAND, 2010; VIGNERI et al., 2009].

Haufig tritt Hyperinsulindmie im Zusammenhang mit Hyperglykdamie auf. Es ist jedoch
schwierig zu erkennen, von welcher der beiden Ursachen ein héheres Krebsrisiko
ausgeht. Bisher ist bekannt, dass erhohte Blutzuckerwerte und eine gestorte IFG stark
mit dem Krebsrisiko assoziiert sind. In einem Artikel von Vigneri et al. werden die
Beeintrachtigung der Ascorbinsdure und die Reduktion der Effektivitat des
Immunsystems im Zusammenhang mit erhéhten Glukosewerten als mogliche Ausloser

flir ein erhohtes Krebsrisiko genannt [VIGNERI et al., 2009].

Ubergewicht steht ebenso im engen Zusammenhang mit einem erhéhten Krebsrisiko.

Es wird vermutet, dass die Ursachen wie Hyperinsulinamie bei abdominaler
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Fettverteilung, hohe Kalorienaufnahme und hormonelle Veranderungen fiir die
Forderung des Krebsrisikos verantwortlich sind [GODSLAND, 2010; VIGNERI et al.,
2009]. Die Tatsache, dass liber 80% der DMT2 Ubergewichtig sind, erschwert die
Unterscheidung, ob das Krebsrisiko bei Typ 2 Diabetikern durch die Folgen des

Diabetes oder durch Adipositas erhoht ist.

Vermehrt auftretende chronische Entziindungen und oxidativer Stress, die
hauptsachlich bei schlechter metabolischer Kontrolle auftreten, reduzieren die
intrazellulare antioxidative Kapazitdt und fiihren zu einem Anstieg der reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS), die die DNA schadigen und/oder mit der DNA-Reparatur

interferieren [VIGNERI et al., 2009].

Die erhohte Fettsaure-Synthease-Expression und Fettsaure Produktion bei DMT2
stehen ebenfalls unter Verdacht, die Tumorentstehung zu férdern [VIGNERI et al.,

2009].

Krebs und DMT2 sind beides Krankheiten, die mit zunehmendem Lebensalter steigen
und somit auch hier die Ursachenerkennung der Karzinogenese bei Diabetikern

erschweren [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Daten Uber die Krebsmortalitdt sind bis jetzt noch sehr widerspriichlich. Vereinzelte
Studien zeigten eine mogliche erhdhte Krebssterblichkeitsrate durch Leber-, Pankreas-
[COUGHLIN et al., 2004], Kolon- und Brustkrebs bei DM im Vergleich zu Krebspatienten,
die nicht zusatzlich mit DM belastet waren. Als wahrscheinlicher Grund werden
Hyperinsulinamie, der schlechtere Gesundheitszustand oder beide Faktoren in

Betracht gezogen [VIGNERI et al., 2009].

2.3.2  Méoglicher Einfluss von Diabetes-Therapien auf das Krebsrisiko
Der Zusammenhang zwischen therapeutischen Medikamenten fir DMT2 und dem
Krebsrisiko ist bis heute noch relativ ungeklart. Die Interpretationen werden zusatzlich
durch die unterschiedlichen Medikamente und Dosierungsformen im Laufe der

Erkrankung erschwert [VIGNERI et al., 2009].
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Einige Studien belegen, dass DMT2-Patienten, die mit Metformin behandelt werden,
im Vergleich zu Diabetikern, die unter einer anderen anti-diabetischen
Behandlungsmethode stehen, ein geringeres Krebsrisiko und eine niedrigere
Krebsmortalitdat aufweisen. Es wird angenommen, dass moglicherweise die
insulinsenkenden Eigenschaften, die Inhibition der Zellproliferation und der Glukose-
und Lipidsynthese, die Férderung des Serin/Threonin-Kinase (LKB1) Regulators, ein
Tumorsupressorprotein, sowie die Reduktion von freien Radikalen hierfir
verantwortlich sind [CURRIE et al., 2009; GODSLAND, 2010; LANDMAN, et al., 2010;
VIGNERI et al., 2009; GIOVANNUCCI et al., 2010].

Die Auswirkungen von Thiazolidindionen auf das Krebsrisiko sind noch relativ
widerspriichlich. In vitro Studien sagen dem Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptor (PPARy) Agonisten auf Grund von Inhibition des Zellwachstums und
Initiilerung von Apoptose und Zell-Differenzierung anti-krebs fordernde Eigenschaften
nach. Forschungen an Nagetieren wiederum gehen von einer tumorférdernden
Wirkung von PPARy Agonisten aus. Epidemiologischen Studien und Metaanalysen tiber
ein erhohtes Krebsrisiko sind aufgrund der kurzen Behandlungszeiten kritisch zu
betrachten. Laut einem Artikel von Giovannucci et al. konnten auch wenige Studien
keine krebsfordernde Wirkung von Thiazolidindione feststellen [GIOVANNUCCI et al.,
2010].

Orale Sulfonylharnstoffe stimulieren die endogene Insulinsekretion und konnten
durch die gesteigerte Hyperinsulindmie das Krebsrisiko steigern. Die Daten von
wenigen Studien, die eine erhohte Krebsrate im Vergleich zu Patienten mit Metformin
Behandlung aufzeigten, sind ebenfalls sehr widerspriichlich. Grund dafiir sind die
fehlenden Informationen von Dauer und Dosis der Sulfonylharnstoff Aufnahme

[GIOVANNUCCI et al., 2010; VIGNERI et al., 2009].

Bei praklinischen Tierversuchen mit Gliptinen (DDP-4-Hemmer) konnte man zwar eine
leichte Steigerung des Krebsrisikos beobachten, jedoch konnte diese Annahme anhand
von Humanstudien nicht bestatigt werden. Die Aussagekraft der Ergebnisse ist

schwierig zu interpretieren, da diese Substanzen noch nicht lange in der Diabetes-
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Therapie eingesetzt und zudem von zu wenigen Patienten eingenommen werden

[GIOVANNUCCI et al., 2010].

Insulin und Insulinanaloga werden in vielen epidemiologischen Studien mit einem
erhohten Krebsrisiko assoziiert. Wie bereits oben erwahnt, wird die Hyperinsulinamie
als ein moglicher Riskikofaktor angenommen. Im Vergleich zur endogenen
Insulinsekretion zirkulieren bei IDDM signifikant héhere Konzentrationen von Insulin
im Korper. Diese Ergebnisse werden jedoch heftig diskutiert, da mogliche Confounder
wie BMI, Insulinmenge, glykdmische Kontrolle oder die Dauer der Krankheit zum Teil
nicht beriicksichtigt wurden. Bis heute ist nicht geklart, ob Insulin oder Insulinanaloga
Uber mogliche direkte oder indirekte Mechanismen die Krebsentstehung beeinflussen

kénnen [GIOVANNUCCI et al., 2010].

Eine weltweite Querschnittsstudie mit (iber 7.000 Probanden zeigte, dass IDDM-T2 die
gleiche Prdvalenz von bdsartigen Tumoren, aber eine erhéhte Krebsmortalitat im
Vergleich zu Nicht-Diabetikern aufwiesen. Dies flihrt zu der Annahme, dass
Hyperinsulinamie nicht das Krebsrisiko erhoht, sondern moglicherweise das

Krebswachstum stimuliert und dadurch beschleunigt [BAUR et al., 2010].

2.4 DER CYTOKINESIS-BLOCK MICRONUCLEUS CYTOME ASSAY (CBMN)

Der CBMN-Assay wurde von Fenech und Morley entwickelt und ist eine geeignete
Methode um Chromosomen-Schaden, Zytostase und Zytotoxizitdt zu messen. Durch
seine Reliabilitdit und gute Reproduzierbarkeit wird er erfolgreich fir Tests zur
Bestimmung der Genotoxizitdt, sowie der Strahlungsempfindlichkeit von Geweben

eingesetzt [FENECH, 2007].

Der CBMN-Assay ist ebenso eine geeignete Methode um DNA-Schiaden im
Zusammenhang mit dem Mikronahrstoffstatus zu messen. Studien, die diese Technik

verwendeten, zeigen, dass die Menge der Mikronadhrstoffaufnahme (Supplementation
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von Folsdure, Vitamin A, C, E) sowie der Mikronahrstoffstatus (Folsdaure und Vitamin

B12) die Haufigkeit von Mikrokernen (MNi) beeinflussen [LAL und AMES, 2011].

Das Prinzip des CBMN-Assay basiert auf den ,einmalig geteilten Zellen”, die als
Zweikernzellen (BNCs) nach Inhibition der Zytokinese durch Cytochalasin B
aufscheinen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass sie in einem Verfahren
Informationen Uber zytotoxische (Verhaltnis von Apoptose und Nekrose), zytostatische
(Verhaltnis von Einkernzelle, Zweikernzelle, Mehrkernzelle) und genotoxische (Anzahl
von MNi, Nuclear Buds (NBUDs), Nucleoplasmic Bridges (NPBs)) Vorkomnisse liefert
[FENECH, 2007].

CYTOTOXIC
GENOTOXIC
AGENT,

@

NECROSIS
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BREAKAGE
DICENTRIC & LOSS GENE

(a) CHROM. AMPLIFICATION

APOPTOSIS

Abbildung 2: Entstehung von MNi, NBUDs, NPBs, Apoptosen und Nekrosen [FENECH, 2006]

MNi weisen auf Chromosomenbriiche und/oder ganze Chromosomenverluste hin und
dienen somit als glinstiger Biomarker fliir DNA-Schaden. Sie entstehen wahrend der
Zellteilung aus azentrischen chromosomalen Fragmenten oder ganzen Chromosomen,
die wahrend der Anaphase zurlick bleiben. Da MNi in BNCs entstehen kénnen, liefert
der CBMN-Assay eine perfekte in vitro Methode, um sie in Lymphozyten von
Menschen und Sadugetieren nachzuweisen [FENECH, 2007]. Um die verschiedenen
Effekte von unglinstigen Zellteilungsablaufen auszuschalten, werden MNi nur in BNCs

gemessen [FENECH, 2006].
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NBUDs besitzen die gleiche Morphologie wie MNi, jedoch mit dem Unterschied, dass
sie mit dem Zellkern Uber eine Engstelle oder einen ,Stiel” verbunden sind. Sie
entstehen durch Genamplifikation und werden als Indikator fiir den Verlust von
amplifizierter DNA und/oder den Verlust von DNA-Reparatur- Mechanismen

verwendet [FENECH, 2007].

NPBs werden fiir die Messung von Chromosomenveranderungen herangezogen. Sie
entstehen in der Anaphase, wenn die Zentromere von dizentrischen Chromosomen auf
die gegeniberliegenden Spindelpole gezogen werden, wodurch es zu Fusionen von

Bruchstlicken oder Verkiirzungen der Chromosomen kommen kann [FENECH, 2007].

Apoptotische Zellen entstehen durch den programmierten Zelltod. Die Apoptose dient
im Korper zur feinen Regulation der Proliferation sowie der gezielten Zerstérung von
Zellen. Die Zelle beginnt zu schrumpfen und durch Auflésung der Zellmembran bilden
sich apoptotische Vesikel, in denen die DNA als Fragmente vorliegt. Hauptausloser der
mitochondrialen Kaskade durch Cytochrom C sind vor allem DNA-Schiaden und

zellularer Stress [Loffler, 2008].

Nekrotische Zellen werden aufgrund externer Einflussfaktoren wie z.B. Virusbefall,
Gifte, physikalische Schaden u.a. hervorgerufen und treten im Vergleich zu

apoptotischen Zellen im Zusammenhang mit Entziindungen auf [Loffler, 2008].

24.1 Mikrokerne und ihr Zusammenhang mit dem Krebsrisiko
Schdaden des Genoms sind maligeblich an der Entstehung von Krankheiten wie Krebs
beteiligt [THOMAS et al., 2011]. Im Artikel von Bonassi et al. wird erwahnt, dass einige
Publikationen den Zusammenhang von erhéhten DNA-Schaden und genetischer
Instabilitat mit Krebs bestatigen. Diese Ergebnisse fiihren zu der verstarkten Annahme,
dass chromosomale Schaden eine kausale Rolle bei der Karzinogenese spielen
[BONASSI et al., 2011]. Aufgrund der Tatsache, dass MNi in den peripheren
Blutlymphozyten (PBL) einen wichtigen Indikator fiir genetische Instabilitdt und DNA-

Schaden darstellen [CEPPI et al., 2011], wurde in den letzten Jahren vermehrt an ihrer
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Rolle bei der Krebsentstehung geforscht. Die im folgenden Text genannten
Beobachtungen unterstiitzen die Annahme einer Assoziation zwischen der Mikrokern

(MN)-Anzahl und einem erhohten Krebsrisiko [BONASSI et al., 2007].

Beobachtungen die auf einen Zusammenhang schlieBen lassen:

e Signifikante Anstiege von Krebserkrankungen bei Personen mit erhéhter MN-
Anzahl in PBL

e Erhohte MN-Anzahl bei unbehandelten Krebspatienten

e Blutkonzentrationen und/oder Supplementationen von Mikrondhrstoffen, die
mit einem reduzierten Krebsrisiko assoziiert sind, wie z.B. Folsadure, Kalzium,
Vitamin E und Nikotinsdure, stehen in Korrelation mit der MN-Haufigkeit

e Zusammenhange mit chromosomalen Anomalien und MN-Anzahl

e Korrelation von genotoxischen MN-induzierenden Stoffen und Karzinogenese

[BONASSI et al., 2007]

Um die MN-Haufigkeit als eindeutigen Biomarker fir das Krebsrisiko heran ziehen zu
kénnen, missen noch weitere prospektive Studien durchgefiihrt werden, die den
genauen Mechanismus und die Assoziationsstarke feststellen [BONASSI et al., 2011;
FENECH et al.,, 2011]. MNi stellen aber auch nur einen Teil von chromosomalen
Schaden in den Lymphozyten dar und sind deshalb als alleiniger Indikator

unzureichend [BONASSI et al., 2007].

Der CBMN-Assay ist in der Lage durch die Messung von NBUDs und NPB zusatzliche
Schiaden an den Chromosomen zu erkennen, dadurch kann das Krebsrisiko besser
eingeschatzt werden. Dieser Zusammenhang wird durch das vermehrte Auftreten von
NBUDs und NPB bei Lungenkrebspatienten im Vergleich zu Gesunden verstarkt

[BONASSI et al., 2011].
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Weitere Studienergebnisse zeigen ebenfalls eine Korrelation zwischen der MN-
Haufigkeit und den gewebsspezifischen Krebsentstehungen. Die Studie von Bonassi et
al. konnte signifikante Zusammenhange zwischen MNi und gastrointestinalen und
urogenitalen Krebserkrankungen und ebenso ein erhohtes Erkrankungsrisiko von
Magen-, Intestinal- und Brustkrebs beobachten [BONASSI et al., 2007]. Uberdies
weisen Krebspatienten mit Gberdurchschnittlich hohen Chromosomenschdaden eine

erhohte Mortalitatsrate auf [EL-ZEIN et al., 2011].

2.4.2 DMT2 und das Auftreten von MNi
Bis heute sind noch wenige Daten liber den Zusammenhang von DMT2 mit der MN-
Haufigkeit vorhanden. Studien belegten jedoch eine signifikant erhohte Anzahl von
MNi bei DMT2-Patienten im Vergleich zu Gesunden [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007;
ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2007]. Typ 2 Diabetiker mit geringer glykdmischer Kontrolle
zeigten ein hoheres MN-Vorkommen, wodurch eine positive Korrelation von
Serumglukose-Konzentrationen und gehduften Chromosomen-Schaden festgestellt

wurde [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007].

Laut dem heutigen Stand der Wissenschaft wird angenommen, dass die hdheren
chromosomalen Schdden bei DMT2-Patienten durch vermehrten oxidativen Stress,
verminderte Glutathion-Synthese oder durch ihre Medikamente, die den Vitamin-B12-
Gehalt senken und die Homocystein (Hcy) Konzentration erhéhen, entstehen

[MARTINEZ-PEREZ et al., 2007].

Bis zu diesem Zeitpunkt liegen noch keine wissenschaftliche Daten vor, die den Einfluss
der Therapieformen von DMT2 im Zusammenhang mit den Parametern des CBMN-

Assay untersuchten.
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2.5 ERNAHRUNG UND KREBSENTSTEHUNG

Die Verbindung Didt und Krebsinzidenz wird weitestgehend anerkannt. In einigen
epidemiologischen Studien wurde bereits die protektiven Effekte einer obst- und
gemiusereichen Diat auf einige Krebsarten beschrieben [LOFT et al., 2008].

Der Einfluss der Erndhrung auf die Krebsentstehung wurde friher bei ca. 30% aller
Krebserkrankungen in westlichen Lander und bei 20% in Entwicklungslandern
angesetzt.

In den letzten Jahren fand jedoch ein Wandel statt, indem der hohe Stellenwert der
Erndhrung in der Krebsentstehung von multiplen anderen Faktoren verdrangt wurde.
2004 fanden sich nur mehr wenige Daten, die diese Erkenntnisse signifikant
unterstiutzen konnten. Der Aufnahme von Obst und Gemuse werden dennoch
protektive Effekte zugesprochen. Zur Krebspravention wird unter anderem eine
Aufnahme von Minimum 400 g Obst und Gem{ise pro Tag empfohlen.

Im weitesten Sinne spielen Lebensstilfaktoren wie Erndhrung und Bewegung eine
wichtige Rolle in der Krebsentstehung, da es U(berzeugende Ergebnisse gibt, die
belegen, dass Ubergewicht und Adipositas die Entstehung von Oesophagus-,
Kolorektal-, Gebarmutterhals-, Nierenkrebs und Brustkrebs bei postmenopausalen
Frauen fordert und dass sportliche Betadtigung das Risiko der Entstehung von Kolon-
und Brustkrebs vermindern kann [KEY et al., 2004].

Die Wirkmechanismen der Mikronahrstoffe sind jedoch komplex und weit davon

entfernt, vollstandig verstanden zu werden [LOFT et al., 2008].

Die wirkliche Herausforderung liegt darin, die Komponenten der Lebensmittel, die fur
krebsprotektive Effekte verantwortlich sind, zu identifizieren, ihre Wirkmechanismen
zu verstehen und die didtetische Menge dieser Wirkstoffe zu ermitteln, die eine
optimale Leistung fir die Gesundheit erbringen. Der Focus ist auf Verbindungen in
Lebensmitteln gerichtet, die liber eine antioxidative Kapazitat verfligen, da bewiesen
ist, dass oxidative Schdaden an Zellkomponenten eine zentrale Rolle in vielen

degenerativen Prozessen spielen und man davon ausgeht, dass natirliche
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Antioxidantien dabei helfen, eine Anhaufung solcher Schaden zu begrenzen und
dadurch einen bestimmten Grad an Schutz liefern [ASTLEY et al., 2004]. In einem
Bericht von Mgller et al. wird darauf hingewiesen, dass epidemiologische Studien
niedrigere Krebsrisiken bei Menschen mit einer hohen Aufnahme an Obst und Gemidise,
die viele Antioxidantien enthalten, bezeugen. Dies gilt vor allem in den Atemwegen

und im oberen Gastrointestinaltrakt [M@LLER et al., 2004].

2.5.1 Erndhrung und oxidativer Stress im Zusammenhang mit Krebs DNA-
Oxidation, DNA-Reparatur, ROS und Krebsentstehung

Freie Radikale resultieren unter anderem aus normalen metabolischen Prozessen wie
z.B. der Zellatmung. Wenn aber der Wert der freien Radikale die normale
Ausgleichskapazitdt der Zelle Gbersteigt, kommt es zu oxidativem Stress, der zu Zell-
und Genomschdden fliihren kann. Schiaden am Genom, einschlieBlich DNA-
Strangbriiche, Anderungen in den Chromosomen, Chromosomenaberration oder
Anderungen in Methylierungsprozessen, die anschlieBend zu einer verdnderten Anzahl
an Genen und Genexpression fiihren, wurden als wesentlich fiir die Entwicklung von
Krankheiten wie Krebs identifiziert [THOMAS et al., 2011].
DNA-Reparaturmechanismen sind entscheidend dafiir, inwiefern ein durchgehend
niedriges AusmalR an DNA-Schaden beibehalten und dadurch einen Schutz vor Krebs
gewabhrleistet werden kann [COLLINS et al., 2002].
Man kann annehmen, dass Substanzen, die oxidative Schaden der DNA vermindern,

auch das Risiko einer Krebsentwicklung herabsetzen sollten [LOFT et al., 2008].

Obwohl nicht direkt durch Kohortenstudien fundiert bewiesen, wird angenommen,
dass oxidativer Stress viele Krankheiten wie Krebs, Diabetes und koronare
Herzkrankheiten auslésen oder deren Verlauf erschweren kann [M@LLER et al., 2006].
Diabetiker, die aufgrund von hohen Glukose- und HbA1C-Konzentrationen unter
erhohtem oxidativen Stress leiden, kénnten von einer Supplementation mit

Antioxidantien profitieren [M@LLER et al., 2004].
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2.5.2  Mikronahrstoffmangel oder -iiberschuss und Krebsentstehung
Epidemiologische  Studien lassen eine starke Assoziation zwischen
Mikronahrstoffmangel und der Entwicklung von Krebskrankheiten erkennen [LAL et al.,
2011]. Zellen sind einer konstanten Oxidation durch metabolische und biochemische
Reaktionen sowie externe Faktoren ausgesetzt, weshalb es nahe liegt, dass DNA-
Reparatursysteme und Antioxidantien der Erndhrung wichtige EinflussgroBen fir
geringere Werte an DNA-Schidden und ein vermindertes Krebsrisiko darstellen

[M@LLER et al., 2004].

Der Mikrondhrstoffstatus spielt eine wichtige Rolle im Schutz gegen Schiaden am
Genom, indem Cofaktoren bereit gestellt werden, die fiir die einwandfreie Funktion
von Enzymen erforderlich sind, die in die DNA-Reparatur, Entgiftung oder Erhaltung
von Methylierungsprozessen des Genoms involviert sind [THOMAS et al.,, 2011]. Es
wurde gezeigt, dass beides, ein Mikronihrstoffmangel und/oder ein Uberschuss zu
Schaden am Genom fiihren kénnen [THOMAS et al., 2011].

Humanstudien zeigten, dass die MN-Haufigkeit in PBL entweder signifikant mit der
Aufnahmehohe oder der Plasmakonzentration von Folat, Vitamin B12, Riboflavin,
Biotin, Pantothenat, beta-Carotin, Vitamin E, Retinol und Calcium assoziiert wird

(Abbildung 3) [FENECH et al., 2011].

— mid-tertile
Il highest tertile

*P <0.006 *

% variation in genome damage

*

Vitamin E
Calcium
Folate
Retinol
Nicotinic acid
p-Carotene
Riboflavin
Biotin

Pantothenic acid

Abbildung 3: Prozentuale Variation der Rate des genomischen Schadens nach der Statusbestimmung
von Vitamin E, Calcium, Folat, Retinol, Nicotinsdure, Beta-Carotin, Riboflavin, Pantothensdure und Biotin
im mittleren und hochsten Tertil im Vergleich zum niedrigsten Tertil. Genomischer Schaden wurde in
PBL mit CBMN assay gemessen [FENECH, 2008]
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Andere Studien konnten DNA-Schiaden in Menschen dokumentieren, die moderat
unterversorgt an Eisen, Zink, Folat und B12 oder Cholin waren [LAL et al., 2011].

Ein wichtiger Punkt ist, dass Schiaden am Genom, die durch moderaten
Mikrondhrstoffmangel verursacht werden, dem gleichen Ausmal} einer Exposition mit
signifikanten Dosen an Genotoxinen aus der Umwelt, wie z.B. chemische Karzinogene,

ultraviolette Strahlung und ionisierende Strahlung, entsprechen (Abbildung 4)

[FENECH, 2008].
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Abbildung 4: Das Konzept der Gen-Erndhrungs- und Gen-Toxin-Interaktion und deren Einfluss auf
unterschiedliche gesundheitliche Schaden [FENECH, 2002]
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Es gibt ein starkes internationales Bewusstsein dafiir, dass es wichtig ist, die
empfohlene Tagesdosis an Mikrondhrstoffen zur Pravention degenerativer
Krankheiten (wie z.B. Krebs, kardiovaskuldre Krankheiten und Alzheimer) neu zu
definieren um den Zeitraum der Morbiditat im Alter zu verkirzen [FENECH, 2002].

Die optimale Mikronahrstoffaufnahme, um die Gesundheit langfristig zu erhalten, ist
jedoch dulerst schwierig zu bestimmen und kdnnte lber den aktuellen Empfehlungen

liegen [LAL et al., 2011].

2.5.3  Studien zu Erndhrung und DNA-Schaden bzw.
Mikrokernvorkommen
Von diatetischen Antioxidantien wird angenommen, dass sie Angriffe von freien

Radikalen auf die DNA herabsetzen und folglich vor Krebs verursachenden Mutationen,
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schitzen. Jedoch beruht diese kausale Beziehung beruht vorerst nur auf Vermutungen

[SARDAS et al., 2001].

Einem Artikel von Thomas et al. zufolge, welcher 2011 den Effekt diatetischer
Interventionen auf das Auftreten von Mikrokernen in menschlichen Lymphozyten und
Wangenschleimhautzellen verglich, wurde gezeigt, dass die Mehrheit der Ergebnisse
darauf schlieBen lassen, dass eine Supplementation mit antioxidativen Vitaminen und
bestimmten B-Vitaminen zu einer wesentlichen Reduktion der MN-Haufigkeit fiihren
kann [THOMAS et al., 2011].

Megller et al. geben in einem Review von 2006 an, dass sich in der Literatur sehr viele
Interventionsstudien finden lassen, die die Effekte von Antioxidantien auf oxidativ
geschadigte DNA in Geweben, weilRe Blutkérperchen/Blutzellen oder menschlichem
Urin untersuchen [M@LLER et al., 2006].

Trotzdem zeigt eine Metaanalyse und ein Review randomisierter Studien
antioxidativer Supplemente zur primaren und sekundaren Pravention von Bjelakovic et
al. 2007, dass eine groRRe Anzahl weit angelegter Interventionsstudien daran
gescheitert ist zu beweisen, dass die Aufnahme an antioxidativen Vitaminen das
Krebsrisiko vermindere wahrend die Metaanalysen sogar ein erhohtes
Mortalitatsrisiko zeigen [BJELAKOVIC et al., 2007].

Ein Uberblick {iber Interventionsstudien mit Antioxidantien aus Supplementen oder
Nahrungsmitteln besagt, dass ungefahr ein Drittel der Studien von einem schiitzenden
Effekt gegen oxidative DNA-Schaden in weillen Blutzellen berichteten [LOFT et al.,
2008].

Abhdngig von den verabreichten Konzentrationen wurde ein Rickgang der MN-
Haufigkeit bei der Supplementierung von Folsdaure und Vitamin B12, Coenzym Q10,
Vitamin C, Kombination von Vitamin E, beta-Carotin,Vitamin C, und Selen beobachtet
wobei die Reduktion bei Folsdure, Vitamin C, Vitamin E und Selen nicht signifikant war

(Tabelle 5) [THOMAS et al, 2011].
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Ein Review von Mgller et al. 2004 Uber Interventionen mit Antioxidantien bezlglich
oxidativer DNA-Schaden zeigt auBerdem, dass einige Studien mit Probanden, die
vermutlich erhéhte Werte an oxidativem Stress aufweisen, eher Effekte beziglich
erniedrigter Strangbruchlevel durch Interventionen ergeben. Des weiteren zeigen
Ergebnisse mit Diabetikern, dass diejenigen Probanden mit dhnlichen Ausgangswerten
an Strangbrichen wie die gesunden Probanden, keinen Nutzen durch antioxidative
Supplemente zeigten, wobei Diabetiker mit hoheren Ausgangswerten an
Strangbriichen verminderte Strangbriiche nach einer Supplementation aufwiesen.
Diese Daten Uber Diabetiker lassen vermuten, dass bereits die Ausgangswerte an
oxidativen DNA-Schaden hoch sein miissen um positive Effekte erzielen zu kénnen
[M@LLER et al., 2004].

Es ist ferner zu bericksichtigen, dass ein GroRteil der Studien gesunde Individuen mit
einbezog, wohingegen Antioxidantien eher bei Probanden protektiv wirken kdnnten,
die unter oxidativem Stress leiden. Eine Population oxidativ gestresster Probanden
profitiert daher mehr von antioxidativen Supplementen, als eine Population mit

geringen oxidativem Stress [LOFT et al., 2008].

In der folgenden Tabelle sind unterschiedliche Studien zur Effektivitat verschiedener

Supplemente bezlglich DNA-Schaden bzw. MN-Haufigkeit in Lymphozyten

zusammengefasst.
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Tabelle 5: Interventionsstudien, die den Mikronahrstoffstatus in Relation zur MN-Haufigkeit in
Lymphozyten untersuchen. RDI = ,,Recommended daily intake”: Folsdure 400 pg, Vitamin B12 6 pg,
Vitamin C 75 mg, Vitamin E/Tocopherol 10 mg, Selen 35 pg, Coenzym Q10 30-200 mg, Beta-Carotin 10

mg, Zink 15 mg, Rutin 1000-3000 mg. [THOMAS et al., 2011]. D-A-CH-Referenzwerte der

DGE,OGE,SGE/SVE: Folsdure 400 pg/d, Vitamin B12 3 pg/d, Vitamin C 100 mg/d, Vitamin E 12-15 mg
Tocopherolaquivalent/d, Selen 30-70 pg/d, Beta-Carotin 6 mg/d, Zink 10 mg[D-A-CH, 2008].

Mikronahrstoff

Supplement/
Darreichungsform

Effekt auf MN-Haufigkeit

Autor, Jahr

B-Vitamine Folsaure (0,7 mg/d, Kein signifikanter Fenech et al.,
2 Monate; 2,0 mg/d, | Unterschied 1997 (A)
2 Monate)
Folsaure und Vitamin | Signifikante Reduktion Fenech et al.,
B12 (700 pg (15.3%, P <0.03 in 1998
Folsaure, 7 pug behandelter Gruppe;
B12/40 g Cerealien 25.4%, P < 0.01 bei
(3.5xRDI), 3 Personen in behandelter
Monate; 2000 pg Gruppe mit
Folsaure, 20 ug B12 Ausgangshaufigkeit MN
(10 x RDI), 3 Monate) | Gber Durchschnitt)
Folsaure (15 mg Signifikante Reduktion Stopper et
dreimal pro Woche) | (59%, P = 0,001) al., 2008
und Vitamin B12
(1000 pg/Woche)
Einzelne Vitamin C (2g Kein signifikanter Effekt Crott et al.,
Antioxidantien Supplement) 1999
Beta-Carotin (30 Signifikant inverse Umegaki et
mg/d), Vitamin C Korrelation mit Plasma- al., 1994

(300 mg/d)

Beta-Carotin (P < 0,001)
(Effekt an
strahlungsinduzierter
MN-Haufigkeit)

Vitamin E (50 mg, 8

Keine signifikante

Fenech et al.,

Wochen; 500 1U, 8 Reduktion 1997 (B)

Wochen)

Selen (75, 150, 225 Keine signifikante Wu et al.,

ug/d, 8 Wochen mit | Reduktion 2009

jeder Konzentration)

Coenzym Q10 (100 Signifikante Reduktion Migliore et

mg/d) (38%, P < 0,05) al., 2004
Duale Vitamin C (1000 Signifikante Reduktion Schneider et
Antioxidantien mg/d, 7 Tage), (49%, P < 0,05) al., 2001

Vitamin C (1000
mg/d) und Vitamin E
(335 mg/d, 7 Tage)
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Mikronahrstoff Supplement/ Effekt auf MN- Autor, Jahr
Darreichungsform | Haufigkeit
Multiple Alpha-Tocopherol (100 | Signifikante Smolkova et al.,
Antioxidantien mg/d), Beta-Carotin (6 | Reduktion (39%, P = | 2004
mg/d), Vitamin C (100 | 0,015)
mg/d), Selen (50 pg/d)
Beta-Carotin (18 Signifikante Fenech et al., 2005
mg/d), Ascorbinsdure Reduktion (25%, P <
(900 mg/d), D-Alpha- 0,05)
Tocopherolsuccinat
(250 mg/d), Zink (12
mg/d)
Beta-Carotin (15 Signifikante Gaziev et al., 1996
mg/d), Rutin (75 Reduktion (24,7%, P
mg/d),Retinolacetat (3 | < 0,05) (Effekt an
mg/d), Alpha- strahlungsinduzierter
Tocopherol (30 mg/d), | MN-Haufigkeit)
Ascorbinsaure (150
mg/d), Folsdure (0.2
mg/d)
2.5.4 Vitamin B12, Folsdure und Hcy

Die Ernahrungsfaktoren, welche die MN-Haufigkeit am deutlichsten beeinflussen, sind
die Plasmawerte an Vitamin B12 und Hcy, sofern kein Folsduremangel vorliegt. Folat
und Vitamin B12 bilden eine wichtige Funktion, indem sie Methylgruppen, die fiir den
DNA-Metabolismus und fur die Erhaltung der DNA essentiell sind, zur Verfligung
stellen (Abbildung 5) [THOMAS et al., 2011].

Folatmangel hat einen destabilisierenden Effekt auf das Genom [LAL et al., 2011].

Im Falle eines Folatmangels akkumuliert Deoxyuridinmonophosphat (dUMP), was dazu
flhrt, dass Uracil anstelle von Thymin in die DNA eingebaut wird. Die exzessive
Eingliederung von Uracil fihrt nicht nur zu Punktmutationen sondern auch zu Einzel-
und Doppelstrangbriichen der DNA, Chromosomenbriichen und zu MN-Bildung.
Ahnlich verursacht Vitamin-B12-Mangel hohe Uracil-Einlagerungen, indem es die
Synthese von 5,10 Methylenterahydrofolat verhindert, das zur dTMP-Synthese
(Deoxythymidinmonophosphat) notig ist, was wiederum zu einer erhéhten Rate an

Chromosomenbriichen fihrt.
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Folat und Vitamin B12 werden zur Synthese von Methionin durch Remethylierung von
Homocystein benétigt [THOMAS et al., 2011].

Interventionsstudien mit Folat- und/oder Vitamin-B12-Supplementen zeigen, dass die
DNA-Hypomethylierung, Chromosomenbriiche, Fehlfunktion bei Einbau von Uracil und
die Bildung von Mikrokernen nach Aufnahmen minimiert sind, die Uber den
momentanen Empfehlungen liegen (Folsdure: tGber 400 mg/d, Vitamin B12: liber 2

mg/d) [FENECH, 2002].
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Abbildung 5: Folsduremetabolismus. SAM (S-Adenosylmethionin), MTRR (Methionin Synthase-
Reduktase), MTR (Methioninsynthase), SHMT (Serin Hydrohymethyltransferase), THF (Tetrahydrofolat),
DHF (Dihydrofolat), FTL (Format-Tetrahydrofolat-Ligase), dUMP (Deoxyuridin Monophosphat), dTMP
(Deoxythymidin Monophosphat), Cob(l) (reduzierte Form von Vitamin B12), Cob(lll) (oxidierte Form von
Vitamin B12) [THOMAS et al., 2011]

Es wurde eine Assoziation zwischen einem Vitamin-B12-Mangel bei Mannern mit
veganer Erndhrung und einer erhohten MN-Haufigkeit festgestellt.Die Assoziation
zwischen B12-Mangel und erhéhten MN in PBL wurde auch in anderen

Erndhrungsinterventionsstudien beobachtet [FENECH et al., 2011].

In einer Placebo-kontrollierten didtetischen Interventionsstudie, wurde anhand einer
3,5fach bzw. 10fach héheren Supplementierung der Tagesempfehlung von Folat bzw.
Vitamin B12 festgestellt, dass die MN-Haufigkeit in der behandelten Kohorte
signifikant um 15,3 % reduziert wurde und bei den Individuen, deren MN-Haufigkeit zu

Beginn der Studie in der oberen 50sten Perzentile lag, um 25%.
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Die MN-Haufigkeit korrelierte positiv mit Plasma-Hcy und korrelierte negativ mit dem
Serum-B12. Diese Korrelation wird auch durch eine Querschnittsstudie mit jungen
Erwachsenen im Alter von 18-32 Jahren bestatigt. Als wichtigstes Resultat erwies sich
die Tatsache, dass die MN-Haufigkeit signifikant reduziert war, wenn das Plasma-Hcy
<7,5 umol/l und das Serum-B12 (iber 300 pmol/I lag [THOMAS et al., 2011].

Diese Konzentrationen sind nur erreichbar, wenn die Aufnahmemenge die derzeitigen
,recommended dietary allowances” (RDAs) oder Empfehlungen zur taglichen
Aufnahme) Ubersteigt. Das waren mehr als 400 pg Folsdure pro Tag und mehr als 2 pg

Vitamin B12 pro Tag [FENECH, 2002].

Eine Studie mit dlteren Mannern zwischen 50 und 70 Jahrenzeigte eine signifikant
erhohte MN-Haufigkeit bei Individuen mit suboptimalen Serumspiegeln an Folat (<6.8
nmol/l), B12 (<150 pmol/l) und Hcy (>10 pmol/l) im Vergleich zu Individuen mit
hoheren Serumwerten. Probanden mit einem Homocysteinspiegel tber 10 umol/I
und einem normalen B12 und Folsaurestatus hatten hohere MN-Werte als jene, mit
einem Homocysteinspiegel unter 10 pmol/l und einem normalen B12 und
Folsdurespiegel. Diese Beobachtung fihrt zu der Erkenntnis, dass ein erhohter
Homocysteinspiegel, unabhdngig von B12- oder Folsdurekonzentrationen, ein

wichtigen Faktor fiir chromosomale Schaden darstellt [FENECH et al. 1997 (A)].

Probanden mit Folsaurewerten im Normalbereich hatten eine um 39% erniedrigte MN-
Anzahl als Probanden mit niedrigen Folsaurewerten. Bei Probanden mit niedrigen
Folsdaurewerten gab es eine signifikante Korrelation zwischen Folsdure und Hcy. Dies
fihrt zu der Annahme, dass ein Folsdauremangel Risikofaktoren wie erhdéhten Hcy-
Spiegel verstarken kann [SMOLKOVA et al, 2004].

Wenn Folat bei Personen mit Folatmangel wieder aufgefillt wird, wird die Bildung von
MN reduziert, jedoch zeigte eine Supplementierung keinen Effekt auf die MN-

Haufigkeit bei normalem Folatstatus [LAL et al., 2011].
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Folsdure- und B12-Supplemente reduzierten die MN-Haufigkeit in Individuen, die an
Nierenversagen im Endstadium litten [STOPPER et al., 2008]. Bei Nierenpatienten ist
sowohl die Krebsinzidenz als auch die MN-Haufigkeit erh6ht [STOPPER et al., 1999].
Eine Studie mit Nierenpatienten zeigt nach einer Supplementation mit Folsaure
und/oder Vitamin B12 eine Reduktion des MN-Index sowie des Plasma-Hcy-Levels in
der Folsduregruppe um 28 bzw. 32% und in der Kohorte, die die Kombination aus
Folsdure und B12 erhielt, um 41% und 47% [STOPPER et al., 2008].

Eine kontrollierte Interventionsstudie ermittelte die MN-Haufigkeit in den
Wangenschleimhautzellen von diagnostizierten DM-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. DM-Patienten, die Folsdaure einnahmen, zeigten eine signifikante
Verminderung der MN-Haufigkeit nach den 30 Tagen der Supplementation im

Vergleich zu ihren Ausgangswerten [ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2007].

2.5.5 VitaminE
In der Natur wird Vitamin E nur von Pflanzen synthetisiert, die reichsten didtetischen
Quellen fur Vitamin E sind hierbei pflanzliche Speisedle und Nisse.
Vitamin E (alpha-Tocopherol) schiitzt vor der Bildung von ROS bei der Oxidation von
Fett [THOMAS et al., 2011].
Eine frihere Studie zeigte, dass die MN-Haufigkeit in der Mucosa nach einer
Intervention (24 Wochen, zweimal taglich 400 U Vitamin E) mit Vitamin E zur

Chemopravention bei oraler Leukoplakie reduziert war [BENNER et al., 1994].
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 STUDIENDESIGN

Die in dieser Diplomarbeit besprochene Auswertung entspricht einem Teilbereich der

DIAPLANT-Studie.

Die DIAPLANT-Studie ist eine epidemiologische, randomisierte, prospektive
Interventionsstudie. Im Zuge der DIAPLANT-Studie wurden mehrere Einflussgrofien

gemessen, die aber nicht alle in dieser Diplomarbeit beriicksichtigt werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wird die MN-Haufigkeit anhand der CBMN-Methode

gemessen.

Alle Probanden wurden basierend auf ihrem Gesundheitszustand (IDDM, NIDDM,
Gesund, IFG) einer Gruppe zugeteilt. Urspriinglich war die Einteilung in die ersten drei
genannten Gruppen geplant. In Folge der Untersuchungen hat sich jedoch
herausgestellt, dass einige der vermeintlich gesunden Probandenerhohte

Nichternglukosewerte (NBZ) aufwiesen. Somit entstand die vierte Gruppe der IFG.

Alle Interessenten wurden eingeladen, Informationsveranstaltungen zu besuchen.
Hierbei wurde Uber den gesundheitlichen Nutzen einer gemisereichen Erndahrung

sowie Uber den Verlauf der Studie aufgeklart.

Nachdem die Teilnehmer sich nach dem Vortrag zur Mitarbeit an der Studie bereit
erklart hatten, wurden sie randomisiert in die Interventions- oder Kontrollgruppe

eingeteilt.

Die Interventionsgruppe wurde auf einer Informationsveranstaltung tber den Vorteil
gesunder Erndhrung aufgeklart und erhielt daraufhin acht Wochen lang eine tagliche

Ration diverser Tiefkiihlgemise sowie Pflanzendl.
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Die  Kontrollgruppe  zeichnet sich  durch die Teilnahme an der
Informationsveranstaltung aus. Diese Probanden erhielten jedoch weder Gemise noch

Ol.

Die Genehmigung zur Durchfiihrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der

Stadt Wien erteilt.

3.1.1 Rekrutierung der Probanden

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte durch:

® Arzte im Gesundheitszentrum Wien Sid der Wiener Gebietskrankenkasse
(WGKK)

® Fine Beilage in der Zeitschrift ,Diabetes-Info“ der Osterreichischen
Diabetikervereinigung (ODV)

® FEinen Vortrag beim , Diabetes Tag“

Rekrutierung durch die Arzte: Die Arzte des Gesundheitszentrums Wien Siid luden
entsprechend den Ein- und Ausschlusskriterien geeignete und interessierte Patienten

zu einer der Informationsveranstaltungen ein.

Rekrutierung durch eine Beilage in der Zeitschrift ,Diabetes-Info”“ und durch den
Vortrag beim ,Diabetes Tag”. Hier wurden Diabetiker auf die Studie aufmerksam
gemacht und zu einer Informationsveranstaltung eingeladen. Zuvor wurden die Ein-

und Ausschlusskriterien Giberprift.

Es gab:
e 10 Informationsveranstaltungen im Gesundheitszentrum Wien Siid der WGKK
e 2 Informationsvortrige bei der ODV

e Die Informationsvortrage wurden von gesamt 130 Personen besucht, zusatzlich

wurden 21 Personen telefonisch informiert.

33



Die Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie wurde von 120 Personen
unterschrieben, davon sind 111 Personen in die Studie gestartet und 99 Personen
haben die Studie beendet. Dies entspricht einem Anteil von 89,2 % (Abbildung 6). Von
diesen 99 Teilnehmern wurden bei der Auswertung von chromosomalen DNA-Schaden
drei Teilnehmer ausgeschlossen, da die Auswertung einiger Werte durch Probleme bei

der Isolierung von Lymphozyten nicht moglich war.

Alle drei Teilnehmer waren weiblich und gehoérten der Interventionsgruppe an. Zwei

von ihnen waren aus der Gruppe NIDDM und eine aus der IDMM-Gruppe.

Teilnehmer
Gesamt

n=99

NIDDM IDDM IFG Gesunde
n=41 n=35 n=12 n=11
Gemiise Gemise Gemiise Gemise
und Information und Information und Information und Information
Pflanzendl =11 Pflanzendl n=11 Pflanzenél =3 Pflanzenél =6
n=30 n=24 n=9 n=5

Abbildung 6: Studiendesign, Einteilung der Teilnehmer.

Nach folgenden Kriterien erfolgte die Rekrutierung der Teilnehmer.
Einschlusskriterien:
e Manner und Frauen mit Typ Il Diabetes
o 40-285Jahre
o Behandlung mit oralen Antidiabetika oder Insulin

e seit mind. 4 Wochen vor Studienbeginn:
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Gleichbleibende Medikation betreffend Glucose-, Fett- und Harnsaure-

Stoffwechsel

Gleichbleibende Essgewohnheiten und kérperliche Betdtigung

Konstantes Korpergewicht

HbA1c £ 9,5 % (Schwankungen < 10 %)

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

Serum-Triglyceride < 500 mg/d| (mit oder ohne Medikation)

Kreatinin < 2,5 mg/dl

Medikation der Nicht-Insulin  Gruppe: Metformin, DPP-4-Hemmer,
Sulfonylharnstoffe, GLP-1 Mimetika

Medikation der Insulin Gruppe: Insulin oder Insulin + Metformin

Ausschlusskriterien:

Typ-I-Diabetiker

Patienten junger als 40 und alter als 85 Jahre
Raucher

Schwangere und stillende Frauen

Teilnahme an anderen klinischen Studien

Neue Medikation oder Anderung der Medikation bzgl. Glucose-, Fett- und

Harnsaure-Stoffwechsel vier Wochen vor Studienbeginn
Einnahme von Fischélkapseln und anderen Fettsauren

Wihrend oder vor Beginn der Studie Absichten zur Anderung
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o der Erndhrungsgewohnheiten

o der korperlichen Aktivitat

o des Korpergewichts

Kardiovaskuldre Erkrankungen, definiert nach NYHA-Klassifikation > IlI
Lebererkrankungen (Transaminase-Grenzwert > 2,5-fach erhoht)
Chronische Niereninsuffizienz (Dialysepatient oder Kreatinin >2,5 mg/dl)
Organtransplantationen

Gastrointestinale Malabsorption (Pankreasinsuffizienz, Steatorrhoe,

Kurzdarmsyndrom)
Systemische Steroide

Drogen- und Alkoholmissbrauch (>80 g/d); Methadoneinnahme wahrend der

letzten 2 Jahre

Krebs, HIV

Glitazon-Einnahme

3.1.2 Interventionsphase

Die aktive Phase der Studie, die Interventionsphase, dauerte acht Wochen. Daraufhin

folgte noch eine sogenannte Wash-out Phase, die ebenfalls acht Wochen dauerte.

Die aktive Phase zeichnet sich durch die Einnahme des Gemises und des Pflanzendls

aus. Die Wash-out Phase bezeichnet den Zeitraum nach der Intervention, hier werden

keine Interventionslebensmittel mehr ausgegeben.
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<«——— Intervention —

ITO I T1 I T2 I T3

Start (nach 4 Wo) (nach 8 Wo) (nach 16 Wo)

Blutabnahme
Korpergewicht, Korpergroe, Bauchumfang
Diverse Fragebdgen
Blutdruck

I Blutabnahme vor bzw. nach der Intervention

I Blutabnahme nach 4 bzw. 8 wochiger Intervention

Abbildung 7: Zeitschema der Untersuchungen

Der zeitliche Verlauf der Studie wurde durch vier Blutabnahmetermine bestimmt. Die
Probanden mussten niichtern erscheinen und bei jedem Teilnehmer wurde Blutdruck
gemessen, Urin gesammelt, ein Mundschleimhautabstrich und anthropometrische
Messungen durchgefiihrt.

Zusatzlich gab es zu jedem Termin Fragebdgen zum Ausfiillen.

Direkt vor Beginn der aktiven Phase fand der erste Untersuchungstermin statt. Neben
den oben genannten Untersuchungen wurde beim ersten Untersuchungstermin
zusatzlich die KorpergroRe gemessen um den Body Mass Index (BMI) der Probanden zu
bestimmen.

Gesamt dienten die Daten des ersten Termins dazu, Ausgangswerte zu erfassen.

Die gleichen Untersuchungen wurden auch nach vier Wochen (T1) und acht Wochen
(T2) der Intervention durchgefiihrt.

Zu den Terminen TO und T1 erhielten die Probanden jeweils ausreichend Gemiise und
Pflanzendl fir vier Wochen. Somit wurde direkt nach dem ersten
Untersuchungstermin mit der Intervention begonnen.

Die Kontrollgruppe erhielt keine Intervention, wurde jedoch nach der
Informationsveranstaltung in  gleichen  zeitlichen  Abstinden  denselben
Untersuchungen unterzogen wie die Interventionsgruppe.

Die letzte Untersuchung fand acht Wochen nach Ende der aktiven Phase statt (T3).
(Abbildung 7)
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Es handelte sich bei den Fragebdgen um:

e Ein 24-h Protokoll, dieses musste einen Tag vor der Blutabnahme ausgefiillt

werden.

e Ein Quality of Life Questionnaire (QLQ), dieses gibt Auskunft Uber das
Wohlbefinden der Probanden.

e Ein Food Frequency Questionnaire (FFQ) zu den Terminen TO und T3.

Die Diabetiker wurden zuséatzlich gebeten, ein Blutzuckerprofil mit abzugeben und falls
Insulin gespritzt wurde, auch ein Insulinprotokoll und Spritzschema. Alle, die die
Intervention bekamen, wurden gebeten, ein Erndhrungstagebuch zu fiihren und

mitzubringen.

3.1.3  Ernahrungsintervention

Die Teilnehmer der Interventionsgruppe erhielten tiefgekihltes Gemise und ein
Pflanzendl zur taglichen Aufnahme. Sie wurden gebeten, tiglich 25 ml des Ols und 300
g des Gemuses zu sich zu nehmen.

Bei dem Ol handelte es sich um ein Walnussol (Tabelle 6).

Es wurden verschiedene Tiefkiihlprodukte der Firma IGLO zur Verfligung gestellt

(Tabelle 7).

Tabelle 6: Fettsaurezusammensetzung (%) und Tocopherolgehalt (mg/100g) des Interventionsdls.

Gesamtgehalt der Fettsduren (%) Mittelwert + Standardabweichung
C16:0 7,28 £ 0,09

C18:0 2,06 £ 0,07

C18:1n9¢c 16,40 £ 0,99

c18:1n7c 0,95 +0,03
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c18:2n6c¢ 61,76 £1,00

c18:3n3 11,49+0,43

Tocopherolgehalt (mg/100 g Ol) Mittelwert £ Standardabweichung
y-Tocopherol 32,98+ 1,82

o-Tocopherol 2,67 +0,14

Tabelle 7: Tiefkiihlprodukte fiir die Interventionsgruppe.

Spinat passiert Karfiol Broccoli DUO
Blattspinat Zwutschgerl Buntes Gem{se Trio

Junge Fisolen Junges Sommergemise
Kochsalat mit Erbsen Cremespinat mit Mini-Rost
Junge Erbsen Zarte Mischung

Broccoli Suppengemiuse
Kohlsprossen Rostgemiise Korsika

Zarte Sojabohnen Rostgemiise Gartnerin

Die richtige Einnahme des Ols wurde wahrend der Informationsveranstaltung erklart.
Hierbei war zu beachten, dass das Ol nicht erhitzt wird und gemeinsam mit einem
anderen Lebensmittel aufgenommen wird. Als Beispiel wurden warme und kalte
Speisen genannt, in die das Ol je nach geschmacklicher Vorliebe eingeriihrt werden
kann.

Die Zubereitung der Speisen sollte durch ein mitgeliefertes Rezeptheft erleichtert
werden. Auch die richtige Handhabung des Ols ist in dieser Broschiire nochmals
beschrieben. Zusatzlich wird in dem Rezeptheft noch einmal auf einen bewussten
Einsatz von Fett im taglichen Speiseplan eingegangen. Das bedeutet den Verzicht von

Speisen mit hohem Anteil an gesattigten Fettsauren.
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Vorteilhaft fur die Teilnehmer war auch, dass die einzelnen Rezepte im
,Gemiuisekochbuch” nach Menge des aufgenommenen Gemiises gekennzeichnet sind
und einen Hinweis darauf geben, wie viel Gemiise an diesem Tag noch fehlt um eine
Aufnahme von mindestens 300 Gramm zu gewahrleisten. Um diese Angaben nicht zu
verfalschen war es wichtig, dass die Probanden ihre Gemiserationen fir sich alleine

zubereiteten und sie nicht mit anderen Personen im Haushalt teilten.

3.2 DER CBMN-ASSAY

3.2.1 Verwendete Materialien

Tabelle 8: Verwendete Materialien fiir den CBMN-Assay.

Name Einheit Produzent
RPMI 1640 without L-Glutamin 500 ml PAA
Dulbecco’s phosphate puffered saline, steril filtered | 500 ml SIGMA
Sodium pyruvate, sterile filtered SIGMA
L-Glutamine, sterile filtered 200 uM SIGMA
Fetal Bovine Serum 500 ml PAA
Phytohaemagglutinin 10 ml PAA
Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, steril 15 ml VWR
Freestanding centrifuge tubes 50 ml VWR
Polystyrene Round-Bottom Tube 5ml Becton Dickinson
Countess cell counting chamber slides Invitrogen
Trypan blue stain SIGMA
Cytochalasin B SIGMA

Becton,
Cell Preparation Tube with Sodium Citrate

Dickinson
DMSO SIGMA
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Medion
Diff-Quick Staining Set

Diagnostics
Entallan Merck
Spritze 20 ml VWR
Steriler Filter VWR
Objekttrager und Deckglaser VWR
1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen Star Lab

3.2.2  Probenaufbereitung

Die Aufbereitung der Proben wird im Doppelansatz durchgefiihrt.

Arbeitsanleitung Medium
Das Medium wird unter sterilen Bedingungen vorbereitet. Die Chemikalien werden im

Wasserbad (ca. 37°C) angewarmt.

30 ml RPMI + 3,3 ml FBS + 330 pl Sodium-L-Pyruvate + 330 pl L-Glutamine werden in
einem 50 ml Zentrifugenréhrchen vereint. Das RPMI wird noch zusatzlich mit einem

sterilen Filter filtriert.

Arbeitsanleitung Lymphozytenisolation

Die Lymphozyten werden unter sterilen Bedingungen isoliert.
Es werden 10 ml Blut Giber Venenpunktur in CPT Heparin R6hrchen abgenommen und

8x kopflber geschwenkt. Unmittelbar vor dem Zentrifugieren (1729 rcf=3100 rpm,

25min, 22°C) werden die Rohrchen 5x kopfliber geschwenkt.

Die Lymphozyten (Schicht zwischen Plasma und Gel) werden mittels Pasteurpipette in

ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt.
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Die Rohrchen werden mit PSB auf 15 ml aufgefiillt um die Lymphozyten zu waschen.

Die Réhrchen werden wieder zentrifugiert(304 rcf=1300 rpm, 15 min, 4°C).

Nach dem Zentrifugieren wird das PSB absaugt, die Lymphozyten bleibt im Rohrchen

zuriick.

Fiir den weiteren Waschvorgang wird mit PSB auf 10 ml aufgefiillt und das Réhrchen

geschwenkt um das Pellet vom Boden zu I6sen.

Die Rohrchen werden wiederum mit folgender Einstellung zentrifugiert: 304 rcf=1300

rpm, 10 min, 4°C.

Das PSB wird erneut abgesaugt und in 1 ml PSB resuspendiert.

Zellzahlbestimmung (Countess)

Zur Bestimmung der Zellzahl werden 20 ul Zellsuspension in ein Cup mit 60 ul PBS
Uberfuhrt. Davon werden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Tryptanblau gemischt und in
die Neubauer Zahlkammer gefillt. Mittels Countess wird die Zellzahl (lebende
Zellen/ml) bestimmt. Abhdngig von der Menge an lebenden Zellen, werden Zellen mit
Medium vermischt. Es werden 750 ul Zell-Medium-Suspension mit einer Konzentration

von 1x10°.

Inkubation

Pro Proband werden 2 Rohrchen mit je 750 pl Medium und Zellsuspension angesetzt.

15 ul PHA werden zugesetzt um die Zellteilung zu starten. Die genaue Zeit muss notiert

werden.

Die Falconrohrchen missen bei 5% CO,, 37°Cfilir genau 44 h inkubiert werden.

42



Achtung: Der Deckel wird locker aufgelegt um einen Gasaustausch zu erméglichen.

Zugabe von Cytochalasin B nach genau 44 h

Die Cytochalasin B-Stocklésung hat eine Konzentration von 600 pg/ml.

Da eine Konzentation von 60 pg/ml bendétigt wird Cytochalasin B Stock mit RPMI im
Verhaltnis 1:10 gemischt. Von dieser Mischung werden 56,2 ul entnommen und in
jedes Falconrohrchen pipettiert. Die R6hrchen inkubieren weitere 28 h (insgesamt 72

h) bei37°C, 5% CO,.

Nach genau 72 h Inkubation (nicht steril)
Vor dem Zentrifugieren werden die Objekttrager beschriftet. Pro Rohrchen werden

zwei Objekttrager vorbereitet und mit Filterpapier und Trichter versehen.

200 pl vom Uberstand werden aus jedem Falcon entnommen ohne dabei die Zellen zu

schadigen und verworfen.

46 pl DMSO werden zu jedem Réhrchen hinzugeben.

Die Zellsuspension wird leicht durch ,Fingerklopfen® gemischt.

Es werden 120 pl der Probe in die Offnung des Trichters (Doppelansatz ) pipettiert.

Die Objekttrager werden mit einer speziellen Zentrifuge (Cytospin) zentrifugiert(5 min,
600 RPM, ACCEL high). Nach Entfernung des Trichters und des Filters werden die

Objekttrager fiir 10 min waagrecht getrocknet.
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Farbung
Es werden drei Farbewannen mit Deckel und den jeweiligen Losungen (Fixative, Diff-

Quick 1, Diff-Quick 2) vorbereitet und beschriftet.

Die Objekttrager werden nach der Trockenzeit in die Farbehalterung geschlichtet.

(Ricken an Riicken) und flr 10 Minuten in die Fixative-Wanne gestellt.
Anschlieffend werden die Objekttrager 10 x in Diff-Quick 1 getaucht.

Die Objekttragerhalterung wird abgetupft um Diff-Quick 2 nicht zu verunreinigen.
Die Objekttrager werden 8 x in Diff-Quick 2 getaucht.

Die Objekttrager werden zuerst unter der Wasserleitung, dann mit destilliertem

Wasser abgesplilt.

Die Objekttrager werden mit dem Spot nach unten auf einer Kichenrolle ca. 3 min
getrocknet und danach gewendet. Bevor ein Deckglas auf den Spot gelegt wird, muss

der Objekttrager vollig trocken sein.

Eindeckeln
Es werden jeweils 3 Tropfen Entallan pro Objekttrager aufgetragen und ein Deckglas

Uber den Spot gelebt. Dann trockenen die Objekttrager Gber Nacht.

3.2.3  Zahlkriterien

Tabelle 9: Zahlkriterien des CBMN-Assays.

Ein-, Zwei, Mehrkernzellen lebende Zellen

intaktes Cytoplasma

normales Aussehen des Zellkerns

ein oder mehrere Zellkerne

Zweikernzelle (BNC) lebende Zelle

zwei Kerne

intakte Membran

intaktes Cytoplasma, deutlich von anderen Zellen
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getrennt

dhnliche GroRe, Farbung und Intensitat

verbunden mit NPB (nicht gréRer als % vom
Durchmesser des Kernes)

konnen sich berihren, dirfen aber nicht
Uberlappen

Mikrokerne (MNi)

intakte Membran

dhnliche Farbung und Intensitat wie der Zellkern

kleiner als der Zellkern

der Durchmesser des MNi liegt zwischen 1/16 und
1/3 vom Durchmessers des Zellkerns

die GroRe des MNi variiert zwischen 1/256 und 1/9
der GrofRRe des Zellkerns

klar abgegrenzt von anderen Zellbestandteilen

verbunden oder abgegrenzt vom Hauptkern

Uberlappt mit dem Hauptkern nicht

Briicken (NPBs)

Lange ist variabel, nicht langer als % des
Durchmessers vom Zellkern

dhnliche Farbung wie der Zellkern

moglicherweise mehr als eine Briicke (selten)

Mikrokerne kdnnen vorkommen

Buds (NBUDs)

Verbindung zum Zellkern

dinnere Briicke

kénnen sich in einer Vakuole befinden

Apoptosen

nichtlebende Zellen

frihapoptotische Zellen:

zeigen eine Chromatinkondensation innerhalb des
Zellkerns

intaktes Cytoplasma

intakte Membran

spatapototische Zellen:

Kernfragmente ,, Apoptotic bodies”

intakte Cytoplasmamembran

Farbintensitat ist groRer als bei lebenden Zellen

Nekrosen

nichtlebende Zellen

frihnekrotische Zellen:

blasses Cytoplasma

zerstorte Cytoplasmamembran

nicht intakter Zellkern

mehrere Vakuolen

spatnekrotische Zellen:

Cytoplasma ist nicht mehr vorhanden, ,fliel3t” aus
dem Cytoplasma
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zerstorte Zellkernmembran

Partikel des Kerns sind noch vorhanden

3.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Studienergebnisse wurden mittels der Statistiksoftware SPSS 17.0. fir Windows

ausgewertet.

Fiir den Mittelwertvergleich der unterschiedlichen Zeitpunkte der Studie (TO, T2, T3)
wurde die ANOVA mit Messwiederholungen herangezogen.

Alle Parameter und die Residuen wurden auf Normalverteilung getestet. Hierflir wurde
der Kolmogorov-Smirnov-Test herangezogen.

Es wurden einmal die Gesundheitsgruppen miteinander verglichen und die
Geschlechterunterschiede ausgewertet. Hierflir wurden die Daten nach
,Treatment” aufgeteilt und die Zwischensubjektfaktoren ,Health” und
,Sex” ausgewahlt.

Der zweite Test betraf Anderungen in der Gruppe IDDM. Hierfiir wurden die Daten
nach ,Health” und ,Sex“aufgeteilt und es wurden keine Zwischensubjektfaktorn

gewahlt.

Um den Effekt der Intervention zu analysieren, wurden zusatzlich Korrelationen

durchgefihrt.

Die drei Signifikanzniveaus (95%, 99%, 99,9%) bei signifikanten
Mittelwertunterschieden (2-seitige Signifikanzen) wurden durch folgende P-Werte

festgelegt:
*p<0,05 ... signifikant
** p<0,01..... hoch signifikant

*** p <0,001.... hochst signifikant
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Die Tests wurden immer hinsichtlich der Parameter Apopztose, Necrose, Mikrokerne,

NPBs und NBUDs ausgefihrt.
Tabellen mit Mittelwerten sind aus , deskriptiven Statistiken” entstanden.

Vor Durchfiihrung der Tests wurden alle Daten auf Ausreil3er bereinigt.

4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 LINEARE MESSWIEDERHOLUNG FUR GRUNDGESAMTHEIT UND
INSULINPFLICHTIGE DIABETIKER (IDDM)

Das untersuchte Kollektiv wurde in eine Informations- und eine Interventionsgruppe
aufgeteilt. Die Ausgangswerte (TO) dieser beiden Gruppen sind in Tabelle 10

dargestellt.

Das Ziel dieser Diplomarbeit war es, den Einfluss einer Erndhrungsintervention auf die
mittels CBMN Assay erhobenen Parameter (Apoptosen, Necrosen, MNi, NPBs und
NBUDs) im Vergleich zur Informationsgruppe zu untersuchen. Die mittels CBMN Assay
ausgewerteten Daten zu den drei Blutabnahmeterminen (TO, T2 und T3) sind in

Tabelle 11 dargestelit.
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Tabelle 10: Ausgangswerte (T0) des Kollektivs der Informations- und der Interventionsgruppe.
Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW + Std.).

Information Intervention

(MW £ Std.) (MW £ Std.)

Fallzahl (Manner/Frauen) 31(12/19) 65 (29/36)
Alter (Jahre) 61,65+ 6,66 65,68 + 7,45

Korpergewicht (kg)

90,02 + 18,98

90,33 +16,11

BMI (kg/m?) 32,21+ 7,03 32,67+ 5,68

HbA1c (%) 7,01 1,05 7,23 +1,09

HbAlc IDDM (%) 7,80 + 0,74 8,11 +0,90
Nichternblutzucker (venos, mmol/l) 7,40 + 2,07 8,09 + 2,36

Vitamin B12 (pmol/I)

338,43 £ 150,41

330,00 + 148,04

Folsdure (nmol/l)

18,06 + 8,37

20,66 + 8,88

Homocystein (umol/l)

13,08 + 3,27

12,31+ 2,81

Tabelle 11: Grundgesamtheit. Gemessene Parameter (Apoposen, Necrosen, MNi, NPBs, NBUDs) zu den

Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in
Mittelwert + Standardabweichung (MW # Std.).

TO (MW + Std.) T2 (MW = Std.) T3 (MW = Std.)
Apoptose % 1,31 +£0,56 1,43 £ 0,54 1,45 £0,75
Necrose % 1,36 £ 0,74 1,34 + 0,59 1,39+0,70
MNi/1000 BNC 25,03+ 9,69 26,29+ 12,00 27,97 £ 12,30
NPBs/1000 1,71+1,28 2,00+1,39 2,21+1,39
BNC
NBUBD;/C1000 4,43 +2,91 4,76 £2,70 4,75 + 2,62
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Die in Tabelle 11 aufgelisteten Ergebnisse werden in den folgenden 5 Kapiteln genauer
beschrieben. AuRerdem werden die unterschiedlichen Gesundheitsgruppen (NIDDM,
IDDM, Gesund und IFG) beziiglich der Verdanderung der Parameter im Zeitverlauf
verglichen. Zuletzt werde auch Unterschiede zwischen Mannern und Frauen

untersucht.

4.1.1 Apoptosen

Tabelle 12: Alle Gesundheitsgruppen. Apoptosen zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4
Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW # Std.).

Information TO (MW % Std.) | T2 (MW % Std.) | T3 (MW # Std.)
IDDM 1,42 +0,94 1,04 £0,33 1,33+0,46
NIDDM 1,35 + 0,56 1,44 + 0,44 1,20 + 0,60
Gesund 1,20 £ 0,46 1,36 £0,72 1,31+0,40
IFG 1,12 +0,18 1,24 +0,20 1,05+0,26

Intervention

IDDM 1,22 +0,48 1,36 £ 0,46 1,33+0,34
NIDDM 1,18 + 0,46 1,56 +0,64 1,80+1,11
Gesund 1,57 +0,69 1,58 +0,66 1,21+0,78
IFG 1,55+0,64 1,58+ 0,59 1,51+0,75

Geschlechtsspezifische Unterschiede

In der Informationsgruppe bestanden

zwischen den Geschlechtern signifikante

Unterschiede bezlglich der Apoptosenhaufigkeit (p < 0,05) (Abbildung 8). Mannliche
Studienteilnehmer wiesen mit durchschnittlich 1,45 £ 0,64 Apoptosen-% eine 18,7%

héhere Apoptosenrate auf als Frauen (1,18 + 0,44 Apoptosen-%).

In der Interventionsgruppe konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Mannern

und Frauen festgestellt werden.
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Zeitlicher Verlauf

Im zeitlichen Verlauf der Studie wurden weder in der Informations- noch in der
Interventionsgruppe signifikante Anderungen der Apoptosen-Anzahl festgestellt
(Tabelle 12).

Auch bei IDDM gab sich keine Anderung der Apoptosen im zeitlichen Verlauf der
Studie.

Unterschied der Gesundheitsgruppen

Zwischen den Gesundheitsgruppen bestand kein Unterschied in der zeitlichen
Entwicklung der Haufigkeit von Apoptosen (Tabelle 12).

Die Entwicklung der IDDM war beziglich der Apoptosen-Haufigkeit der, der anderen

Gesundheitsgruppen dhnlich. Dies gilt flir die Interventions- und Informationsgruppe.

Treatment: Information

Il % Apoptose - Termin 0
E Apop_T2

25 O Apop_T3

2,0

Mittelwert Apoptosen
?
|—
—t—

0,5

0,0— T T
ménnlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 8: Grundgesamtheit, Informationsgruppe. Apoptosenhaufigkeit bei Mannern und Frauen zu
den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). TO, T2, T3:

Manner>Frauen (p < 0,05).
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4.1.2 Necrosen

Tabelle 13: Alle Gesundheitsgruppen. Necrosen zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4
Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW % Std.).

Information TO (MW % Std.) | T2 (MW %Std.) | T3 (MW + Std.)
IDDM 1,23+0,75 1,22 +0,39 1,19 +0,50
NIDDM 1,29+0,72 1,29+0,48 1,38+ 0,67
Gesund 0,84 +0,51 0,74 +0,18 1,23+0,44
IFG 0,89+0,42 1,33+0,42 0,98 +0,30

Intervention

IDDM 1,31+0,60 1,52 +0,69 1,35+0,72
NIDDM 1,47 +0,78 1,46 £ 0,65 1,42 + 0,80
Gesund 1,68 + 0,62 1,22 +0,26 1,19+0,12
IFG 1,70+ 0,97 1,16 £ 0,58 1,51+0,96

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wahrend die Geschlechter in der Informationsgruppe ahnliche Necrosen-Werte
aufwiesen, konnte in der Interventionsgruppe ein signifikanter Unterschied zwischen
Mannern und Frauen festgestellt werden (p < 0,05). Bei den Mannern wurden mit
durchschnittlich 1,55 £ 0,72 Necrosen-% um 14,53% mehr Necrosen festgestellt als bei
den Frauen (1,33 £ 0,68 Necrosen-%) (Abbildung 9).

Zeitlicher Verlauf
Bei den Necrosen (Tabelle 13) gab es weder in der Informations- noch in der
Interventionsgruppe signifikante Anderungen im zeitlichen Verlauf der Studie. Diese

Erkenntnis gilt auch fiir die Necrosen-Anzahl bei der Auswertung der Gruppe der IDDM.
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Unterschied der Gesundheitsgruppen

Bezliglich der Necrosen-Haufigkeit zeigten die Gesundheitsgruppen keinen
signifikanten Unterschied in der zeitlichen Entwicklung (Tabelle 13). Die Entwicklung
der IDDM war Dbeziglich der Necrosen-Haufigkeit der, der anderen
Gesundheitsgruppen adhnlich. Diese Ergebnisse zeigten sich sowohl bei der

Interventions- als auch bei der Informationsgruppe.

Treatment: Intervention

M % Necrose - Termin 0
] Necro_T2
ONecro_T3

Mittelwert Necrosen

ménnlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 9: Grundgesamtheit, Interventionsgruppe. Necrosenhaufigkeit bei Mannern und Frauen zu
den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). TO, T2, T3: Manner

> Frauen (p < 0,05).

4.1.3 Diskussion zu Apoptosen und Necrosen

Der CBMN-Assay ist ein umfassender Assay um DNA-Schaden, Zytostase und
Zytotoxizitat zu messen. Zytostatische Ereignisse werden Uber die Proportion von Ein-,
Zwei- und Multikernzellen gemessen und die Zytotoxizitat Gber den Anteil an Necrosen

und/oder Apoptosen [FENECH, 2007].
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Der Fokus auf die Erndhrung als Schliisselfaktor um die genomische Stabilitdt zu
determinieren, ist wichtiger als bisher angenommen. Uber die Nahrung kénnen
diatetische Karzinogene aufgenommen werden und die Aktivierung oder Entgiftung
von Karzinogenen, die DNA-Reparatur, DNA-Synthese und Apoptose beeinflussen

werden [AMES, 1998; FENECH AND FERGUSON, 2001].

Ein Schaden am Genom kann zum programmierten Zelltod (Apoptose) fiihren
(Abbildung 10). Die Apoptose stellt einen der Mechanismen dar, durch den mutierte
Zellen eliminiert werden konnen [NARULA et al., 2002; NG et al., 2002; Hsia et al.,
2003].

Falls letzterer Mechanismus versagt, konnten Zellen mit genomischen Abnormalitaten
Uberleben und zu ernsten Defekten fihren [LIU et al., 2002; VINSON AND HALES,
2002].

CYTOTOXIC
GENOTOXIC
AGENT

@ @
s BHeQ

APOPTOSIS MN ASSAY NECROSIS

Abbildung 10: Die unterschiedlichen Schicksale, die einer kultivierten und in der Zellteilung blockierten
Zelle widerfahren, nachdem sie zytotoxischen/ genotoxischen Agentien ausgesetzt wurde. [Modifiziert
nach FENECH, 2000].

Eine Hemmung der Apoptose tragt zu der Entwicklung von Lungenkrebs und der

Proliferation von Tumorzellen bei [JIN et al., 2004].
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Krebspatienten zeigten signifikant hohere Apoptosen und Nekrosen als die Teilnehmer
der Kontrollgruppe, bei denen keine Krebserkrankung diagnostiziert wurde [EL-ZEIN et

al., 2008].

Fiir normale PBL, die unter optimalen Bedingungen nach Angaben des Protokolls
kultiviert werden, kann man den in Tabelle 14 dargestellten Wertebereich erwarten

[FENECH, 2007].

Tabelle 14: Zu erwartende Ergebnisse bei dem CBMN Assay bei Durchfiihrung nach Angaben des
Protokolls und unter normalen Bedingungen. [Modifiziert nach FENECH, 2007].

Parameter Wertebereich
Nekrosen 0-9%
Apoptosen 0-7%
MNi/1000 BNC 0-30
NPBs/1000 BNC 0-10
NBUDs/1000 BNC 0-5

Die Apoptosen- und Necrosenhaufigkeit hat sich bei keiner der Gesundheitsgruppen
signifikant verandert. Dies gilt fiir die Informations- und Interventionsgruppe. Die
Erndahrungsintervention hatte somit keinen Einfluss auf die Entstehung von Apoptosen

oder Necrosen.

Im Rahmen dieser Studie konnten signifikante Unterschiede in der Zahl an
apoptotischen und necrotischen Zellen zwischen Mannern und Frauen festgestellt

werden.

Fir beide Parameter gilt, dass der Unterschied trotz nachgewiesener Signifikanz

lediglich bei weniger als 0,4 Apotosen- bzw. Necrosen-% liegt. Sowohl dieser geringe
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Wert, als auch das Fehlen von vergleichbaren Daten Uber den Zusammenhang des
Geschlechts und der Apoptosen- oder Necrosenhaufigkeit erschweren weitere

Interpretationen. An diesem Punkt werden weitere Studien bendétigt.

4.1.4 Mikrokerne (MNi)

Tabelle 15: Alle Gesundheitsgruppen. Mikrokerne zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4
Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW + Std.). * =

signifikant bei p < 0,05, a = Anderung zwischen TO und T2.

Information TO (MW = Std.) T2 (MW = Std.) T3 (MW  Std.)
IDDM 29,63 +13,10 ** 35,31+15,12 *° 39,38 + 18,65
NIDDM 24,32+ 8,42 23,18+ 9,99 26,39+ 13,11
Gesund 29,10+ 6,42 26,60 + 3,99 35,90+5,18
IFG 24,00 £ 9,90 20,50 + 13,44 27,60+ 4,10
Intervention

IDDM 26,55+7,41 29,34 + 11,47 28,77 £ 8,53
NIDDM 22,44 +£9,93 24,12 + 10,95 24,87 + 11,23
Gesund 29,75+ 13,80 25,58 £ 16,20 32,88 + 19,03
IFG 24,20+ 15,73 23,36 + 16,81 22,64 + 10,88

Geschlechtsspezifische Unterschiede

In der Informationsgruppe lieR sich feststellen, dass die Geschlechter sich signifikant in
ihrer Mikrokernhaufigkeit unterschieden (p < 0,05) (Abbildung 11). Bei den Frauen der
Informationsgruppe wurde mit durchschnittlich 32,87 + 12,73 MNi/1000 BNC eine um
32% beziehungsweise um den Faktor 1,47 groBere MNi-Haufigkeit festgestellt als bei
den Méannern (22,39 + 7,44 MNi/1000 BNC).

Die Interventionsgruppe zeigte sogar hochst signifikante Unterschiede (p < 0,001)
zwischen den MNi-Haufigkeiten bei Mannern und Frauen (Abbildung 12). Auch hier
wurde bei den Frauen mit durchschnittlich 29,77 + 11,78 MNi/1000 BNC eine um 33%
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(Faktor 1,49) hohere MNi-Anzahl als bei den Méannern (20,01 + 7,24 MNi/1000BNC)

festgestellt.

Die unterschiedliche Signifikanz trotz der beinahe gleichen prozentuellen Unterschiede
kann an der unterschiedlichen Fallzahl der Gruppen liegen (Informationsgruppe 26
Probanden, 10 Méanner, 16 Frauen; Interventionsgruppe 55 Probanden, 23 Manner, 32

Frauen).

Zeitlicher Verlauf

In der Informationsgruppe wurde eine hoch signifikante Anderung der MNi im
zeitlichen Verlauf der Studie festgestellt (p < 0,01) (Tabelle 15). Hierbei ist zu
erwiahnen, dass sich zwischen den Zeitpunkten TO und T2 keine signifikante Anderung
ergab, die Mittelwerte sind um 2,17% gesunken. Zwischen TO und T3 stiegen die MNi
signifikant an (+19,45%) und zwischen T2 und T3 war der Anstieg sogar hoch signifikant
(+23,74%). In Abbildung 11 ist die Anderungen der MNi bei Manner und Frauen
dargestellt.

In der Interventionsgruppe wurde bei Durchfiihrung der linearen Messwiederholung
lediglich eine tendenzielle Anderung (p < 0,15) der Mikrokernhiufigkeit erkannt. Im
paarweisen Vergleich der einzelnen Zeitpunkte gab es keine signifikanten

Veranderungen (Abbildung 12).

IDDM:

In der Gruppe der IDDM zeigte sich eine hoch signifikante Anderung der MNi im
Zeitverlauf in der Informationsgruppe (p < 0,01) (Tabelle 15). Dieser Verlauf ist in
Abbildung 13 fiir beide Geschlechter dargestellt. Es ist gut sichtbar, dass Frauen
starker zum signifikanten Anstieg der MNi beitragen.

Im paarweisen Vergleich der Mittelwerte zeigt sich, dass der Anstieg der Mikrokerne
von TO zu T2 signifikant (+19,17%) und der Anstieg von TO zu T3 nur tendenziell
(+32,91%) war, wobei sich zwischen T2 und T3 keinerlei Signifikanz (+11,53%)

erkennen liel3.
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Der tendenzielle Anstieg von TO zu T3, trotz der deutlich starkeren prozentuellen
Anderung der Mittelwerte, ldsst sich durch die starke Streuung der Mittelwerte
erklaren (Tabelle 15). Vergleicht man nur die Mittelwerte miteinander, so besteht
zwischen TO und T3 der groRte Anstieg der MN-Haufigkeit.

Bei den IDDM der Interventionsgruppe verdanderte sich die Zahl an MNi nicht.

Unterschied der Gesundheitsgruppen
Die  Mikrokernhdufigkeit veranderte sich nicht signifikant in einzelnen
Gesundheitsgruppen (Tabelle 15). Die Anzahl der MNi der IDDM veranderte sich in der

Interventions- und Informationsgruppe ahnlich wie die in den anderen

Gesundheitsgruppen.

Treatment: Information

1000 Zw eikernzellen -
Termin O

Sum_Mni_T2
[ Sum_Mni_T3

tAnzahl an Mikrokernen pro

60

g

2

g

Mittelwert Mikrokerne

3

mannlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 11: Grundgesamtheit, Informationsgruppe. Mikrokernhaufigkeit bei Mannern und
Frauen zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen).
TO, T2, T3: Frauen > Ménner (p < 0,05). Beide Geschlechter: Anderung MNi TO — T3 (p < 0,05),

T2 -T3(p<0,01).
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Abbildung 12: Grundgesamtheit, Interventionsgruppe. Mikrokernhaufigkeit bei Mannern und
Frauen zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen).

T0, T2, T3: Frauen > Méanner (p < 0,001).

Treatment: Information, Health: IDDM
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Abbildung 13: IDDM, Informationsgruppe. Mikrokernhaufigkeit bei Mannern und Frauen zu
den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Beide

Geschlechter: Anderung MNi TO — T2 (p < 0,05).



4.1.5 Diskussion MNi

Eine Studie von Fenech et al. konnte eine reduzierte MN- Haufigkeit ab einer
Folsaurekonzentration von 313 ng/ml in den Erythrozyten feststellen. Diese
Konzentrationen wurden jedoch nur mit einer 3,5fach-erhdohten Aufnahme der

derzeitigen RDAs erreicht [FENECH et al., 1998].

Michael Fenech gab in einer Studie Uber Mikrondhrstoffe und die genomische
Stabilitat an, dass mehrere Interventionsstudien zeigen konnten, dass die MN-Bildung
durch Supplementation von Folat und/oder Vitamin B12 minimiert werden kann

[FENECH, 2002].

Eine Querschnittsstudie mit jungen Erwachsenen im Alter von 18-32 Jahren zeigte eine
positive Korrelation zwischen der MN-Haufigkeit und dem Plasma-Hcy bei Mannern

und eine negative Korrelation mit Serum-B12 bei Frauen. [Thomas et al., 2011]

Die IDDM-Probanden zeigen eine dhnliche Entwicklung in der MN-H&aufigkeit wie das
Gesamtkollektiv. In der Informationsgruppe wurde ein starker Anstieg der MNi im
zeitlichen Verlauf der Studie festgestellt, wahrend sich die Werte in der

Interventionsgruppe stabil verhielten.

Vergleicht man die MN-Haufigkeit der Informationsgruppe des Gesamtkollektivs und
die der IDDM mit den zu erwartenden Werten in Tabelle 14, kann man sehen, dass
sich die Durchschnittswerte der Gesamtkollektivs zu den Zeitpunkten TO (26,76 + 9,46
MNi/1000BNC) und T2 (26,40 + 10,64 MNi/1000BNC) noch im Normalbereich befinden
und zu T3 (32,32 + 10,26 MNi/1000BNC) leicht erhoht sind. Die Werte der IDDM sind

insgesamt hoher und Giberschreiten zu T2 und T3 die Normwerte deutlich (Tabelle 15).

Das stabile Verhalten der MNi in der Interventionsgruppe und die insgesamt
niedrigeren Werte (Durchschnittswerte TO: 25,74 + 11,72 MNi/1000BNC, T2: 25,6 +
13,86 MNi/1000BNC, T3: 27,29 + 12,42 MNi/1000BNC), insbesondere bei den IDDM

(Tabelle 15), konnten durch die Erndahrungsintervention hervorgerufen worden sein.
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Da sich weder die Folsaure- noch die Vitamin-B12- oder Hcy-Konzentrationen im Blut
der Probanden signifikant verdanderten, ist auch beziiglich der MNi keine Veranderung

ZU erwarten gewesen.

In unterschiedlichen Studien wurden verminderte MN-Haufigkeiten nur bei
Folsdurekonzentrationen, die deutlich liber der physiologischen Norm lagen und die im

Rahmen dieser Intervention nicht erreichbar gewesen waren, festgestellt.

Alter und Geschlecht sind die wichtigsten demographischen Variablen, die einen
Einfluss auf den MN-Index ausiiben, da die MN-Haufigkeit bei Frauen je nach
Altersgruppe um den Faktor 1,2 — 1,6 hoher ist als bei Mannern [THOMAS et al., 2011].
Nichtsdestotrotz ist das Risiko, an Krebs zu erkranken, im Allgemeinen bei Mannern

hoher als bei Frauen [GIOVANNUCI et al., 2010; STATISTIK AUSTRIA, 2010].

Zusatzlich ist der Einfluss des Geschlechts und genetischer Polymorphismen zur
Aufrechterhaltung des Genoms im Bezug auf erhdhte Haufigkeiten von MN, NPB und
NBUDs bis auf weiteres nicht vollstandig geklart [KIRSCH-VOLDERS et al., 2010;
IARMARCOVAI et al., 2008].

Der Unterschied der Geschlechter, der auch aus der Literatur bekannt ist, deckt sich
mit den Werten unserer Studie. Die MNi-Haufigkeit war bei den Frauen gegeniiber den
Mannern um den Faktor 1,47 erhoht. Nachdem die Teilnehmer dieser Studie eine
relativ. homogene Altersgruppe (Tabelle 10) darstellten, sind Auswertungen

hinsichtlich des Alters nicht sinnvoll.
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4.1.6 Bridges (NPBs)

Tabelle 16: Alle Gesundheitsgruppen. Bridges zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4
Wochen) und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW + Std.). * =
signifikant bei p < 0,05, b = Anderung zwischen TO und T3.

Information TO (MW = Std.) T2 (MW = Std.) T3 (MW % Std.)
IDDM 1,63+1,89 2,38+2,00 2,38+0,83
NIDDM 2,32+1,27 1,91+1,38 2,32+1,37
Gesund 1,70+ 0,57 2,60 +0,89 3,44 +1,26
IFG 0,75+0,35 1,75+0,35 0,65 +0,92

Intervention

IDDM 1,18+1,17 *° 1,89 +1,23 2,43 +1,59 *°
NIDDM 1,69+1,21 1,65+1,26 2,13+1,61
Gesund 2,25+ 1,55 2,58+0,54 1,75+0,65
IFG 2,52+1,03 1,83+1,13 1,45+0,76

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Informationsgruppe: Innerhalb der Gesundheitsgruppen verdndert sich die Anzahl der
Bridges bei Frauen und Mannern signifikant unterschiedlich (p < 0,05).

In der Informationsgruppe der IDDM gab es bei den mannlichen Teilnehmern eine
leichte Verminderung der NPBs zwischen TO und T2 sowie auch zwischen T2 und T3
(Mittelwerte NPBs TO: 3,33 £ 2,02; T2: 3,00 + 3,12; T3: 2,50 + 1,00).

Die Frauen dieser Gruppe zeigten deutlich weniger NPBs und einen starken Anstieg der
Mittelwerte zwischen TO und T2 und einen leichten Anstieg zwischen T2 und T3
(Mittelwerte NPBs T0: 0,6 £ 0,82; T2: 2,00 £ 1,27; T3: 2,30 + 0,84).

In der Informationsgruppe der NIDDM hatten die Manner weniger NPBs und blieben
zwischen TO und T2 gleich und stiegen dann leicht zwischen T2 und T3 an (Mittelwerte
NPBs TO: 1,50+ 1,00; T2: 1,50+ 1,17; T3: 2,00 £ 1,12).

Bei den Frauen sanken in dieser Gruppe die NPBs zwischen TO und T2 und stiegen
zwischen T2 und T3 leicht an (Mittelwerte NPBs TO: 3,00 + 1,10; T2: 2,25 *+ 1,54; T3:
2,58 +1,59).
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In der Gruppe der Gesunden und der IFG konnte keine Auswertung zwischen den
Geschlechtern stattfinden, da die Fallzahl hierfiir zu gering war.
In der Interventionsgruppe zeigte sich lediglich ein tendenzieller Unterschied in der

Anzahl der NPBs bei Frauen und Mannern innerhalb der Gesundheitsgruppen (p <0,15).

Zeitlicher Verlauf
Bei den NPBs (Tabelle 16) gab es weder in der Informations- noch in der

Interventionsgruppe signifikanten Anderungen im zeitlichen Verlauf der Studie.

IDDM:

In der Gruppe IDDM konnte festgestellt werden, dass die Anzahl der NPBs sich in der
Interventionsgruppe wahrend der Studie signifikant veranderte (p < 0,05) (Tabelle 16).
Signifikant war der Anstieg der NPBs zwischen TO (1,18 + 1,17) und T3 (2,43 + 1,59).
Zwischen TO und T2 (1,89 + 1,23) bestand ein tendenzieller Anstieg und zwischen T2
und T3 lag keine signifikante Veranderung vor.

Die Anzahl an NPBs verandert sich in der Informationsgruppe nicht.

Unterschied der Gesundheitsgruppen

Zwischen den Gesundheitsgruppen bestand kein Unterschied in der zeitlichen
Entwicklung der Haufigkeit von NPBs (Tabelle 16). Die Entwicklung der IDDM war
beziiglich der NPB-Haufigkeit der, der anderen Gesundheitsgruppen dhnlich.

Dies gilt fur die Interventions- und Informationsgruppe.
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4.1.7 Buds (NBUDs)

Tabelle 17: Alle Gesundheitsgruppen. Buds zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen)
und T3 (nach 16 Wochen). Angegeben in Mittelwert + Standardabweichung (MW + Std.). * = signifikant

bei p < 0,05, a = Anderung zwischen TO und T2.

Information TO (MW %= Std.) | T2 (MW *Std.) T3 (MW % Std.)
IDDM 4,97 £ 2,96 3,79+1,58 4,50+1,32
NIDDM 4,50 + 3,15 5,41+ 2,58 4,41 +3,32
Gesund 3,00+1,70 3,10+1,95 4,00 £+ 1,06
IFG 1,00+1,41 1,75+0,35 2,10+0,85

Intervention

IDDM 3,26 £ 1,87 *° 4,82 +2,37* 4,97 3,66
NIDDM 435+1,47 5,25+ 2,86 5,46 + 2,38
Gesund 7,75 +1,94 3,30+0,81 4,38 £0,75
IFG 7,36 £5,52 5,29 +4,48 4,63 +2,53

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wahrend es in der Anzahl der NBUDs in der Informationsgruppe keinen Unterschied
zwischen den Geschlechtern gab, ist die Anzahl der Buds in der Interventionsgruppe
bei Frauen und Mannern tendenziell unterschiedlich (p < 0,15), (Abbildung 15). Die

Frauen wiesen mehr NBUDs auf.

Zeitlicher Verlauf
In der Auswertung des Gesamtkollektivs wurden weder in der Informations- noch in
der Interventionsgruppe signifikante Anderungen der Anzahl der NBUDs im zeitlichen

Verlauf der Studie festgestellt (Tabelle 17).

IDDM:
Die IDDM-Probanden zeigten in der Informationsgruppe keine signifikanten

Anderungen.
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In der Interventionsgruppe wurde festgestellt, dass sich die Anzahl der NBUDs im
Zeitverlauf signifikant anderte (p < 0,05) (Tabelle 17). Die Signifikanz bestand im
Anstieg der NBUDs zwischen den Zeitpunkten TO und T2 (+47,85%). T2 und T3 waren
nahezu gleich (+3,11%) und zwischen TO und T3 bestand zwar ein prozentueller
Anstieg der Mittelwerte um 52,45%, durch die grofle Streuung der Werte wurde

zwischen diesen Zeitpunkten keine signifikante Veranderung beobachtet.

Unterschied der Gesundheitsgruppen

Die Anzahl an NBUDs veranderte sich in den unterschiedlichen Gesundheitsgruppen
der Informationsgruppe dhnlich.

In der Interventionsgruppe veranderten sich die NBUDs auf hochst signifikante Weise
(p <0,001), (Abbildung 14), (Tabelle 17).

Wahrend sich die Gruppen der IDDM und NIDDM auf dhnlichem Niveau entwickelten,
zeigten die Gesunden und die Gruppe der IFG eine gegenteilige Entwicklung. Am
starksten war dies bei den Gesunden ausgepragt, die sehr hohe Ausgangswerte
aufwiesen (7,75 + 1,94 NBUDs/1000BNC), die sich zu T2 unter das Niveau der anderen
Gesundheitsgruppen verminderten (3,3 + 0,81 NBUDs/1000BNC). Zwischen T2 und T3,
nach der aktiven Phase der Intervention, war ein leichter Anstieg auf 4,48 + 0,75
NBUDs/1000BNC sichtbar. Die Gruppe der IFG zeigte eine stetige Verminderung der
NBUDs von 7,36 + 5,52 NBUDs/1000BNC zu TO auf 5,29 + 4,48 NBUDs/1000BNC zu T2
und 4,63 + 2,53 NBUDs/1000BNC zu T3.
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Abbildung 14: Grundgesamtheit, Interventionsgruppe. Haufigkeit der Buds in den Gruppen der
unterschiedlichen Gesundheitszustdnde (IDDM, NIDDM, Gesund und IFG) zu den Zeitpunkten

TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen).

Treatment: Intervention

Zw eikernzellen - Termin 0
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Abbildung 15: Grundgesamtheit, Interventionsgruppe. Haufigkeit der Buds bei Mannern und
Frauen zu den Zeitpunkten TO (Ausgangswert), T2 (nach 4 Wochen) und T3 (nach 16 Wochen).
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4.1.8 Diskussion NPBs und NBUDs

Erscheinungen von DNA-Schaden werden im CBMN Assay spezifisch in einmal geteilten
Zweikernzellen (BNC) ausgewertet und beinhalten (a) MNi, Biomarker fir
Chromosomenbriiche und/oder den Verlust ganzer Chromosomen, (b) NPBs,
Biomarker fur fehlerhaft reparierte DNA und/oder fusionierte Teleomerenenden und
(c) NBUDs, Biomarker fiir die Beseitigung amplifizierter DNA und/oder fehlerhafter
DNA-Reparaturkomplexe [FENECH, 2007].

MNi und andere Anomalien des Zellkerns, sowie NPBs und NBUDs sind Biomarker fir
genotoxische Ereignisse und Manifestationen chromosomaler Instabilitdt, die oft bei

Krebs beobachtet werden [BONASSI et al., 2011].

Die NBUDs charakterisieren sich durch dieselbe Morphologie wie ein MN mit der
Ausnahme, dass sie je nach Stadium des Budding-Prozesses durch einen schmalen

oder breiten Stiel aus Kernmaterial mit dem Zellkern verbunden sind [FENECH, 2007].

Trotz des wissenschaftlichen Fortschrittes in den letzten Jahren, ist es verniinftig, sich
einzugestehen, dass das Verstandnis der Mechanismen, die zur Entstehung von MN,

NPB und NBUD fiihren, noch nicht vollstandig ist [Fenech et al., 2011].

Im zeitlichen Verlauf der Studie wurde weder fir NPBs noch fir NBUDs eine
signifikante Anderung festgestellt. Das bedeutet, dass beide Parameter sich sowohl in

der Informationsgruppe als auch in der Interventionsgruppe stabil verhielten.

Bei genauer Betrachtung der Geschlechter und der unterschiedlichen

Gesundheitsgruppen sind einige Unterschiede aufgetreten.

In der Informationsgruppe wurde ein signifikanter Unterschied in der zeitlichen
Entwicklung der Anzahl der NPBs zwischen den Geschlechtern in den einzelnen

Gesundheitsgruppen erkannt.

Die Untersuchung der IDDM zeigte einen Anstieg der NPB insbesondere zwischen den

Zeitpunkten TO und T3.
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Es zeigt sich jedoch bei allen Verdnderungen, dass es sich um geringe Unterschiede
handelt. Bei einem Vergleich mit den zu erwartenden Werten, die in Tabelle 14
dargestellt sind, zeigt sich, dass alle Werte in der Norm und sogar im unteren Drittel

liegen.

Auch fir die NBUDs gibt es unterschiedliche Entwicklungen zwischen den
Gesundheitsgruppen in der Interventionsgruppe. Die starkste Verminderung zeigte die
Gruppe der gesunden Teilnehmer, gefolgt von den IFG. Dies konnte bedeuten, dass
eine Erndhrungsintervention in der Pravention sehr wirksam sein kann. AuBerdem
zeigt diese Entwicklung auch, dass die Intervention am Meisten Nutzen bei den
Teilnehmern bringt, deren Werte bereits vor der Intervention am meisten erhoht

waren, wie dies hier der Fall ist.

In der Gruppe der IDDM wurde auch ein Anstieg der NBUDs im zeitlichen Verlauf der
Studie festgestellt. Auch hier ergibt sich jedoch im Vergleich mit den Werten aus

Tabelle 14, dass alle Werte im Normalbereich liegen.

Es zeigte sich auch eine starkere Tendenz der PBL in den teilnehmenden Frauen, Buds
zu entwickeln. Da NBUDs und MNi groRBe Ahnlichkeiten besitzen und es erwiesen ist,

dass Frauen deutlich mehr MNi entwickeln, 1sst sich diese Tendenz somit erklaren.

Fir beide Parameter gilt, dass weiterer Forschungsbedarf noétig ist, um diese

Unterschiede und Entwicklungen vergleichen und interpretieren zu kénnen.

4.2 KORRELATIONEN

Um den Effekt der Intervention zu analysieren, wurden zusatzlich zur ANOVA mit
Messwiederholungen, Korrelationen durchgefiihrt. Hierbei sollen Zusammenhange
zwischen den mittels CBMN Assay erhobenen Parametern (Apoptosen, Necrosen, MNi,
NPBs, NBUDs) und den aus der Literatur bekannten Einflussfaktoren (Alter, BMI,
Folsdure, Hcy, Vitamin B12) untersucht werden. Hierbei wurden die Differenzen der

Werte herangezogen, um Veranderungen der Parameter oder Einflussfaktoren
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erkennen zu konnen z.B. Korrelation zwischen ,Verdanderung der MN-
Haufigkeit” (Summe der MNi T2 — Summe der MNi TO) und ,Veranderung der
Konzentration an Folsdaure” (Konzentration Folsdaure T2 — Konzentration Folsdure T0).

Im Folgenden Text werden die Differenzen der Werte mit A angegeben.

4.2.1 Apoptosen

Tabelle 18: Informationsgruppe, Korrelationen zwischen A Apoptosen und moglichen Einflussfaktoren.
*Signifikant bei p < 0,05.

Information A BMI A Necro A Hcy

p R p R p R

A Apoptose | 0,029* | 0,405 |0,017*| 0,44 |0,007* | 0,488

Tabelle 19: Interventionsgruppe, Korrelationen zwischen A Apoptosen und moglichen Einflussfaktoren.
*Signifikant bei p < 0,05.

Intervention A Necro

p R

A Apoptose | 0,000* | 0,491

In der Informationsgruppe wurden Korrelationen zwischen A Apoptosen und A BMI, A
Necrosen, und A Hcy (Tabelle 18) gefunden, in der Intervetionsgruppe (Tabelle 19)

zwischen A Apoptosen, A Necrosen und A Vitamin B12.
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Abbildung 16: Interventions- und Informationsgruppe. Korrelation zwischen A Necrose und A

Apoptose

4.2.2 Necrosen

Abgesehen von der bereits erwahnten Korrelation zwischen A Apoptosen und A
Necrosen (Abbildung 16) und der Korrelation zwischen A MNi und A Necrosen, auf die
spater eingegangen wird, konnten weder in der Interventions- noch in der
Informationsgruppe signifikante Korrelationen zwischen der Verdanderung der

Necrosenhaufigkeit und moglichen Einflussfaktoren beobachtet werden.
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4.2.3 Mikrokerne (MNi)

Tabelle 20: : Informationsgruppe, Korrelationen zwischen A Mikrokernen und maoglichen
Einflussfaktoren. *Signifikant bei p < 0,05.

Information A NBZ A Necrose

p R p R

A MNi 0,065|0,347|0,026* | 0,413

Tabelle 21: Interventionsgruppe, Korrelationen zwischen A Mikrokernen und méglichen Einflussfaktoren.
*Signifikant bei p < 0,05.

Intervention A BMI A NPBs A NBUDs

p R p R p R

A MNi 0,022* 10,298 |0,028* | 0,288 |0,018* | 0,307

In der Informationsgruppe wurden eine signifikante und positive Korrelationen
zwischen dem Mikrokernvorkommen und der Necrosenhaufigkeit und eine tendenziell
positive Korrelation zwischen A MNi und dem Niichternblutzucker festgestellt (Tabelle

20).

Die Interventionsgruppe zeigte eine signifikant positive Korrelation zwischen A MNi

und A BMI, A NPBs und A NBUDs (Tabelle 21).
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4.2.4 Bridges (NPBs)

Tabelle 22: Informationsgruppe, Korrelationen zwischen NPBs und méglichen Einflussfaktoren.
*Signifikant bei p < 0,05.

Information ANBZ A HbAlc

ANPBs |0,011*|0,463|0,002* (0,558

In der Interventionsgruppe konnten eine signifikant positive Korrelationen (R = 0,281)
zwischen A NPBs und A NBUDs festgestellt werden. Die in der Informationsgruppe

aufgetretenen Korrelationen sind in Tabelle 22 dargestellt.

4.2.5 Buds (NBUDs)

Tabelle 23: Informationsgruppe, Korrelationen zwischen NBUDs und moglichen Einflussfaktoren.
*Signifikant bei p < 0,05.

Information A BMI

p R

ANBUDs |0,055|-0,366

In der Interventionsgruppe konnten keine Korrelationen zwischen A NBUDs und
moglichen  Einflussfaktoren gefunden werden. Die Korrelation in der
Informationsgruppe zwischen A NBUDs und dem BMI war tendenziell, jedoch mit p <

0,1 nahezu signifikant, und ebenfalls negativ (Tabelle 23).
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4.2.6 Diskussion Korrelationen

Korrelation der mittels CBMN Assay erhobenen Parameter untereinander

Korrelation A Apoptosen — A Necrosen und A MNi — A Necrosen

Die Analyse der Daten einer Studie von Crott und Fenech tber den Effekt einer Vitamin
C-Supplementation auf chromosomale Schaden, zeigte, dass die Frequenz necrotischer
Zellen positiv mit der MNi-Haufigkeit und negativ mit der Haufigkeit apoptotischer
Zellen korrelierte [CROTT AND FENECH, 1999].

Die negative Korrelation der oben genannten Studie konnte hier nicht bestatigt
werden. Ganz im Gegenteil zeigte sich in dieser Studie eine positive Korrelation der
beiden Mechanismen des Zelltodes. Die Korrelation war sowohl bei der Informations-

als auch bei der Interventionsgruppe zu beobachten.

Dagegen konnen unsere Ergebnisse die Daten von Crott und Fenech beziglich der
positiven Korrelation zwischen MNi und necrotischen Zellen unterstiitzen. Bei den
Probanden, bei denen die Zahl an MNi von TO und T2 reduziert wurde, sank auch die

Héaufigkeit an Necrosen.

Korrelation A MNi — A NPBs und A NBUDs

Die NBUDs charakterisieren sich durch dieselbe Morphologie wie ein MN mit der
Ausnahme, dass sie je nach Stadium des Budding-Prozesses durch einen schmalen

oder breiten Stiel aus Kernmaterial mit dem Zellkern verbunden sind [FENECH, 2007].

MNi und andere Anomalien des Zellkerns, sowie NPBs und NBUDs sind Biomarker fiir
genotoxische Effekte und chromosomale Instabilitat, die oft bei Krebs beobachtet

werden [BONASSI et al., 2011].
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Eine durch die IAEA veroffentlichte Studie tiber die Analyse chromosomaler Anomalien
zur Dosisbewertung schadlicher Strahlung konnte eine positive Korrelation zwischen

NPBs und der MN-Haufigkeit feststellen [IAEA, 1986].

Serrano-Garcia und Montero-Montoya haben an menschlichen Lymphozyten gezeigt,
dass NBUDs und MNi simultan, als Folge einer genotoxischen Belastung entstehen. Die
beiden Biomarker korrelierten somit positiv miteinander [SERRANO-GARCIA AND
MONTERO-MONTQYA, 2001].

Die positive Korrelation zwischen Mikrokernen und NPBs bzw. NBUDs entspricht der
Literatur. AuRerdem gelten alle drei als Biomarker fiir genotoxische Ereignisse und
treten vermutlich gleichermallen auf, wenn es zu einer Belastung der Zellen kommt.

Bei den NBUDs und MNi spricht man sogar von der gleichen Morphologie.

Korrelation A NPBs — A NBUDs

Bonassi et al. bestéatigten, dass alle drei, MNi, NPBs und NBUDs als Biomarker fir

genotoxische Ereignisse herangezogen werden konnen [BONASSI et al., 2011].

Die momentanen Forschungsergebnisse sind unzureichend, um genauer auf diese
Korrelation eingehen zu kénnen. Es wird jedoch ein gewisser Zusammenhang zwischen
NPBs und NBUDs vermutet, vor allem, da beide als Biomarker fiir chromosomale
Schaden genannt werden. lhre Entstehung wird vermutlich gleichermaRen durch

dieselben Ausloser initiiert.

Korrelation der mittels CBMN Assay erhobenen Parametern und NBZ und HbA1lc

Korrelation A MNi — A NBZ

Bei Frauen mit DMT2 der ,Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health

Studie” wurden hohe Levels an chromosomalen Anomalien in PBL festgestellt, welche
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auch einen direkten Zusammenhang mit dem Risiko eines vorzeitigen, Diabetes-

assoziierten Todes zeigten [BOEHM et al., 2008].

Die Korrelation zwischen der Mikrokernanzahl und dem NBZ betrifft in unserer Studie
die Informationsgruppe. Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte kein
Zusammenhang zwischen einer Reduktion des NBZ oder des HbAlc wdhrend der
Intervention und der Anzahl an MNi festgestellt werden. Ein moglicher Grund dafir
kénnte sein, dass alle Studienteilnehmer stabile NBZ-Werte aufwiesen und somit
metabolisch sehr stabil waren. Die durch die Intervention hervorgerufene Reduktion

des HbA1c korrelierte nicht mit der Zahl der MNi.

Korrelation A NPB — A NBZ und A HbA1c

Es wurde eine starke Korrelation zwischen hohen Zuckerkonzentrationen im Serum

und DNA Schaden entdeckt [COLLINS et al., 1996].

Um die Korrelation zwischen den NPBs und dem Niichternblutzucker oder dem HbA1c
interpretieren zu kénnen, fehlen weitere Vergleichswerte aus der Literatur. Es gibt
bereits Daten, die zeigen dass es einen Zusammenhang zwischen einer hohen
Glucosebelastung der Zellen und erhéhten Raten an DNA-Schaden gibt, die mit diesen

Ergebnissen bestatigt werden.

Wie bereits bei den MNi beobachtet werden konnte, tritt die Korrelationen zwischen A

NPBs und A NBZ bzw. A HbAlc-Wert in dieser Studie nur in der Informationsgruppe auf.

Korrelation der mittels CBMN Assay erhobenen Parametern und Hcy, Folsdure und

B12

In einem Review Uber die Rolle von Folsdure und Vitamin B12 fiir die genomische

Stabilitat in menschlichen Zellen berichtet Fenech, dass in vivo Studien zeigten, dass
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ein Vitamin-B12-Mangel und erhohte Plasma-Hcy-Spiegel signifikant mit einer

erhohten MN-Entstehung korrelierten [FENECH, 2001]

Das Ausbleiben einer negative Korrelation der MN-Haufigkeit mit dem Folatstatus in
den roten Blutzellen deutet laut Fenech darauf hin, dass entweder die Aufnahmehohe
des Vitamins in der Studienpopulation ausreichend war, um die Rate chromosomaler
Schaden zu minimieren, oder, wie es bereits in anderen Interventionsstudien mit Folat
[BLOUNT AND AMES, 1995; BLOUNT et al.,, 1997] vermutet wurde, die momentan
akzeptierten Aufnahmemengen, die im Blut ausreichen, um vor Andamien zu schiitzen,

auch optimal sind um chromosomale Schaden zu minimieren [FENECH 1999].

Korrelation A MNi - A Vitamin B12, A Folsdurespiegel und A Hcy

In unserer Studie konnten wir keine Korrelationen zwischen der MN-Haufigkeit und
dem Folsdure-, Vitamin-B12- oder Hcy-Spiegel feststellen. Dies ist dadurch erklarbar,
dass sich diese Parameter im Laufe der Studie nicht signifikant veranderten. Zudem
war der Grol3teil der Probanden bereits zu Beginn der Studie ausreichend mit Folsaure

versorgt.

Korrelation A Apoptosen - A Folsaurespiegel und A Hcy

Zwischen A Apoptosen und A Folsdaure wurde in dieser Studie keine Korrelation
festgestellt. Die bendtigte Folsduremenge um die genomische Stabilitdt aufrecht zu
erhalten war bei den Probanden bereits vorhanden. Die Intervention unserer Studie
filhrte zu keiner Anderung des Folsiurestatus der Probanden, wodurch auch keine

Korrelationen zu erwarten waren.

In einer Studie von Fenech konnte beobachtet werden, dass die MN-Haufigkeit in
Lymphozyten von Mannern positiv und signifikant mit dem Plasma-Hcy korrelierte und

die Querschnittsdaten der Studie mit Mannern zwischen 50 und 70 Jahren lieRRen
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vermuten, dass erhohtes Plasma-Hcy ein moglicher Ausloser fir chromosomale

Schaden und eine wichtige Variable fiir die MN-Haufigkeit ist [FENECH, 1998].

Unsere Studie zeigte eine positive Korrelation zwischen A Apoptose und A Hcy in der
Informationsgruppe. Das bedeutet, dass bei Probanden, bei denen wahrend der Studie
der Hcy-Spiegel zunahm, auch die Haufigkeit der Apoptosen stieg. Die bisherige
Literatur ist nicht ausreichend um genauere Interpretationen abzugeben. Jedoch ist es
physiologisch erklarbar, dass sich die Apoptosenanzahl mit steigendem Hcy—Spiegel

steigt, da auch haufiger Zellschdaden eliminiert werden miissen.

In der Interventionsgruppe gab es keine Korrelation mit dem Hcy-Spiegel. Das war

auch nicht zu erwarten, da der Hcy-Spiegel wahrend der Intervention konstant blieb.

Korrelation der mittels CBMN Assay erhobenen Parametern und dem BMI

Korrelation A Apoptosen - A BMI

Des Weiteren wurden positive Korrelationen zwischen A Apoptosen und dem A BMI
festgestellt. Um das Zustandekommen dieser Werte genauer interpretieren und

vergleichen zu konnen sind jedoch weitere Studien und Ergebnisse notig.

Korrelation A MNi— A BMI

Ubergewicht zeigt einen engen Zusammenhang mit der Entstehung von DMT2 und
flihrt auch zu einen erhdhten Risiko verschiedener Krebsarten [GIOVANNUCCI AND
MICHAUD, 2007].

In den Studien von Demirbag et al. und Moran et al. konnte festgestellt werden, dass
erhohte Level genomischer Instabilitdt (erhdohte Anzahl an MNi und fehlerhafte

Chromosomentrennungen), die in Frauen mit dem polyzystischem Ovarialsyndrom
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vorhanden sind, positiv mit dem BMI und der Insulinresistenz korrelierten [DEMIRBAG

et al., 2006; MORAN et al., 2008].

Auch unsere Studie zeigte eine sehr schwache, aber signifikant positive Korrelation
zwischen A BMI und A MN-Haufigkeit. Nachdem sowohl ein erhéhter BMI als auch ein
erhohtes MN-Vorkommen das Risiko bestimmter Krebsarten erhdhen, war diese

positive Korrelation zwischen BMI und MNi zu erwarten.

Korrelation A NBUD — A BMI

Ubergewicht und Adipositas erhdhen das Risiko fiir Krebsarten der Speiserdhre
(Adenokarzinom), des Kolorektums, der Brust (postmenopausal), der
Gebarmutterschleimhaut und der Nieren, der BMI sollte in einem Bereich von 18,5-25
kg/m? gehalten werden und man sollte eine starke Gewichtszunahme im

Erwachsenenalter vermeiden [KEY et al., 2004].

Auch hier fehlen weitere Daten, um eine stichhaltige Interpretation zu liefern. Es ist
jedoch bekannt, dass Ubergewicht das Risiko bestimmter Krebsarten erhéhen kann

und dass NBUDs wie MNi als Biomarker fir Krebs angesehen werden.

Somit steht das Ergebnis dieser Studie, die tendenziell negative Korrelation zwischen
den NBUDs und dem BMI, genau entgegengesetzt der zu erwartenden positiven

Korrelation.

Da Korrelation trat nur in der Informationsgruppe auf, wobei sich der BMI wahrend der

gesamten Studie nicht signifikant veranderte.
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5 SCHLUSSBETRACHTUNG

Bei Typ 2 Diabetikern besteht eine erhdhte Gefahr der oxidativen Schadigung der DNA.
Die Hypothese, dass antioxidativ wirksame Nahrungsmittel und die Zufuhr von
Folsdaure und Vitamin B12 eine schiitzende und DNA-Stabilisierende Wirkung haben,
wurde durch eine Erndhrungsintervention bei Typ 2 Diabetikern und gesunden
Probanden untersucht und mittels bestimmter Parameter des CBMN Assay auf
zellularer Ebene ausgewertet. Die Erndhrungsintervention soll oxidativem Stress
entgegenwirken und das durch oxidative DNA-Schaden entstehende Krebsrisiko
senken. Somit ware eine Verminderung der MN-, NPB-, NBUD-Werte und evtl. auch

des Hcy-Levels wiinschenswert.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten bei den meisten der untersuchten Parameter

keine signifikanten Anderungen.

Im Gegensatz zu anderen Studien, die zum Teil mit Mikrondhrstoffen
,ubersupplementierten” oder auf in vitro-Experimenten beruhten, rief unsere
Humanstudie mit moderater Erndhrungsintervention keine starken Anderungen der
Levels der Mikrondhrstoffe im Blut der Probanden und somit auch keine deutlichen

Anderungen der CBMN-Parameter hervor.

Die Probanden zeichneten sich durch MN-Levels aus, die im oberen Normbereich lagen
bzw. diesen teilweise liberschritten. Am starksten war davon die Gruppe der IDDM
betroffen, die anderen Gesundheitsgruppen, auch die Gesunden und IFG, folgten

jedoch diesem Trend und unterschieden sich kaum von den IDDM.
Dies lasst sich mit der Auswahl der Probanden erklaren.

Die gesamte Studienpopulation bestand aus Menschen hoéheren Alters. Viele von
ihnen Diabetiker, die zu erhéhter DNA-Oxidation und somit zur Mikrokernentstehung
neigen. Es ist auch bewiesen, dass mit zunehmendem Alter die MN-Haufigkeit steigt,

was die erhohten Werte der Gesunden und der IFG erkldrt. Zudem waren die
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Probanden in der Gruppe der Gesunden oder der IFG oft Lebenspartner der Diabetiker,
was bedeutet, dass alle Gruppen beziglich der Erndhrung und Bewegung
moglicherweise einen suboptimalen Lebensstil teilten, der auch zu erhéhten MN-

Werten fuhren kann.

Vorangegangene Studien bestdtigen einen positiven Zusammenhang zwischen der
MN-Entstehung und dem Alter. Dieser konnte hier nicht untersucht werden, da unsere
Studienpopulation eine homogene Altersgruppe hoheren Alters bildete. Die steigende
MN-Anzahl mit dem Alter bestatigt sich jedoch durch die hohen MN-Werte aller

Gesundheitsgruppen.

Dieser Faktor erschwert die Interpretation andere Ergebnisse, wie z.B. den Einfluss des
Lebensstils. Dieser lieRe sich durch unsere Werte gut belegen, da die Haufigkeit der
CBMN-Parameter der Gesunden oder IFG nicht geringer war, als bei den Diabetikern.
Jedoch scheint das Alter einflussreicher zu sein und somit sind in diesem Hinblick

weitere Studien mit einer gemischteren Studienpopulation zu empfehlen.

Einen Hinweis auf einen moglichen praventiven Schutz konnte die Auswertung der
NBUDs liefern, die in der Gruppe der Gesunden und der IFG signifikant durch die
Intervention gesunken sind. Dies wiirde fir eine erfolgreiche Primarpravention durch
gesunde Ernahrung sprechen wobei die Sekundarpravention, bei bereits vorhandener

Krankheit, in diesem Fall keine Verbesserung mit sich bringen konnte.

Bei der Auswertung der Mikrokerne zeigte sich, dass es in der Informationsgruppe
starke Schwankungen der MN-Anzahl gab, wahrend die Interventionsgruppe stabil
blieb. Hier besteht die Moglichkeit, dass die Ernahrungsintervention eine gewisse
Stabilitat hervorgerufen hat. Dies gilt auch fiir die IDDM, was positiv ist, da eine
Stabilitat grundsatzlich forderlich fur eine gute glykdamische Kontrolle ist und somit ein

geringeres gesundheitliches Risiko fiir Diabetiker darstellt.

Am deutlichsten waren die Unterschiede zwischen den Geschlechtern zu erkennen.

Diese Entdeckung entspricht auch den Angaben der Literatur.
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Bei Mikrokernen und NBUDs, die sich durch eine dhnliche Morphologie auszeichnen,
zeigten die Frauen einen hoheren Anteil als die Manner. Im Gegensatz dazu wurden
bei den Mannern mehr Apoptosen und Necrosen festgestellt als bei den Frauen, was
flir eine negative Korrelation zwischen Apoptosen und Necrosen mit Mikrokernen

sprechen wiirde, die jedoch nicht bewiesen ist.

Die Gruppe der IDDM zeigte fast keinen Unterschied zu den anderen
Gesundheitsgruppen. Dies deutet darauf hin, dass die Diabetestherapie keinen Einfluss

auf eine Mikrokernentstehung hat.

Wie bereits von Michael Fenech angemerkt, besteht eine Diskrepanz zwischen den
Aufnahmemengen bestimmter  Mikrondhrstoffe  zur  Prdvention von
Mangelerscheinungen und der Dosis zu Verhinderung degenerativer Krankheiten und
Krebs durch ihre Schutzwirkung vor chromosomalen Schaden. In diesem Feld besteht
grofler Forschungsbedarf, insbesondere an Humanstudien, da es grundsatzlich
schwierig ist, in Vitro- und Tiermodelle auf den menschlichen Organismus in seiner
natirlichen Umgebung zu Ubertragen. Auch die genauen Wirkmechanismen zum
Schutz der DNA-Schadendurch Nahrstoffe oder der Ausloser der Mikrokernentstehung
sind noch nicht aufgeklart. Bisher gab es keine vergleichbaren Studien mit Typ 2
Diabetikern bezliglich der MN-Entstehung und einer Erndhrungsintervention. Eine
Unterteilung von Typ 2 Diabetikern in IDDM und NIDDM in anderen Studien ist bisher

nicht bekannt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Diabetes-Inzidenz steigt weltweit rapide an und durch multivariante Ausléser und
diverse Folgeerkrankungen der Stoffwechselkrankheit stellt Diabetes Mellitus (DM)
eine der groBten Herausforderungen fiir die Gesundheitssysteme dar. DM kommt zu
ca. 90% als Typ 2 Diabetes (DMT2) vor. Durch eine erhohte Anfélligkeit auf oxidative

DNA-Schaden ist auch das Krebsrisiko bei Diabetikern erhoht.

Diese Arbeit versteht sich als ein Teil der DIAPLANT-Studie, welche den Einfluss
gesunder Ernahrung auf unterschiedliche metabolische Werte bei Patienten mit Typ 2
Diabetes (DMT2) untersucht. Der Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Bewertung der
Erndhrungsintervention auf zelluldrer Ebene anhand der Parameter des Cytokinesis
Block Micronucleus Assay (CBMN-Assay) (Apoptosen, Necrosen, Micronuclei (MNi),
Nucleplasmic Bridges (NPBs) und Nucleoplasmic Buds (NBUDs)) in den Lymphozyten.
Die  Studienpopulation  wurde in unterschiedliche  Gesundheitsgruppen
(insulinpflichtige DMT2 (IDDM) (N = 41), nicht insulinpflichtige DMT2 (NIDDM) (N = 35),
GESUND (N = 11) und Patienten mit gestorter Niichternglucose (IFG) (N = 12))
eingeteilt. In dieser Arbeit wird die Gruppe der IDDM mit den anderen

Gesundheitsgruppen verglichen.

Der CBMN-Assay hat sich zu einer zuverldassigen Methode entwickelt, um DNA-
Schaden und somit die Wahrscheinlichkeit einer Krebsentstehung zu bewerten. Ein
erhohtes Vorkommen an MNi ist unterschiedlichen Studien zufolge mit einem

erhohten Krebsrisiko assoziiert.

Unterschiedliche Studien berichteten bereits von einer krebspraventiven Wirkung
gesunder Erndhrung. Einige Studien konnten DNA-stabilisierende Effekte nach der
Einnahme von Folsdure und Vitamin B12 und antioxidativen Viatminen wie Vitamin E

feststellen.
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Unter diesem Aspekt erhielt die Interventionsgruppe unserer Studie eine
Erndhrungsintervention aus 300 g Gemise und 25 g Pflanzendl. Beide mussten taglich
Uber einen Zeitraum von 8 Wochen verzehrt werden. Am Anfang, am Ende der
Intervention, nach 8 Wochen sowie nach 16 Wochen wurde die Studienpopulation auf
die CBMN-Parameter und diverse Einflussfaktoren untersucht und die
Interventionsgruppe mit der Informationsgruppe, die keine Lebensmittel erhielt,

verglichen.

Die Mikrokernhaufigkeit wurde durch die Erndhrungsintervention nicht signifikant
beeinflusst (MNi Interventionsgruppe alle Gesundheitsgruppen T0: 24,62 + 10,28, T2:
25,93 +12,23,T3: 26,52 + 11,02; IDDM TO: 26,55 + 7,41, T2: 29,34 + 11,47, T3: 28,77
8,53), was auch den Erwartungen entspricht, da sich auch die Einflussfaktoren nicht

signifikant gedandert haben.

Am deutlichsten zeigten sich die der Literatur entsprechenden Unterschiede der
Geschlechter. Bei den Frauen war eine signifikant hohere MN-Frequenz zu erkennen
als bei den Mannern, welche jedoch mehr Apoptosen und Necrosen als die Frauen

zeigten.

Die Gruppe der IDDM zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den
Gesundheitsgruppen, was bedeutet, dass die Gemiise- und Olintervention keinen

Einfluss auf die Entstehung von MNi bei insulinpflichtigen DMT2 hat.

Schlussendlich sind noch einige Studien auf diesem Gebiet nétig, da viele Fragen wie
z.B. die nach den genauen Wirkmechanismen der MN-Entstehung und des Zellschutzes

durch Mikronahrstoffe bisweilen ungeklart sind.
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7 SUMMARY

The incidence of diabetes is rising rapidly worldwide and by multivariate trigger and
various metabolic complications is Diabetes Mellitus (DM) a major challenge for the
health systems. DM occurs in about 90% as Type 2 Diabetes (DMT2). By an increased

susceptibility to oxidative DNA damage, cancer risk in diabetics is also increased.

This work is one part of the DIAPLANT study, which examined the impact of a healthy
diet with different metabolic biomarkers in Type 2 Diabetics (DMT2). The focus of this
study is to assess the effects of a nutritional intervention at cellular level on the basis
of the parameters of cytokinesis block micronucleus assay (CBMN assay) (apoptosis,
necrosis, micronuclei (MNi), nucleoplasmic bridges (NPBs) and nucleoplasmic buds
(NBUDs)) in lymphocytes. The study population was divided into different health
groups (insulin dependent DMT2 (IDDM) (N = 41), non insulin dependent DMT2
(NIDDM) (N = 35), healthy (N = 11) and patients with an impaired fasting glucose (IFG)

(N =12)). In this work, the group of IDDM was compared to the other health groups.

The CBMN assay has become a comprehensive method to assess DNA damage and
thus to predict the likelihood of cancer. Different studies have already shown that a

higher incidence of MNi is associated with an increased risk of cancer.

Further cancer-preventive effects of healthy nutrition are evident. Some studies could
show DNA-stabilizing effects after consumption of folic acid, vitamin B12 and

antioxidant vitamins like vitamin E.

Within this aspect, the intervention group of our study received a dietary intervention
with 300 g of vegetables and 25 g of vegetable oil. At baseline and after the
intervention of 8 weeks as well as after totally 16 weeks the study population was
assessed for CBMN parameters and various confounding factors. The intervention

group was compared with the information group which received no food-intervention.
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The MNi-frequency was not significantly affected by dietary intervention (MNi
intervention group, all health groups T0: 24,62 + 10,28, T2: 25,93 + 12,23, T3: 26,52 +
11,02; IDDM TO: 26,55 + 7,41, T2: 29,34 + 11,47, T3: 28,77 + 8,53), which meets the

expectations, since the other influencing factors showed no significant change.

The results demonstrated most clearly the differences between the sexes, which is
known from literature. Women had a higher MN-frequency than men, however, men

showed more apoptotic and necrotic cells than women.

The IDDM-group showed no significant difference to the healthy groups, which means
that the treatment with vegetables and the oil has no influence on the development of

MNi in insulin dependent DMT2.

However, in order to draw final conclusions, more studies are needed in this area, as
many open questions remain such as the mechanisms of MN-formation or cell

protection by micronutrients.
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