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EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1 Einleitung und Fragestellung

Diabetes, insbesondere der frither als ,,Altersdiabetes® bezeichnete Diabetes Mellitus
Typ I (DM-II) zdhlt heute weltweit gesehen zu einer der héufigsten Erkrankungen.
Laut Angaben der International Diabetes Federation waren im Jahr 2007 bereits rund
6% der Weltbevolkerung von der Krankheit betroffen. Schitzungen zu Folge, wird sich
dieser Anteil bis zum Jahr 2025 auf ca. 7% erhdhen [International Diabetes Federation,
2007].

Die stetig, insbesondere bei jiingeren Personen, steigende Priavalenz des DM-II wird
von Gesundheitsbehorden vielfach als besorgniserregend bezeichnet. Als Hauptursache
hierfiir wird v.a. ein ungesunder Lebensstil (Uberernihrung, Bewegungsmangel)

vermutet.

Die genauen molekularen Vorginge der Pathogenese und Progression von DM-II sind
bislang noch nicht vollstindig gekldrt. Oxidativer Stress ist an der Entstehung
zahlreicher Krankheiten beteiligt und es hédufen sich Daten, die einen Zusammenhang
zwischen DM-II und oxidativem Stress aufzeigen. Zahlreiche Studien belegen, dass
Diabetiker unter anderem deutlich erniedrigte antioxidative Kapazitidten bzw. erhéhten
oxidativen Stress aufweisen. Gleichzeitig fordert eine diabetische Stoffwechsellage die
Bildung von freien Radikalen im Korper und trigt somit zur weiteren Progression der

Erkrankung bei.

Antioxidantien dienen dem Korper als Schutz vor freien Radikalen und kénnten daher
mitunter einen positiven Nutzen in der Prdvention und/oder Therapie von DM-II haben.
Die bekanntesten Vertreter sind Vitamin C und Vitamin E, aber vielen Substanzen wie
sekundére Pflanzeninhaltsstoffen oder Medikamenten wird eine antioxidative Wirkung

zugeschrieben.

Ziel dieser Arbeit ist es, die molekularen Stoffwechselvorgiinge von oxidativem Stress
in der Entstehung und dem Krankheitsverlauf von DM-II darzustellen, sowie den
Nutzen und die Sicherheit von Antioxidantien in der Prdvention und Therapie der

Krankheit aufzuzeigen und zu diskutieren.
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2 Einfiihrung

2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Epidemiologie

2.1.1.1 Weltweit

Typ II Diabetes (DM-II) zdhlt zu den weltweit haufigsten nicht infektiosen Krankheiten,
85-90% aller Diabetesfille sind diesem Typ zuzuordnen. Als Hauptursachen fiir die
steigende Prédvalenz und Inzidenz werden zum einen ein ungesunder Lebensstil (v.a.
Uberernihrung, Bewegungsmangel) und zum anderen die erhohte Lebenserwartung
insbesondere in den Industrielindern angegeben. Zusétzlich muss beriicksichtigt
werden, dass ,,gut-eingestellte” Diabetiker (HbA < 6,5) durch verbesserte medizinische
Versorgung heutzutage ein hoheres Alter erreichen konnen.

Die Staaten mit den meisten Diabetespatienten sind Indien, China und die USA.
Insbesondere die steigende Inzidenz in den so genannten Entwicklungsléindern ist
alarmierend. Neben der stindig ansteigenden Zahl von Diabetespatienten, stellt
insbesondere die steigende Zahl der an ,,Alterdiabetes” (DM-II) erkrankten Kinder und
Jugendlichen, deren Ursache meistens Adipositas und die genetische Prédisposition ist,
eine weitere Herausforderung fiir die Gesundheitssysteme dar (Abb.1) [RIEDER et al.,
2004; RAKOVAC et al., 2009].

Die ,,International Diabetes Federation* (IDF) hat fiir das Jahr 2007 errechnet, dass
5,9% der Weltbevolkerung beziehungsweise 264,1 Millionen Menschen an Diabetes
erkrankt waren. Im Jahr 2025 wird ein Anstieg auf 380,1 Millionen Diabetiker weltweit
prognostiziert, dies entspricht einem Anteil von 7,1% der Weltbevolkerung [IDF, 2009].
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Abb. 1 Schitzungen der Altersverteilung von Typ II Diabetes (Mod. nach RIEDER et al., 2004)

2.1.1.2 Osterreich

Die WHO schitze im Jahr 2000, dass 2,1% der Osterreicher von Diabetes betroffen
waren [RIEDER et al., 2004]. Bei der Gesundenuntersuchung 2006/07 waren bereits
5,9% der Befragten von Diabetes betroffen, wobei sich zeigte, dass mit steigendem
Alter nicht nur die Diabetespridvalenz zu, sondern auch die geschlechtspezifischen
Unterschiede zunahmen. Bei den iiber 75-Jdhrigen berichteten 19% der Minner und
23% der Frauen iiber diagnostizierten Diabetes [KLIMONT et al., 2007]. Die IDF
schitzte, dass 11,1% der Bevdlkerung in Osterreich im Jahr 2007 von Diabetes
betroffen waren [IDF, 2009]. Eine Ursache der unterschiedlichen Priavalenzangaben von
DM-II sind die verschiedenen Schéitzungen von nicht diagnostizierten Diabetesfille, die
selbst in den Industrienationen mit 50% der diagnostizierten Fille sehr hoch sein

diirften [RIEDER et al., 2004].

2.1.1.3 Mortalitiit

3,8 Millionen Menschen sind 2007 an den Folgen von Diabetes mellitus gestorben, dies
entspricht 6% der weltweiten Gesamtmortalitit [IDF, 2009]. In Osterreich lag die Zahl
der Diabetestoten im Jahr 2007 bei 3115 [KLIMONT et al., 2007]. Diabetiker haben auf
Grund der zahlreichen Folgeerkrankungen eine um 5 bis 10 Jahre verringerte
Lebenserwartung. Die Halfte aller Todesfille ist auf koronare Herzerkrankungen

zuriickzufiihren [RIEDER et al., 2004].
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2.1.1.4 Diabetes abhingige Kosten

Aufgrund der hohen Privalenz und den hiufig auftretenden Komorbiditen verursacht
Diabetes mellitus bzw. die Behandlung von Folgeerkrankungen enorme Kosten. 2007
wurden weltweit zwischen 230 und 420 Milliarden Dollar fiir Diabetes-Patienten
ausgegeben. Fiir das Jahr 2025 wird mit Kosten von 300 bis 560 Milliarden Doller
gerechnet [IDF, 2009]. Die ,,Cost of Diabetes in Europe - Type 2 Study* (CODE-2)
ermittelte in den acht teilnehmenden Léndern (Belgien, Frankreich, Deutschland,
Niederlande,  Spanien, = Schweden und  GroBbritannien) 1999  jihrliche
Behandlungskosten von 2.834€ pro Patient. 55% der Kosten entfielen dabei auf
stationdre Aufenthalte. Diabetes abhingige Medikamente (Insulin, orale Antidiabetika)
verursachten hingegen lediglich 7% des finanziellen Aufwandes. Diabetiker mit
Folgeerkrankungen, insbesondere mit mikro- bzw. makrovaskuldren Komplikationen,
verursachen laut dieser Studie um bis zu 250% mehr Kosten verglichen mit Diabetikern
ohne derartige Komplikationen. Durch die immer hdufigere Diagnose von DM-II
besonders auch im jlingeren Alter und die steigende Lebenserwartung der Diabetiker
(Komplikationen nehmen jedoch mit Krankheitsdauer zu) sind enorme Kosten fiir die

Gesundheitssysteme vorprogrammiert [JONSSON, 2002; RIEDER et al., 2004].

2.1.1.5 Priiventionsansitze in Osterreich

Der Schwerpunkt der Privention in Osterreich liegt in Schulungsprogrammen, die im
Zuge der Sekundirpriavention (Abb.2) die Entstehung von Folgeerkrankungen
verhindern sollen. Derzeit gibt es bereits einige bundesldnderweite Programme fiir die
Patientenschulung (z.B. DIALA-OO, Steirisches Schulungsprogramm, Modell
Burgenland, etc.), die aber nach Experteneinschitzung unbedingt noch weiter ausgebaut

werden muss [GOLLMER et al., 2005].
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Abb. 2 Strategische Ansitze zur Diabetes-Privention [GOLLMER et al., 2005]

Zahlreiche Projekte zur Vermeidung von Ubergewicht (z.B. ,,Schlank ohne Diit* NO
GKK, ,,Gesunde Jause®, etc.) dienen u.a. auch der Primérpridvention von Diabetes
mellitus. Die Entdeckung nicht diagnostizierter Diabetiker spielt bei einigen Projekten
ebenfalls eine wichtige Rolle (,,Gesunde Gemeinden® FGO). Auch die
,Vorsorgeuntersuchung Neu* (1.10.2005) hat zum Ziel durch Beratung
(Lebensstilaspekte) und Fritherkennung einer gestorten Glukosetoleranz bzw. einer
bereits manifesten Erkrankung 33% der Diabetesschidden bis 2020 zu verhindern.
Generell kann festgestellt werden, dass in Osterreich zwar ein Diabetesplan aus dem
Jahr 2005 vorhanden ist, aber an der Umsetzung noch viel zu tun ist [GOLLMER et al.,
2005].

2.1.2 Atiologie & Pathogenese

2.1.2.1 Physiologie des Blutzuckers (BZ)

Beim Stoffwechselgesunden wird die Niichtern-Blutglukosekonzentration zwischen
60 — 110 mg/dL (3,3 - 6,1 mmol/dL) konstant gehalten. Die wichtigsten Hormone fiir
die BZ-Regulation sind Insulin, Glucagon, Adrenalin und Cortison.

Insulin wird in den B-Zellen der Langerhansen Inselzellen des Pankreas gebildet und
senkt den BZ-Spiegel durch Glukoseeinstrom in die Korperzellen. Insulin ist somit ein
anaboles Hormon und fordert die Synthese von Glykogen, Protein und Fettsduren und
hemmt zusétzlich die Lipolyse. Die Sezernierung wird durch Glucose, gastrointestinale
Hormone und bestimmten Aminosduren stimuliert und durch die Anwesenheit von

Katecholaminen inhibiert. Glucagon wird von den a-Zellen des Pankreas gebildet und
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ist der Hauptantagonist des Insulins. Glucagon stimuliert in der Leber die
Glykogenolyse und die Gluconeogenese, was letztlich in einem BZ-Anstieg resultiert.
Adrenalin mobilisiert ebenfalls die Energiereserven durch Glykogenabbau (in Leber
und Muskel) und Lipolyse. Cortison stimuliert die Gluconeogenese [MEHNERT et al.,
2003].

2.1.2.2 Diabetes Mellitus Typ II — Definitionen, Diagnose, Risikofaktoren

Definitionen

DM-II ist eine Glukosestoffwechselstorung und wurde frither auch als Altersdiabetes
oder NIDDM (= non insulin dependent diabetes mellitus) bezeichnet, aufgrund der
immer hdufiger werdenden Diagnose bereits im Kindesalter und der zunehmenden
Notwendigkeit des Insulinspritzens sind diese Bezeichnungen heute jedoch nicht mehr

zeitgemall [WHO, 2008].

y
o

Ay

Gestorte \\
Glukosetoleranz \

Gestorter
/£ Glukose-Stoffwechsel
/ (Insulinresistenzim Muskel) ‘\

y
4

Normaler
Glukose-Stoffwechsel

Abb. 3 Hypothetische Entwicklungsstufen (mod. nach MEHNERT et al., 2003)

Die klinische Manifestation ist charakterisiert durch Insulinresistenz am Zielgewebe
(v.a. Muskel) und relativen Insulinmangel, wobei eine gestorte Glukosetoleranz
(Abb.3) und dadurch bedingt erhohte BZ-Werte (Tab.l) als Vorstufe des DM-II
gesehen werden. Der chronische Verlauf von DM-II fiihrt hdufig zu einem vollstindigen

Versagen der 3-Zellen (= insulinpflichtiger DM) [MEHNERT et al., 2003].

6
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Diagnose

Eigen- und Familienanamnese sowie eine klinische Untersuchung ist fiir die Abklarung
eines Verdachts auf DM-II von grofler Bedeutung [MEHNERT et al., 2003]. Die
Diagnose wird durch die mehrfache Messung erhohter Blutglukosewerte (Tab.1) an
zwei verschiedenen Tagen gestellt.

Der orale Glukosetoleranztest (OGTT) dient der zusdtzlichen Bestitigung eines
klinischen Verdachts. Dabei werden 50-100g (meist 75g) Glukose in Wasser gelost oral
verabreicht und nachfolgend wird der BZ-Wert innerhalb von 2 Stunden viermal

gemessen und entsprechend kategorisiert (Tab.1) [RODEN, 2007].

Tab. 1 Diagnostische Werte (mod. nach RODEN, 2007)

Klassifikation Glucosekonzentration
Vollblut Plasma
venos kapillar venos
mmol/l mg/dl mmol/l mg/dl mmol/l mg/dl

Diabetes mellitus

niichtern ODER >6,1 >110 >6,1 >110 >7,0 >126

2 h Wert (OGTT) >10,0 =180 =>11,1 =200 =I1,1 =200
Gestorte Glucosetoleranz

niichtern 5,0-6,1 90-109 5,0-6,1 90-109 5,6-6,9 100-

125
2 h Wert (OGTT) 6,7-9,9  120- 7,8- 140- 7,8- 140-
179 11,1 199 11,1 199

Normoglycimie

niichtern <5,0 <90 <5,0 <90 <5,6 <100

2 h Wert (OGTT) <6,7 <120 <78 <140 <78 <140

Fiir die Beurteilung der Restfunktion der B-Zellen werden Hormonanalysen von C-
Peptid, Insulin und Proinsulin basal und nach Stimulation (z.B. Glucagon oder Glucose)
herangezogen [RODEN, 2007].

Die Bestimmung des glykosylierten Himoglobins (HbA/.) ist das wichtigste Mal} fiir

die Beurteilung der BZ-Einstellung im Zeitraum der vergangenen 1-2 Monate, da das
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glykosylierte Hamoglobin durch die Dauer von Hyperglykdmien ansteigt. Die
Normwerte fiir den HbA . Stoffwechselgesunder schwanken je nach Labor zwischen 4-
6% des Gesamthdmoglobins. Fiir DM-II-Patienten liegt der Zielwert bei Normwert +
1% und wird von Fachgesellschaften hiufig mit < 6,5% angegeben [HIEN und BOHM,
2005].

Risikofaktoren fiir DM-II

Unbeeinflussbar

O Ethnie: Die ethnische Zugehorigkeit hat einen groBen Einfluss auf das DM-II-
Risiko (z.B.:Japaner:1,6%; Nauru: 30,7%) [MEHNERT et al., 2003; IDF, 2009].

O Genetik: Die familidre Disposition ist bet DM-II stark ausgeprigt. Kinder mit
einem DM-II-kranken Elternteil haben ein um 25-50% erhohtes Risiko selbst
einen DM-II zu entwickeln [MEHNERT et al., 2003].

0 Alter: Das Alter an sich ist kein Risikofaktor, es nehmen vielmehr die
Risikofaktoren an sich zu und damit die Wahrscheinlichkeit an DM-II zu
erkranken.

O Niedriges Geburtsgewicht ist v.a. bei einer raschen Gewichtszunahme im
Kindesalter mit erhohtem DM-II-Risiko assoziiert [RIEDER et al., 2004].

Beeinflussbar

O Adipositas: Besonders viszerale Fettablagerungen, gilt als Risikofaktor fiir
DM-IL. Der Taillenumfang sollte bei Frauen < 80 cm und bei Ménnern < 94 cm
liegen.

O Westliche Lebensstilfaktoren: unausgewogene Erndhrung, verstarkter
Alkoholkonsum, Rauchen und Bewegungsmangel stellen ebenso typische

Risikofaktoren fiir die Entstehung einer DM-II dar [RIEDER et al., 2004].

Andere Typen des Diabetes mellitus

Diabetes Mellitus Typ I (frither auch als Jugenddiabetes bezeichnet) macht weniger als
10% aller Diabetesfille aus. Bei dieser Form des DM kommt es meist bedingt durch
eine immunologisch vermittelte Zerstorung der B-Zellen zu einem absoluten

Insulinmangel (Tab. 1). Eine Sonderform ist LADA (latenter autoimmuner Diabetes der
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Erwachsenen), diese tritt erst im Erwachsenalter auf und ist durch langsameren Verlust
der Insulinsekretion gekennzeichnet.

Gestationsdiabetes (GDM) ist jener Diabetes, der wihrend der Schwangerschaft
beginnt bzw. entdeckt wird. Es kann sich dabei sowohl um Typ II als auch Typ I (10%)
handeln. Nach der Geburt verschwindet der Diabetes meistens wieder, jedoch haben
Patientinnen mit GDM ein erhohtes Risiko in spdterer Folge einen DM-II zu entwickeln
[KAUTZKY-WILLER et al., 2007].

Andere spezifische Diabetes-Typen konnen die verschiedensten Ursachen haben:
Erkrankungen des exokrinen Pankreas, (Pankreatitis, Cystische Fibrose), endokriner
Organe, diverse medikamentds-chemische Ursachen, Infektionen oder genetische

Defekte [RODEN, 2007].

Tab. 2 Vergleich der beiden hiufigsten Diabetes-Typen [RODEN, 2007]

Kriterium Typ | Diabetes Typ 2 Diabetes
1. Hiufigkeit Selten, <10% Hiufig, -90%
2. Manifestationsalter Meist Jiingere, <40 a Meist Altere >40 a,

Kérpergewicht
Symptome
Ketoazidose-Neigung
Familidre Hiufung
Plasma C-Peptid
Inselzell-Antikorper
HLA-Assoziation
Insulintherapie

S e ®EHILEWw

—

(Ausnahme: LADA)

Meist normalgewichtig

Hiufig

Ausgeprigt

Gering

Meist niedrig bis fehlend

85-95% + (GAD, ICA, TA-2, [AA)
+ (HLA-DR/DQ)

sofort erforderlich

zunehmend friihere Manifestation
Meist iibergewichtig, adipos
Seltener

Fehlend oder nur gering

Typisch

Meist normal bis erhiht

Oft erst nach lingerem Verlauf

2.1.3 Therapie DM-II

Ziel der DM-II Therapie ist eine Optimierung der Blutglukoseeinstellung und damit

eine Minimierung der Spatkomplikationen. Im Gegensatz zu DM-I ist die Therapie von

DM-II  vielfdltig und

sollte  individuell

Folgeerkrankungen, HbA |.) angepasst sein (Tab.3):

(Alter, Gewicht,

Diabetesdauer,

0 LebensstilmaBnahmen (gesunde Erndhrung, Bewegung) immer indiziert

0 Pharmakotherapie (orale Antidiabetika) nach Bedarf

0 Insulintherapie nach Bedarf [HIEN und BOHM, 2005].
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Tab. 3 Differenzialtherapeutische Entscheidungshilfe bei DM-II (mod. nach HIEN und BOHM, 2005)

Patient | Vermutungen Antidiabetika
Adip6és | Hyperinsulindmie — nicht- & | Metformin, Thiazolidindion,
insolinotrope Pharmaka Acarabose, Sulfonylharnstoft,

praprandiale Insulingaben

Schlank | Hypoinsulinimie — insolinotrophe | Sulfonylharnstoff, Glinide, Insulin

Pharmaka

2.1.4 Komplikationen und Spitfolgen des DM-II

2.1.4.1 Biochemische Grundlagen von Folgeerkrankungen

Gemeinsame Grundlage fiir die Entstehung von Spétfolgen bei DM ist eine anhaltende
Hyperglykdmie, bei der es zu einer nicht-glykolytischen Verwendung der Glukose bzw.
zu Reaktionen zwischen Glukose und Proteinen (bzw. Zellen) kommt. Die Pathogenese
der Spitkomplikationen ist sehr komplex und noch nicht vollstindig erforscht
[MEHNERT et al., 2003]. Die am héaufigsten diskutierten Stoffwechselwege sind dabei
der Polyolstoffwechselweg, die nicht enzymatische Glykosylierung und Entstehung von
Folgeprodukten, die Proteinkinase C sowie der Hexosamin-Stoffwechselweg (Abb. 4)
[BROWNLEE, 2001]. Die vermehrte Bildung von radikalen Sauerstoffspezies durch die
hyperglykdmische  Stoffwechsellage wird als verbindendes Element der
Stoffwechselwege gesehen. So vermindert das gebildete Hydroxid die Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit (GAPDH), dies fiihrt zur Aktivierung aller
Stoffwechselwege der hyperglykdmischen Schiadigung [ROLO und PALMEIRA, 2006].

10
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T al NADPH  NADP* MAD*  NADH

Ve - —

¢ T 1 sorbital S—A'T Fructose
) Guucdle-6.p T —
GFAT

} Frucoge-6-P —'7-? f Glucosamine-6-P—»4UDP-GIcNAC
Gin  Glu

NADH NAD*
! DHAP 5—41‘ a-Glycerol-p == pag>1 pKC

“rotein Kinase

T Glyceraldehyde-3-P
NAD*

,LGAPDH «—10; T Methylglyoxal —er AGEs

NADH _ AGE pathway

1.3-Diphosphoglycerate

AGE Advanced  glycosylation GFAT  Glutamin:Fructose-6- NADP* Nicotinamid-Adenin-
end products P-Aminotransferase Dinucleotid-Phosphat

DAG Diacylglycerol Gln Glutamin PKC Proteinkinase C

DHAP Dihydroxyacetonphosphat Glu Glutamat UDP-GIcNAc Uridindiphospho-

GAPDH  Glycerinaldehydphosphat-  NAD* Nicotinamid-Adenin- N-Acetylglucosamin
Dehydogenase Dinucleotid

Abb. 4 Hyperglykimie-abhingige Stoffwechselwege [BROWNLEE, 2001 ]

a. Polyolstoffwechselweg (1 Aktivitit der Aldolase)

Bei Hyperglykdmie kommt es durch verstirkte Aldolaseaktivitdt zur Anhdufung und
Akkumulation von Sorbit (ein Polyol) bzw. (durch Umwandlung mittels
Sorbitdehydrogenase) Fruktose, was folglich zur Schadigung des Nervengewebes bzw.
einer diabetischen Neuropathie (Abb. 5) fiihrt. Der osmotische Effekt der Polyole
(Flussigkeitsanreicherung) ist bei der Entstehung von diabetischem Katarakt wie auch
Neuropathien bekannt und wird nun auch in Zusammenhang mit Makroangiopathien
diskutiert [MEHNERT et al., 2003]. Weiters konnte die vermehrte Verwendung von
NADPH im Polyolstoffwechsel zu oxidativem Stress fiihren, da weniger NADPH fiir
die Regeneration von oxidiertem Glutation zur Verfiigung steht. Zusitzlich konnte die
NADPH-anhéngige Stickstoffmonooxid (NO)-Synthese beeintrachtigt werden und ein
daraus resultierender, erniedrigter endothelialer NO-Level zu einer Gefakonstriktion

fithren [GUGLIUCCI, 2000].

11
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Abb. 5 Polyolstoffwechselweg [SPINAS und HEITZ, 2004]

b. Nichtenzymatische Glykosylierung (AGE)

AGE (Advanced glycosylation end products) entstehen bei Glykosylierung von
Proteinen tiber diverse Reaktionswege und tragen durch deren Anlagerung an den
GefdBwinden und dem damit verbunden Elastizititsverlust zur Entstehung von
diabetischen Mikro- und Makroangiopathien bei [MEHNERT et al., 2003]. Die
pathologischen Wirkungen von AGEs sind vielfiltig (Abb.6), so erhdhen AGEs z.B. die
Gefallpermeabilitit, den Einstrom von Monozyten und die Zellproliferation.
Moglicherweise modifizieren AGEs LDL-Cholesterin-Partikel (eine verminderte
Rezeptoraffinitdt wird vermutet) und verstirken so eine Hyperlipiddmie, die bei
Diabetikern haufig ist [RIEDER et al.,, 2004]. Die Bindung von AGEs an AGE-
Rezeptoren (RAGE) von Makrophagen, Monozyten, Endothel- und Mesangium-zellen
stimuliert die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen wie z.B. Interleukin-1
(IL-1) und Tumornekrosefaktor-o (TNF o) aus Makrophagen. In den Endothelzellen

werden reaktive Sauerstoffverbindungen ausgeschiittet, welche neben oxidativem Stress

12
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auch den Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells) aktivieren, dieser fiihrt zu Endothelverdnderungen, die die
Thrombusbildungen begiinstigen [GUGLIUCCI, 2000]. Des Weiteren wird vermutet,
dass AGE-Proteine mit der zelluliren DNA interagieren und so Langzeiteffekte
auslosen, die auch nach Normalisierung des BZ zur Progression von diabetischen

Spétfolgen fithren konnten [MEHNERT et al., 2003].

Glukase + Pratein {Aminogruppe) .1__"' Schiffache Baze ..1_" Amadori-Produkts
reversibel reversibel I .
[Stundan) (Tage] ireversisel
l Ul azerungen

AGE

Advanced Glycosylated Endproducts

Bindung van nicht-ghyko- Verkettung (cress-links) Bindung an Rezeptoren von A Lipid-
sylierten Flasma- und van Proteinen {und Enduothal, Makrophagean, Oncidation
Interstitial-Proteinen Mukleinsauren, Lipiden) Monozyten, Mesan giumzellen
Bindung ven  Bindung von Resistenz gegen prota- T Man azytenemigration
Alburninen an LOLund Iytische Enzyma 4 Endothelpermeabilitst
givkosyliertts  Ablagerungen (4 Proteinentfermung) T+ prokoagulatorische
Bl von in Geffss- Aktivitat des Endothels
[Kapillaren wiand T zelluldre Proliferation
T ECM-Produkfion, Zyta-
| | kin- und Wiachsturmsfaiktoe-
* Fraisetzung
Bnt- Strukturellefunklionelle
Verdickung Veranderungen dar EM
Mikroangiopathie Atherogenese® |

Makroangiopathie

Eblm Ragaimarabian
EDE w esshazalinbaic Blatie

Abb. 6 Nicht enzymatische Glykosylierung [SPINAS und HEITZ, 2004]

¢. Proteinkinase C Stoffwechselweg

Die Proteinkinase C (PKC) wird durch einen BZ-bedingt erhohten Diacylglycerol-
spiegel (bzw. a-Glyzerophosphatlevel) sowie durch gebildete freie Radikale (induziert
durch AGE) verstirkt aktiviert. Eine vermehrte PKC-Aktivitdt fiihrt zu vaskuldren

Verdanderungen wie einem verdnderten Blutfluss, erhohter Gefdllpermeabilitit sowie

13
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Konstriktion und zu einer verdnderten Zellprolifertation - dies beglinstigt die

Entstehung von Bluthochdruck und Atherosklerose [GUGLIUCCI, 2000].

d. Hexosamin Stoffwechselweg

Die Aktivierung des Hexosamin-Stoffwechsels fiihrt im menschlichen Korper zu
Anderungen der Genexpression bzw. Verinderungen von Proteinfunktionen, welche
mikrovaskuldre/renale Komplikationen mitverursachen. Die genauen Mechanismen sind
unklar [BROWNLEE, 2001]. Unter physiologischen Bedingungen werden 2-5% der
Glukose iiber den Hexosamin Weg abgebaut, wihrend einer Hyperglykdmie wird
vermehrt Glukose in diesen Weg eingeschleust. Das Endprodukt des Hexosamin
Stoffwechsels UDP-N-acetylglucosamin ist als Substrat fiir z.B. Transkriptionsfaktoren
notig und beeinflusst so die Genexpression wie etwa PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) oder TGF-B1 (transforming growth factor), diese Verdnderungen fiihren zu
diabetischen Mikroangiopathien [ROLO und PALMEIRA, 2006]. Zusétzlich wird die
NO-Synthese inhibitiert und die Proteinkinase C aktiviert, dies verstirkt die vaskuldren
Schidigungen [BROWNLEE, 2001]. Es gilt als gesichert, dass eine Uberexpression von
GFAT (Abb. 4) Insulinresistenz im Tierversuch hervorruft, beim Menschen wird dies

ebenfalls vermutet [BUSE, 2006].

2.1.4.2 Akutkomplikationen

Akute diabetische Komplikationen konnen unter anderem Schockzustande auslosen und

somit akut lebensbedrohlich sein. Die beiden wichtigsten sind:

a. Hypoglykimie und hypoglykimischer Schock

Als Hypoglykédmie bezeichnet man den Abfall des BZ unter den Normalbereich, wobei
in der Literatur eine schwere Hypoglykédmie mit einem BZ <50mg/dL angegeben wird.
Ursachen fiir eine Hypoglykdmie sind ein absolut oder relativ zu hoher Insulinspiegel,
der durch zu hohe Medikamentengabe, geringe Kohlenhydrataufnahme oder korperliche
Anstrengung entstehen kann. Es besteht die Gefahr eines hypoglykdmischen Schocks
der durch Symptome wie Schwitzen, Zittern, Krampfen und Bewusstlosigkeit

gekennzeichnet ist [HIEN und BOHM, 2005].

14
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b. Diabetisches Koma (,,Coma diabeticum*)

Ausloser kann entweder eine Ketoazidose oder eine Hyperglykdmie ohne
Ketonkorperbildung sein [RIEDER et al., 2004]. Ursache ist meist ein absoluter
Insulinmangel (DM-I, mangelnde Insulinsubstitution) und selten ein relativer Mangel
(Uberwiegen der antagonistischen Hormone) mit Symptomen wie Stdrungen des

Sensoriums bis hin zum Koma [HIEN und BOHM, 2005].

2.1.4.3 Spatkomplikationen

Die erhohte Mortalitdt der Diabetiker ist vor allem den Folgeerkrankungen und hier
besonders den Angiopathien zuzuschreiben. Bei DM-II sind bei ungeniigender
Diabeteseinstellung (unabhingig vom sonstigen Risikoprofil) Angiopathien héufig.
Weitere Risikofaktoren wie Rauchen, Bluthochdruck oder Hyperlipiddmie erh6hen das
Risiko von vaskuldren Folgeerkrankungen [MEHNERT et al., 2003].
Makroangiopathien manifestieren sich im Herz-Kreislauf-System d.h. betreffen die
groBen (makro) Gefdlle und kommen bei Diabetikern gehéuft vor.

Mikroangiopathien verursachen die diabetes-typischen Komplikationen (Tab. 4) wie
Neuropathien, Schiden an Augen bzw. Nephropathien und betreffen sehr kleine (mirko)
Gefalle. Neuropathien ist die hdufigste Spatkomplikation bei DM-II und hingt stark von
der Dauer und Einstellung des Diabetes ab.

Das diabetische FuBsyndrom hat sowohl Mikro- als auch Makroangiopathien sowie

neuropathische Storungen als Ursache [RIEDER et al., 2004].
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Tab. 4 Diabetische Spitkomplikationen (mod. nach RIEDER et al., 2004)

Spatkomplikation Manifestation Ursache(n)
1. Makroangiopathie | koronare Herzerkrankung Atherosklerose
Schlaganfall
GefaBiverschluss der unteren
Extremititen (Gangrén)

2. Mikroangiopathien advanced glycosylation
Retinopathie und diffuse Wandverdickungen an Auge |(end)products (z. B. HbA,.) =
Makulopathie und Augenhintergrund, reduziertes | Schidigung extrazelluldrer

Sehvermdgen bis zur Erblindung Proteine des Bindegewebes
Nephropathie Erhéhung des intraglomeruldren sowie intrazelluldrer
(Glomerulosklerose) | Filtrationsdrucks, Verdickung der Strukturproteine (HbA |, hat

Basalmembranen,
Mikroalbuminurie, Nephropathie
mit Proteinurie, Hypertonie,

Niereninsuffizienz

3.Neuropathie

groBere Affinitit zu O, als
normales Hb =» reduzierte
Sauerstoffabgabe ins Gewebe
=> Retinopathie)

in Nierenglomeruli, Retina,

sensomotorische | symmetrische Missempfindungen, | Augenlinse und Nerven reagiert
Neuropathie Taubheitsgefiihle und Schmerzen in | Glucose zu Sorbit
den unteren Extremitéiten (Aldolasereduktase), das zu
Diffuse generalisierte Muskelatrophie und — | Fructose weiterreagiert
motorische schwiche, meist ohne Schmerzen (Sorbitoldehydrogenase) =
Polyneuropathie |und Sensibilitétsstorungen
autonome Storungen der Organe, die vom Fructoseakkumulation fiihrt zu
Neuropathie autonomen Nervensystem innerviert | 0Smotischem Stress >
werden: Gewebeschidigung
Herz (Ruhetachykardie), oxidativer Stress ¥
Gastrointestinaltrakt Aktivierung der Proteinkinase C
(Motilitdtsstorungen), Harnblase, > GefédBanomalien an Retina,
ménnliche Geschlechtsorgane Nieren, Herz
(erektile Dysfunktion)
Diabetisches Ful3- Léasionen, Ulkusbildung, Neuropathie und/oder periphere
syndrom mangelndes Abheilen Durchblutungsstérungen
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2.2 Radikalstoffwechsel und Oxidativer Stress

2.2.1 Freie Radikale

2.2.1.1 Definition

Freie Radikale sind hochreaktive Molekiile oder lonen mit einem oder mehreren
ungepaarten Elektronenpaaren oder gepaarten Elektronen mit antiparallelem Spin und
konnen unabhingig (,,frei”) existieren. Da ein Atom- oder Molekiilorbital mit nur einem
Elektron besetzt ist, sind freie Radikale besonders reaktionsfreudig und versuchen
anderen Molekiilen Elektronen zu entreiflen. Diese Reaktivitit fithrt zu der Bildung
weiterer Radikale und kann Kettenreaktion auslésen [ELSTNER, 1990; HALLIWELL
und GUTTERIDGE, 2007].

2.2.1.2 Entstehung

Freie Radikale entstehen bei Verlust bzw. Gewinn eines Elektrons oder wenn eine
covalente Bindung aufgebrochen wird (z.B. elektromagnetische Strahlung, Hitze)

[HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007] (Abb. 7).

X-e — X+
Y+e — Y-
AB — A'+B*

Abb. 7 Entstehung von Radikalen (mod. nach HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007)

Radikale konnen sowohl endogenen als auch exogenen Ursprungs sein. Als Beispiele
fiir exogene Quellen wiren organische Losungsmittel, Umweltchemikalien, toxische
Schwermetalle, Strahlungen (UV-, Réntgen-, y- Strahlung), Ozon, radioaktive Nuklide,
Medikamente (Antibiotika, Zytostatika, Xenobiotika etc.) oder Zigarettenrauch zu
nennen.

Endogen entstehen freie Radikale unter anderem durch die mitochondriale Atmung, bei
der Synthese von Eicosanoiden, im Zuge der Phagocytose (,,respiratory burst®), bei

sportlichen Hochstleistungen, Detoxifikation {iber das Zytochrom P-450-System,
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Peroxisomenreaktionen, Reperfusionsschidden bei ischdmischen Gewebsbezirken sowie
bei Reaktionen zahlreicher Enzyme und Coenzyme [OHLENSCHLAGER, 2000;
HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007].

2.2.1.3 Ubersicht

Die drei radikalischen Hauptgruppen sind reaktive Sauerstoff- (ROS), Stickstoff- (RNS)
und Schwefelverbindungen (RSS), wobei ROS die physiologisch bedeutendsten
Verbindungen darstellen [HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007]. Zu den
wichtigsten Radikalen zéhlen das Superoxidanion-Radikal (O,"), das Hydroxyl-Radikal
(OH"), das Stickoxid-Radikal (NO") und Lipid-Peroxyl-Radikale (LOO"). Die
bedeutendsten reaktiven Vorstufen von Radikalen, welche ebenfalls zu den ROS zéhlen,
sind das Hydrogenperoxid (H,0,), Singulettsauerstoff (‘O,), hypochlorige Siure
(HOCI) und Ozon (O3) [ELMADFA und LEITZMANN, 2004]. Superoxid wird auch
als Priméres Radikal bezeichnet, da durch Interaktion mit anderen Molekiilen weitere
»sekundére* Radikale entstehen konnen (Abb. 8). Die Produktion von Superoxid findet
vor allem in den Mitochondrien wihrend der Atmungskette statt und wird mit

verschiedensten Zellschiddigungen in Verbindung gebracht [VALKO et al., 2007].

Direkte enzymatische

Inaktivierung
Dismutation i H,0, , OH’
. o~ (Nicht enzymatisch oder SOD)
O Inaktivierung von
o Fe-S Cluster
v Direkte Reaktionen Enzyme ] Fe-S-Enzymen
é > F y Stoffwechsel-
o L beeintrachtigung
@ NADH
Q
03) |
NO S Cu-
ONOO Freisetzung
HO,' \—l
Enzyminaktivierung
Lipid-Oxidation? DA Schaden

Lipidoxidation

AANGarS cirekis Andere zytotoxische Aktionen

Schadigungen?

Abb. 8 Mechanismus der Superoxid-abhéingigen Schidigung
(mod. nach HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007)
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Sehr reaktive Radikale wie OH" haben eine kurze Halbwertszeit und schiadigen daher
besonders das unmittelbare Gewebe, wihrend weniger reaktive Radikale unmittelbar
weniger Schaden anrichten, aber durch ihre ldngere Halbwertszeiten grofere

Wegstrecken zuriicklegen kénnen [OHLENSCHLAGER, 2000].

2.2.1.4 Wirkung von freien Radikalen im menschlichen Organismus

Physiologisch

Freie Radikale sind Produkte des normalen zelluldren Stoffwechsels und wichtig fiir die
zellulare Abwehr, die Induktion der mitogenen Antwort sowie zahlreiche intrazellulédre
Prozesse [VALKO et al., 2007]. Eine weitere wichtige Aufgabe von Radikalen stellt die
Signaliibertragung mittels Modifikation der Zielproteine oder durch Verdnderung des
intrazellularen Redoxzustandes dar [BARTOSZ, 2009]. Das vom Korper produzierte
Stickoxyd-Radikal ist das am besten untersuchte Beispiel und reguliert in geringen
Konzentrationen (geregelt durch Hormone und Zytokine) u.a. den vaskuldren Tonus
und die Nervenfunktion. In hohen Konzentrationen werden ROS in der Abwehr von den
Makrophagen und Neutrophilen genutzt [MAGDER, 2006]. ROS fiihren in hoheren
Konzentrationen zum Zelltod, was der Organismus flir den programmierten Zelltod

(Apoptose) nutzt [DROGE, 2002].

Pathologisch

Radikale konnen insbesondere in groleren Mengen bzw. bei ungeniigender
Inaktivierung Makromolekiilstrukturen schidigen (Tab. 5). Die Folgen sind Mutationen
und eine Verdnderung des herkdmmlichen Translations- und Transcriptions-Prozesses
[MAGDER, 2006]. Des Weiteren kann die Zellkommunikation mittels gap-junctions
bzw. die Signaltransduktion verdndert werden [HALLIWELL und GUTTERIDGE,
2007].

Die Einwirkungen freier Radikale akkumulieren sich im Laufe des Lebens und werden
daher mit dem Alterungsprozess und der Entstehung zahlreicher Krankheiten wie
Herzkreislauferkrankungen, Krebs oder Diabetes in Zusammenhang gebracht

[RAHMAN, 2007].
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Tab. 5 Pathogenetische Bedeutung freier Radikale und ihrer sekundéren Produkte

[ELMADFA und LEITZMANN, 2004]

Angriffsort Konsequenz
Proteine Erhohte Tumorgefahr
Verminderte Enzymaktivitit
Zellschadigung
Lipide Membranschadigung
LDL-Oxidation
Atherosklerose
DNA Mutation
Kohlenhydrate Veranderung der Rezeptoren
Verringerte Viskositét der Gelenksfliissigkeit

2.2.2 Oxidativer Stress

2.2.2.1 Definition

Oxidation (Oxidbildung und/oder Elektronenentzug) ist ein Vorgang, der unter
Strukturzerstérung Energie erzeugt. Der menschliche Korper oxidiert beispielsweise 1
Mol Glukose zu 38 Mol ATP (Adenosintriphosphat) — unter anaeroben Bedingungen
kénnen nur 2 Mol ATP gewonnen werden. Die biologische Oxidation ist somit
notwendig fir alle Lebensprinzipien wie Wachstum, Entwicklung, Zellteilung,
Stoffwechsel, etc.
Produktion von freien Radikalen mit antioxidativen Schutzsystemen ausbalanciert.

Ocxidativer Stress stellt eine Imbalance zugunsten von prooxidativen Aktivititen dar

Im gesunden Organismus sind oxidative Prozesse bzw. die

[OHLENSCHLAGER, 2000] (Abb. 9).
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TAC
Enzymatisch (Bsp: SOD, KAT)&
nicht enzymatisch (Bsp: Vit. C, Vit.
E, Urat)

ROS
(Bsp: 0,7, OH")

Verhindern Oxidativen Stress

Verursachen Oxidativen Stress

Abb. 9 Oxidativer Stress durch Ungleichgewicht zwischen TAC (total antioxidativ capacity) und
ROS (mod. nach ELMADFA und LEITZMANN, 2004)

2.2.2.2 Entstehung

Oxidativer Stress entsteht einerseits durch die Abnahme bzw. den verminderten Schutz
des antioxidativen Schutzsystems, d.h. antioxidativer Enzyme, nutritiver und endogener
Antioxidantien oder anderer Cofaktoren. Andererseits wirken Umweltschadstoffe,
Medikamente, Alkoholkonsum, Hohenstrahlung und Erkrankungen prooxidativ
[HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007]. Oxidativer Stress entsteht in Folge einer
unzureichenden antioxidativen Kapazitit, die die vermehrte Produktion an ROS/RNS

nicht bewiltigen kann [DALLE-DONNE et al., 2006].

2.2.2.3 Stress-Assoziierte Stoffwechsellage

Milder oxidativer Stress kann von Zellen toleriert werden, kann aber zu einer
gesteigerten Proliferation fithren und 16st eine erhohte Aktivitdt der antioxidativen
Schutzsysteme aus. Oxidativer Stress fithrt zu Verdnderungen und Schiden an Zellen
und kann zum Zelltod (Nekrose und Apoptose) fiihren [HALLIWELL und
GUTTERIDGE, 2007]. Durch oxidativen Stress konnen zahlreiche Stoffwechselwege

aktiviert werden. Zu diesen stress aktivierten Signalwege gehdren unter anderem der
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NF-kB-Weg und zahlreiche Stresskinasen der MAPK-Familie (Mitogen aktivierte
Proteinkinasen) wie JNK (c-Jun N-Terminale Kinase) oder p38 MAPK [BLOCH-
DAMTI und BASHAN, 2005]. NF-kB wird durch ROS aktiviert, vermittelt Entziindung
und Zelltod und wird mit Diabetes und Atherosklerose assoziiert. Die Stresskinasen
werden hdufig durch Hyperglykédmie induzierten Stress, sowie durch ROS, aber auch
durch NF-xB aktiviert und spielen eine groBe Rolle in der Entstehung und dem

Krankheitsverlauf von Diabetes [EVANS et al., 2003].

2.2.2.4 Messmethoden

a. Direkte Detektion freier Radikale (,,traping®)

Auf Grund der kurzen Halbwertszeit ist die direkte Detektion von freien Radikalen nur
unter groBem Aufwand moglich. Eine Moglichkeit stellt die Elektronenspinresonanz-
technik (ESR) dar, allerdings konnen mit dieser Methode keine hochreaktiven sondern
nur weniger reaktive Radikale direkt im lebenden Organismus erfasst werden.
Messmethoden, die zur direkten Erfassung freier Radikale eingesetzt werden, werden
auch unter dem Begriff ,traping” Methoden zusammengefasst. Bei diesen Analysen
regiert ein Radikal mit einem ,,trap-Molekiil“ und bildet somit ein stabileres Produkt,
welches mit entsprechenden Verfahren nachgewiesen werden kann [HALLIWELL und

GUTTERIDGE, 2007].

b. Indirekte Detektion freier Radikale (,,fingerprinting®)

Wenn ein freies Radikal ein Biomolekiil angreift hinterldsst es einen einzigartigen
chemischen ,,Fingerabdruck® [HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007]. Fiir klinische
Studien ist die Erfassung der oxidativen Schidigung wichtig und es werden daher die
Endprodukte der Oxidation von Biomolekiilen wie Lipiden (z.B. Malondialdehyd, ein
Produkt der Lipidperoxidation), Proteinen Kohlenhydraten oder DNA gemessen. Es
stehen somit zahlreiche Biomarker zur Erfassung des Ausmalles an oxidativem Stress
zur Auswahl. Ein idealer Marker sollte den Grad der oxidativen Schidigung messen,
eine frithe Diagnose der Krankheit ermoglichen, sowie deren Verlauf anzeigen und
zusitzlich die Effektivitit einer antioxidativen Therapie dokumentieren [DALLE-

DONNE et al., 2006].
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2.2.3 Antioxidative Schutzsysteme

2.2.3.1 Definition

Ein Antioxidans (auch Scavenger oder Radikalfinger genannt) ist jede beliebige
Substanz, welche in geringer Konzentration im Vergleich zu dem oxidierbaren Substrat
vorkommt und trotzdem signifikant die Oxidation dieses Substrats bremst bzw.
verhindert. Antioxidantien werden sowohl bei technologischen (Produktion von
Lebensmitteln, Polymeren, etc.) als auch biologischen (enzymatische und nicht-
enzymatische Antioxidantien) Prozessen benétigt [HALLIWELL und GUTTERIDGE,
2007].

2.2.3.2 Wirkungen

Antioxidantien dienen dem Korper als Schutz vor freien Radikalen und verhindern,
,bremsen” oder beenden radikalische Reaktionen [OHLENSCHLAGER, 2000]
(Tab. 6). Antioxidative Schutzmechanismen kontrollieren die erforderliche Produktion
an Oxidantien und deren Elimination um oxidative Schidden zu vermeiden
[GOODYEAR-BRUCH und PIERCE, 2002]. Dieser Schutz vor oxidativen
Schiadigungen setzt sich aus Prdventiv- und Reparaturmechanismen sowie

antioxidativer Abwehr zusammen [VALKO et al., 2007].

Tab. 6 Mechanismen der antioxidativen Schutzwirkung (mod. nach OHLENSCHLAGER, 2000)

1. Abfangen (,,Scavengen®) von freien Radikalen unter Bildung neuer weniger reaktiven
Radikalen

2. Reaktionen von Radikalen miteinander unter Bildung stabiler Endprodukte

3. Oxidation oder Reduktion von Radikalen via Elektronentransfer zu stabilen
Endprodukten

4. Komplexierung bzw. Chelatierung zu Metallionen, um die radikalische Zersetzung
von Hydroperoxiden zu verhindern

5. Enzymatische (nichtradikalische) Reduktion von Hydroperoxiden direkt zu
Alkoholen

6. Induktion und Erhéhung der Aktivitit detoxifizierender Enzyme

Besonderen Einfluss auf die Reaktionen haben Hydrophylie bzw. Lipophylie der

Antioxidantien.
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Ein wichtiger Aspekt ist die synergistische Interaktion zwischen Antioxidantien
(Abb. 10). So regeneriert beispielsweise Vitamin C das oxidierte Vitamin E und
verstirkt so dessen antioxidativen Schutz. Dies wire eine Erkldrung fiir das Scheitern
einiger Studien mit isolierter Gabe von Antioxidantien [ELMADFA und LEITZMANN,
2004].

- Cuidation Pentosephosphatzykius
4 &
2 HO0
' G556
ROH:  w o NADPH v 6-PG
GSH - :
GSH - Px Redukiase GBGP - OH
'y
RH §» ROOH GSH & & NADP G-6-P
4 A
Vit. E
2 ADP
S00 GSH - Synthetase » O
|
fraie Glu'lacm:lwlsadre ATP
Radikale ke
Glyein
Glucose
2@ v _28 Katalase \
: : v Oy
20, » 20, EOD" HzOy e H,O+ %0y
'y
Dehydro-
Vit. E ¥ ascorbinsaure
p-Carotin [
| Ascorbinsaure
L
Tocopharol — HQ / 0
p-Carot,* 2

Abb. 10 Integrierte antioxidative Schutzsysteme der Zelle
(mod. nach ELMADFA und LEITZMANN, 2004)

2.2.3.3 Ubersicht

Die hiufigste Einteilung der Antioxidantien ist in enzymatische und nicht-enzymatische
Antioxidantien.

a. Nieder- und mittelmolekulare nicht-enzymatische Antioxidantien

Die meisten nicht-enzymatischen Antioxidantien miissen iiber die Nahrung zugefiihrt
werden und werden bei der Detoxifizierung von Radikalen selbst radikalisch, d.h. sie
miissen von anderen Antioxidantien regeneriert werden [OHLENSCHLAGER, 2000].

Die Effekte von einzelnen Antioxidantien sind in vitro und in vivo sind héufig
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unterschiedlich [HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007]. Eine Ubersicht der

haufigsten natiirlichen nicht-enzymatischen Antioxidantien bietet Tab. 7. Zuséitzlich

haben einige Arzneimittel (z.B. Heterozyklen wie Babiturate) eine antioxidative

Wirkung und es existieren zahlreiche synthetische Scavenger (z.B. BHA (Butiliertes

Hydroxyanisol), BHT (Butyl-Hydroxytoluen)) [OHLENSCHLAGER, 2000].

Tab. 7 Ubersicht nicht-enzymatischer Antioxidantien (mod. nach ELMADFA und LEITZMANN,
2004; EVANS und GOLDFINE, 2000; HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007; LEE et al., 2004)

Antioxidantien Unterformen Funktion

Vitamine

Vitamin E Wichtigstes lipophiles Antioxidans, Stabilisierung von
(Tocopherol) 0O," und OH’

Vitamin C Wichtigstes hydrophiles Antioxidans, stabilisiert O,"
(Ascorbinsdure) /OH’, Regeneration von Vitamin E, 'O,-Finger

Sekundire Pflanzeninhaltsstoffe

- Lycopin

- Zeaxanthin

Carotinoide - 3-Carotin - Lutein Reaktion mit ROS mittels Elektronentransfer,

B-Carotin ist der wirksamster 'O,-Finger

Polyphenole | - Flavonoide

- Phenolsiuren

- Stilbene

(z.B. Anthocyane)

(z.B. Kaffeeséure)

(z.B. Reserveratrol)

Antioxidative Kapazitit strukturabhingig,
Flavonoide sind gute OH" und LOO-Fénger,
Regeneration von Vitamin E und Harnséure-

Radikalen

Bioorganische Molekiile des menschlichen Organismus

Harnsaure

Unterdriickt Lipidperoxidation, Radikalfianger, Bindet

Eisen- und Kupferionen

GSH (reduziertes Glutathion)

Vom Korper synthetisiert, fingt Radikale indem es zu
GSSG (Glutathiondisulfid) oxidiert wird

Coenzym Q (Ubichinon) Unterdriickt  Lipidperoxidation, sehr wirksamer
Radikalfénger
Taurin Membranstabilisierung, Schutz vor Lipidperoxidation

a-Liponsdure

effektiver Radikalfinger, Regeneration von GSH,
Vitamin C und E, Reparatur von oxidiertem Protein,

Komplexierung von Metallionen
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b. Enzymatische Antioxidantien (antioxidative Enzyme)

Antioxidative Enzyme besitzen relativ hohe Reaktionsgeschwindigkeiten und werden
bei der Detoxifikation selbst nicht radikalisch. Sie sind jedoch nur begrenzt vorhanden
und zusitzlich abhéngig von der Biosynthesekapazitit [OHLENSCHLAGER, 2000].
Die wichtigsten enzymatischen Antioxidantien kommen in allen Zellen, und dort vor
allem in den Mitochondrien, vor. Sie benétigen fiir ihre Funktion bestimmte

Mineralstoffe [HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007] (Tab. 8).

Tab. 8 Ubersicht der wichtigsten enzymatischen Antioxidantien
(mod. nach HALLIWELL und GUTTERIDGE, 2007)

Enzym Reaktion Cofaktoren
Superoxid-Dismutase |2 0,"+2H — H,0,+ 0, Kupfer&Zink(CuZn-SOD)
(SOD) Oder Mangan (Mn-SOD)
Katalasen (KAT) 2 H,0,— O, +2 H,O Eisen
Glutathion- H,0,+2 GSH — GSSG + 2 H,O | Selen
Peroxidase (GSH-Px) | (LOOH + 2 GSH — GSSG +

H,0 + LOH)

Weitere wichtige Enzyme: Glutathion-Reduktase (GSSG + NADPH + H™ — 2GSH +
NADP"), Glutathion-S-Transferasen und Enzyme, die Reduktionsiquivalente
bereitstellen wie NADPH-liefernde Enzyme [OHLENSCHLAGER, 2000].

¢. Antioxidantien in Lebensmitteln

Besonders viele Farb- und Geschmacksstoffe haben ein antioxidatives Potential, daher
sind Obst, Gemiise, Kriduter und Gewiirze besonders gute Quellen an Antioxidantien
[LEE et al., 2004]. Aber auch viele Getrinke sind aufgrund ihres hohen Anteils an
Polyphenolen reich an Antioxidantien: Rotwein, Tee und Kaffee [OVASKAINEN et al.,
2008; PEREIRA et al., 2006].

Gute Vitamin E Quellen sind pflanzliche Ole und Niisse. Lebensmittel enthalten jedoch
nicht nur Antioxidantien, sondern eine Vielzahl an Inhaltsstoffe, die das antioxidative
Potential beeinflussen [RICE-EVANS und MILLER, 1995]. Antioxidantiengehalte in
Lebensmittel konnen stark schwanken und sind von vielen Faktoren (Sorte, Anbau,

Klima, Verarbeitung, Lagerung, etc.) abhingig. Zusédtzlich reichert die
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Lebensmittelindustrie hiufig aus technologischen Griinden mit Antioxidantien an z.B.
um die Haltbarkeit zu verlingern, gleichzeitig werden vielfach auch gezielt
angereicherte Produkte erzeugt und in Hinblick auf einen zusdtzlichen gesundheitlichen

Nutzen geworben [LINDLEY, 1998].
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3 Einfluss von oxidativem Stress auf die Entstehung

von Diabetes Mellitus 11

3.1 Insulinresistenz und oxidativer Stress

Oxidativer Stress begiinstigt die Entstehung von Insulinresistenz sowohl bei gesunden
Menschen mit normaler Glukosetoleranz, als auch bei Diabetikern (besonders unter
diabetischen Umstinden wie Hyperglykdmie und Hyperlipidimie) [KANETO et al.,
2006].

3.1.1 Entstehung von Insulinresistenz

3.1.1.1 Allgemeine und zelluléire Aspekte

Insulinresistenz ist durch eine mangelnde Reaktion des Gewebes (v.a. Muskulatur,
Leber & Fettgewebe) auf Insulin gekennzeichnet und stellt eine Komponente des
Metabolischen Syndroms dar [CERIELLO und MOTZ, 2004]. Die Ursache der
Resistenz ist bislang nicht vollig geklért, aber neben einer genetischen Komponente
werden zahlreiche Faktoren wie Hyperglykdmie, Hyperinsulinimie, Hormone (z.B.
Schwangerschaft), freie Fettsduren, diversen Zytokine und oxidativer Stress diskutiert.
Als gesichert gilt jedoch ein Zusammenhang mit Adipositas [GUAL et al., 2005;
SHULMAN, 2000].

Auf zelluldrer Ebene ist bei Insulinresistenz mit einer ,,down“-Regulation der
Insulinsignalkaskade und/oder des insulinabhdngigen Glukosetransporter GLUT-4
assoziiert [BLOCH-DAMTI und BASHAN, 2005].

Die Insulinsignalkaskade wird durch Bindung des Insulins an die extrazelluldre o-
Untereinheit des Insulinrezeptor (IR), der zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren
gehort, ausgeldst. In Folge kommt es zu einer Konformationsdnderung durch
Phosphorylierung spezifischer Tyrosylreste der transmembranen/intrazelluliren B-
Untereinheit des Rezeptors und somit zu einer Aktivierung der Kinaseaktivitit. Uber

SH2-Doménen (Sarc-Homologie 2) dockt ein als Insulinrezeptor-Substrat (IRS)
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bezeichnetes Protein, von dem 4 Formen (IRS-1 bis IRS-4) bekannt sind, an den
aktivierten IR an, wodurch spezifische Tyrosylreste des IRS phophoryliert werden.
Infolge kommt es neben dem Andocken von spezifischen Proteinen an die
Phosphotyrosinreste des IRS, zu der Aktivierung zahlreicher Kinasen unter anderem
MAP-Kinasen und PIs-Kinasen (Phosphatidyl-Inositol). Dies fiihrt zu der bekannten
Wirkung von Insulin, d.h. einem gesteigerten Glukosestoffwechsel in Muskel- und
Fettzellen durch Glukoseaufnahme der Zellen mittels Pls-Kinase vermittelter
Translokation von GLUT-4 in die Plasmamembran [LOFFLER, 2008; MEHNERT et
al., 2003].

IRS-1 spielt eine groBe Rolle bei der Insulin-Signaltransduktion und somit bei der
Entstehung von Insulinresistenz. Von besonderer Bedeutung ist der Serin-Rest, da er die
IRS-1-Funktion dual reguliert. So wird bei Serin-Phosphorylierung {iiber PKB-
Aktivierung, die IRS-1 Funktion erhoht, wéhrend die Serin-Phosphorylierung iiber
PKC, JNK und andere einen negativen Feedback-Kreislauf bildet und damit die
Funktion vermindert [GUAL et al., 2005] (Abb. 11).

« NORMAL » INSULIN
SIGNALING

REDUCED IRS1 ENHANCED IRS1
FUNCTIONS FUNCTIONS

NEGATIVE FEEDBACK | | POSITIVE FEEDBACK

LOOP LOOP
ERK...extracellular signalregulated Kinase PKB...Proteinkinase B
IR... Insulinreceptor PKC...Proteinkinase C
IRS...Insulinreceptor-Protein S6K...Protein S6-Kinase
JNK... c-Jun N-Terminale Kinase S-p... Serin...Phosphorylation

Abb. 11 Normale Insulinsignal-kaskade [GUAL et al., 2005].

29



ENTSTEHUNG DM-II

Die Insulinsignalkaskade kann durch verschiedene Faktoren ,,down‘-reguliert werden:
Zytokine (z.B.: TNF a), chronische Hyperinsulinimie, oxidativen Stress, Aktivierung
des Hexosamin Stoffwechselwegs, erhohten Durchfluss an freien Fettsduren (FFA —
free fatty acids) und/oder Glukose. Zusitzlich kann der GLUT-4 durch verschiedene
Serin-/Threonin-Kinasen wie die PKC oder Glykogensynthasekinase 3 (GSK 3)
beeinflusst werden, was zu einer verminderten Insulinwirkung fithrt [ BLOCH-DAMTI

und BASHAN, 2005].

3.1.2 Einfluss von oxidativem Stress auf die Entstehung von

Insulinresistenz

ROS im Allgemeinen und H,O, im Speziellen beeintrichtigen die Insulinsignalkaskade
und somit die insulinabhingigen metabolischen Aktivititen. Ein physiologischer
Einfluss von ROS hat, wie eine Aktivierung des Glukosetransports durch NO oder H,O,
im Muskel, insulindhnliche Effekte. Es haben jedoch viele Studien gezeigt, dass
oxidativer Stress mit einer verminderten Empfindlichkeit und Wirkung von Insulin
einhergeht [BLOCH-DAMTI und BASHAN, 2005]. H,O, verhindert beispielsweise die
Phosphorylierung der Tyrosylreste von IRS-1 und stért damit die insulinabhingige
Signalkaskade [NISHIKAWA und ARAKI, 2007]. Zahlreiche Studienergebnisse
verdeutlichen, dass oxidativer Stress die Glukose-Aufnahme in Adipozyten und L6-
Muskelzellen stort. So werden unter anderem die Translokation von GLUT-4 und die
Aktivierung von PI;-Kinase durch ROS beeintrichtigt [ROSEN und BELLIN, 2004].

Wihrend in vitro ein Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und Insulinresistenz
als sehr wahrscheinlich gilt, ist dies in vivo zwar anzunehmen, aber auf Grund des
schwierigen direkten Nachweises von ROS, bislang noch nicht endgiiltig belegt
[BERNEBURG et al., 2006]. Viele der mit Insulinresistenz assoziierten Kinasen (JNK,
IKK, PKC p38 MAPK) werden durch freie Radikale aktiviert [EVANS, 2007]. Auf
Grund der komplexen Stoffwechselwege diirften viele Einfliisse eine Rolle spielen z.B.:
Menge, Form, Quelle und Expositionsdauer von ROS, Antioxidantien und
Vitaminstatus, etc. [BERNEBURG et al., 2006]. Einen wichtigen Hinweis auf einen
Zusammenhang von ROS und Insulinresistenz liefern Studien mit Antioxidantien

[WRIGHT und SUTHERLAND, 2008] (siehe Kapitel 3.3.).
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3.1.2.1 Energiesubstrate

Bei Uberernihrung d.h. wenn die Kalorienaufnahme den Energieverbrauch iibersteigt,
erzeugt die substratinduzierte Steigerung der Citratzyklus-Aktivitdit vermehrt
mitochondriales NADH (mNADH) und ROS. Um sich vor schadlichen Effekten zu
schiitzen steigert die Zelle die antioxidativen Kapazitdten und versucht die Bildung von
ROS zu vermindern. Weniger mNADH wird unter anderem durch eine Blockade der
insulinabhéngigen Nihrstoffaufnahme und der damit verminderten Substratzufuhr in
den Citratzyklus gebildet [CERIELLO und MOTZ, 2004].

Wihrend ein Zusammenhang zwischen freien Fettsduren und Insulinresistenz als
gesichert gilt, ist die Rolle von Kohlenhydraten noch umstritten [LAVILLE und
NAZARE, 2009].

a) Freie Fettsiuren (FFA)

Erhohte freie Fettsiduren im Plasma sind mit Ubergewicht und Diabetes assoziiert und
reduzieren die Insulinempfindlichkeit und die Glukoseaufnahme der Muskeln [BODEN
und SHULMAN, 2002].

Bereits 1963 wurde die Randle Hypothese aufgestellt, welche davon ausgeht, dass eine
gesteigerte Fettoxidation zu Insulinresistenz fiihrt. Randle et al. konnten zeigen, dass in
vitro Glukose und Fettsduren um die Oxidation konkurrieren. Den Mechanismus der
Insulinresistenz erkldrten sie mit einem intramitochondrialen Anstieg von acetyl
CoA/CoA (Coenzym A) und NADH/NAD', mit anschlieBender Inaktivierung der
Pyruvat-Dehydrogenase, was folglich die Citrat-Konzentrationen erhdht. Dies hemmt
die Phosphofructokinase, was eine Akkumulation von Glukose-6-Phosphat nach sich
zieht, wodurch die Hexokinase II Aktivitit unterdriickt wird. Dadurch steigt die
Intrazelluldre Glukosekonzentration und sinkt die Glukose-Aufnahme [RANDLE et al.,
1963; SHULMAN, 2000; GUAL et al., 2005] (Abb. 12).
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Abb. 12 Schematische Darstellung der Randle Hypothese [SHULMAN, 2000]

FFA begiinstigen {iiber verschiedene Stoffwechselwege die Entstehung einer
Insulinresistenz, so beeinflussen Lipide nicht nur Glukosetransporter (besonders
GLUT-4), sondern aktivieren v.a. den negativen Feedbackmechanismus von Insulin
(Abb. 11). Der genaue Mechanismus dieser neuen Theorie ist noch nicht vollstindig
geklart [BERNEBURG et al., 2006; RAGEHB et al., 2009]. Shulman und sein Team
konnten in mehreren Studien mittels NMR Spektroskopie nachweisen, dass es durch
Erhohung der Plasma-Fettsduren anstatt eines Anstiegs von Glukose-6-Phosphat
(Randle-Theorie) zu einem Abfall kam. Weiters wurde durch Fettsduren keine Tyrosin-
Phosphorylierung sowie PI;K-Aktivierung ausgelost [GUAL et al., 2005; SHULMAN,
2000]. Neuere Studien gehen von einer IRS-1 Serin-Phosphorylierung durch FFA als
Pathomechanismus der Insulinresistenz aus. Vermutet wird hauptsédchlich eine
Aktivierung von PKC (negativ Feedbackmechanismus) durch FFA, was die Kinasen
JNK und IKK (inhibitory proteinkB Kinase) aktiviert, die wie PKC selbst das Serin des
IRS-1 phosphorylieren [GAO et al., 2004] (Abb. 13).
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Abb. 13 Signalwege der IRS-1 Hemmung durch FFA (mod. nach GAO et al., 2004)

Eine Suppression des JNK-Stoffwechselwegs verbesserte im Tierversuch die
Insulinresistenz und konnte ein therapeutischer Ansatz sein. Aktiviert wird der JNK
Stoffwechselweg unter anderem durch ROS, FFA und TNF-o [KANETO et al. 2006].
In adipdsen Méusen wurden erhohte Werte von PKC-Isoformen (z.B. PKC6) gemessen,
dies wire eine Erklirung, warum Ubergewicht ein Risikofaktor fiir Insulinresistenz ist
[GAO et al., 2004]. In vitro konnte ein signifikanter Anstieg der Aktivitét verschiedener
PKC-Isoformen festgestellt werden (Bsp: PKC o/B = 631% durch Olsiure). Die Insulin-
Signalkaskade ist sehr komplex und es ist anzunehmen, dass neben JNK und IKK noch
zahlreiche weiteren Stresskinasen (z.B. p38MAPK) durch FFA (bzw. deren Metabolite)
aktiviert werden [RAGEHB et al., 2009].

Weiters diirften FFA auch in direktem Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen. So
wurden nach einer Infusion mit FFA bei gesunden Probanden erhdhte Malondialdehyd-
Werte (ein Produkt der Lipidperoxidation), sowie ein verminderter Glutathion-Status
gemessen. Zusdtzlich aktivieren FFA den NFkB-Weg wahrscheinlich iiber PKC6.
NF«B ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir Zellproliferation, Immunanwort und
Apoptose und reguliert die Genexpression von antioxidativ wirksamen Enzymen sowie
zahlreichen Produkten, die mit den Komplikationen von DM-II assoziiert sind, dazu
gehoren unter anderem RAGE, TNF-a, IL-1 und VEGF (vascular endothelial growth
factor) [EVANS et al., 2002].
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b) Glukose

Oxidativer Stress infolge von Hyperglykdmie wird durch Aktivierung verschiedener
Stoffwechselwege (JNK, NFxB, p38MAPK, etc.), die u.a. Insulinresistenz verursachen,
ausgelost [EVANS et al., 2003]. So konnte beispielsweise eine verstirkte Aktivierung
von NFkB in Muskelzellen (L6GLUT4-IR) durch hohe Glokosedosen (20 mmol/5 d)
nachgewiesen werden, welche jedoch durch das Antioxidans a-Liponsdure (LA)
vermindert werden konnte. In Fibroblasten konnte hingegen keine Aktivierung von
NF«kB durch hohe Glukosedosen und somit auch kein Effekt durch LA festgestellt
werden [EVANS et al., 2005]. Eine hohe Glukose-Exposition (auch bei kurzer Dauer,
d.h. ~ 6h) induzierte in vivo eine verminderte Insulin-Empfindlichkeit um ~25% und es
konnten vermehrt Produkte der Lipidperoxidation und Protein-Carbonyle gemessen
werden. Dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie, oxidativem

Stress und Insulinresistenz hin [HABER et al., 2003].

¢) Fruktose

Fruktose wurde auf Grund der geringen postprandialen Hyperglykédmie verstéirkt in der
Kost von Diabetikern empfohlen, allerdings erhoht Fruktose den Plasmalipid- und
Triglyceridspiegel und vermindert wahrscheinlich die Insulinempfindlichkeit
[LAVILLE und NAZARE, 2009]. Eine Fruktose-reiche Diidt induziert im Tierversuch
Insulinresistenz und erhoht TNF-o im Skelettmuskel, weshalb der Stellenwert dieses
Zuckers in Bezug auf Insulinresistenz und oxidativen Stress als durchaus kritisch

betrachtet werden muss [WEI et al., 2008].

3.1.2.2 Zytokine

Zytokine sind extrazellulire Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die lokal
Wachstum und Differenzierung von Zellen regulieren. Dazu zdhlen Interleukine,
Interferone und Chemokine [LOFFLER, 2008]. Eine Verbindung zwischen chronischer
Entziindung und Insulinresistenz ist bekannt [WEI et al., 2008]. Bei einer
Uberproduktion Insulin-desensibilisierender Zytokine kommt es zu Insulinresistenz

[GAO et al., 2004].
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a) Tumornekrosefaktor a (TNF-a)

TNF-o gehort zur Familie der proinflammatorischen Interleukine (Immunabwehr,
Entziindung, Apoptose), hat einen Rezeptor mit assoziierten Tyrosinkinasen und l9st die
Freisetzung von Mediatoren wie Prostaglandinen und Thromboxanen aus [LOFFLER,
2008]. In Skelettmuskelzellen von Diabetikern und auch in diabetischen Tiermodellen
wurde ein erhohter Gehalt an TNF-a nachgewiesen [WEI et al., 2008]. Besonders
Fettzellen, so genannte 3T3-L1-Adipozyten (3T3: 3-tigige Ubertragung, Inokulum
3x10° Zellen), reagieren bei Behandlung mit TNF-o innerhalb weniger Tage
vermindert auf Insulin (~50%) [HOUSTIS et al., 2006]. In einigen Studien wurde
gezeigt, dass TNF-o die mitochondrialen ROS-Produktion steigert. Die molekulare
Basis fiir die TNF-o-induzierte Insulinresistenz diirfte jedoch die Unterdriickung der
insulin-stimulierten ~ Tyrosin-Phosphorylierung und  Stimulierung der  Serin-
Phosphorylierung des IRS-1 durch TNF-a sein [NISHIKAWA und ARAKI, 2007].

Durch eine bestimmte Serin-Phosphorylierung an Ser®?

, welche Rapamycin-sensitiv
(Indikator, dass mTOR (mammalian target of Rapamycin), beteiligt) ist, kann die
Hauptbindungsstelle von PI3K verdndert werden und somit die Interaktion zwischen
IRS-1 und PI;K moduliert werden [GUAL et al., 2005].

Zuséatzlich aktiviert eine TNF-o-induzierte ROS-Produktion die Apoptosesignal-
regulierende Kinase 1 (ASK 1, eine MAPKK), welche wiederum die JNK und p38

Signalwege aktiviert [NISHIKAWA und ARAKI, 2007].

b) Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 hat sowohl immunmodulierende als auch proinflammatorische Eigenschaften
[LOFFLER, 2008]. Durch ROS kommt es zu einer Zunahme der Expression von IL-6,
die kontrovers in Verbindung mit Insulinresistenz diskutiert wird. Einerseits verbessert
IL-6 den Insulin Sensibilisierungseffekt und steigert die Glukoseaufnahme in den
Muskel (es konnten erhohte IL-6-Werte nach Training (verbessert Insulinwirkung)
gemessen werden), andererseits bewirken hohe IL-6-Konzentrationen in vivo bei
Maiusen Defekte in der Aktivitdt des IRS-1 und der IP3K. Weiters konnten erhohte
IL-6-Level auch bei Diabetikern und adipdsen Personen gemessen werden [WEI et al.,

2008].
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3.1.2.3 Insulin

Zusétzlich zur Tyrosin-Phosphorylierung von IRS-1 phosphorylisiert Insulin auch den
Serin-Anteil, um IRS-1 vor den Tyrosin Phosphatasen zu schiitzen und die aktive
phosphorylierte Form von IRS-1 aufrechtzuerhalten. Insulin agiert dabei indirekt iiber
die Aktivierung von JNK, PKC und mTOR, einem Enzym, das Wachstum, Proliferation
und Motilitdt regelt [GUAL et al., 2005]. Sowohl Human- als auch Tierstudien haben
gezeigt, dass Insulin selbst (endogenen oder exogenen Ursprungs) einen Defekt der

Insulinwirkung auslost [SHAFRIR et al., 1999].

3.2 B-Zell-Dysfunktion und Oxidativer Stress

3.2.1 Allgemeine Aspekte der 3-Zell-Dysfunktion

In den meisten Féllen von DM-II diirfte eine Insulinresistenz das primire Ereignis in der
Entstehung der Krankheit sein und eine B-Zell-Dysfunktion mit einer verminderten
Insulinsekretion erst im Laufe der Zeit auftreten [MEHNERT et al.,, 2003]. Eine
Insulinresistenz kompensiert der Kérper mit Insulinfreisetzung um erhéhte BZ-Werte zu
vermeiden, wobei es in Folge zu einer Hyperinsulindimie kommt. Ist der Pankreas nicht
mehr in der Lage die Insulinresistenz mit Insulinsekretion auszugleichen, kommt es
vorerst zu einer verminderten Glukosetoleranz. Die B-Zell-Dysfunktion scheint das
ausschlaggebende Event in der Entstehung von DM-II zu sein und bedingt in weiterer
Folge meist eine Hyperglykdmie. Interessanterweise ist eine Verminderung der B-
Zellfunktion nicht beschrinkt auf Personen mit hohen postprandialen BZ-Werten,
sondern wird auch bei nicht-diabetischen BZ-Werten nachgewiesen [BONARA, 2008].
Eine stindige Stimulation mit Glukose ohne Hyperglykdmie fiihrt zur so genannten B-
Zell-Erschopfung. Die Insulinsekretion ist hier auf Grund des Abbaus der
Insulinspeicher nicht mehr mdglich, aber es liegt kein Defekt der Insulinsynthese vor
[ROBERTSON et al., 2003].

Ein qualitativer Marker fiir die 3-Zell-Dysfunktion ist ein erhohter Ratio Proinsulin (im
ER (Endoplasmatisches Retikulum) gespeicherte Form, durch Proteasen in aktive Form

umgewandelt) zu Insulin, ein quantitativer Nachweis des Defekts ist so aber nicht
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moglich [MARCHETTI et al., 2008]. Von einer B-Zell-Dysfunktion hin zu einem B-
Zelltod vergehen oft Jahre, je nach metabolischer Kontrolle [LENZEN, 2008].

Eine genetische Beteiligung an B-Zell-Dysfunktion gilt als gesichert, die
verantwortlichen Gene sind jedoch bis jetzt noch nicht genau identifiziert (diskutiert
werden verschiedene Transkriptionsfaktoren, Molekiile der Insulinsignalkaskade, etc.).
Als Ursache der B-Zell-Dysfunktion wird eine Kombination der genetischen
Komponente mit zahlreichen Faktoren wie erhdhter Konzentration an Glukose und/oder
Fettsduren gesehen. Die ROS-Produktion durch ,,Substratstress® (Gluco- und/oder
Lipotoxizitdt) zdhlt zu den hiufigsten Risikofaktoren fiir B-Zell-Apoptose

[MARCHETTI et al., 2008] (Abb. 14).
Llpotoxmlty
Hyperllpldemla ‘

/ \ Beta-cell
\ / dysfunction

Hyperglycemla

Glucotoxicity

Insulin
resistance

Abb. 14. ,,Pridiabetischer Teufelskreis“ [BONARA, 2008]

Gesteigerte Ablagerung von IAPP (islet amyloid polypeptide) in den Inselzellen wird
ebenfalls mit B-Zell-Dysfunktion bzw. B-Zelltod assoziiert. Funktionelle Defekte der
Inselzellen sind begleitet von reduzierter mRNA Expression von Insulin, GLUT-1,
GLUT-2 und Glukokinase. All diese Verdnderungen sind assoziiert mit oxidativem

Stress [MARCHETTI et al., 2008].

3.2.2 Einfluss von oxidativem Stress auf die -Zell-Dysfunktion

Das intrazellulire Milieu der B-Zellen des Pankreas ist reich an Glukose (Energie-

Metabolismus) und Sauerstoff (Insulinproduktion) und durch die geringen
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enzymatischen antioxidativen Kapazititen fiir oxidativen Stress besonders anfillig
[LENZEN, 2008]. Im Gegensatz zu anderen Zellen (z.B. Skelettmuskel, Niere, etc.)
konnte in den Inselzellen keine Steigerung der antioxidativen Aktivitdten bei hohen
Glukose Konzentrationen gemessen werden, jedoch war der zelluldre Stress erhdht
[ROBERTSON et al., 2004]. Einen besonderen Effekt nicht nur in der Entstehung von
Insulinresistenz, sondern auch der B-Zell-Dysfunktion diirften die erh6hten
Plasmalevels der Substrate Glukose und Fettsduren haben. Man spricht in diesem
Zusammenhang von Gluco- oder Lipotoxizitdt bzw. eine Kombination der beiden

[POITOUT und ROBERTSON, 2008].

3.2.2.1 Glukotoxizitit

Der negative Effekt von Uberstimulation mit Glukose auf die B-Zellen wird schon lange
diskutiert. Die genauen biochemischen Mechanismen der Glucotoxizitét sind bis jetzt
jedoch noch nicht bekannt [POITOUT und ROBERTSON, 2008]. Eine einheitliche
Definition fiir Glukotoxizitdt existiert nicht. Sie kann als nicht physiologische und
potentiell irreversible Schiadigung durch chronische Exposition supraphysiologischer
Glukosekonzentrationen charakterisiert werden [ROBERTSON et al., 2003].

Bei Hyperglykdmie expremiert die B-Zelle vermehrt GLUT-2, verstdarkt somit die
Glukoseaufnahme und ist dadurch besonders hohen Glukosekonzentrationen ausgesetzt
[KAJIMOTO und KANETO, 2004].

Normalerweise wird Glukose iiber verschiedene Zwischenschritte als Pyruvat im
Citratzyklus verstoffwechselt, dabei entstehen neben ATP auch ROS in physiologischer
Konzentration. Ist Glukose jedoch im Uberschuss vorhanden werden alternative Wege
aktiviert, die vermehrt ROS bilden: Autooxidation (v.a. von Glycerinaldehyd), Endiol
und a-Ketoaldehyd Formation, oxidative Phosphorylation, Glukosamin und Hexosamin
Metabolismus, Sorbit Metabolismus und PKC-Aktivierung durch Dihydroxyaceton und
Diacylglycerol [POITOUT und ROBERTSON, 2008] (Abb. 15).
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Abb. 15 Schematische Darstellung der Glukotoxizitit
(mod. nach POITOUT und ROBERTSON, 2008)

Im Tierversuch konnte bei Hyperglykdmie eine doppelte so hohe mitochondriale O,”
Produktion gemessen werden [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005]. Besteht dieser
Zustand iiber einen lingeren Zeitraum, resultiert dies in einer Uberstimulation von
UCP 2 (uncouplin protein 2). Unter physiologischen Umstédnden schiitzt UCP 2 Zellen
vor oxidativem Stress indem es die mitochondriale ROS-Produktion hemmt und
verbessert die Glukose-induzierte Insulinsekretion. Bei Uberstimulation unterbricht
UCP 2 den zelluliren Energiemetabolismus und reduziert so die Insulinsekretion

[NEWSHOLME et al., 2009].

Insulinsekretion

Bei Patienten mit DM-II konnte durch Reduzierung der Hyperglykdmie die
Insulinsekretion verbessert werden. Bei gesunden Probanden Idste eine dreitidgige
Infusion mit Glukose in hoher Dosis (12,6 mMol) verminderte Insulinfreisetzung aus
[EVANS et al., 2002].

Die Glukose-induzierte Insulinsekretion wirkt selbst an der gesteigerten
ROS-Produktion mit: Glukose und Fettsduren fiihren zu einer vermehrten ATP-Bildung,
einer erhdhten zytoplasmatischen Ca®” Konzentrationen und einer Verringerung von

ADP. Infolge werden die K'-Tunnel geschlossen, die Zellmembran depolarisiert und die

39



ENTSTEHUNG DM-II

Ca”*-Tunnel gedffnet, was die Insulinexozytose auslost [FRIDLYAND und
PHILIPSON, 2005] (Abb. 16).
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Abb. 16 . Biochemische Wege der Insulinsekretion [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005]

Da fiir die Insulinsekretion ATP nétig ist und bei Insulinresistenz vermehrt Insulin
benétigt wird, ist das pradiabetische Stadium durch erhohte metabolische Rate
gekennzeichnet. Diese kann an unterschiedlichen Stellen zu einer vermehrten ROS-
Bildung fiihren: ein erhohter glycolytischer Durchfluss, eine verminderte ADP-
Konzentration, erhdhte intrazellulire Ca®’-Werte, sowie eine  vermehrte
Insulinbiosynthese [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005; LENZEN, 2008]. Ca*’
steigert beispielsweise via PKC-Aktivierung die NOX (NADPH Oxidase) abhingige
ROS-Bildung [NEWSHOLME et al., 2009]. GAPDH (wandelt Glukose-6-Phosphat in
Pyruvat um) ist besonders empfindlich auf oxidative Modifikationen. Eine Suppression
wurde sowohl durch hohe Glukose-Konzentrationen als auch durch H,O, festgestellt
und daraus resultiert wiederum eine unterdriickte Insulinsekretion [NISHIKAWA und
ARAKI, 2007].

In vitro konnte jedoch gezeigt werden, dass es durch mitochondrial gebildete ROS zu
einer gesteigerten Glukose-induzierten Insulinsekretion kommt und diese somit eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der 3-Zelldysfunktion spielen [NEWSHOLME et al.,
2009]. Oxidativer Stress, der bei Hyperglykdmie {iber verschiedene Stoffwechselwege
entsteht (Nichtenzymatische Glykosylierung, Atmungskette, Hexosamin
Stoffwechselweg, etc.), konnte somit die gesamte Toxizitdt von Glukose erkldren

[KAJIMOTO und KANETO, 2004] (Abb. 17).
40



ENTSTEHUNG VON DM-II

Hyperglycemia

1. Glycation reaction
2. Mitochondrial electron transport chain
3. Hexosamine pathway

Oxidative stress

g% “ o

v

l Apoptosis Glucokinase¢
%
: ..c Insulin * Insulin
L1 secretion
Decrease of

p-cell number Pancreatic p-cells

PDX-1... pancreatic/duodenal homeobox-1

Abb. 17 Méglicher molekularer Mechanismus der Glukotoxizitiit bei Diabetes
[KAJIMOTO und KANETO, 2004]

Genexpression

In vitro (HIT-T15 Zelllinie) wurde gezeigt, dass die Insulin-Genexpression,
Insulingehalt und Glukose-induzierte Insulinsekretion bei B-Zellen mit hohen
Glukosegaben (11,1 mmol) nach 3-12 Monaten im Vergleich zur Kontrollgruppe
(0,8 mmol Glukose) stark beeintrichtigt war. Dieser Effekt konnte durch einen Wechsel
auf ein glukosearmes Medium riickgédngig gemacht werden, aber nur wenn die Dauer
der Glukosetoxizitdt beschrédnkt war (weniger als 5-10 Wochen). Die Untersuchung der
Medien mit hoher Glukosekonzentration zeigte auch eine Minderung der Insulin-
Promotor-Aktivitét und der Bindungsaktivitét der Insulin-Promotor-
Transkripitionsfaktoren: PDX-1 (pancreatic/duodenal homeobox-1) und MafA
(mammalian homologue of avian A) [POITOUT und ROBERTSON, 2008]. PDX-1 ist
im Pankreas und Duodenum ausgebildet und fiir die Pankreasentwicklung, B-Zell-
Differenzierung und B-Zell-Funktion zustindig. MafA regelt ebenfalls die
Pankreasentwicklung, sowie die Insulin-Genexpression [KAJIMOTO und KANETO,
2004]. MafA wird nicht nur frither als PDX-1 durch erhdhte Glukose beeintriachtigt,
sondern die verminderte Aktivitdt bzw. Expression von MafA konnte die Hauptursache
fiir eine verdnderte Insulin-Genexpression sein [POITOUT und ROBERTSON, 2008].

Ein Zusammenhang mit oxidativem Stress wird vermutet, da Antioxidantien eine
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verminderte =~ DNA-Expression von PDX-1 und MafA  durch  hohe
Glukosekonzentrationen verhindern kénnen. Weiters konnte festgestellt werden, dass
die PDX-1-DNA-Bindungsaktivitit durch die Stresskinase JNK (aktiviert durch
Hyperglykdmie), die eine Translokation von PDX-1 aus dem Zellkern ins Cytoplasma
bewirkt, (wobei der Transkriptionsfaktor FOXO-1 (Forkhead box Ol1) als wichtiger
Mediator angesehen wird), vermindert ist [KANETO et al., 2007].

Die Hinweise der Zellstudien auf eine direkte Toxizitdt von Glukose sind jedoch
umstritten v.a. da die Definition von Toxizitdt unterschiedlich ausgelegt wird [EVANS

etal., 2002].

B3-Zell-Apoptose

Sobald Hyperglykdmie manifest wird, verschlechtert sich die B-Zell-Funktion
fortschreitend: Glukose-induzierte Insulinsekretion wird weiter beeintrachtigt und die
Degeneration der B-Zellen wird evident, oft begleitet von einer verminderten Zahl an
B-Zellen [KANETO et al., 1999]. Ein Verlust der 3-Zellmasse ist bei Diabetikern haufig
und in vitro konnte ein Zusammenhang mit erhdhter Glukose festgestellt werden: Bei
Langerhans’schen Inseln, die mit entsprechend hoher Glukosekonzentration
(16,7mMol) kultiviert wurden, war die Apoptoserate signifikant erhoht [POITOUT und
ROBERTSON, 2008].

3.2.2.2 Lipotoxizitit

Da DM-II mit viszeralem Ubergewicht und Hyperlipidimie assoziiert wird, stehen
Fettsduren im Verdacht die Entstehung der Krankheit zu begiinstigen. Unter
physiologischen Umsténden sind Fettsduren Energielieferanten fiir die 3-Zelle, aber sie
wirken toxisch bei chronisch erhdhten Plasmawerten. Lipotoxizitdt wird dhnlich wie die
Glukotoxizitdit mit verminderter Insulinsekretion und erhohtem B-Zelltod assoziiert
[ROBERTSON et al., 2004]. Die verschiedenen Fettsduren haben unterschiedliche
Wirkungen auf die B-Zellen z.B. wirkt Palmitinsiure toxischer als Olsdure
[MARCHETTI et al., 2008]. Im Gegensatz zur Glukotoxizitit scheinen FFA keinen
Einfluss auf die Insulin-Genexpression zu haben. Der Mechanismus ihrer Toxizitét ist
bis jetzt noch nicht geklért, aber die vorhanden Daten deuten auf einen Zusammenhang

mit oxidativem Stress hin [OPRESCU et al., 2007]. Diskutiert wird eine erhohte
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Fettsdure-Oxidation bei  gleichzeitig  reduzierter = Glukose-Oxidation  (siche
Kapitel 3.1.1.2.1), wodurch es zu einer vermehrten mitochondriale ROS-Bildung
kommt. In einigen Studien wurde eine erniedrigte Glukose-Metabolismusrate bei
entsprechenden Stoffwechsellagen gemessen. Zudem werden von FFA gebildete DAG
und Monoacylglycerol mit der chronischen Stimulierung von NOX, welche O,” und
H,0; bildet, assoziiert  NEWSHOLME et al., 2009; LUPI et al., 2002].

Aus dem Fettgewebe werden neben FFA auch Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-1) freigesetzt,
die nicht nur Insulinresistenz induzieren, sondern auch einen hemmenden Effekt auf die
3-Zell-Funktion haben bzw. toxisch wirken [LUPI und DEL PRATO, 2008]. Auch eine
Insulinresistenz der B-Zellen durch erhohte FFA-Werte wire moglich. Vermehrter
Fettkonsum wurde in einer Studie mit Mausen mit 3-Zelldysfunktion assoziiert, da es zu

einer Translokation von Insel-Amyloid kam [BODEN und SHULMAN, 2002].

Insulinsekretion

Eine Reduzierung der FFA-Plasmawerte verbessert bei DM-II die Insulinsekretion. Der
genaue Zusammenhang zwischen FFA und einer verminderten Insulinsekretion ist
derzeit noch unklar [LUPI et al., 2002]. Im Tierversuch konnte mittels Lipid-Infusion
gezeigt werden, dass chronisch erhohte FFA-Konzentrationen toxisch wirken und es bei
akut erhohten Konzentrationen (unter 3h) hingegen zu einer gesteigerten
Insulinsekretion kam [BODEN und SHULMAN, 2002]. Die Ergebnisse von Zellstudien
deuten ebenfalls auf eine gestorte bzw. verminderte Funktion der B-Zellen durch eine
dosisabhingige Lipotoxizitdt hin: reduzierte Insulin-Freisetzung, Suppression der
Proinsulin Biosynthese, verminderte Insulin-Speicher, etc. [LUPI et al., 2002].

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von einigen Humanstudien: Bei gesunden
Probanden 16ste eine Lipid-Infusion iiber 48h loste eine um 50% hohere
Insulinsekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe (niedrige FFA-Konzentration) aus,
interessanterweise wiirde die erhohte Insulinsekretion genau die durch FFA induzierte
Insulinresistenz kompensieren [BODEN und SHULMAN, 2002]. Eine andere Studie
zeigte, dass eine viertdgige Lipidinfusion bei genetisch préadispositionierten Probanden
die Glukose-induzierte Insulinsekretion hemmt, bei Probanden ohne Pradisposition war

die Insulinsekretion sogar gesteigert [POITOUT und ROBERTSON, 2008].
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In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Antioxidantien eine verminderte
Insulinsekretion durch FFA verbessern bzw. verhindern konnten. Zusétzlich wurde bei
erhohten FFA-Plasma-Konzentrationen vermehrt oxidativer Stress in den Inselzellen
gemessen. Der genaue Mechanismus ist noch unklar. Oxidativer Stress hemmt jedoch
die Glukose-Oxidation und fithrt zu einer Abnahme der ATP-Bildung durch
Aktivierung von UCP 2 in den B-Zellen und fiihrt so zu einer verminderten

Insulinsekretion [OPRESCU et al., 2007].

B3-Zell-Apoptose

Gesittigte Fettsduren erweisen sich in vitro als zelltoxisch, wihrend ungesittigte
Fettsduren protektiv wirken [POITOUT und ROBERTSON, 2008]. In einer Studie mit
humanen Inselzellen war die Sterberate nach 48h in der Interventionsgruppe
(2,0 mmol/L FFA) im Vergleich zur Kontrollgruppe um das Dreifache erhéht und
begleitet von einer fiir Apoptose typischen Verdnderung der B-Zellen. FFA aktivieren
verschiedene Apoptose-Effektoren, vor allem die klassischen Caspase Proteasen, bei
deren Unterdriickung eine verminderte Sterblichkeit gemessen werden kann [LUPI et
al., 2002]. Die genauen Mechanismen der Apoptose sind noch unklar, aber es wird eine
Beteiligung von verschiedenen Faktoren vermutet (Abb.): Aktivierung von NF«xB durch
Ceramid-Produktion, Up-Regulierung von iNOS (induzierbare NO-Synthase) durch
NFkB, vermehrte NO-Synthese, vermehrte freie Radikalbildung und DNA-Schidigung,
Aktivierung von PKC, etc. [LUPI et al., 2002; KHARROUBI et al., 2004] (Abb. 18).
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Abb. 18 Schematische Darstellung der Lipotoxizitit assoziierten Apoptose

(mod. nach EVANS et al., 2002)

3.2.2.3 Gluko-Lipotoxizit:it

Bei DM-II sind sowohl Glukose- als auch FFA-Plasmawerte erhoht und deren
Kombination gilt als besonders toxisch fiir die B-Zellen [EVANS et al., 2003]. Die
Abgrenzung zwischen Gluko- und Lipotoxizitit fehlt in vielen Studien, deshalb ist es
schwierig diese drei Begriffe genau zu trennen [POITOUT und ROBERTSON, 2008].
Eine Theorie besagt sogar, dass erhohte FFA-Konzentrationen bei physiologischen
Glukosekonzentrationen vollstindig oxidiert werden und fiir die 3-Zellen nicht toxisch
wirken. Sind sowohl Glukose als auch FFA erhoht, kommt es zur Akkumulation von
Metaboliten (Malonyl-CoA, LC-CoA), welche die Glukose-induzierte Insulinsekretion
und die Insulin-Genexpression beeintrachtigen [POITOUT und ROBERTSON, 2002].
Neuere Studien haben herausgefunden, dass der Cholesterin-Metabolismus ebenfalls
eine wichtige Rolle spielt. Oxidiertes LDL induziert B-Zelltod und vermindert die
Insulin-Genexpression [POITOUT und ROBERTSON, 2008].
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Insulin-Genexpression

In vitro konnte gezeigt werden, dass Palmitinsdure nur bei hohen
Glukosekonzentrationen Auswirkungen auf die Insulin-Genexpression hatte:
Insulingehalt und Insulin mRNA Level waren erniedrigt [MANCO et al., 2004]. Der
genaue Stoffwechselweg ist noch unklar. Eine zentrale Rolle spielt die de novo
Ceramid-Synthese, fiir welche Palmitat als Substrat dient und eine Hemmung dieser
Synthese schiitzt vor einer Abnahme der Insulin mRNA. Weiters nimmt die
Bindungsaktivitit fir MafA und PDX-1 durch Ceramid ab, wobei von Ceramid
beeinflusste Kinasen (MAPK, JNK, PL:K, PKB, etc.) von Bedeutung sein diirften
[POITOUT und ROBERTSON, 2008].

B-Zell-Apoptose

Eine Triglyceridakkumulation in den B-Zellen konnte bislang nur bei hohen Glukose-
und FFA-Konzentrationen beobachtet werden. Erhohte Triglycerid-Gehalte scheinen
selbst nicht toxisch, diirften jedoch ein Marker fiir die Lipotoxizitit sein [POITOUT und
ROBERTSON, 2008].

3.3 Einfluss von Antioxidantien auf die Entstehung auf

Diabetes Mellitus 11

Es sprechen viele Indizien fiir einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
der Entstehung von DM-II. Daher werden grofle Hoffnungen auf die Wirkung von
Antioxidantien in der Privention von Diabetes gesetzt. Jedoch konnten in den meisten
Studien mit Antioxidantien unter Miteinbeziehung aller Risikofaktoren bzw. Life-Style-
Faktoren bislang nur wenig signifikante Zusammenhénge zwischen der Entstehung von
DM-II und Antioxidantien aufgezeigt werden und ein Nutzen von Antioxidantien in

Form von Supplementen ist bis jetzt noch fraglich.
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3.3.1 Antioxidantien in der Pravention von Diabetes Mellitus I1

3.3.1.1 Antioxidantien-reiche Lebensmittel

Die ,,EPIC-Norfolk-Studie” (European Prospective Investigation of Cancer) untersuchte
u.a. den Zusammenhang zwischen HbA;, und Obst- und Gemiisekonsum. Dabei
zeigte sich, dass Personen, die selbst angaben kein bzw. kaum Obst und Gemiise zu
essen deutlich hohere HbA ;. —Werte hatten als jene mit einem hoheren Obst- und
Gemiiseverzehr [SARGEANT et al., 2001]. Auch eine prospektive Studie mit 64.227
Frauen in Shanghai assoziierte hohen Gemiisekonsum, erhoben mittels FFQ (food
frequency questionnaire), mit vermindertem Diabetesrisiko [VILLEGAS et al., 2008].
Hoher Obst- und Gemiisekonsum ist nicht nur mit einer hohen Antioxidantienaufnahme
verbunden, sondern generell mit einem gesunden Lebensstil assoziiert.

GroBeres Aufsehen erregten daher Studien, die hohen Kaffeekonsum mit geringerem
Diabetesrisiko in Verbindung brachten. In der ,Jowa Women’s Health Study* wurde
sowohl Koffein-haltiger als auch entkoffeinierter Kaffee invers mit dem DM-II-Risiko
assoziiert. Sechs oder mehr Tassen Kaffee pro Tag verminderten das Risiko um 22%,
dieser Effekt wird neben Magnesium hauptsdchlich mit dem hohen
Antioxidantiengehalt in Kaffee erkldrt [PEREIRA et al., 2006].

Kakao ist reich an Flavonoiden und eine Studie mit dunkler Schokolade zeigte bei
gesunden Probanden, die jeden Tag 100g davon konsumierten, verringerte

Blutdruckwerte und eine verbesserte Insulin-Empfindlichkeit [GRASSI et al., 2005].

3.3.1.2 Epidemiologische Studien

In der ,,Finish Mobile Clinic Health Examination Survey” wurden zwischen 1967-1972
2.285 Miénner und 2.019 Frauen mittels ,Diet History“ {iiber ihre
Erndhrungsgewohnheiten befragt und die Aufnahme von Vitamin C und Vitamin E
kalkuliert. 383 Personen entwickelten wihrend des ,,Follow-Up*“ (23 Jahre) Diabetes,
diese waren im Durchschnitt dlter, ibergewichtiger und hatten meist einen diabetischen
Verwandten. Die Antioxidantien-Aufnahme der Probanden variierte nur gering und die
Vitamin C-Aufnahme korrelierte nicht mit dem Diabetesrisiko, allerdings war die

Gesamt-Vitamin E- und Gesamt-Carotinoid-Aufnahme mit einem reduziertem
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Diabetesrisiko assoziiert [MONTONEN et al., 2004]. In den Ergebnissen der ,JRAS*-
Studie (Insulin Resistance and Atherosclerosis Study) korrelierte die Aufnahme von
Vitamin E hingegen nicht mit dem Diabetesrisiko. Hohe Plasma-a-Tocopherol-Level
zeigen jedoch vielfach einen signifikant protektiven Effekt. Eine zusitzliche Vitamin E-
Aufnahme aus Supplementen zeigte allerdings keinen schiitzenden Einfluss [MAYER-
DAVIS et al., 2002].

In Finnland wurden die Plasmawerte von a-Tocopherol, 3-Carotin und Retinol bei 106
Type II Diabetikern und 201 gesunden Probanden untersucht. Fiir Retinol war kein
Zusammenhang mit der Entstehung der Krankheit ersichtlich. a-Tocopherol und
3-Carotin waren hingegen invers mit DM-II assoziiert, allerdings verschwand diese
Assoziation, wenn die Risikofaktoren Cholesterinwerte, Ubergewicht, Rauchen und
Bluthochdruck mit einbezogen wurden [REUNANEN et al., 1998]. In der ,,ULSAM"-
Studie (Uppsala Longitudinal Study of Adult Men) wurde nach einem ,,Follow-Up* von
27 Jahren ebenfalls ein protektiver Effekt von a-Tocopherol und B-Carotin hinsichtlich
DM-II festgestellt, dieser war jedoch unabhingig von Lebensstil und metabolischen
Faktoren [ARNLOV et al., 2009].

Die Vitamin-C Plasmalevel sind bei DM-II im Vergleich zu Gesunden signifikant
geringer [CHEN et al., 2006]. Im Zuge der ,,EPIC-Norfolk-Studie* wurden auch die
Plasma-Vitamin C-Werte von 25.639 gesunden Probanden erhoben, nach einem
,Follow-up® von 12 Jahren entwickelten 735 Personen Diabetes. Niedrige Plasma-
Vitamin C-Werte waren noch stirker als niedriger Obst- und Gemiisekonsum mit einem
gesteigerten Diabetesrisiko assoziiert [HARDING et al., 2008].

Die NHANES III Studie (,,Third National Health and Nutrition Examination Survey*)
untersuchte u.a. fiinf Carotinoide (a-Carotin, B-Carotin, Cryptoxanthin, Lutein und
Lycopin) im Serum von 1.665 Probanden und zusétzlich wurde ein OGTT durchgefiihrt.
Den stdrksten Zusammenhang zeigten B-Carotin und Lycopin, die eine lineare Relation
mit dem Grad der Glukosetoleranz-Abnormalititen aufwiesen [FORD et al., 1999].
Carotinoide gelten jedoch auch als Indikator fiir eine Obst- und Gemiise-reiche
Erndhrung und der Carotinoid-Status muss daher differenziert beurteilt werden

[YLONEN et al., 2003].
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3.3.1.3 Klinische Studien

In einer groB3 angelegten doppel-blinden, Placebo-kontrollierten Studie (22.071 gesunde
Minner iiber 12 Jahre) wurden in der Interventionsgruppe jeden zweiten Tag 50 mg
3-Carotin verabreicht. Es konnte kein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe in
der Haufigkeit des DM-II festgestellt werden [LIU et al., 1999]. In einer dhnlichen
Studie wurden 29133 minnliche Raucher in vier Gruppen -eingeteilt (50 mg
a-Tocopherol, 20 mg B-Carotin, beides zusammen oder Placebo tédglich {iber 5-8 Jahre)
und nach einem Follow-Up von 12 Jahren die Inzidenz von DM-II erhoben. Dabei
zeigte sich, dass weder die Ausgangskonzentrationen der Antioxidantien noch eine der
Supplementierungen einen Effekt auf das Auftreten von Diabetes hatte [KATAJA-
TUOMOLA et al, 2008]. Im Zuge der ,,Women’s Health Study* (doppel-blind,
placebo-kontrolliert, 19.347 gesunde Frauen) wurden einer Probandengruppen 600 U
Vitamin E jeden zweiten Tag verabreicht. Das Diabetesrisiko wurde damit nicht

signifikant um ~ 5% gesenkt [LIU et al., 2006].

3.3.2 Einfluss von Antioxidantien auf Sekretion und Wirkung von Insulin

3.3.2.1 Epidemiologische Studien

Studien belegen, dass der Plasmaspiegel an Carotinoiden bei Midnnern mit erhhtem
DM-II-Risiko invers mit den Niichtern-BZ-Werten assoziiert ist. Der Zusammenhang
zwischen der B-Carotin-Plasmakonzentration und Insulinresistenz ist dabei umgekehrt
proportional [YLONEN et al, 2003]. Auch die ,SU.VLMAX.“Studie
(Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants) fand einen Zusammenhang
der Plasmawerte an B-Carotin und der Entstehung von DM-II: Hohere B-Carotin-
Plasmawerte waren mit niedrigeren Niichtern-BZ-Werten assoziiert, allerdings auch mit
héherem Obst- und Gemiisekonsum verbunden [CZERNICHOW et al., 2006].

Vitamin E zeigte im Zuge der ,IRAS“-Studie keinen Zusammenhang mit
Insulinsekretion oder -empfindlichkeit. a-Tocopherol wurde hingegen mit einer
Verbesserung von Insulinresistenz und Insulinwirkung assoziiert [COSTACOU et al.,

2008].
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3.3.2.2 In vitro Versuche

o-Liponsidure (ALA) wird als eines der vielversprechendsten Antioxidantien im
Zusammenhang mit der Privention von Diabetes gesehen. In vitro bewahrt ALA die
intrazellulire Redoxbalance (hauptsichlich als Cofaktor fiir endogene Antioxidantien
z.B. Glutathion) und blockiert zahlreiche Kinasen, die an der Entstechung von
Insulinresistenz beteiligt sind [EVANS, 2007].

Neben der ALA erwiesen sich auch einige Polyphenole (u.a. Catechin, Quercetin)
erwiesen sich in vitro (3-Zellen) bei oxidativem Stress als zellschiitzend [LAPIDOT et

al., 2002].

3.3.2.3 Tierversuche

In verschiedenen diabetischen Tiermodellen wurden Nager (obese diabetic mice bzw.
Zucker diabetic fatty rats) unter glukotoxischen Bedingungen mit Antioxidantien
(N-Acetyl-L-Cystein (NAC) plus Vitamin C und E) gefiittert. Die Antioxidantien-
behandlung war in diesen Versuchen erfolgreich: Bewahrung der Glukose-induzierten
Insulinsekretion, moderate  Verbesserung der Glukosetoleranz, verminderte
Insulinresistenz, signifikanter Erhalt der B-Zellmasse, Aufrechterhaltung des
Insulingehalts und der Insulin mRNA [KANETO et al., 2007, WRIGHT und
SUTHERLAND, 2008]. In einer fritheren Studie erwiesen sich Vitamin C und E nur in
Kombination mit NAC in einem diabetischen Tiermodell als erfolgreich: Erhalt der B-
Zellmasse und -funktion, erhohter Insulingehalt und PDX-1 war im Nukleus der
Inselzellen nachweisbar. Bei nicht-diabetischen Ratten konnte hingegen kein Effekt
festgestellt werden [KANETO et al., 1999].

Eine fettreiche Didt 16st bei Ratten vermehrt IRS-1-Serin-Phosphorylierung,
verminderte Insulin-abhéngige IRS-1-Tyrosin-Phosphorylierung, vermehrte JNK-
Aktivierung und eine verminderte Insulin-Empfindlichkeit aus. Bei gleichzeitiger
Antioxidantienfiitterung (Vitamin C, Vitamin E und ALA) konnten in einer Studie diese
negativen Effekte verhindert werden und die Insulinwirkung verbesserte sich
[VINAYAGAMOORTHI et al., 2008].

Unter hyperglykdmischen Bedingungen kommt es bei Ratten zu Insulinresistenz, diese

konnte durch Infusionen von NAC bzw. Taurin verhindert werden und zusitzlich
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wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe (Hyperglykdmie ohne Antioxidantien)
geringere Insulinwerte und damit verminderte Gefahr einer Hyperinsulindmie, sowie
geringere ROS-Gehalte gemessen [HABER et al., 2003].

In Insulinresistenz-Tiermodellen wurde durch Verabreichung von ALA im
Skelettmuskel weniger oxidativer Stress, verbesserte Glukosetoleranz, sowie
verbesserte Glukoseaufnahme festgestellt. Diese Effekte waren assoziiert mit
gesteigerten Gehalten an IRS-1 und PI3K sowie einer verringerten intrazelluldren
Lipidakkumulationen [WRIGHT und SUTHERLAND, 2008].

Durch eine Uberexpression an antioxidativen Enzymen in den Inselzellen von
transgenetic mice konnte die Toxizitdit von Hyperglykdmie und Hyperlipiddmie

verhindert werden [EVANS et al., 2002].

3.3.2.4 Klinische Studien

In der franzdsischen ,,SU.VI.LMAX*“-Studie (doppel-blind, Placebo-kontrolliert) bekam
die Interventionsgruppe taglich eine Supplementation mit einer Mischung verschiedener
Antioxidantien (120 mg Vitamin C, 30 mg Vitamin E, 6 mg B-Carotin, 100 pg Selen
und 20 mg Zink) verabreicht. Nach einer Interventionsperiode von 7,5 Jahren konnte
hinsichtlich der Niichtern-BZ-Werte kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe
(Placebo) festgestellt werden [CZERNICHOW et al., 2006].

Mittels einer vierwochigen, Placebo-kontrollierten Studie mit hochdosiertem
Vitamin C (800 mg/d) konnte der erniedrigte Plasma-Vitamin C-Spiegel von Typ 2
Diabetikern zwar wesentlich angehoben werden, jedoch waren die Ergebnisse geringer
als erwartet. Durch die Supplementation konnte keine signifikante Anderung der
Niichtern-BZ-Werte und auch keine Verbesserung der Insulinresistenz erzielt werden
[CHEN et al., 2006]. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu anderen Studien (kurzer
Untersuchungszeitraum) eine Verbesserung der Insulinempfindlichkeit aufzeigen
[WRIGHT und SUTHERLAND, 2008].

Bereits Anfang der 90’er zeigten Studien mit hochdosiertem Vitamin E (900 mg/d fiir
4 Monate) positive Ergebnisse bei DM-II-Patienten: verbesserte Insulinwirkung,
Reduzierung von Markern des oxidativen Stresses und zusétzlich fand eine signifikante
Reduktion zahlreicher Parameter, welche mit diabetischen Komplikationen assoziiert

sind, statt: HbA;., Triglyceride, freie Fettsduren, Gesamtcholesterin und LDL-

51



ENTSTEHUNG DM-II

Cholesterin. Diese Effekte wurden bei den teilnehmenden gesunden Probanden nicht als
signifikant erfasst [PAOLISSO et al., 1993]. Die Ergebnisse sind allerdings umstritten,
u.a. werden die geringe Probandenzahl (10 Gesunde, 15 mit DM-II) und die relativ
kurze Studiendauer kritisiert [EVANS, 2007]. Eine dhnliche Studie (Supplemetation
von 800 IU Vitamin E/d) mit 80 iibergewichtigen Probanden geht jedoch hinsichtlich
der Resultate beziiglich oxidativem Stress und verbesserter Insulinwirkung konform.
Zusitzlich verminderte Gabe von Vitamin E die Plasmakonzentrationen an ALT
(Alanin-Aminotransferase), einem Risikofaktor fiir DM-II. Es konnten jedoch keine
signifikanten Verdnderung der Cholesterinwerte, HbA.-Level oder Zytokine (IL-6,
TNF-a) festgestellt werden [MANNING et al., 2004].

Eine parenterale Infusion mit 1.000 mg ALA verbesserte in einer Studie die
Glukoseaufnahme der Skelettmuskelzellen und sorgte fiir eine 50% Steigerung der
Glukose-Verwendung. Weiters zeigen dhnliche Studien eine verbesserte Insulinwirkung
durch Verabreichung von ALA [WRIGHT und SUTHERLAND, 2008]. Bei Patienten
mit DM-II verbesserte eine intravendse ALA-Infusion die Insulin-Empfindlichkeit,
wohingegen orale ALA-Einnahme bislang kaum Nutzen =zeigte [EVANS und
GOLDFINE, 2000].
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4 Oxidativer Stress und Antioxidantien im

Krankheitsverlauf von Diabetes Mellitus 11

4.1 Entstehung von oxidativem Stress durch diabetische

Stoffwechsellage

DM-II ist eine Stoffwechselkrankheit, die durch erhdhte Blutglukosekonzentrationen
und Abnormalititen im Lipidstoffwechsel charakterisiert ist. In zahlreichen Studien
konnte bei Diabetikern im Vergleich zu Stoffwechselgesunden ein erhohtes Level an
oxidativen Stressparametern gemessen werden [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005].
Endogen gebildete freie Radikale konnen enzymatischen (NOS, NAD(P)H Oxidase,
Xanthin Oxidase) oder nicht-enzymatischen (FFA, Hyperglykémie, etc.) Ursprungs sein
[SCHULTZ JOHANSEN et al., 2005] (Abb. 19). Hyperglykdmie ist bet DM-II die

Hauptursache fiir oxidativen Stress.
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Abb. 19 Bildung und Wirkung von freien Radikalen durch Glukese und Lipiden [FRIDLYAND und
PHILIPSON, 2005].

Die Bildung von ROS ist bei Diabetikern erh6ht und besonders bei jenen Personen mit
geringer glykdmischer Kontrolle [MOKINI et al, 2010]. Durch die exzessive Produktion
von ROS und die Uberaktivierung der aktivierten Stoffwechselwege kommt es zu
Schiden an Makromolekiilen und der Genexpression [KING und LOEKEN, 2004].
Neben der ROS-Produktion beglinstigt die diabetische Stoffwechsellage auch die
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen, die die Progression von

Folgekrankheiten zusitzlich begiinstigen [CERIELLO und MOTZ, 2004].

4.1.1 Einfluss von Hyperglykiamie auf die Entstehung von oxidativem

Stress

Die hyperglykédmische Stoffwechsellage gilt seit geraumer Zeit als Hauptursache von
diabetischen Folgekrankheiten und kann iiber verschiedene Mechanismen zu
oxidativem Stress fithren. Da sich diese Vorgidnge allerdings als sehr komplex erweisen,
ist ein Zusammenhang mit Hyperglykdmie nicht immer eindeutig zuordenbar [KING

und LOEKEN, 2004]. Das Ausmall der Radikalbildung und der Hyperglykidmie-
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induzierten Schidigung hingt von Glukosekonzentration und Expositionsdauer bzw. der
antioxidativen Kapazitit ab. Akute Hyperglykdmie zeigt bei Probanden keine eindeutige
Zunahme von oxidativem Stress [CHOI et al., 2008]. Die akuten Effekte diirften bei
ausreichender TAC ausgeglichen werden [CERIELLO, 2003]. Zellen, die durch
Hyperglykdmie geschddigt werden, weisen meist einen Mangel der ,,Down-
Regulierung®* des Glukosetransports auf. Die folgende intrazelluldre Hyperglykdmie
scheint der Ausloser fiir die Aktivierung verschiedener Stoffwechselwege zu sein, die
zu einer gesteigerten ROS-Produktion fithren [NISHIKAWA et al., 2000; SCOTT und
KING, 2004]. Diabetische Tiermodelle zeigen, dass chronische Hyperglykédmie zu einer
vermehrten ROS-Bildung fiihrt, wobei der Ursprung dieser Radikale jedoch nicht
eindeutig festgestellt werden konnte [BUSIK et al., 2008].

4.1.1.1 Direkte Radikalbildung durch Hyperglykimie

a. Glukose-Autoxidation
Seit Anfang der 90’er ist bekannt, dass Autoxidation von freier Glukose unter
Anwesenheit von Ubergangsmetallen stattfindet, dabei wird O, reduziert und es entsteht
0, bzw. in weiterer Folge H,O,. In Gegenwart von Ubergangsmetallen kann in Folge
auch das hochreaktive ‘OH entstchen [ROSEN et al, 2001; BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2000].

b. Mitochondriale ROS-Bildung

Intrazellulare Hyperglykdmie (bedingt durch Mangel an , down“-Regulierung des
Glukosetransporters) erzeugt eine Uberproduktion von NADH und FAD (Flavin-
Adenin-Dinucleotid) [JAY et al.,, 2006]. Die Zunahme von NADH induziert einen
Anstieg des Protonengradienten in der inneren Mitochondrienmembran, der zu einer
Blockade des Komplex III der Atmungskette fithrt und es wird vermehrt O, gebildet
[CHOI et al., 2008]. In den vaskuldren Zellen kann die NADPH Oxidase unabhingig
vom mitochondrialen Metabolismus aktiviert werden, daher sind diese Zellen
oxidativem Stress besonders ausgesetzt [SON, 2007]. Mitochondriale O, —Produktion
steigert ebenso wie Hyperglykdmie die de novo DAG-Synthese und trigt damit zur
PKC-Aktivierung bei [JAY et al., 2006]. Hyperglykdmie-induzierte O, -Produktion
senkt signifikant die Aktivitit von Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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(GAPDH) und fiihrt damit zu einer Anhdufung der Substrate der Hyperglykdmie-
abhéngigen Stoffwechselwege. Bei der Hemmung von GAPDH diirfte auch die
Glukose-induzierte Aktivierung von PARP und die Depletion NAD" eine wichtige Rolle
spielen [BROWNLEE, 2001; NISHIKAWA et al., 2000] (Abb. 20). In vitro konnte
unter hyperglykdmischen Bedingungen durch eine Hemmung der mitochondrialen O, -
Produktion (durch z.B.:
Aktivitat, die AGE-Bildung, die Aktivierung des Polyol-Stoffwechsels und die NF-«xB-
Aktivierung unterdriickt werden [KING und LOEKEN, 2004]. Demzufolge konnte die

Inhibitor des Elektronentransport) die Zunahme der PKC-

durch Hyperglykiimie ausgeldste mitochondriale ROS-Uberproduktion zu einer
Kaskade an Folgereaktionen fiihren [NISHIKAWA und ARAKI, 2007].

FPolyol pathway
Sorbital Aldose
IFI'IH-‘IIIBE cﬁf% tSnrhltul il T(Ilucusc
1
i WADPF MNADPH | IPK c .
Flutathion £ t E
mﬂmﬁimm | Glucose-6-F I DAG "i
| =
a—Glyccrnl—F |
v =
& MAD
Fructose-6-P ‘1 E
j.-wf"”e §
5 Gwﬂﬂ"‘wlﬂ ]'Dlhydm:ylu:emnel e
; phosphate !
'§I I‘ [ Iycer Il(lLII'H."L 3-P
£ Ul oasataine: -l xAD Methylglynnl &
g |E
o Glveeraldehyde-3-P =
g i l 02 H ! :f eliydrogenase | i a
E | T NADH * I i E
UDP-GleNac | AGEs i <

'Y
1.3-Diphosphoglyvcerate

ADP...Adenosindiphosphat
AGEs...
ATP...Adenosintriphosphat
DAG...Diacylglycerol

Advanced Glycosylation End Product

Gln...Glutamin
Glu...Glutamat
UDP-Glc-NAc..

NADP/NADPH... Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

.Uridindiphospho-N-acetylglucosamin

GSH...Glutathion
GSSG...Glutathiondisulfid
NAD'/NADH.. . Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

O,"...Superoxidanion

PKC...Proteinkinase C

Abb. 20 . Hyperglykimie-induzierte Stoffwechselwege und der Einfluss des Superoxid-Radikals

(mod. nach ROLO und PALMEIRA, 2006)
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4.1.1.2 Indirekte Radikalbildung durch verschiedene Stoffwechselwege

a. Aktivierung von Proteinkinase C

Hyperglykdmie aktiviert PKC {iber verschiedene Mechanismen inklusive de novo DAG-
Synthese, Aktivierung von Phospholipase C und Hemmung der DAG-Kinase [KING
und LOEKEN, 2004]. In vitro wurde gezeigt, dass der DAG-Gehalt durch hohe
Glukosekonzentrationen ansteigt und auch bei Diabetikern wurden erhohte DAG-Level
im Gewebe gemessen. Freie Radikale fithren zu einem Anstieg an DAG und folglich zu
einer gesteigerten PKC-Aktivierung [EVCIMEN und KING, 2007]. ROS kénnen PKC
auch direkt liber die regulatorische Domine aktivieren [VINCENT et al., 2004]. PKC
spielt eine bedeutende Rolle in der Aktivierung von phagozytischen und nicht-
phagozytischen NADPH Oxidasen und somit in der nachfolgenden ROS-Bildung
[MOKINTI et al., 2010]. In Folge der ROS-Bildung wird die GAPDH-Aktivitit weiter
gehemmt und die Glukose-abhédngigen Stoffwechselwege noch mehr aktiviert. /n vivo
verlangsamt die Verwendung von spezifischen PKC-Hemmern die Progression von
vaskuldren Komplikationen und es werden signifikant weniger ROS gebildet [KING
und LOEKEN, 2004; VINCENT et al., 2004] (siche Kapitel 2.1.4.1).

b. Aktivierung des Polyolstoffwechselwegs

Hyperglykdmie aktiviert das Enzym Aldosereduktase, welches NADPH abhingig ist.
NADPH fehlt bei erhohter Aktivitdt des Polyolstoffwechsels in der Regeneration von
Glutathion, der Aktivierung von KAT und in der Synthese von NO. Der
Polyolstoffwechsel trigt damit indirekt zur Entstehung von oxidativem Stress bei [JAY
et al., 2006]. Die Anhdufung von Sorbit fithrt nicht nur zu einem osmotischen
Ungleichgewicht, sondern dieser osmotische Stress fiithrt ebenfalls zur Bildung von
oxidativem Stress [VINCENT et al., 2004]. Das Enzym Sorbitdehydrogenase oxidiert
Sorbit zu Fruktose und als Nebenprodukt entsteht dabei NADH, welches zur O, —
Produktion beitrdgt (siche Kapitel 4.1.1.1) [JAY et al., 2006]. Zusitzlich fiihrt die
Aktivierung von Aldosereduktase zu einem Anstieg an DAG und somit zur verstirkten
Aktivierung von PKC [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008]. Weiters werden
Stresskinasen wie JNK oder p38 MAPK durch Sorbit aktiviert [EVANS et al., 2002].
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c. Bildung von AGE

Die ROS-Bildung ist assoziiert mit einem begleitenden Anstieg intrazellulirer AGE-
Bildung [BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000]. AGEs werden durch nicht-
enzymatische Reaktionen unter Katalyse von Ubergangsmetallen oder in Folge der
Autoxidation von Glukose gebildet und verursachen dabei einen Anstieg von ROS bzw.
sie wirken selbst als Radikale [BROWNLEE, 2001; KING und LOEKEN, 2004]. AGEs
werden daher auch als Biomarker fiir oxidativen Stress herangezogen [ARONSON und
RAYFIELD, 2002]. Die Bindung von AGE an die RAGE 16st eine Kaskade an
Signaltransduktion-Ereignissen (MAPKs, NF-kB, Activating Protein-1 (AP-1), etc.)
aus. In Folge kommt es zur Bildung von freien Radikalen und es werden verschiedene
Entziindungsmediatoren ausgeschiittet [SCOTT und KING, 2004; VINCENT et al.,
2004]. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die Aktivierung von NADPH-Oxidasen
und redoxempfindlichen Transkriptionsfaktoren [JAY et al., 2006].

d. Hexosamin-Stoffwechselweg

Glukosamin-6-Phosphat, ein Produkt des Hexosamin-Stoffwechsels, hemmt das Enzym
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, welches mit der NADP" Reduktion gekoppelt ist
und in Folge kommt es zu einer weiteren Abnahme von NADPH [KING und LOEKEN,
2004]. In vitro fihrt die Aktivierung des Hexosamin-Stoffwechselwegs zu einer ROS-
Zunahme sowie der Aktivierung von NF-kB [EVANS et al., 2002].

e. NF-xB

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch Hyperglykdmie, ROS oder
andere Faktoren wird als initialer Signaleffekt gesehen. In Folge nehmen PKC-
Aktivitit, AGE-Bildung sowie Sorbit-Konzentrationen zu und der erhohte NF-«xB-
Aktivitét fiihrt nicht nur zu schidigenden Entziindungen, sondern trigt auch indirekt zur

ROS-Produktion bei [EVANS et al., 2003] (siehe Kapitel 2.2.2.3).

f. Stresskinasen
JNK, SAPK und p38 MAPK sind bei DM-II die wichtigsten Stresskinasen und werden
durch alle Faktoren, die zu oxidativem Stress flihren ausgeldst. Sie beeinflussen unter

anderem Zellwachstum, Entziindung, Apoptose und sie werden mit verminderter
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Superoxid-Dismutase-Expression  assoziiert [EVANS et al, 2002] (siche
Kapitel 2.2.2.3).

4.1.2 Einfluss von Lipiden auf die Entstehung von oxidativem Stress

FFA wirken hauptsichlich an der Entstehung von Insulinresistenz (siche
Kapitel 3.1.1.2.1) und B-Zell-Dysfunktion (siche Kapitel 3.2.2.2) mit [RACHEK et al.,
2007]. Erhdhte FFA-Plasmalevel fiihren iiber den Zitratzyklus zu einer Uberproduktion
von NAD’, welche eine gesteigerte mitochondriale O, —Produktion zur Folge hat
[SON, 2007]. Tiermodelle zeigen, dass Ubergewicht mit einem erhdhten Plasmalevel
von FFA assoziiert ist, was wiederum eine gesteigerte ROS-Produktion zur Folge haben

und zu einer endothelialen Dysfunktion fithren kann [CHINEN et al., 2007] (Abb. 21).
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Abb. 21 FFA induzierte Radikalbildung und Entstehung der endothelialen Dysfunktion
(Mod. nach CHINEN et al., 2007)
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In vitro wurde gezeigt, dass durch Palmitinsdure die Aktivitdt von iNOS gesteigert wird,
woraus ein Anstieg an NO resultiert, welches mit O,” zu dem hochreaktiven
Peroxynitrit reagiert, das wiederum DNA-Schidden und Apoptose hervorrufen kann
[RACHEK et al., 2007]. FFA fiihren wie Hyperglykdmie zu einer gesteigerten PKC-
Aktivierung und einer Abnahme der NF-kB-Inhibition [KING und LOEKEN, 2004].
Zudem zeigen Studien, dass es durch FFA-Infusionen bei Probanden zu einer
Glutathion-Abnahme und einer Zunahme von Lipidperoxiden kommt. Plasmawerte von
Leptin, einem von Adipozyten produzierten Hormon, sind bei DM-II erhdht. Leptin ist
mit kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert und fiihrt in vifro zu einem ROS-Anstieg

[SCOTT und KING, 2004; JAY et al., 2006].

4.1.3 Einfluss von Insulin auf die Entstehung von oxidativem Stress

Einige Studien assoziieren Hyperinsulinimie mit vermehrter ROS-Bildung, der
molekulare Mechanismus ist jedoch noch unklar und es hdufen sich Studien, die Insulin
mit vermindertem oxidativen Stress assoziieren. Im diabetischen Tiermodell konnte
jedoch gezeigt werden, dass es durch Hyperglykdmie allein zu signifikant mehr
oxidativem Stress kommt als in Kombination mit Hyperinsulindmie [KYSELOVA et
al., 2002]. In einer klinischen Studie wurde festgestellt, dass DM-II-Patienten durch
Insulintherapie verminderten oxidativen Stress (im Vergleich zu Studienbeginn)
aufwiesen. Dies wird auf geringere Exposition von supraphysiologischen
Glukosekonzentrationen und damit eine verminderte ROS-Bildung zuriickgefiihrt
[MONNIER et al, 2010]. In vivo wurde mittels Clampuntersuchung
(hyperinsulindmisch, euglykédmisch) gezeigt, dass Insulin das GSH/GSSG Verhiltnis
verbessert und Insulin somit direkt intrazelluldren oxidativen Stress vermindert
[ZOUREK et al., 2008]. Patienten mit intensiver Insulintherapie hatten in einer Studie
einen um 2% niedrigeren HbA . als jene mit konventioneller Therapie und zudem traten

diabetische Komplikationen signifikant weniger auf [NISHIKAWA et al., 2000].
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4.2 Einfluss von oxidativem Stress auf die Entstehung von
diabetischen Folgekrankheiten

ROS und der intrazellulire Redoxzustand spielen eine zentrale Rolle in der Entstehung
von diabetischen Komplikationen. Bei ungeniigender antioxidativer Kapazitit kommt es
nicht nur zu einer Schidigung von Membranen (Lipidperoxidation), sondern es
verdndern sich auch die Struktur und Funktion der betroffenen Zellen [ROSEN und
BELLIN, 2004]. Neben dem Einfluss von oxidativem Stress, Hyperglykdmie und
Entziindungsvorgidngen ist die genetische Prédisposition fiir die Entstehung von
diabetischen Folgekrankheiten von besonderer Bedeutung [POP-BUSUI et al., 2006]
(siehe Kapitel 2.1.4.3).

4.2.1 Direkter Einfluss von oxidativem Stress auf diabetische

Folgeerkrankungen

Bei DM-II findet durch Hyperglykdmie und den verédnderten Redoxstatus vermehrt die
Oxidation von LDL-Cholesterin (oxLDL) statt. OxLDL gilt als Risikofaktor fiir
Atherosklerose und fiihrt iber Aktivierung von NADPH-Oxidasen zur weiteren ROS-
Produktion [JAY et al., 2006]. OxLDL bindet an speziellen Rezeptoren an der
Makrophagenoberfliche, welche in Folge oxLDL vermehrt aufnehmen und zu
Schaumzellen mutieren [SORG, 2004]. OxLDL neigt zudem zur Aggregation,
stimuliert in groen GefdBen die Monozyten-Adhésion und trdgt mit diesen Vorgéngen
zur Plaquebildung bei [HAMMES, 2003; LIPINSKI, 2000]. OXLDL vermindert zudem
die Vasorelaxtion [CAI und HARRISON, 2000].

Hyperglykdmie induziert iiber verschiedene Mechanismen (u.a. oxidativer Stress und
NF-kB) die Ausschiittung von zahlreichen Entziindungsfaktoren wie C-reaktives
Protein oder diversen Zytokinen welche mit der Entstehung von Atherosklerose in
Verbindung gebracht werden. Wihrend der Entziindung aktivierte Leukozyten
verursachen zudem einen weiteren ROS-Anstieg [LIPINSKI, 2000; ESPOSITO et al.,
2002; STENTZ et al., 2004]. Oxidativer Stress fordert die Adhésion von
Entziindungszellen am Endothel und trigt so zusitzlich zur Entstehung von vaskuldren

Komplikationen bei [TANIYAMA und GRIENDLING, 2003].
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Der Haupteffekte von ROS in den Endothelzellen ist eine verminderte Vasorelaxtion
und damit steigt das Risiko einer Hypertonie [TANIYAMA und GRIENDLING,
2003]. ROS aktivieren die Cyclooxygenase-2 (COX-2), welche vasokonstriktive
Faktoren (Thromboxan A,, Prostacyclin, etc.) freisetzt und zusétzlich zur Bildung von
oxidativem Stress betrigt [POP-BUSUI et al., 2006].

O," reagiert mit NO zu Peroxynitrit und vermindert dadurch die Bioverfiigbarkeit von
NO (frither auch als Endothelium-derived relaxing factor bezeichnet) [CAI und
HARRISON, 2000]. NO hat auch noch andere vasoprotektive Wirkungen wie die
Verringerung der Adhédsion von Leukozyten und Thrombozyten am Endothel.
Peroxynitrit ist hingegen ein hochreaktives Radikal, welches eine Kaskade von
Oxidations-Reaktionen nach sich zieht [SCHULTZ JOHANSEN et al, 2005]. Zusétzlich
verstirkt Peroxynitrit die Aktivierung von PKC und NF«kB [SZABO, 2009]. Die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) wird durch mitochondrial gebildetes Superoxid,
Peroxynitrit, Hyperglykdmie und PKC gehemmt bzw. modifiziert und in Folge kommt
es zur GefaBBkonstriktion [CERIELLO, 2003; MOKINI et al., 2010].

Bei einer akuten Hyperglykdmie wird hingegen die eNOS gesteigert und es kommt zur

Vasorelaxtion [CHOI et al., 2008] (Abb. 22).
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Abb. 22 Wirkung von Hyperglykimie-induzierter Superoxid-Produktion auf die Synthese
von Stickstoffmonoxid [CHOI et al., 2008]
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Die ,,Entkoppelte eNOS trigt massiv zur Entstehung von oxidativem Stress bei.
Dieses Enzym wird auch als Peroxynitrit-Generator bezeichnet, da es sowohl NO als
auch O, produzieren kann [CAI und HARRISON, 2000]. In vivo wurde gezeigt, dass
es durch intrazelluldre ROS oder Hyperglykdmie zum Entkoppeln des Enzyms kommen
kann [SZABO, 2009; ROSEN et al., 2001]. Auch Peroxynitrit tragt zum ,,Entkoppeln*
von eNOS bei indem es den Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BHy4) oxidiert [SON, 2007].
PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) ist ein in sensorischen Nerven- und
Endothelzellen vorkommendes Enzym, das durch Hyperglykdmie und ROS aktiviert
werden kann [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008]. PARP hemmt das Enzym GADPH
(Abb. 20), fiihrt damit zur Aktivierung sdmtlicher mit diabetischen Folgekrankheiten
assoziierter Stoffwechselwege und konnte somit als frither Marker fiir diabetische
Komplikationen gesehen werden [SZABO, 2009]. Durch Uberstimulation kommt es zu
Verinderungen in der Genexpression, einem Anstieg an ROS, Depletion von NAD",
gesteigerter PKC-Aktivierung und AGE-Bildung. Verstiarkte PARP-Aktivierung fiihrt
zu neurovaskuldren Abnormalititen, die die Entstehung einer diabetischen Neuropathie
begiinstigen [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008].

Angiotensin-II wirkt vasokonstriktiv und spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung
von Nephropathie, Neuropathie und Retinopathie [ BROWNLEE, 2001; SZABO, 2009].
Angiotensin-II induziert Hypertonie, Hypercholesterindmie und Hyperglykdmie und ist
durch eine gesteigerte NADH/NADPH Oxidase-Aktivitit mit oxidativem Stress
assoziiert [CAI und HARRISON, 2000]. Zudem verstirkt Angiotensin-II die
Peroxynitrit-Bildung wie auch die PARP-Aktivierung [SZABO, 2009].

Durch ROS-induzierte Apoptose kommt es zu einem Verlust an Endothelzellen,
welcher die Bildung von Koagulaten und Atherosklerose fordert [TANIYAMA und
GRIENDLING, 2003]. ROS und oxLDL schéddigen zusétzlich die Zellen der glatten
Muskulatur und fithren so zu Gewebsldsionen, die das Risiko einer vaskuldren
Erkrankung verstirken [JAY et al., 2006]. Die Apoptose ist auch an der Pathogenese
von mikrovaskuldren Erkrankungen wie Retinopathie und Neuropathie beteiligt und
wird neben ROS durch zahlreiche andere Stress-assoziierte Faktoren (z.B.: NF-«kB)

ausgelost [POP-BUSUI et al., 2006].
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Zuséatzlich ist die Angiogenese bei Diabetikern beeintrachtigt, da unter anderem
Proliferation und Migration von Endothelzellen durch ROS gestort sind [MOKINI et al.,
2010].

Zu Plaquebildung kommt es durch ROS-induzierte Zunahme der Expression
zahlreicher Adhdsionsmolekiile inklusive VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1)
und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), welche Monozyten bzw.
Makrophagen in die GefaBwand anlocken. TNF-a und IL-1 induzierte Genexpression
von ICAM-1 und VCAM-1 kann durch Antioxidantien unterdriickt werden [MOKINI et
al., 2010; TANIYAMA und GRIENDLING, 2003]. Aktivierte Monozyten tragen
zudem unter hyperglykédmischen Bedingungen zur ROS-Bildung bei indem sie vermehrt
NF-«B und PKC aktivieren [JAY et al., 2006].

Durch oxidativen Stress kommt es zu Verinderungen der glatten Muskulatur wie
gesteigertem Wachstum (Hypertrophie), Migration und Anderungen der Kontraktion.
Zusétzlich wird die Produktion von Metalloproteinasen durch ROS verstirkt. In Folge
es kommt es zu Plaquedestabilisierung bzw. — Loslosung und somit zum erhéhten
Risiko fiir GefaB3verschliisse [MOKINI et al., 2010].

ROS induzieren eine Strukturmodifikation von Fibrinogen, die eine verminderte
Loslichkeit des Fibrinogen sowie die Bildung des unldslichen FLM (Fibrin-Like
Material) zur Folge hat [LIPINSKI, 2000].

4.2.2 Indirekter Einfluss von oxidativem Stress auf diabetische

Folgeerkrankungen

Die Konzentration von DAG und folglich die PKC-Aktivierung ist bei Diabetikern
besonders in vaskuldren Geweben inklusive Retina, Aorta, Herz und renalen Glomeruli
erhoht [SPITALER und GRAIER, 2002]. Durch die PKC-Aktivierung kommt es zu
Verdnderungen, die kardiovaskuldre Erkrankungen fordern (Verdickung der
Basalmembran, verminderte Vasorelaxtion, Verdnderungen der vaskuldre Permeabilitét,
Angiogenese, Zellwachstum und Enzym-Aktivitit z.B. Na'-K'-ATPase) [EVCIMEN
und KING, 2007; SZABO, 2009]. Uberstimulation von PKC fiihrt zur Uberexpression
zahlreicher Faktoren (VEGF, PAI-1, TGF-B, NF-kB, etc.), die die Entstehung von
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oxidativem Stress, Entzlindungsprozessen und Angiopathien fordern [FIGUEROA-
ROMERO et al., 2008] (Abb. 23).
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Abb. 23 Physiologische Effekte und zelluliire Mechanismen einer PKC-Aktivierung
[EVCIMEN und KING, 2007]

Der durch Sorbit-Anhédufung induzierte osmotische Stress wird ebenso mit vaskuldren
Komplikationen in Verbindung gebracht. Eine Hemmung des Enzyms Aldosereduktase
(Polystoffwechselweg) zeigte im diabetischen Tiermodell eine signifikante Senkung der
Entstehung von diabetischen Komplikationen [SZABO, 2009].

AGEs sind auf unterschiedlichsten Weg Promotoren von Arteriosklerose (Abb. 6):
LDL-Modifikationen, verstirkte Kollagenvernetzung, verminderte NO-Synthese,
Zytokin-Freisetzung (TNF-a, IL-1, etc.), Anlockung von Monozyten und Makrophagen,
Induktion der zelluldren Proliferation, endotheliale Dysfunktion, gesteigerte Expression
von Adhidsionsmolekiilen, NFxB-Aktivierung und gesteigertem intrazelluldren
oxidativen Stress [ARONSON und RAYFIELD, 2002]. Zusétzlich erhohen AGEs die
Expression von VCAM-1 und die Permeabilitit des Endothels [JAY et al., 2006]. AGEs
werden auch als Marker fiir oxidativen Stress und diabetische kardiovaskulére

Erkrankungen herangezogen [EVANS et al., 2002].
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Das Endprodukt des Hexosamin-Stoffwechselwegs UDP-Glc-NAc beeinflusst die
Genexpression von PAI-1 und TGF-B1 [ROLO und PALMEIRA, 2006]. Durch die
erhohte Ausschiittung von PAI-1 und damit erniedrigter Fibrinolyse sind das Embolie-
Risiko und damit die Wahrscheinlichkeit eines Herzinfarkts erhdht. Durch
Uberexpression an TGF-B1 kommt es zur Stimulierung der Kollagenproduktion und
einer Suppression der Mitogenese der Mesangialzellen [FIGUEROA-ROMERO et al.,
2008].

NF-kB regelt die Genexpression und damit die Ausschiittung zahlreicher mit
kardiovaskuldren = Erkrankungen verbundenen Faktoren wie z.B.: VEGEF,
Adhisionsmolekiile und proinflammatorischen Zytokinen (z.B.: TNF-a, IL-1) [EVANS
et al., 2002; SPITALER und GRAIER, 2002]. Zudem fiihrt die NF-kB-Aktivierung zu
Apoptose in Endothelzellen [KOWLURU und CHAN, 2007].

4.2.3 Einfluss von oxidativem Stress auf die Entstehung von vaskuliiren

Erkrankungen

Das Herzkreislauferkrankungs-Risiko ist fiir Diabetiker um das Vier- bis Fiinffache
hoher als fiir Nicht-Diabetiker und kardiovaskuldre Ereignisse sind die héiufigste
Todesursache bei DM-II. Neben Bluthochdruck und Dyslipiddmie ist vor allem der
diabetische Status an sich ein unabhédngiger Risikofaktor fiir die Entstehung von
Herzkreislauferkrankungen [RAHIMI et al., 2005; HU et al., 2002].

Das zentrale Ziel der Pravention von Herzkreislauferkrankungen ist die Vermeidung des
Hauptrisikofaktors Hyperglykdmie und der damit verbundenen mitochondrialen ROS-
Produktion [NISHIKAWA et al., 2007]. In zahlreichen prospektiven Langzeitstudien
wurde gezeigt, dass glykdmische Kontrolle als Pridiktor fiir Angiopathien dient.
Vaskuldre Endothelzellen sind wichtige Angriffsziele von hyperglykdmischen
Schéadigungen, der Mechanismus ist bis jetzt jedoch noch nicht vollstindig geklart
[CERIELLO, 2003]. Bei DM-Probanden konnte durch BZ-Normalisierung mittels
Insulintherapie das Vorkommen von oxidativem Stress, Lipidperoxiden und
proinflammatorischen Zytokinen und damit das kardiovaskuldre Risiko deutlich gesenkt
werden [STENTZ et al., 2004]. Hyperinsulindmie gilt als unabhidngiger Risikofaktor

fiir Angiopathien, da diese mit erhéhtem Blutdruck (u.a. verstdrkt Insulin die Na'-
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Riickresorption in der Niere) assoziiert ist [GIUGLIANO et al., 1995; TIWARI et al.,
2007].

Es gibt ausreichend Hinweise, dass oxidativer Stress eine entscheidende Rolle in der
Entstehung von vaskuldren Erkrankungen spielt. Die genauen Quellen und
Signalkaskaden der freien Radikale sind dabei noch nicht vollstindig geklart
[SPITALER und GRAIER, 2002; SORG, 2004]. Die Bildung von ROS und der
intrazelluldire Redoxzustand sind von groBer Bedeutung fiir die Entstehung von
endothelialer Dysfunktion und in Folge fiir die Entwicklung von GefdBkrankheiten
[ROSEN und BELLIN, 2004].

Bei Patienten mit diabetischen Folgeerkrankungen kénnen im Vergleich zu jenen ohne
Komplikationen signifikant hohere Werte fiir intrazelluldren oxidativen Stress gemessen
werden [NISHIKAWA und ARAKI, 2007]. Besonders die Oxidation von Proteinen und
Lipiden ist mit der Pathogenese von Mikro- und Makroangiopathien assoziiert
[RAMAKRISHNA und JAILKHANI, 2008]. Das Endothel ist besonders gefdhrdet, da
Endothelzellen im Gegensatz zu anderen Zellen bei hyperglykdmischer
Stoffwechsellage nicht in der Lage sind Glukose in den Extrazellulirraum zu
transportieren und es in Folge vermehrt zur Bildung von ROS kommt. Endothelzellen
mit geringen endogenen antioxidativen Kapazititen (wie es bei DM-II der Fall ist) sind
somit extrem empfindlich gegeniiber oxidativem Stress [SZABO, 2009].

In makrovaskuldren (nicht jedoch in mikrovaskulidren) Endothelzellen fiihrt erhohter
FFA-Flux aus den Adipozyten zu erhohtem oxidativem Stress bzw. zu einer
gesteigerten Fettsduren-Oxidation [FRIDLYAND und PHILIPSON, 2005]. Die ROS-
Produktion im Endothel stammt hauptsdchlich aus zwei Quellen: 1. Aktivierung der
NADPH Oxidase durch Hyperglykdmie bzw. verschiedene Stoffwechselwege (PKC,
AGE, etc.) und 2. ,,Entkoppelte” eNOS (Kap. 4.2.1.1.) [SON, 2007]. Auf molekularer
Ebene kommt es durch oxidativen Stress zu zahlreichen Ereignissen, welche die
Pathogenese und Progression von Angiopathien fordern [MOKINI et al., 2010]

(Abb. 24).
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Abb. 24 Molekularer Mechanismus der vaskuliren Komplikationen [TANIYAMA und

GRIENDLING, 2003]

4.2.4 Einfluss von oxidativem Stress auf spezielle diabetische

Komplikationen

4.2.4.1 Mikrovaskulire Erkrankungen

Mikrovaskuldre Erkrankungen werden nur unter diabetischen Zustdnden beobachtet und

sind direkt mit Hyperglykdmie assoziiert. Der genaue molekulare Mechanismus der

Entstehung von Mikroangiopathien ist noch nicht aufgeklirt [ROSEN et al., 2001].

Oxidativer Stress konnte an die Entstehung von Mikroangiopathien beteiligt sein,
jedoch treten diese nicht bei anderen mit oxidativem Stress assoziierten Erkrankungen
(z.B. Alterung) auf und in vitro konnte kein Zusammenhang zwischen O,” und der
Entstehung von mikrovaskuldren Erkrankungen festgestellt werden [SCOTT und KING,
2004; KING und LOEKEN, 2004].
Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdQG) ist bei Patienten mit diabetischer Retinopathie und
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Nephropathie jedoch signifikant erhoht und korreliert eng mit dem HbA.
[NISHIKAWA et al., 2007]. Oxidativer Stress diirfte somit zwar beteiligt, aber nicht der

primire Ausldoser von mikrovaskuldren Komplikationen sein [EVANS et al., 2002]
(Abb. 25).
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Abb. 25 Einfluss von oxidativem Stress auf die Entstehung von Mikrovaskuliren Komplikationen
(mod. nach KOWLURU und CHAN, 2007)

VEGEF ist ein wichtiger Faktor der Angiogenese, diirfte der Initiator der diabetischen
Retinopathie sein und wird auch mit Nephropatie sowie Neuropathie assoziiert. Die
VEGF-Expression kann durch Antioxidantiengabe nachweislich unterdriickt werden
[EVANS et al.,, 2002]. AGEs initiieren ebenfalls mikrovaskulire Komplikationen
[ROLO und PALMEIRA, 2006]. PKC-Hemmer zeigten im diabetischen Tiermodell,
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dass die Entstehung von Nephropathie und Retinopathie unterdriickt werden konnte

[BROWNLEE, 2001].

a. Nephropathie

Diabetische Nephropathie ist gekennzeichnet durch Proteinurie und fiihrt haufig dazu,
dass DM-Patienten zu Dialyse-Patienten werden. In der Therapie ist vor allem die
Blutzucker- und Blutdruckkontrolle essentiell  MEHNERT et al., 2003].

ROS fiihren zu DNA-Schidden, die zur Entstehung von diabetischer Nephropathie
fiihren konnen und werden auch als primdre Mediatoren in der Pathogenese gesehen
[HA und KIM, 1999; SON, 2007]. Hyperglykdmie fiihrt in vitro in glomeruldren
Mesangialzellen direkt zu einem Anstieg von OH  und zu einer vermehrten
Lipidperoxidation. Indirekt wirken hohe Glukosekonzentrationen iiber Aktivierung von
PKC, MAPK und Zytokine am Entziindungsgeschehen und der Entstehung von
oxidativem Stress mit [RAHIMI et al., 2005]. AGE Interaktion mit RAGE fiihrt zu
einem Anstieg von ROS und gilt als unabhingiger Risikofaktor fiir diabetische
Nephrophatie [HA und KIM, 1999].

Bei diabetischer Nephropathie kommt es zu einer erhdhten glomeruldren Filtrationsrate,
einem Anstieg des renalen Blutflusses und in Folge steigt der glomeruldre
Filtrationsdruck, welcher das Nierengewebe weiter schidigt [EVCIMEN und KING,
2007]. Angiotensin II ist unter anderem fiir den Blutdruckanstieg verantwortlich und ist
begleitet von oxidativem Stress [TANIYAMA und GRIENDLING, 2003]. ROS 16sen
eine Signaltransduktionskaskade aus, die zu einer vermehrten Expression von Genen
und Proteinen fiihrt, die mit Nephropathie assoziiert sind [LEE et al., 2003]. Im
Frithstadium der diabetischen Glomerulopathie filhren ROS zu einer PGE;-
Uberproduktion (Prostaglandin E,) durch Aktivierung der NFkB-abhingigen COX-2 in
den mesangialen Zellen [MOKINI et al., 2010]. PGE; spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation des Nierenblutdrucks und 1ist ein wichtiger Entziindungsfaktor
[NISHIKAWA und ARAKI, 2007]. NF«kB fiihrt zu einer Monozyten-Infiltration,
welche maligeblich an der Pathogenese beteiligt ist. ROS fiihren zudem zu einer ,,Up-
Regulierung® von TGF-B und Fibronektin, welche sich in der extrazelluldren Matrix der
Niere einlagern - dieser Vorgang ist ein typisches Kennzeichen der diabetischen

Nephropathie [LEE et al., 2003].
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b. Retinopathie

Die Retina ist besonders reich an mehrfach ungeséttigten Fettsduren, hat die hochste
Sauerstoffautnahme aller Gewebe und es findet vermehrt Glukoseoxidation statt. Die
Retina ist daher besonders gefahrdet fiir die Entstehung von oxidativem Stress und unter
hyperglykédmischen Bedingungen wird in den retinalen Endothelzellen vermehrt ROS
gemessen. Werden diese Zellen in vitro supraphysiologischen Glukosekonzentrationen
ausgesetzt, erweisen sich die antioxidativen Systeme (SOD, GSH-Px, KAT und GSH)
als insuffizient [RKOWLURU und CHAN, 2007; MOKINI et al., 2010]. Ein initiales
Ereignis in der Progression von diabetischer Retinopathie ist die vermutlich NF-kB-
induzierte Apoptose von retinalen Kapillarzellen. Die Hauptursache der Retinopathie ist
jedoch die passive Diffusion von Glukose in das Linsengewebe, wodurch der
Polyolstoffwechsel aktiviert wird und es zur Akkumulation von Polyolen kommt, da
diese nicht diffundieren konnen. In Folge kommt es zu osmotischem und oxidativem
Stress, welcher zur Entstehung der diabetischen Retinopathie fithren [RAHIMI et al.,
2005]. Weiters ist die AGE-Akkumulation im retinalen Gewebe eng mit diabetischer
Retinopathie assoziiert. Sie fiihrt iber NF-«xB und ROS zur Kapillarzell-Apoptose
[KOWLURU und CHAN, 2007]. Vermehrte Zytokin-Ausschiittung (IL-1, IL-8, TNF-a)
durch oxidativen Stress fithrt zu Leukozyten Aktivierung, welche ebenfalls an der
Entstehung der Retinopathie beteiligt sind [BUSIK et al., 2008]. Zytokine fiihren zudem
indirekt {iber PGE, zur Verdnderung von VEGF-abhingigen Permeabilitit und
Angiogenese [KOWLURU und CHAN, 2007].

4.2.4.2 Neuropathie

Die Halfte aller Typ II Diabetiker erkrankt im Laufe des Lebens an Neuropathien
[FIGUEROA-ROMERO et al., 2008]. Das Risiko fiir diabetische Neuropathien steigt
mit der Krankheitsdauer und ist abhidngig von der glykdmischen Kontrolle [VINCENT
et al., 2004]. Betroffen ist hauptsichlich das periphere Nervensystem hier jedoch
sowohl das autonome als auch das somatische Nervensystem. Durch Beeintrdchtigung
des autonomen Nervensystems auftretende Herzrhythmusstorungen konnen bei
Diabetikern zum akuten Herztod fiihren [WADA und YAGIHASHI, 2005]. Ein
weiterer wichtiger Aspekt der diabetischen Polyneuropathie ist die verminderte

Regenerationsfihigkeit der Nervenfasern bei Diabetikern [ROSEN et al., 2001] -
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metabolische und oxidative Insulte bewirken hdufig eine rasche Verdnderung von
Gliazellen [RAHIMI et al., 2005]. Eine ROS-abhingige Nervendysfunktion bei
Diabetikern scheint durch neurovaskuldre Defekte verursacht zu sein, welche mit einer
Mikroangiopathie-bedingten Hypoxie assoziiert ist [MOKINI et al., 2010; WADA und
YAGIHASHI, 2005]. Axone reagieren besonders empfindlich auf Hyperglykdmie, da
sie durch ihre Ndhe zum Blutfluss hohen Konzentrationen ausgesetzt sind und viele
ROS-empfindliche Mitochondrien hat [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008]. Weiters
schiddigen ROS direkt Neurone und Schwann-Zellen [CAMERON und COTTER,
1999].

Durch erhohte Glukosekonzentrationen im Gewebe wird die AGE-Bildung im
peripheren  Nervengewebe  gefordert. AGEs  verursachen  Struktur  und
Funktionsverdnderungen durch Proteinmodifikation im peripheren Nervengewebe
davon betroffen sind unter anderem Kollagen, Endothelzellen der Gefille, Schwann-
Zellen und Axone [WADA und YAGIHASHI, 2005]. RAGE-Aktivierung durch
extrazelluldre AGEs fiihrt im diabetischen Tiermodell zur Entstehung und Fortschreiten
der diabetischen Neuropathie und zusétzlich werden zahlreiche Faktoren aktiviert, die
zu oxidativem Stress fiihren (PKC, NF-kB, NADPH Oxidase) [FIGUEROA-ROMERO
et al., 2008].

Der Anstieg von Sorbit und Fruktose durch den Polyol-Stoffwechselweg ist assoziiert
mit einer Dysregulierung von PKC und Na'-K'-ATPase woraus zusitzlich eine
Beeintrachtigung der Nervenfunktion resultiert [WADA und YAGIHASHI, 2005].
Patienten eines Genotypes mit einer hoher Expression von Aldosereduktase neigen
dazu, frither diabetische Neuropathien zu entwickeln [FIGUEROA-ROMERO et al.,
2008].

Durch die gesteigerte Expression von PAI-1 (Hexosamin-Stoffwechsel) kommt es zu
einer Ischdmie von Nerven und zusétzlich wird die Nervenregeneration durch PAI-1
blockiert. Bei Diabetikern (sowohl Typ I als auch II) mit Neuropathien wurden in
verschiedenen Studien erhohte Serumlevel an PAI-1 und TGF-8 festgestellt
[FIGUEROA-ROMERO et al., 2008].

PKC hat kaum direkten Einfluss auf die Entstehung von Neuropathien, ist jedoch an
Mikro- und Makroangiopathien und somit indirekt auch an der Entstehung der
diabetischen Neuropathie beteiligt [VINCENT et al., 2004]. Eine PKC-Hemmung
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zeigte im diabetischen Tiermodell eine Verbesserung der Nerven-Dysfunktion
[POP-BUSUI et al., 2006].

Verstirkte PARP-Aktivierung fiihrt zu neurovaskuldren Abnormalititen, die die
Entstehung einer diabetischen Neuropathie begiinstigen [FIGUEROA-ROMERO et al.,
2008].

Im Blut von Patienten mit diabetischer Neuropathie sind verschiedene
Entziindungsmediatoren (TNF-a, IL-6, COX-2, C-reaktives Protein, etc.) vermehrt
vorhanden und diese Faktoren werden mit der Entstehung der Neuropathie assoziiert.
Aktivierte Endothelzellen in Nervenzellen locken Entziindungszellen an, dies fiihrt zu
einer lokalen Zytokin- und ROS-Produktion. Durch Uberstimulation von NF-kB werden
Neurone und BlutgefdBle anfilliger fiir mangelhafte Durchblutung. Durch NF-xB
werden Makrophagen aktiviert, dies fithrt zur weiteren Zytokin- und ROS-Bildung
sowie zur Schadigung von Nerven und Gefalen [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008].

4.2.4.3 Diabetisches Fulisyndrom

Die Ursache des diabetischen Fulsyndrom ist in 40% der Fille eine Neuropathie und in
20% eine Angiopathie, wobei hédufig erst eine Kombination zur Entstehung fiihrt
[MEHNERT et al., 2003]. Gegenwartig ist die einzige Behandlung die Glukosekontrolle
und eine sorgfiltige FuBpflege [FIGUEROA-ROMERO et al., 2008]. In einer Studie
hatten Patienten mit diabetischem FuBlsyndrom signifikant hohere Lipidperoxid- und 8-
OHdG-Werte im Vergleich zu Gesunden und DM-II-Patienten ohne Komplikationen.
Zusétzlich wurde eine verminderte Aktivitdt von SOD festgestellt [BOLAJOKO et al.,
2008].

4.3 Antioxidantien in der Therapie von Diabetes Mellitus I1

Viele Studien bei Diabetikern oder in diabetischen Tiermodellen wurden durchgefiihrt,
um herauszufinden ob eine Therapie mit Antioxidantien die Entstehung von
Folgekrankheiten verhindern bzw. verzégern kann. In diabetischen Tiermodellen waren
die Verhinderung von oxidativem Stress und eine Pridvention von diabetischen

vaskuldren Erkrankungen durch den gezielten Einsatz von Antioxidantien erfolgreich.

73



KRANKHEITSVERLAUF DM-II

Humanstudien lieferten bislang allerdings widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der
Effektivitit von  Antioxidantien in der Diabetestherapie [SON, 2007].
Studienergebnisse, welche keine positive Wirkung von Antioxidantien erkennen liefen,
konnten mitunter durch Probanden mit mangelhaftem Antioxidantienstatus, welche
daher nicht signifikant von der Antioxidantiengabe profitierten, verfialscht worden sein
[JAY et al., 2006]. Eine andere mogliche Erkldrung fiir das Scheitern der
Antioxidantientherapien ist, dass herkdommliche Antioxidantien ROS nur stdichmetrisch
neutralisieren konnen, wohingegen die ROS-Produktion ein kontinuierlicher Prozess
wodurch es zur Akkumulation und oxidativen Schadigungen kommt. Die Entwicklung
eines Antioxidans, das kontinuierlich arbeitet wie ein Enzym und direkt in den
Mitochondrien wirkt, scheint erforderlich [BROWNLEE, 2001; FRIDLYAND und
PHILIPSON, 2005]. Einige Mineralstoffe wie Zink, Magnesium und Selen zeigen auf
Grund ihrer Wirkung als Cofaktoren von enzymatischen Antioxidantien Nutzen in der
Therapie von Diabetes [KOWULURO und CHAN, 2007]. Andere Versuche ergaben
jedoch keinen positiven Effekte, sondern sogar negative Auswirkung einer Zink bzw.
Selen Supplementierung bei Diabetikern [BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000;
STRANGES et al., 2007]. Einige der gingigsten Medikamente in der Diabetestherapie
(Metformin, Sulfonylharystoff, Thiazolidindion, etc.) zeigen ebenfalls antioxidative
Wirkungen [CHOI et al., 2008].

Ein aktueller Forschungsansatz ist die Hemmung der Hyperglykdmie-induzierten
Stoffwechselwege wie AGE-Bildung, PKC- und Polyolstoffwechsel [BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2000].

4.3.1 Allgemeine Wirkung von Antioxidantien

In Vitro — Versuche: In Endothelzellen konnte durch Verabreichung von Vitamin C
und E die Entstehung von oxidativem Stress unter supraphysiologischen
Dextrosekonzentrationen verhindert werden. Die Antioxidantiengabe hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Entstehung von Stress im endoplasmatischem Retikulum

[SHEIKH-ALI et al., 2010]. Weiters zeigte sich, dass die Vitamin E — Aufnahme in die
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Erythrozytenmembran unter hyperglykdmischen Bedingungen gestort ist [VINCENT et
al., 2004].

Dariiber hinaus ergaben verschiedene in vitro Modelle positive Effekte von ALA:
Modulation des Glukose-Metabolismus bei Insulinresistenz, Schutz vor oxidativem

Stress und verbesserte Insulinwirkung [HENRIKSEN, 2006].

Tierversuche: Eine Kombination aus Vitamin C und E erzielt im diabetischen
Tiermodell eine Normalisierung zahlreicher Parameter von oxidativem Stress, u.a. der
Lipidperoxidation und des NF-kB. Der genaue Mechanismus ist unklar, aber es wird
vermutet, dass insbesondere Vitamin C die DAG-Gehalte durch Aktivierung der DAG-
Kinase senkt und somit von maligeblicher Bedeutung fiir den Effekt ist [SCOTT und
KING, 2004]. Es konnte jedoch auch durch alleinige Vitamin E — Verabreichung der
Lipidstoffwechsel und die Lipidperoxidation bei diabetischen Ratten normalisiert
werden [VINCENT et al., 2004].

ALA verbessert bei diabetischen Ratten zahlreiche Parameter von oxidativem Stress (8-
OHdG, Malondialdehyd, etc.) sowie den Antioxidantien-Status (SOD und Vitamin C)
und besitzt das Potential morphologische Verdnderungen der Gefdfle zu verhindern
[BALKIS-BUDIN et al., 2009]. Eine Kombination von ALA und Bewegung wirkt sich
signifikant glinstig auf die Insulinwirkung und Blutzuckernormalisierung bei Diabetes
aus [HENRIKSEN, 2006].

Das Polyphenol Butein hemmte bei einem Versuch mit Ratten das Enzym
Aldosereduktase und somit die Aktivierung des Polyolstoffwechsels (siche
Kapitel 4.1.1.2) [DEMBINSKA-KIEC, et al., 2008].

Taurin ist ein direkter HOCI-Fianger und konnte im Tierversuch die AGE-Bildung
reduzieren sowie die ROS-Produktion positiv modulieren [SCHAFFER et al., 2009].

Klinische Studien: Bei Diabetikern werden hdufig niedrigere Level an Antioxidantien
als bei Gesunden gemessen. Die hdufigsten Defizite sind bei Vitamin C, Glutathion und
SOD zu finden, aber auch der Status von Vitamin E, KAT und GSH-Px ist bei
Diabetikern vielfach signifikant erniedrigt [RAHIMI et al., 2005; RAMAKRISHNA
und JAILKHANTI, 2008].
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Die am héufigsten untersuchten Antioxidantien sind Vitamin C und E, welche in
einigen Studien (besonders in hohen Dosen) Marker von oxidativem Stress und
Lipidperoxidation senken konnten [RAHIMI et al.,, 2005]. Jedoch weist eine
Metaanalyse darauthin, dass hochdosiertes Vitamin E (<400IU/d) den positiven Effekt
umkehren und die Mortalitdt steigern konnte [JAY et al., 2006]. Weiters konnte gezeigt
werden, dass alleine durch regelméBige glykdmische Kontrolle zwar eine signifikante
Reduktion von oxidativem Stress, jedoch keine Normalisierung des Redoxstoffwechsels
erzielt werden kann. Durch zusitzliche Vitamin E-Gabe wurde der Serumstatus dieses
Vitamins normalisiert, die Malondialdehydlevel gesenkt und die GSH-Aktivitit
gesteigert; die oxidativen Stress-Parameter waren im Vergleich zu Gesunden jedoch
weiterhin erhoht [SHARMA et al., 2000].

Obwohl in einer Studie mit Vitamin C (1 g/d fir 4 Monate) ein Anstieg von
intrazellulirem GSH, eine Verbesserung des Vitamin C-Status und eine Senkung von
Plasma ROS-Werten bei Diabetikern festgestellt werden konnte, erzielte alleinige
Vitamin C-Supplementierung in den meisten Studien bislang nur beschrinkten
therapeutischen Nutzen bei Diabetikern [PAOLISSO et al., 1995; VINCENT et al.,
2004; POP-BUSUI et al., 2006].

4.3.2 Spezielle Krankheitsbilder

4.3.2.1 Kardiovaskuliire Erkrankungen

In Vitro — Versuche: Polyphenole induzieren in vitro Vasorelaxation indem sie die
Bioverfiigbarkeit von NO steigern und vasokonstriktive Faktoren (z.B.:Endothelin-1)
hemmen [DEMBINSKA-KIEC et al., 2008].

Tierversuche: Durch Verabreichung von Vitamin C (200mg/kg KG/d) konnte bei
diabetischen Ratten das Lipidprofil (Triglyceride, Cholesteringehalt, LDL-Cholesterin)
signifikant verbessert werden [OWU et al., 2006].

Vitamin E normalisiert nicht nur den Lipidstoffwechsel, sondern senkte in
Tiermodellen auch das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen [MEAGHER und
RADER, 2001].
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In einem Versuch mit diabetischen Ratten konnte B-Carotin die Entstehung von
Atherosklerose effektiv verhindern [MEAGHER und RADER, 2001].

Polyphenole verhinderten in einem diabetischen Tiermodell die Plaquebildung indem
sie oxidativen Stress verminderten und den Lipidstoffwechsel positiv modulierten.
Polyphenole (z.B.: Reservatol, Quercetin) wirken indem sie die Expression von
Zytokinen (TNF-a, IL-6, etc.) und Adhdsionsmolekiilen (ICAM, VCAM, etc.) hemmen,
entziindungshemmend [DEMBINSKA-KIEC et al.,, 2008]. Reservatol (2,5 mg/kg
KG/d) zeigte bereits in verschiedenen diabetischen Tiermodellen eine protektive
Wirkung hinsichtlich vaskuldrer Komplikationen da es die Aktivitdit von Mn-SOD
steigerte und den Blutzucker senkte. Zusétzlich konnte Reservatol die post-ischdmische
Herz-Dysfunktion verbessern [HILL, 2008].

Carnitin wirkt als intrazelluldrer O, -Féanger und verbessert die mitochondriale
Funktion. Im diabetischen Tiermodell konnte durch Verabreichung von Carnitin die
Herzfunktion, die Funktion peripherer Nerven und der vaskuldre Blutfluss normalisiert

werden [CERIELLO, 2003].

Klinische Studien: Bei Probanden mit gestorter Glukosetoleranz und DM-II erwies sich
eine 15-tdgige hochdosierte (> UL) Antioxidantien-Therapie (600g/d N-Acetylcystein,
300g/d Vitamin E und 250mg/d Vitamin C) als erfolgreich in der Senkung von
postprandialem oxidativen Stress und zahlreicher Marker der endothelialen Dysunktion
(VCAM-1, etc.) [NERI et al.,, 2005]. In der doppelblinden, Placebo-kontrollierten
POPADAD-Studie (prevention of progression of arterial disease and diabetes) wurde
Aspirin (100 mg/d) und/oder eine Antioxidantienmischung (a-Tocopherol 200 mg,
Vitamin C 100 mg, Zinksulfat 10 mg, etc.) an 1246 Patienten mit DM mit hohem
kardiovaskuldren Risiko verabreicht. Weder fiir Aspirin noch fiir die eingesetzte
Antioxidantienmischung konnte eine Assoziation mit kardiovaskuldren Ereignissen
festgestellt werden [BELCH et al., 2008]. Vitamin C (200mg/d) und E (150mg/d)
senkten in Kombination mit Zink und Magnesium in einer Studie mit Diabetikern den
Blutdruck und verbesserten das Lipidprofil (Anstieg von HDL) [FARVID et al., 2004;
FARVID et al., 2004a].

In der randomisierten, Placebo-kontrollierten HOPE-Studie (Heart Outcomes

Prevention Evaluation) welche an 3654 Personen mit DM-II durchgefiihrt wurde, hatte
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eine Vitamin E-Supplemetierung (400 IU/d fiir 4,5 Jahre) keinen Einfluss auf
kardiovaskuldre Ereignisse und diabetische Nephropathie [LONN et al., 2002]. Die
CHAOS (Cambridge Heart Antioxidant Study) und die SPACE (Secondary prevention
with antioxidants of cardiovascular disease in endstage renal disease) Studien liefern
Hinweise darauf, dass Vitamin E (800 IU/d) die kardiovaskuldre Funktion bei
Diabetikern verbessert [STEPHENS et al., 1996; BOAZ et al., 2000]. Pharmakologische
Vitamin E-Dosen (900 mg/d fiir 4 Monate) verbesserten bei Probanden mit DM-II die
Insulinwirkung, verminderten oxidativen Stress (GSSG/GSH Verhéltnis sank um 47%)
und verbesserten die Mikroviskositdt der roten Blutkorperchen [PAOLISSO et al.,
1993]. In einer weiteren Studie (doppelblind, Placebo-kontrolliert, DM-I & -II) in der
den Probanden hochdosiertes Vitamin E (1800 IU/d fiir 12 Monate) verabreicht wurde,
zeigte sich in der Interventionsgruppe allerdings eine Verschlechterung der
Vasodilatation des Endothels, des systolischen Blutdrucks und es kam zu einem Anstieg
von C-reaktiven Protein [ECONOMIDES et al., 2005].

Vitamin C steigert die NO-Produktion in Endothelzellen indem es den Cofaktor BHy
stabilisiert [SCHULTZ JOHANSEN et al., 2005]. In der Studie von Chen et al. konnte
keine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion durch Vitamin C erzielt werden und
auch andere Studien fanden keinen Zusammenhang zwischen Vitamin C — Status bzw.
Aufnahme und dem kardiovaskuldren Risiko [MAYER-DAVIS et al., 1997; CHEN et
al., 2006]. Im Zuge der Iowa’s Women Health Study wurde unter anderem die Vitamin
C-Aufnahme bei Diabetikerinnen erhoben und eine Korrelation zwischen hoher Vitamin
C-Aufnahme aus Supplementen und gesteigertem Risiko fiir kardiovaskulidre Ereignisse
bzw. Mortalitit gefunden. Eine Erkldrung hierfiir konnten die prooxidative Eigenschaft
von Vitamin C in hohen Konzentrationen sein [LEE et al., 2004].

Orale Coenzym Qqo-Supplementierung (200mg/d fiir 12 Wochen) verbesserte in einer
Studie mit DM-II den Blutdruck und den HbA ., diese Effekte waren jedoch nicht mit
der Senkung von oxidativem Stress assoziiert [HODGSON et al., 2002]. In einer
weiteren Studie wurde zusétzlich die endotheliale Dysfunktion bei Diabetikern
verbessert. Diese Verbesserung war durch die Senkung des lokalen vaskuldren
oxidativen Stresses bedingt [HAMILTON et al., 2009].

BHs-Supplementation verbesserte bei Probanden die endotheliale Vasodilatation. Die

Ursache diirfte die Cofaktor-Funktion von BH4 bei der eNOS sein [JAY et al., 2006].
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Orale Supplementierung mit NAC (600mg/d) und L-Arginin (1200mg/d) verbesserten
in einer 6-monatigen Studie bei Diabetikern Bluthochdruck und endotheliale
Dysfunktion durch gesteigerte Bioverfiigbarkeit von NO [MARTINA et al., 2008].

Einige Humanstudien zeigen, dass Polyphenole zu eciner verbesserten endothelialen
Funktion beitragen konnen [DEMBINSKA-KIEC et al., 2008]. In einer Studie mit
Rotwein (118mL/d fiir 1 Jahr) verbesserten sich die Herzfunktion und das Ausmal} des
oxidativen Stresses bei 115 Probanden mit DM-II; diese Effekte werden dem

antioxidativem Inhaltsstoff Reservatol zugeschrieben [HILL, 2008].

4.3.2.2 Mikrovaskulire Erkrankungen

Tierversuche: In einigen diabetischen Tiermodellen verbesserten sich kardiovaskulédre
Abnormalitidten wie endotheliale Dysfunktion, Permeabilitdt, Vasorelaxtion, Blutfluss
und Nervenleitgeschwindkeit durch Verabreichung von Vitamin C und E [SCOTT und
KING, 2004].

Klinische Studien: In einer Studie erwies sich eine Dosis von 600 mg/d ALA
unabhingig vom Blutzuckerspiegel als positiv bei Diabetikern mit endothelialer
Dysfunktion [ROSEN et al., 2001]. So verbessert ALA die Mikrozirkulation und
vermindert oxidativen Stress bei Patienten mit DM-II [POP-BUSUI et al., 2006].
Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass akute ALA-Infusionen zu einer Verbesserung

der NO-vermittelten Vasodilatation fithren [ZIEGLER et al., 2004]

Nephropathie

In vitro-Versuche: In einer Studie mit Mesangialzellen blockierten sowohl Vitamin C
als auch Vitamin E den Hyperglykdmie-induzierten Anstieg von PKC, TGFf und die
Synthese von Kollagen sowie Fibronektin. Die TGF-B vermittelte Matrixprotein-
Synthese konnte durch die Antioxidantiengabe allerdings nicht unterdriickt werden

[STUDER et al., 1997].

Tierversuche: Die Fiitterung diabetischer Ratten mit Vitamin C (10g/kg KG/d) und
Vitamin E (200mg/kg KG/d) ergab keinen signifikant positiven Einfluss dieser

Antioxidantien auf den renalen Blutdruck und die Kreatinin-Clearance. Der Anstieg von
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TGF-B und die gesteigerte Albumin-Clearance konnte durch die Antioxidantien-Gabe
jedoch unterdriickt werden und das glomeruldre Volumen nahm signifikant zu
[CRAVEN et al., 1997].

Orale Taurin-Verabreichung bei Ratten reduziert nachweislich die oxidative
Schéadigung in den Nieren der Tiere durch Verminderung von Lipidperoxidation und

AGE-Akkumulation [RUHE und MC DONALD, 2001].

Klinische Studien: Vitamin C (1250 mg/d) und E (680 IU/d) konnten auch in
Humanstudien {iber 4 Wochen verabreicht die Albumin-Clearance senken [GAEDE et
al., 2001]. Vitamin E verhinderte zusitzlich in verschiedenen Studien glomeruldre
Hyperfiltration, Albuminurie, renale PKC-Aktivitit, glomeruldre Hypertrophie und
TGF-B Akkumulierung [HA und KIM, 1999]. In der Studie von Farvid et al. konnte
durch kombinierte Verabreichung von Vitamin C, E und Mineralstoffen nicht nur eine
Blutdrucksenkung, sondern auch eine Verbesserung der glomeruldren Funktion, jedoch
nicht der tubuldren Funktion, erzielt werden [FARVID et al., 2005].

Weiters zeigte sich in diversen Studien, dass ALA eine signifikante Senkung der

Albuminurie, einem Marker fiir Nephropathie, begiinstigt [ROSEN et al., 2001].

Retinopathie

Tierversuche: ALA erwies sich auch bei diabetischer Retinopathie als giinstig:
vermindert Lipidperoxidation und oxidativem Stress (8-OHdG), Hemmung der NF-«xB-
Aktivierung, geringere Apoptoserate und eine Verbesserung des NAD'/NADH
Verhiltnisses. Im diabetischen Tiermodell konnte ALA die Entstehung von
Retinopathie verhindern [KOWLURU und CHAN, 2007]. Eine Verbesserung des
retinalen Blutflusses konnte mit ALA-Supplementierung im Gegensatz zu Vitamin C
und E jedoch nicht erreicht werden [SCOTT und KING, 2004]. Die Kombination von
Vitamin C und E erzielte in einigen Studien eine signifikante Reduktion der Entstehung
von Retinopathien, in anderen zeigten sich keine protektiven Effekte. Besonders in
Kombination von NAC, B-Carotin und Selen konnte im diabetischen Tiermodell die
PKC-Aktivitit und ROS-Bildung in der Retina unterdriickt werden [KOWLURU und
CHAN, 2007].
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Verschiedene Curcumin-Derivate zeigten bei Ratten und Affen eine protektive
Wirkung in der Katarakt-Prophylaxe. Curcumin steigert die GSH-Px-Aktivitit und
wirkt zusétzlich als Radikalfainger [OSAWA und KATO, 2005].

Benfotiamin, cin fettlosliches Thiamin-Derivat, konnte bei diabetischen Ratten die
Entstehung von Retinopathie durch Hemmung von PKC, AGE-Bildung und des
Hexosamin-Stoffwechselwegs unterdriicken [KOWLURU und CHAN, 2007].

Klinische  Studien:  Einige = Medikamente @ mit  antioxidativer =~ Wirkung
(Dihydroxybenzensulfonat, Pycnogenol) werden gezielt zur Therapie von diabetischer

Retinopathie erfolgreich eingesetzt [ KOWLURU und CHAN, 2007].

4.3.2.3 Neuropathie

Tierversuche: Bei jungen diabetichen Ratten konnten durch Vitamin E - Gabe
Verbesserungen in Wachstum und Regeneration von Nerven erzielt werden. Zudem
wurden die Nervenleitgeschwindigkeit und der Blutfluss durch die Supplementation in
den Nerven verbessert [CAMERON und COTTER, 1999; SON; 2007].

ALA unterstiitzte bei einer 6-wochigen Supplementation bei Ratten den Erhalt des
Antioxidantienstatus, die periphere Nervenleitung und den Blutfluss. [POP-BUSUI et
al., 2006].

Klinische Studien: ALA wird seit Jahrzehnten in der Therapie von diabetischer
Neuropathie verwendet [EVANS und GOLDFINE, 2000]. In klinischen Studien wurden
mittels ALA deutlich verminderte oxidative Stressmarker in den Neuronen und einen
Anstieg des Blutflusses erzielt. In den Placebo-kontrollierten, doppel-blinden ALADIN-
Studien (Alpha-Lipoic Acid in Diabetic Neuropathy) wurde 900 Patienten mit
diabetischer Neuropathie ALA sowohl intravends (100 — 600 mg/d fiir 3 Wochen) als
auch oral (600 — 1800 mg/d fiir weitere 6 Monate) verabreicht. Die Symptome
(Schmerzen, Taubheitsgefiihl, Brennen, Pardsthesien) verbesserten sich nach der
intravendsen ALA Behandlung bei der Interventionsgruppe signifikant. Nach
Studienende zeigten sich allerdings kaum Unterschiede hinsichtlich der

Symptomverbesserung bei den Probanden. Der NIS (Neuropathy Impairment Score),
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welcher alle klinisch relevante Nervenfunktionen zusammenfasst, wurde jedoch
stabilisiert [ZIEGLER et al., 1999; ROSEN et al., 2001]. Auch andere Studien mit
kurzer Interventionszeit (3-6 Wochen) konnten signifikante Besserung der Symptome
sowohl bei oraler als auch intravendser Verabreichung von ALA feststellen. Ob diese
kurzfristigen Effekte auf die Progression von diabetischen Neuropathien umgelegt
werden konnen, ist noch fraglich und bedarf noch weiterer Untersuchungen mittels
Langzeitstudien [RUHNAU et al., 1999; ZIEGLER et al., 2004; POP-BUSUI et al.,
2006].

In einer begrenzten Zahl von Studien in denen Vitamin E (meist dosiert z.B. 1800IU/d)
an Diabetespatienten verabreicht wurde, konnten Verbesserungen von neurovaskuldren
Symptomen erzielt werden, die Mehrheit der Studien erzielte jedoch keine signifikanten

Ergebnisse [SCOTT und KING, 2004; POP-BUSUI et al., 2006].

82



SCHLUSSBETRACHTUNG

S Schlussbetrachtung

Weltweit und auch in Osterreich ist die Privalenz von Diabetes mellitus Typ II (DM-II)
stark steigend. Diese Zahlen sind nicht allein durch die steigende Lebenserwartung
bedingt, sondern die Diagnose trifft zunehmend jlingere Personen und auch bereits
Kinder. Mit zunehmender Krankheitsdauer steigt das Risiko von Folgekrankheiten vor
allem vaskuldren Komplikationen stark an. Die Therapie von Diabetes insbesondere bei
Komplikationen verursacht enorme Kosten fiir das Gesundheitssystem. Es wird daher
intensiv nach den Krankheitsursachen geforscht um Préventionsansitze und Therapien

zu verbessern, sowie in Folge Kosten zu senken.

Im Laufe des Lebens akkumulieren sich freie Radikale im Korper und verursachen
oxidativem Stress, der mit zahlreichen altersbedingten Krankheiten unter anderem
Typ II Diabetes assoziiert wird. Die Hauptursache von DM-II ist ein so genannter
,westlicher Lebensstil“ mit fett- und zuckerreicher Erndhrung bei gleichzeitigem
Bewegungsmangel. Die Folge ist meist Ubergewicht hiufig in Kombination mit
gestorter Glukosetoleranz, Dyslipiddmie und Bluthochdruck. Diese Kombination wird
als metabolisches Syndrom bezeichnet und ist hdufig die Vorstufe eines manifesten
DM-II. Das Stadium ist gekennzeichnet von Hyperglykdmie und erhohten

Plasmakonzentrationen von freien Fettsduren.

Dieses Uberangebot an Energiesubstraten fiihrt zu Bildung von freien Radikalen unter
anderem durch eine Steigerung der Citratzyklus-Aktivitit. Oxidativer Stress geht mit
einer verminderten Empfindlichkeit und Wirkung von Insulin einher und begiinstigt die
Entstehung von Insulinresistenz sowohl bei Stoffwechselgesunden als auch bei
Diabetikern. Die Folge der mangelnden Reaktion des Gewebes auf Insulin ist ein
Anstieg des Blutzuckers, welcher wiederum zu einem Anstieg an freien Radikalen fiihrt.
Zusiatzlich kommt es zu Hyperinsulindmie, die eine weitere ,,Down‘-Regulierung der

Insulinkaskade bewirkt.
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Das intrazellulire Milieu der B-Zellen des Pankreas ist reich an Glukose
(Energiegewinnung) und Sauerstoff (Insulinproduktion) und durch die geringen
antioxidativen Kapazititen fiir oxidativen Stress besonders anfillig. Toxische
Konzentrationen von Glukose und freien Fettsduren werden als Gluko- bzw.
Lipotoxizitit bezeichnet und fiilhren zu Verdnderungen der Insulinsekretion,
Genexpression und zur B-Zell-Apoptose. Die Folge der B-Zell-Dysfunktion ist eine
Storung der Insulinsekretion und folglich kommt es vermehrt zu Hyperglykdmien. Bei
all diesen Vorgingen diirfte oxidativer Stress direkt bzw. indirekt (Stresskinasen, etc.)
eine Rolle spielen. Ein weiteres Indiz, dass oxidativer Stress an der Entstechung von
Diabetes beteiligt ist, sind die signifikant erniedrigten Antioxidantien-Level bei
Diabetikern insbesondere bei jenen mit geringer glykdmischen Kontrolle wie es hiufig

bei der Manifestation der Fall ist.

Um einen manifesten DM-II zu verhindern, muss der ,,pradiabetische Teufelskreis*
durchbrochen werden. Vorrangiges Ziel ist die Vermeidung von Hyperglykdmie und
des in Folge entstehenden oxidativen Stresses. In der medikamentdsen Therapie werden
meist orale Antidiabetika zur Blutzuckersenkung empfohlen. In einigen Studien zeigte
auch die Insulintherapie bereits im priadiabetischen Stadium einen signifikanten Nutzen
wie Erhalt der B-Zellmasse. Mittels Lifestyle-Modifikation kann der Blutzucker gesenkt
und die Manifestation von Diabetes unterdriickt bzw. verzégert werden. Durch
vermehrte Bewegung sinkt nicht nur das Korpergewicht, sondern es verbessert sich
auch die Insulinempfindlichkeit. Eine didtetische Mallnahme ist die Bevorzugung von
Lebensmittel mit niedrigem glykdmischen Index, um eine postprandiale Hyperglykédmie
zu vermeiden. Antioxidantien-reiche Lebensmittel wie Obst- und Gemiise sind in der
Priavention von Diabetes besonders empfehlenswert. Antioxidantien-Supplemente
zeigten in zahlreichen Studien jedoch kaum protektive Effekte und sind nach
derzeitigem Wissenstand in der Prdvention von Diabetes nicht als empfehlenswert

einzustufen.

Die diabetische Stoffwechsellage insbesondere supraphysiologische Glukose-
Konzentrationen, aber auch Stérungen im Lipidstoffwechsel fiihren zur Bildung von

oxidativem Stress indem sie einerseits vermehrt freie Radikale freisetzen und
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andererseits die antioxidativen Kapazititen mindern. Ein Zusammenhang zwischen
Hyperinsulindmie und oxidativem Stress wird zwar von einigen Experten vermutet,
konnte interessanterweise jedoch nicht festgestellt werden. Die Aktivierung der
Hyperglykdmie-aktivierten — Stoffwechselwege (AGE, PKC, Hexosamin- und
Polyolstoffwechsel) sowie NF-kB und Stresskinasen erfolgt unter anderem durch freie
Radikale (im speziellen Superoxidanion) und gleichzeitig verursachen diese
Stoffwechselwege oxidativem Stress. Zudem sind sie auch direkt an der Entstehung

diabetischer Folgekrankheiten beteiligt.

Die Progression von diabetischen mikro- und makrovaskuldren Komplikationen durch
oxidativen Stress ist hauptsdchlich bedingt durch eine verminderte Verfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid bei gleichzeitiger Peroxynitrit-Bildung. Die Folge ist eine Storung
der Vasodilatation und vermehrte Aggregation von Leukozyten und Thrombozyten.
Zusédtzlich wird durch oxidativen Stress LDL-Cholesterin vermehrt oxidiert, dies
verstirkt die Gefahr von Plaquebildung und somit von GefdBkrankheiten. Weiters
fiihren freie Radikale zur vermehrten Ausschiittung von Entziindungsfaktoren wie
Zytokine, die die Entstehung von Gewebsldsionen und Apoptose von Endothelzellen
begiinstigen. Besonders gefdahrdet durch oxidative Schiadigung ist die Retina, welche
reich an ungesittigten Fettsduren ist und eine hohe Sauerstoffaufnahme hat. Oxidativer
Stress ist an der Entstehung aller mikrovaskuldren Erkrankungen beteiligt, diirfte jedoch
nicht der Ausloser sein, da diese bei anderen mit oxidativem Stress-assoziierte
Krankheiten nicht auftreten.

Der Einfluss von oxidativem Stress auf die diabetische Neuropathie ist hauptsédchlich

bedingt durch Stérungen im Blutfluss (d.h. vaskuldre Komplikationen).

Da durch die diabetische Stoffwechsellage vermehrt freie Radikale entstehen, liegt die
Vermutung nahe die Entstehung von oxidativen Stress mittels Antioxidantiengabe zu
unterdriicken. Zudem weisen Diabetiker allgemein und insbesondere jene mit
Komplikationen verminderte antioxidative Kapazitdten auf. Im diabetischen Tiermodell
erwies sich diese Theorie zum Teil als richtig und es konnte die Entstehung
diabetischen Folgekrankheiten durch Antioxidantien vermindert werden. In

Humanstudien blieben iiberzeugende Erfolge bislang aus. Zwar haben einige Studien
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durchaus positive Ergebnisse gezeigt, jedoch lag die Dosis der Antioxidantien vielfach
im pharmakologischen Bereich und teilweise jenseits des Upper Levels. Diese
Konzentrationen sind fiir einen lingeren Zeitraum nicht empfehlenswert und kdnnen
zudem eine prooxidative Wirkung haben. Einzige Ausnahme a-Liponsdure, welche in
der Therapie von diabetischer Neuropathie eingesetzt wird. Bisher konnte jedoch nur
eine kurzfristige Linderung der Symptome beobachtet werden, es bedarf daher noch
weiterer Untersuchungen mittels Langzeitstudien um den tatsdchlichen Nutzen von

a-Liponsédure in der Therapie von diabetischen Komplikationen zu sichern.

Eine mogliche Erklarung fiir das Scheitern der Antioxidantientherapien ist, dass
herk6mmliche Antioxidantien freie Radikale nur stdéichmetrisch neutralisieren konnen,
wohingegen die ROS-Produktion ein kontinuierlicher Prozess ist wodurch es zur
Akkumulation und oxidativen Schidigungen kommt. Auch konnten Studienergebnisse,
welche keine positive Wirkung von Antioxidantien erkennen lieBen, mitunter durch
Probanden mit mangelhaftem Antioxidantienstatus, welche daher nicht signifikant von

der Antioxidantiengabe profitierten, verfilscht worden sein.

Nach derzeitigem Wissensstand ist oxidativer Stress an der Entstehung von Diabetes
Mellitus Typ II und dessen Folgekrankheiten beteiligt. Die diabetische Stoffwechsellage
insbesondere Hyperglykdmie trdgt massiv zur Produktion von freien Radikalen bei. Um
oxidativen Stress zu vermeiden gilt es den Blutzucker im Normalbereich zu halten. Fiir
Antioxidantien kann zum jetzigen Zeitpunkt keine Empfehlung ausgesprochen werden.
Lebensstilmodifikation mit ausreichend Bewegung und einer ausgewogenen Mischkost
(mit Augenmerk auf Lebensmittel, die einen geringen glykdmischen Index aufweisen

und reich an Antioxidantien sind) ist hingegen empfehlenswert.
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6 Zusammenfassung

Die Zahl der Typ II Diabetiker nimmt weltweit immer mehr zu. Die Hauptursache ist
ein verdnderter Lebensstil mit fett- und zuckerreicher Erndhrung, sowie
Bewegungsmangel, aber auch die zunehmende Lebenserwartung spielt eine Rolle. Im
Laufe des Lebens ,,akkumulieren” sich freie Radikale im Korper und verursachen
oxidativen Stress, der mit zahlreichen altersbedingten Krankheiten unter anderem Typ II
Diabetes assoziiert wird. Die Entstehung von Diabetes geht mit Insulinresistenz und B-
Zell-Dysfunktion einher und ist gekennzeichnet durch erhohte Konzentrationen an
Glukose und freien Fettsduren, welche iiber verschiedene molekulare Mechanismen
oxidativen Stress erzeugen konnen. Zahlreiche epidemiologische Daten zeigen bei
Diabetikern erhdhte Stressparameter und signifikant geringere Plasmagehalte
verschiedener Antioxidantien (z.B.: Vitamin C). Es deutet somit vieles auf eine
Beteiligung von oxidativem Stress an der Entstehung von Diabetes hin. Studien mit
Antioxidantieneinsatz in der Privention von Diabetes zeigten bislang nur geringe
Effektivitit, eine Lebensstil-Modifikation (Bewegung und gesunde Mischkost) scheint
vergleichsweise wesentlich effektiver zu sein. Die Entstehung von oxidativem Stress
durch die diabetische Stoffwechsellage insbesondere Hyperglykdmie gilt als gesichert.
Durch Hyperglykdmie wird die mitochondriale Superoxid-Radikal-Produktion
gesteigert und zusétzlich werden zahlreiche molekulare Stoffwechselwege
(Proteinkinase C, Polyolstoffwechsel) aktiviert, welche zu zusétzlichem oxidativem
Stress fiihren. Oxidativer Stress ist iiber verschiedene Mechanismen an der Entstehung
von diabetischen Folgekrankheiten beteiligt. Die molekularen Vorgidnge sind sehr
komplex und stark von der Stoffwechsellage, insbesondere der glykdmischen Kontrolle
abhingig. In der Therapie und Privention von Folgekrankheiten zeigen herkdmmliche
Antioxidantien wie Vitamin C und E nur wenig Erfolg, bei Supplementierung in hoher
Konzentration konnte sogar eine prooxidative Wirkung nachgewiesen werden.

Ziel zukiinftiger Forschungsansitze ist es den Ausloser, die genauen
Stoffwechselvorgéinge und aussagekriftige Biomarker von oxidativem Stress bei
Diabetes Typ II zu identifizieren um eine geeignete Therapie und gegebenenfalls

spezielle Erndhrungsempfehlungen zu erarbeiten.
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7 Summary

The number of type II diabetics is increasing worldwide. The main cause is modified
lifestyle with a diet rich in sugar and fat as well as a lack of physical activity. Another
reason is the increased life expectancy. During life, free radicals “accumulate” in the
body and induce oxidative stress which is associated with age-related diseases including
diabetes type II. The onset of diabetes is attended by insulin resistance and B-cell
dysfunction and is characterised by increased concentrations of glucose and free fatty
acids, which can generate oxidative stress through different molecular mechanisms.
Numerous epidemiological data show increased stress parameters and significant lower
plasma levels of several antioxidants (e.g.: vitamin C) in diabetics. There is strong
evidence for an involvement of oxidative stress in the development of diabetes type II.
Studies focussing on the administration of antioxidants in prevention of diabetes just
demonstrated poor effectiveness; modification of lifestyle (exercise and balanced
nutrition) seems to be more effective. It is widely accepted that formation of oxidative is
due to diabetic metabolic status, in particular hyperglycaemia. Hyperglycaemia induces
an increase of the mitochondrial superoxide production and causes activation of
numerous other metabolic pathways (protein kinase C, polyol pathway), leading to
further oxidative stress. Oxidative stress is over different mechanisms involved in the
development of diabetic complications. The molecular processes are very complex and
depend on the metabolic status in particular the glycemic control. Antioxidants like
vitamin C and E failed to achieve sustained success in therapy and prevention of
diabetic complications. Supplementation of antioxidants administered in high dosages
even showed a prooxidative effect.

The aims of prospective research projects are to identify the trigger, the precise
metabolic activities and significant biomarkers of oxidative stress in diabetes type II in

order to develop an adequate therapy and if applicable specific diet recommendations.
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